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Liste des Abréviations

5-ASA

5-FU

6-MP =

AE =

AIEC

AINS

ALD

ANCA

ARN

ASCA

ATB

ATG16L1

AZA

BCG

CARD 15

CD3 =

CDAI

CFU =

CLSM

CRP =

DLG 5=

5-amino salycilique acid ou acide A-aminosalycilique
5-Fluorouracil ou 5-Fluorouracile

6-Mercaptopurine

Adverse event

Adherent-invasive E. coli bacteria
Anti-inflammatoire non stéroidien

Affection Longue Durée

Anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires

Acide ribonucléique

Anticorps anti-Saccharomyces cerevisia

Antibiotic ou Antibiotique

Autophagy-related 16-like 1 gene
Azathioprine

Bacillus Calmette—Guérin

Caspase Recruitment Domain-containing protein 15

Classes de différenciation 3

Crohn's Disease Activity Index

Colony forming Unit

Confocal laser scanning microscope = microscopie confocale a balayage laser
Proteine C réactive

Discs Large Gene
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EC = Ethylcellulose
ECCO = European Crohn’s and Colitis Organisation

ECD

Ethylcellulose Dispersion

EDX = Energy Dispersive X-Ray

El = Effets indesirables

EMA = Ethyl methacrylate

EPIMAD = Etude Prospective d'Incidence des MICI dans le Nord-Ouest de la
France

EPR = Electronique para-résonance magnétique

GE = Gastro esophageal

Gl = Gastrointestinal

GIT = Gastrointestinal tract

HAS = Haute Autorite de Santé

HCI = Acide chlorhydrique

HMGCS2 = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2
HPC = Hydroxypropyl cellulose

HPMC= Hydroxypropyl methylcellulose

HTGI = Haut tractus gastrointestinal

IBD = Inflammatory Bowel Disease

ICAM1 = Intercellular Adhesion Molecule 1

IL2 = Interleukine 2

IRGM = Immunity-related GTPase family M protein

IRM = Imagerie par résonance magnétique

14



MC

MCC

MDP

MEB
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ND
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PRC

PVA
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Intra-veineuse
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Microcrystalline cellulose

Muramyldipeptide

Microscopie eléctronique a balayage

Microscopie a force atomique

Maladies inflammatoire chroniques de l'intestin
Multi Matrix system

Messenger RNA ou acide ribonucleique messager
Not Documented

Nuclear factor xB

Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2

Organic Cation Transporter

Oral Osmotoc System for Colon Targeting
Principe actif
Phosphate buffered saline ou tempon Phosphate salin

Polymerase chain reaction

Peroxisome proliferator-activated receptors y
Polymerase Chain Reaction ou réaction en chaine de la Polymérase)

Polyvinyl acetate

Polyvinyl acetate gréffé a du polyethylene glycol

Polyvynil Acetate
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RCH =

RMN =

Rnase

ROR =

rpm =

SA =

SCFA

SEM =

SHIME

TGl =

TLR =

TNBS

TNF =

uc =

UCEIS=

USP =

uv =

wlv =

wiw =

Ringer Cystéiné
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Résonance magnétique nucléaire

Ribonuclease

Rougeole-Oreillons-Rubéole

Rotation par minute

Substance active

Short-chain fatty acids ou acide gras a chaine courte
Scanning electron microscopy

= Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem
Sustained-release

Tractus Gastrointestinal

Toll-like receptors

Trinitrobenzenesulfonic acid

Tumor Necrosis Factor

Ulcerative Colitis

Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity
United State Pharmacopeia

Ultraviolet

Weight/volume

Weight/weight
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I. Lalibération contrélée des principes actifs a administration orale

1. Définitions des systéemes d’administration des médicaments

Il existe de nombreuses voies d’administration de principes actifs (PA): locale
(transmucosale), entérale (orale, rectale, sublinguale) et parentérale (injectable). Grace a sa
simplicité et a son confort d’utilisation, la voie orale est la voie d’administration des PAs la
plus utilisée : 84% des cinquante médicaments les plus distribués pour les marchés américains
et européens sont administrés par cette voie [1]. Elle présente des avantages tels que la facilité
d’emploi, I’absence de douleur a I’administration et surtout la réduction du risque infectieux.
De plus, elle permet des traitements en ambulatoire et une production industrielle
relativement facile. Elle présente néanmoins des inconvénients. En effet, pour que le PA
puisse avoir un effet thérapeutique par voie orale, il faut que celui-ci soit absorbé au bon
endroit a travers la barriere digestive pour étre présent en quantité suffisante dans la

circulation sanguine le plus longtemps possible.

Pour que le PA exerce de facon efficace son activité thérapeutique, il est nécessaire
gue sa concentration sanguine atteigne un taux suffisant pour un effet thérapeutique mais pas
supérieur au seuil de toxicité. Cette fourchette de concentration sanguine est nommeée la zone

thérapeutique (Figure 1).

Cancentration
~ plasmatique du
principe actif

Seuil toxique

! % Zone thérapeutique

Seuil thérapeutique

Figure 1 Schéma de la zone thérapeutique
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Ainsi, pour satisfaire ces exigences d’absorption et de concentration sanguine,

I’administration orale requiert certaines exigences telles que:

- Lasolubilité du PA dans le tube digestif
- L’absorption du PA a travers la barriére gastro-intestinale

- Ladistribution du PA a travers I’organisme jusqu’a sa cible.

La forme pharmaceutique est une présentation du PA qui peut néanmoins participer a
son activité thérapeutique. Les systemes d’administration des médicaments consistent en des
formulations ou des technologies permettant au PA de satisfaire aux exigences citées
précedemment et d’atteindre sa cible pour y exercer son action thérapeutique. Ces systemes

d’administration sont primordiaux pour une administration efficace, slre et pratique.

Ainsi, pour ameliorer I’efficacité des PAs, des systemes d’administration existent pour
moduler leur solubilité [2], restreindre leur libération a un site spécifique [3], [4], ou réduire
leur dégradation indésirable dans I’estomac ou dans la circulation sanguine [5], [6]. Les
systéemes d’administration peuvent egalement promouvoir la sécurité d’utilisation des PAs en
réduisant les effets indésirables systémiques [7], [8] , en empéchant la libération du PA au
niveau de I’estomac et par conséquent en évitant les lésions gastriques [9], ou au niveau des
tissus sains [10], [11]. Enfin, les comprimés de désintégration orale [12], [13] et les
formulations masquant le golt [14] sont d’excellents exemples de systemes d’administration

visant a améliorer I’adhésion du patient a son traitement [15].

Les enrobages sont utilisés pour les formulations solides pour des raisons décoratives,
de protection, et pour des raisons fonctionnelles. Ces enrobages sont généralement appliqués
par un procedé de pulvérisation atomique, ou le polymere est pulvérisé sur le substrat solide.
Les formes pharmaceutiques enrobées sont les plus abondantes et proposent de nombreux
avantages tels que la libération « temps-dépendante », le masquage de godt, la protection
contre I’humidite, la libération site-spécifique pour cibler des portions du tube digestif, la
facilité d’administration, une biodisponibilité accrue, une meilleure stabilité a long terme ainsi
gu’une facilité d’identification du produit et I'amélioration de I'aspect esthétique. C’est
pourquoi de nombreux produits médicamenteux sur le marché sont des formes pelliculées et
les progrés dans la conception de formulation pharmaceutique, les techniques de fabrication et

les méthodes de caractérisation ont une grande importance pratique.
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2. Le controdle de la libération des PAs des formes solides a administration orale

La phase d’absorption des PAs est intimement liée a la phase de libération de sa
formulation galénique et de dissolution dans le milieu biologique correspondant au site
d’administration. Ainsi la phase de libération et celle de dissolution sont les facteurs limitant
la phase d’absorption. Ces facteurs limitant sont les outils de la conception des formes a
libération modifiée. La vitesse de libération du PA de la forme galénique peut étre accélerée,
retardée, ciblée par rapport a la libération immédiate grace a des formulations, des excipients

ou des processus de fabrication différents.

La Pharmacopée Européenne définit les comprimés a libération modifiee comme des
« comprimes, enrobés ou non, qui sont preparés avec des excipients speciaux, ou par des
procédeés particuliers, ou les deux, visant a modifier la vitesse, le lieu ou le moment de la
libération de la ou des substances actives. Les comprimés a libération modifiée comprennent
les comprimeés a libération prolongée, a libération retardee et a libération sequentielle » [16]
(Figure 2).

D’autres classifications separent les formulations a libération modifiée en formulations
[17]:

- alibération retardée (par exemple, en utilisant un enrobage entérique);

- a libération « site spéecifique » ou libération dans le temps (par exemple, pour une
libération colique);

- alibération prolongée (par exemple, d'ordre zéro, de premier ordre, biphasique, etc.);

- alibération programmée (par exemple, pulsatile, retardée, etc.).

La libération accélérée
La libération peut étre accélérée en augmentant la vitesse de désagrégation. Les
comprimes effervescents, solubles, dispersibles ou orodispersibles en sont de bons exemples.

La courbe plasmatique est donc décalée vers la gauche, avec une libération plus précoce.
Intérét

La libération accélérée permet une absorption sans délai du PA et est utile pour une
action pharmacologique rapide. Ces formulations permettent également de faciliter la prise
médicamenteuse (s’affranchir de probléeme de déglutition en gériatrie ou pédiatrie), de

permettre une administration par sonde naso-gastrique avec une dissolution avant
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I’administration et d’augmenter la biodisponibilité notamment avec la voie sublinguale qui

évite I’effet de premier passage hépatique.

La libération prolongée

La libération peut étre prolongée en retenant le PA au sein d’un systeme contrélant sa
vitesse de libération. Le PA peut étre inclus dans un excipient insoluble dans les liquides de
I’organisme qui forme ainsi une matrice a partir de laquelle le PA sera libéré lentement. La
libération du PA de la forme galénique peut étre simplement plus lente que la libération
immédiate ou elle peut étre contrdlée, programmée, ou soutenue. Le profil de libération
présente la forme d’une courbe croissante avec une vitesse diminuant au cours de la libération

avec un maximum de PA liberé égal a celui obtenu au cours d’une libération immédiate.
Intéréts

Cette libération prolongée présente un profil cinétique dit «d’ordre zéro »,
indépendant du temps et des variables biologiques liées au milieu environnant et est basé sur
des phénomenes physiques constants [18], [19]. Le profil de libération controlee
correspondrait au cas du profil idéal recherché (avec une vitesse de libération qui

compenserait I’élimination) et présente les avantages suivants :

- la réduction des prises journaliéres,

- I’accroissement du confort du malade,

- I’amelioration de I’observance du traitement,

-la diminution des effets secondaires indésirables par suppression des pics plasmatiques,

La libération retardée
La libération du PA peut étre retardée dans le temps ou I’espace par rapport a la
libération immeédiate. Ces formulations sont appelées « formes retard ». Le profil plasmatique

conventionnel est déplacé vers la droite.
Intérét

Ces « formes retard » permettent de protéger le PA de certains parametres du milieu
environnant tels que le pH ou les enzymes du haut tractus gastro-intestinal ou de protéger les

muqueuses intestinales du PA. Elles peuvent également differer la libération pour réduire le
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nombre de prise médicamenteuse hebdomadaire ou d’augmenter la concentration du PA dans

la seconde partie du tube digestif.

La libération séquentielle

La libération du PA peut étre séquentielle ou répétée. Le profil plasmatique présente
plusieurs courbes de concentration plasmatique conventionnelle qui se superposent le plus
souvent pour obtenir un effet prolongé. Les systemes a libération sequentielle ou systemes
complexes comprennent les comprimés multi-couches et les comprimés matriciels et
réservoirs. Les comprimés multi-couches sont des comprimés comprenant plusieurs phases de
désagrégation ou dissolution du PA. Le systéeme complexe matriciel ou réservoir représente

un comprimé contenant des minigranules enrobés par exemple.
Intérét

Ces formulations permettent de maintenir des concentrations plasmatiques a I’intérieur

de la marge thérapeutique en libérant de maniere séquentielle une quantité déterminée de PA.

Concentration
plasmatique du

principe actifh

Seuil toxique

SR e Zone

thérapeutique

"

Seuil thérapeutique

Libération immédiate

——_iD&ration soutenue
/ —_DE&ration prolongée
Libération retardée
Libération séqguentielle

N
[

Temps

Figure 2: Les différents profils de libération des PAs des formes solides a administration
orale

3. La libération ciblée coligue des principes actifs

a) Présentation
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La libération ciblée est une libération retardée jusqu’a un site spécifique du tractus

gastro-intestinal.

La libération colique est obtenue par une formulation galénique qui s’oppose a la
libération du PA durant la phase de transit dans le haut tractus gastro-intestinal : HTGI
(estomac et intestin gréle) et qui est ensuite dégradee au niveau du cdlon. De nombreuses
stratégies existent pour que les formes galéniques atteignent le c6lon intactes, utilisant les
parametres physico-chimiques spécifiques des différents compartiments du tractus gastro-
intestinal (pH, temps de transit, densité bactérienne). Cependant, les enrobages sensibles

aux enzymes bactériennes de la microflore colique semblent étre les plus spécifiques.

Les systemes a libération colique ont été reconnus comme présentant d’importants
avantages therapeutiques et la recherche dans ce domaine s’intensifie. Ils améliorent
considérablement le traitement de nombreuses pathologies a atteintes coliques telles que
les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI), le cancer du cblon, le syndrome
du cdlon irritable et la constipation. La libération colique serait également utile dans les
chronothérapies, quand, du point de vue thérapeutique, un retard a I’absorption est
nécessaire, notamment dans le traitement de pathologies comme I’asthme nocturne ou I’angor
[20], ou les traitements d’addiction a la nicotine. Aussi, I’absorption des médicaments
proteiques ou peptidiques est meilleure au niveau colique. Ce phénomene est di notamment,
a une activite protéolytique nettement plus faible au niveau du colon qu’au niveau de
I’intestin gréle (sauf pour certaines enzymes telles que I’endoprotéase prolyl ou la
collagénase) et a I’absence d’une activité peptidasique associee a la membrane des cellules
épithéliales coliques. Il y a donc un intérét pour I’utilisation du célon comme site d’absorption
de ces PAs peptidiques comme les analgésiques [21], les contraceptifs, les vaccins [22]-[24]
ou I’insuline [25] dont I’administration se fait jusqu’a maintenant, essentiellement par voie
parentérale, douloureuse et a I’origine d’une mauvaise acceptabilité. Il existe néanmoins des
obstacles a I’absorption colique de certains PAs comme le PAs de faible poids moléculaire

tels que les céphalosporines, les pénicillines et les aminosides qui se lient au mucus.

Plusieurs formulations innovantes répondant a cette problématique ont été décrites
dans des demandes de brevets (nanoparticules, comprimés osmotiques). Cependant, aucune
de ces formes n’a abouti commercialement, a cause d’un co(t trop élevé a I’industrialisation

du projet ou une trop haute technicité nécessaire a mettre en ceuvre pour leur développement.
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Les différentes stratégies de formulation galénique pour le ciblage colique [26]

Les prodrogues et azopolyméres

Le principe des prodrogues consiste en I’administration d’une molécule inactive qui,
grace a des phénomenes enzymatiques, se transforme en une molécule active. L utilisation
de molécules dégradées par des enzymes uniquement présentes au niveau du colon permet de
cibler I’action du PA au niveau colique. Le concept de prodrogue a été utilise pendant des
annees pour la sulfasalazine divisée par activité azoréductase colique en Acide 5-
Aminosalicylique (5-ASA), le composé actif, et la sulfapyridine. Une limite a cette stratégie
est que la quantité et I’activité des azoréductases peuvent varier chez les patients atteints de
MICI. Cette stratégie a notamment aussi été utilisée pour la vitamine D [27] avec I’utilisation
de la B-glucuronidase, présente au niveau de I’iléon et du c6lon, pour libérer la forme active
du PA.

Le méme systeme existe avec les azopolyméres qui consistent en des polymeres
réticulés par des molécules azo-aromatiques et qui peuvent étre clivés par les enzymes
bactériennes au niveau du colon. Ces enrobages étaient decrits pour étre utilisés pour la
libération colique de PAs peptidiques ou pour des anti-inflammatoires, in vitro [22], [28]-[34]

et in vivo [35].

La pression luminale

Certaines formes galéniques utilisent la pression luminale pour cibler la libération du
PA au niveau du c6lon [36], [37]. Cette pression luminale est due a la haute viscosité du
milieu et au peristaltisme créé par les muscles lisses du célon. Ces formes galéniques
associent un polymere résistant aux fluides du haut tractus gastro-intestinal (HTGI) et
des polymeéres gonflant au contact des fluides du cblon et susceptible d'une rupture
ciblée dans I'intestin distal. Un bouchon de gélatine peut étre par exemple placés dans une
capsule enrobée de polymeres résistants aux pH du HTGI [38], [39]. Le systeme OROS-CT
™ (ALZA Corporation, Palo Alto, USA) utilise cette stratégie. Ces technologies sont utilisees

pour les traitements chronothérapeutiques par exemple [38] (Figure 3).

Ces formulations présentent tout de méme I’inconvénient de subir la pression
osmotique du reste du tube digestif et peuvent commencer a libérer leur PA dans le HTGI. En
effet, le temps de transit et les pH présents dans le HTGI peuvent tout de méme influencer la
libération du PA. Enfin, ces technologies sont complexes a reéaliser avec des outils de

préparation galénique standards.
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Figure 3 : Capsule temps-dépendant pour la libération colique [40].

Polymeéres sensibles au temps

Le temps de transit gastro-intestinal des formulations peut étre divisé entre le temps de
passage dans I’estomac (1h pour un estomac vide et 2h pour les conditions critiques), dans
I’intestin gréle (4- 8h et peu variable, durée indépendante de I’état physique, de la présence de
nourriture ou de la taille de la forme pharmaceutique administrée) et dans le c6lon (24 a 48h
et tres variable [41]). Le temps total de transit médian pour des sujets sains est de 1,5 jours et
pour des sujets malades il peut étre raccourci ou allongé, il est de 2 jours par exemple pour
des patients atteints de mucoviscidose [42] ou peut étre gravement diminué dans d’autres
pathologies telles que les MICI. Les temps de transit gastriques sont variables en fonction de
I’ingestion d’aliments et sont contrélés par des facteurs neuro-hormonaux et de boucles
reflexes mises en jeu par différentes caracteristiques du chyme quittant I’estomac. Ils peuvent
également étre fonction des caractéristiques physiques de la formulation telles que sa taille et
sa densité. Les formulations sensibles au temps sont basées sur I’utilisation de systémes
enrobés (ou moulés [43], [44] pour pouvoir séparer les processus de développement du
« récipient fonctionnel » du PA contenu) de polymeres qui présentent un gonflement, une
dissolution ou une érosion lentes au contact des fluides gastro-intestinaux (amidons,
carboxymethylcellulose) et de polymeres insolubles afin de maintenir la formulation intacte
jusqu’au lieu ciblé pour la libération (éthylcellulose (EC)) [39], [45]-[48]. Ces systemes
utilisent une phase de latence de la libération suffisamment longue pour atteindre le site de
libération désiré [26]. Les compositions des enrobages peuvent étre trés variees et peuvent

conduire a de nombreux mécanismes de libération différents (Figure 4).
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Figure 4 : Apercu de la performance des systéemes enrobés a libération pulsative orale
suite a I'exposition aux fluides aqueux [26]

Le systtme MMX (multi-matrix system) est une technologie brevetée qui utilise une
matrice hydrophile et lipophile enrobée d’un polymére pH dépendant, gastro-résistant.
L’enrobage permet la résistance de la formulation au HTGI, la matrice hydrophile gonfle avec
la pression luminale et libére un gel visqueux. Le PA diffuse lentement a travers la matrice

hydrophile dans la lumiére du c6lon [49].

Les systéemes basés sur le temps de transit présentent de nombreux inconvénients
(variabilités des temps de vidange gastrique et de transit, phénomenes de rétention au niveau
de la valvule iléo-caecale [20]). Il a été constaté, par exemple, que les formulations unitaires
et les formulations de petite taille peuvent mettre trois a quatre heures pour passer a travers
I'intestin gréle [50]. Il est observé chez les patients atteints de rectocolite hémorragique
(RCH) que les temps de transit a travers le colon sont plus rapides que chez les sujets sains
dus a la diarrhée. Les formulations dépendantes du temps peuvent débuter leur libération au
niveau du HTGI et entrainer de graves effets indésirables (EI) [51]. Cette libération est
influencée par le niveau de revétement, et la libération de médicament peut étre déclenchée
par un changement de pH, une modification de la pression osmotique ou la perturbation de
I'enrobage par un gonflement du noyau. Ces inconvénients procurent aux systémes
dépendants du temps un manque de spécificité et empéchent d’aboutir a une validation de

ces derniers comme systemes de libération spécifique au niveau du cdlon [52].

Le systeme Chronotopic ™ [53] ou Pulsincap ™ [54] (Scherer DDS Ltd, Clydebank,
UK) utilisent cette stratégie.
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Polymeéres sensibles au pH

Les differents compartiments du tractus gastro-intestinal possédent différents pH.
Les enrobages composés de polymeéres sensibles au pH ont eté largement utilises pour cibler
la libération au niveau du c6lon. Ils sont en particulier basés sur les polyméthacrylates ayant
une solubilité entérique [55] mais également les derives d’hydroxypropylmethylcellulose [56]

ou la gomme laque [57]. Ces polymeres sont présentés dans le tableau 1.

Cependant, il existe une importante variabilité inter- et intra-individuelle des
valeurs de pH au niveau du tractus gastro-intestinal influencée par la maladie [58], au cours
de la phase aigué des MICI, le pH colique a révélé étre significativement inférieur au pH
physiologique mais certaines données sont contradictoires [59]. De plus, il existe une région
légerement acide dans le cblon proximal, en raison de la fermentation de poly- et
oligosaccharides en acides gras a chaine courte, qui pourrait affecter des profils et la
reproductibilité de libération du médicament. Les polymeres pH dépendants ne représentent

donc pas le meilleur moyen pour obtenir une libération spécifique au niveau du colon

[4]

Tableau 1 : Polymeéres entériques utilisés dans les formulations a libération modifiee
pour le « colon targeting ». * approprié pour une dispersion aqueuse ; ** disponible en
dispersion aqueuse ; *** disponible en solution aqueuse [40], [60].

Polymére entérique pH optimum pour la dissolution

Polyvinyl acetate phthalate (PVAP) (Coatenic®**) 50

Cellulose acetate trimellitate (CAT) 55

Hydroxypropyl methylcellulose phthalate (HPMCP)
HP-50 5.0
HP-55 and HP-558 >55

Hydroxypropylmethylcellulose acetate succinate (HPMCAS)

*LF Grade =55
*MF Grade =6.0
*HF Grade =68

Methacrylic acid copolymer, Type C (Eudragnt® L100-55%)

Methacrylic acid copolymer dispersion (Eudragit® L30D-55%*)

Methacrylic acid copolymer, Type A
(Eudragit® L-100* and Eudragit® L12,5)

=60

Cellulose acetate phthalate (CAP) (Aquatenc®**)

6.0

Methacrylic acid copolymer, Type B
(Eudragit®S-100* and Eudragit® §12.5)

=70

Eudragit® FS30D**

=70

Shellac (MarCoat 125%** & 125N***)

70

Les

formulations développées peuvent ne pas étre sensibles qu’a un seul

parametre. De nombreuses formes galéniques allient les différentes stratégies décrites ci-

dessus.
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Polymeéres sensibles aux enzymes bactériennes de la flore intestinale

Les systemes basés sur I’activité enzymatique de la flore microbienne sont
probablement les plus spécifiques pour une libération colique de PA. La flore intestinale
possede de multiples activités enzymatiques (surtout pour la degradation de polysaccharides
complexes (résidus de fibre alimentaire) qui constituent son substrat principal) inexistantes

dans les cellules humaines. Ils constituent donc une voie d’avenir pour le ciblage colique.

Cette approche intéressante utilise le potentiel métabolique de la communauté

microbienne unique du célon humain. Ce concept pourrait étre divisé en :

o lutilisation de précurseurs clivés par des enzymes bactériennes dans le c6lon
(prodrogues ou polymeres avec des liaisons azo-aromatiques)

 l'utilisation des outils (revétements / matrices) sensibles aux enzymes bactériennes du
colon (evitant I’utilisation de précurseurs).

Cette stratégie est basée sur la diversité du microbiote intestinal et sur son activité

métabolique.

Parmi les matériaux sensibles a la biodégradation des enzymes du microbiote colique,
il y a des polysaccharides naturels d’origines végetales (plantes, algues), animales ou
microbiennes, tels que la pectine, I’inuline, le chitosan, le chondroitine sulfate, le
galactomannane ou I’amylose. Ils sont utilisés pour la libération colique de PA grace a leurs

nombreux avantages :

- Leur abondance dans la nature,

- L’absence de digestion par les enzymes digestives humaines,
- Lasécurité d’emploi,

- La biocompatibilite,

- Leur utilisation dans le domaine alimentaire.

Les polysaccharides peuvent étre associés a d’autres polymeres leur permettant de ne
pas se solubiliser dans le HTGI [61] ou peuvent étre modifiés chimiquement pour moduler

leur propriétes de solubilité [62].

Problématique
L’ objectif de ce projet est la mise au point de formes pharmaceutiques innovantes
simples pouvant parcourir I’estomac, I’intestin (de pH de 1,5 — 7,4), et résister a différentes

enzymes digestives humaines sans dommage pour que le PA puisse étre libéré

28



specifiqguement, soit subitement, soit de maniére prolongée lorsque ces derniéres arrivent dans
le colon ascendant. Qutre de larges perspectives d’application dans le domaine des anti-
inflammatoires, cette technologie pourrait concerner de nombreuses autres molécules
d’intéréts therapeutiques citées précédemment (analgésique ou PA peptidiques). La forme
pharmaceutique utilisée est une forme solide (minigranule) comprenant un enrobage sensible
aux enzymes bactériennes coliques, qui doit se dégrader specifiquement dans le colon et qui
doit rester intact jusqu’a ce qu’il arrive a ce niveau du tube digestif. Cet enrobage n’est pas
specifiqgue d’un PA et peut convenir pour I’enrobage de PAs des différentes classes

thérapeutiques et assurer une libération du PA quel que soit le pH présent dans le cdlon.

4. La libération soutenue, d’ordre zéro, des principes actifs

b) Définition

La libération soutenue est avant tout une libération prolongee du PA. Un systeme ou
une formulation galénique ayant une libération du PA d’ordre zéro correspond a une

libération a vitesse constante.

Les premieres formulations a libération soutenue ont été introduites par Smith Kline

and French laboratories en 1952 avec une libération de Dextroamphétamine de 12 heures.

La modulation de la libération des médicaments hydrosolubles peut étre régie par

différents mécanismes:

- Par modulation du mécanisme de diffusion du milieu de dissolution dans la forme
galénique.
o Diminution de la diffusion en utilisant des matrices et systemes de réservoir
0 Réduire la surface de contact (évite le phénomeéne de désintégration)
- En controlant la diffusion du PA solubilisé a partir de la forme galénique vers le
milieu de dissolution.
o Diminution de la libération du PA a partir de complexe en utilisant un
« environnement concurrentiel » tel que des résines échangeuses d'ions.
o L'augmentation de I'épaisseur des couches enrobant la forme solide (systeme
de gonflement).
o Diminution de la concentration de PA dans les couches de la forme galénique.
o0 Modification de la sortie du milieu de dissolution de la forme galénique en

modifiant la loi naturelle de diffusion (par systéme osmotique).
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o En réduisant la solubilité du PA dans la forme galénique (modification de la
forme chimique).
- Endiminuant la solubilité des molécules du PA
o Formulation simultanée du PA et de polymeres.
o Modification chimique du PA.
o Rendre le PA lipophile (dispersion solide dans de la cire, extrusion a I'état
fondu a chaud).

o Formation de sels acides ou basiques.
Les différentes formes galéniques permettant une libération prolongée sont :

- Les formes matricielles ou réservoirs consistant en un noyau de PA entouré par une
membrane polymérique et dont la libération du PA est régie par la premiére loi de
diffusion de Fick.

- Les systemes de libération osmotiques qui sont des systemes de choix pour une
libération soutenue d’ordre zéro.

- Les comprimes a double noyau ou comprimé multicouche dont le taux de libération du
PA dépend de plusieurs facteurs tels que I'épaisseur et la porosite de I'enveloppe
extérieure, les types de matériaux utilisés pour comprimer le noyau intérieur et de
I'enveloppe extérieure, la taille des particules de I'excipient, la force de compression
utilisee pour compresser les deux couches et la position de I'intérieur dans le noyau
comprime.

- Ladispersion solide consistant en une dispersion d’un PA dans un support qui controle
le retard de solubilisation du PA par des phénomeénes d’érosion par exemple.

Les résines échangeuses d’ions qui permettent une libération du PA dépendant de la force

ionique et du pH du site d'administration.

Les systemes de formation in situ dont le principe est : une solution aqueuse de polymeére

contenant le PA sous forme dispersée ou dissoute, forme un gel en contact avec le fluide

biologique soit di & un changement de pH ou une interaction ionique.

Les systemes multiparticulaires : les minigranules peuvent étre enrobées de polymeres

limitant la vitesse ou compressées en comprimés pour obtenir une libération lente, une

libération ciblée ou des profils de libération contrdlée.

L’extrusion en fusion consistant en un mélange de PA avec des cires ou des polymeres

retardant sa solubilisation.
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Les domaines d’application

Les PAs n’ont pas tous un intérét a étre libére de facon prolongée :

Les molécules avec un temps de demi-vie plasmatique supérieur a 8h n’ont aucun
intérét a étre incorporées dans une forme a libération prolongée car elles sont
présentes dans I’organisme durant une période suffisante pour entrainer naturellement
une action prolongeée ;

Les PA faiblement solubles dans I’eau. Une faible solubilité freine le processus de
dissolution, et par consequent, I’absorption du PA ;

Les molécules présentant un premier passage hépatique saturable verront leur
biodisponibilité diminuer ;

Les PA dont la stabilité est fortement dépendante du pH, des réactions enzymatiques
et de la flore microbienne ;

Les PA nécessitant un dosage important sont considéres comme de mauvais candidats
pour la libération prolongée;

Lorsqu’il n’existe pas de relation entre la concentration plasmatique en PA et son effet

thérapeutique [63] ;

Inversement, un PA approprié pour une administration orale a libération prolongée

doit produire son effet thérapeutique a une dose assez faible pour étre avalé, étre efficacement
absorbé tout le tractus gastro-intestinal, et idéalement, avoir une demi-vie d'élimination qui ne

soit pas trop importante (inférieure a 12 heures).

Ces technologies ont permis de développer de nombreuses formes galéniques par voie

orale a administration d’une ou deux fois par jour (permettant ainsi d’éviter les pics
plasmatiques). Une libération prolongée est beaucoup plus pratique pour le patient et favorise
une meilleure observance aux traitements et peut également réduire les effets secondaires
indésirables. Cette stratégie de libération continue du principe actif est préférée pour la

libération des principes actifs a marge thérapeutique étroite.

Les systemes avec une cinétique de libération d'ordre zéro semblent supérieurs parce

qu'ils maintiennent une concentration stable de médicament dans le sang.

d) Intéréts
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Le taux de libération du médicament peut changer en fonction des liaisons entre le PA
et le polymére (par exemple, ester, amide, uréthane et), la formulation (par exemple : poudre,
hydrogel, enrobage, microsphére), et la composition chimique du polymere (par exemple,
squelette non bioactif ou molécule liante). Grace a des modifications chimiques simples, le
taux de libération du PA peut potentiellement étre affiné de quelques jours a plusieurs mois,

en fonction de I'application souhaitée et nécessaire [64], [65].

e) Technologies

Les systémes multiparticulaires

Les formes galéniques étudiées sont des systemes réservoirs (des minigranules) enrobés. Ces

petites formes posologiques multiparticulaires présentent des avantages:

» Eviter I’effet tout ou rien lors des éventuelles ruptures des formes galéniques.

» Le temps de vidange gastrique est moins variable. En effet, le pylore peut étre traversé
méme a I’état nourri.

» La posologie est mieux répartie dans le contenu gastrique.

» Lastagnation au niveau iléo-caecal est moins probable qu’avec les formes unitaires.

» Lasurface de contact avec les enzymes digestives et bactériennes est plus importante.

e Un transit ralenti des petites particules au niveau colique permettant un contact
prolongé avec les enzymes bactériennes présentes dans le compartiment colique.

» Enfin, les formulations enrobées peuvent contenir d’avantage de PA que les formes

matricielles ou le PA est distribué a travers la matrice.

Les polyméres

Diffeérents types de polymeres sont disponibles dans le commerce pour la préparation
de film d’enrobage pour une libération contrdlée, tels que I’éthylcellulose, des dérivés de
poly(acrylique) acide, et de poly(vinyl)pyrrolidine. lls peuvent étre appliqués a partir de

solutions organiques ou de dispersions aqueuses.

L’ethylcellulose est un materiau d’enrobage particulierement approprié, car il s’adapte
bien a la formation d’un film et est généralement considéré comme non toxique, non allergene
et non irritant. Pour adapter la cinétique de libération de PA a partir de formulation enrobées
d’éthylcellulose et pour optimiser la stabilité a long terme (en particulier pendant le stockage
ouvert a long terme dans des conditions de stress), I’ajout de petites quantités de copolymere

PVA-PEG a la dispersion d’éthylcellulose aqueux (Aquacoat ECD) a récemment été proposé.
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Une fois que les minigranules entrent en contact avec les fluides corporels aqueux, I'eau
pénetre dans les systemes et dissout le PA incorporé. Ce dernier diffuse ensuite en dehors des
formulations, la vitesse de libération étant dirigée par la composition et I'épaisseur de la
couche de film [66].

Un autre polymere utilisé est le Kollicoat SR 30D qui consiste en une suspension de
30% de poly(vinyl)pyrrolidone. Les applications des enrobages de Kollicoat® SR 30D
compris entre 1 et 5 mg / cm?sont des enrobages & libération prolongée de plusieurs formes
de formulation en fonction de la solubilité du PA et de la vitesse de libération ciblées. Le
mécanisme de libération des minigranules enrobées de Kollicoat SR 30D est principalement
la diffusion et parfois la formation de fissures a la suite de la pénétration de I'eau et de

I'accumulation de la pression osmotique, en particulier dans le cas des noyaux de sucre.

Un mélange d’Eudragit® (un poltmere acrylique) peut entrainer une libération d’ordre

zéro mais ralentit fortement la libération qui atteint seulement 60% en 8 heures [67].

Les techniques d’enrobage

Diverses techniques d’enrobage existent telles que la pulvérisation, la double
compression, I'immersion et la formation de couches de poudres et elles sont utilisees selon le
type de matiéres concernées et les caractéristiques souhaitées pour la I’enrobage final.
Cependant, I’enrobage par pulvérisation (Figure 5), c’est-a-dire le processus par lequel un
substrat solide est recouvert d'une mince couche de polymere déposé a partir d'une suspension
ou d’une solution nébulisée reste la technique de référence, ceci en raison de son caractere
avantageux en termes de temps, de colts et d'évolutivité du processus, d’homogénéité de
I'épaisseur, de la structure et de la surface de la couche, de la fine modulation du niveau
d'enrobage et de la polyvalence en ce qui concerne le type et les dimensions des noyaux de
départ [68]. Difféerentes techniques de pulvérisation (pulvérisation inférieur, supérieure, de
type Wurster ou de c6té avec un anneau rotatif) existent et présentent chacune leurs avantages
(poids limite de chargement de I’appareil ou homogénéité des formes solides a enrober et de
I’enrobage) (Figure 6). L’enrobage peut se faire par pulvérisation d’une solution contenant ou
non du PA («drug coating ») ou d’un poudre (pelliculage a sec). Il existe encore d’autres

méthodes telles que I’enrobage a haute tempeérature avec des excipients lipidiques [69].
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Figure 5: Représentation schématique d'un enrobage par pulvérisation sur lit d’air

fluidisé [70] [71].
4 —

Figure 6: Difféerentes formes d’enrobage en lit d’air fluidisé: (a) pulvérisation
supérieure, (b) de pulvérisation inférieure, (c) le type ""Wurster™, (d) pulvérisation de
coté avec un disque rotatif [70], [71].

Formations des films

Les films polymeres sont appliqués a des formes solides a usage decoratif, de
protection ou fonctionnel. Le mécanisme de formation des films dépend du fait que le
polymere est a I'état dissout ou dispersé. Pour les solutions, la formation du film se produit
lors de I'évaporation de solvants, lorsque les chaines de polymere sont intimement liées. La
formation du film a partir de dispersions nécessite la coalescence de sphéres isolées de
polymere et I'interpénétration des chaines de polymere [72], [73]. Les films préparés a partir
de dispersions polyméres nécessitent des conditions thermiques de formation du film. Ces
systéemes nécessitent généralement un stockage dans un environnement a température et
humidité contrélées pour assurer la coalescence compléte de polymeére. La coalescence
incompléte peut conduire a des changements significatifs dans la libération du médicament
dans le temps [74]-[76].
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Les techniques d’analyses des formulations

Un certain nombre d'études utilisant I’analyse mécanique, telles que les essais de
libération de PA in vitro, ont été utilisées pour comprendre les structures d’enrobage, leurs
effets sur la libération du PA et les mécanismes de libération [77], [78]. Des informations sur
I'épaisseur de I’enrobage, l'uniformité et la morphologie peuvent étre obtenues avec des
techniques analytiques [79] comme la microscopie électronique a balayage (MEB) [80], la
microscopie a fluorescence [81], la microscopie a force atomique (MFA) [82], la micro-
imagerie confocale Raman [82], [83], I'imagerie a dispersion d'énergie des rayons X (EDX)
[84], la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) [85], la spectroscopie
électronique para-résonance magnétique (EPR) [86], et la microscopie confocale a balayage
laser (CLSM) [87].

Problématique

L’objectif de ce projet est la mise au point d’une forme pharmaceutique innovante
simple composée d’un PA fortement soluble et dont la libération est constante durant 8h. Le
procédé de fabrication doit rester le plus simple possible afin de pouvoir le transposer

industriellement.
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I1. Les Maladies Inflammatoires chroniques de I’intestin

1) Définition
Les MICI furent décrites entre 1930 et1950 et regroupent principalement la maladie
de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) qui se caractérisent par
I’inflammation de la paroi d’une partie du tube digestif (liée a une hyperactivité du systeme

immunitaire digestif), source de Iésions destructrices (ulcérations).

Différentes classifications de ces pathologies existent.

La MC peut étre classifiée selon :

- le phénotype (ancienne classification de Rome ou de Vienne et aujourd’hui
classification de Montréal [88]) révele la criticité phénotypique telle que la gravité des
Iésions.

- I’activité de la maladie : le score CDAI (Crohn’s disease activity index) [89]-[91]
exposant les acces de crise inflammatoire ou les périodes de rémission.

- laréponse au traitement (cortico-résistant ou cortico-dépendant)

- les facteurs immunologiques (présence ou non des ASCA - Anticorps

Anti-Saccharomyces cerevisiae qui est une levure alimentaire et ANCA - Anticorps
cytoplasmiques anti-neutrophiles [92]). Ces facteurs sont des marqueurs serologiques
diagnostiques des MICI (bien que leur utilité diagnostique et pronostique reste
controversée). La raison de leur présence chez les patients atteints de MICI reste
inconnue.

La RCH peut étre classee selon :

- I’étendue des lésions
- la sévérité des lésions
- I’age d’apparition des lesions ou la présence d’une cholangite sclérosante primitive
concomitante.
Elles se caractérisent par des phases d’activité d’intensité variable (appeléees
“poussees™), alternant avec des périodes de remission. La RCH et la MC n’augmentent pas
la mortaliteé, mais en raison de leur survenue précoce dans la vie et de leur chronicité, elles

induisent une morbidité élevée qui altére la qualité de vie des malades.

2) Epidémiologie

Les MICI sont un probléeme de santé publique dans les pays industrialisés. Elles
touchent plus d'un habitant sur 1000 (surtout les jeunes adultes). L'incidence s‘est accrue
fortement apres la seconde guerre mondiale dans les pays occidentaux ou elle est

maintenant stabilisée [93]. Elles sont par contre en nette augmentation dans les pays en
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voie de développement [94]. Le nombre de malades est estimé en Europe a 1 million de
patients ayant une MC et 1,5 millions une RCH dont prés de 200 000 en France [95]. Il
existe, depuis 1988, le registre EPIMAD qui couvre 4 départements francais : le Nord, le Pas-
de-Calais, la Somme et la Seine-Maritime regroupant pres de 6 millions d’habitants (9,3% de
la population francaise). Ce registre a permis de conclure que pendant une période de 1988 a
2008, I’incidence de la MC a augmente de 30% (100% chez I’adolescent et I’adulte jeune)

alors que celle de la RCH est restée stable.

3) Signes cliniques

La MC est une maladie inflammatoire pouvant atteindre n'importe quel segment du
tube digestif depuis la bouche jusqu'a l'anus et pouvant intéresser simultanément ou
successivement, un ou plusieurs segments. Cependant elle siege le plus souvent sur le gros
intestin ou célon, sur la partie terminale de I'intestin gréle ou iléon ou sur les 2 segments. Elle
a été décrite pour la premiere fois en 1932 par un medecin américain: Burril B Crohn. Selon
le consensus européen de I’ECCO (European Crohn’s and Colitis Organisation) [96], les
signes cliniques sont des diarrhées récurrentes (durée > 6 mois), des douleurs abdominales
et/ou une perte de poids. Il existe également des symptomes systémiques tels que des

malaises, une anorexie et une fiévre.

La RCH est une maladie inflammatoire intestinale atteignant le rectum et pouvant
« remonter » sur le c6lon sans laisser d’intervalle de muqueuse saine. Les autres segments du
tube digestif ne sont jamais concernés par l'inflammation. Lors des phases d'activite,
I'inflammation atteint la muqueuse, la partie interne de la paroi intestinale. Selon I'extension
des lésions au niveau du célon, on distingue trois types de RCH : les RCH distales (60%)
(rectite et recto-sigmoidite) ; les RCH pancoliques (15%) atteignant le rectum et la totalité du
colon ; et les formes intermédiaires (25%). Selon le consensus européen de I’'ECCO [97], les
signes cliniques sont des douleurs rectales avec ou sans diarrhée, rectorragie, syndrome
dysentérique, ténesme, épreintes et des défécations nocturnes. En cas de forte poussée, des
douleurs abdominales et des signes genéraux (fievre, altération de I’état général, anorexie)
peuvent étre observés. Chez I’enfant et I’adolescent une cassure des courbes staturo-

ponderales et/ou un retard pubertaire sont parfois notés.

4) Etiologie
Les MICI sont des maladies multifactorielles complexes survenant chez les

individus genétiquement prédisposés.
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Epithélium intestinal, systéme immunitaire et inflammation

Le développement des MICI peut resulter d’une anomalie de I’épithélium intestinal
qui devient plus perméable aux macromolécules et méme aux bactéries ou aux fragments
bactériens de la flore luminale. Les patients possédent également des mécanismes
immunitaires innés de la couche épithéliale défaillants. Enfin, la reconnaissance de
I'antigéne et son traitement par les cellules présentatrices d'antigenes sont perturbés et activent
les lymphocytes T effecteurs. Ainsi, une réponse inappropriée du systéme immunitaire
muqueux défectueux a la flore indigene et a d'autres antigénes de la lumiére du tube digestif
se développe entrainant une inflammation et une reconstruction cellulaire inappropriée créant

les lésions typiques des MICI [98].

Génétique

Les études chez les jumeaux et I'existence de formes familiales de MICI ont souligné
I'importance des facteurs de risque génétiques. L activation du systéme immunitaire inné par
des composants bactériens est mediée par des récepteurs spécifiques, pour lesquels il existe un
polymorphisme genétique (par exemple avec NOD2). En 2004, deux nouveaux genes de
prédisposition a la MC ont été décrits: OCTN, un transporteur de cations organiques
(notamment de carnitine) exprimé dans les lymphocytes T, les macrophages et les cellules

épithéliales et DLG5, qui jouent un réle dans le maintien de I’intégrité épithéliale [99], [100].

En 2001, un premier géne de prédisposition a la MC, appelé NOD2 puis rebaptisé
CARD15, a été découvert [101]-[103]. Ce géne code pour une protéine NOD2/CARD15 qui
est exprimee de maniére constitutive dans les cellules myéloides telles que les macrophages,
les neutrophiles et les cellules dendritiques et dans un sous-type de cellules épithéliales
situées a la base des cryptes appelées cellules de Paneth. La fonction de ces cellules est restee
une énigme jusqu’a ce que I’on réalise qu’elles sont essentielles dans la défense innée de la
muqueuse intestinale en tant que régulateurs de la densité microbienne de I’intestin gréle. Le
mode d’action exact de la protéine NOD2/CARD15 est encore controversé, mais il semblerait
qu’elle assure une régulation a la fois positive et négative de la voie de signalisation du
récepteur de type Toll (TLR : Toll like receptor). La protéine NOD2/CARD15, contrairement
aux TLR qui sont des récepteurs transmembranaires, est un récepteur intracellulaire qui
reconnait la partie élémentaire de toute paroi bactérienne, le muramyldipeptide (MDP), apres
invasion de la bactérie dans la cellule. L activation de cette protéine aboutit a I’activation du
NFxB qui est un facteur majeur de transcription nucléaire a I’origine de la réponse

inflammatoire. Elle joue donc un rdle fondamental dans la reconnaissance bactérienne et la
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défense immunitaire innée [104]. Trois mutations de ce géne ont été retrouvées chez les
patients atteints de MC. Les mutations de ce gene ne sont ni nécessaires ni suffisantes pour le

développement d’une MC mais ces mutations altérent la protéine codee par ce gene.

Plusieurs mutations génétiques des acteurs de la machinerie autophagique ont
également été impliquées dans la pathogénie des MICI. L’autophagie est génétiqguement
déterminée par les genes : NOD2, ATG16L1 et IRGM [105]. L’autophagie est un processus
indispensable dans la cellule permettant la dégradation non sélective de macromolécules,
d'organites cellulaires et de micro-organismes pathogenes. Une diminution du flux
autophagique chez les patients atteints de MICI pourrait expliquer I’expansion de bactéries
pro-inflammatoires dans I’intestin des malades. Certaines bactéries sont capables de stimuler

I’autophagie et permettent donc une amélioration de la symptomatologie des MICI.

Dautres génes ont été localisés et leur identification devrait permettre de progresser
dans la compréhension des interactions entre l'environnement et le systéme immunitaire
intestinal a I'origine des MICI [94].

Les différents variants génétiques découverts et fortement associes a la MC confortent
I’hypothése que les MICI résulteraient d’une réponse immunitaire inadaptée au microbiote
intestinal et en particulier aux bactéries invasives chez un héte génétiquement prédispose

[95] et/ou aggraveée par des facteurs environnementaux.

Environnement
Les variations épidémiologiques des MICI observées dans le temps et dans l'espace
suggerent I'intervention de facteurs de risque environnementaux mais seul le réle du tabac et

de I'appendicectomie est établi.

Différents éléments environnementaux en lien avec les facteurs génétiques de
prédisposition pourraient entrainer le développement d’une MICI en modifiant la composition
de la flore intestinale (Tableau 2). Ces éléments sont les antibiothérapies, les antécédents
infectieux périnataux ou de la jeune enfance, les vaccinations au BCG ou ROR (Rougeole,
Oreillons, Rubéole) ou encore [I’infection par Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis [93], Listeria monocytogenes, Yersinia ou Escherichia coli adhérents invasif
(AIEC) [106]. Des facteurs alimentaires tels que la consommation de sucres, de graisses, de
protéines ainsi que la présence de microparticules d’oxyde de Titanium et de silicate

d’aluminium dans les aliments ou I’allaitement maternel ont été étudiés. La prise de

39



contraceptifs oraux a également été soupconnée pour son impact sur I’augmentation ou la
diminution du risque de MICI. Peu de conclusions peuvent étre tirées de ces études a cause
des biais méthodologiques et des résultats contradictoires [107]. L’hypothése du role de
I’infection ou de la vaccination au virus de la rougeole dans le développement des MICI est
infirmee a ce jour [108]. Le stress, le niveau socio-économique ou I’activité physique sont

des facteurs en cours d’étude mais aucune confirmation n’existe.

Tableau 2 : Eléments du mode de vie susceptibles d’agir sur le microbiote intestinal
[109].

Eléments du mode de vie moderne susceptibles d’agir sur le microbiote intestinal.

Amélioration de I'état sanitaire

Diminution des maladies parasitaires endémiques

Sols durs des habitations (moins de contact avec les bactéries de la terre)
Diminution de I'infection a Helicobacter pylori

Augmentation de I'utilisation des antibiotiques

Vaccinations

Diminution de la taille des familles

Moins de promiscuité dans les conditions de vie

Chaine du froid

Exposition retardée dans la vie aux infections

Vie sédentaire et obésité

Moins de consommation de nourritures fermentées

Plus de consommations de sucres raffinés, graisses saturées et conservateurs alimentaires

Pollution industrielle : métaux lourds, aluminium, microparticules.

5) Diagnostic
Le diagnostic est habituellement établi en période de poussée. Les poussees peuvent

débuter a tout age de la vie mais se révélent en moyenne entre 20 et 30 ans. 15% des MICI
concernent des cas pediatriques. Le diagnostic est confirmé par une évaluation clinique
combineée : arguments anamnestiques (interrogatoire du patient), cliniques, endoscopiques et
histologiques. Il n’existe, a I’heure actuelle, aucun marqueur permettant d’affirmer avec
certitude le diagnostic de I’'une ou de I’autre maladie. Différentes techniques d’imageries
permettent de localiser les lésions : I’échographie abdominale [110], la tomodensitométrie ou

I’IRM (imagerie par résonnance magnétique).

L’utilisation de marqueurs biologiques a visée diagnostique ou pronostique
constitue une avancée importante pour la prise en charge des patients. Ils peuvent orienter
vers une prise en charge plus précoce avec des moyens peu invasifs. La CRP (protéine C

réactive) serait un facteur pronostique d’une inflammation chronique et prédictif de poussées.
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Certains marqueurs sériques pourraient aussi étre utilises. Les ASCA (anticorps sériques
dirigeés contre une levure alimentaire Saccharomyces cerevisiae) et les ANCA (anticorps anti-
cytoplasme des polynucléaires neutrophiles) sont deux anticorps présents chez les patients
atteints de MICI. La raison de leur existence au cours de ces pathologies est encore inconnue.
Leur utilisation comme outils diagnostique ou pronostique de I’évolution des MICI est
discutée, cependant, leur sensibilité et spécificité sont actuellement insuffisantes pour les
utiliser de fagon isolée chez tous les patients. [92]. Aussi, la présence de Clostridium difficile
producteur de toxines doit étre recherchée, notamment par PCR (Polymerase Chain Reaction
ou réaction en chaine de la Polymérase) car I’infection par cette bactérie requiert une

antibiothérapie spécifique.

6) Traitements

Il n’existe pas de traitement medical curatif des MICI, mais les traitements actuels
obtiennent de plus en plus souvent, de facon suspensive, un contréle durable de la maladie,
une qualité de vie satisfaisante, une diminution de I’intensité et de la durée des poussées et
une prévention des récidives [111]. La stratégie thérapeutique associe des traitements
symptomatiques, des anti-inflammatoires, des immunosuppresseurs et la chirurgie
(encore nécessaire chez prés de 3 patients sur 4 pour la MC). On assiste aujourd’hui a une
explosion de biothérapies puissantes ciblées sur des molécules clés de la réponse immunitaire

mugqueuse intestinale.

a) Traitements médicamenteux

Les traitements medicamenteux comprennent :

Les anti-inflammatoires
Le traitement de référence des formes actives modérées de la MC iléo-caecale
d’aprés le consensus européen de I’ECCO [112] est le budésonide 9 mg par jour. Les

formes coliques de la maladie peuvent étre traitées par sulfasalazine.

Les aminosalicylates

La sulfasalazine 3 a 6 g/j est efficace pour les formes coliques de la maladie. La
sulfasalazine est un anti-inflammatoire intestinal administré par voie orale et dont la libération
est ciblée au niveau du cOlon grace a des ponts azoiques clivés par les enzymes de la
microflore colique et libérant la molécule active : I’acide 5-aminosalicylique (5-ASA ou
mésalazine). Asacol® et Pentasa® sont deux spécialités composées de 5-ASA comme

principe actif. L’Asacol® ou Fivasa® (nom commercial francais) est un comprimé enrobé par
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une résine de type acrylique (Eudragit®), gastrorésitant et libérant le PA a pH>7 (7,2). Le
Pentasa® est une formulation a libération temps-dépendant consistant en un comprimeé forme
de granulés composés d’ethylcellulose et de Povidone. Asacol® et Pentasa® ont prouvé leur
efficacité pour les formes iléales et coliques de la maladie, ainsi, le 5-ASA a 3 a 4 g/j
pendant 4 a 6 semaines lors d'une poussée puis a une posologie de 2 g par jour en
traitement d'entretien, est devenu le traitement le plus utilisé avec une toxicité limitée bien
que de récentes etudes debatent la significativité de la supériorité du 5-ASA versus placebo.
Les Els les plus fréquents du 5-ASA sont des maux de téte, des nausées, des douleurs
épigastriques et des diarrhées et sont liés a la dose. Les dérivés du 5-ASA existent aussi en

forme lavement ou suppositoire pour les localisations anorectales.

Les corticostéroides

A T'heure actuelle, le budésonide (Entocort®) est préconisé de préférence a la
prednisolone si la distribution de la maladie est appropriée. Les avis sont partagés quant a
savoir si la prednisolone doit étre utilisee pour une maladie active ou réservee aux occasions
lorsque le traitement moins toxique a échoué. Les schémas sont différents selon les centres et
les patients. Certains patients sont non répondeurs a la corticothérapie. Les
corticosteroides sont efficaces pour induire une rémission mais sont totalement inutiles pour
le maintien de celle-ci. Une alternative thérapeutique doit étre prévue pour prévenir ces
récidives. Leurs EI comprennent des effets cosmétiques (acné, paleur, cedeme), des troubles
du sommeil et de I'humeur, une dyspepsie, ou une intolérance au glucose. Les effets associés
a une utilisation prolongée sont la cataracte, l'ostéoporose, une myopathie, et une
susceptibilité a I'infection. Toutefois, le budésonide cause moins de réduction de la densité
minérale osseuse que la prednisolone. La prednisone (Cortancyl®) ou la prednisolone
(Solupred®) a la dose de 0,75 a 1 mg/kg/j permettent I'obtention d'une rémission clinique
entre 3 a 7 semaines dans 90 % des cas. Le budésonide est utilisé a la dose de 3 gélules

(Entocort® 3mg en gélule) par jour pendant 4 a 8 semaines.

Le traitement des crises de RCH avec des signes de toxicité systémique sont des
corticoides injectables : methylprednisolone (Solumedrol®) 60 mg ou hydrocortisone
(Hydrocortisone®) 400 mg /jour. La ciclosporine (Néoral®, Sandimmun®) peut étre utilisée

chez les personnes intolérantes aux corticoides.
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Les antimétabolites : Thiopurines et Méthotrexate

Ce sont les immunodépresseurs conventionnels, traitements de fond de premiére
intention de toutes les MC non bénignes et des RCH évolutives non contrdlées par les derives
5 — aminosalicyclés. Les thiopurines : Azathioprine ou AZA (Imurel®) et 6-Mercaptopurine
ou 6-MP (Purinethol®), a la posologie de 2 a 2,5 mg/kg/jour sont efficaces dans 60 a 70 %
des formes corticodépendantes ou corticorésistantes de MC et leur délai moyen d'action
est de 3 a 6 mois. Le Méthotrexate peut étre utilisé comme alternative si les thiopurines ne
sont pas tolérées, mais ce traitement posséde des contre-indications particuliéres telles que la
grossesse. Les antimétabolites sont utilisés comme traitement adjuvant des corticoides. Ils
sont considerés comme des agents epargneurs de corticoides. Leurs EI sont pour la thiopurine
des réactions pseudo-grippales et une éventuelle leucopénie ; pour le méthotrexate, une
toxicité gastrique avec nausées, vomissement, diarrhées et stomatites. Les médicaments dont
la co-prescription majore la toxicité hématologique du méthotrexate sont les pénicillines,
I’aspirine, les AINS et la triméthoprime. L’utilisation de ces immunosuppresseurs doit étre
assortie d’une surveillance biologique stricte et de précautions d’utilisation vis-a-vis des

infections et des cancers.

Les biothérapies :

Infliximab

Le Rémicade® est un anticorps monoclonal chimérique humain/souris qui se lie avec
une grande affinité a la fois aux formes soluble et transmembranaire du TNF-alpha. L’ ECCO
est unanime pour affirmer que I’Infliximab (une perfusion 1V de 5 mg/ kg ou 3 perfusions de
5 mg/kg en 6 semaines pour les MC fistulisées) est approprié pour les MC dépendantes aux
corticoides, réfractaires a la corticothérapie ou chez les patients intolérants aux
corticoides [113]. Tous les patients traités par Infliximab doivent recevoir un traitement
immunomodulateur (AZA, 6-MP ou Methotrexate), sauf si celui-ci ne peut étre tolére. En
effet, les immunomodulateurs réduisent le deéveloppement d'anticorps anti-Infliximab qui
réduisent l'efficacité et augmentent les effets secondaires de I’Infliximab. L’infliximab
augmente le risque infectieux, ainsi il multiplie par quatre ou cing le risque de tuberculose.
L’instauration d’un tel traitement est associé a une radiographie des poumons et parfois a la
mise en place d’une trithérapie contre la tuberculose ou d’un test de réaction a la tuberculine
pour dépister la tuberculose. Avant la mise en place de ce traitement, la présence d’un abces
ou d’un syndrome obstructif doit étre exclue. Les EI sont des éventuelles réactions a la

perfusion (pendant ou dans les 2h aprés la perfusion) pouvant étre traitées par des
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antihistaminiques, du paracétamol, et parfois des corticostéroides. Des réactions
anaphylactiques ont éte décrites. Une réaction tardive de douleur et de raideur articulaires,
avec fievre, myalgies et malaise peut se produire, surtout s’il y a eu un intervalle de plus d'un
an avec une perfusion précédente. Un pré-traitement par hydrocortisone est conseillé dans ces

circonstances. L'infection est la principale contre-indication.

Adalimumab

L’Humira® est une alternative pour les patients adultes qui n‘ont pas répondu malgré
un traitement approprié et bien conduit par un corticoide et/ou un immunosuppresseur ou chez
lesquels ce traitement est contre-indiqué ou mal toléré. 1l est également prescrit chez les
patients adultes atteints de RCH active, modérée a sévere ayant eu une réponse inadéquate au
traitement conventionnel, comprenant les corticoides et la 6-MP ou I’AZA, ou chez lesquels
ce traitement est contre-indiqué ou mal toléré. Cette biothérapie est un anticorps monoclonal
anti-TNF entierement humanisé. L’Adalimumab est administré en sous-cutané donc est
moins immunogeéne. Le schéma posologique classique est une phase d’induction consistant en
une injection de 80 mg la semaine 0 (ou 160 pour la RCH ou si une réponse rapide est
souhaitée) suivie d’une injection de 40 mg la semaine 2 (80 mg pour la RCH). Apres la phase
d’induction, la posologie recommandée est de 40 mg toutes les 2 semaines (80 mg pour la
RCH).

D’autres biothérapies sont en cours d’essais pour ces indications, utilisant des
mécanismes d’action différents, telles que le Visilizumab (Anticorps humanisé anti-CD3),
I’Alicaforsen (Inhibiteur anti-sens de la RNase de la molécule d’adhésion intracellulaire
ICAM-1), le Daclizumab (anticorps monoclonal humanisé de sous-type 1gG1 se liant aux
recepteur a I’interleukine 2 (IL2), le Certolizumab (inhibiteur de TNFa), le Natalizumab
(anticorps monoclonal humanisé anti-integrin-4), le Fontolizumab (anticorps humanisé anti-

Interferony) et I’Etanercept (inhibiteur de TNFa).
Les traitements symptomatiques :

Les antalgiques
D’apres le guide ALD (Affection Longue Durée) n°24 de I’HAS (Haute Autorite de

sante) [114], les antalgiques a utiliser sont ceux de palier 1 ou 2 a I’exception des AINS (Anti

Inflammatoires Non Stéroidiens) non salicylés et des antispasmodiques.
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Les antibiotiques

Les antibiotiques ne sont pas recommandes dans la MC modérément active sans
complication septique [112]. Les antibiotiques sont réservés aux patients présentant une
hyperthermie, ou dont les résultats d’imagerie témoignent de la preésence d’un abces.
L association d’antibiotiques utilisée se compose du meétronidazole et de la ciprofloxacine.
Le métronidazole est un anti-infectieux de la famille des nitro-5-imidazolés dont le spectre
d’activité antibactérienne touche les bactéries anaérobies et Helicobacter pylori (bactérie
aérobie a Gram negatif causant des ulceres gastro-duodénaux). Le métronidazole est
également une molécule antiparasitaire des parasites affectant le tube digestif tels que
Entamoeba histolytica et Giardia intestinalis. La ciprofloxacine est un antibiotique de la
classe des fluoroquinolones habituellement actif sur les bactéries aérobies a Gram negatif.
Ainsi, I’association de ces 2 antibiotiques permet de viser un large spectre de micro-
organismes pathogénes du tube digestif. Les Els de cette antibiothérapie sont les effets a
courts termes dans 50% des cas (nausées, gout metallique, effet antabuse). La
polyneuropathie secondaire au métronidazole limite l'utilisation a long terme et I’ utilisation de
ciprofloxacine a long terme est associée a un risque de tendinite et rupture du tendon d'Achille

en particulier avec I’utilisation concomitante des corticostéroides.

Les éventuelles infections a Clostridium difficile sont traitées par métronidazole (500
mg, 3 fois/j) ou par vancomycine par voie orale (250 a 500 mg, 4 fois/ jour). Il existe
également la Fidaxomicine (200 mg, 2 fois/ jour), qui est un antimicrobien macrocyclique
inhibant la synthese de I'ARN par I'ARN polymérase bactérienne. Ce dernier est utilisé en cas

de récidive d’infection a Clostridium difficile, sauf dans les cas les plus sévéres [115].

Les antidiarrhéiques

Le lopéramide est un antidiarrhéique analogue structurel des opiaces. Il a une activité
antisecrétoire par augmentation du flux hydro-électrolytique de la lumiére intestinale vers le
pble plasmatique de I'entérocyte et réduction du flux inverse. Il permet I’obtention d’effets
rapides et durables par un ralentissement du transit colique tout en respectant les caractéres
bactériologiques et parasitologiques des selles. 1l peut étre associé a la colestyramine qui est
une résine basique synthétique échangeuse d'ions, possédant une forte affinité pour les acides
biliaires. Elle fixe les acides biliaires sous forme d'un complexe insoluble, inhibant ainsi leur

cycle entérohépatique et augmentant leur élimination fécale.
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Lors de colite, une malabsorption des selles biliaires peut étre observee. Ainsi, la
colestyramine et le loperamide peuvent étre associes pour limiter les symptomes diarrhéiques

de ces patients.

b) Alimentation artificielle
La nutrition artificielle n’est pas recommandée dans la MC modérément active.
Elle doit étre administrée en complément d’un autre traitement et peut étre utile lors de
résection qui entraine le raccourcissement de I’intestin ou pour la prise en charge des sténoses
étendues de I’intestin. Elle est considérée par le consensus comme seule appropriee pour le
traitement d'appoint pour soutenir la nutrition et non pour le traitement primaire. La
nutrition parentérale totale est un traitement d'appoint approprié dans les formes complexes

avec présence de fistule.

c) Les traitements chirurgicaux

La chirurgie n’est pas un traitement de premiére intention. Les traitements
chirurgicaux vont de la chirurgie simple : stomie de dérivation dans les cas des manifestations
anopérinéales séveres ; a la plus compliquée : coloproctectomie totale avec anastomose iléo-
anale. L’indication opératoire peut étre portée en urgence dans le cadre d’une colite aigue
grave apres échec du traitement medical ou, beaucoup plus rarement, devant une forme
compliquée (abces, peritonite). Les autres indications opératoires portées a froid sont
essentiellement des MC mal controlees par le traitement meédical, avec sténose colique

symptomatique ou, en cas de dysplasie, voire de cancer.

Dans les cas de la RCH, le traitement chirurgical est nécessaire : a froid dans les
formes résistantes au traitement médical et chez les patients a risque de cancers colorectal ; en
urgence, en cas de colite aigue grave compliquée (colectasie, hémorragie, perforation) ou
résistante au traitement meédical. L ‘anastomose iléo-anale avec réservoir en J est
I’intervention de référence dans les RCH car elle permet d’arriver au double objectif de la
guérison de la maladie par ablation de la totalité de la muqueuse potentiellement malade, et de
conservation de la fonction sphinctérienne. La laparoscopie en plein essor dans cette
indication permet d’améliorer les suites opératoires a court et a long terme. La colectomie

peut étre recommandée en cas de détérioration clinique.
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d) Les régles hygiéno-diététiques
L'arrét du tabac doit étre conseillé au cours de la MC. En cas de denutrition
importante, un régime hyperprotéique voire une nutrition entérale ou parentérale peut étre
proposée. Lors des poussées, un régime limitant I’apport de fibres (fruits, légumes, céréales)
est généralement conseillé afin de ne pas aggraver les symptémes (diarrhée, douleur).

L’hydratation est primordiale pour combler les pertes en eau dues aux diarrhees.

Ainsi, le traitement des MICI est avant tout symptomatique et médicamenteux.
La libération colique des PAs anti-inflammatoires ou antibiotiques utilisés pour ces
traitements améliorerait leur efficacité et diminuerait leurs El systemiques. C’est

pourquoi la recherche sur le ciblage colique est en plein essor dans ces indications.
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I1l. Obijectifs du travail

Ce présent travail vise, a travers deux approches différentes, a traiter la libération
modifiée des principes actifs, leur intérét en pratique clinique et leur faisabilité en production

industrielle.

Une premiere difficulté lors de I’élaboration de nouvelles formulations est le
développement de tests de libération du PA realistes, efficaces et reproductibles in vitro. Cette
problématique est traitée a travers I’approche de la libération colique qui est un enjeu majeur
dans le traitement des MICI. Une des démarches possibles est I’utilisation d’enrobages
composés de polysaccharides dégradés par les enzymes sécretées par la microflore colique.
Mais I’absence d’une méthode reproductible, simulant les conditions physiologiques du colon
et I’impact potentiel des traitements antibiotiques associés qui pourraient affecter la quantité
et la qualité des bactéries présentes et des enzymes sécrétées, est un obstacle a la mise au
point de telles formulations. L’objectif de I’étude est, dans un premier temps, de dresser un
état des lieux des différentes méthodes d'essai de libération du PA, a partir de formulations
solides a libération colique sensibles aux enzymes bactériennes, décrites dans la littérature et
d’élaborer un test in vitro le plus réaliste, efficace et reproductible possible. Ensuite, le but est
d’effectuer un screening de polysaccharides ayant un intérét dans le développement de
nouvelles formulations a libération colique. Aprés cette sélection, la libération des
formulations retenues est évaluée par une méthode utilisant des selles de patients atteints de
MICI traités ou non par antibiothérapie. Enfin, I’utilisation de melanges bactériens pour un

éventuel remplacement de I’utilisation de selles fraiches est évaluée.

Une seconde difficulté rencontrée lors de la conception de nouvelles formes
pharmaceutiques est de répondre aux besoins cliniques tout en élaborant des formulations
dont la fabrication peut étre transposée a I’échelle industrielle. Cette problématique est traitée
a travers une seconde approche consistant en I’elaboration d’une formulation dont la
fabrication est la plus simple possible permettant une libération contr6lée, d’ordre zéro, du
PA. Les formes orales enrobées presentent un grand potentiel pour la libération contrdlée de
PAs et sont realisables relativement facilement & I’échelle industrielle. Neanmoins, il est
difficile d’obtenir une libération a vitesse constante avec ce type de formulation. Ceci est
généralement dd au réle prédominant du transport de masse par diffusion, ce qui entraine,
avec le temps, une diminution de la concentration en PA au cceur du systeme, donc une

réduction du gradient de concentration qui est la force motrice de la libération du PA. Ce type
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de cinétique de libération peut étre inapproprié pour un traitement médicamenteux sir et
efficace. Malgré I’importance pratique de ce défi crucial de formulation, étonnamment, peu
de stratégies efficaces sont connues. Dans cette étude, une nouvelle stratégie, basée sur une
succession de couches de PA et de polymeres (initialement depourvu de PA) présentant une
distribution initiale de PA non homogene, associée a un effet de temps de latence et a une
diffusion partielle initiale a travers le noyau de la minigranule est testée. Des variations de
type, de quantité, d’épaisseur et de séquence des couches de PA et de polymeres sont réalisées
afin d’aboutir a un systéme le plus simple possible permettant une libération relativement

constante durant 8h.
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Présentation

Le traitement des maladies coliques est difficile a cause de concentration en PA
souvent faible au niveau du c6lon die a une libération précoce dans le HTGI (et de
I’absorption dans la circulation sanguine et de la distribution du PA dans les tissus sains,
conduisant a des effets secondaires indésirables). Le traitement de ces pathologies peut étre
ameélioré en augmentant la concentration du médicament au niveau du site cible (ciblage
colique). De nombreuses stratégies exploitant divers parameétres physiologiques du tractus
gastro-intestinal ont été proposées pour cibler la libération du médicament dans la partie

coligue de I'intestin.

Dans cette revue, une bref introduction développe les intéréts et la portée des
formulations a libération colique en insistant sur les formulations sensibles a I’action des
enzymes bactériennes. Les caractéristiques de la microflore colique et des polysaccharides
utilises dans cette stratégie sont décrites. Le principal objectif de cette partie est d’établir une
revue des différentes méthodes de test de libération des principes actifs des formulations a
ciblage colique qui ont été utilisees durant les 20 derniéres années (car aucun standard
n’existe) et de les discuter. Les méthodes in vitro utilisant des dispositifs communément
employés, les milieux de dissolution, le dispositif complexe « bouche-colon » et les méthodes
in vivo telles que I’utilisation de rats, de chiens ou d’hommes représentent un panel de
méthodes de test de la libération des principes actifs a partir de formulation a libration ciblée

au niveau du c6lon par I’action des enzymes bactériennes et sont discutées dans ce travail.
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I. Introduction
Le traitement des maladies coliques est difficile a cause d’une concentration en PA qui
reste faible compte tenu de sa libération dans HTGI (et de son absorption dans la circulation
sanguine et sa distribution dans les tissus sains, conduisant a des effets secondaires
indésirables). Le traitement peut étre amélioré en augmentant la concentration de la substance
active (SA) au niveau du site cible (ciblage colique). La libération colique du médicament
possede un intérét pour les chronothérapies ou pour I'absorption de médicament peptidique.

La libération colique du principe actif nécessite:

* La résistance a I’acidité gastrique

* La résistance a I’environnement du HTGI

* Suivie d'une libération du principe actif lors de la dégradation locale du systéeme galénique.

De nombreuses stratégies exploitant divers paramétres physiologiques du tractus
gastro-intestinal ont été proposées pour cibler la libération de SA dans la partie colique de
I'intestin [1], [2]. Des études ont été effectuées en utilisant des systemes d'administration
basés sur l'utilisation de polymeéres sensibles aux variations du pH [3], [4], des formes a
libération en fonction du temps [5], [6], des prodrogues [7], [8], des enrobages, des matrices
ou des hydrogels en polymeres dégradables par les enzymes bactériennes ou des systéemes de
matrice et un hydrogel dégradable par les bactéries [9]-[13], ou encore des combinaisons de
différentes stratégies [14], [15]. Le temps de transit et le pH des différents compartiments de
I'intestin peuvent grandement varier d'un individu a l'autre. Ils sont également fortement
influencés par des maladies comme les maladies inflammatoires chroniques de [l'intestin
(MICI). Ainsi, parmi toutes ces stratégies, celle utilisant les enrobages ou matrices en
polymeres sensibles aux enzymes bactériennes semble la plus spécifique. La microflore
coligue est variée et la quantité bactérienne colique est beaucoup plus élevee que dans le reste
du tractus gastro-intestinal (1000 fois plus importante que dans I'intestin gréle). Les bacteries
intestinales possedent une activité enzymatique spécifique absente dans le HTGI telle que la

dégradation des polysaccharides, ce qui rend cette activité specifique au c6lon.

Pour mimer les conditions coliques, différents parameétres physicochimiques doivent

étre rassemblés :

* Le pH,
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* Les types bactériens (différents types de souches bactériennes, différents types d’enzymes et

leurs activites),

» Une quantité d’eau réduite : le cdlon est le compartiment dans lequel I’eau et le sodium sont

réabsorbés,

* Le péristaltisme colique,

* La température,

» Une atmosphere anaérobie.

Dans cette revue, une bref introduction développe les intéréts et la portée des
formulations a libération colique en insistant sur les formulations sensibles a I’action des
enzymes bactériennes. Les caractéristiques de la microflore colique et des polysaccharides
utilises dans cette stratégie sont décrites. Le principal objectif de ce papier est d’établir une
revue des différentes méthodes de tests de libération des principes actifs des formulations a
ciblage colique qui ont été utilisees durant les 20 derniéres années (car aucun standard
n’existe) et de les discuter. Les méthodes in vitro utilisant les appareils communément
employeés, les milieux de dissolutions, le dispositif complexe « bouche-célon» et les
méthodes in vivo telles que I’utilisation de rats, chiens, Hommes représentent un panel de
méthodes de test de la libération des principes actifs a partir de formulation a libération ciblée

au niveau du c6lon par I’action des enzymes bactériennes.

I1. Intérét, portée et description d’une stratégie spécifique pour la conception de

formulations a libération coligue

1. Intérét et portée

Les systéemes a libération colique ont été reconnus pour avoir un effet thérapeutique
bénefique. Ils ameliorent significativement le traitement de nombreuses pathologies touchant
le cblon telles que les MICI, le cancer du c6lon [16] le syndrome de I‘intestin irritable et la
constipation. La libération colique est egalement utilisee pour les chronothérapies, quand, un
délai a I’absorption est nécessaire, spécialement dans le pathologies telles que I’asthme
nocturne, I’angine de poitrine [17] ou le traitement de la dépendance a la nicotine.
L’ absorption des peptides et proteéines est aussi améliorée au niveau du célon. Cette
particularité est due a une activité protéolytique plus faible a ce niveau du tube digestif, a

I’absence d’activité des peptidases associées a la membrane des cellules épithéliales coliques
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et a un long temps de transit qui permet d’augmenter le temps de contact et la surface
d’absorption. Il y a donc un interét a I’utilisation de ciblage colique pour I’absorption des
principes actifs peptidiques [18] tels que les analgesiques, les contraceptifs, les vaccins ou
I’insuline qui sont pour I’instant des PA administrés par voie parentérale, qui est douloureuse,
qui entraine une diminution de I’acceptabilité du traitement par le patient et qui peut induire
des infections. Le Tableau 1 répertorie des exemples d’intéréts de ciblage colique avec les PA

libérés et les formulations utilisées, décrits dans la littérature.
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Tableau 1: Exemples d’utilisation de la libération colique ciblée des PA

Utilisations Symptdmes PA Formulations Ref
MMX (multi Matrix System) : enrobage composé de [19]
mélange d’Eudragit® L/S
Maladie de Crohn : : L . A . [20]-[23]
Diarrhées. douleurs et Mesalazine Minigranules adhérentes au cdlon composées de
' : Carbomer 940 et d’hydroxypropyl cellulose (HPC) et [24]
crampes abdominales, . .
. enrobées de Surelease(®)and Eudragit(®)
présence de sang dans les S iciel s de Chi / .
Maladies selles. ulcéres _ Comprimeés matrlc_le s composés de Chitosan/ Pectine [25]
. Lo T Budesonide MMX (multi Matrix System) [26], [27]
Inflammatoires diminution de I’appétit et N .. ) .
X . . Comprimés matriciels composés de Eudragit®
Chroniques de perte de poids. Prednisolone . ) [28]
I’intestin Rectocolite . RS100 - G“"Tf gum_2. 4
hé . . Parnaparine MMX (multi Matrix System) [29]
émorragique : N o
. . Butyrate de Comprimés enrobés d’Hydroxy propyl methyl
inflammation du rectum, d [30]
saignements et douleurs Sodium ce!lulos:e and de gomme laque _
Micro-éponge composées de Eudragit®-L100-PVA [31]
rectales . . . . )
Curcumin Microgranules composées de chitosan et enrobées [32]
d’Eudragit®
Micheliolide Hydrogel composé de Chitosan [33]
Modifications des Microgranules de Dextran enrobées d’Eudragit® [34]
habitudes intestinales, 5-fluorouracil S100
diminution de la quantité Minigranules enrobées d’Ethylcellulose : pectine (8:3 [35]
de selles, saignements wi/w ratio)
rectaux ou présence de  Irinotecan Transporteur liposomale [36]
Cancer du cblon sang dans les selles Oxali- . .
inconfort abdominal palladium Nanocapsules composeées de p-Lactoglobuline [37]
persistant avec crampes, Microgranules chargée de pactinate de calcium a
flatulence, douleurs, P 53 polyplex enrobage entérique [38]
p_erte dt_e pqlds Tetrahy_dro— Prodrogue [39]
inexpliquée, curcumin
Préparation
intestinal - Levofloxacine  Microgranules de Chitosan [40]
préopératoire
Quercetin Co_mprlmes oraux composés de microparticules de [41]
Chitosan— gomme xanthane
Chronothérapies Acide
a effets Anti- - Biphenyl-
inflammatoires acetique Prodrogue [42]
(bioprecurseur
du fenbufen)
ilclﬂ:s'de' Microcapsules d’alginate de sodium basse viscosité [43]
Diabétes - . (LVSA)
Choliques
Insuline Formes multiples [44]
Douleur abdominale Ondensetron Microsphere de Eudragit® S-100 -chitosan [45]
avec crampe,
Syndrome de ballonements
! mtestm flatulences, diarrhées ou  Mebeverine Comprimés d’ethylcellulose (EC) et Eudragit® RL [46]
irritable o . 100
constipation, présence de
mucus dans les selles
Amibiases - Metronidazole  Prodrogue de Sulfate conjugués [47]
Diverticules dans la Bactrim,
lumiére du cblonduesa  Flagyl,
. . des infections Sulfatrim,
Diverticuloses bactériennes Metronidazole [48]
, mesalazine,
Rifamixin
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2. Les formulations sensibles aux enzymes bactériennes, une stratégie spécifigue

Les systemes galéniques utilisant I’activité enzymatique de la microflore colique sont
probablement les plus spécifiques pour la libération colique. La microflore intestinale possede
de multiples activités enzymatiques (particulierement la digestion de polysaccharides
complexes tels que les mucines ou les residus de fibres alimentaires qui sont leur principal
substrat) absentes des cellules humaines. Cela fait de la microflore colique un précieux outil

pour I’amelioration du ciblage colique.
Ce concept peut étre divisé en :

« L utilisation de précurseur clivés par les enzymes bactériennes dans le colon [7], [8]. Mais la

présence des enzymes nécessaires peut étre compromise par la pathologie [49].

 L’utilisation d’outils (enrobage/ matrices) digérés par les enzymes bactériennes (évitant

I’utilisation de précurseurs).

a) La microflore intestinale et ses activités métaboliques

Le colon de I’'Homme est colonisé par une dense microflore, cet écosysteme est
diversifié et peut contenir plus de 1000 espéces bactériennes différentes avec un large
potentiel métabolique [50] et représente approximativement 10 microorganismes [51]. La
microflore colique comprend au moins 1000 fois plus de bactéries que les autres
compartiments du tube digestif. Malgré quelques effets deléteres (réservoir potentiel de
pathogenes), ses fonctions sont souvent bénéfiques (symbiose): barriere contre les
pathogenes, immunomodulation, la capacité de métaboliser certaines substances (dans des
conditions anaerobies c’est-a-dire une métabolisation différente de celle dans les cellules
humaines), et amélioration de la trophicité mucosale et de la motilité intestinale. Le
microbiome colique est souvent présent¢é comme un organe virtuel. Les fonctions des

bactéries digestives appartiennent a trois types [52]:

» Les fonctions métaboliques avec la production d’acides gras volatils a chaines courtes
(short-chain fatty acids SCFA), I'amélioration de l'absorption et la récupeération
ionique, le métabolisme des xénobiotiques, le métabolisme des acides biliaires et la
régulation du transit intestinal.

» Les fonctions protectrices de « la barriere intestinale » par la bonne adaptation aux

nutriments disponibles, les changements du pH intraluminal et I’occupation de
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potentiel site de colonisation par des bactéries non pathogenes, principalement dans la
couche de mucus.
» Les fonctions de trophicité par la facilitation de prolifération et de différenciation

épithéliale et la promotion du systéme immunitaire.

D’importantes dysbioses sont observées dans les désordres digestifs associés aux
traitements antibiotiques, a la maladie de I’intestin irritable, aux épisodes de diarrhées et aux
MICI, mais aussi dans les néoplasies gastro-intestinale, I’obésité et les allergies Les
manipulations thérapeutiques de la microflore intestinale peuvent se faire par I’intermédiaire
des antibiotiques mais aussi via des microorganismes tels que les probiotiques ou des
substrats spécifiques tels que les prébiotiques. La nourriture peut également moduler dans une

moindre mesure le microbiote [53].

Dans le colon, I’oxygene n’est pas disponible, le métabolisme est essentiellement
anaérobie. Des substrats endogenes sont toujours présents et les plus abondants sont les
mucines intestinales. Ces composés de haut poids moléculaires ressemblent a des goupillons
avec un noyau central protéique et des extensions de O-glycanes dans toutes les directions tels
des poils de brosse [50]. 80% de la masse des mucines sont des glycanes et plus de 100
différents glycanes sont observés [50]. Les mucines représentent la majeure partie de la
couche de mucus qui est une couche protectrice continue sur I’épithélium intestinal. La partie
interne de la couche est presque stérile et aide a garantir la stérilité de I’épithélium intestinal
sain sous-jacent [54]. La partie externe de la couche est colonisée par des bactéries attachées
aux résidus de sucres des mucines. Les bactéries liées a la couche de mucus font partie de la
flore normale avec un faible potentiel pathogene. Ils occupent potentiellement tous les sites
disponibles qui ne sont donc plus disponibles pour les autres bactéries (potentiellement plus
pathogenes). La flore normale se lie aux mucines mais est également capable de dégrader
lentement ces composés [55]. Comme les mucines sont continuellement sécrétées par les
cellules caliciformes, la couche externe du mucus est régulierement desquamée (Figure 1).
Ainsi, cette lente lyse du mucus par les bactéries ne détruira jamais totalement la couche de
mucus. Les chaines oligosaccharidiques des mucines peuvent étre de longueurs variées,
contenir différents types de monosaccharides (glucose, galactose, N-acetylglucosamine; N-
acetylgalactosamine, fucose, mannose) et différents types de liens ( a-1,2; a-1,3; a-1,4; a-2,3;
a-2,8; B-1,4 par exemple) [56]. Ainsi, les bactéries mucolytiques ont besoin de différents
types de glycosidases pour étre capables de cliver ces différents liens [57], [58]. Toutes ces

enzymes doivent étre présentes a I’extérieur de la bactérie (sécrétion extracellulaire ou
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enzymes membranaires extracellulaires), et les mucines de haut poids moléculaire sont
incapables de pénétrer dans les bactéeries [57]. Les bactéries mucolytiques intestinales de la
flore normale avec un faible potentiel pathogene chez I’Homme appartiennent généralement
aux genres Bifidobacterium, Bacteroides, Ruminococcus and Akkermansia [55], [57], [59],
[60]. Les exoglycosidases libérent des monosaccharides [50]. Seule la souche
Bifidobacterium bifidum est capable de sécréter aussi des endoglycosidases, principalement la
endo-a-N-acetylgalactosaminidase qui clive directement les glycanes du noyau protéique
[57], [60].
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Figure 1: Schéma des mucines de la barriere muqueuse. (a) La muqueuse normale
recouverte d'une couche de mucus épais, le contact des microbes commensaux et
environnementaux avec les cellules épithéliales reste rare. (b) Au début de I'infection,
des agents pathogénes perturbent la couche de mucus ce qui leur permet d*avoir acces a
la surface des cellules épithéliales. Une modification de I'environnement pour les
microbes commensaux se produit et la pathogenese opportuniste peut se produire. (c)
Les agents pathogénes brisent la barriere de mucus et atteignent la surface de la
membrane apicale. lls se fixent aux mucines de surface cellulaire via des interactions
avec les lectines. Apres le contact entre les microbes et les domaines extracellulaires des
mucines, la transduction du signal par les domaines cytoplasmiques des mucines de
surface cellulaire module la réponse cellulaire a la présence de microbes. (d) En réponse
a l'infection, il y a des altérations dans les mucines en réponse aux signaux provenant de
I'immunité naturelle et acquise. Ces modifications incluent une hyperplasie des cellules a
mucus, une augmentation de la sécrétion de mucine et la glycosylation de la mucine
modifiée (représentée par le changement de couleur) affectant I’adhésion microbienne et
la capacité a dégrader les microbes dans le mucus. [54].

Les diverses exoglycosidases sont capables de digérer des substances exogenes, chez
I’THomme principalement des polysaccharides végétaux présents dans les aliments tels que la
pectine, les amidons resistants et, dans une moindre mesure, la cellulose. Les bactéries

digérent ces polysaccharides non digestibles dans I’intestin gréle en SCFA. Ces acides sont
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réabsorbés par I’épithélium colique ; I'énergie est recupérée pour le corps humain par
fermentation bactérienne intestinale. Ces interactions ont suscité un récent intérét établissant

un lien entre la microflore intestinale et de I'énergie de I'obésité [61], [62].

Les exoglycosidases des bactéries intestinales sont capables de digérer des substrats
variés. Elles peuvent étre des outils fiables pour le ciblage colique des PA lorsque des
polysaccharides non digestibles par les enzymes humaines sont utilisées dans I’enrobage de
formulations. La pectine et les amidons résistants ont été utilisés avec succés mais des
structures avec différents types de liaisons repreésentent une approche plus spécifique assurant
une libération du PA en présence d’un cocktail d’enzymes uniquement présent dans le milieu
colique. Pour augmenter la diversité des types de liaisons, des polysaccharides modifiés
chimiquement ont été créés. Ceux-ci présentent donc I’inconvénient d’étre moins disponibles
et plus chers que les polysaccharides naturels, et peuvent étre responsables de la production
de composes de digestion non habituels. Les formulations composées de PA enrobés par des
polysaccharides naturels offrent la possibilité de cibler la libération du PA au niveau du célon

sans effets secondaires toxiques.

b) Les polymeéres spécifiquement digérés par la microflore colique et les principaux
polysaccharides adaptés pour le ciblage colique

Les enrobages composés de polysaccharides ne devraient pas se solubiliser avant

d’atteindre le colon. Puis, ils devraient étre lentement digerés et libérer une concentration

efficace de PA a travers le cOlon. Pour assurer I’intégrité des minigranules enrobées il peut

étre nécessaire de mélanger des polysaccharides plus ou moins solubles en milieu aqueux.

L’ addition de calcium ou I’association avec d’autres polymeres peut aussi permettre de

diminuer la solubilité des polysaccharides.

Les avantages de I’utilisation de polysaccharides sont leurs caractéres :
* Naturel, abondant and bon marche,
* Biodégradable,

» Non-toxique (ne requiert pas d’étude de toxicité avant leur utilisation dans des formulations

médicamenteuses car ils sont déja utilisés communément dans I’industrie alimentaire),

» Fermentable dans le c6lon entrainant la formation de SCFA qui sont rapidement absorbés

dans le colon et qui stimulent la réabsorption de sodium et d’eau.
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Pour les traitements des MICI, il est nécessaire de choisir des polysaccharides digérés
specifiqguement par des bactéries de la flore intestinale modifiée des patients souffrant de ces

pathologies (Table 2).

Dextrines

Les dextrines sont des polymeres de glucose, le plus abondant est I'amidon. Il se
présente sous forme de granules microscopiques dans les tissus des végétaux comme
polysaccharide de stockage et est dégrade par de nombreuses especes bactériennes. Il est
composé de deux polysaccharides: l'amylose et I'amylopectine qui sont généralement
dégradés dans l'intestin gréle par les amylases humaines. L'amylose est une a-glucane
essentiellement linéaire contenant des liaisons a-(1,4). L’amylopectine a un poids moléculaire
beaucoup plus éleve que I'amylose et est beaucoup plus fortement ramifiée, avec environ 95%
de liaisons a-(1,4) et 5% de o-(1,6) [63]. La quantité d'amylose habituellement présente dans
I'amidon est comprise entre 20% et 35%. Les producteurs ont développé des amidons qui
contiennent une quantité d ‘amylose comprise entre 50% et 80%. Seule une partie de
I'amidon, appelé amidon résistant, résiste aux enzymes pancreatiques de I’HTGI et atteint le
colon. Lorsque ces polysaccharides sont utilisés, une attention particuliere doit étre donnée a
la verification de la faible libération du PA dans le HTGI. Cependant, toutes les formes
d’amylose ne sont pas résistantes a la digestion dans le HTGI. Les amidons résistants peuvent
étre developpés par la formation d’une structure amorphe (amylose amorphe) qui peut étre
dégrade par les bactéries coliques [64]-[68]. Pour ces raisons, I’amylose vitreux a été choisi
pour le ciblage colique de PA, en raison de sa microstructure d’amylose rétrogradé résistant a
la digestion dans le HTGI par des enzymes pancréatiques [65]-[67]. L'amylose a été utilise
dans les enrobages de formulations a ciblage colique [68]. Un inconvénient de I'amylose est
son gonflement dans les milieux aqueux, ceci entraine une libération accéléree du
médicament. Des films composés uniquement d’amylose absorbent des quantités
considérables d'eau lors d'une exposition a des milieux aqueux. lls deviennent tres perméables
et le PA se libére dans le HTGI avant d’atteindre le tube digestif distal. Pour contrdler ce
gonflement, des polymeéres a libération contrélée disponibles dans le commerce (par exemple
I'éthylcellulose, EC) ont été mélangés avec I’amylose afin d'empécher la libération du PA
dans I'estomac et l'intestin gréle. Il a été conclu que le rapport de I'amylose :EC et le niveau
d'enrobage jouent un réle majeur dans le contréle de la libération du médicament a partir de
ces systémes. Un enrobage composé d’un mélange d’amylose:Eudragit® a également été

utilise pour retarder la libération du PA et cibler le cblon [69]. En effet, Eudragit® est un
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copolymeére d’éthyle acrylate, de méthyl méthacrylate et d’ester d’acide méthacrylique avec
un groupe ammonium quaternaire présent sous forme de sels qui rendent le polymere
perméable. Ce polymeére est insoluble dans I’eau mais lorsqu’il est mélangé avec un
polysaccharide soluble dans les milieux aqueux, il agit en diminuant sa solubilité.
L’Eudragit® n’est pas biodégradable mais il est hydraté dans les dans les fluides gastro-

intestinaux indépendamment du pH.

Une autre technique, pour réduire le caractere hydrophile de I’amylose est de
I’associer avec un polymere hydrophobe. L’éthyl methacrylate (EMA) a été greffé sur un
amidon a haute teneur en amylose pour obtenir un amylose hydrophobe et augmenter sa
résistance aux enzymes digestives [70]. Pour obtenir une résistance enzymatique eleveée, il
était necessaire d'utiliser de grandes quantites de méthacrylate d'éthyle. En dépit d’un
enrobage de I’amylose par du méthacrylate d'éthyle, I’hydrate de carbone de méthacrylate

d'éthyle-amylose est sensible a la fermentation dans le c6lon humain.

Les dextrans font partie d’une classe de polysaccharides naturels composée d’un
squelette polymérique linéaire assemblé principalement de liaisons 1,6-a-D-glucopyranoside
avec des chaines latérales supplémentaires assemblées par des liaisons a-(1,4) et a-(1,3). lls
sont résistants a I’action des amylases humaines, mais leur digestion par des enzymes
bactériennes dans des selles humaines a été observée [71]. Diverses prodrogues composees de
PA lié a la macromolécule polaire de dextran restent intactes et non absorbées par I'estomac et
I'intestin gréle, mais lorsque la prodrogue pénétre dans le compartiment colique, il est dégradé
par les dextranases. Des conjugués de Dextran et d’acide 5-aminosalicylique ont été

synthétisés et évalués pour le ciblage colique de PA [72].

Des dextrines plus complexes peuvent étre élaborées contenant différents types de
liaisons qui les rendent plus résistants aux enzymes pancreatiques humaines. Par exemple, le
Nutriose®, une maltodextrine ramifiée soluble dans I’eau obtenue a partir d’amidon de blé
s’est révélé étre particulierement prometteuse [14], [15], [63]. Grace a la présence de liaisons
a-1,6 et de liaisons glycosidiques non digestibles (par exemple a-1,2 and a-1,3), le Nutriose®
n’est hydrolysé et absorbé que partiellement dans I’intestin gréle (approximativement 10-15
%). Mais ce dérivé d’amidon est progressivement fermenté dans le cdlon (85%) [73], [74]. De
plus, le Nutriose® est connu pour avoir une significative activité prébiotique, permettant de
normaliser la microflore et les enzymes bactériennes coliques des patients [73]-[75]. C’est un

grand bénéfice clinique pour ce type de pathologies du tube digestif.
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Inuline

L’inuline est un glucofructane naturellement present dans de nombreuses plantes
comme l'oignon et de la chicorée. Ce polysaccharide consiste en une chaine de molécules de
D-fructose liées par des liaisons pB-(1-2) avec une unité glycosidique a I’extremité réductrice.
L’inuline n’est pas significativement hydrolysee par les enzymes du HTGI, cependant les
bactéries coliques et plus spécifiquement les bifidobactéries peuvent dégrader ce
polysaccharide lui conférant un effet prébiotique [76]. Cependant, la quantité de
bifidobactéries est souvent réduite chez les patients atteints de MICI [77], [78]. L’inuline,
avec un degré de polymeérisation important, peut étre utilisée comme composé biodégradable
I’Eudragit® RS pour diminuer I’hydrosolubilité du polysaccharide [79]. Ainsi, I’inuline peut
apporter le caractére biodégradable de la formulation et des films composés d’un mélange
d’Inuline et d’Eudragit® RS résistent a des fluides gastriques et intestinaux, qui indiquent que
ce systeme d’enrobage pourrait également étre utilisé pour le ciblage colique de PA. La
digestion bactérienne dépend de I’hydrophylicité du plastifiant. Cependant, Eudragit® RS et
RL, en combinaison avec I’inuline permettent d’obtenir des films libres qui montrent un
gonflement et une perméabilité du PA plus importante dans le milieu colique que dans les

fluides gastriques et intestinaux [80].

Pectine

La Pectine est un polysaccharide non linéaire de I’amidon qui consiste principalement
en a-(1,4) acide D-galacturunique et de a-(1,2) L-rhamnose qui se trouve dans les parois
cellulaires des plantes. La pectine n’est pas digérée dans le HTGI mais est totalement
dégradée par les enzymes bactériennes [81]-[84]. L’inconvénient de la pectine est sa
solubilité. Pour surmonter ce probleme, le degré de méthoxylation a été modifié et la
préparation de pectinate de calcium a été réalisée afin de rendre la pectine résistante dans le
HTGI [81]. Des combinaisons de pectine et d’ethylcellulose ont été utilisées pour enrober des
comprimés de paracétamol [85]. La libération de PA se révélait étre dépendante de la nature
et des caractéristiques du film ainsi que de la composition du milieu de dissolution. Des
minigranules d’acide 5-aminosalicylique enrobées de mélange pectine:EC ont été préparées et
évaluées pour la libération du PA au niveau colique. Les résultats de cette étude révelent que
la composition du fluide gastrique simulé (les caractéristiques d’hydratation et de gonflement
de la pectine), ainsi que le ratio pectine :EC possédent une influence sur la libération du PA
[86]. La pectine a également été étudiée en combinaison avec d’autres polysaccharides tels
que le Chitosan [87], [88] et I’hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) [89]. Et, finalement,

71



une association avec des cations divalents (Ca®*) et un biopolymére cationique oligochitosan a
montre, dans la littérature, une amélioration de la stabilité d'un systéeme d'hydrogel a base de
pectine ce qui suggere que ces deux agents de réticulation peuvent étre éventuellement utilisés
pour aider a améliorer les systemes d'hydrogel a base de pectine pour les méthodes de

délivrance du PA dans le c6lon [90].

Chitosan

Le Chitosan est un polysaccharide aminé naturel. 1l est obtenu par N-déacéthylation
alcaline de la chitine, le second polysaccharide le plus abondant dans la nature apres la
cellulose et isolé dans I’exosquelette des crustacées et des champignons. Le Chitosan est un
copolymeére de N-acetyl-D-glucosamine et D-glucosamine [91], [92]. Ce polysaccharide est
digéré par les enzymes de la microflore colique [93] et non par les enzymes digestives du
HTGI [94]. Le Chitosan est déja utilisé pour la formulation de médicaments administrés par
voie orale a libération colique et ces systéemes sont discutés par de nombreux chercheurs [95].
L’insuline et I’acide 5-aminosalicylique ont été administrés a des rats par I’intermédiaire de
capsules de chitosan recouvertes d’un enrobage entérique. Il est également considéré comme
un candidat potentiel pour la libération colique des PA grace a ces propriétés biologiques
favorables (par exemple la non toxicité, la biocompatibilité et biodégradabilité). Récemment,
une formulation de comprimé a été développée utilisant un mélange chitosan: gomme guar
comme support du comprimé matriciel, enrobé d’une premiére couche de inuline puis de
gomme laque [96]. Un autre systeme innovant consistant en un comprimé enrobé d’un
mélange chitosan-Kollicoat Smartseal 30 D a été decrit pour cibler la libération de PA au

niveau du colon [97].

Galactomannane

Les B (1-4) galactomannanes sont presents naturellement dans les graines de caroube.
Une autre galactomannane est la gomme guar, obtenue a partir d’endosperme Cyamposis
tetragonolobus, qui est une galactomannane composée de chaines linéaires d’unités (1,4)-p-
D-mannopyranosyl avec des liaisons (1,6)-a-galactopyranosyl [98]. La gomme guar est
composée d’une partie hydrosoluble (85%), et d’une partie insoluble [99]. La gomme guar
réticulée a été utilisée pour la formulation de comprimés matriciels [100], [101]. Une étude a
décrit I’encapsulation de complexes de cyclodextrines dans des microspheres de gomme guar
pour améliorer la solubilité et optimiser la délivrance colique de bromonoscapine réduite
[102].
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Alginate

Naturellement présents dans les algues, les alginates sont des blocs polymériques de -
mannuronate et a-guluronate liés part des liaisons (1-4). Comme pour les pectines, la
formation de gel est uniquement possible quand leur structure est modifiée par I’addition
d’ions Ca”"a cause de la présence d’acides poly(L-guluroniques) qui sont rigides. L’acide 5-
aminosalicylique a été pulveérisé sur des noyaux d’alginates de calcium dans des systemes a
libération colique de PA [103]. Ces billes etaient enrobées de différents ratios de polymeéres
entériques et/ou de polymeres a libération soutenue (Eudragit® L 30D, Aquacoat®). Des

billes d’alginates ont également été enrobées d’acétate de dextran [104].

Arabinoxylane

Les arabinoxylanes sont naturellement présents dans le Psyllium et consistent en unités
D-xylose unies par des liaisons B (1-4) et attachées a des fragments d’arabionses. Ce
polysaccharide n’est pas dégradé par les enzymes digestives humaines mais par les enzymes
bactériennes de la microflore colique en SCFA [105]. Il a deja été utilisé pour ses effets
alimentaires mais aucune étude ne documente son utilisation comme enrobage de formulation

a libération colique.

Chondroitine sulfate

Le seul polysaccharide d’origine animale utilisé pour les formulations a libération
coligue est le chondroitine sulfate. 1l contient des acides a-glucuroniques lies a des N-acetyl-
galactosamines sulfatés. Ce polysaccharide est soluble dans I’eau et des réticulations sont
nécessaires pour son utilisation pour la libération colique de PA. En effet, la réticulation
diminue I’hydrosolubilité et prévient ainsi la libération prématurée du PA dans I’estomac et
I’intestin gréle. Des formulations matricielles contenant de I’indométacine et du chondroitine

sulfate ont été investiguées pour cibler la libération dans le colon [106].

V.Bansal et al. ont décrit *autre mono-, di- et polysaccharides potentiellement utilisés
pour la libération de PA ciblés au niveau du colon tels que la cellulose, I’acide hyaluronique,

les cyclodextrines ou le scéroglucane, mais leurs utilisations restent anecdotiques [99].

En conclusion, les polysaccharides adaptés a la libération colique de PA mediée par la

microflore intestinale contiennent des monosaccharides ou des liaisons non digérées par les
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enzymes humaines. Ces polysaccharides sont fermentés par différents types de micro-
organismes dans le but de libérer le PA quelles que soient les conditions physiologiques
(présence ou absence d’inflammation) et évitent la diminution de libération du fait de

I’appauvrissement pathologique du milieu en bactéries spécifiques telles que les
bifidobacteries dans les MICI.
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Tableau 2: Réesumé des polysaccharides utilisés pour le ciblage colique de PA.
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I1l. Les methodes de test in vitro

1. Les dispositifs généralement utilisés

Les appareils de dissolution décrits a la Pharmacopée Européenne (et la Pharmacopee
Americaine, USP) sont standardisés et peuvent étre utilisés facilement. Ces dispositifs sont
repartis en 4 groupes : les appareils a paniers (apparatus 1), les appareils a pales (apparatus I1),
les appareils a cylindres alternatifs (apparatus I11) et les cellules a flux continu (apparatus V)
(Figure 2). Ces dispositifs possedent des dimensions standardisées avec un volume de milieu
de dissolution défini et un niveau d’agitation calibré. Ces caractéristiques rendent leur
utilisation plus legitime et permettent la comparaison entre les reésultats de libération des
différentes formulations. Les appareils a panier sont souvent utilisés dans le cas de
formulations multiparticulaires (par exemple les minigranules) ou avec des formulations qui
flottent ou qui adhérent aux parois des récipients et qui par conséquent ne seraient plus assez
longtemps en contact avec le milieu de dissolution [107]-[112]. Les appareils a pales sont les
plus largement utilisés et présentent I’avantage d’étre faciles a mettre en ceuvre [10], [113]-
[120]. Le volume de milieu utilisé est d’environ 900 ml avec les appareils a péales. Les
appareils a cylindres alternatifs sont des dispositifs qui miment mieux les mouvements
péristaltiques digestifs que les mouvements rotatoires des pales [15], [121]. Des dispositifs
programmables existent tels que le BioDis® qui permet un enregistrement des changements
de milieux de dissolution et des niveaux d’agitation. Le volume du milieu utilisé est d’environ
200 ml avec le BioDis®. Pour finir, les cellules a flux continu permettent de tester la
libération a partir de formulation grace a un renouveélement constant du milieu de dissolution

[12], [122], ce qui n’est pas le cas des autres dispositifs précédemment décrits.

Les conditions Sink doivent étre maintenues. Elles permettent d’obtenir un test de
dissolution valide, c’est a dire, I’utilisation d’un volume de dissolution suffisant évitant un

effet de saturation et une modification de la libération de PA a partir de la formulation.
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Figure 2: Dispositifs de dissolution décrits dans la Pharmacopée Européenne et USP a)
appareil USP I, ou appareil a paniers; b) appareil USP 11 ou appareil a pales; c) appareil
USP 11l ou appareil a cylindres alternatifs et d) appareil USP IV ou cellule a flux
continu.

Il existe des dispositifs de test de libération de PA in vitro pour les formulations a
libération colique qui consistent en de simples recipients contenant du milieu de dissolution
chauffé et agité dans une chambre mimant les conditions physiologiques (température et
péristaltisme digestif). Une telle méthode est utilisee dans le cas de libération de
nanoparticules ou de libération a partir de formulations qui requierent un faible volume de
dissolution non compatible avec les appareils décrits dans la Pharmacopée Européenne ou
dans USP. Cette technique présente I’inconvénient de ne pas étre standardisée, utilisant des
récipients de tailles différentes et des niveaux d’agitation du milieu différents et pouvant

entrainer des variations dans les résultats de libération des PA.
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2. Lasimulation des compartiments du tube digestif

a) Lasimulation du compartiment gastrique

Les conditions gastriques sont le plus souvent simulées par I’utilisation de solution
d’acide chlorhydrique HCI 0.1 M a pH 1,2 [123]. Le taux d’agitation est de 100 rpm pour
I’appareil a pales alors qu’il n’est que de 10 rpm pour I’appareil a cylindres alternatifs. Le
milieu de dissolution est maintenu a 37°C pour mimer les conditions physiologiques. Le
temps de simulation du compartiment gastrique est communément fixé a 2 heures mais les
Pharmacopées Européenne et américaine n’émettent aucune recommandation concernant ce
temps. Dans de nombreuses études, des enzymes gastriques sont utilisées telles que la pepsine
[121].

b) Les conditions simulant 'intestin gréle
Les conditions simulant I’intestin gréle sont bien mieux définies. En effet, le
compartiment iléal peut étre divisé en différentes parties (le duodénum, le jéjunum et I’iléeum)
avec des pH sélectionnés pour mimer les différentes subdivisions qui peuvent varier de 5,5 a
7,5. La Pharmacopée Européenne [123] recommande de tester la dissolution dans un tampon
phosphate de pH 6,8. Quelques études différencient totalement les différentes divisions de

I’intestin en differents temps et pH (table 3).

Les segments du tube digestif Temps Milieu de libération pH
simulés d’exposition

Estomac 2h 0.1 M HCI 1,2
Duodenum 0,5h Tampon phosphate (Eur. Pharm. 5) 55
Jejunum-ileum 9h Tampon phosphate (USP 30) 6,8
Caecum 0,5h Tampon phosphate (USP 30) 6,0
Célon proximal 6h Tampon phosphate (USP 30) 7,0
Célon distal 18 h Tampon phosphate (USP 30) 7,4

Table 3: Les milieux de dissolution utilisés pour simuler I’augmentation graduelle de pH
a travers le tractus digestif [15]

Dans certaines études, les enzymes de I’intestin gréle sont utilisées telles que la
pancréatine ou des extraits d’intestin de rats [121]. Les temps de transit de I’intestin gréle
peuvent aussi étre trés variables selon les études. En effet, certaines études mettent en contact
les formulations avec le fluide intestinal simulé pendant 2 heures [10] tandis que d’autres
réalisent cette étape en 9 heures [15]. Le temps de transit simulé dans I’intestin gréle peut étre
choisi selon les choix des auteurs de vouloir mimer les conditions standards (3h) ou les

conditions extrémes (9h) rencontrées dans certaines pathologies digestives. Le degré
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d’agitation est de 100 rpm pour I’appareil a pale et de 5 rpm pour les cylindres alternatifs. Le

milieu de dissolution est maintenu a 37°C pour mimer les conditions physiologiques.

Les formulations engendrant une libération de PA trop importante durant les deux
premiéres étapes ne sont souvent pas évaluées dans les conditions coliques car elles ne

répondent pas aux objectifs du travail.

c) Lasimulation des conditions coliques
Les conditions coliques sont souvent simulées par I’utilisation de milieu a pH 7,4. La
Pharmacopeée Européenne ne recommande aucun milieu spécifique. Néanmoins de
nombreuses technigques ont déja été utilisées. Le temps d’analyse dans les conditions coliques
n’est pas standardisé. 1l peut s’étendre de 10h [124], 14h [125], 18h [94], [126], [127], 19h
[94], [118], [119], [128], [129], 20h[10], & 21h [130] selon les études.

Le tampon Phosphate

Le tampon phosphate pur

Certaines équipes utilisent uniqguement le tampon phosphate dont le pH varie de 6,8 to
7,5 [131]-[133]. Cette technique peut étre utilisée de maniére légitime quand les formulations
testées sont du type « temps-dépendant ». Mais certaines etudes revendiquant de tester des
formulations sensibles aux enzymes bactériennes utilisent des milieux simulation du colon
composés uniquement d’un tampon phosphate pH 7,4. Il n’est pas raisonnable de prouver le
ciblage colique des formulations par cette methode qui ne mime qu’un seul critére physique

du cblon qui est le pH.

Des microspheres de conjugué de Chitosan et prednisolone ont été enrobées d’
Eudragit® L 100 et évaluées in vitro a différentes valeurs de pH [134]. Des microsphéres
enrobées d’Eudragit® sont capables de protéger le PA dans un fluide gastrique simulé mais
lorsque le pH augmente jusque 6,8, le taux de libération du PA a partir des microsphéres

augmente significativement.

Cette technique est trés spécifique. En effet, la formulation a libération colique ciblée
est généralement utilisée pour traiter les pathologies coliques. Celles-ci sont souvent associées
a une perturbation du temps de transit et/ou du pH différents compartiments gastriques et
intestinaux (particulierement dus a des desequilibres bactériens). Ainsi, simuler le
compartiment colique a I’aide d’un tampon phosphate est une méthode trop simpliste dés lors

gu’aucune enzyme bactérienne n’est présente.
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Le tampon phosphate ne présence d’enzyme de bactérie colique

A partir du moment ou les conditions bactériennes ou les enzymatiques coliques
veulent étre respectées, il est nécessaire que le milieu de dissolution utilisé reste en
anaérobiose et cela doit étre le cas du debut jusqu'a la fin du test de libération. Ainsi, le milieu
de libération est positionné dans une chambre anaérobie ou tous récipients qui maintiennent
cet environnement. Certaines équipes utilisent le tampon phosphate dans lequel est additionné
une seule ou plusieurs enzymes bactériennes normalement présentes dans le colon [135],
[136]. Des enzymes telles que la B-galactosidase [124], [125] est artificiellement ajoutée dans
des quantités fixées au hasard . Des comprimés d’acide 5-aminosalicylique enrobés par un
mélange d’amylose:EC ont été testés et I’exploitation des enzymes bactériennes intestinales
(a-amylase) a éte évaluée pour cibler la libération du PA a partir de formulation composée
d’amylose [137]. La performance des formulations enrobées d’un meélange d'amylose: EC
(ratio 1: 1 et niveau d’enrobage de 15%) a eté évaluée in vitro avec quatre amylases
commerciales et avec des échantillons fécaux frais dans du tampon phosphate [6] (figure 3).
Dapres les résultats d'etudes in vitro, il a été conclu que I’enrobage compose d’amylose: EC
pourrait supprimer la libération précoce de la substance active dans le HTGI en fonction de
I'épaisseur d’enrobage mais également du ratio polymere: polymere. Contrairement aux
formulations a libération immédiate dans lesquelles la substance active est rapidement libéree
et absorbée dans la circulation sanguine, la formulation entérique a libération retarde la
libération jusqu’a atteindre I'intestin gréle (la plupart d'entre eux), mais les enrobages a base
d'amylose retarde la libération du médicament jusqu'a ce que les minigranules atteignent le

céblon.

—&— Enzyme system
—&— Faccal system
—a— Control

Drug released (%)

0 4 8 12 16 20 24
Time (h)

Figure 3: La libération d’acide 5-aminosalicylique a partir de minigranules enrobees
d’un mélange d’amylose-éthylcellulose dans des systémes de fermentation composés
d’un milieu de culture (fermentation enzymatique et fécale) et un contréle (moyenne £
SD) [6].
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Differents travaux ont étudié la libération de substances actives a partir de
microsphéres entériques enrobées de pectinate de calcium ou de minigranules matricielles
combinant la pectine, Eudragit® RS et Eudragit® RL dans un tampon phosphate a pH 7.4 en
absence ou en présence de 0.375 mL ou 0.6 mg/mL d’enzymes pectinolytiques [138]-[140].
La libération de SA a partir de billes d’alginate enrobées d’acétate de Dextran [104] eétait
significativement plus rapide en présence de dextranases. L’utilisation d’enzymes qui
dégradent spécifiguement I’enrobage de la formulation ou qui clivent les liens des prodogues
est artificielle. En effet, il est certain d’observer une libération de la SA dans ces conditions de
simulations des conditions coliques. Aucune étude n’a prouvé la présence et la quantité
réellement présente de ces enzymes dans le colon de patients atteints de pathologies
digestives. Dans ces études, le pH du milieu choisi est compris entre un pH simulant le colon
et le pH optimum d’activite de ces enzymes. Cependant, chez les patients atteints de
pathologies digestives, ces enzymes peuvent étre présentes en plus faibles quantités, absentes

ou inactives a cause de variations de pH digestif.

Tampon phosphate avec du contenu caecal de rats.

Le tampon phosphate inoculé de contenu caecal de rats est souvent utilisé pour mimer
les conditions coliques. Pour obtenir un milieu colique artificiel, des rats sont sacrifiés et leur
contenu caecal est prélevé. Dans ces études, le milieu contient 2% [10] [118], [129], 3% [94],
4% [124], [128], [141], 8% [142] ou 33% [125], [126] de contenu caecal. Certaines équipes
utilisent « I’induction enzymatique » [10], [118], [127]-[130], [141] en imposant un régime
alimentaire spécifique aux rats. Ce régime est enrichi ou encore, les rats sont gavés par
intubation [94] avec la substance d’intérét pour laquelle nous voulons observer une
dégradation enzymatique. (composant de I’enrobage ou du noyau de la formulation). La
modification de [I’alimentation entraine une surproduction d’enzymes dirigées contre la
substance d’intérét. Ainsi, le contenu caecal de rats est enrichi en enzymes, ce qui accélére
considérablement la libération de SA de la formulation. Cette méthode est Iégerement biaisée
et ne correspond pas aux conditions réelles de libération de la SA. Durant la préparation du
contenu caecal, des études incluent une étape de passage aux ultrasons [10] pour éliminer les
bactéries présentes dans le milieu et ne garder que les enzymes excrétées. Les ultrasons
peuvent étre utilisés pour atteindre les enzymes bactériennes intracellulaires. De la méme
maniere, cette technique s ‘éloigne des conditions réelles de libération de la SA pour

lesquelles la formulation est en contact avec les bactéries et induit la secrétion d’enzymes.
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Des billes de 5-fluorouracil enrobées de Eudragit® S ont été évaluées pour la
libération colique dans le but de réduire les effets indesirables dus a I’absorption de la SA
dans le haut tractus gastro-intestinal. Comme attendu, la libération a été supprimée dans un
milieu simulant le contenu gastrique et ciblée a pH 7,4. Un comprimé matriciel composé d’un
mélange de chitosan et de gomme Guar et enrobé d’inuline (enrobage interne) et de gomme
schellac (enrobage externe) [96] a été étudié et la libération de SA a été contrdlée dans les
fluides gastriques et intestinaux, et cette libération n’a débuté qu’en présence de contenu
caecal de rats. La libération in vitro d’indomethacine suite a I’exposition dans du tampon
phosphate inoculé ou non de contenu caecal de rats a montré une libération plus rapide de la

SA dépendante de I’activité de biodégradation des enzymes bactériennes [143].

Enfin, une étude a aussi utilisé le contenu caecal de chévre, suivant la méme procédure
que pour les rats. « La totalité du contenu gastro-intestinal de la chévre était commercialement
recueilli aupres de I’abattoir immédiatement aprés le sacrifice et était conservé dans une
solution physiologique (barboté avec du CO, au préalable) a 8°C avant utilisation. 900 ml de

ce contenu caecal est disposé dans bécher de I’appareil de dissolution » [144] (Figure 4).

~o—Fl —W=F2 —4—F3 —H—F4§ —#—F5 =

Percentage release of 5-FU

s g

6 Time (Hr) 8 10 12 14

Figure 4: Taux de 5-FU libéré a partir de comprimeé enrobés released from compression
coated tablets (n=3) of d’amidon de riz in vitro avec (F1-F5) ou sans (C) contenu caecal
de chevre [144].

Dans I’étude publiée par Paharia et al. , la libération in vitro de SA en présence de
contenu caecal de rat a montré qu’il n’y avait pas ou peu de différence entre les profils de

libération en présence ou en absence de ce contenu [10].

Tampon phosphate avec des selles fraiches de rats

D’autres études utilisent des selles de rats a la place de contenu caecal [145]. Ces

selles contiennent les bactéries représentatives de la population bactérienne colique et sont
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faciles a obtenir. Cependant, les selles sont plus séches et peuvent avoir un pH différent de
celui du contenu caecal, ce qui peut entrainer des modifications, voire une diminution de la
variété de la population bactérienne si le préléevement et I’utilisation de la selle ne se font pas
assez rapidement. Les techniques utilisant des contenus caecaux ou des selles d’animaux sont
intéressantes et relativement faciles a mettre en ceuvre, cependant, elles restent éloignées des
conditions physiologiques de libération de SA. La microflore coliqgue humaine est différente
de celle observée chez les animaux. Les nutriments et les enzymes présents dans le c6lon
doivent aussi différer entre les Hommes et les animaux. Ainsi, cette méthode n’est toujours
pas la plus adaptée pour simuler les conditions coliques humaines parce que la microflore est

specifique du genre et tres différente selon les especes et les humains.

Tampon phosphate avec des échantillons fécaux frais humains.

Des minigranules d’acide 5-aminosalicyligue enrobées avec un mélange
d’amylose :ethylcellulose (EC) au ratio 1:4 (w/w) ont montré une résistance au fluides
gastriques et intestinaux mais un caractere fermentescible par les enzymes bactériennes
coligues [68]. Dans cette étude, une préparation d’échantillon fécal était homogénéise dans
un tampon phosphate anaérobique a pH 7,0, et apres centrifugation, le supernageant sans
cellule eétait utilise pour tester la libération de SA contenu dans des formulations. Basit et al.
ont évalue la libération colique de minigranules chargées en théophylline enrobées avec un
mélange d’amylose:ethylcellulose au ratio 1:3 et un niveau d’enrobage de 20% [146]. L’étude
de la libération in vitro était réalisée dans un milieu simulant le colon consistant en 3
échantillons fécaux de volontaires sains prélevés, mis en commun et dilués a 10% avec un

tampon phosphate a pH 6,8. (Figure 5).
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Figure 5: La libération in vitro de la théophylline dans des conditions témoins (tampon
phosphate a pH 6,8) et les conditions coliques (tampon phosphate a pH 6,8 ensemenceé
avec 10% en poids / poids de matieres fécales humaines).
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Ces méthodes utilisent des selles de volontaires sains, ainsi, elles ne sont pas les plus
adaptees pour simuler la libération colique de SA. Les patients souffrant de pathologies

coligues ont potentiellement une flore bactérienne, un pH ou un temps de transit modifié.

Le tampon phosphate n’est pas un milieu de culture, aucune croissance bactérienne ne
s’y produit mais seules les enzymes déja présentes peuvent agir. Cependant, les enzymes
capables de cliver les polysaccharides sont souvent inductibles (ceci est bien connu pour le

genre Bacteroides). L'induction n'a pas lieu sans croissance bactérienne.

Milieu de culture

Milieu de culture avec des selles fraiches de rats

Parfois, un milieu de culture est utilisé pour faciliter la croissance bactérienne et la
production d’enzymes. Dans I’étude de Sharma R. et al., le milieu de culture était inoculé par
des selles de rats pour cultiver les bactéries coliques presentes dans les selles et étudier la
libération de SA a partir de pro-médicaments par lI'action d’azoreductase [147]. Le milieu de
culture doit étre adapté au genre bactérien prédominant trouvé dans les selles humaines, ce

qui n’est pas retrouveé systématiquement dans la littérature.

Milieu de culture inoculé avec des cultures pures de bactéries du c6lon humain

Certaines études utilisent un milieu de dissolution consistant en un milieu de culture
inoculé avec une ou plusieurs souches bactériennes présentes dans le colon humain. LA
bactérie utilisée doit étre capable de se développer dans des conditions d’anaérobie, étre
présentes en grande quantité dans le c6lon et doivent avoir préférablement un faible potentiel
pathogene. Araujo V. et al. ont utilisé par exemple une souche d’Escherichia coli cultivée
dans un milieu Luria-Bertani Broth [148]. Le choix de I’E. coli peut étre biaisé parce que cette
souche se développe dans des conditions d’aérobie et d’anaérobie, ainsi, sa culture est facilité
(particulierement dans les études ou le test de libération est mené sous conditions aérobies
avec un milieu approprie) et son potentiel de dégradation des polysaccharides d’enrobage est

important et connu.

Milieu de culture inoculé avec un échantillon de selles fraiches humaines

Pour se rapprocher le plus des conditions physiologiques humaines, des selles fraiches
d’Hommes sains peuvent étre utilisees [121]. L’ utilisation de la totalité de la selle permet de
tester I’action du mélange bactérien présent dans celle-ci. Les interactions entre les bacteries

sont possibles, la croissance d’un type peut favoriser le développement des autres. Pour imiter
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fidelement les conditions coliques des patients traités par des formulations de SA a libération
coligue, les selles de patients souffrant de pathologies digestives telles que les MICI peuvent
étre utilisées [121]. Y.Karrout et al. [7], [15] ont étudié des minigranules enrobées de films
composés de mélanges d’Eurylon 6 HP-PG:ethylcellulose ou de Nutriose:ethylcellulose (un
amidon riche en amylose hydroxypropylé et prégélatinisé) dans un milieu de culture inoculé
de selles fraiches de patients atteints de MICI (Figure 6). La conclusion de cette étude était
que les systémes galéniques de libération de SA eétudiés étaient adaptes aux conditions

physiopathologiques des patients atteints de pathologies inflammatoires de I’intestin.

100 1 —=—1:3 blend ratio; 20 % coating level
——1:4 blend ratio; 15 % coating level
—&— 1:5 blend ratio; 15 % coating level
751 —e—1:4 blend ratio; 20 % coating level

—%— 1:5 blend ratio; 20 % coating level

with feces
. without feces

5-ASA released, %

il g N

pH 1.2 pH 6.8 feces or
culture medium

Figure 6: La libération de 5-ASA a partir de minigranules enrobées d’un mélange
Nutriose:ethylcellulose (les ratio sont indiqué dans la figure) a 15 ou 20% de niveau
d’enrobage dans des conditions simulant le transit a travers le tractus gastrointestinal
complet, avec des échantillons de selles de patients atteints de MICI. La vitesse
d’immersion était de 10 rpm. Pour des raisons de comparaison, la libération de la SA
dans un milieu de culture sans échantillons fécaux est représentée (lignes pointillées)
[15].

Les échantillons de selles doivent étre placeés sous atmosphere anaérobie et étre
utilisees le plus tét possible apres le prélevement pour maintenir la microflore colique intacte.
La dégradation de la SA par la flore colique luminale a été évaluée Tannergren C. et al [149].
Dans cette etude, des selles fraiches d’humains, rats et chiens ont eté utilisées et placées dans
une chambre d’atmosphére anaérobie dans les 10 et 30 minutes apres le préelevement. Ces
selles etaient préparées dans un tampon salin physiologique et incubées dans une chambre

d’atmosphére anaérobie sous agitation.

85



La méthode, qui semble étre la plus réaliste, est I’utilisation de milieux de culture inoculés de
selles fraiches de patients, ce qui recrée le milieu de dissolution le plus similaire au milieu
coligue humain. Les bactéries présentes dans les selles fraiches humaines sont celles qui sont
retrouvées en plus grandes quantités dans le colon. Le milieu de culture utilisé doit
représenter la composition en nutriment de I’environnement coliqgue mais aussi d'autres

composants tels que les mucines présentes dans la lumiére du célon.

3. Le systeme de culture en continu : I'exemple du SHIME

Il'y a des systemes tres complexes simulant la totalité du TGI de la bouche jusqu’au
colon. Ces systemes peuvent mimer I’environnement des divers compartiments du TGI avec
leurs spécificités de pH, de composition en nutriments, d’enzymes et bactériennes. Le
Simulateur de I’écosystéme microbien intestinal humain (Simulator of Human Intestinal
Microbial Ecosystem : le systeme SHIME) en est un exemple. Ce simulateur consiste en un
écosysteme, un modele dynamique validé scientifiquement composé de 5 réacteurs simulant
séquentiellement | *estomac, I’intestin gréle, et les trois régions du gros intestin (le colon
ascendant, transverse et descendant). Un contrble des parameétres environnementaux permet
d’obtenir une communauté bactérienne complexe et stable, se approchant de la structure et de
la fonction physiologique de la microflore gastro-intestinale. L'échantillon fécal d'un donneur

sain est inoculé dans le modele (Figure 7).
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Figure 7: Schéma du systeme SHIME
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Ce systeme permet d’étudier le sort métabolique de composés alimentaires ou de
produits pharmaceutiques dans le tube digestif. Le grand inconvénient de cette méthode est
son temps d’équilibration. En effet, il requiert deux semaines de stabilisation [150]. Le
dénombrement de la fore totale anaérobie était de 1.1.10® UFC. mL™, et aérobie 2.25.10" UFC.
mL™ incluant les entérobactéries, les bifidobactéries, les enterocoques, les staphyloccoques et
les clostridia. Cette digestion colique était maintenue a pH compris entre 5,9 et 6,3, comme
observé dans le colon ascendant humain, incubé a 37°C et agité a 150 rpm durant 18 heures.
L’atmosphere du SHIME était régulierement remplacé par de I’azote gazeux pour maintenir
des conditions d’anaérobioses. Ce systeme peut étre utilisé pour évaluer I’activité prebiotique
des substances [151], [152]. Dans cette étude, le récipient mimant le c6lon dans le systéeme
SHIME eétait inoculé avec un échantillon de selle d’un jeune adulte volontaire male sans
traitement antibiotique ou désordre colique depuis 6 mois. L'échantillon fécale est dilué et
homogénéisé avec un tampon phosphate. Aprés la phase de stabilisation, les compartiments
du célon ont subi un pré-traitement au fructose et les effets sur la flore bactérienne ont été

étudiés.

Ce simulateur est largement utilisé pour etudier les effets de régimes particuliers ou de
traitements médicamenteux sur la microflore intestinale ou inversement, pour étudier la
libération de SA a partir de formulation par I’action bactérienne dans le compartiment digestif.
Ce systeme est trées complexe. L’environnement de chaque compartiment peut étre tres
différent selon les études et une harmonisation serait difficile a mettre en ceuvre. De plus, il
est difficile de simuler un contenu gastrique standard. Celui-ci reste trés différent entre les
différents individus et a différents moments de la journée. La fixation d’une composition du
contenu gastrique peut avoir un effet inverse, c’est-a-dire de s’éloigner des conditions

physiologiques.

Il existe des dérivés du systeme SHIME avec des simplifications, un nombre réduit de
réacteurs [153], [154] ou plus complet avec par exemple le Twin SHIME [155] dans lequel
deux systemes SHIME sont utilisés en paralléle pour comparer différents produits entre eux

ou avec un placébo.

Les inconvénients de ce systeme complexe sont I’utilisation d’une seule selle fraiche
et la longue période de stabilisation. La communauté bactérienne sera sélectionnée par les
substrats introduits dans les réacteurs qui ne sont pas les mémes que les substrats complexes

ingérés dans l'alimentation humaine.
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IV. Les méthodes In vivo

1. Les modeles animaux

Les modéles animaux pour les études de libération de SA a administration orale sont
nombreux et peuvent aller de la souris a la chévre en passant par le rat ou le chien [115]. Ces
modeles peuvent étre selectionnés selon la SA a étudier, la formulation ou le compartiment
digestif ciblé. IL existe des modele d’animaux sains et des modeles d’animaux souffrant de
pathologies digestives, telles que des colites induites par le TNBS (acide 2,4,6-trinitrobenzene
sulfonique) [145]. L’administration de la formulation a I’animal peut étre réalisée directement
a travers I’alimentation ou par une canule ou une sonde d’alimentation directement dans
I’estomac. Apres I’administration, il existe différentes méthodes d’étude de la libération de la
SA.

Les animaux peuvent recevoir un prétraitement qui induit la production d’enzymes qui
améliore la libération de la SA de la formulation. Les rats peuvent par exemple recevoir un
prétraitement consistant en une dispersion de pectine, une fois par jour pendant 7 jours avant

I’administration d’une formulation enrobée de pectine et d’ethylcellulose [116], [124].

L’evaluation de la libération in vivo de SA dans le colon animal peut étre étudié par de
nombreuses techniques telles que la coeliotomie, I’étude de la cinétique plasmatique, la

surveillance des caractéristiques histopathologiques ou les techniques d’imagerie.

a) Coeliotomie
La coeliotomie peut étre utilisée pour évaluer le transit gastro-intestinal. Le transit des
formulations peut étre évalué en comptant le nombre de formulations présentes dans
I’estomac apres un temps défini [116]. Cette technique requiert le sacrifice de nombreux
animaux, c’est pourquoi ce n’est pas la technique de référence pour I’étude de la libération de
SA.

b) Etude cinétique plasmatique
Les prélevements sanguins a des temps réguliers peuvent étre réalisés chez I’animal et
le dosage de la SA peut déterminer la quantité de médicament libérée et absorbee [40], [115].
Cette technique posséde I’avantage de permettre la mesure de la quantité de SA absorbée. En
effet, la SA peut étre libérée dans le tube digestif mais ne pas étre absorbée et ne pas atteindre
le sang. La quantité limite de SA dosée dans le sang serait celle des techniques analytiques

utilisees. Les méthodes chromatographiques séparatives sont utilisées pour déterminer la
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concentration de SA dans un milieu complexe tel que le sang ou le plasma. Cependant, ces
techniques ne sont pas toujours tres sensibles et leur limite de quantification de la SA est
souvent plus haute que la concentration présente dans in vivo. Des techniques plus
sophistiquées et moins accessibles existent telles que la spectrométrie de masse et sont
souvent requises pour réaliser de telles études. Une autre limitation peut étre la dégradation
enzymatique par les enzymes plasmatiques ou intestinales qui transforment la molécule

médicamenteuse avant son absorption a travers la paroi digestive.

c) Caractéres histopathologiques
La surveillance de I’évolution de la pathologie, des symptémes, du poids de I’animal,
peut permettre d’évaluer la libération de la SA [145]. L évolution de la pathologie peut aussi
étre étudiee par I’observation de I’évolution des parametres biochimiques ou histologiques

tels que le dosage de cytokines ou de marqueurs.

Les parameétres histopathologiques peuvent étre étudiés apres I’euthanasie de I’animal
avec des études microscopiques. Cette technique requiert le sacrifice d’animaux, ce n’est donc
pas la technique de référence pour I’analyse de la libération de SA a partir de formulation. Les
résultats de ces techniques ont I’avantage de pouvoir étre analysés en aveugle pour éviter la

subjectivité

d) Limagerie
L’imagerie a rayons X ou aux molécules radiomarquees [156] peut étre utilisée pour
suivre I’évolution de la libération de la SA. L’utilisation de I’outil d’imagerie requiert des
équipements spécieux, innovants et couteux mais egalement une formation et une compétence

particuliére.

Des microparticules composées d’un mélange de Chitosan-Ca-alginate ont été
préparees et caractérisées pour libérer I'acide 5-aminosalicylique au niveau du colon aprés une
administration orale [157]. Les études de dissolution et de biodistribution d’acide 5-
aminosalicylique marqué a I’iode 131 aprés administration orale de ces particules par des rats

a montré une intensive mucoadhésion et une libération contrélée au niveau du colon [158].

L’inconvénient de cette méthode est I’utilisation de I’imagerie chez de petits animaux,
ce qui rend la technique peu précise et il est difficile de différencier une libération colique

d’une libération iléale.
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Les tests in vivo chez I’animal associent souvent plusieurs méthodes d’analyses
préalablement décrites. Y.Karrout et al. [159] ont prouve la supériorité d’un enrobage sensible
aux enzymes bactériennes, composé d’un mélange de Nutriose:EC et d’amidon de mais:EC
utiliseé pour cibler la libération de SA au niveau du colon in vivo, dans un modele de rat et de
souris. Diverses méthodes ont été utilisees pour tester I’efficacité de ces nouvelles
formulations telles que I’évaluation macroscopique et histologique la surveillance des
marqueurs inflammatoires, I’analyse PCR en temps réel de HMGCS2 mRNA et PPAR-y
MRNA, le taux plasmatique de N-acetyl 5-ASA et la surveillance de I’activation de PPAR-y
(Figure.8).

Nutriose:EC pellets
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Figure 8: Activation in vivo de PPAR vy chez les souris transgéniques recevant des
minigranules enrobées de Nutriose: CE ou le Pentasa® oralement pendant 4 jours.
L'activation du récepteur a été mesurée par émission de bioluminescence a jour 0 (JO),
le jour 2 (D2) et apreés 4 jours (D4). L'échelle de couleur indique le degré d'activation.
Les deux mémes animaux sont présentés par colonne dans chagque image. Le diagramme
trace les quantités relatives des photons émis en fonction du temps pour les deux
groupes de souris [159].

Toutes ces techniques sont destinées a prouver la libération de la SA dans le c6lon et

démontrer I'efficacité anti-inflammatoire du médicament.

Les modéles animaux constituent une inévitable étape dans la modélisation du célon
mais d’importantes différences existent entre la microflore colique de I’homme et de I’animal.

Alors que chez les humains, les bifidobactéries et Bacteroides predominent, les lactobacilles
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se trouvent genéralement a des niveaux élevés sur la muqueuse intestinale des souris et des
rats. lls affichent egalement des niveaux éleves de glycosidases, mais la structure et I'activité

de ces enzymes ne sont pas bien connues et différent du microbiote colique humain.

2. Les méthodes in vivo chez I’THomme

Des essais cliniques sur des volontaires sains et des patients souffrant de pathologies
digestives sont difficiles a mettre en ceuvre a cause d’une législation stricte. Des demandes
d’autorisation doivent étre menées pour I’élaboration d’essais cliniques chez I’Homme auprés
des autorités de santé, avec un passage devant le Comité de Protection des Personnes (CPP).
De plus, la formulation a deélivrer pour I’essai clinique doit étre formulée dans un
établissement pharmaceutique et non dans un laboratoire de recherche. Ainsi, des
collaborations avec des industries pharmaceutiques sont bénéfiques pour permettre d’atteindre
un niveau d’évaluation des formulations. C’est pourquoi peu d’études in vivo sur le ciblage

coligue sont déja décrites.

a) Dosages dans des fluides ou contenus physiologiques
Le sang, le sérum, I’urine, le contenu intestinal ou encore les selles peuvent étre
obtenus de volontaires sains [160] ou de patients souffrant de pathologies gastro-intestinales

pour étudier les parametres pharmacocinétiques de SA administrées.

Une formulation qui permet d’améliorer la libération contrélée ciblée d'une forme a
administration orale de métasulfobenzoate de sodium de prednisolone dans le cdlon a été
développée dans le but de diminuer I'absorption systémique et par conséquent réduire le
risque d'effets indésirables systémiques des corticostéroides. La formulation est composée de
métasulfobenzoate de sodium de prednisolone enrobée d’un mélange d’amylose vitreux:EC
(ratio 1:3.5 a 1:4.5) plastifie avec du dibutyl sebacate [161]. La formulation a montré une
libération débutant lorsque la formulation atteint le colon. Un enrobage composé du mélange
amylose vitreux :EC est maintenant disponible et correspond COLAL®, qui a été utilisé pour
enrober des minigranules contenant de la  prednisolone (COLAL-PRED®; Alizyme
Therapeutics Ltd, Cambridge, UK). Ce produit a atteint avec succes la phase 11 [162]d’un

essai clinique pour le traitement des colites ulcératives séveres.

L utilisation du dosage de la SA dans des fluides biologiques est relativement facile a
mettre en ceuvre mais cette technique ne matérialise pas la localisation exacte de la libération
de la SA. La SA libérée dans I’intestin gréle ou dans le cdlon peut atteindre le compartiment

sanguin au méme temps si le temps de transit est perturbé.
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b) Radiographie et scintigraphie

Des molécules marquées pour I’imagerie aux rayons X peuvent étre formulées a
I’intérieur des formes orales administrées pour suivre I’évolution de la libération de la SA
[117]. Des molécules marquées avec un isotope radioactif peuvent étre utilisées dans des
formulations a administration orale pour suivre I’évolution de la libération par des images de
scintigraphie [12], [113], [163] (Figure 9). La scintigraphie est une méthode d’imagerie
médicale qui procede en I’administration d’un isotope radioactif pour produire une image par
détection des rayonnements y émis par ces isotopes apres captation par I’organe analyse.
L’avantage de la scintigraphie est I’observation de la libération de la SA a partir de la
formulation dans des conditions physiologiques normales avec une technique non invasive.
La difficulté de cette technique est de trouver une molécule qui puisse étre marquée (qui peut
étre détectée durant I’examen de scintigraphie), qui se comporte de la méme maniere que la

SA d’intérét, c’est-a-dire qui posséde les mémes propriétés physicochimiques.

Figure 9: Images de scintigraphie d'événements clés dans le transit gastro-intestinal de
I"absorption d’un comprimé réservoir chez le sujet 003: (a) 60 min, comprimé situé dans
I'estomac; (b) 180 min, comprimé dans I'intestin gréle; (c) 330 min (début de libération
du marqueur radioactif, comprimé dans le colon ascendant / cdlon transverse) et (d) 765
min (libération compléte du marqueur radioactif, comprime dans le c6lon descendant).
Les contours de I'estomac et du c6lon sont traces pour I’aide a la visualisation. Le cercle
blanc représente le marqueur radioactif sur la poitrine du sujet [164].

L’utilisation des gamma-cameras a permis d’étudier la désintégration de comprimés
enrobés de Pectine dans le cblon [12]. Des mélanges de pectine/chitosan et HPMC ont été
étudiés comme films d’enrobage de systéeme a libération colique, formant in situ, des
complexe polyelectrolyte entre la pectine et le chitosan [88]. Des études in vitro et in vivo ont

été menées en utilisant de tels systémes. Des comprimés marqués (**™Tc) ont été enrobés avec
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un mélange au ratio 3:1:1, pectine:chitosan: hydroxypropyl methylcellulose, et administres a
des volontaires sains et le transit gastro-intestinal a été étudié par images de scintigraphie.
Une formulation composée de gomme Guar a été évaluée sur des volontaires sains par etudes

scintigraphiques [101].

Les méthodes d’imagerie permettent une visualisation et la localisation de la libération
de la SA. Cependant, ces techniques doivent étre associées avec des dosages sanguins, la
surveillance de I’évolution des symptdmes et éventuellement des études des effets de la

formulation sur a microflore bactérienne colique.

V. Conclusion

Différentes stratégies sont utilisées pour cibler la libération de la SA dans le colon
mais I’utilisation de formulations sensibles aux enzymes bactéeriennes de la microflore colique
semble la plus spécifique. Les méthodes utilisées pour tester la libération de ces formulations
sont nombreuses et diverses. M.M.Patel [16] décrit, dans sa revue de la littérature concernant
la libération ciblée de traitement de cancer colorectal, les formulations récemment
développées selon la technologie utilisée : enrobage dépendant du pH, dépendant du temps
mais principalement les formulations sensibles aux enzymes bactériennes. Dans cette revue,
M.M.Patel déecrivait les différentes méthodes de test de libération utilisées. L’utilisation de
bactérie colique ou d’enzymes bactériennes coliques apparait étre essentielle pour simuler le
compartiment colique et montre la spécificité des formulations a libération colique. Il est
essentiel d’intégrer un aspect bactériologique (dénombrement bactérien ou identification)
dans ces recherches galéniques sur le ciblage colique de SA car la plus grande particularité du
colon est son microbiote spécifique et diverse. Les Pharmacopées ne décrivent pas de
méthodes standards. Cependant, une homogeénéisation des pratiques permettrait de pouvoir
comparer les résultats de tests de libération de différentes formulations médicamenteuses et

d’aider au développement de nouvelles thérapeutiques.
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Conclusion intermédiaire

Les stratégies utilisees pour cibler la libération de principes actifs dans le colon sont
diverses, mais celle utilisant des formulations sensibles aux enzymes bactériennes semble étre
la plus spécifique. Les méthodes utilisées pour tester la libération du médicament a partir de
ces formes sont nombreuses. L'utilisation de bactéries coliques ou d’enzymes bactériennes
coligues semble étre essentielle pour simuler ce compartiment et montrer une spécificité de la
libération du PA a partir de la formulation. Il est essentiel d'intégrer un aspect bactériologique
(de comptage et d'identification bactérienne) dans les recherches galéniques concernant la
libération colique de PA. En effet, la plus grande particularité du cdlon est son microbiote
specifique et varié. Les Pharmacopées ne décrivent pas encore de methode standard.
Cependant les pratiques d'homogénéisation permettraient de comparer les résultats des tests
de libération de PA de différentes formulations a ciblage colique et participeraient au

développement de nouveaux médicaments.
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Chapitre 2

|_a stratégie de ciblage colique
utilisant des formulations
sensibles aux enzymes
bactériennes, est-elle encore
efficace chez les patients traites

par antibiothérapie?
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Présentation

Les systemes a libération colique ont été reconnus comme présentant d’importants
avantages thérapeutiques. Ils améliorent considérablement le traitement de nombreuses
pathologies a atteintes coliques telles que les MICI, le cancer du c6lon, le syndrome du c6lon
irritable et la constipation. La libération colique serait également utile dans les
chronothérapies, quand, du point de vue thérapeutique, un retard a I’absorption est nécessaire,
notamment dans le traitement de pathologies comme I’asthme nocturne ou I’angor, ou les
traitements d’addiction a la nicotine. Aussi, I’absorption des médicaments protéiques ou
peptidiques est meilleure au niveau colique. Ce phénomene est dii notamment, a une activité
protéolytique nettement plus faible au niveau du cdlon qu’au niveau de I’intestin gréle et a
I’absence d’une activité peptidasique associée a la membrane des cellules épithéliales
coligues. Il y a donc un intérét pour I’utilisation du cdlon comme site d’absorption de ces
principes actifs peptidiques comme les analgésiques, les contraceptifs, les vaccins ou
I’insuline dont I’administration se fait jusqu’a maintenant, essentiellement par voie

parentérale, douloureuse et a I’origine d’une mauvaise acceptabilité.

Le traitement des MICI est avant tout symptomatique et médicamenteux. La libération
coligue des principes actifs anti-inflammatoires ou antibiotiques utilisés pour ces traitements
améliorerait leur efficacité et diminuerait leurs effets indésirables systémiques. C’est pourquoi

la recherche sur le ciblage colique est en plein essor dans ces indications.

Dans cette étude, nous avons effectué un screening de polysaccharides pouvant avoir
un intérét dans le développement de nouvelles formes a ciblage colique. Une premiere
sélection a été faite en étudiant la libération du PA dans des milieux simulant le HTGI. Les
formulations prometteuses avec une faible libération prématurée ont ensuite été testées dans
un milieu colique simulé, composé de milieu de culture inoculé avec des selles de patients
atteints de MICI. Une sélection de ces formulations basée sur leur taux de libération colique a
été réalisée. Les deux meilleures formulations sélectionnées ont été testées avec plusieurs
échantillons de matiéres fécales de patients traités ou non par antibiothérapie afin de montrer
la reproductibilité du test de libération mise en ceuvre dans des conditions simulant une

inflammation du colon. Des tests statistiques ont éte effectués afin de comparer la libération
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de PA des deux formulations, mais aussi les taux de libération obtenus avec les selles de
patients traités ou non avec des antibiotiques. Durant ce test de dissolution, la croissance
bactérienne a été etudiée afin de vérifier I'effet de la composition des polysaccharides
d’enrobage sur le microbiote colique. En outre, certaines bactéries présentes dans les
échantillons de selles de patients ont été isolées et testées individuellement ou en mélanges
bactériens afin d'étudier la possibilité d'utiliser un mélange de bactéries comme substitut du

échantillon de selles fraiches pour tester les nouvelles formulations a libération colique ciblée.
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I. Introduction

La compliance des patients sous traitement au long court est importante, spécialement
pour les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) [1], [2]. Les voies
d’administration des traitements disponibles pour ces pathologies sont la voie rectale, orale ou
injectable [3]. Dans un environnement ou les thérapies individualisées et ciblées se
développent, des formulations délivrant la substance active (SA) au plus proche de son site
d’action sont élaborées. Ainsi, la libération ciblée au niveau du colon présente un interét
majeur dans le traitement des maladies intestinales telles que les MICI [4], le cancer
colorectal [5], ou encore la constipation. Cette stratégie est utilisée pour administrer par voie
orale des formulations dans le but d’obtenir un effet colique, notamment lorsque des
localisations de Iésions ne sont pas par la voie rectale. Enfin, la dose de SA de la formulation
est adaptée et permet d’augmenter I’efficacité et de diminuer le risque d’effets indésirables

(El) associé a la libération prématurée de la SA.

La libération colique est obtenue par des techniques de formulation médicamenteuse
qui minimisent la libération de la SA durant le transit dans le haut tractus gastro-intestinal
(HTGI: estomac et intestine gréle) et qui est suivie d’une libération dans le c6lon. De
nombreuses stratégies existent pour conduire la formulation intacte jusqu’au cdlon, utilisant
les parametres physico-chimiques spécifiques des différents compartiments du TGI [6].
Cependant, I’approche consistant en I’application d’un enrobage sensible aux enzymes
bactériennes semble étre la plus spécifique. Ces enrobages sont souvent composés de
polyssaccharides naturels ou modifiés [7] (non digestibles par les enzymes digestives

humaines) fermentés par les bactéries coliques.

Le developpement de nouvelles thérapies pour la libération ciblée au niveau du colon
est lent et il n’y a seulement que quelques produits commercialisés. Pour tester leur libération,
il est nécessaire de simuler chaque compartiment gastro-intestinal, ainsi des méthodes
différentes, plus ou moins proches des conditions physiologiques [8], sont déja utilisees,
cependant aucun standard n’est encore validé. Y. Karrout et al. ont étudié trois produits
commercialisés (Pentasa®, Asacol® et Lialda®), et ont montré une libération significative de
la SA dans le HTGI (plus de 50% dans I’estomac pour le Pentasa® et plus de 50% dans

I’intestin gréle pour I’Asacol®). Le Lialda®, contrairement aux autres, libére peu de SA dans
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le HTGI (moins de 10%), mais la formulation ne libére pas non plus de SA lorsqu’elle est

mise en contact avec un milieu de culture inoculé avec des selles de patients [9].

Dans cette étude, nous avons mené un criblage de polysaccharides qui pouvaient avoir
un intérét dans le développement de nouvelles formulations a libération colique. Une
premiére sélection a été faite en suivant la libération de SA dans un milieu simulant le HTGI.
Les formulations prométteuses avec un faible niveau de SA libéré dans le HTGI ont alors éte
testées dans un milieu simulant le clon consistant en un milieu de culture inoculé de selles de
patients atteints de MICI traités ou non par des antibiotiques et une seléction selon le taux de
libération colique a été effectuée. Les deux meilleures formulations séléctionnées ont été
testées avec de multiples échantillons fécaux de patients dans le but de montrer la
reproductibilité du test de libération mis en oeuvre simulant les conditions d’un c6lon
inflammé. Des tests statistiques ont été realisés pour comparer la libération de deux
formulations mais aussi les taux de libération de SA obtenus avec des selles de patients traités
ou non par des antibiotiques (ATB). Durant les tests de dissolution sous conditions coliques,
la croissance bactérienne a éte étudiée pour vérifier I’effet des compositions des enrobages de
polysaccharides sur le microbiote colique. Aussi, quelques bactéries ont été isolées des selles
de patients et testées individuellement ou en mélange pour étudier la possibilité d’utiliser un
mélange bactérien comme substitut des selles fraiches de patients pour tester la libération

coligue de nouvelles formulations a libération colique.

I1. Matériels et méthodes

1) Matériels

Acide 5-Aminosalicylic (5-ASA; Sigma-Aldrich, Isle d’Abeau Chesnes, France);
Inuline (BENEO GmbH, Mannheim — Germany); Actistar (C-Actistar 11700, maltodextrine
de tapioca, Cargill, Haubourdin, France); PenFibeRS (amidon resistant, modifié de pomme de
terre, Penford Food Ingredients Co, Centennial, United States); CPharmGel (CPharmGel
03302, amidon de mais prégelatinisé, Cargill, Haubourdin, France); cellulose microcrystalline
(Avicel PH 101; FMC Biopolymer, Bruxelles, Belgique); bentonite et polyvinylpyrrolidone
(PVP, Povidone K 30) (Cooperation Pharmaceutique Francaise, Melun, France); dispersion
aqueuse d’ethylcellulose (Aquacoat ECD 30; FMC Biopolymers, Bruxelles, Belgium);
triethyle citrate (TEC, Morflex, Greensboro, USA); gélose de sang Columbia, extrait de boeuf
et de levures ainsi que de la tryptone (=produits de reaction de digestion pancréatique de

caséine) (Becton Dickinson, Sparks, USA); hydrate de cysteine hydrochloride (Acros
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Organics, Geel, Belgique); gélose McConkey (BioMerieux, Balme-les-Grottes, France)
Solution de Ringer cysteinatée (Merck, Darmstadt, Allemagne); Systéme de galerie APl 20E

(BioMeérieux , La Balme -les -Grottes , France ).

2) Préparation des minigranules chargées de substance active

Des noyaux de minigranules chargés de SA (diametre: 710-1000 um; 60% 5-ASA,
32% cellulose microcrystalline, 4% bentonite, 4% PVP: Polyvinyl Pyrrolidone) ont été
prépares par extrusion spheronisation. La poudre était mélangée dans un granulateur a grande
vitesse (Lodige, Paderborn, Germany) et de I’eau purifiée était ajoutée jusqu’a I’obtention
d’une masse homogéne (41 g d’eau pour 100 g de melange de poudre). Le mélange humide
était passé a travers un cylindre d’extrusion (SK M / R; Alexanderwerk, Remscheid,
Germany). Les extrudas étaient ensuite sphéronisés a 520 rpm (Spheronizer model 15;
Calveva, Dorset, United Kingdom) et séchés dans un lit d’air fluidisé a 40°C durant 30 min
(ST 15; Aéromatic, Muttenz, Switzland). La fraction de taille “710-1000 um” a éte obtenue
par tamisage [10].

3) Preparation des minigranules enrobées

Les polysaccharides ont éte dissouts dans de I’eau purifiée (5%, w/w). La dispersion
aqueuse d’ethylcellulose était plastifiée toute une nuit avec 25 % de triethyle citrate (w/w, sur
la base de la masse de polymeére) sous agitation magnétique et diluée avec la solution de
polysaccharides jusque 15% (w/w) de teneur en polymére 30 min avant I’enrobage. Les
polysaccharides et I’éthylcellulose étaient mélangés aux ratios 1:2, 1:3, 1:4 or 1:5 (w/w, basé
sur la masse seéche de polymeére non plastifiée). Les minigranules chargées en SA étaient
enrobées dans un lit d’air fluidisé équipé d’un Wurster (Strea 1; Niro, Aeromatic-Fielder,
Bubendorf, Switzerland) jusqu’a atteindre un gain de poids de 15 et 20% (w/w). Les
parametres du procedé sont les suivants : la température de I’air entrant: 39 £ 2 ° C, la
température de I’enrobage: 39 £ 2 ° C, la vitesse de pulvérisation: 1.5 to 3 g / min, la pression
de pulvérisation: 1.2 bar, le diametre de la buse de pulvérisation: 1.2 mm. Apreés I’enrobage,
les minigranules étaient séchées dans un lit d’air fluidisé durant 10 min additionnelles et

ensuite durcies dans un four durant 24h a 60 °C.
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Le tableau 1 montre les différentes formulations développeées a partir des minigranules
chargées en 5-ASA et enrobées avec un mélange de polysaccharide et d’éthylcellulose avec

différents ratios et des niveaux d’enrobage variés.

Nom de . Ratio . Niveau
Formulation Polysaccharides | Polysaccharide : d’enrobage
Ethylcellulose
F1 Inuline 1:4 20%
F2 Inuline 1:5 20%
F3 Actistar® 1:4 20%
F4 Actistar® 1:3 15%
F5 Actistar® 1:3 20%
F6 Actistar® 1:2 15%
F7 Actistar® 1:2 20%
F8 PenFiber® 1:4 15%
F9 PenFiber® 1:3 15%
F10 PenFiber® 1:3 20%
F11 PenFiber® 1:2 15%
F12 PenFiber® 1:2 20%
F13 CPharmGe®I 1:4 20%
F14 - 0:1 15%
F15 - 0:1 20%

Tableau 1: Composition des formulations.

4) Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture était prépare par dissolution de 1.5 g d’extrait de bceuf, 3 g
d’extrait de levures, 5 g de tryptone, 2.5 g de NaCl et 0.3 g d’hydrochloride de L-cysteine
sans 1 L d’eau distillée (pH 7.0+0.2) et ensuite stérilisé (20 min, 115°C).

5) Préparation des échantillons fécaux

Les selles étaient diluées au 1:200 avec une solution de Ringer cystéine; 2.5mL de
cette suspension étaient diluées avec le milieu de culture pour obtenir un volume final de
100mL.
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Le taux moyen de bactéries au début du test de libération est 108 UFC (Unité Formant
Colonie) / 100ml de milieu de culture pour les selles de patients non traités par ATB et

environ 10° UFC / 100ml pour les selles de patients traités par ATB.

6) Patients

Les selles de patients atteints de maladie de Crohn (MC) ou de rectocolite
hémorragique (RC) provenaient des patients des services de consultation et d’hospitalisation
du service de Gastro-enterologie de I’hdpital Claude Huriez du Centre Hospitalier Régional et
Universitaire de Lille (France). Les selles de patients traités ou non par ATB étaient
collectées. La combinaison d’ATB utilisée était toujours la méme : ciprofloxacine et
métronidazole. Les résultats étaient divisés en deux groupes : selles de patients avec ATB
(appelé « avec ATB » ou “ATB”) et les selles de patients sans ATB (appelé “sans ATB” ou
“ATB Free”).

Les caractéristiques de patients ont été recueillies dans les dossiers du patient, tels que:

- Leur sexe,
- Leur pathologie (maladie de Crohn “MC” or Rectocolite hémorragique “RCH?”),
- Leur &ge au prélévement,
- Leur &ge au diagnostique,
- L’information sur leur hospitalisation ou s’ils venaient du service de consultation le
jour du prélevement,
- L’information si les patients étaient fumeurs ou non le jour du préléevement,
- L’information si les patients avaient des antécédents de dépendance au tabac,
- L’information si les patients avaient subi une chirurgie de résection ou pas,
- L’information sur I’évolution de la maladie de Crohn:
» Les patients étaient classés selon le score de Harvey Bradshaw [11]:
= Patients en rémission: Harvey Bradshaw score <5
= Patients avec une pathologie « modérément active »: Harvey Bradshaw
score = 5-7
= Patients avec une pathologie « active sévere » : Harvey Bradshaw score
=8-16
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» Les patients étaient classés selon le score de Montreal [12], [13]:

= Pour la localisation des lésions :
» Lésions iléales: Score de Montreal = L1
» Lésions coliques : Score de Montreal = L2
» Lésions iléo coliques: Score de Montréal = L3

= Pour I’évolution des Iésions:
» Lésions non stenosantes et non pénétrantes: score de Montreal =

Bl

» Lésions sténosantes: score de Montréal = B2
» Lésions pénétrantes: score de Montréal = B3

- Information sur I'évolution de la RCH:

Les patients étaient classes selon les scores endoscopiques : le Mayo score [14] et le score
UCEIS (Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity) [15], [16] , en deux grades:

* Les patients en rémission

» Les patients avec une pathologie active

7) Les études de libération de la substance active

a) Test de libération dans le haut tractus gastro-intestinal (HTGI)
La libération de SA a partir de minigranules est mesurée dans le HCI 0,1 M pendant
2 h, puis dans le tampon phosphate pH 7,4 (USP 38) pendant 6 h en utilisant I’appareil
USP Apparatus 3 (Bio-Dis; Varian, Paris, France) (le volume total de dissolution est de
200 mL; a 37 °C, 10 rpm et 5 rpm; n=3). A des temps prédeterminés, des échantillons de 3
mL étaient préleves et le dosage de 5-ASA était réalisé en spectrophotométrie UV visible a
A=303 nm pour les échantillons prélevés dans I’HCI et A=330 nm pour les échantillons

prélevés dans le tampon Phosphate (Anthelie Advanced, Secomam, Domont, France).

b) Test de libération dans les conditions coliques
La libération de la SA a partir de minigranules était mesurée , aprés un prétraitement
de 10h dans le milieu simulant le HTGI (dans la solution d’HCI 0,1 M HCI pH 1,2 durant 2h
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suivie par le tampon Phosphate pH 7,4 durant 8h) en utilisant I’appareil USP Apparatus 3
(Bio-Dis; Varian, Paris, France) (le volume total de dissolution était de 200 mL; a 37 °C, 10
rpm et 5 rpm), dans des bouteilles de verre de 120 mL (diametre: 4.5 cm, hauteur: 10 cm)
remplies avec 100 mL de milieu de culture inoculé avec des selles de patients atteints de
pathologies inflammatoires de I’intestin (a 50 rpm, 37 °C, sous des conditions d’anaérobiose
(5% CO,, 10% H,, 85% N, dans une chambre anaérobie Don Whitley Scientific, United
Kingdom), n=3. A des temps predéterminés, des échantillons de 3 mL étaient préleves,
centrifugés a 15,000 rpm pendant 10 min, filtrés (0.22 um) pour la stérilisation et le dosage du
5-ASA était realise par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP; ProStar 230;
Varian) avec une déetection UV/Visible et une colonne C18 (Varian, Pursuit 5 um, C18, 250 x
4.6 mm). Le Systeme CLHP était équipé du programme de chromatographie Galaxie®
(\Varian).

La phase mobile utilisée était un mélange de 10% de méthanol et de 90% de solution
aqueuse d’acide acétique (1%, wi/v) filtré. Les parameétres du procédé sont les suivants :
vitesse du flux de la phase mobile : 0.5 ml/min; detection UV A=300, le volume d’injection =
50 uL, le temps de rétention du 5-ASA = 7.5 min.

8) Analyse bactériologique

Les dénombrements bactériens étaient réalisés sur les échantillons fécaux au début et a
la fin de chaque test de libération dans les conditions coliques simulées. Une identification
bactérienne des bactéries prédominantes initialement présentes dans I’échantillon de selles
était mise en ceuvre. Les dénombrements étaient faits par la préparation de huit dilutions
décimales de I’échantillon de selles dans une solution RC 0,1 ml de chaque dilution était etalé
sur une plaque de gélose non sélective: gélose au sang (Columbia blood) [17] (pour le
dénombrement de la flore totale cultivable) et sur gélose McConkey (sélective pour les
entérobactéries). Les plaques de gélose au sang étaient incubées durant une semaine a 37°C
dans des conditions d’anaérobiose (5 % CO,, 10 % H,, 85 % N,). Les colonies
prédominantes, présentes sur la gélose au sang éetaient repiquées et identifiées sur la base des
criteres d’identification phénotypiques [17]. Les plaques de géloses McConkey étaient
icubées durant 24h a 37°C dans des conditions d’aérobiose. Les colonies les plus nombreuses
étaient identifiées en utilisant des systéme de galeries APl 20E®. Les denombrements étaient

exprimés en log UFC (Unité Formant Colonie) / 100 ml de milieu ou gramme de selles.
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9) Analyse statistique

Des boxplots ont été développées pour etudier la dispersion des donnees. Le test
ANOVA a éte réalisé pour comparer les différentes formulations pharmaceutiques , apres
verification de la normalité de la distribution des données par le test de Shapiro-Wilk. Ces
tests étaient realises pour étudier la différence de taux de libération T10H et T68h (appelé "la
libération colique T10-T68”). Le test post hoc de Tukey était réalisé pour comparer une a une
chaque formulation et pour montrer la supériorité d’une formulation par rapport aux autres.
Le test de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer la distribution des valeurs de libération
entre deux populations correspondant aux selles de patients traités avec ATB ou non. Les tests
statistiques ont été realises avec le logiciel informatique SPSS version 20.0 (IBM SPSS
Statistics, IBM Corp., Somers, NY, United States).

I1l. Reésultats et discussion

1) Libération dans le haut tractus gastro-intestinale (HTGI)

La libération de 5-ASA a partir des minigranules enrobées dans le milieu simulant les
conditions du HTGI est assez limitée durant les 8 premieres heures (Figure 1), moins de 10%
de la quantité totale de SA présente dans la formulation pour la plupart des formulations
testées. Les conditions des tests de libération sont les conditions les plus critiques. La duree
de 8h semble étre adaptee aux conditions physiologiques chez I’Homme, cependant dans la
littérature de nombreuses études raccourcissent le temps de passage dans le tampon phosphate
30 min ou 3h [18], [19]. Un sejour plus long peut prouver d’une meilleure facon la résistance

de la libération de la SA de la formulation dans le HTGI.

Ce faible taux de libération est du au caractere physiologique des polysaccharides
utilises, ainsi, un amidon résistant est un polysaccharide ni digéré dans l'estomac ni dans
I'intestin gréle. Les amidons résistants peuvent étre présents naturellement dans les plantes
avec diverses structures, ou formes par rétrogradation quand les produits riches en amidons
sont chauffés puis refroidis , ou sont chimiquement modifiés pour résister aux enzymes
digestives (pour les structures qui ne sont présentes naturellement) [20]. L’ association d’un
polymere et d’un polysaccharide avec de I’éthylcellulose permet d’augmenter la libération de
la SA dans le HTGI comparé aux formulations enrobées uniquement d’éthylcellulose.

Cependant, les formulations 16 et 17 liberent moins de 1% de 5-ASA et représentent les
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formulations qui libérent le moins. Seulement 2 formulations libérent plus de 20% de 5-ASA
en 8 heures (Figure 1). Plus la part de polysaccharides dans les enrobages formés
d’éthylcellulose est importante, plus la SA est libérée (Figure 1). Ceci peut étre expliquéee par
la solubilisation du polysaccharide dans le milieu de libération (Acide chlorhydrique et
tampon phosphate). De plus, la libération de la SA diminue avec I’accroissement du niveau
d’enrobage respectivement au ratio du mélange polysaccharide:EC (Figure 1). Cependant, un
enrobage épais requiert plus de temps pour étre solubilisé. Seule une formulation (F1) libére
plus de 20% de 5-ASA en 8 heures (Figure 1). Toutes les formulations testées, enrobées avec
un mélange de polymere et de polysaccharides résistants liberent moins dans le HTGI simulé
que I’Asacol® et le Pentasa® [9] (60% et 85% de libération de la SA est respectivement
observée dans les mémes conditions) d'ou lintérét de ['utilisation potentielle de ces

revétements.

Parmi les formulations testées, toutes ont réepondu aux exigences de faible taux de
libération dans le HTGI.

30 1 —-F1

T —©F2

25 o ——F6
—&—F4

X 20 ——F11
% ——F9
o 15 —=—F7
§, —&-F5
s 10 —©—F13
—0—F8

5 —=—F3
—4&—F12

0 ——F14
——F10

—-F15

Figure 1: La libération in vitro de 5-ASA a partir de minigranules enrobées de divers
melanges décrits dans le tableau 1, dans des conditions simulant le transit a travers le
HTGI (2h dans HCI pH 1,2 et 6 h dans du tampon phosphate pH 7,4).
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Les formulations sélectionnées pour I’analyse des caractéristiques de libération de la
SA dans les conditions simulant le colon sont les formulations F1, F2, F3, F5, F6, F11 et
F15. D’une part, ces formulations présentent un faible taux de libération dans le HTGI.
D’autre part, un nombre limit¢ de formulations, de polysaccharides, de ratio
polymere :polysaccharides et de niveau d’enrobage a été sélectionné pour comparer I’effet de

chaque facteur sur le taux de libération de la SA dans les conditions coliques.:

- Les formulations F1 et F2 sont composees du méme polysaccharide (inuline) et
niveau d’enrobage (20%) mais pas le méme ratio polymeére:polysaccharide (1:4 pour F1 et 1:5

pour F2);

- Les formulations F3, F5 et F6 sont composées du méme polysaccharide (Actistar®),
de différents ratios polymere:polysaccharide (1:2 pour F6; 1:3 pour F5 et 1:4 pour F3) et

niveaux d’enrobage (15% pour F6 et 20% pour F3 et F5);

- LA formulation F11 est concue avec un ratio polymere:polysaccharide et un niveau
d’enrobage rencontrés avec la F6 (1:2 and 15%) mais avec un polysaccharide différent

(PenFiber®),

- Enfin, la formulation F15 a été choisie comme controle de libération de la SA d’une
formulation enrobée d’une suspension ne contenant aucun polysaccharide dans des conditions

simulant le milieu colique.

2) La libération colique
Les selles de 23 patients ont été étudiées. Le tableau 2 expose les caractéristiques des
patients. Cette population est relativement homogene, cependant le nombre d’échantillons
reste limité. Ceci est du a la difficulté de se procurer des selles fraiches de patients. Les
échantillons de patients traités par antibiothérapie sont moins nombreux que ceux des patients
non traités par antibiothérapie. Cette étude devrait étre poursuivie pour augmenter la taille de
la population étudiée. Les patients de consultation fournissaient des échantillons relativement

régulierement et de facon programmée et représentent la majeure partie du groupe de patients
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non traités par ATB. La combinaison d’ATB utilisée était la méme pour tous les patients
traités: ciprofloxacine et métronidazole [21], [22], qui cible un spectre large de bactéries. La
ciprofloxacine est active contre les bactéries Gram -positive, Gram-négative, et quelques
bactéries anaérobie alors que le métronidazole touche seulement les bactéries anaerobie. La
population de patients inclut plus de femmes et plus de patients atteints de MC que de RCH.
Cependant, cette difference de distribution est observée dans les groupes « avec » et « sans
ATB ». L’age médian au prélevement (44,65 et 40,88 ans pour les patients traités ou non par
ATB) et I’age au diagnostique (26,00 et 24,50 ans, respectivement) sont presque les mémes
pour les deux groupes, aussi, I’étendue des ages est relativement grande (26,17 a 71,90 ans
pour I’age médian au prélévement et 13,00 a 62,00 pour I’4ge médian au diagnostique). C’est
un parametre important parce que I’age et les traitements anti-inflammatoires sont déja
connus pour avoir une influence sur la diversite de la microflore [23]. Les patients
hospitalisés sont souvent en rechute aigue et traités par des ATB, c’est pourquoi on observe
une différence de distribution des échantillons provenant des deux groupes (traités ou non par
ATB). De plus, nous observons une différence de ratio de patients ayant subi ou non de
chirurgie telle que une résection entre les deux groupes. Cependant, les caractéristiques telles
que les poussées inflammatoires, la résection d’une portion d’intestin ou I’utilisation d’ATB
possede un effet similaire sur la flore bactérienne : la réduction de la diversité bactérienne

dans le célon.
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Patients sans

Patients avec

Caractéristiques Total e s e s
antibiotique antibiotiques
Nombre de patients 23 17 6
Rat_lo hommes / femmes (ND pour 2 6/15 5/11 1/4
patients)
Ratio Maladie de Crohn / Rectocolite
hémorragique (ND pour 2 patients) 17/4 12/4 >/0
Age médian au prélevement [min; max] 43.68 [26.17 ; 44.65 [26.17 ; 40.88 [27.97 ;
(ND pour 2 patients) 71.90] 71.90] 54.20]
Age médian au diagnostique (ND pour 2 26.00 26.00 24.50
patients) [13.00; 62.00] [19.00; 62.00] [13.00; 32.00]
Ratio Hospitalisation / Consultation 11/12 5/12 6/0
Fumeurs au moment du prélevement (ND 3 3 0
pour 2 patients)
Antécédent de dépendance tabagique
. 10 8 2
(ND pour 2 patients)
Patients ayant subi une intervention
chirurgicale consistant en une résection 11 7 4
de lintestin (ND pour 2 patients)
Stade de la maladie de Crohn
Total 17 12 5
Activité de la pathologie
Patients en rémission 7 7 0
Patients avec une
« pathologie modérément 3 1 2
active »
Patients avec un
« pathologie active 7 4 3
sévere »
Localisation de la pathologie
lléale 2 2 0
Colique 5 3 2
lléocolique 10 7 3
Caractéristiques de la pathologie
N?n:stenosante, non- 10 7 3
pénétrante
Sténosante 4 3 1
Pénétrante 3 2 1
Stade de la rectocolite hémorragique
Total 4 4 0
Activité de la pathologie
Rémission 2 2 0
Pathologie active 2 2 0

Tableau 2: Caractéristiques des patient. (ND: Non documentg).
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La Figure 2 montre le suivi de la libération du 5-ASA a partir de la formulation F2
dans un milieu de culture stérile (sans ajout de bactérie), dans les conditions simulant le
HTGI. La libération est tres faible (moins de 5% de la quantité totale de SA contenue dans la
formulation) et représente un contréle de I’action des enzymes bactériennes sur I’enrobage
des formulations. En effet, I’environnement stérile est exempt d’enzyme bactérienne, ainsi, la
libération de la SA est probablement due a la solubilisation de I’enrobage dans le milieu de
dissolution. Ce test de libération ne pouvait pas étre réalisé sur une periode plus longue que 8
heures parce que les prelevements étaient effectués dans une chambre anaéerobie non stérile et
par consequent, des contaminations bactériennes auraient interféré dans les résultats de
liberation de SA observés.

Inuline : Ethylcellulose Ratio 1 : 5 ; Niveau d’enrobage 20%
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Figure 2: Libération in vitro de 5-ASA a partir de minigranules enrobées avec une
dispersion aqueuse d'ethylcellulose a un niveau d’enrobage de 20% (F15), dans un
milieu de culture stérile pendant 8h, apreés prétraitement pendant 10 heures dans un
milieu simulant le HTGI (solution d’HCI 0,1 M pH 1,2 pendant 2h puis un tampon

phosphate pH 7,4 pendant 8h) (pour plus de clarté, I'étape du HTGI n’est pas
représentee sur cette figure).
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Aussi, la libération de 5-ASA a partir de la formulation F15 dans un milieu de culture
inoculé par des selles de patients non traités par des ATB, apres un prétraitement dans des
conditions simulant le HTGI montre une faible libération de SA (Figure 3). Une libération de
SA de 4.17% de la totalité de SA contenue dans la formulation est libérée, ce qui révéle

I’absence d’action des enzymes bactériennes sur les formulation enrobées uniquement
d’éthylcellulose.

Ethylcellulose; Niveau d’enrobage 20%
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Figure 3: Libération in vitro de 5-ASA a partir de minigranules enrobées d’un mélange
au ratio 1: 5 d'inuline : ethylcellulose au niveau d’enrobage de 20% (F2), dans un
milieu de culture inoculé avec une selle de patient «sans antibiotique» pendant 68h,
apres pretraitement pendant 10 heures dans un milieu simulant le HTGI (solution
d’HCI 0,1 M pH 1,2 pendant 2h suivi par un tampon phosphate pH 7,4 pendant 8h)
(pour plus de clarté, I'étape du HTGI n’est pas représentée sur cette figure).
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La libération de SA dans un milieu simulant le c6lon consistant en un milieu de
culture inocule par une selle de patient non traité par ATB est représentée sur la Figure 4. Six
formulations sélectionnées pour leur intérét potentiel dans le ciblage colique de SA ont été
étudiées. F1 montre une libération de SA plus faible que F2 qui est composée du méme
polysaccharide et niveau d’enrobage mais avec un ratio polymere:polysaccharide différent. La
méme conclusion peut étre faite pour les formulations F3 et F5. Ainsi, plus la part de
polysaccharide dans I’enrobage est importante, plus la SA est libérée. Ce phénomene est
expliqué par I’utilisation du polysaccharide d’enrobage comme substrat pour les enzymes
bactériennes présentes dans le milieu. Parmi les 6 formulations, quatre ont montré un faible
taux de libération dans le milieu simulant le fluide colique avec moins de 20% de SA libérée
aprés 68 heures d’exposition (F3, F5, F6 and F11). Ce faible taux de libération est aussi
observé lorsque la part de polysaccharide dans le mélange d’enrobage augmente, ce qui peut
étre expliqué par le caractére résistant du polysaccharide et sa faible disponibilité pour les
enzymes bactériennes. Actistar est composé de cristaux d’amylose [24] et les autres amidons
utilises sont décrits par leur fournisseurs comme des amidons modifiés. L'ampleur de la
gélatinisation et de la rétrogradation sont des facteurs majeurs pour la digestion enzymatique
des amidons et des propriétés fonctionnelles pour la fabrication des aliments [25]-[28]. Ainsi,
le caractere non digestible des amidons utilisés dans les formulations de cette étude peut étre
du a leur caractere résistant initial ou a des changements de degrés de gélification et
rétrogradation causés par des étapes de formulation telles que le chauffage et le

refroidissement.
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Figure 4: Libération in vitro de 5-ASA a partir des formulations de minigranules
enrobées F3, F5, F6, F11 dans un milieu de culture ensemencé avec une selle de patient
«sans antibiotique» pendant 68h, apres un prétraitement pendant 10 heures dans un
milieu simulant le HTGI (solution d’HCI 0,1 M pH 1,2 pendant 2h suivi par un tampon
phosphate pH 7,4 pendant 8h) (pour plus de clarté, I'étape du HTGI n’est pas
représente sur cette figure).

Ainsi, seules deux formulations (F1 and F2), qui montrent le taux de libération le plus
élevé dans le milieu simulant le cdlon (Figure 4) ont été sélectionnées pour étre testées avec

des selles de patients atteints de MICI traités ou non par ATB.

La Figure 5 montre une libération de 5-ASA in vitro a partir de minigranules enrobées
avec les formulations F1 et F2 dans des conditions de simulation du c6lon employant des
selles de patients atteints de MICI éventuellement traités par des ATB. Les minigranules
étaient prétraités durant 10 heures avec un milieu simulant le HTGI (solution d’HCI 0,1 M pH

1,2 durant 2h suivi d’un tampon phosphate pH 7,4 durant 8h).

Les représentations en boxplot nous permettent de visualiser la faible dispersion des
résultats et la reproductibilité des échantillons fécaux utilisés. Nous observons une plus faible
libération de SA lorsque les selles utilisées proviennent de patients traités par ATB. La

libération de SA a partir de formulation composée d’inuline est considérable et atteint presque
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80% aprés 78 heures (F1) (20% dans les conditions simulant le HTGI et 60% dans les
conditions coliques). Il est largement connu que le niveau d’enrobage influence le taux de
libération de la SA. En plus de cette étude, il a été observé que le ratio entre le polysaccharide
et I’éthylcellulose avait un important effet sur le taux de libération de la SA. La formulation
F1, qui possede un ratio polysaccharide: ethylcellulose de 1:4, libére la SA plus rapidement
que F2 qui posséde un ratio de 1:5, ce qui est du a la plus grande proportion de polysaccharide

disponible pour la digestion enzymatique.
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Inuline : Ethylcellulose
Ratio 1 : 4 ; Niveau d’enrobage 20%

100+
2 801 - ATB free
4 -§- ATB
w 601
3 B‘ "__Z'ﬁ
5 8-
o 407 et
g g ”r
20 st
0 L) L L] L] L] L} 1
0 10 20 30 40 5 60 70
Time, h
Ratio 1 : 5 Niveau d’enrobage 20%
100+
2 801 - ATB free
4 -§- ATB
w 601
@
8
40-
o S
- e L
201 LR
0 'l L L] L] L] L} 1
0 10 20 30 40 5 60 70
Time, h

Figure 5: Libération in vitro de 5-ASA a partir de minigranules enrobées d’un mélange
inuline :ethylcellulose, au ratio 1: 4 (en haut) et 1: 5 (en bas) et au niveau d’enrobage
20%, dans des conditions simulant le colon consistant en des échantillons fécaux de
patients atteints de maladies inflammatoires de I'intestin traités avec des antibiotiques
[« ATB » (courbe en pointillés)] ou non [« ATB free» (courbe pleine)] pendant 68h,
apres un prétraitement pendant 10 heures dans des conditions simulant le HTGI
(solution d’HCI 0,1 M pH 1,2 pendant 2h suivi par un tampon phosphate pH 7,4
pendant 8h) (pour plus de clarte, I'étape du HTGI n’est pas représentée sur cette figure).
Les taux de libération sont représentes sous forme de boites a moustaches pour étudier
la dispersion des données.

128



3) Analyse statistique
L’analyse des taux de libération de la SA observés a 68 heures a montré une
distribution normale des données (test Shapiro Wilk, p > 0,05) et le test statistique d’ANOVA
a révélé une différence statistiquement significative de taux de libération final entre les
formulations enrobées avec un mélange inuline:EC au ratio 1:4 et 1:5 avec un niveau
d’enrobage de 20% (F1 and F2) (p < 0,05). De plus, le test post-hoc de Tukey indique que
I’enrobage Inuline:EC au ratio 1:4 avec un niveau d’enrobage de 20%, possede un taux final

de libération au bout de 68 heures supérieur a la formulation F1

La comparaison du taux de libération final (T78h) entre les groupes de selles de
« patients traités par ATB » et « non traités par ATB » a du étre réalisé par un test statistique
non paramétrique a cause du nombre de selles étudiées limité et donc la normalité de
distribution des données ne pouvait pas étre trouvee. Le test de Mann-Whitney montre que le
taux de libération a 68h est significativement différent entre les résultats obtenus avec
I’utilisation des selles de patients traités ou non par ATB (p < 0,05; p = 0,013). Ces tests ont
également révéle la différence significative entre les groupes de selles de patients avec et sans

traitement antibiotique quelle que soit la formulation étudiée (F1 or F2) (p < 0,05; p = 0,001).

Pour vérifier ces résultats, nous avons étudié la différence de taux de libération selon
les deux formulations en séparant les matieres fécales des populations de patients traités ou
non avec des antibiotiques, ce qui a conduit a une différence de vitesse de libération

significative pour chaque formulation analysée (p < 0,05).

Ces résultats soutiennent le fait que I’utilisation de ces formulations chez des patients
traités par ATB est possible méme si le taux de libération de la SA sera plus faible en
comparaison avec celui qui serait observé chez des patients non traités par ATB. Ces résultats
sont intéressants pour la population de patients atteints de MICI qui nécessite régulierement

une antibiothérapie.

Les entérobactéries sont présentes en quantité inférieure a la valeur seuil de
détectabilité lorsque les patients sont traités avec des antibiotiques, ainsi, une variation
significative dans le taux de libération du médicament a été observée par rapport aux patients

«non traités».
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4) Dénombrement bactérien

Dans la Figure 6 sont représentés les dénombrements bacteriens des bactéries totales
cultivables et des entérobactéries (UFC / g de selles) présentes dans les selles utilisées dans
I’étude, de patients traités ou non par antibiothérapie. Comme attendu, les selles provenant de
patients par ATB, contenaient moins de bactéries, ce qui prouve I’effet des ATB sur la
microflore colique, et plus particulierement sur les entérobactéries. Le dénombrement de la
flore totale cultivable est 1000 fois plus faible pour les selles de patients traités par ATB (10°
UFC / g de selles) comparé & celles des patients non traités (10° UFC / g de selles).
Concernant les entérobactéries, nous observons une grande différence avec 10’ UFC
d’entérobacteéries / g de selles de patients non traités par ATB. Ces entérobactéries ne sont
pas exigeantes, elles ont un type respiratoire aéro-anaerobie facultatif et son métabolisme est
glycolytique, ce qui leur confére un role important pour la libération de SA a partir des

enrobages des formulations étudiées.

La quantité de bactéries totales cultivables et d’entérobactéries augmente durant les 68
heures d’exposition des minigranules enrobées avec le milieu de culture inoculé de selles de
patients traités ou non par des ATB (Figure 7). Le dénombrement des colonies de bactéries
totales cultivables augmente de 10° & 10’ UFC / 100 ml entre TO et T68 heures pour les selles
de patients « sans ATB » et de 10* & 10° UFC / 100 ml pour les selles de patients « avec
ATB ». Le dénombrement des colonies d’entérobactéries augmente de 10° & 10’ UFC / 100
ml entre TO et T68 heures pour les selles de patients « sans ATB ». Les selles de patients
« avec ATV » contiennent une quantité vraiment faible d’entérobactéries (les dénombrements

médian restaient souvent sous le seuil de comptage).
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Figure 6: Dénombrements des bacteries totales cultivables (en haut) et des
entéerobactéries (en bas) dans les selles (UFC / g de matieres fécales) des patients traités
par des antibiotiques (c6té gauche) ou sans antibiotique (cété droit).
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Figure 7: Dénombrement des bactéries totales cultivables (en haut) et des
enterobactéries (en bas) présentes dans le milieu de culture (UFC / 100 ml) inoculés avec
des selles de patients traités par des antibiotiques (c6té gauche) ou sans antibiotique (a
droite) au début test de libération (TO) et a la fin du test (68h) pour des formulations
consistant en des minigranules de 5-ASA enrobées d’un mélange inuline :éthylcellulose
un ratio 1: 4 (F1) et 1: 5 (F2) et avec un niveau d‘enrobage de 20%.

Une identification bactérienne a été réalisée pour déterminer le type de bactérie
pouvant utiliser les polysaccharides d’enrobage des formulations comme substrat. Ces
bactéries isolées pourraient permettre de développer un mélange bactérien et une méthode
standardisée pour mimer les conditions coliques dans les études de libération de SA a partir
de formulation a ciblage colique sensibles aux enzymes bactériennes. Les bactéries d’intérét
sont donc des bactéries glycolytiques, prédominantes dans les selles de patients atteints de
MICI et avec un potentiel pathogene faible. Ainsi, peu de types bactériens ont été isolés tels
que Lactobacillus, Corynebacterium, Bifidobacterium, Bacteroides (par exemple Bacteroides
fragilis), Prevotella, Clostridium (par exemple Clostridium clostridioforme), Veillonella,

enterobacteries telles que Escherichia coli et Klebsiella (par exemple Klebsiella pneumoniae).
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L’identification des bactéries présentes dans les selles de patients est assez variable, et la
présence de nombreuses bactéries glycolytiques renforce I’approche de I’utilisation des

enzymes bactériennes comme outils pour le ciblage colique des SA.

Les selles de patients traités par ATB possedent une diversité bactérienne réduite qui
est dominée par les Lactobacillus. Des levures, particulierement Candida albicans ont été
cultivées a partir de certaines selles. L analyse des échantillons de selles fraiches de patients
atteints de MICI nous a permis de nous approcher au plus prés des conditions cliniques. Cette
technique permet d’obtenir un libération de SA par les bactéries présentes dans le célon des
patients qui sont traités par ces thérapeutiques anti-inflammatoires. L’utilisation de selles
fraiches de patients traités avec des ATB confirme ces résultats. Le taux de libération de la
SA est plus faible en utilisant les selles de patients traités par ATB mais cette libération est
tout de méme significative. La libération de SA serait encore significative lorsque la quantité
et la qualité de la flore intestinale des patients sont modifiées par les antibiotiques (ce qui est

assez fréquent avec ce type de maladie).

Les dénombrements réalisés au début et a la fin du test de libération colique montrent
une croissance bactérienne durant 68 heures. Ainsi, malgré la dilution et I’absence de sucre
dans le milieu de culture, les bactéries sont capables d’utiliser les polysaccharides d’enrobage
des formulations comme substrat. La dilution des selles et du milieu de culture montre que la
production d’enzymes bactériennes digérant les polysaccharides d’enrobage est inductible. La
dilution permet d’éviter la saturation du milieu par les bactéries. En effet, la croissance
bactérienne peut étre décomposee en trois phases : la phase de latence, la phase de croissance
exponentielle et la phase de croissance stationnaire du a la saturation. Dans un milieu de
culture non renouvelé comme celui utilisé dans cette étude, il est nécessaire de diluer
I’échantillon fécal pour observer le comportement des bactéries au cours de la phase

exponentielle de croissance.

L’utilisation d’enrobages composés de polysaccharides comme substrats pour la
croissance bactérienne peut aussi étre veérifie par la mesure du pH du milieu (la digestion des
polysaccharides par les bactéries acidifie le milieu de culture) ou par la mesure d’un
dégagement gazeux (dioxide de carbone ou méthane par exemple), mais la quantité de
polysaccharides dégradée est tellement faible que les caractéristiques physico-chimiques ne

seraient pas observables.
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La croissance bactérienne confirme le potentiel effet pré-biotique des polysaccharides
utilises. Cet effet serait utile pour améliorer le déséquilibre bactérien remarqué dans le célon

des patients atteints de MICI.

5) Souches isolées et mélange de souches isoléees

La Figure 8 montre les courbes de libération de SA a partir des formulations F1 and
F2 dans des conditions coliques consistant en un milieu de culture inoculé avec différents
mélanges de souches bactériennes isolées a partir des selles de patients atteints de MICI. Les
courbes de libération moyennes de SA des formulations dans les conditions coliques
consistant en un milieu de culture inoculé avec des selles entieres de patients atteints de MICI
non traités par ATB sont représentées comme « contrle de libération de la SA ». Nous
observons que ces courbes de libération obtenues avec des mélanges bactériens sont tres
proches de celles obtenues avec les selles entiéres, sans les dépasser. Les mélanges bactériens
semblent étre capables de remplacer les selles fraiches entieres de patients dans les études de
libération de SA sans malheureusement étre capables d’identifier un mélange plus efficace
parmi ceux déja testés. Mais cette méthode reste intéressante pour simplifier les tests de

libération de SA dans les conditions coliques et pour standardiser les conditions opératoires.
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Figure 8: Libération in vitro de 5-ASA a partir de minigranules enrobées d’un mélange
inuline :ethylcellulose au ratio 1: 4 (F1; en haut) et 1: 5 (F2; en bas) et avec un niveau
d’enrobage de 20%; dans des conditions coliques simulées consistant en un milieu de
culture inoculé par un melange de souches bactériennes isolées a partir d'échantillons
fécaux de patients atteints de maladies inflammatoires de I'intestin traités ou non avec
des antibiotiques (« mean without antibiotique» représentent la moyenne de libération
de 5-ASA dans des conditions coliques simulées avec des échantillons fécaux de patients
inflammatoires de I'intestin de maladies non traitées avec des antibiotiques). L'étape
colique dure 48h a 68h selon le mélange, apres un prétraitement pendant 10 heures dans
des conditions de HTGI simulées (solution d’HCI 0,1 M pH 1,2 pendant 2 heures suivi
par un tampon phosphate pH 7,4 pendant 8 h) (pour plus de clarté, I'étape de ’'HTGI
n’est pas reporté sur cette figure).

Mix1: Bacteroides ovatus Y70-15; 1 ml; Y71-3 Clostridium ramosum Y71-4 1 mL 1 mL
Clostridium innocuum

Mix 2: Y63-4 Bacteroides stercoris 1 mL; Y52-2 E. coli 1 mL of dilution 10™

Mix 3: Y70-15 Bacteroides ovatus 1 mL; Y52-2 E. coli 1 mL dilution 10"

Mix 4: Y70-15 Bacteroides ovatus 1 mL; Y52-2 E. coli 1 mL dilution 10"

Mix 5: Y80-6 Bifide 1 mL; Y82-1 E. coli 1 mL dilution 10"

Mix 6: Y89-1 E. coli 1 ml dilution 10-1; Y89-2 Bacteroides 1 ml

Mix 7: Y90-13 Ruminococcus 1 ml; Y91-1 E.Coli 1ml dilution 10
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6) Perspectives
Il serait intéressant d’analyser la production d’enzymes par les bactéries coliques en

utilisant une solution de polysaccharide pure comme substrat. Ceci peut étre réalisé par I'étude
de la croissance bactérienne et par le suivi de I’acidification (due a la fermentation de
saccharide), dans un milieu de culture enrichi avec le polysaccharide d'intérét. Il serait
également possible avec cette technique de cibler les souches bactériennes responsables de la
digestion des polysaccharides dans la flore fécale et ainsi d’aider a I'élaboration du mélange
bactérien standardisée pour le test de libération de la SA. Le mélange standardisé de bactéries
pourrait éventuellement étre utilisé dans un systeme de dissolution mimant la totalité du TGI
comme le systeme SHIME (Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem =

Simulateur de I’écosystéme microbien intestinal humain) [29]-[31].

Le criblage de polysaccharides candidats pour le développement de formulations a
libération ciblée colique de SA peut étre réalisé en étudiant des films composés de mélanges
de polysaccharide: polymeére. Différents parameétres peuvent étre mesures sur ces films tels
que la perte en masse, la prise en eau, le caractere fermentescible par les bacteries fecales [32]
ou les mélanges bactériens ou encore la diffusion de la SA a travers le film. Par la suite, il est
possible d'apprécier la libération du meédicament a travers des films contenant des SA.
L’inconvénient de I’utilisation des films est la difficulté de corréler les propriétés des films et

des enrobages (dont I’épaisseur est extrémement faible).

Il serait intéressant d’évaluer d’autres polymeéres et plastifiants pour optimiser les
formulations. Des systéemes multicouches avec des couches de SA pourraient étre évalués
[33]. Cependant ces systemes de libération colique de SA ne tendent pas vers une

simplification de la fabrication des nouvelles formulations.

La structure de I’enrobage des minigranules pourrait étre étudiée par différentes
technologies telles que la microscopie électronique a balayage (MEB) [34], [35] ou I’
imagerie a térahertz pulsée ou terahertz pulsed imaging [36], [37]. Celles-ci permettraient de
verifier I’intégrité de la couche d’enrobage avant de tester la dissolution et d’évaluer les

dommages causés par les enzymes bactériennes sur I’enrobage.

Les enrobages développés pourraient étre utilisés pour la formulation de micro ou
nanoparticules [38], [39]. Leur utilisation avec d'autres médicaments, des combinaisons de

médicaments, des SA lipophiles ou volatils devrait également étre vérifiée.
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La libération de SA a partir de formulation peut enfin étre affinée en ciblant la
libération vers une partie spécifique du colon, basé sur les populations microbiennes

specifiques selon I'endroit cible.

Ces formulations sont destinées a étre évaluées in vivo chez I'animal et éventuellement
chez I'hnomme. De nombreuses études ont été menées sur des rats ou des souris pour des
formulations similaires. Karrout et al. ont prouve la supériorité d’un film d’enrobage sensible
aux enzymes bactériennes composé d’un mélange de Nutriose:EC et de peas starch:EC
destiné au ciblage colique in vivo, chez le modéle de rat et de souris en comparaison avec
I’ Asacol® [40].

IVV. Conclusions

Les stratégies utilisées pour cibler la libération du médicament a partir de
minigranules enrobées et les méthodes utilisées pour I'analyse de la libération de la SA a
partir de ces formulations sont nombreuses et variées. Dans ce travail, une méthode de test de
libération du PA a partir de formulation a ciblage colique a été développée. La technique
utilisee a prouve sa reproductibilité et son caractére discriminant pour deux formulations
testées. Elle possede de nombreux avantages par rapport aux autres techniques utilisées dans
la littérature, y compris l'utilisation de matiéres fécales de patients atteints de MICI, qui était
pour l'instant I'approche la plus proche pour imiter la flore des patients traités par ces

thérapies.

Cette étude a permis d'identifier, parmi les amidons résistants, I'inuline, qui a présenté
la meilleure libération de SA dans le cbdlon lorsqu’il est inclus dans un enrobage a base
d'éthylcellulose. La comparaison des résultats de libération de SA obtenues par des matieres
fécales de patients éventuellement traités avec des antibiotiques, a permis de montrer que ces
formulations peuvent étre efficaces méme si des antibiotiques étaient co-administres alors que
ces traitements affectent 1égérement le taux final de libération de la SA . Enfin, I'étude de la
croissance bactérienne pendant le test de libération est en faveur d'un effet prébiotique

potentiel du polysaccharide utilisé dans les formulations testées.

L'industrie pharmaceutique est incitée a développer de nouvelles formes
pharmaceutiques en accord avec les demandes des medecins spécialistes, avec des doses

appropriées et les effets indésirables évités. Le développement de nouvelles options
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thérapeutiques pour le traitement des MICI nécessite le developpement de nouvelles
formulations qui doivent étre testées d'une maniere reproductible et rapide. La standardisation
de ces tests permettrait d'éviter des biais comme ceux observés dans de nombreuses études.
La méthode utilisant les matiéres fécales de patients atteints de MICI qui a été utilisée dans
cette étude semble étre I'une des méthodes les plus réalistes qui permet la normalisation.
Cependant, I'optimisation d'un mélange bactérien permettant de standardiser la méthode de
dissolution serait un moyen efficace d'accélérer les essais de ces nouveaux traitements pour le
ciblage colique de la libération de SA.

Les perspectives pour la création de nouvelles combinaisons de molécules
thérapeutiques ou le développement de nouvelles formulations a base de polysaccharides sont
réalisables relativement rapidement avec ce nouveau test de dissolution colique, mais des tests
in vivo sont encore necessaires afin de prouver la corrélation avec les résultats in vitro,

I'efficacité et I'innocuité de ces nouvelles formulations.
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Conclusion intermédiaire

Les stratégies utilisées pour cibler la libération du PA au niveau du colon a partir de
minigranules enrobées et les méthodes utilisees pour I'analyse de la libération sont
nombreuses et variées. Dans ce travail, une méthode de test de la liberation colique ciblée a
été developpée. La technique utilisée a prouveé sa reproductibilité, son caractere discriminant
pour deux formulations testées, et ses nombreux avantages par rapport aux autres techniques
utilisees dans la littérature. L'utilisation de matiéres fécales de patients atteints de MICI est
pour l'instant I'approche la plus réaliste pour mimer la flore des patients traités pour ces

pathologies.

Cette étude a permis d'identifier, parmi les amidons résistants, I'inuline comme
candidat pour I’élaboration de formulation a libération colique. Les formulations enrobées
d’un mélange du polysaccharide et de I’ethylcellulose ont obtenu le meilleur taux de
libération au niveau du cOlon. La comparaison des résultats de libération obtenus par
I’utilisation des matieres fécales de patients traités et non traités avec des antibiotiques,
montre que ces formulations peuvent étre efficaces en cas de co-administration de traitements
antibiotiques, bien que ceux-ci affectent légerement le taux de libération final du médicament.
Enfin, I'étude de la croissance bactérienne pendant le test de libération est en faveur d'un

potentiel effet prébiotique du polysaccharide présent dans les formulations testées.

L'industrie pharmaceutique est sollicitée pour élaborer de nouvelles formes pharmaceutiques
correspondant aux demandes des praticiens, avec des dosages adaptés et des effets
indésirables évités. L’élaboration de nouvelles alternatives thérapeutiques pour les traitements
des MICI passe par le développement de nouvelles formulations qu’il faut tester de maniére
reproductible et rapide. La standardisation de ces tests permettrait d’éviter les biais observes
entre les différentes études. La methode utilisant les selles de patients atteints de MICI que
nous avons experimentée dans cette étude semble étre une des méthodes les plus réalistes qui
permettrait une standardisation. Neanmoins, I’optimisation d’un mélange bactérien serait un
moyen de tester plus rapidement ces nouvelles thérapeutiques a libération ciblée. Des
perspectives de création de nouvelles associations de molécules thérapeutiques ou
d’élaboration de nouvelles formulations a partir de polysaccharides seraient réalisables
relativement rapidement grace a ce nouvel outil de dissolution. Des tests in vivo sont
néanmoins indispensables pour vérifier la corrélation avec les résultats obtenus in vitro,

I’efficacité et I’innocuité de ces nouvelles formulations.
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Chapitre 3

Comment obtenir, d'une
maniere relativement simple,
une libération d'ordre zéro de
principes actifs trés solubles a

partir de formes solides enrobees
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Présentation

Les thérapeutiques peuvent étre significativement améliorée par une libération
prolongée des principes actifs notamment pour les traitements a courte demie-vie biologique
nécessitant plusieurs prises médicamenteuses par jour. Cette libération prologée est plus
facilement obtenue avec des formulations solides et enrobées, a administration orale.
L’elaboration de ces formes galéniques n’est pas toujours aisée et la transposition a I’échelle
industrielle peut étre trés difficile. C’est pourquoi la recherche de formulations a transposition

industrielle facile devient une priorité pour I’élaboration de nouvelles formes galéniques.

Dans cette étude, une nouvelle approche, basée sur une succession de couches de PA
et de polymeres (initialement dépourvu de PA) présentant une distribution initiale de PA non
homogeéne, associée a un effet de temps de latence et a une diffusion partielle initiale a travers
le noyau de la minigranule a été évaluée. Des variations de type, de quantité, d’épaisseur et de
séquence des couches de PA et de polymeéres ont éteé testées afin d’obtenir une libération de
principe actif d’ordre zéro sur 8 heures. L’utilisation de simples procédés d’enrobage rend ces

formes facilement transferrables a la production industrielle.
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I. Introduction

Les enrobages composeés de polymere offrent un grand potentiel pour la libération
contr6lée de médicaments par voie orale [1]. De nombreux produits consistant en des formes
solides enrobés (comprimés, granules, gélules) sont mis sur le marché. Le bon choix du
polymere utilisé, les techniques d'enrobage et les substrats revétus permettent de fournir une
grande gamme de profils de libération de substance active (SA) stable a long terme [2]-[5].
Elles incluent par exemple la libération pulsatile de SA [6], la libération ciblée au niveau du
colon [7] et la libération a vitesse constante (aussi appelée libération d’ordre zéro). Ce dernier
type de profil de libération de médicament est frequemment utilisée pour compenser
I'élimination du médicament hors du corps humain de maniére a fournir des concentrations de

SA constante au niveau du site d'action.

Dans le cas de SA présentant une solubilité dans I'eau limitée, de telles vitesses
constantes de libération peuvent par exemple étre obtenues en utilisant les systéemes de
réservoirs enrobés: la SA se situe dans le noyau du systeme qui est enrobé par un enrobage
insoluble dans I’eau. Ce dernier est souvent d’un polymere et il contréle la libération de la
SA. Une fois la formulation mise en contact avec les fluides aqueux physiologiques, I’eau
pénetre dans le systeme et dissout la SA. LA totalité de la quantité de SA ne peut pas se
dissoudre instantanément étant donné que la solubilité du médicament est limitée. Ainsi, les
formes de SA dissoute et non dissoute coexistent dans le noyau du systeme. Les molécules
dissoutes (ou ions) sont disponibles pour la diffusion et, grace au gradient de concentration ,
diffusent a travers I’enrobage de la formulation. Souvent, cette étape de transport de masse
par diffusion joue un réle majeur pour le contréle de la libération de la SA [8], [9]. Etant
donné que la dissolution de la SA est généralement plus rapide que la diffusion a travers
I’enrobage, les molécules médicamenteuses (ions) libérées sont rapidement remplacées par la
dissolution du reste de I'excés non dissouts. Ainsi, une concentration constante de SA dissoute
(une solution saturée) est présente au sein du systéme aussi longtemps que la SA non dissoute
reste en exces. Si la concentration de SA a I’extérieur de la formulation est négligeable, cela
entraine la formation d’un gradient de concentration de la SA constant. Si la couche
d’enrobage ne se dissout pas, ne gonfle pas, ne s’érode pas ou autre changement observable
avec le temps, et si la longueur des voies de diffusion et la mobilité de la SA dans la

membrane de d’enrobage reste constante, la vitesse de libération de la SA resterait constante.
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Au contraire, si la SA est trés soluble dans I’eau (ou si la charge en SA est
suffisamment faible), toute la quantité de SA est rapidement solubilisée par pénétration de
I’eau dans le systeme. Ainsi, les molécules de SA (ions) libérées ne sont pas remplacées et la
concentration en SA a I’intérieur de la formulation diminue avec le temps. Ceci conduit a une
vitesse de libération de la SA qui diminue avec le temps. Différentes approches ont été
suggerées pour surmonter cet obstacle [10]-[15]. Beaucoup utilisent des systémes matriciels
(tels que des comprimés multicouches [16]-[19]], des pompes osmotiques [20] et/ou des
dispositifs possédant une géométrie particuliere c’est-a-dire des hémisphéres perforées d’un
orifice central [21], [22], des comprimés biconcaves [23], ou des systemes en forme de
beignets [24]. Vraiment peu d’études font référence a des formulations de géométrie standard,
telles que des minigranules, enrobées. Un systéme intéressant a été proposé par Scott and
Hollenbeck (1991) [25]: un noyau de minigranule, recouvert de couches d’enrobage contenant
la SA a différentes concentrations. La concentration de la SA de ces strates augmente vers la
base du systéeme pour compenser l'allongement des voies de diffusion. Un modeéle était
présenté pour calculer un profil de concentration de SA optimal. Cependant, I'épaisseur
d’enrobage totale, dans ce cas était d'environ 400%, ce qui reste difficile a élaborer a I’échelle
industrielle. Etant donné que les matrices polymériques chargées de SA représentent environ
80% de la masse totale du systeme (et le noyau seulement 20 %), ce systéeme est en fait plus

un systeme de libération de type matriciel qu’un dispositif réservoir enrobe.

Dans cette étude, nus présentons un nouvelle approche pour obtenir une vitesse de
libération constante de SA fortement hydrosoluble a partir de minigranules enrobées : des
couches successives de SA et de polymeres ont été appliquées sur des noyaux de sucre ou de
cellulose microcristalline (CMC). Le succinate de metoprolol a été utilisé comme SA
fortement hydrosoluble et I’éthylcellulose et le poly(vinyl acetate) comme polymeére
contrélant la libération [26]-[28]. La charge de SA initiale est intentionnellement faible (5 %)
pour minimiser le potentiel effet de saturation et assurer un réel défit de formulation. Le type,
le nombre et la séquence des couches de SA et de polymeres ont été varies. L'idée de base
était d’obtenir différents types de distributions de SA initiales non-homogeénes, avec des effets
temps de latence initial et de diffusion partielle du SA vers le noyau de la minigranule, qui,
rassemblées, permettraient d’obtenir une libération de SA presque constante pendant une

grande partie de la période de libération.
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I1. Matériel et méthodes

1) Matériels

Succinate de Metoprolol et propranolol hydrochloride (Safic Alcan, Puteaux, France);
noyaux de sucre (710 — 850 pum de diametre, Suglets; NP Pharm, Bazainville, France);
noyaux de cellulose microcristalline (noyaux de CMC, 710 - 850 um de diametre, Celphere;
Seppic, Puteaux, France); hydroxypropyle methylcellulose (HPMC, Methocel E5; Colorcon,
Dartford, UK); dispersion aquese d’éthylcellulose (Aquacoat ECD 30; FMC Biopolymers,
Brussels, Belgique); dispersion aqueuse de poly(vinyl acetate) [Kollicoat SR 30D, contenant
27 % poly(vinyl acetate), 2.7 % poly(vinyl pyrrolidone), 0.3 % sodium lauryl sulphate and
70 % eau; BASF, Ludwigshafen, Germany]; triethyle citrate (Morflex, Greensboro, USA).

2) Préparation des minigranules enrobées

Les noyaux de sucre et de CMC ont été successivement enrobés de couches de SA et
de polymeéres (comme indiqué) dans un lit d’air fluidisé muni d’un insert Wurster (Strea 1;

Niro, Aeromatic-Fielder, Bubendorf, Suisse). Pour I’enrobage de SA, Une solution aqueuse

de succinate de métoprolol ou d’hydrochlorate de propranolol a 31.3 % (w:w)contenant de
I’THPMC (liant) a 8.7 % (w:w) était pulvérisée, suivant les conditions suivantes : température
d’entrée = 30 °C, temperature du produit = 30 = 2 °C, vitesse de pulvérisation = 1.5 —
3 g/min, pression de pulvérisation = 1.2 bar, volume d’air = 100 m*/h, diamétre de la buse de
pulvérisation = 0.8 mm. Une fois la charge de SA voulue atteinte, les minigranules étaient
séchées dans le lit d’air fluidisé encore 10 min sans pulvérisation de liquide. La dispersion

aqueuse d’ethylcellulose était d’abord diluée dans de I’eau purifiée a une concentration de

15 % (w/w) de masse solide et plastifiée une nuit avec 25% de (w/w, concentration basée sur
la masse de polymere) sous agitation magneétique. Les conditions suivantes était utilisées :
température de I’air a I’entrée = 35 °C, température du produit = 35 + 2 °C, vitesse de
pulvérisation = 1,5 - 3 g/min, pression de pulvérisation = 1,2 bar, volume d’air = 100 m*h,
diameétre de la buse de pulvérisation = 0,8 mm. Une fois le niveau d’enrobage désiré atteint,
les minigranules étaient séchées dans le lit d’air fluidisé sans pulvérisation de liquide durant

10 min. La dispersion de poly(vinyle acétate) était d’abord diluée avec de I’eau purifiée a

7.5 % (w/w) de masse solide et plastifiée une nuit avec 10% de (w/w, concentration basée sur

la masse de polymére) sous agitation magnétique. Les conditions suivantes étaient
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appliquées : température de I’air a I’entrée = 30 °C, température du produit = 30 + 2 °C,
vitesse de pulvérisation = 1.5 - 3 g/min, pression de pulvérisation = 1.2 bar, volume d’air =
100 m*h, diamétre de la buse de pulvérisation = 0.8 mm. Une fois le niveau d’enrobage
désiré atteint, les minigranules étaient séchées dans le lit d’air fluidisé sans pulvérisation de
liquide durant 10 min. Eventuellement, la dispersion aqueuse plastifiée d’éthylcellulose était
mélangée avec la dispersion aqueuse plastifiée de poly(vinyle acétate) 30 min avant
I’enrobage (sous agitation magnétique). Les ratios des mélanges indiqués font référence aux
masses de polymeéres (w:w). Tous les niveaux d’enrobage font référence au poids respectif
des couches de SA et de polymére par rapport au poids de la minigranule (juste avant
I’application de la couche en question). Aprés I’application de la derniere couche les

minigranules étaient séchées et durcies dans un four a 60 °C pendant 24 h.

3) Les études de libération de la substance active

La libération de la SA a partir de la minigranule était mesuree dans un appareil a pales
(USP 39 ; Sotax, Basel, Suisse) (900 mL; 37 °C, 100 rpm, 1 g de minigranules par récipient
de dissolution; n=3) dans une solution de HCI a 0.1 M pendant les deux premieres heures,
suivies par du tampon phosphate a pH 7.4 (USP 39) pendant les six heures suivantes
(changement total du milieu). A des temps prédéterminés, 3 mL d’échantillon étaient préleveés
et analysés en spectrophotométrie UV-Visible (A = 274 nm pour le métoprolol, L = 289 nm

pour le propranolol; Anthelie Advanced, Secomam, Domont, France).

I1l. Reésultats et discussion

1) Une couche unique de polymeére

La Figure 1 montre la libération du métoprolol a partir de minigranules enrobées d’une
couche unique de chaque polymere : éthylcellulose ou poly(vinyle acetate). Le niveau
d’enrobage de la couche de polymere était modulé de 2.5 to 7.5 %, comme indiqué sur les
diagrammes. Le noyau de la minigranule était formé de sucre ou de CMC et la charge initiale
de SA était de 5%. De toute evidence, un profil de libération en forme de courbe classique a
été observée dans tous les cas : Aux temps précoces, la vitesse de libération était élevée puis
diminuait progressivement pendant la période d'observation (la pente de la courbe diminuait
régulierement avec le temps). Ce type de profil de libération est conforme a I'hypothese que la

diffusion de la SA a travers les couches de polymeére joue un role majeur dans la cinétique de
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libération de SA: Lors du contact de la formulation avec le milieu, I’eau penétre dans le
systeme et dissout la SA. Etant donné que le succinate de métoprolol est trés soluble dans
I’eau et que la charge initiale de SA est relativement faible, nous pouvions nous attendre a ce
que la SA soit rapidement dissoute. Une fois dissoute, la SA diffuse a travers le polymeére
d’enrobage vers le milieu de dissolution environnant. Cette derniere étape est souvent la plus
lente dans la cascade des événements et peut étre déterminante pour la vitesse globale de
libération de la SA. Etant donné que les conditions perfect sink sont respectées tout au long de
I’expérimentation, la force motrice pour la SA, qui est « le gradient de concentration entre
I’intérieur et I’extérieur de la formulation », est plus élevée aux temps précoces du test de
libération: La quantité totale initiale de SA est susceptible d'étre dissoute rapidement a
I'intérieur des minigranules, tandis que la concentration de SA a I'extérieur du systeme est
négligeable. Ainsi, la vitesse de libération est élevée aux temps précoces. Avec le temps, de
plus en plus de SA diffuse vers le milieu de dissolution environnant, ce qui tend a diminuer la
concentration de la SA a I’intérieur des minigranules (les molécules ou ions de SA libérée ne
sont pas remplacés) d’ou une diminution de la force motrice pour la diffusion et donc une
diminution de la vitesse de libération. En pratique, ce type de profil de libération n’est pas
recherché car il conduit potentiellement a une concentration sub-optimale de la SA au niveau
de son site d’action: Finalement, des concentrations toxiques de SA peuvent étre atteintes
initialement suivies par des concentrations sub-thérapeutiques (méme si la libération de SA
est toujours en cours mais trop lente). Il faut noter que la diffusion a travers I’enrobage se
dérouler a travers une couche de polymere intacte et/ou a travers de canaux/fissure remplis

d’eau.

Lors de la comparaison des libérations de métoprolol a partir des minigranules
composées de sucre et de CMC (c6té gauche versus coté droit de la figure 1) nous observons
que la libération tend a étre plus rapide dans le cas des noyaux de CMC pour les enrobages
d’éthylcellulose tandis que nous observons I’inverse avec les enrobages de poly(vinyle
acetate). Ceci peut étre expliqué par la chose suivante : les films d’éthylcellulose sont moins
flexibles que ceux de poly(vinyle acétate) [29], [30]. Ainsi, le gonflement de la CMC peut
expliquer la potentielle formation de fissures dans I’enrobage d’éthylcellulose du systéme.
Une fois les fissures formées, la libération de la SA peut se produire a travers les canaux
remplis d’eau, ce qui est généralement plus rapide que par diffusion a travers I’enrobage
intact. Dans le cas de noyaux de sucre , nous pouvons nous attendre, a la vue de I’activite

osmotique de cet excipient tres hydrosoluble, a une prise d’eau du noyau plus importante que
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celle des noyaux de CMC, créant ainsi un « contre courant » pour la diffusion de la SA en
dehors du systéeme, ce qui ralentirait d’abord la libération de la SA. De plus, la co-dissolution
d’une grande quantité de sucre peut affecter la solubilité de la SA et/ou les propriétés
mécaniques des films d’enrobage. Contrairement a I’éthylcellulose, le poly(vinyle acétate) est
beaucoup plus flexible et peut éventuellement résister au gonflement (limité) des noyaux de
CMC. Dans ce cas, pas ou peu de fissures se forment (ou leur formation est ralentie) comparé
aux films d’éthylcellulose et la libération du métoprolol est ralentie. De plus, des quantités
beaucoup plus faibles d’eau seraient capables d’étre entrainées dans les minigranules
composées de noyaux de MCC par rapport aux noyaux de sucre, ce qui conduit a un
gonflement moins prononce et a une probabilité réduite de la formation de fissures avec les

enrobages de poly (vinyle acétate), expliquant I’observation d’une libération de SA plus lente
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Figure 1: La libération de métoprolol a partir des minigranules enrobees
déthylcellulose (en haut) ou le poly (vinyle acétate) (en bas), composées de noyaux de
sucre (a gauche) ou noyaux de CMC (a droite). Le niveau d'enrobage est indiqué sur les
graphiques. La SA (5% charge initiale) a été directement pulvérisée sur les noyaux.

Une tentative pour fournir une vitesse de libération de la SA plus constante a partir de
minigranules enrobées chargées avec le succinate de metoprolol fortement soluble dans I'eau
avec une charge initiale de SA relativement faible a été d'utiliser des mélanges de polymeres
au lieu de polymeres simples purs. Les enrobages composés de meélanges de polyneres
peuvent en effet fournir un grand potentiel pour la libération contrdlée de SA [31], [32]. La

cinétique de libération de SA peut étre tres différente entre les systemes enrobés ave un
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mélange de deux polymeéres et les méme systémes enrobés avec un simple polymere. Surtout,
cela ne concerne pas seulement la pente des courbes de libération, mais aussi leur forme, car
les mécanismes de libération sous-jacents peuvent étre modifiés par le mélange de polymeéres
[33], [34]. Dans cette étude, des mélanges 50:50 d’enrobage d’éthylcellulose et de poly(vinyle
acetate) ont été étudiés (w:w, basé sue la masse de polymere). La cinétique de libération a
partir des minigranules composées de noyaux de sucre et de CMC est illustréee dans la
Figure 2. La charge initiale de SA était encore de 5 %. Le niveau d’enrobage variait de 2.5 to
7.5 %, comme indiqué sur le graphique. Clairement, la libération de SA était trés rapide dans
tous les cas et généralement plus rapide que pour les minigranules enrobées de polymeres
purs (Figure 2 versus Figure 1). Cela indique sans doute qu'aucun revétement de polymere
dense a été formé dans ces conditions, ce qui pourrait éventuellement étre attribué a la
coalescence non-parfaite des particules de polymeres (des dispersions aqueuses de polymeres
ont été utilisés). Ainsi, ce type de mélange de polymeres ne semble pas étre prometteur pour
obtenir une vitesse de libération de la SA d’ordre zéro pour le type de SA et de noyaux

utilisés dans I’étude.
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Figure 2: La libération de la SA a partir de minigranules enrobées avec un mélange
50:50 de dispersions aqueuses dééthylcellulose et le poly (vinyle acétate). Le type de
noyau est indiqué en haut et le niveau d’enrobage dans les diagrammes. La substance
active (5% de charge initiale) a été directement pulvérisée sur les noyaux.

2) Alternance de couches de polymeére

La tentative suivante pour obtenir une libération de SA, fortement hydrosoluble

comme le succinate de metoprolol, d’ordre zéro a partir de minigranules enrobées, était
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d’enrober les systemes composes de noyau de sucre et chargé en SA d’une alternance de
couches de deux polymeres : éthylcellulose and poly(vinyle acétate). Nous pouvons nous
attendre a ce que la structure interne des enrobages puisse étre trés différente de la structure
interne des enrobages composés d’un mélange 50 :50 des différents polymeres décrits
auparavant dans I’étude, différents types de cinétique de libération peuvent en résulter. La
combinaison des deux polymeres (présentant différentes propriétés physico-chimiques) dans
les couches successives pourrait permettre, a terme, a la SA de s’accumuler difféeremment
dans ces couches et / ou de traverser ces couches difféeremment perméables. Par exemple, un
type de couche (présentant une plus grande affinité pour le médicament que l'autre) pourrait
éventuellement agir comme une sorte de « réservoir » de SA et/ou un type de couche pourrait
plus facilement montrer la formation de fissures qu’une autre et/ou une permeéabilité
différente a travers le réseau macromoléculaire, ce qui entrainerait I’apparition de différents
obstacles pour la libération de la SA et un profil de concentration de médicament non-
homogeéne dans I’enrobage (selon la répartition et les coefficients de diffusion respectifs). Si
la diffusion du metoprolol joue un réle majeur dans le contr6le de la libération, de tels
changements dans les gradients de concentration de la SA pourraient conduire a des
modifications des profils de libération. La Figure 3 montre la vitesse de libération du
métoprolol mesurée expérimentalement a partir de minigranules composées de noyaux de
sucre et de CMC, enrobées de SA (5% de charge initiale) et de 2, 3 ou 4 couches
séquentielles d’éthylcellulose et de poly(vinyle acétate), comme indiquée. Le niveau
d’enrobage de chaque couche de polymere était de 2.5 %. Les symboles vides et les courbes
en pointillés représentent les systemes pour lesquels la couche la plus interne d’enrobage est
une couche de poly(vinyle acétate), tandis que les symboles pleins et les courbes pleines
correspondent aux minigranules pour lesquelles la couche la plus interne d’enrobage est une
couche d’éthylcellulose. Comme nous pouvons le constater, le succes de cette stratégie a
fournir une libération d'ordre zéro a seulement éte limité pour tous les cas observés: le profil
de libération reste clairement sous une forme de « courbe ». Les résultats les plus prometteurs
ont été obtenus avec un systeme composé de quatre couches de polymere, débutant par une
couche interne d'éthylcellulose et un noyau de départ composé du sucre. La vitesse de

libération de la SA était encore loin d'étre constante dans le temps dans ce cas.

154



2 couches de
polymere

3 couches de
polymere

4 couches de
polymere

Noyau de Sucre

100 1
. 801
&~
]
-]
& 60 1
°
g - 8- PVAc- EC
_g 40 1 ——EC - PVAC
20 1
0 '
0 2 4 6 8
time, h
100 -
80 -
R
)
2 60
®
2
e
g‘ 40 - - 8- PVAc - EC - PVAC
© ——EC -PVAc- EC
20 -
0 r
0 2 4 6 8
time, h
100 A
T A
80 1
S
3
o 601 @
2 1
2 *
S 401
s ! - 8- PVAc- EC - PVAc - EC
2 ——EC - PVAc - EC - PVAc
0 T T T T
0 2 4 6 8
time, h

Noyau de CMC

100 -
. 80
&~
g
7]
g 601/
-]
s ! ——EC - PVAc
o ! - 8- -
g w4 PVAc - EC
@
]
20 -
0 ’
0 2 4 6 8
time, h
100 -
80 -
R
g
o 60 1
] 1
2 '
“;’, & ——EC - PVAc - EC
£ 401 - &- PVAc - EC - PVAc
'
]
20 1
]
]
P
0® .
0 2 4 6 8
time, h
100 -
80 -
R
H
o 6071 4
o i
i ! - 8- PVAc - EC - PVAc - EC
2 401 ——EC - PVAc - EC - PVAC
1
H
20 {4
1
[}
a
0 &3 . . . .
0 2 4 6 8
time, h

Figure 3: La libération de métoprolol a partir de minigranules enrobées de 2, 3 ou 4
couches de polymeres, comme indiqué sur le coté gauche. La composition et la séquence
des couches polymeres sont preécisées sur les graphiques [EC = ethylcellulose; PVAc =
poly (vinyle acétate)]. Le niveau d’enrobage de chaque couche de polymere était de
2,5%. Le type de noyau est indiquée en haut. La substance active (5% charge initiale) a
été directement pulvérisée sur les noyaux
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Genéralement, la vitesse de libération diminue avec I’augmentation du nombre de
couches d’enrobage de polymeéres, a cause de I’augmentation de I’épaisseur entiére de la
barriere a franchir. La libération est toujours plus lente a partir de minigranules dont la couche
d’enrobage la plus interne est une couche d’éthylcellulose lorsque nous utilisons des noyaux
de sucre. Cela peut éventuellement étre expliqué par I’effet protecteur d'une telle couche
d'éthylcellulose interne. La perméabilité a I’eau de ce polymeére est faible, limitant la
pénétration de I'eau par osmose dans les systéemes en raison de la présence des noyaux de
sucre [35]. Au contraire, dans le cas de noyau de CMC, la libération de la SA était
uniquement plus lente a partir d’un systeme enrobé de 4 couches d’enrobage dont la couche
interne était une couche d’éthylcellulose. Dans le cas de 2 et 3 couches d’enrobage, les
systemes composes d’une couche la plus interne de poly(vinyle acétate) ont montré une
libération plus lente que ceux composés d’une couche interne d’éthylcellulose. Ceci pourrait
éventuellement s’expliquer par le fait que dans le cas de noyaux de CMC, le gonflement
entraine la formation rapide de fissures dans la couche d'éthylcellulose la plus interne, tandis
que la présence d’une couche intermédiaire flexible de poly(vinyle acétate) peut en quelque
sorte jouer le réle de couche d'amortissement et de retard a la formation de fissure. Etant
donné que les minigranules composees de noyau de sucre, de 4 couches de polymeéres avec
une couche d’éthylcellulose comme couche interne, ont montré les résultats de cinétique les
plus prometteurs, ce type de systeme a été optimisé en augmentant le nombre de couches de
polymere : la Figure 4 montre la libération de SA a partir de minigranules composées de
noyau de sucre enrobées de 5 % de succinate de métoprolol puis d’une succession de couche
d’éthylcellulose, poly(vinyle acétate), éthylcellulose et ainsi de suite. Le nombre de couches
de polymeére a varié de 4 a 10, le niveau d’enrobage de chaque couche était 2,5 et 2%, comme
indiqgué. Comme nous pouvons le constater, le degré de courbure des profils de libération
diminue de plus en plus avec le nombre de couches dans les deux cas. Cependant, méme les
minigranules enrobées de 10 couches ne montrent pas de libération d’ordre zero. Ainsi, cette

approche semble étre insuffisante.
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Figure 4: Impact du nombre de couches de polymeéres (indiqué sur les diagrammes) sur
libération du métoprolol a partir de minigranules composées de noyaux de sucre. Les
noyaux ont été enrobés de substance active, puis de couche d’éthylcellulose et PVAC
alternatif. Le niveau d’enrobage de chaque couche de polymere était de 2,5% (gauche),
et de 2% (droite). La SA (5% charge initiale) a été directement pulvérisée sur les
noyaux. Les droites pointillées visent a aider a visualiser I’écart entre la cinétique de

libération des formulations les plus prometteuses par rapport a la cinétique d’ordre
Zéro.
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Figure 5: La libération de la SA a partir de minigranules composées de noyaux de sucre (en blanc),
enrobées de deux couches de SA (points noirs) et de multiples couches d’enrobage d’éthylcellulose (noir)
et PVACc (gris). Le niveau d’enrobage de chaque couche de polymeére était de 2,5%, les niveaux d’enrobage
des deux couches médicamenteuses (de I'intérieur vers I'extérieur) sont indiqués en haut de chaque
diagramme. Pour des raisons de visibilité, la taille du noyau et I'épaisseur des couches des systémes ne
sont pas a I'échelle. Les droites pointillées visent a aider a visualiser I’écart entre la cinétique de libération
des formulations les plus prometteuses par rapport a la cinétique d’ordre zéro.
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3) Alternance de couches de substance active et de couches de polymere

La derniére stratégie expérimentée pour obtenir une libération de la SA la plus
constante possible, a partir de minigranules a été de diviser la dose totale de SA dans deux ou
plusieurs couches, séparées par des couches de polymeéres initialement dépourvues de SA.
L'idée de base est que l'augmentation de la longueur des voies de diffusion au cours du temps
pourrait éventuellement étre compensée par une augmentation du gradient de concentration:
La(les) couche(s) la(les) plus interne(s) de SA étant plus chargée(s) que la(les) couche(s)
externe(s). De plus, des effets de temps de latence et de diffusion initiale partielle de la SA
vers le noyau de la minigranule peuvent contribuer a obtenir une libération plus constante :
une fois la couche de SA dissoute, elle diffuse vers les couches internes voisines et les
couches externes voisines de polymeres (initialement dépourvue de SA). Ceci parce que des
gradients de concentration existent d'abord dans les deux directions: vers la surface de la
minigranule et vers le noyau de celle-ci. La figure 5 montre la cinétique de libération
expérimentalement mesurée a partir de minigranules composées de noyau de sucre, enrobés
d’une premiéere couche de SA contenant 2.5 ou 3.2% de SA , puis d’une couche
d’éthylcellulose, de poly(vinyle acétate), d’éthylcellulose et de poly(vinyle acetate), suivi
d’une seconde couche de SA contenant 1.67 ou 1% de SA, suivi d’une couche
d’éthylcellulose, de poly(vinyle acétate), d’éthylcellulose et de poly(vinyle acétate). Les
schemas dans les diagrammes illustrent schématiquement les différentes couches [noyaux de
sucre = blanc, SA = points noirs, éthylcellulose = noir, poly (vinyle acétate) = gris]. Nous
pouvons noter que la taille du noyau et I'épaisseur des couches ne sont pas a I'échelle, pour
des raisons de visibilité. Le niveau d’enrobage de chacune des couches de polymere était de
2.5 %. En comparant les diagrammes de gauche et de droite de la figure 5, nous pouvons
observer que le principe général de donner une charge plus importante en SA aux couches de
SA les plus internes et de diminuer cette charge dans les couches de SA plus éloignées se
traduit en quelque sorte par une vitesse de libération de la SA moins variable au cours du
temps. Cependant, la libération de la SA n’atteint toujours pas une libération d’ordre zero.
C’est pourquoi le nombre de couches de SA a encore été augmenté : les figures 6 et 7
illustrent la libération de métoprolol a partir de minigranules contenant 3 ou 4 couches de SA
respectivement. Les charges des différentes couches de succinate de métoprolol sont
indiquées au dessus de chaque graphique (de I’intérieur vers I’extérieur du systeme). Le
schema de chaque graphique illustre la séquence des différentes couches de polymeéres dans
ce méme systeme. La différence entre les minigranules representée en haut et celles du milieu

de la figure 6 est la présence d’une couche externe supplémentaire de poly(vinyle acétate)
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pour le graphique du centre. Comme on peut le voir, la vitesse de libération de la SA n’était
toujours pas d'ordre zéro, en dépit de la complexité des systemes contenant de multiples
couches de SA et de polymeres. Les résultats les plus prometteurs ont été obtenus avec un
systeme de 3 couches de SA et de 12 couches de polymeéres, présentant un certain temps de
latence durant la premiere heure (diagramme du milieu sur la figure 6).

25%-1.67% 32%-1%

100 1 100 1

80 - ,/’
S P R
g % 3
9 60 1 . @
© I4 m©
o e o
) . o
- // et
5 L7 5

20 o

III
0 & T
0 2 4 6 8
time, h

time, h

Figure 6: La libération de SA a partir de minigranules composées de noyaux de sucre
(blanc), de trois couches de SA (points noirs) et de multiples couches d’enrobage
d*éthylcellulose (noir) et PVAc (gris). Le niveau d’enrobage de chaque couche de
polymere était de 2,5%, les niveaux d’enrobage des trois couches médicamenteuses
(I"intérieur vers I'extérieur) sont indiqués en haut de chaque diagramme. Pour des
raisons de visibilité, la taille du noyau et I'épaisseur des couches des systemes ne sont pas
a I'échelle. La différence entre les minigranules du diagramme du haut et celui du centre
est la présence d'une couche extérieure supplémentaire de PVAc dans le diagramme du
milieu. La droite pointillée vise a aider a visualiser I’écart entre la cinétique de
libération de la formulation par rapport a la cinétique d’ordre zéro.
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Figure 7: La libération de la SA a partir de minigranules composées de noyaux de sucre
(blanc), de 4 couches de SA (points noirs et de multiples couches d’enrobage
d*éthylcellulose (noir) et PVAc (gris). Le niveau d’enrobage de chaque couche de
polymere était de 2%, les niveaux d’enrobage des 4 couches médicamenteuses
(I'intérieur vers I'extérieur) sont indiques en haut de chaque diagramme. Pour des
raisons de visibilité, la taille du noyau et I'épaisseur des couches des systemes ne sont pas
a I'échelle. La droite pointillee vise a aider a visualiser I’écart entre la cinétique de
libération de la formulation par rapport a la cinétique d’ordre zéro.

Pour simplifier la structure d’enrobage, seul un type de polymere a été utilisé pour la
suite et le nombre de couche de SA a été reduit & 2 couches. Dans ce cas, une vitesse de
libération intéressante et plutdt constante pourrait étre obtenue: la figure 8 montre la libération
de meétoprolol a partir de minigranules composées de noyaux de sucre et enrobees d’une
couche de SA a 3%, d’une couche de poly(vinyle acétate) a 7,5%, d’une couche de SA a 2%

et d’une couche de poly(vinyle acétate) a 7,5%. En regardant de pres la courbe, on peut voir
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que la phase initiale de libération de médicament (au cours des 2-3 premiéere heures) semble
étre partiellement affectée par des effets temps de latence. Ainsi, la stratégie géenérale visant a
diviser la dose totale de substance active en différentes couches avec des charges plus élevées
au centre, pres du noyau et étant separées par des couches de polymeére initialement
dépourvues de SA, semble étre adaptée pour obtenir une libération a peu prés constante de SA
fortement soluble dans I'eau a partir de minigranules enrobées. Enfin, les enrobages peuvent
consister simplement en deux couches de SA et deux couches de polymere (en utilisant

simplement une préparation d’enrobage de SA et une préparation d’enrobage de polymére a

pulvériser).
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Figure 8: La libération de métoprolol a partir de minigranules composées de noyaux de
sucre (blanc), deux couches de SA (points noirs) et deux couches de PVAC (gris). Le
niveau d’enrobage des couches de polymere était de 7,5%, le niveau d’enrobage des
deux couches de SA (de Il'intérieur vers I'extérieur) sont indiquées en haut du
diagramme. Pour des raisons de visibilité, la taille du noyau et I'épaisseur des couches
des systéemes ne sont pas a I'echelle. La droite pointillée vise a aider a visualiser I’écart
entre la cinétique de libération de la formulation par rapport a la cinétique d’ordre
zéro.
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Pour évaluer l'applicabilité de la stratégie proposée pour fournir une libération de SA
presque constante a partir de minigranules enrobées chargées avec de faibles quantités d'une
SA fortement soluble dans I'eau, la méme formulation (que celle représentée sur la figure 8) a
été préparée, en remplacant le succinate de métoprolol par le chlorhydrate de propranolol.
Comme on peut le voir sur la figure 9, une libération de la SA relativement constante a été
observée également dans ce cas. Ainsi, I'approche de la formulation présentée est transferable
a d'autres types de SA. Notons que le fin réglage des compositions et épaisseurs des couches
respectives d’enrobage élaboré au cas par cas permettrait une optimisation plus poussee de

libération de la substance active.
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Figure 9: La libération de propranolol a partir de minigranules composées de noyaux de
sucre (blanc), deux couches de SA (points noirs) et deux couches de PVAC (gris). Le
niveau d’enrobage des couches de polymere était de 7,5%, le niveau d’enrobage des
deux couches de SA (de Il'intérieur vers I'extérieur) sont indiquées en haut du
diagramme. Pour des raisons de visibilité, la taille du noyau et I'épaisseur des couches
des systéemes ne sont pas a I'echelle. La droite pointillée vise a aider a visualiser I’écart
entre la cinétique de libération de la formulation par rapport a la cinétique d’ordre
zéro.
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IVV. Conclusions

Pour obtenir des vitesses de libération de substances actives, fortement solubles dans
I’eau, relativement constantes (méme a faibles charges initiales) a partir de minigranules
enrobées, la dose de SA peut étre divisée en différentes couches, séparées par des couches de
polymere initialement dépourvues de SA. Une diminution de la vitesse de libération de la SA
avec le temps est due a I’allongement des chemins de diffusion qui peut étre compensé en
chargeant avec une plus grande quantité de SA, la couche la plus proche du noyau de la
minigranule, ce qui entraine une augmentation du gradient de concentration avec le milieu
environnant. De plus, des effets de latence et de diffusion initiale partielle vers le noyau de la
minigranule sont susceptibles de contribuer a I’obtention d’un profil de libération d’ordre
zéro. De maniere importante, un systeme relativement simple : 2 couches de SA et 2 couches
de polymere, avec un niveau d’enrobage total de seulement 20%, permet d’obtenir que
libération constante de SA trés hydrosoluble comme le succinate de métoprolol. Etant donné
que les éequipements et les conditions d’enrobage standards peuvent étre utilisés, la
transposition a I’échelle industrielle peut étre réalisée de facon similaire a celle des

minigranules a libération contrdlée enrobées classiques.
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Conclusion intermédiaire

Malgré I’importance pratique d’élaborer des formes a libération prolongée de PA avec
un procédé de fabrication simple, étonnamment, peu de stratégies efficaces sont connues.
Dans cette étude, le nouvelle approche testée, basée sur une succession de couches de PA et
de polymeres (initialement dépourvu de PA) présentant une distribution initiale de PA non
homogeéne, associée a un effet de temps de latence et a une diffusion partielle initiale a travers
le noyau de la minigranule nous a permis d’optimiser une formulation candidate. Des
modification du type, de la quantite, de I’épaisseur et de la séquence des couches de PA et de
polymeres ont éte testées et un systeme assez simple composé de quatre couches (deux
couches de PA et deux couches de polymere) permettait d’aboutir a une libération

relativement constante durant 8h.

Cette formulation optimisée ouvre les perspectives d’élaboration d’autres formulations
a libération soutenue sur le méme modéle. Ces nouvelles formes pourraient permettre la
libération d’autres PA ou d’associer des PA sous forme de couches ou directement contenus

au niveau du noyau de la formulation.

Le mécanisme de libération de ces formulations pourrait étre étudié afin de définir les
caractéristiques et I’ordre de succession optimal des polymeéres permettant d’obtenir une

libération soutenue.
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Conclusion générale
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L’introduction de ce travail reprenait les principes et définitions des différentes formes
galéniques permettant de contréler la libération des principes actifs a administration orale.
Parmi celles-ci, la libération colique et la libération contr6lée d’ordre zéro sont deux
approches qui ont été développées dans ce travail. Pour atteindre une libération colique du
principe actif, différentes stratégies peuvent étre utilisées, bien que I’utilisation de systemes
enrobés de polymeres sensibles aux enzymes bactériennes de la microflore colique semble
étre la plus spécifique et donc celle utilisée dans la seconde partie du manuscrit. Les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin ont également étaient décrites dans cette partie car
leur traitement représente, entre autres, I’enjeu clinique de la libération colique des principes
actifs. Pour la libération contr6lée d’ordre zero de PA, des formes galéniques existent mais la
transposition de leur fabrication a [I’échelle industrielle reste un obstacle a leur
commercialisation. Ainsi, I’élaboration d’un systeme relativement simple permettrait de

surmonter cette difficulté.

Le premier chapitre était consacré a I’élaboration d’un état des lieux des pratiques
concernant les tests de libération des systémes a libération colique de principes actifs utilisant
dans leur composition des polysaccharides sensibles aux enzymes bactériennes de la
microflore colique. Les méthodes utilisées et décrites dans la littérature sont nombreuses et
diverses. L'utilisation de bactéries présentes dans le colon ou les enzymes produites par ces
bactéries semblent étre essentielle pour simuler le compartiment colique et montrer une
specificité des formulations a libération colique. Les Pharmacopées ne decrivent aucune
méthode standard. Cependant les pratiques d’homogenéisation permettraient de pouvoir
comparer les résultats des tests de différentes formulations a libération colique et aideraient au

développement de nouvelles formulations.

Le second chapitre consistait en la mise au point d’une formulation a libération
coligue d’acide 5-aminosalicylique pour le traitement des MICI. Les stratégies utilisées pour
cibler la libération du medicament et les méthodes utilisées pour tester la libération de ces
formes sont nombreuses et variées. Dans ce travail, une méthode de test de libération de PA a
libération colique a été développée. Cette technique a prouvé sa reproductibilité et le caractére
discriminant sur deux formulations testées. Elle présente de nombreux avantages par rapport

aux autres techniques décrites dans la littérature, y compris l'utilisation de selles de patients
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atteints de MICI qui se rapprochent le plus de la flore bactérienne des patients traités avec ces
thérapies. Cette étude a permis d'identifier, parmi les amidons reésistants, l'inuline. Ce
polysaccharide d’enrobage présente, parmi les amidons testes, la meilleure libération du PA
dans les conditions coliques, lorsqu’il est utilisé en solution comme enrobage associé a de
I’éthylcellulose. La comparaison des résultats obtenus avec les selles des patients sous
antibiothérapie ou non, a permis de montrer que ces formulations pouvaient étre efficaces
méme en cas de co-administration d’antibiotiques, bien que ces traitements affectaient le taux
de libération finale de PA. Enfin, I'étude de la croissance bactérienne pendant le test de
libération etait en faveur d'un effet prébiotique potentiel du polysaccharide dans les
formulations testées. L'industrie pharmaceutique est incitée a développer de nouvelles formes
pharmaceutiques, en accord avec les besoins des praticiens, avec des doses appropriées et des
effets indesirables évités. Le développement de nouvelles options thérapeutiques pour le
traitement MICI nécessite le développement de nouvelles formulations qui doivent étre
testées de maniére reproductible et rapide. La standardisation de ces tests permettrait d'éviter
les biais observés dans les différentes études décrites dans la literrature. La méthode utilisant
les selles de patients atteints de MICI que nous avons utilisée dans cette etude semble étre
I'une des méthodes les plus réalistes qui permettent la normalisation. Cependant,
I'optimisation d'un mélange bacterien standardisé pour se substituer aux échantillons de selles
fraiches de patients serait un moyen plus rapide et moins contraignant de tester ces nouveaux

traitements a libération ciblée.

Les polysaccharides candidats pour I’enrobage de formes orales solides a libération
coligue ainsi que les molécules actives a libérer au niveau du célon sont nombreux. Les
perspectives pour la création de nouvelles combinaisons de molécules thérapeutiques ou le
développement de nouvelles formulations a base de polysaccharides sont réalisables
relativement rapidement avec ce nouveau test de libération colique. Néanmoins les tests in
vivo sont encore nécessaires pour prouver une corrélation avec les résultats in vitro,
I'efficacité et I'innocuite de ces nouvelles formulations. Nos travaux offrent cette perspective
de mettre en ceuvre des études in vivo chez I’animal des formulations sélectionnées, enrobées
de polysaccharides, pour montrer leur efficacité clinique. Ce type d’études a déja été mené

avec des minigranules enrobées d’un mélange de Nutriose® et d’ethylcellulose (116).

Le troisieme chapitre traitait de I’optimisation d’une formulation galénique dont la
préparation était relativement facile a transposer a I’échelle industrielle et dont la libération

contrblée est d’ordre zéro. Pour fournir des taux de libération relativement constants de PA
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librement solubles dans I'eau (méme a faible charge initiale) a partir de minigranules
enrobées, une des stratégies étaient de diviser la dose de PA en différentes couches, séparées
par des couches de polymeres initialement dépourvues de PA. Les difficultés rencontrées
telles que la diminution de la vitesse de libération avec le temps, due a l'augmentation des
distances dans le schéma de diffusion, pouvaient étre compensées en fournissant une plus
grande charge de PA plus prés du noyau de la minigranule, ce qui entrainait une augmentation
de la différence de concentration avec le milieu environnant. De plus, un effet de latence en
début de libération et la diffusion partielle du PA dans le noyau de la minigranule semblaient
contribuer a I’obtention d’un résultat proche de la libération d’ordre zéro. Ainsi un systeme
assez simple a été développé, composé de deux couches de PA et deux couche de polymeres
avec un niveau d’enrobage total de seulement 20% permettant la réalisation d’une libération
constante du succinate de metoprolol librement soluble dans I'eau. Ainsi, du mateériel et des
conditions standards d’enrobage peuvent étre utilisés, mise a I'échelle et permettent d’obtenir

des minigranules enrobeées a libération controlée.

Cette etude ouvre la perspective de tester I’influence du changement de nature du
principe actif sur la vitesse de libération de celui-ci. Le travail pourrait également étre
poursuivi en essayant de placer directement le principe actif dans le noyau de la minigranule.

L’explication du mécanisme de libération serait égelement interessant a analyser.

Ainsi, des obstacles de conception galénique de formes solides a administration orale
peuvent étre surmontés. Ces 2 approches nous ont permit de traiter différentes difficultés de
conception : d’un coté ont eté abordés les problemes d’homogénéisation des tests de
libération du PA in vitro et d’un autre c6té les problemes de transposition de la fabrication a
I’échelle industrielle. D’autres enjeux de conception existent tels que I’optimisation rapide et
peu couteuse de nouvelles formulations qui peuvent étre surmontés par I’élaboration de plans
d’expériences ou la modélisation mathématique de profil de dissolution ou encore le
challenge de I’adaptation de la forme galénique a certaines populations de patients comme les
médicaments a usage pediatrique. La préparation du médicament qui a quitté le cadre artisanal
de I’officine, est devenue industrielle et acquiert un haut degré de complexité et de
sophistication. Les défis sont nombreux et les solutions sont de plus en plus perfectionnées et

font appel a de nouvelles technologies.
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I. Résumé en francais

Les thérapeutiques individualisées et ciblées se développent actuellement, les formes
galéniques évoluent donc en parallele pour contréler la libération des principes actifs (PA) et
les conduire au plus proche des sites d’interéts. Les formes orales solides représentent les
formulations galéniques les plus utilisées, faciles d’emploi, indolores et réduisant le risque

d’infection. Lors de leur conception, il est aussi possible de moduler la libération du PA.

Deux approches sont étudiées dans ce manuscrit, I’une correspond au ciblage de la
libération d’un PA vers son site d’action therapeutique qui est le colon, la seconde consiste a
contréler la libération du PA pour maintenir une concentration constante, minimiser les effets
indésirables et les périodes de présence de concentrations sub-thérapeutiques au niveau du site

d’action.

Premiere approche :

Les traitements des Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI) peuvent
étre significativement améliorées par une libération localisée du PA. Une des approches est
I’utilisation d’enrobages composés de polysaccharides dégradés par les enzymes secrétées par
la microflore colique. Mais I’absence d’une méthode in vitro reproductible simulant les
conditions physiologiques du colon et I’'impact potentiel des traitements antibiotiques
associees qui pourraient affecter la quantiteé et la qualité des bactéries présentes et des
enzymes sécretées est un obstacle a sa mise au point. L’objectif de I’étude etait d’effectuer un
screening de polysaccharides ayant un intérét dans le développement de nouvelles
formulations a libération colique. Apres cette sélection, les libérations des formulations
retenues ont été évaluées par une méthode utilisant des selles de patients atteints de MICI
traités ou non par antibiotherapie. Enfin, I’utilisation de mélanges bactériens pour un éventuel

remplacement de I’utilisation de selles fraiches a été évaluée.

Seconde approche :

Les formes orales enrobées présentent un grand potentiel pour la libération controlée
de PA. Néanmoins, il est difficile d’obtenir une libération a vitesse constante avec ce type de
formulation. Ceci est géneralement di au réle prédominant du transport de masse par
diffusion, ce qui entraine, avec le temps, une diminution de la concentration en PA au cceur
du systéme, donc une réduction du gradient de concentration qui est la force motrice de la

libération du PA. Ce type de cinétique de libération peut étre inapproprié pour un traitement
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médicamenteux sOr et efficace. Malgré I’importance pratique de ce défi crucial de
formulation, étonnamment, peu de stratégies efficaces sont connues. Dans cette étude, une
nouvelle approche, basée sur une succession de couches de PA et de polymeéres (initialement
dépourvu de PA) présentant une distribution initiale de PA non homogeéne, associé a un effet
de temps de latence et a une diffusion partielle initiale a travers le noyau de la minigranule.
Des variations de type, de quantité, d’épaisseur et de séquence des couches de PA et de
polymeres ont éte testées. Un systéme assez simple composeé de quatre couches (deux couches
de PA et deux couches de polymeére) permettait d’aboutir & une libération relativement

constante durant 8h.
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VII. Résumé en anglais

Individualized and targeted therapies are currently developed, therefore the dosage
forms move in parallel to control the drug release and drive it nearest to interest sites. Solid
oral dosage forms are the pharmaceutical formulations the most common, easy to use,
painless and reducing the infectious risk. In these formulation designs, it is also possible to

adjust the drug release.

Two approaches are discussed in this manuscript, the first one targets the drug release
to the therapeutic site of action which is the colon, and the second one consists on controlling
the drug release to maintain a constant concentration, minimize side effects and periods of

presence of sub-therapeutic concentrations at the site of action.

The first approach:

The treatment of colonic disease like Inflammatory Bowel Diseases (IBD), can be
significantly improved via local drug delivery. One approach is to use polysaccharide
coatings, which are degraded by enzymes secreted by the colonic microflora. However, the
lack of a reliable in vitro test simulating conditions in a living colon and the potential impact
of associated antibiotic treatments that could affect the quality and quantity of bacteria and
enzymes secreted is an obstacle to its development. The aim of the study was to perform a
screening of polysaccharides suitable for the development of new colonic release
formulations. After this selection, the drug release of selected formulations were evaluated by
a method using the stools of IBD patients treated or not with antibiotics. Finally, the use of

bacterial mixtures substituting fresh fecal samples has been evaluated.

The second approach:

Coated pellets offer a great potential for controlling drug delivery systems. However,
constant drug release rates are difficult to achieve with this type of dosage forms if the drug is
freely water-soluble. This is because diffusional mass transport generally plays a major role
and with time the drug concentration within the system decreases, resulting in decreased
concentration gradients, which are the driving forces for drug release. This type of release
kinetics might be inappropriate for an efficient and safe drug treatment. Despite the great
practical importance of this potentially crucial formulation challenge, surprisingly little is yet

known about efficient formulations. In this study, a novel approach is presented based on
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sequential layers of drug and polymer (initially free of drug) to provide a non-homogeneous
initial drug distribution, combined with lag-time effects and partial initial drug diffusion
towards the pellet’s core. By changing the type, number, thickness and sequence of the drug
and polymer layers, a rather simple 4 layers system (2 drug and 2 polymer layers) allowed an

about constant drug release during 8 h.
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Annexe 1:

Critical review of drug release
test methods for colon targeted
bacterially degradable solid

formulations
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I. Introduction
Treatment of colonic diseases is difficult because drug concentration remains often
low considering the drug being released in the upper gastrointestinal tract (and entering the
blood circulation with drug levels in healthy tissues and leading to undesired side effects). It
can be improved by increasing drug concentration at the target site (colon targeting).
Colonic drug release is advantageous for chronotherapies or peptidic drug absorption. This

colonic release requires:

* Resistance to gastric acidity,

* Resistance in the upper intestinal environment,

* Followed by a drug release during local degradation of the device.

Many strategies exploiting various physiological parameters of the gastrointestinal
tract have been proposed to target the drug release in the colonic part of the gut [1], [2].
Studies were performed using delivery systems based on the use of polymers sensitive to pH
changes [3], [4], on forms with time-dependent release [5], [6], on prodrugs [7], [8], on
bacterially degradable polymer coatings or bacterially degradable matrix and hydrogel
systems [9]-[13], or on combinations of different strategies [14], [15]. The transit time and
pH of different gut compartments can greatly vary from one individual to another. They are
also strongly influenced by diseases like inflammatory bowel disease (IBD). So, among all
these strategies the most specific seems to be the one using bacterially degradable polymer
coatings or bacterially degradable matrix. The colonic microflora is diverse but bacterial
quantity in the colon is still much higher than in the rest of the gastrointestinal tract (1000
times greater than in the small intestine). And typically, intestinal bacteria have specific
enzymatic equipments absent in the upper gastrointestinal tract (GIT) like degragation of

polysaccharide polymers, which makes this degradation colon-specific.

To mimic colonic conditions, different physicochemical parameters must be

collected:

* the pH,

« the types of bacteria (different types of bacterial enzymes and their activities),

* a low water content: the colon is the compartment where water and sodium are reabsorbed,
« the colonic peristaltism,
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* the temperature,
* an anaerobic atmosphere.

In this review, a brief introduction on the interests and scope of targeted colon
formulations with a focus on the bacterially degradable formulation strategy will be
presented. The colonic microflora characteristics and the polysaccharides used for colonic
targeting are disclosed. The main objective of this paper is to review different drug release
test methods for colon targeted formulations, which have been presented during the past 20
years (as no standards exist) and discuss them. In vitro methods with the different general
use devices, the dissolution mediums, the complex mouth to colon devices and the in vivo
methods with the use of rats, dogs or humans are an array of such drug release test methods

for colon targeted bacterially degradable formulations.

I1. Interest, scope and specific strateqy for designing colon-targeted formulations

1. Interest and scope

Colonic release systems have been recognized to have significant therapeutic
benefits. They significantly improve the treatment of many pathologies involving the colon
like IBD, colon cancer [16], irritable bowel syndrome and constipation. Colonic release is
also useful in chronotherapies, when, a delay in absorption is needed, especially in diseases
such as asthma or nocturnal angina [17], or the treatment of nicotine addiction. The protein
or peptide drug absorption is also improved in the colon. This is particularly due to a lower
proteolytic activity in the colon than in the small intestine, to the absence of peptidase
activity associated with the membrane of epithelial colonic cells and the long transit time
that increase the time of contact with absorption surface. There is therefore an interest in the
use of the colon as a site of peptidic drug absorption [18] like analgesics, contraceptives,
vaccines or insulin usually parenterally administered, which is painful, cause of poor
acceptability and can induce infections. The Table 1 shows different examples of targets of

colonic drug release with the specific drug and formulation found in literature.
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Table 1: Examples of Interests and scope of colonic drug release

LEEEST 2 YIS Drug Formulation Ref
scope
Eudragit® L/S mixture based coating [19]
MMX (multi Matrix System) [20]-[23]
- . . Carbomer 940 and hydroxypropyl cellulose
d_Crohn s dlseas_e. Mesalazine (HPC) colon adhesive pellet coated with [24]
iarrhea, abdominal .
pain and cramping, Sur_elease(®)a|_1d Eudraglt(®_)
blood in stool. ulcers _ Chitosan/ Pe_ctm bgsed matrix tablet [25]
duced a eiite and, Budesonide MMX (multi Matrix System) [26], [27]
Inflammatory reduced app . Eudragit® RS100 : Guar gum 2: 4 based
bowel diseases welght Ioss: . Prednisolone matrix tablet [28]
Ulcerative colitis: . . .
. C Parnaparin MMX (multi Matrix System) [29]
inflammation in the
. Hydroxy propyl methyl cellulose and Shellac
rectum, rectal Sodium-butyrate [30]
bleeding, rectal pain coated 'gablet .
' Eudragit®-L100-PVA based microsponge [31]
Curcumin Eudragit®-coated chitosan based [32]
microspheres
Micheliolide Chitosan Hydrogel [33]
Changes in bowel Eudragit® S100-coated dextran microspheres [34]
habits, narrow stools,  5-fluorouracil Ethylcellulose : pectin (8:3 weight ratio)
. [35]
rectal bleeding or coated pellets
blood in stool, Irinotecan Liposomal carrier [36]
persistent abdominal ~ Oxali-palladium B-Lactoglobulin based nanocapsule [37]
Colon cancer discomfort, such as 0 53 polyplex loaded enteric-coated calcium pectinate [38]
cramps, gas or pain, microbead
abdominal pain with
a bowel_movem_ent, Tetrahy_dro— Prodrug [39]
unexplained weight ~ curcumin
loss
Preoperative
bowel - Levofloxacin Chitosan microspheres [40]
preparation
Chrono-therapy . Chitosan—xanthan gum microparticle-based
Anti- Quercetin oral table [41]
inflammatory - Biphenyl-acetic
effects proper- acid (fenbufen Prodrug [42]
ties bioprecursor)
Gliclazide-Cholic ~ Microcapsule of low-viscosity sodium [43]
Diabetes - Acid alginate (LVSA)
Insulin Multiple form [44]
Abdominal pain or ~ Ondensetron Eudragit® S-100 -chitosan microspheres [45]
cramping, a bloated
Irritable bowel feelin_g, flatulence, . .
syndrome dlarr_hea_or Mebeverine Matrix tablets were pre_pared using ethyl [46]
constipation, cellulose (EC), Eudragit® RL 100
presence of mucus in
the stool
Amoebiasis - Metronidazole Sulfate conjugated prodrug [47]
Formation of Bactrim, Flagyl,
diverticula on the Sulfatrim,
Diverticulitis outside of the colon  Metronidazole, [48]
due to bacterial mesalazine,
infection Rifamixin

182




2. Bacterially degradable formulation, a specific strateqy

Systems based on the enzymatic activity of the microbial flora are probably the most
specific systems for colonic drug release. The intestinal microflora has multiple enzymatic
activities (particularly for the degradation of complex polysaccharides like mucins or
residues of dietary fiber which are its main substrate) absent in human cells. This makes the

microflora a valuable tool for improving colon-targeting.
This concept could be divided into:

* The use of precursors cleaved by bacterial enzymes in the colon [7], [8]. But the presence

of the needed enzymes might be compromised in disease [49].

» The use of tools (coatings / matrices) susceptible to colonic bacterial enzymes (avoiding

the use of precursors).

a) The intestinal microbiota and its metabolic activity

The human colon is colonized by a dense microflora, this ecosystem is diversified
and can contain up to 1000 different bacterial species with a large metabolic potential [50]
and represents approximately 10'* microorganisms [51]. The colonic microbiota contains at
least 1000 times more bacteria than the other parts of the gastrointestinal tract. Despite some
deleterious effects (reservoir of potential pathogens), its functions are often beneficial
(symbiosis): barrier against pathogens, immunomodulation, the ability to metabolize many
substances (under anaerobic conditions which means in a different manner than in human
cells), and improves mucosal trophicity and intestinal motility. The colonic microbiome is
often presented as a virtual organ. The functions of the digestive bacteria belongs to three
types [52]:

* Metabolic functions with the production of volatile short-chain fatty acids (SCFA),
improvement of the ionic absorption and recovery, the xenobiotic metabolism, the
metabolism of bile acids and the regulation of intestinal transit.

» Protective function of the "gut barrier" by the good adaptation to available nutrients,
changes in intraluminal pH and occupation of potential sites of colonization, mainly
in the mucus layer by non-pathogenic bacteria.

» Trophic function by facilitating the proliferation and epithelial differentiation and

promoting the immune system.
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Significant dysbiosis are observed in the digestive disorders associated with
antibiotic therapy, irritable bowel disease, diarrheal outbreaks and IBD, but also in
gastrointestinal neoplasia, obesity and allergies. The therapeutic manipulations of the
microbiota may be via antibiotics but also microorganisms like probiotics or specific

substrates like prebiotics. Food can also modulate the microflora to a lower extent [53].

In the colon, oxygen is not available and the metabolism is essentially anaerobic.
Endogenous substrates are always present and the most abundant are intestinal mucins.
These high molecular weight compounds look like a bottle brush with a central protein core
and O-glycans extending in all directions like brush bristles [50]. 80% of the mucin mass are
glycans and more than 100 different glycans are observed [50]. The mucins are major parts
of the mucus layer which is a continuous protective layer on the intestinal epithelium. The
inner layer is nearly sterile and helps to guarantee the sterility of the underlying healthy
intestinal epithelium [54]. The outer layer is colonized by bacteria attached to sugar residues
of mucins. The bacteria linked to the mucus layer are members of the normal flora with a
low pathogenic potential. They occupy potentially all available binding sites which are no
longer available for other (potentially more pathogenic) bacteria. The normal flora binds to
mucins but is also able to degrade them slowly [55]. As mucins are continuously secreted by
the goblets cells, the outer layer is regularly desquamated (Figure 1). So these slowly
mucolytic bacteria will never completely destroy the mucus layer. The oligosaccharidic
chains of mucins can be of very various length, contain different type of monosaccharides
(glucose, galactose, N-acetylglucosamine; N-acetylgalactosamine, fucose, mannose) and
different types of linkage ( 0-1,2; a-1,3; a-1,4; 0-2,3; a-2,8; B-1,4 for instance) [56]. Hence
mucolytic bacteria need many different types of glycosidases to be able to cleave the
different linkages [57], [58]. All these enzymes need to be present outside the bacteria
(extracellular secretion or extracellular membrane bound enzymes), high molecular weight
mucins are unable to enter the bacteria [57]. Mucolytic intestinal bacteria of the normal flora
with a low pathogenic potential belong in humans usually to the genera Bifidobacterium,
Bacteroides, Ruminococcus and Akkermansia [55], [57], [59], [60]. Exoglycosidases will
release one monosaccharide at a time [50]. Only Bifidobacterium bifidum strains are able to
secrete also endoglycosidases mainly endo-a-N-acetylgalactosaminidase directly cleaving

glycans from the protein core [57], [60].
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a Normal mucus barrier Early in infection C Cell-surface mucin barrier d Response to infection
pathogens disrupt the barrier
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Figure 1 : Diagrammatic representation of mucins in the mucosal barrier to infection. (
a ) The normal mucosa is covered with a continuously replenished thick mucus layer
retaining host-defensive molecules. Commensal and environmental microbes may live
in the outer mucus layer but the layer ensures that contact of microbes with epithelial
cells is rare. ( b)) Early in infection, many pathogens actively disrupt the mucus layer
and thereby gain access to the epithelial cell surface. In addition, this alters the
environment for commensal and environmental microbes and opportunistic
pathogenesis may occur. ( ¢ ) Pathogens that break the secreted mucus barrier reach
the apical membrane surface, which is decorated with a dense network of large cell-
surface mucins. Pathogens bind the cell-surface mucins via lectin interactions and the
mucin extracellular domains are shed as releasable decoy molecules. Consequent to
contact with microbes and shedding of the extracellular domain, signal transduction by
the cytoplasmic domains of the cell-surface mucins modulates cellular response to the
presence of microbes. ( d ) In response to infection, there are alterations in mucins that
are driven directly by epithelial cells and in response to signals from underlying innate
and adaptive immunity. These alterations include goblet cell hyperplasia and increased
mucin secretion and altered mucin glycosylation (depicted by the color change)
affecting microbial adhesion and the ability of microbes to degrade mucus. These
changes in mucins work in concert with other arms of immunity to clear the infection
[54].

The varied exoglycosidases are also able to degrade exogenous substances, in
humans usually plant polysaccharides present in food like pectin, resistant starch and, to a
lesser extent, cellulose. The bacteria degrade these polysaccharides non digestible in the
small intestine to SCFA. These acids are resorbed by the colonic epithelium; energy is
recovered for the human body by bacterial intestinal fermentation. These interactions have
gained interest recently establishing a link between the intestinal microflora and obesity
[61], [62].

The exoglycosidases of the intestinal bacteria are able to use various substrates. They
can be a reliable tool for colon targeting when using non-digestible polysaccharides for drug

coating. Pectin and resistant starch have been used with success but structures with different
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types of linkages give a more specific approach assuring the presence of a cocktail of
enzymes only in the colonic environment. To increase the types of linkages variety,
modified polysaccharides are created but require chemical processing. They therefore have
the disadvantages of being less available and more expensive than natural polysaccharides,
and may be responsible of non-usual digestion products. Coating drugs with natural

polysaccharides offers possibilities for colon targeting without any toxic side effects.

b) Polymers specifically digested by the colonic microflora and principal
polysaccharides suitable for colon targeting.

The polysaccharidic coating should not be dissolved before reaching the colon. And
it should be slowly degraded to ensure efficient concentration of the liberated drug
throughout the colon. To ensure the integrity of the coated pellets up to the colon, it can be
necessary to mix more or less soluble polysaccharides. Addition of calcium or association

with other polymers can also decrease solubility.
The advantages of using polysaccharides are:

* Natural, abundant and cheap,

* Biodegradable,

» Non-toxic (not require toxicity study prior to use in the formulations; already commonly

used in the food industry),

* Fermentable in the colon resulting in the formation of SCFA which are rapidly absorbed in

the colon and stimulate the reabsorption of sodium and water.

For the IBD treatment, it is necessary that the chosen polysaccharides are specifically

degradable by modified intestinal flora of patients suffering from these diseases (Table 2).

Dextrins

Dextrins are polymers of glucose and the most abundant is starch. It occurs as
microscopic granules in the tissues of plant species as storage polysaccharide and it is
degraded by many different bacterial species. It is composed of two polysaccharides:
amylose and amylopectin. These compounds are usually also degraded in the small intestine
by human amylases. Amylose is an essentially linear a-glucan containing a-(1,4) bonds.
Amylopectin has a much higher molecular weight than amylose and is much more heavily
branched, with about 95 % of a-(1,4) and 5 % of a-(1,6) bonds [63]. The amount of amylose

usually present in starch is between 20 % and 35 %. Breeders have developed starches
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which contain amylose between 50 % and 80 % [63]. Only part of starch, named resistant
starch, reaches the colon and are resistant to digestion in the upper GIT. When using these
polymers, it should be checked carefully that degradation in the small intestine remains
limited. Resistant starch can be manufactured by starch modification until obtaining an
amorphous structure (amorphous amylose) which can be degraded by colonic bacteria [64]-
[68]. For this reason, glassy amylose was chosen for colonic drug delivery. Only retrograded
amylose resists to the upper GIT digestion by pancreatic enzymes [65]-[67]. Amylose has

been used in coatings of colon-specific formulations [68].

A disadvantage of amylose in film form is its swelling in aqueous media and
subsequent accelerated drug release. Pure amylose films take up considerable amounts of
water upon exposure to aqueous media. They become very permeable and the drug is
already released in the upper GIT before the distal GIT is reached. To control this swelling,
commercially available controlled release polymers (e.g., ethylcellulose EC) have been
mixed with amylose in order to prevent drug release in the stomach and small intestine. It
has been concluded that the ratio of the amylose to EC and the coating level play a major
role in controlling drug release from this system. Mixed amylose:Eudragit® coating
dispersion has also been used to delay drug release and target the colon [69]. In fact,
Eudragit® is a copolymer of ethyl acrylate, methyl methacrylate and methacrylic acid ester
with quaternary ammonium groups present as salts that make the polymers permeable. This
polymer is insoluble in water thus when it is mixed with a soluble polysaccharide, it act
decreasing its solubility. Eudragit® is not biodegradable but it hydrates in gastrointestinal

fluids independent of pH.

Another technique, to reduce the hydrophilicity of amylose is the coupling of
amylose with hydrophobic polymers. Ethyl methacrylate (EMA) was grafted onto a high
amylose starch in order to make amylose hydrophobic and increasing its resistance to
digestive enzymes [70]. To obtain high enzymatic resistance, it was necessary to use large
quantities of ethyl methacrylate. In spite of the ethyl methacrylate coating around the
amylose, the carbohydrate of amylose-ethyl methacrylate was susceptible to fermentation in

the human colon.

Dextrans are a natural class of polysaccharides with a linear polymer backbone with
mainly 1,6-a-D-glucopyranoside linkages with side chains of additional a-(1,4) and a-(1,3)-
bonds. They are resistant to the action of human amylases, but they have been found to be

degraded in human feces due to bacterial action [71]. Various drug-dextran prodrugs in
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which the drug molecule is linked to the polar dextran macromolecule remain intact and
unabsorbed from the stomach and small intestine but when the prodrug enters into the
colonic environment, it is degraded by dextranases. Dextran and 5-aminosalicylic acid

conjugates were synthesized and evaluated for drug delivery to the colon [72].

More complex dextrins can be engineered today containing different type of links
which make them resistant to human pancreatic enzymes. For instance Nutriose®, a water-
soluble and branched maltodextrin obtained from wheat starch, was shown to be particularly
promising [14], [15], [63]. Due to the presence of a-1,6 linkages and non digestible
glycoside linkages (e.g., a-1,2 and a-1,3), Nutriose® is only incompletely hydrolyzed and
absorbed in the small intestine (approximately 10-15 %). But this starch derivative is
progressively fermented to about 85 % in the colon [73], [74]. Furthermore, Nutriose® is
known to exhibit a significant pre-biotic activity, normalizing the microflora and enzyme
patterns in the colon of the patients [73]-[75]. This is of major clinical benefit for this type

of GIT diseases.

Inulin

Inulin is a naturally occurring glucofructan found in many plants like onion and
chicory. It consists of pB-(1-2) linked D-fructose molecules having a glucosyl unit at the
reducing end. Inulin is not significantly hydrolyzed by digestive enzymes in the upper GIT,
however, colonic bacteria and more specifically bifidobacteria can degrade this
polysaccharide conferring a prebiotic effect to inulin [76]. However bifidobacteria are often
decreased in IBD [77], [78]. Inulin, with a high degree of polymerization, can serve as a
biodegradable compound with Eudragit® RS to lower its water solubility [79]. Inulin can
bring the biodegradable aspect to the formulation and mixed films of inulin and Eudragit®
RS withstand gastric and intestinal fluids, which indicate that this coating system could also
serve as coating materials for colon targeting. The bacterial degradation has been shown to
depend on the hydrophilicity of the plasticizer. However, Eudragit® RS and RL in
combination with inulin made free films and have been shown more swelling and increase

permeation of drug in colonic medium rather than in gastric and intestinal fluids [80].

Pectin

Pectin is a non-starch linear polysaccharide that consists mainly of a-(1,4) D-
galacturunic acid and a-(1,2) L-rhamnose, found in the cell walls of plants. It is not digested
in the upper GIT but is completely degraded by colonic bacteria [81]-[84]. The disadvantage

of pectin is its solubility. To overcome this restriction the degree of its methoxylation can be
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modified and calcium pectinate can be prepared in order to make pectin resistant in the
upper GIT [81]. Combination of pectin and ethylcellulose have been used to coat
paracetamol tablet cores [85]. Drug release was depended on the nature and characteristics
of the mixed film as well as the composition of the dissolution medium. 5-Aminosalicylic
acid beads coated with pectin:EC were prepared and evaluated for drug delivery to the
colon. Results of this study reveals that simulated gastric fluid was found to influence drug
release (hydration and swelling characteristics of pectin), and also the ratio of pectin to EC
in the coat [86]. Pectin has also been investigated in combination with other polysaccharides
as chitosan [87], [88] and hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) [89]. And finally, a
combination of a divalent cation (Ca®*) and a cationic biopolymer oligochitosan has shown
to improve the stability of a pectin-based hydrogel systems in the literature suggesting that
these two cross-linkers may be used to eventually help improve pectin-based hydrogel

systems for colonic drug delivery methods [90].

Chitosan

Chitosan is a natural amino polysaccharide. It is obtained by the alkaline N-
deacetylation of chitin, the second most abundant polysaccharide in nature after cellulose
found in the exoskeleton of crustaceans and in fungi. Chitosan is a copolymer of N-acetyl-
D-glucosamine and D-glucosamine [91], [92]. This polysaccharide is degraded by the
colonic microflora [93], and it is not digested in the upper part of the GIT by human
digestive enzymes [94]. Chitosan is already used in oral drug formulations to provide
colonic drug delivery and these systems are discussed by various researchers [95]. Insulin
and 5-aminosalicylic acid have been administered to rats in enteric-coated chitosan capsules.
It is also considered as a promising candidate for colon targeting because of its favorable
biological properties (e.g., non-toxicity, biocompatibility and biodegradability). Recently, a
tablet formulation was developed using chitosan: guar gum as carriers in the matrix-tablet,
and then was coated firstly with inulin as inner coat, and secondly with a shellac gum as
outer coat [96]. Another innovative system consists on chitosan-Kollicoat® Smartseal 30 D

film-coated tablets has been described for drug colonic release [97].

Galactomannan

B (1-4) galactomannans occur naturally in carob seeds. Another galactomannan is
guar gum, obtained from the ground endosperms of Cyamposis tetragonolobus, it is a
galactomannan material composed of linear chains of (1,4)-p-D-mannopyranosyl units with
a-galactopyranosyl units linked by (1,6) bonds [98]. Guar gum is composed on water-

soluble part (85%, guaran), and water insoluble-part [99]. Crosslinked guar gum has been
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used as a drug matrix tablets [100], [101]. A study described the encapsulation of
cyclodextrin complexes in bioresponsive guar gum microspheres to improve solubility and

enhance colonic delivery of reduced bromonoscapine [102].

Alginate

Naturally present in seaweed, alginates are polymeric blocks of (1-4) linked B-
mannuronate and a-guluronate. Like pectins, gel forming is only possible when the structure
is modified by addition of Ca®* ions. The gelation of alginates can be induced by adding
Ca®* ions because alginates do not gel since they have poly (L-guluronic acids) which are
rigid. 5-aminosalicylic acid has been sprayed on calcium alginate cores for the use in
targeted drug delivery system [103]. These beads were coated with different percentages of
enteric coating polymer and/or sustained release polymer (Eudragit® L 30D, Aquacoat).

Alginate beads were also coated with dextran acetate [104].

Arabinoxylan

Arabinoxylans are naturally present in Psyllium, they consist of B (1-4) linked D-
xylose with attached arabinose moieties. This polysaccharide is not degraded by human
digestive enzymes but by colonic microflora bacterial enzymes to form SCFA [105]. It is
thus already used for these dietary effects but no documented study shows the use of this

polysaccharide as coating formulation for colonic release.

Chondroitin sulfate

The only polysaccharide of animal origin used for colonic delivery is chondroitin
sulfate. It contains a-glucuronic acid linked to sulfated N-acetyl-galactosamine. It is soluble
in water and cross-linking is necessary to be effective in colon drug delivery. Chondroitin
sulfate can be used as a carrier for colon targeted delivery of bioactive agents. In contrast to
natural chondroitin sulphate, which is readily water-soluble and not able to prevent drug
release in the upper GIT, cross-linked chondroitin sulfate will be less hydrophilic and thus
will provide a better drug controlling in the stomach and small intestine. Cross-linked
chondroitin sulphate in matrix formulations with indomethacin as a drug carrier has been

investigated to control drug release in the colon [106].

V.Bansal et al. described other mono-, di- and polysaccharides potentially used for
colonic targeted drug release as cellulose, hyaluronic acid, cyclodextrin or scleroglucan, but

their use remains anecdotal [99].
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In conclusion, polysaccharides suitable for colon drug delivery mediated by the
intestinal microflora should either contain monosaccharides or show linkages not digested
by human enzymes. These polysaccharides should be fermented by several types of
microorganisms in order to guarantee the free set of the drug in different conditions (with or
without inflammation) and to avoid release decrease because specific bacteria are

diminished in disease like bifidobacteria in IBD.
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Table 2: Summary of polysaccharides used for drug colonic targeting

Chondroitin sulfate
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I11. In vitro test methods

1. General use devices

Dissolution devices described in the European Pharmacopoeia (and United State
Pharmacopeia, USP) are standardized and can be applied easily. These devices are divided
in four groups: the basket apparatus (apparatus I), the paddle apparatus (apparatus Il), the
reciprocating cylinder (apparatus I11) and the flow-through cell (apparatus 1V) (Figure 2).
These devices have standard dimensions, with a defined dissolution medium volume and a
level of agitation calibrated. These characteristics make their use more legitimate and allow
comparison with others results of formulations release. The baskets apparatus is often used
in the case of multiparticulate formulation (pellets for example) or with formulations which
present the characteristics of floating or sticking to the vessels walls and therefore would no
longer be in contact with the dissolution medium [107]-[112]. Paddle apparatus is the most
widely used technique and has the advantage of being easy to implement [10], [113]-[120].
The volume of medium used is about 900 ml with paddle apparatus. The reciprocating
cylinder apparatus is a device that mimics better digestive peristalsis movements than
rotational movements of the paddles [15], [121]. Programmable devices exist such as
Biodis® that allow setting up changes of dissolution media and levels of agitation. The
volume of medium used is about 200 ml with the BioDis® apparatus. Finally, the flow-
through cell allows testing the release of formulation with a constant renewal of dissolution

medium [12], [122], which is not the case with the other devices previously described.

Sink conditions have to be maintained. These are the conditions for making a valid
dissolution test, that is to say, the use of a sufficient dissolution medium volume to avoid

saturation effect and a modified formulation drug release.
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Figure 2: Dissolution devices described in the European Pharmacopoeia and USP. a)
USP | apparatus, or the basket apparatus; b) USP Il apparatus or the paddle
apparatus; c¢) USP 11l apparatus or the reciprocating cylinder apparatus and d) USP
IV apparatus or the flow-through cell.

There are devices for the in vitro drug release test methods for colon targeted
formulations that consist on a simple vessel containing the dissolution medium in a heating
and stirring chamber copying physiological conditions (temperature and digestive
peristalsis). Such a technique is used in the case of nanoparticles release or release of
formulations requiring a low volume of dissolution medium which is not compatible with
the apparatus described in the European Pharmacopoeia or USP. This technique has the
disadvantage of not being standardized by using containers of different sizes in which

stirring of the medium can be different and can lead to variations in drug release results.
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2. Gut’s compartment simulation

a) Gastric conditions simulation

The gastric conditions are most often simulated by the use of an hydrochloric acid
solution HCI 0.1 M with pH 1,2 [123]. The agitation rate is 100 rpm with the paddle
apparatus instead of 10 rpm with reciprocating cylinder apparatus. The dissolution medium
is maintained at 37°C to mimic the physiologic conditions. The gastric simulating time is
commonly fixed at two hours but European and United States Pharmacopeia don’t
recommend any specific time. In some studies, gastric enzymes are used such as pepsin
[121].

b) Small intestine conditions simulation
Small intestine conditions are less well defined. Indeed, the ileal compartment may
be divided into different compartments (the duodenum, the jejunum and the ileum) with pH
selected to mimic these conditions which can vary from 5,5 to 7,5. European Parmacopeia
[123] recommend to test dissolution for buffer stage in phosphate buffer with pH 6,8. Some
studies break up completely the the small intestine crossing in different times and pH (table
3).

Simulated GI segment Exposure time Release medium pH
Stomach 2h 0.1 M HCI 1.2
Duodenum 0.5h Phosphate buffer (Eur. Pharm. 5) 5.5
Jejunum-ileum 9h Phosphate buffer (USP 30) 6.8
Caecum 0.5h Phosphate buffer (USP 30) 6.0
Proximal colon 6h Phosphate buffer (USP 30) 7.0
Distal colon 18 h Phosphate buffer (USP 30) 7.4

Table 3: Dissolution media used to simulate the gradual increase in pH along the
gastrointestinal tract [15]

In some studies, small intestine enzymes are used such as pancreatine or extracts
from rats intestine [121]. Transit time in the small intestine may be also very variable across
studies. Indeed, some studies put the formulation in contact with the intestinal simulating
fluid for 2 hours [10] while others go as far as 9 hours [15]. The simulated transit time in the
small intestine can be chosen depending on whether the author wants to mimic standard
conditions (3h) or extremes conditions (9h) found in digestive diseases.The agitation rate is
100 rpm with the paddle apparatus instead of 5 rpm with reciprocating cylinder apparatus.

The dissolution medium is maintained at 37°C to mimic the physiologic conditions.

Formulations releasing much of the tested drug during these first two steps are

usually not tested under colonic conditions as they do not respond to the aim of the work.
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c) Colonic conditions simulation
The colonic conditions are most often simulated by the use of medium with pH 7,4.
European Pharmacopeia doesn’t recommend any specific medium. Thus, many techniques
are then used. The analysis time in colonic conditions are not standardized. It can range from
10h [124], 14h [125], 18h [94], [126], [127], 19h [94], [118], [119], [128], [129], 20N[10], to
21h [130] depending on studies.

Phosphate buffer

Pure phosphate buffer

Some teams use only phosphate buffer whose pH range from 6.8 to 7.5 [131]—-[133].
This technique can be used legitimately when tested formulations are time-dependent or pH-
dependent. But some studies claiming to test formulations sensitive to colonic bacterial
enzymes using a colonic simulating medium only composed by phosphate buffer pH 7.4. It
is unreasonable to prove a colonic targeting of these formulations by this method because it

mimics a single colon's physical criterion, the pH.

Chitosan-prednisolone conjugate microspheres have been coated with Eudragit® L
100 and evaluated in vitro at different pH levels [134]. Microspheres coated with Eudragit®
are able to protect drug in simulated gastric fluid but once the pH increased to 6.8 the release

rate of the microspheres increased significantly.

This technique is not very specific. Indeed, the formulations with a targeted release
in the colon serve in general to treat colonic pathologies. These are often associated with
disruption of transit time or pH of the different gut's compartments (particularly due to a
bacterial imbalance). Thus, simulating the colonic medium with a buffer solution is too

simplistic since microbial enzymes are not present.

Phosphate buffer with colonic bacteria enzymes

From the moment on bacterial or enzymatic colonic conditions want to be respected,
it is necessary that the dissolution medium used is anaerobic and that must be the case until
the release test ends. Thus, the medium is placed in the anaerobic chamber or dissolution
flasks that maintain this environment. Some teams use phosphate buffer in whom they add a
single or multiple bacterial enzymes usually present in colon [135], [136]. Enzymes such as
B-galactosidase [124], [125] are artificially added to the medium in quantity randomly
determined. Mesalazine-tablets coated with amylose:EC blends have been also investigated

exploiting gastrointestinal bacterial enzyme (a-amylase) to trigger mesalazine release from
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amylose-based systems [137]. The performance of amylose:EC coated formulation (ratio 1:1
and 15 % coating level) has been evaluated in vitro with four commercial amylase enzymes
and fresh fecal sample in phosphate buffer [6] (Figure 3). From the results of in vitro studies
it was concluded that amylose:EC coatings could suppress drug release in the upper GIT
depending on the coating thickness and also on the polymer:polymer ratio. Contrary to
immediate release formulation in which the drug rapidly released and absorbed into the
blood stream, enteric formulation delayed drug until they come into the small intestine (most
of them), but the amylose based coating retarded the drug release until the pellets had

reached the colon.

—&— Enzyme system
—&— Faccal system
—a— Control

Drug released (%)

0 4 8 12 16 20 24
Time (h)

Figure 3: 5-Aminosalicylic acid release from amylose—ethylcellulose coated pellets in
batch culture fermentation systems (enzyme and faecal) and control (mean£S.D.) [6]

Several works studied the drug release from enteric-coated calcium pectinate
microspheres or combine of pectin, Eudragit® RS and Eudragit® RL in the matrix of pellets
in pH 7.4 phosphate buffer in the absence or presence of 0.375 mL or 0.6 mg/mL
pectinolytic enzymes [138]—-[140]. Drug release from alginate beads coated with dextran
acetate [104] was significantly faster in presence than in absence of dextranase. The use of
enzymes that specifically degrade the coating of the formulation or split the links of prodrug
is artificial. Indeed, it is certain to observe a drug release effect in these simulated colonic
conditions. No studies have determined the presence and amount of these enzymes really
present in the colon of patients suffering from digestive pathologies. In these studies, the
medium'’s pH chosen is a compromise between the simulated colonic pH and the optimum
pH for enzyme activity. In patients with digestive diseases, enzymes can be present in

smaller quantities, absent or inactive, because of a different digestive pH.

Phosphate buffer with rats’ caecal content

Phosphate buffer inoculated with rats caecal contents is often used to mimic colonic

conditions. To achieve this artificial colonic medium, rats were sacrificed and the caecal
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content is retrieved. In these studies, the medium contains 2% [10] [118], [129], 3% [94],
4% [124], [128], [141], 8% [142] or 33% [125], [126] of caecal content. Some teams
practice "enzyme induction” [10], [118], [127]-[130], [141] by imposing a specific diet to
rats. This diet is enriched or rats are fed by intubation [94] with a substance of interest for
which degradation is desired (component of coating or in formulation core). The changing of
feed causes an overproduction of enzymes guided against this substance. Thus, the rat caecal
content is enriched in enzymes that accelerate the drug release of the formulation. This
method is slightly rigged and doesn’t correspond to the normal drug release conditions.
During the caecal content preparation, some methods include steps of filtration and
sonication [10] to eliminate bacteria in medium and keep only the excreted enzymes.
Sonication can be used to access to intracellular bacterial enzymes. Similarly, this technique
digresses from real drug release conditions where formulation is in contact with bacteria and

enzymes induced.

Eudragit® S-coated pectin microspheres of 5-fluorouracil have been evaluated for
colonic release in order to reduce drug’s side effects caused by absorption in the upper GIT
part. As expected, drug release could be suppressed in simulated gastric fluid and triggered
at pH 7.4. A matrix-tablet formulation based on chitosan: guar gum composition and coated
firstly with inulin as inner coat, and with a shellac gum as outer coat [96] was investigated
and drug release from this formulation was controlled in gastric and intestinal fluids,
however, it was found to be enhanced in the presence of rat caecal contents. In vitro
indomethacin release upon exposure to phosphate buffer with and without rat caecal content
has shown that the faster drug release depended on the biodegradation action of bacterial

enzymes [143].

Finaly, a study has even used the goat caecal content, following the same procedure
than with the rat one. “Whole gastrointestinal tract of goat was commercially collected from
the slaughter house immediately after sacrifice of goat and was stored in physiological
solution (previously bubbled with CO2) at 8°C before use. 900 ml of goat caecal content

was taken into the beaker of dissolution apparatus”[144] (Figure 4).
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Figure 4: Percent of 5-FU released from compression coated tablets (n=3) of Assam
Bora rice starch coat in in-vitro release study with goat caecal content (F1-F5) and
without caecal content (C) [144].

In Paharia et al. in vitro drug release study in the presence of rat caecal content have
shown that there are no/slightly difference between the release profile in the presence and

absence of caecal content [10].

Phosphate buffer with rats’ fresh faeces

Other studies use rat feces instead of the caecal contents [145]. The stool contains
representative bacteria of the colonic bacterial population and are easier to obtain than the
caecal content. Nevertheless, the stools are dryer and can have a pH different than caecal
content, which can cause a modulation in the bacterial population's variety and a decrease in
the survival of bacterial strains if the sample collection and their use are not fast enough.
Techniques using animals caecal contents or animals feces are interresting and relatively
easy to implement, however, they remain distant from physiological conditions of drug
release. The human colonic microflora is different from that found in animals one. Nutrients
and enzymes found from these animals colon must also be very different from the human
caecal environment. Thus, this method is still not the most suitable for the human colonic
conditions simulation as microflora is genus-specific and rather different in various animal

species and humans.

Phosphate buffer with human fresh faecal sample

Coated 5-aminosalicylic acid pellets with amylose:EC in a ratio of 1:4 (w/w) have
been shown to be resistant to gastric and intestinal fluids but fermentable by human colonic
bacterial enzymes [68]. In this study, a preparation of faecal sample has been homogenised
in anaerobic phosphate buffer pH 7,0 and, after centrifugation, the cell free supernatant

fraction has been used to test the drug release from formulation. Basit et al. evaluated the
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colonic release of theophylline loaded pellets coated with an amylose:ethylcellulose blend at
a ratio 1:3 and 20% of coated level [146]. The in vitro drug release study has been perfomed
in colonic simulated medium consisting on faecal samples collected and pooled from three
healthy volunteers and diluted to 10% by homogenising with pH 6.8 phosphate buffer
(Figure 5).
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Figure 5: In vitro theophylline release in control conditions (pH 6.8 phosphate buffer)
and colonic conditions (pH 6.8 buffer inoculated with 10% w/w human faecal
material).

Methods using healthy volunteers faeces are not the best suited for the simulation of
colonic drug release systems. Patients suffering from colonic pathologies potentially have

bacterial flora, pH, and a colonic transit time modified.

Phosphate buffer is not a culture medium, no bacterial growth will occur and only
enzymes already present can act. But enzymes for polysaccharide breakdown are often
inducible (this is best known for the genus Bacteroides). The induction does not take place

without bacterial growth.
Culture medium

Culture medium with rats’ fresh faeces

Sometimes culture mediums are used to enhance the bacterial growth and their
enzyme production. In Sharma R. et al. study, culture medium was inoculated with rats
faeces to grow colonic bacteria present in the feces and study the drug release from prodrug
through the action of azoreductases [147]. The culture medium should be adapted to the
predominant bacterial genera found in humans which is not found systematically in the

literature.
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Culture medium inoculated with pure cultures of human colonic bacteria

Some studies used a dissolution medium consisting on a culture medium inoculated
with one or several bacteria present in the human colon. The bacteria used must be able to
growth under anaerobic conditions, be present in large quantities in the colon and preferably
must have a low pathogenic potential. Araujo V. et al. have used for example a strain of
Escherichia coli cultured in Luria-Bertani Broth [148]. The choice of E. coli may be biased
because this bacterium grows in aerobic and anaerobic conditions, thus, its cultivation is
facilitated (particularly in the study where the release test is carried out under aerobic
conditions with a suitable medium) and its potential degradation of polysaccharides-coating

is important and known.

Culture medium with human fresh faecal sample

To get closer to the human physiological conditions, healthy human fresh faecal
sample can be used [121]. The use of the whole stools allows testing the action of the
bacterial mixture present in these stools. Bacterial interactions are possible, the growth of
one type can favor the others growth. To accurately mimic colonic conditions of patients
treated by the colon targeted drug release formulations, stools of patients suffering from
digestive diseases such as IBD can be used [121]. Y.Karrout et al. [7], [15] have tested
Eurylon 6 HP-PG:ethylcellulose or Nutriose:ethylcellulose (a hydroxypropylated and
pregelatinized high amylose starch) film coating pellet with culture medium inoculated with
faecal samples from IBD patients (Figure 6). The conclusion of this study was that the
presented drug delivery system is adapted to the pathophysiological conditions in

inflammatory bowel disease patients.
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Figure 6: 5-ASA release from pellets coated with Nutriose:ethylcellulose blends (the
ratio is indicated in the figure) at 15 or 20% coating level under conditions simulating
the transit through the entire GIT, with fecal samples from inflammatory bowel
disease patients. The dipping speed was 10 dpm. For reasons of comparison also drug
release in culture medium without fecal samples is shown (dotted lines) [15].

Faeces samples must be placed in an anaerobic atmosphere and used as soon as
possible to maintain the colonic microflora intact. The drug degradation by colonic luminal
flora composition have been evaluated by Tannergren C. et al [149]. In this study, fresh
human, rats and dogs feces are used and placed in anaerobic chamber within 10 minutes and
used within 30 minutes after sampling. These faeces are prepared in physiological saline and

incubated in anaerobic chamber stirring.

The method, which seems to be the most realistic, is the use of medium inoculated with
patient faeces that would recreate the dissolution medium closest to the human colonic
medium. Bacteria in the human faeces are those, which are found in greater amounts in the
colon. The culture medium used to represent the nutrient compound colonic environment but

also other components such as mucin in the colon's light.

3. Continuous culture system: the example of SHIME

There are very complex systems to simulate the entire gastro-intestinal tract from the
mouth to the colon. These systems can mimic the environment of the various compartments
of the GIT with their specificities as pH, nutrients content, enzymes and bacteria. The
Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem (the SHIME system) is an example of

this system. This simulator consists on an ecosystem, a dynamic model scientifically
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validated, composed of 5 reactors simulating sequentially the stomach, the small intestine,
and the three regions of the large intestine (ascending, transverse and descending colon). A
control of environmental parameters allows obtaining complex and stable microbial
communities, approaching the physiological structure and function of the gastrointestinal

microbiota. The faecal sample of one healthy donor is inoculated in the model (Figure 7).
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Figure 7: Scheme of the SHIME system

This system allows studying the metabolic fate of dietary compounds or
pharmaceutical products in the digestive tract. The large disadvantage of this method is the
equilibration time. Indeed, it requires two-week of stabilization [150]. The total anaerobe
counts in the colon stage were 1.1.10% CFU. mL™, the total aerobe concentrations were
2.25.10" CFU mL-1 and included enterobacteria, bifidobacteria, enterococci, staphylococci
and clostridia. This colon digest was maintained between pH 5.9 and 6.3, as observed in the
human ascending colon, incubated at 37 °C and stirred at 150 rpm for 18 h. The headspace
of the SHIME was regularly replaced with nitrogen gas to maintain anaerobic conditions.
This system can be used to evaluate the prebiotic activity of substances [151], [152]. In this
study, the SHIME colonic vessels were inoculated with a faecal sample of a young adult
male volunteer with no history of antibiotic treatment or colonic disorders 6 months prior to
the study. The freshly voided faecal sample was diluted and homogenised with phosphate
buffer. After the stabilization phase, colonic compartments underwent treatment with fructan

and the effects on the bacterial flora were investigated.
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This simulator is widely used to study the effect of a particular diet or medication on
intestinal microbiota or conversely, to study the release of drug formulations in the
gastrointestinal tract. But this system is very complex. Environments of each compartment
can be very different between studies and harmonisation remains difficult to obtain.
Moreover, it is difficult to simulate a standard gastric contents. It will remain very different
between each individual and period of the day. The gastric content fixed composition can

have a reverse effect, to disgress from physiological conditions.

There are derivatives of SHIME system with simplified systems with a reduced
number of reactors [153], [154] or more complete one with the Twin SHIME [155] in which
two SHIME systems are executed in parallel to perform comparison between different

products or with placebo.

The disadvantages of this complex system are the analysis of only one fecal sample
which take about three weeks due to the long-lasting stabilization period. The bacterial
communities will be selected by the substrates introduced in the reactor which are not the

same as the complex substrates ingested in human diet.

IV. Invivo methods

1. Animal models
Animal models for oral administration drug release studies are numerous and can go
from mice through rats, to dogs [115] or goats. These models can be selected based on the
drug, the formulationor the targeted digestive compartment. There are healthy animal
models and animal models suffering from digestive diseases, such as colitis induced by
TNBS (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid) [145]. The formulation administration to animals
can be directly through diet or through a cannula or tube feeding directly into the stomach.

After administration, there are different methods to study drug release.

Animals may receive pretreatment which induces the enzymes production that
improve the drug release from formulation. Rats can receive treatment consisting on a
dispersion of pectin once a day for 7 days prior to administration of a formulation coated
with pectin and ethylcellulose [116], [124].

The evaluation of in vivo drug release in animals' colon can be studied by various
techniques such as the celiotomy, kinetic blood study, histopathological features monitoring

or imagery technics.
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f) Celiotomy

Celiotomy can be used to evaluate the gastro intestinal transit. Formulation's transit
can be studied counting the number of formulation present in the stomach at a defined time
[116]. This technique requires the sacrifice of many animals, it is therefore not the reference

technique for the study of drug release from dosage formulation.

g) Kinetic bloord study

Blood samples at regular time can be achieved in animals and the drug assays can
determine the amount of drug released and absorbed [40], [115]. This technique has the
advantage of measuring the amount of drug absorbed. Indeed, drug can be released in gut
but not absorbed and does not reach the blood. The limits of drug quantity analysis in the
blood would be those of analytical techniques. The separative chromatographic methods are
used to determine drug concentration in a complex media such as blood plasma. However,
these techniques are not always very sensitive and their limit of quantification is often
highter than the drug concentrations present in the body in vivo. More sophisticated and less
accessible techniques, such as mass spectrometry, are often required to perform this type of
study. Another limitation may be the drugs enzymatic degradation by enzymes of plasma
and intestinal enzymes that transform the drug molecules prior to their absorption across the

intestine wall.

h) Histopathological features

Monitoring the disease evolution, the symptoms and weight of the animal, can assess
the drug release [145] The course of the disease can also be studied by observing the

evolution of biochemical or histological parameters such as dosing cytokine or markers.

Histopathological features can be assessed after animal’s euthanasia with
microscopical studies. This technique requires the sacrifice of many animals, it is therefore
not a reference technique for the study of drug release from dosage formulation. The results
of these techniques have the advantage that they could be analyzed in blind to avoid

subjectivity.

i) Imagery

X-ray imaging or radiolabeled molecules [156] can be used in the administred
formulation to follow the drug release evolution. The use of imaging tools require special,

innovative, expensive equipments and specific training is often needed.
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Chitosan-Ca-alginate microparticules have been prepared and characterized to
deliver 5-aminosalicylic acid to the colon after oral administration [157]. Dissolution and
biodistribution studies of **I-labelled 5-aminosalicylic acid after oral administration of
these microparticles to rats have shown an intensive mucoadhesion and controlled colon-

specific delivery [158].

The disadvantage of this method is that imaging in small animals is not very precise

and it is difficult to differentiate a colonic drug release and ileal drug release.

The in vivo test on animals most often associated some of analysis methods described
previously. Y.Karrout et al. [159] prove the superiority of a proposed microbiotal sensitive
film coatings based on Nutriose:EC and peas starch:EC for colon targeting in vivo, in rat and
mice models. Numerous methods have been used to test the effectiveness of these new
formulations including macroscopic and histological evaluations, the monitoring of
inflammatorion markers, the real-time PCR analysis of HMGCS2 mRNA and PPAR-y
MRNA, the N-acetyl 5-ASA plasma level and the monitoring of PPAR-y activation
(Figure.8).
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Figure 8: n vivo activation of PPAR v in transgenic mice receiving Nutriose:EC coated
pellets or Pentasa pellets orally during 4 days. The receptor activation was measured
via bioluminescence emission on day 0 (D0), day 2 (D2) and day 4 (D4). The color scale
indicates the degree of activation. In one row, the same two animals are shown in each
picture. The diagram plots the relative amounts of emitted photons as a function of
time for the two mice groups [159].

All these techniques are intended to prove the colonic drug release and show anti-

inflammatory efficacy of drug.

Animal models constitute an unavoidable step in modeling colon targeting but
important differences exist between human and animal colonic microbiota. While in humans
bifidobacteria and Bacteroides predominate, lactobacilli are usually found at high levels on
the intestinal mucosa of mice and rats. They also display high levels of glycosidases, but
structure and activity of these enzymes are not well known and different of the human

colonic microbiome.

2. Human in vivo method

Clinical trials on healthy volunteers and patients suffering from digestive diseases are
complicated to implement because of strict regulations. There is a request for authorization
to conduct clinical trials on humans that must be requested nearby health authorities, with a
passage at the person protection committee. There is especially clinical trials drug
formulations that must be manufactured in pharmaceutical facilities and not in research

laboratories. Thus, collaboration with pharmaceutical industry are beneficial to be able to
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reach this level of formulation evaluation. That is why not much in vivo studies of colonic

release in humans are described.

a) Assays in physiological fluids or contents

Blood, serum, urine, intestinal content or stool's assays can be performed in healthy
volunteers [160] or patients suffering from gastrointestinal diseases to assess the

pharmacokinetics of administered drugs.

A formulation which provides improved controlled targeted release of an oral
administration of prednisolone sodium metasulphobenzoate to the colon has been developed
in order to decrease systemic absorption and consequently low risk of systemic adverse
events of corticosteroides. The formulation comprises prednisolone sodium
metasulphobenzoate surrounded by glassy amylose:EC (ratio from 1:3.5 to 1:4.5) plasticized
with dibutyl sebacate [161]. The formulation has shown that the drug delivery starts when
the dosage form arrives in the colon. An EC:glassy amylose surrounded formulation is now
available as COLAL®, which has been used to coat pellets containing the corticosteroid
prednisolone sodium metasulphobenzoate (COLAL-PRED®; Alizyme Therapeutics Ltd,
Cambridge, UK). This product has achieved successful Phase Il clinical trial results [162]
and is now in phase Il clinical trials for the treatment of moderate to severe ulcerative

colitis.

The use of biological drug content assay is quite easy to implement but don’t
materialize exact location of drug release. A drug released in the small intestine or in the

colon can reach the blood compartment at the same time if the transit time is disturbed.

b) Radiography and scintigraphy

Labeled molecules on X-ray imaging can be used in the administred formulation to
follow the drug release evolution [117]. Radiolabeled molecules can be used in the
administred formulation to follow the drug release evolution by scintigraphic images [12],
[113], [163] (Figure 9). Scintigraphy is a medical imaging method which proceeds by the
administration of radioactive isotopes to produce a medical image by detecting the y
radiation emitted by these isotopes after uptake by the organs to be examined. The
advantages of scintigraphy are observing the drug release from the formulation under normal
physiological conditions and with a non-invasive technique. The difficulty of this technique

is to find a labeled molecule (which can be detected when the scintigraphic examination)
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that behaves in the same way as the drug of interest, that is to say which has the same

physicochemical properties.

J.
=

(a)

5

(c)

Figure 9: Scintigraphic images of key events in the Gl transit of the Geometrically
Long Absorption Regulated System tablet in Subject 003: (a) 60 min, tablet located in
stomach; (b) 180 min, image at which GE confirmed, tablet in small intestine; (c)
330 min (onset of radiolabel release, tablet in ascending/transverse colon) and (d)
765 min (complete radiolabel release, tablet in descending colon). Outlines of stomach
and colon are drawn for visualisation only. The white circle represents the radioactive
marker on the subject's chest [164].

Using gamma camera pectin-coated tablets disintegrate during transit in the colon
[12]. Pectin/chitosan and HPMC mixtures have been investigated as a film coating system
for colonic delivery, forming in situ polyelectrolyte complex between pectin and chitosan
[88]. In vitro and in vivo investigations were carried out using such systems. Radiolabelled
(®™Tc) tablets were coated with a 3:1:1, pectin:chitosan: hydroxypropyl methylcellulose
film, administered to human volunteers and the gastro-intestinal transit of the tablets was
assessed by gamma scintigraphy. A Guar gum-based formulation has been evaluated in

healthy human volonteers, with gamma scintigraphic study [101].

The imaging methods allows visualizing the location of drug release. However, these
techniques must be associated with drug blood assays, monitoring of the symptoms

evolution and possible studies of the effect of the formulations on colonic bacterial flora.
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V. Conclusion

Strategies used to target the drug release in colon are diverse but the use of
bacterially degradable formulations seems to be the most specific. The methods used for
testing the drug release from these forms are numerous and diverse. M.M.Patel [16] gets, in
his literature review concerning the targeted release of colorectal cancer treatment, the
formulations recently developed depending on the technology used: coatings pH dependent,
time-dependent but mainly the sensitive to bacterial enzymes formulations. In this review,
M.M.Patel described the different release test methods used. The use of colonic bacteria or
colonic bacterial enzymes appear to be essential to simulate the colonic compartment and
show a specificity of colon targetted drug release formulation. It is essential to integrate a
bacteriological aspect (bacterial count and identification) in the galenic's researches on
colonic drug release because the greatest colon feature is its specific and varied microbiota.
Pharmacopeias do not describe a standard method. However homogenization practices
would be able to compare test results from different release colonic drug release formulation

and help the development of new medicines.
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Annexe 2:

Is the microbially-triggered
colon —targeting strategy still
efficient in patients treated by

antibiotics?
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I. Introduction

Especially in chronic diseases such as chronic inflammatory bowel disease (IBD),
the patient’s compliance to follow a lifelong treatment is important [1], [2]. The available
medications for these pathologies are administered rectally, orally or by injection [3]. In an
environment where individualized and targeted therapies are of interest, dosage forms are
developed, which deliver the drug as close as possible to the target site. Thus, Colon targeted
release aim intestinal disorders such as IBD [4], colorectal cancer [5], or constipation. This
strategy is used to orally administer the dosage form in order to obtain localized colonic
effects, especially when rectally inaccessible locations need to be reached. Finally, the doses
of targeted dosage forms are adapted and lead to an increased effectiveness and a decreased

risk of adverse events (AE) associated with systemic premature release.

Colonic release is achieved by pharmaceutical formulation technics which minimize
the drug release during the transit in the upper gastrointestinal tract (UGIT: stomach and
small intestine) and followed by free-set in the colon. Many strategies exist to drive the
dosage forms unaffectedly into the colon, by using specific physico-chemical parameters of
the different gastrointestinal compartments [6]. However, the approach of applying coatings
which are sensitive towards bacterial enzymes seems to be the most specific. These coatings
are usually composed by natural or modified polysaccharides [7] (indigestible by human

digestive enzymes) fermented by colonic bacterials.

The development of new therapies for colonic drug release is slow and there are only
few products on the market. In order to test their release, it is necessary to simulate each
gastrointestinal compartment, therefore different methods, more or less close to the
physiological conditions [8], are already in use, however, no standard is yet validated. Y.
Karrout et al. have studied three commercialized products (Pentasa®, Asacol® and
Lialda®), and have shown a significant drug release on the UGIT (more than 50% in the
stomach for Pentasa® and more than 50% in the small intestine for Asacol®). The Lialda®,
contrary to the others, releases drug neither in the UGIT (less than 10%) nor when the

formulation is put in contact with a culture medium inoculated with feces of patients [9].

In this study, we have conducted a screening of polysaccharides that may have an
interest in the development of new colon targeted dosage forms. A first selection was made
in media simulating the UGIT and following drug release. Promising formulations with a
low level of premature drug release were then tested in simulated colonic fluid consisting of

culture medium inoculated with IBD patient’s feces treated with antibiotics or not and a
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selection according to their rate of colonic release was performed. The two best formulations
selected were tested with multiple fecal samples from patients in order to show the
reproducibility of the release test implementing these conditions simulating an inflamed
colon. Statistical tests were performed in order to compare the release of the two
formulations but also the drug release rates obtained with the feces of patients which are
treated or not with antibiotics. During the dissolution test under colonic conditions, bacterial
growth has been studied in order to check the effect of the polysaccharides-coating
composition on the colonic microbiota. Also, some bacteria in feces samples from patients
have been isolated and tested individually or in bacterial mixtures to study the possibility to
use a bacterial mixture as substitute of fresh fecal sample from patients to test colonic drug

release from new targeted colonic release formulation.

I1. Materials and methods

1) Materials

5-Aminosalicylic acid (5-ASA; Sigma—Aldrich, Isle d’Abeau Chesnes, France);
Inulin (BENEO GmbH, Mannheim — Germany); Actistar (C-Actistar 11700, tapioca
maltodextrin, Cargill, Haubourdin, France); PenFibeRS (food grade modified resistant
potato starch, Penford Food Ingredients Co, Centennial, United States); CPharmGel
(CPharmGel 03302, pregelatinized maize starch, Cargill, Haubourdin, France);
microcrystalline cellulose (Avicel PH 101; FMC Biopolymer, Brussels, Belgium); bentonite
and polyvinylpyrrolidone (PVP, Povidone K 30) (Cooperation Pharmaceutique Francaise,
Melun, France); aqueous ethylcellulose dispersion (Aquacoat ECD 30; FMC Biopolymers,
Brussels, Belgium); triethyl citrate (TEC, Morflex, Greensboro, USA); Columbia blood
agar, extracts from beef and yeast as well as tryptone (=pancreatic digest of casein) (Becton
Dickinson, Sparks, USA); Icysteine hydrochloride hydrate (Acros Organics, Geel, Belgium);
McConkey agar (BioMerieux, Balme-les-Grottes, France) cysteinated Ringer solution
(Merck, Darmstadt, Germany); APl 20E system (BioMérieux , La Balme -les -Grottes |,

France)
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2) Preparation of drug-loaded pellet cores
Drug-loaded pellet cores (diameter: 710-1000 upm; 60% 5-ASA, 32%

microcrystalline cellulose, 4% bentonite, 4% PVP: Polyvinyl Pyrrolidone) were prepared by

extrusion and spheronization. The powders were blended in a high-speed granulator
(Lodige, Paderborn, Germany) and purified water was added until a homogeneous mass was
obtained (41 g of water for 100 g of powder blend). The wetted mixture was passed through
a cylinder extruder (SK M / R; Alexanderwerk, Remscheid, Germany). The extrudates were
subsequently spheronized at 520 rpm (Spheronizer model 15; Calveva, Dorset, United
Kingdom) and dried in a fluidized bed at 40°C for 30 min (ST 15; Aéromatic, Muttenz,
Switzland). The size fraction “710-1000 um” was obtained by sieving [10].

3) Preparation of coated pellets

Polysaccharides were dissolved in purified water (5%, w/w). The aqueous
ethylcellulose dispersion was plasticized overnight with 25 % triethyl citrate (w/w, based on
the polymer mass) under magnetic stirring and diluted with the polysaccharide solution to
15% (w/w) polymer content 30 min before to coating. Polysaccharide and ethylcellulose
were blend at a ratio of 1:2, 1:3, 1:4 or 1.5 (w/w, based on the non-plasticized polymer
drymass). The drug-loaded pellet cores were coated in a fluidized bed coater equipped with
a Wurster insert (Strea 1; Niro, Aeromatic-Fielder, Bubendorf, Switzerland) until a weight
gain of 15 and 20% (w/w) was achieved. Process parameters are as follows: the temperature
of the incoming air: 39 £ 2 ° C, temperature of the coating: 39 + 2 ° C, spray speed: 1.5t0 3
g / min, spray pressure: 1.2 bar, the diameter of spray nozzle: 1.2 mm. After coating, the

beads were further fluidized for 10 min and subsequently cured in an oven for 24 h at 60 °C.

Table 1 shows the different formulations developed from 5-ASA loaded pellets and
coated with a blend of polysaccharide and ethylcellulose with different ratios and varying

coating levels.
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Formulation : Ratio : :
Polysaccharides | Polysaccharide: Coating Level
Name
Ethylcellulose
F1 Inulin 1:4 20%
F2 Inulin 1:5 20%
F3 Actistar® 1:4 20%
F4 Actistar® 1:3 15%
F5 Actistar® 1:3 20%
F6 Actistar® 1:2 15%
F7 Actistar® 1:2 20%
F8 PenFiber® 1:4 15%
F9 PenFiber® 1:3 15%
F10 PenFiber® 1:3 20%
F11 PenFiber® 1:2 15%
F12 PenFiber® 1:2 20%
F13 CPharmGe®I 1:4 20%
F14 - 0:1 15%
F15 - 0:1 20%

Table 1: Formulations composition.

4) Preparation of culture medium

Culture medium was prepared by dissolving 1.5 g beef extract, 3 g yeast extract, 5 g
tryptone, 2.5 g NaCl and 0.3 g I-cysteine hydrochloride in 1 L distilled water (pH 7.0£0.2)

and subsequent sterilization (20 min, 115°C).

5) Fecal sample preparation

The feces were diluted 1:200 with cysteinated Ringer solution; 2.5mL of this

suspension were diluted with the culture medium to give a final volume of 100mL.

The average bacteria rate at the beginning of the release test is about 10® CFU (Colony
Forming Unit) / 100ml of culture medium for stools from patient without antibiotic and

about 10° CFU / 100ml for stool of patient with antibiotics.
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6) Patients
Feces of patients with Crohn’s disease or ulcerative colitis arisen from inpatient and
consultations Gastroenterology services of the Hospital Claude Huriez in the University
Hospital of Lille (France). Stools of patients with and without antibiotic were collected. The
combination of antibiotics used was always the same: ciprofloxacin and metronidazole.
Results are divided into two groups: stools of patients with antibiotics (called “with ATB” or
“ATB”) and stools of patients without antibiotic (called “without ATB” or “ATB Free”).

Specifications of patients have been collected in their patient record such as:

Their sex

Their disease (Crohn’s disease “CD” or Ulcerative Colitis “UC”)

Their age at sample

Their age at diagnosis

Information whether patients were hospitalized or in consultation service on the day

of sample collection.

Information whether patients were smokers or not the day of sample collection

Information whether patients have an antecedent tobacco dependence

Information whether patients have undergone intestinal surgery with resection or not.

Information on the evolution of Crohn’s disease:
» Patients were classified according to the Harvey Bradshaw score [11]:
= Patients in remission: Harvey Bradshaw score <5
= Patients with "mild active disease”: Harvey Bradshaw score = 5-7
= Patients with "severe active disease": Harvey Bradshaw score = 8-16
» Patients were classified according to the Montreal score [12], [13]:
= For lesions locations:
* lleal lesions: Montreal score = L1
 Colonic lesions: Montreal score = L2
* lleocolonic lesions: Montreal score = L3
= For lesions behaviours:
* Non stricturing and non penetrating lesions: Montreal score =
Bl
o Stricturing lesions: Montreal score = B2
» Penetrating lesions: Montreal score = B3

- Information on the evolution of ulcerative colitis:
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Patients were classified according endoscopic scores: the Mayo [14] and the UCEIS

(Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity) [15], [16] scores, in two grades:

« Patients in remission

» Patients with active disease

7) Drug release studies

a) Release test in the upper gastrointestinal tract (UGIT)

Drug release from pellets was measured in 0.1 M HCI during 2 h, followed by
phosphate buffer pH 7.4 (USP 38) during 6 h using the USP Apparatus 3 (Bio-Dis; Varian,
Paris, France) (total volume 200 mL; 37 °C, 10 rpm and 5 rpm; n=3). At pre-determined
time intervals, 3 mL samples were withdrawn and 5-ASA content was analyzed UV-
spectrophotometrically at A=303 nm for HCI samples and A=330 nm for PBS samples

(Anthelie Advanced, Secomam, Domont, France).

b) Release test in colonic conditions

Drug release from pellets was measured, after pretreatment during 10 hours in UGIT
simulating condition (in 0.1 M HCI solution pH 1.2 during 2h followed by phosphate buffer
pH 7.4 during 8h) using the USP Apparatus 3 (Bio-Dis; Varian, Paris, France) (total volume
200 mL; 37 °C, 10 rpm and 5 rpm), in 120 mL glass bottles (diameter: 4.5 cm, height: 10
cm) filled with 100 mL culture medium inoculated with feces from inflammatory bowel
disease patients (50 rpm, 37 °C, under anaerobic conditions (5% CO,, 10% H,, 85% N in
an anaerobic chamber Don Whitley Scientific, United Kingdom), n=3. At pre-determined
time points, 3 mL samples were withdrawn, centrifuged at 15,000 rpm for 10 min, filtered
(0.22 um) for sterilization and analysed for drug content using with High Performance
Liquid Chromatography (HPLC; ProStar 230; Varian) with UV/Vis detection and a C18
column (Varian, Pursuit 5 pm, C18, 250 x 4.6 mm). The HPLC system was equipped with
the Galaxie® Chromatography software (Varian).

The mobile phase used was a filtered mixture of 10% methanol and 90% of an

aqueous acetic acid solution (1%, w/v). Process parameters are as follows: mobile phase
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flow rate: 0.5 ml/min; detection UV detector A=300, injection volume = 50 pL, 5-ASA

retention time = 7.5 min.

8) Bacteriological analysis

Bacterial counts were performed on fecal samples at the beginning and the end of the
drug release test in colonic conditions. A bacterial identification of predominant bacteria
initially present in the fecal samples was implemented. Counts are made by preparing eight
tenfold dilutions of fecal sample in a RC solution and 0.1 ml of each dilution were plated on
non- selective agar plates: blood agar (Columbia blood) [17] (for total culturable bacteria
count) and McConkey agar (selective for enterobacteria). The blood agar plates were
incubated for 1 week at 37°C under anaerobic conditions (5 % CO,, 10 % H,, 85 % N,). The
predominant colonies present on blood agar were picked up and identified on the basis of
phenotypic identification criteria [17]. McConkey agar plates were incubated for 24 h at
37°C under aerobic conditions. The most numerous colonies were identified using the API
20E® system. Counts are expressed as log CFU (Colony Forming Unit) / 100 ml of medium

or g of feces.

9) Statistical analysis

Boxplots were developed to study the data dispersion. The ANOVA test was
performed to compare the different pharmaceutical formulations, after verification of normal
distribution of data by using the Shapiro-Wilk test. These tests are performed for the
difference in release rate between T10H and T68h (called “colonic release T10-T68”). The
post hoc Tukey test was performed to compare one by one each formulation and to show the
superiority of one over another. The Mann-Whitney test was used to compare the
distribution of release values between two populations corresponding to the stool of patients
with and without antibiotics. Statistical tests were performed using SPSS software, version
20.0 (IBM SPSS Statistics, IBM Corp., Somers, NY, United States).

I1l. Results and discussion

1) Upper gastrointestinal tract release

The 5-ASA release from coated pellets in media simulating the UGIT conditions is

rather low during the first 8 hours (Figure 1), less than 10% of the total amount of active

231



ingredient in the formulation for most formulations. Dissolution test’s conditions are the
most critical. The duration of 8h seems adapted to physiological conditions in humans,
however in the literature, numerous studies shorten the passage of time in phosphate buffer
to 30 min or 3h [18], [19]. A longer stay can better indicate resistance to release in the
UGIT.

This low release rate is due to the physiological character of polysaccharides used, as
a resistant starch is a polysaccharide digested neither in the stomach nor in the small
intestine. The resistant starch can be present naturally in plants with diverse structure, or
formed by retrogradation when starch-rich products are cooked and subsequently cooled, or
is chemically modified in order to resist to digestive enzymes (for structures are not
occurring naturally) [20]. Associating a polysaccharide with ethylcellulose, the drug release
increases in the UGIT compared to formulation coated only with ethylcellulose. Indeed,
formulations 16 and 17 release less than 1% 5-ASA and represent the formulations releasing
the least. Only 2 formulations released more than 20% of 5-ASA in 8 hours (Figure 1). The
more the polysaccharides content in the ethylcellulose based coating is important, the more
the drug is released (Figure 1). This can be explained by a polysaccharide solubilisation in
the release medium (hydrochloric acid or phosphate buffer). Additionally, drug release
decreases with increasing coating levels irrespective the polysaccharide:EC blend ratio of
the coating (Figure 1). Indeed, a larger coating thickness requires more time to be solubilised
than a finer one. Only one formulation (F1) released more than 20% of 5-ASA in 8 hours
(Figure 1). All formulations tested, coated with a blend of polymer and resistant
polysaccharides release less drug in the simulated UGIT than Asacol® and Pentasa®
formulations [9] studied by Y.Karrout et. al. (60% and 85% of drug released respectively

observed in the same conditions) hence the potential value of using these coatings.

Among the formulations tested, all have met the requirements of little amounts of

drug release rate in the UGIT.
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Figure 1: In vitro release of 5-ASA from pellets coated with different blends described
in Table 1, under conditions simulating the transit through the UGIT (2h in HCI pH
1.2 and 6h in Phosphate buffer pH 7.4).

The formulations selected in order to analyze their drug release behavior under
dissolution conditions simulating the colon are the formulations F1, F2, F3, F5, F6, F11 and
F15. On the one hand, these formulations have a low release rate in the UGIT. On the other
hand, it has been selected a limited number of formulations using polysaccharides,
polysaccharide:polymer ratio and coating level different in order to compare the effect of

each factors on the drug release rate in the colonic conditions:

- The formulations F1 and F2 are composed of the same polysaccharide (inulin) and
coating level (20%) but not the same polymer:polysaccharide ratio (1:4 for F1 and 1:5 for

F2);

- The formulations F3, F5 and F6 are composed of the same polysaccharides
(Actistar®), different polymer:polysaccharide ratios (1:2 for F6; 1:3 for F5and 1:4 for F3)

and coating level (15% for F6 and 20% for F3 and F5);
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- F11 formulation is dedigned with a polymer:polysaccharide ratio and a coating
level already encountered in the formulation F6 (1:2 and 15%) but with a different

polysaccharide (PenFiber®),

- Finally, the F15 formulation is chosen as a control of the drug release of a

polysaccharide-free formulation under colonic simulating conditions.

2) Colonic release

The feces of 23 patients were studied. Table 2 shows the patients’ characteristics.
This population is relatively homogeneous, however the number of samples remains low.
This is due to the difficulty to regularly obtain fresh fecal samples. Samples from patients
with antibiotic treatment were less numerous than those from patients without ATB. This
study should be continued to increase the population's size. Outpatient service provided
relatively programmed samples from patients not treated with antibiotics. The combination
of antibiotics used was the same for all patients treated : ciprofloxacin and metronidazole
[21], [22], which targets a broad bacterial spectrum. Ciprofloxacin is active against Gram-
positive, Gram-negative bacteria, and some anaerobic bacteria while Metronidazole affects
only anaerobic bacteria. The population of patient included more women and over Crohn's
disease as ulcerative colitis patients. However, this difference in distribution is found in both
group "with" and "without antibiotics”. Median age at sampling (44.65 and 40.88 years for
patients treated or not with antibiotics) and median age at diagnosis (26.00 and 24.50 years
respectively) are nearby the same for the two groups, although the age range is quite large
(26.17 at 71.90 years for the median age at sample and 13.00 at 62.00 for the median age at
diagnosis). This is an important parameter because age and anti-inflammatory’s treatments
are already known to have an influence on the diversity of the microbiota [23]. Inpatients are
often in acute relapse and treated with antibiotics, that is why we observe a difference in
distribution of samples from the two different groups (treated or not by antibiotics).
Furthermore, we observe a difference between the ratio of patients having or not undergone
surgery such as intestinal resection between the two groups. However, characteristics such
as the presence of inflammatory attack, resection of an intestine portion or the use of

antibiotics have similar bacterial effects: the reduction of the bacterial diversity in the colon.
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Patients without

Patients with

Specifications Total e ae e L.
antibiotics antibiotic
Number of patients 23 17 6
Ratio men / women (ND for 2 patients) 6/15 5/11 1/4
Ration Crohn's disease / Ulcerative colitis
(ND for 2 patients) 17/4 12/4 >/0
Median age at sampling [min; max] (ND 43.68 [26.17 ; 44.65 [26.17 ; 40.88 [27.97 ;
for 2 patients) 71.90] 71.90] 54.20]
Median age at diagnosis (ND for 2 26.00 26.00 24.50
patients) [13.00; 62.00] [19.00; 62.00] [13.00; 32.00]
Hospitalisation / Consultation ratio 11/12 5/12 6/0
Smokers at sample (ND for 2 patients) 3 3 0
Smokers antecedent (ND for 2 patients) 10 8 2
Patients having undergone a surgery
consisting of intestine part resection (ND 11 7 4
for 2 patients)
Ration Crohn's disease / ulcerative colitis
(ND for 2 patients) 17/4 12/4 5/0
Stage of Crohn's disease
Total 17 12 5

Disease activity

Patients in remission 7 7 0

P_atlents with "mild active 3 1 5

disease"

Pat.lents_ with "severe 7 4 3

active disease"
Disease location

lleal 2 2 0

Colonic 5 3 2

lleocolonic 10 7 3
Disease features

NOh-StI"ICtUI’II‘!g, 10 7 3

non-penetrating

Stricturing 4 3 1

Penetrating 3 2 1

Stage of Ulcerative colitis disease
Total 4 4 0

Disease activity

Remission 2 2 0

Active disease 2 2 0

Table 2: Patient’s specifications. (ND: Not documented).
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The Figure 2 shows the 5-ASA release from the F2 formulation in a sterile culture
medium (without additionnal bacteria), following the drug release under UGIT conditions.
The release is very low (less than 5% of the total amount of drug in the formulation) and
represents a control of the action of the bacterial enzymes on the coating formulations.
Indeed, the sterile environment is free from bacterial enzyme, thus, the drug release is
probably due to the solubilisation of the coating within the dissolution medium. This release
tests could not be performed for more than 8 hours because the samples were made in a non-

sterile anaerobic chamber and subsequent bacterial contamination will interfere on drug
release results obtained.

Inulin : Ethylcellulose Ratio 1 : 5 ; Coating Level 20%
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Figure 2: In vitro release of 5-ASA from pellets coated with aqueous dispersions of
ethylcellulose with a coating level of 20% (F15), in sterile culture medium during 8h,
after pretreatment during 10 hours in UGIT simulating conditions (in 0.1 M HCI
solution pH 1.2 during 2h followed by phosphate buffer pH 7.4 during 8h) (for clarity,
the step of UGIT is not shown on this figure).
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Also, the 5-ASA release from the F15 formulation in a culture medium inoculated
with feces of one patient who were non-treated by antibiotics, after UGIT simulation
conditions shows very little drug release (Figure 3). A drug release of 4.17% of the total
amount of drug present in the formulation is released indicating the lack of action of
bacterial enzymes on only ethylcellulose containing dosage forms.
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Figure 3: In vitro release of 5-ASA from pellets coated with 1:5 blend of Inulin and
aqueous dispersions of ethylcellulose and a coating level of 20% (F2), in culture
medium inoculated with a patient feces “without antibiotic” during 68h, after
pretreatment during 10 hours in UGIT simulating conditions (in 0.1 M HCI solution

pH 1.2 during 2h followed by phosphate buffer pH 7.4 during 8h) (for clarity, the step
of UGIT is not shown on this figure).
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Drug release in simulated colonic conditions consisting of a culture medium
inoculated with feces from one patient not treated by antibiotics is represented in Figure 4.
Six selected formulations with potential interest in colonic targeting are studied. F1 show a
lower drug release rate than F2 which is composed with the same polysaccharide and coting
level but a ratio polymer:polysaccharide different. The same can be said for formulations F3
and F5. Thus, the more the polysaccharide part in the coating is important, the more the drug
is released. This phenomenon is explained by the use of polysaccharide in the coating as
substrate for bacterial enzymes present in the medium. Among these six formulations, four
showed low release in the simulated colonic fluid with less than or equal to 20% drug
release after 68 hour of exposure (F3,F5,F6 and F11). This low release is also observed with
an increased content of polysaccharide within the film coat of the pellets which can be
explained by the high resistance and low availability of polysaccharides for the bacterial
enzymes. Actistar is composed of retrograded amylose crystallites [24] and the other
starches used are described by their suppliers as modified starches. The extent of
gelatinization and retrogradation are major factors of enzymatic digestion of starches and
functional properties for food processing [25]-[28]. Thus, the non-digestible feature of the
starches used in the formulations of this study may either be due to their initial characters
and state or to the changes in gelification and retrogradation degrees caused by the

formulation steps such as heating and cooling.
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Figure 4: In vitro release of 5-ASA from coated pellets formulation F3, F5, F6, F11 in
culture medium inoculated with one patient feces “without antibiotic” during 68h,
after pretreatment during 10 hours in UGIT simulating conditions (in 0.1 M HCI
solution pH 1.2 during 2h followed by phosphate buffer pH 7.4 during 8h) (for clarity,
the step of UGIT is not shown on this figure).

Thus, only two formulations (F1 and F2), which show the highest drug release in the
simulated colonic medium (Figure 4), were selected to be tested with the feces of an IBD

patient population treated or not with antibiotics.

The Figure 5 shows the in vitro 5-ASA release from pellets coated with formulation
F1 and F2 under simulated colonic conditions employing fecal samples from inflammatory
bowel disease patients optionally treated with antibiotics after a pretreatment during 10
hours in UGIT simulating conditions (in 0.1 M HCI solution pH 1.2 during 2h followed by
phosphate buffer pH 7.4 during 8h).

The boxplot representation allows us to visualize the low dispersion of results and
the reproducibility of the patient fresh fecal samples used. We observed a lower drug release
when the feces of patient who were treated with antibiotics were used, compared to feces of
patients without antibiotic treatment. The drug release from inulin-based formulations is
considerable and reached almost 80% after 78 hours (F1), 20% in the simulated UGIT

conditions and 60% under colonic conditions). It is widely known that the coating level
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influences the drug release rate. Additionally in this study, it was observed that the ratio
between the polysaccharide and ethylcellulose has a major effect on the drug release rate.
Formulation F1 having a polysaccharide: ethylcellulose ratio of 1:4 is released faster than F2

having a ratio of 1:5, which is due to the higher proportion of polysaccharide available for

the bacterial digestion.
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Figure 5: In vitro release of 5-ASA from pellets coated with ratio 1:4 (on top) and 1:5
(on bottom) blend of Inulin and aqueous dispersions of ethylcellulose and a coating
level of 20%, under colonic simulating conditions with fecal samples from
inflammatory bowel disease patients treated with antibiotics [ATB (dotted curve)] or
not [ATB free (full curve)] during 68h after pretreatment during 10 hours in UGIT
simulating conditions (in 0.1 M HCI solution pH 1.2 during 2h followed by phosphate
buffer pH 7.4 during 8h) (for clarity, the step of UGIT is not shown on this figure).
Release rates are represented as boxplots to study data dispersion.
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3) Statistical analysis

Analyzing the drug release rate observed at 68 hours showed normal distribution
(test Shapiro Wilk, p > 0,05) and the ANOVA statistical test reveals a statistically
significant difference in the final release rate between the formulations coated with blend
inulin:EC ratio 1:4 with a coating level of 20% and the x (F1 and F2) (p < 0,05).
Additionally, The post-hoc Tukey test indicates that the Inulin:EC ratio 1:4 with a coating

level of 20%, has a higher drug release rate at 68 hours than formulation F1.

The comparison of final drug release rate (at T78h) between the groups feces of
“patients treated with antibiotic” and “antibiotic-free patients” have to be performed by non-
parametric statistical tests because the number of feces is reduced and a normality in the
distribution of data couldn’t be found. The Mann-Whitney test shows that the drug release
rate at 68 hours were significantly different from those obtained with the stools of patients
with and without antibiotics (p < 0,05; p = 0,013), and tests also show the significant
difference between the feces groups with and without antibiotic treatment regardless of the
formulation studied (F1 or F2) (p < 0,05; p = 0,001).

In order to verify these results, we have studied the drug release rate difference
according to the two formulations by separating the populations' feces between patients
treated or not with antibiotics, which led to a significant release rate difference for each

formulations analyzed (p < 0,05).

These results support the argument that the use of these formulations in patients
treated with antibiotics is possible even though the drug release rate will be lower compared
to patients not treated with antibiotic. These are interesting results as patients with IBD need

to consume antibiotics quite often.

Enterobacteria are present in an amount underneath the threshold value of
detectability when the patients were treated with antibiotics, thus a significant variation in

the drug release rate was observed compared to “non treated” patients.
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4) Bacterial count

In Figure 6, the bacterial count of total cultivable bacteria and enterobacteria (CFU /
g of feces) present within the stools of patients treated optionally with antibiotics used in this
study is shown. As expected, feces obtained from patients following an antibiotic treatment
contained fewer bacteria, which proved antibiotic effect on the colonic microflora especially
on enterobacteria. The count of the total cultivable bacteria was a thousand time lower for
the feces from patients treated with antibiotics (10° CFU / g of feces) compared to the ones
provided by patients without antibiotic therapy (10° CFU / g of feces). Concerning the
enterobacteria, we see a larger difference with an amount of 10’ CFU of enterobacteria / g of
feces for patients without antibiotic therapy. These enterobacteria are not demanding
bacteria, because of its optional aero-anaerobic respiratory type and its glycolytic
metabolism, which give them an important role in the drug release from the coating

formulations investigated.

The amount of total cultivable bacteria and Enterobacteriaceae increases during 68
hours of coated pellets exposure in the culture medium inoculated with patient feces treated
or not with antibiotics (Figure 7). The total cultivable bacteria colony counts increased from
10° to 10" CFU / 100 ml between TO and T68 hours for the patients “without antibiotic”
feces and from 10* to 10° CFU / 100 ml for the patients “with antibiotics” feces . The
enterobacteria colony counts increased from 10° to 10’ CFU / 100 ml between TO and T68
hours for the patients “without antibiotic” feces. The feces of patients “with antibiotics”

contain very low level of enterobacteria (median counts often below the threshold counting).
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Figure 6: Bacterial count of total cultivable bacteria (top raw) and Enterobacteriaceae
(bottom raw) present in the stools (UFC / g of feces) of patients treated by antibiotics
(left hand side) or without antibiotics (right hand side).
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Figure 7: Bacterial count of total cultivable bacteria (top raw) and Enterobacteriaceae
(bottom raw) present in the culture medium (UFC / 100 mL) inoculated with stools of
patients treated by antibiotics (left hand side) or without antibiotics (right hand side) in
early release test (TO) and at the end of the release test (68h) for formulations
consisting of 5-ASA pellets coated with ratio 1:4 (F1) and 1:5 (F2) blend of Inulin and
aqueous dispersions of ethylcellulose and a coating level of 20%.

The bacteria identification was performed in order to determine the type of bacteria
using as substrate the polysaccharides-based coatings used in the formulations analyzed in
this study. These isolated bacteria would allow developing a simple bacterial mixture and a
standardized method to mimic the colonic conditions in drug release studies for microbially
triggered colon targetting formulations. The bacteria of interest are therefore glycolytic,
predominant in IBD patient feces and with low pathogenicity. Thus, many types of bacteria
have been isolated such as Lactobacillus, Corynebacterium, Bifidobacterium, Bacteroides
(for exemple Bacteroides fragilis), Prevotella, Clostridium (for exemple Clostridium
clostridioforme), Veillonella, enterobacteria such as Escherichia coli and Klebsiella (for
example Klebsiella pneumoniae). The identification of bacteria present in patients’ feces is
quite varied, and the presence of many glycolytic bacteria reinforces the approach of using

bacterial enzymes as a tool for colonic drug release.
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The feces of patients treated with antibiotics have a reduced bacterial diversity which
is predominated by Lactobacillus. Yeasts, particularly Candida albicans were cultured from
some of these feces. The analysis of fresh fecal sample from IBD patients allowed us to be
the closest possible to the clinical conditions. This technique allows providing a drug release
by bacteria present in the colon of patients which are targeted by these anti-inflammatory
treatments. The use of fresh fecal sample from patients treated with antibiotic confirms these
results. The drug release rate is lower using the feces of patients treated with antibiotics, but
the release is still significant. The drug release would still be carried out when the quantity
and quality of the intestinal microbiota of patients are altered by antibiotics (which is quite

common with this type of disease).

Bacterial counts made at the beginning and the end of the colonic drug release test
show bacterial growth during the 68 hours. Thus, despite the dilution and the lack of sugar
in the culture medium, the bacteria were able to use the polysaccharide from the pellet coat
as substrate. This feces and culture medium dilution shows the production inductibility of
the bacterial enzyme digesting the polysaccharide-coating. The dilution avoids a saturation
of the medium by bacteria. Indeed, the bacterial growth is composed of three phases: the lag
phase, the exponential growth phase and the stationary phase of growth due to saturation. In
a non-renewed medium as that used in our study, it is necessary to dilute the fecal sample in

order to observe the behavior of bacteria during the exponential growth phase.

The use of polysaccharides-based coating as substrates for bacterial growth can also
be checked by measuring the medium pH (the polysaccharides digestion by bacterial
enzymes acidify the culture medium) or by measuring the gas evolution (carbon dioxide or
methane, for example), but the amount of degraded polysaccharides are so low that the

physico-chemical features would not be observable.

The observed bacterial growth confirm a potential prebiotic effect of the
polysaccharides used. This effect would be useful to improve the noticed bacterial

imbalance in the colon of IBD patients.
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5) Isolated strains and mixture of strains

The Figure 8 shows the drug release curves from the formulations F1 and F2 in
colonic conditions consisting on a culture medium inoculated with different bacterial mixes
of strains isolated from feces of IBD patients. The mean drug release curves of formulations
under colonic conditions consisting on a culture medium inoculated with entire feces of IBD
patient not treated with antibiotic are represented as “drug release control”. It is observed
that the curves of drug release obtained with mixtures of strains are very close to the drug
release curves obtained with the whole feces, without exceeding it. The bacterial mixtures
seem to be able to replace the entire fresh feces from patients in the colonic drug release
study without unfortunately being able to identify a most effective mix among those already
tested yet. But this method stays interesting in order to simplify the drug release test under

colonic conditions and to standardize operating conditions.
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Figure 8: In vitro release of 5-ASA from pellets coated ratio 1:4 (F1; on top) and 1:5
(F2; on bottom) blend of inulin and aqueous dispersions of ethylcellulose with a coating
level of 20%; under colonic simulated conditions consisting of culture medium
inoculated by a mixture of bacterial strain isolated from fecal samples from
inflammatory bowel disease patients treated or not with antibiotics (“mean without
antibiotics” represent the mean 5-ASA release under colonic simulated conditions with
fecal samples from inflammatory bowel disease patients not treated with antibiotics).
The colonic step lasts 48h to 68h according to the mixture, after pretreatment during
10 hours in UGIT simulating conditions (in 0.1 M HCI solution pH 1.2 during 2h
followed by phosphate buffer pH 7.4 during 8h) (for clarity, the step of UGIT is not
shown on this figure).

Mix1: Y70-15 Bacteroides ovatus; 1 mL; Y71-3 Clostridium ramosum 1 mL Y71-4
Clostridium innocuum 1 mL;

Mix 2: Y63-4 Bacteroides stercoris 1 mL; Y52-2 E. coli 1 mL of dilution 10™

Mix 3: Y70-15 Bacteroides ovatus 1 mL; Y52-2 E. coli 1 mL dilution 10

Mix 4: Y70-15 Bacteroides ovatus 1 mL; Y52-2 E. coli 1 mL dilution 10"

Mix 5: Y80-6 Bifide 1 mL; Y82-1 E. coli 1 mL dilution 10"

Mix 6: Y89-1 E. coli 1 ml dilution 10-1; Y89-2 Bacteroides 1 ml

Mix 7: Y90-13 Ruminococcus 1 ml; Y91-1 E.Coli 1ml dilution 10"

248

80



6) Prospects
It would be interesting to analyse the enzymes production of colonic bacteria, using a

pure polysaccharide solution as substrate. This may be achieved by studying bacterial
growth and medium acidification (due to the saccharide fermentation), in a culture medium
implemented with the polysaccharide of interest. It would also be possible with this
technique to target the bacteria strain responsible of the polysaccharide digestion in the fecal
flora and thereby help developing the standardized bacterial mixture for the druf release test.
The standardized mix of bacteria could eventually be used in a system mimicking
dissolution in the entire GIT such as SHIME (Simulator of Human Intestinal Microbial
Ecosyste) [29]-[31].

The screening of polysaccharides candidates for the development of colonic targetted
drug release formulations can be performed studying free films composed of polysaccharide:
polymer blend. Different parameters can be measured on these films as the loss of weight,
the water intake, the digestibility by fecal bacteria [32] or bacterial mixes or the drug
diffusion through. Subsequently, it is possible to appreciate the drug release through films
containing drug. The inconvenient of free-films use is the difficulty of correlating the films

and coatings (whose thickness is extremely low) properties

It would be interesting to evaluate other polymer and plasticizer in order to optimize
the formulation. Multilayer systems with drug layers could be evaluated [33]. Although

these colonic drug release systems will not go toward simplification of fabrication.

The structure of the pellet-coating could be studied by different technology including
SEM (scanning electron microscopy) [34], [35] or terahertz pulsed imaging [36], [37]. These
would allow verifying the coating integrity prior the dissolution testing and evaluating the

damages caused by bacterial enzymes on coat.

Coatings developed could be used for other formulations such as micro- or
nanoparticles [38], [39]. There should also be checked their use with other drugs,

combinations of drugs, lipophilic or volatile drugs.

The drug release from formulations may finally be refined by targeting the release
toward a specific part of the colon based on specific microbial populations according to

location.
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These formulations are intended to be evaluated in vivo in animals and eventually in
humans. Many studies have been performed in rats or mice for similar formulations. Karrout
et al. prove the superiority of a microbial susceptible film coatings based on Nutriose:EC
and peas starch:EC for colon targeting in vivo, in rat and mice models compared to Asacol®
[40].

IVV. Conclusions
Strategies used to target drug release from coated pellets and the methods used for
analysing the drug release from these dosage forms are numerous and varied. In this work, a
dissolution method to test drug release from colon targeted dosage forms was developed.
The purposed technique has proven its reproducibility and discriminating character for two
formulations tested, and has many advantages over other techniques used in the literature
including the use of feces of IBD patients, which was for now the closest approach to mimic

the flora of patients treated with these therapies.

This study allowed us to identify, among the resistant starches, inulin, which had the
best colonic release when it is included in an ethylcellulose-based coating. Comparison of
the drug release results obtained with feces of patients optionally treated with antibiotics, has
allowed showing that these formulations may be effective even if there are co-administered
antibiotics while these treatments slightly affect the final drug release rate. Finally, the study
of bacterial growth during the release test is in favor of a potential polysaccharide prebiotic

effect present in the formulations tested.

The pharmaceutical industry is urged to develop new pharmaceutical forms in
agreement with the medical specialist’s requests, with appropriate dosages and avoided
undesirable effects. The development of new therapeutic options for the IBD treatment
requires the development of new formulations that need to be tested in a reproducible and
fast manner. The standardization of these tests would avoid biases as observed across
numerous studies. The method using the feces of IBD patients that have been experienced in
this study appears to be one of the most realistic methods that allows standardization.
However, optimizing a bacterial mixture to standardize the dissolution method would be an

effective way to accelerate the tests of these new treatments for colon targeted drug delivery.

Prospects for creating new therapeutic molecules combinations or developing new

formulations based on polysaccharides are achievable relatively quickly with this new
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colonic dissolution test but in vivo tests are still necessary in order to prove the correlation

with the in vitro results, the efficacy and safety of these new formulations.
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I. Abstract

Coated pellets offer a great potential as controlled drug delivery systems. However,
constant drug release rates are difficult to achieve with this type of dosage forms if the drug
is freely water-soluble. This is because diffusional mass transport generally plays a major
role and with time the drug concentration within the system decreases, resulting in decreased
concentration gradients, which are the driving forces for drug release. Thus, generally
"curve-shaped™ release profiles with monotonically decreasing slopes are observed. This
type of release kinetics might be inappropriate for an efficient and safe drug treatment.
Despite the great practical importance of this potentially crucial formulation challenge,
surprisingly little is yet known on how to effectively address it. In this study, a novel
approach is presented based on sequential layers of drug and polymer (initially free of drug)
to provide a non-homogeneous initial drug distribution, combined with lag-time effects and
partial initial drug diffusion towards the pellet’s core. Sugar and microcrystalline cellulose
beads were used as starter cores, metoprolol succinate as freely soluble drug, ethylcellulose
and poly(vinyl acetate) as release rate controlling polymers. The type, number, thickness and
sequence of the drug and polymer layers were varied. Interestingly, a rather simple 4 layer
system (2 drug and 2 polymer layers) allowed providing about constant drug release during
8 h. Compared to previously proposed coated pellets aiming at constant release of freely
water-soluble drugs based on non-homogeneous initial drug distribution, the total coating
level in this study was very much reduced: to only about 20 %. Hence, the suggested
formulation approach is relatively simple and can help overcoming a potentially major
hurdle in practice. Its applicability has also been demonstrated for another type of drug:

propranolol hydrochloride.

Keywords: film coating; zero order release; ethylcellulose; poly(vinyl acetate); pellet
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Il. Introduction

Polymeric film coatings offer a great potential for oral controlled drug delivery [1].
Numerous products based on coated tablets, pellets or capsules are available on the market.
Importantly, the right choice of polymers, application techniques and coated substrates
allows providing large ranges of long term stable drug release profiles [2]-[5]. This includes
for instance pulsatile drug delivery [6], site specific drug delivery to the colon [7] and drug
delivery at a constant rate (also called zero order release kinetics). The latter type of drug
release profile is frequently used to compensate drug elimination out of the human body in

order to provide about constant drug concentrations at the site of action.

In the case of drugs exhibiting limited water solubility, such constant drug release
rates can for instance be provided using coated reservoir systems: The drug is located in the
system’s core, which is surrounded by a water-insoluble film coating. The latter is often
based on a polymer and controls drug release. Once the dosage form comes into contact with
aqueous body fluids, water penetrates into the system and dissolves the drug. Importantly,
not all of the drug can dissolve immediately, since drug solubility is limited. Thus, dissolved
and non-dissolved drug co-exist within the system’s core. The dissolved drug molecules (or
ions) are available for diffusion and — due to concentration gradients — diffuse through the
film coating out of the dosage form. Often, this diffusional mass transport step plays a major
role for the control of drug release [8], [9]. Since the dissolution of the drug is generally
much more rapid than drug diffusion through the coatings, released drug molecules (or ions)
are rapidly replaced by the dissolution of parts of the remaining non-dissolved drug excess.
Thus, a constant concentration of dissolved drug (a saturated solution) is provided within the
system as long as non-dissolved drug excess is present. If the drug concentration outside of
the dosage form is negligible, this results in constant drug concentration gradients. If the
film coating does not dissolve, swell, erode or otherwise change with time, also the length of
the diffusion pathways and the drug’s mobility in the barrier membrane remains constant,

resulting in a constant drug release rate.

In contrast, if the drug is freely water-soluble (or if the initial drug loading is
sufficiently low), all of the drug is rapidly dissolved upon water penetration into the system.
Hence, released drug molecules (or ions) are not replaced and the drug concentration inside
the dosage form decreases with time. This leads to drug release rates, which decrease with
time. Different approaches have been suggested to overcome this challenge [10]-[15]. Most

of them refer to matrix systems [such as multi-layered tablets [16]-[19]], osmotic pumps
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[20] and/or devices with special geometry, e.g., hemispheres with a central orifice [21], [22],
biconcave tablets [23], or donut-shaped systems [24]. Only a very few studies refer to coated
dosage forms with standard geometry, such as coated pellets. An interesting system has been
proposed by Scott and Hollenbeck (1991) [25]: a pellet starter core, which was layered with
polymer layers containing different drug concentrations. The drug concentration in these
layers increased towards the system’s core to compensate the increasing length of the
diffusion pathways. A theoretical framework was presented to calculate an optimal drug
concentration profile. However, the total coating thickness in this case was about 400 %,
which is difficult to manufacture at the industrial scale. Since the drug loaded polymer
matrices represented about 80 % of the system’s total mass (and the starter core only about

20 %), it was actually more a matrix-type delivery system than a coated reservoir device.

In this study, we present a novel approach to provide about constant drug release for
freely water-soluble drugs from coated pellets: Sequential layers of drug and polymer were
coated onto sugar or microcrystalline cellulose (MCC) starter cores. Importantly, the
polymer layers were initially free of drug. Metoprolol succinate was used as freely water-
soluble drug, ethylcellulose and poly(vinyl acetate) as release rate controlling polymers.
Both are well established as film coating materials for controlled drug delivery [26]-[28].
The initial drug loading was intentionally low (5 %) to minimize potential drug saturation
effects and assure a real formulation challenge. The type, number and sequence of drug and
polymer layers was varied. The basic idea was to provide different types of non-
homogeneous initial drug distributions, which combined with lag-time effects and partial
initial drug diffusion towards the pellet’s core, could provide about constant drug release

during major parts of the release period.

I1l. Materials and methods

1) Materials
Metoprolol succinate and propranolol hydrochloride (Safic Alcan, Puteaux, France);
sugar starter cores (710 — 850 um in diameter, Suglets; NP Pharm, Bazainville, France);
microcrystalline cellulose starter cores (MCC starter cores, 710 - 850 um in diameter,
Celphere; Seppic, Puteaux, France); hydroxypropyl methylcellulose (HPMC, Methocel ES5;
Colorcon, Dartford, UK); aqueous ethylcellulose dispersion (Aquacoat ECD 30; FMC

Biopolymers, Brussels, Belgium); aqueous poly(vinyl acetate) dispersion [Kollicoat SR
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30D, containing 27 % poly(vinyl acetate), 2.7 % poly(vinyl pyrrolidone), 0.3 % sodium
lauryl sulphate and 70 % water; BASF, Ludwigshafen, Germany]; triethyl citrate (Morflex,
Greensboro, USA).

2) Preparation of coated pellets

Sugar or MCC cores were successively coated with drug and polymer layers (as
indicated) in a fluidized bed coater, equipped with a Wurster insert (Strea 1; Niro,

Aeromatic-Fielder, Bubendorf, Switzerland). For drug layering, a 31.3 % (w:w) aqueous

solution of metoprolol succinate or propranolol hydrochloride containing 8.7 % (w:w)
HPMC (as a binder) was sprayed, using the following process conditions: inlet temperature
= 30 °C, product temperature = 30 + 2 °C, spray rate = 1.5 — 3 g/min, atomization pressure =
1.2 bar, air volume = 100 m*h, nozzle diameter = 0.8 mm. Once the desired drug loading
was achieved, the pellets were further fluidized for 10 min without spraying any liquid (for

drying). The aqueous ethylcellulose dispersion was first diluted with purified water to 15 %

(w/w) solids’ content and plasticized overnight with 25 % triethyl citrate (w/w, based on the
polymer mass) under magnetic stirring. The following process conditions were used: inlet
temperature = 35 °C, product temperature = 35 £ 2 °C, spray rate = 1.5 - 3 g/min,
atomization pressure = 1.2 bar, air volume = 100 m%h, nozzle diameter = 0.8 mm. Once the

desired coating level was achieved, the pellets were further fluidized for 10 min without

spraying any liquid (for drying). The aqueous poly(vinyl acetate) dispersion was first diluted
with purified water to 7.5 % (w/w) solids’ content and plasticized overnight with 10 %
triethyl citrate (w/w, based on the polymer mass) under magnetic stirring. The following
process conditions were used: inlet temperature = 30 °C, product temperature = 30 £ 2 °C,
spray rate = 1.5 - 3 g/min, atomization pressure = 1.2 bar, air volume = 100 m*h, nozzle
diameter = 0.8 mm. Once the desired coating level was achieved, the pellets were further
fluidized for 10 min without spraying any liquid (for drying). Optionally, plasticized
aqueous ethylcellulose dispersion was blended with plasticized aqueous poly(vinyl acetate)
dispersion 30 min prior to coating (under magnetic stirring). The indicated blend ratio refers
to the polymer masses (w:w). All coating percentages refer to the weight of the respective
drug or polymer layer with respect to the weight of the coated support. After applying the

final coating layer, the pellets were cured in an oven at 60 °C for 24 h.
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3) Drug release studies

Drug release from pellets was measured in a USP 39 paddle apparatus (Sotax, Basel,
Switzerland) (900 mL; 37 °C, 100 rpm, 1 g pellets per beaker; n=3) in 0.1 M HCI during the
first 2 h, followed by phosphate buffer pH 7.4 (USP 39) during the following 6 h (complete
medium change). At pre-determined time points, 3 mL samples were withdrawn and
analyzed UV-spectrophotometrically (A = 274 nm for metoprolol, A = 289 nm for

propranolol; Anthelie Advanced, Secomam, Domont, France).

1V. Results and discussion

1) Single polymer layers

Figure 1 shows metoprolol release from pellets coated with a single layer of either
ethylcellulose or poly(vinyl acetate). The polymer coating level was varied from 2.5 to
7.5 %, as indicated in the diagrams. The starter core consisted either of sugar or MCC, the
initial drug loading was 5 % in all cases. Clearly, a classical “curve-shaped” release profile
was observed in all cases: At early time points, the release rate was high and then
monotonically declined throughout the observation period (the slope of the curve steadily
decreased with time). This type of release behaviour is consistent with the hypothesis that
drug diffusion through the polymer film coatings plays a major role for the resulting drug
release kinetics: Upon contact with the release medium water penetrates into the pellets and
dissolves the drug. Since metoprolol succinate is freely water-soluble and the drug loading
relatively low, it can be expected that all of the drug is rapidly dissolved. Once dissolved,
the drug diffuses through the polymeric film coating out into the surrounding release
medium. This latter step is often the slowest one in the cascade of events and can be
determining for the overall drug release rate. Since perfect sink conditions are provided
throughout the experiments, the driving force for drug release: the difference in drug
concentration "inside the pellets — outside the pellets" is highest at early time points: The
entire initial amount of drug is likely to be rapidly dissolved inside the pellets, whereas the
drug concentration outside the system is negligible. Thus, the drug release rate is highest at
early time points. With time, more and more drug diffuses out into the surrounding bulk
fluid, leading to decreasing drug concentrations inside the pellets (released drug molecules
or ions are not replaced) and, hence, decreasing driving forces for diffusion and decreasing
drug release rates. In practice, this type of release profile might not be desired, potentially
leading to sub-optimal drug concentrations at the site of action: Eventually, toxic drug

concentrations might be reached initially and sub-therapeutic concentrations at later time
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points (even if drug release is still ongoing, but too slowly). Note that drug diffusion through
the film coating might occur through an intact polymeric network and/or water-filled

cracks/channels.

When comparing metoprolol release from pellets containing sugar starter cores and
MCC starter cores (left versus right hand side in Figure 1), it can be seen that drug release
tends to be faster in the case of MCC cores for ethylcellulose film coatings, whereas the
opposite is observed with poly(vinyl acetate) coatings. This might be explained as follows:
Ethylcellulose films are less flexible than poly(vinyl acetate) films [29], [30]. Thus, the
swelling of MCC can be expected to rather easily introduce crack formation within the
ethylcellulose coatings in these systems. Once cracks are formed, drug release also occurs
through water-filled channels, which is generally much faster than drug diffusion through
the intact film coating. In the case of sugar starter cores, the osmotic activity of this freely
water-soluble excipient can be expected to drive much more water into the pellets than
MCC, creating a “counter current” for drug diffusion out of the pellets, initially slowing
down drug release. Furthermore, the co-dissolution of high amounts of sugar might affect
drug solubility and/or affect the mechanical properties of the film coatings. In contrast to
ethylcellulose, poly(vinyl acetate) is much more flexible and can eventually withstand the
(limited) swelling of the MCC cores. In these cases, no or less cracks are formed (or crack
formation is delayed) compared to ethylcellulose films and metoprolol release is slower.
Furthermore, much lower amounts of water can be expected to be driven into the pellets
containing MCC cores compared to sugar cores, leading to less pronounced system swelling
and a reduced likelihood of crack formation in poly(vinyl acetate) film coatings, explaining

the observed slower drug release.
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Figure 1: Metoprolol release from pellets coated with ethylcellulose (top raw) or
poly(vinyl acetate) (bottom raw), containing sugar starter cores (left hand side) or
MCC starter cores (right hand side). The coating level is indicated in the diagrams.
The drug (5 % initial loading) was directly layered onto the starter cores.

One attempt to provide a more constant drug release rate from coated pellets loaded
with the freely water-soluble drug metoprolol succinate at a relatively low initial drug
loading was to use polymer blends instead of single pure polymers. Film coatings based on
polymer blends can indeed provide a great potential for controlled drug delivery [31], [32].
The resulting drug release kinetics can be very different from dosage forms coated with a
blend of two polymers versus the same systems coated with the respective single polymers.

Importantly, this does not only concern the slope of the drug release curves, but also their
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shape, since the underlying drug release mechanisms can be altered by polymer blending
[33], [34]. In this study, a 50:50 blend of the investigated ethylcellulose and poly(vinyl
acetate) film coatings was studied (w:w, based on the polymer masses). The resulting drug
release kinetics from pellets containing sugar or MCC starter cores are illustrated in
Figure 2. The initial drug loading was again 5 %. The film coating level was varied from 2.5
to 7.5 %, as indicated. Very clearly, drug release was very rapid in all cases and generally
much faster than from pellets coated with the pure polymers (Figure 2 versus Figure 1). This
probably indicates that no dense polymeric film coatings were formed under these
conditions, which might eventually be attributable to non-perfect polymer particle
coalescence in the present case (aqueous polymer dispersions were used). Thus, this type of
polymer blend does not seem to be very promising to provide zero order drug release for the

investigated type of drug and starter cores.
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Figure 2: Drug release from pellets coated with 50:50 blends of aqueous dispersions of
ethylcellulose and poly(vinyl acetate). The type of starter core is indicated at the top,
the coating level in the diagrams. The drug (5 % initial loading) was directly layered
onto the starter cores.
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2) Sequential polymer layers

The next attempt to provide more zero order-like drug release from coated pellets for
the freely water-soluble drug metoprolol succinate was to coat drug layered sugar and MCC
cores with sequential layers of the two polymers: ethylcellulose and poly(vinyl acetate).
Since the inner film coating structure can be expected to be very different from the inner
structure of the above described coatings based on 50:50 blends, different types of release
Kinetics can result. A general expectation was that the combination of the two polymers
(exhibiting different physico-chemical properties) in sequential layers could allow the drug
to eventually accumulate differently in these layers and/or that the layers might be
differently permeable for the drug. For instance, one type of layer (exhibiting a higher
affinity for the drug compared to the other) could eventually act as some kind of "drug
reservoir" and/or one type of layer might more easily show crack formation than the other
and/or different permeability through the intact macromolecular network, resulting in
different hindrance for drug release and a non-homogeneous drug concentration profile
within the film coating (according to the respective partition and apparent diffusion
coefficients). If metoprolol diffusion plays a major role for the control of drug release, such
changes in the drug concentration gradients can be expected to lead to altered drug release
profiles. Figure 3 shows the experimentally measured metoprolol release rates from pellets
containing sugar starter cores or MCC starter cores, layered with one drug layer (5 % initial
loading) and 2, 3 or 4 sequential layers of ethylcellulose and poly(vinyl acetate), as
indicated. The coating level of each polymer layer was 2.5 %. The open symbols and dotted
curves refer to systems, in which the innermost polymer layer is poly(vinyl acetate), whereas
the closed symbols and solid curves correspond to pellets, in which the innermost polymer
layer is ethylcellulose. As it can be seen, the success of this strategy to provide zero order
release was only limited in all cases: The release profiles remained clearly "curve-shaped”.
The most promising results were obtained with 4 polymer layers, starting with an inner
ethylcellulose coating and containing sugar starter cores. But still, the drug release rate was

far from being constant over time in this case.
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Figure 3: Metoprolol release from pellets coated with 2, 3 or 4 polymer layers, as
indicated on the left hand side. The composition and sequence of the polymer layers is
given in the diagrams [EC = ethylcellulose; PVAc = poly(vinyl acetate)]. The coating
level of each polymer layer was 2.5 %. The type of starter core is indicated at the top.
The drug (5 % initial loading) was directly layered onto the starter cores.
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Generally, the release rate decreased with increasing number of polymer layers, due
to the increasing thickness of the entire barrier to be overcome. Interestingly, drug release
was always slower from pellets containing ethylcellulose as the innermost polymer layer
when using sugar starter cores. This might eventually be explained by the shielding effect of
such an inner ethylcellulose layer: The permeability of this polymer for water is low,
limiting the osmotically driven water penetration into the systems due to the presence of the
sugar starter cores [35]. In contrast, in the case of MCC starter cores, drug release was only
slowest from pellets with ethylcellulose as the innermost polymer layer when 4 polymer
layers were applied. In the case of 2 and 3 polymer layers, systems containing poly(vinyl
acetate) as the innermost polymer layer showed slower drug release than pellets containing
ethylcellulose as the innermost polymer layer. This might eventually be attributable to the
fact that in the case of MCC cores the swelling of the MCC results in rapid crack formation
in the innermost ethylcellulose layer, whereas the presence of a more flexible poly(vinyl
acetate) layer in-between can somehow act as a cushioning layer and delay crack formation.
Since pellets containing sugar starter cores, 4 polymer layers, and ethylcellulose as the
innermost polymer layer showed the most promising metoprolol release kinetics, this type of
system was further optimized by increasing the number of polymer layers: Figure 4 shows
drug release from pellets containing sugar starter cores, layered with 5% metoprolol
succinate and subsequently layered with ethylcellulose, poly(vinyl acetate), ethylcellulose
etc. The number of polymer layers was varied between 4 and 10, the coating level of each
polymer layer was 2.5 or 2 %, as indicated. As it can be seen, the degree of curvature of the
release profiles decreased with increasing number of layers in both cases. However, even the
10 polymer layer pellets did not show zero order-like drug release. Thus, this approach

seems to be insufficient.
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Figure 4: Impact of the number of polymer layers (indicated in the diagrams) on
metoprolol release from pellets containing sugar starter cores. The cores were layered
with drug, followed by alternating coatings with ethylcellulose and PVAc. On the left
hand side the coating level of each polymer layer was 2.5 %, on the right hand side it
was 2 %. The drug (5 % initial loading) was directly layered onto the starter cores.
The dotted straight lines are intended to help visualizing deviation from zero order
release Kinetics for the most promising formulations.
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Figure 5: Drug release from pellets containing sugar starter cores (marked in white), 2 drug layers
(marked with black dots) and multiple ethylcellulose (marked in black) and PVAc (marked in grey)
coatings. The coating level of each polymer layer was 2.5 %, the coating levels of the 2 drug layers (from
the inside to the outside) are indicated at the top of each diagram. For reasons of visibility, the size of the
starter core and thickness of the layers in the schemes are not up to scale. The dotted straight lines are
intended to help visualizing deviation from zero order release kinetics.
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3) Sequential drug and polymer layers

The next strategy used to provide more constant drug release from the investigated
pellets was to divide the total drug dose into 2 or more layers, separated by initially drug-
free polymer layers. The basic idea is that the increase in the length of the diffusion
pathways with time could eventually be compensated by an increase in the concentration
difference: The more inner drug layer(s) was (were) loaded with more drug than the outer
drug layer(s). In addition, lag-time effects and partial initial drug diffusion towards the
pellet’s core might contribute to achieving more constant drug release: Once the drug of an
inner drug layer dissolves, it diffuses into the neighbouring inner and the neighbouring outer
(initially drug-free) polymer layers. This is because concentration gradients initially exist
into both directions: towards the pellet’s surface and towards the pellet’s core. Figure 5
shows the experimentally measured metoprolol release kinetics from pellets containing
sugar starter cores, layered with a first drug layer containing 2.5 or 3.2 % drug, followed by
an ethylcellulose layer, a poly(vinyl acetate) layer, an ethylcellulose layer, a poly(vinyl
acetate) layer, followed by a second drug layer containing 1.67 or 1 % drug, followed by an
ethylcellulose layer, a poly(vinyl acetate) layer, an ethylcellulose layer, and a poly(vinyl
acetate) layer. The schemes in the diagrams schematically illustrate the various layers [sugar
core = white, drug = black dots, ethylcellulose = black, poly(vinyl acetate) = grey]. Note that
the size of the starter core and thickness of the layers are not up to scale, for reasons of
visibility. The coating level of each polymer layer was 2.5 %. Comparing the left and the
right diagram in Figure 5, it can be seen that the general principle of providing drug layers
with higher loadings closer to the pellet's core and lower loadings closer to the pellet's
surface somehow results in less variable drug release rates. However, drug release was still
not zero order-like. This is why the number of drug layers was further increased: Figures 6
and 7 illustrate metoprolol release from pellets containing 3 or 4 drug layers, respectively.
The loadings of the different drug layers with metoprolol succinate are indicated at the top
of each diagram (from the inside to the outside). The scheme in each diagram illustrates the
sequence of the various polymer layers in the respective system. The difference between the
pellets in the top and middle diagram in Figure 6 is the presence of an additional outer
poly(vinyl acetate) layer in the middle diagram. As it can be seen, drug release was still not
zero order-like, despite of the complexity of the systems containing multiple drug and
polymer layers. The most promising results were obtained with a 3 drug layer and 12

polymer layer system, exhibiting a certain lag time (middle diagram in Figure 6).
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Figure 6: Drug release from pellets containing sugar starter cores (marked in white), 3
drug layers (marked with black dots) and multiple ethylcellulose (marked in black)
and PVAc (marked in grey) coatings. The coating level of each polymer layer was
2.5 %, the coating levels of the 3 drug layers (from the inside to the outside) are
indicated at the top of each diagram. For reasons of visibility, the size of the starter
core and thickness of the layers in the schemes are not up to scale. The difference
between the pellets in the top and middle diagram is the presence of an additional
outer PVAc layer in the middle diagram. The dotted straight lines are intended to help
visualizing deviation from zero order release kinetics.
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Figure 7: Drug release from pellets containing sugar starter cores (marked in white), 4
drug layers (marked with black dots) and multiple ethylcellulose (marked in black)
and PVAc (marked in grey) coatings. The coating level of each polymer layer was 2 %,
the coating levels of the 4 drug layers (from the inside to the outside) are indicated at
the top. For reasons of visibility, the size of the starter core and thickness of the layers
in the schemes are not up to scale. The dotted straight line is intended to help
visualizing deviation from zero order release kinetics.

To simplify the film coating structure, only one type of polymer was used in the
following and the number of drug layers was reduced to only 2. Interestingly, in this case a
rather constant drug release rate could be obtained: Figure 8 shows metoprolol release from
pellets containing a sugar starter core, layered with 3 % drug, 7.5 % poly(vinyl acetate), 2 %
drug and again 7.5 % poly(vinyl acetate). Looking closer at the curve, it can be seen that the
initial phase of drug release (during the first 2-3 h) seems to be partially affected by some
lag-time effects. Thus, the general strategy to divide the total drug dose into different layers
with higher loadings closer to the pellet's core and being separated by initially drug-free
polymer layers, seems to be suitable to allow for about constant release of freely water-
soluble drugs from coated pellets. Importantly, the film coatings can simply consist of 2
drug and 2 polymer layers (using only 1 drug-coating formulation and 1 polymer-coating

formulation for spraying).
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Figure 8: Metoprolol release from pellets containing sugar starter cores (marked in
white), 2 drug layers (marked with black dots) and 2 PVAc layers (marked in grey).
The coating level of the polymer layers was 7.5 %, the coating levels of the 2 drug
layers (from the inside to the outside) are indicated at the top. For reasons of visibility,
the size of the starter core and thickness of the layers in the schemes are not up to
scale. The dotted straight line is intended to help visualizing deviation from zero order
release kinetics.

To evaluate the applicability of the proposed strategy to provide about constant drug
release from coated pellets loaded with low amounts of a freely water-soluble drug, the same
formulation as shown in Figure 8 was prepared, but replacing metoprolol succinate by
propranolol hydrochloride. As it can be seen in Figure 9, relatively constant drug release was
observed also in this case. Thus, the presented formulation approach is transferable to other
types of drugs. Note that fine tuning of the compositions and thicknesses of the respective
coating layers on a case-by-case basis can be expected to allow for further optimization of

drug release.
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Figure 9: Propranolol release from pellets containing sugar starter cores (marked in
white), 2 drug layers (marked with black dots) and 2 PVAc layers (marked in grey).
The coating level of the polymer layers was 7.5 %, the coating levels of the 2 drug
layers (from the inside to the outside) are indicated at the top. For reasons of visibility,
the size of the starter core and thickness of the layers in the schemes are not up to
scale. The dotted straight line is intended to help visualizing deviation from zero order
release kinetics.

V. Conclusions

To provide relatively constant drug release rates of freely water-soluble drugs (even
at low initial loadings) from coated pellets, the drug dose can be divided into different
layers, separated by initially drug-free polymer layers. A decrease in the release rate with
time due to the increasing length of the diffusion pathways can be compensated by
providing higher drug loadings closer to the pellet's core, resulting in increased
concentration differences with the surrounding medium. In addition, lag-time effects and
partial initial drug diffusion towards the pellet’s core are likely to contribute to the resulting
near zero order release profile. Importantly, the system can be rather simple: 2 drug and 2
polymer layers with a total coating level of only 20 % allow achieving about constant
release in the case of freely water-soluble metoprolol succinate. Since standard coating
equipment and conditions can be used, up-scaling can be expected to be similar as for

conventional coated controlled release pellets.
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LA LIBERATION MODIFIEE DE PRINCIPES ACTIFS, DEVELOPPEMENT DE DEUX APPROCHES

Résumé :
Les thérapeutiques individualisées et ciblées se développent, les formes galéniques évoluent donc en
paralléle pour contrbler la libération des principes actifs (PA). Les formes orales solides représentent les
formulations galéniques les plus utilisées, faciles d’emploi, indolores et réduisant le risque d’infection.
Les technologies de conception permettent de moduler la libération du PA. Deux approches sont
étudiées dans ce manuscrit, 'une correspond au ciblage de la libération d’un PA vers son site d’action
thérapeutique qui est le colon, la seconde consiste a contrdler la libération du PA pour maintenir une
concentration constante, minimiser les effets indésirables et les concentrations sub-thérapeutiques au
niveau du site d’action.
Premiére approche :
Les traitements des Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin peuvent étre significativement
améliorées par une libération localisée du PA. Une des approches est l'utilisation d’enrobages
composés de polysaccharides dégradés par les enzymes sécrétées par la microflore colique. L'absence
d’'une méthode in vitro reproductible simulant les conditions physiologiques du colon et I'impact potentiel
des traitements antibiotiques associés, est un obstacle a sa mise au point. L'objectif de I'étude était
d’effectuer un screening de polysaccharides ayant un intérét dans le développement de nouvelles
formulations a libération colique. Aprés cette sélection, les libérations de PA des formulations retenues
ont été évaluées par une méthode utilisant des selles de patients atteints de MICI traités ou non par
antibiothérapie. Enfin, l'utilisation de mélanges bactériens pour un éventuel remplacement de
I'utilisation de selles fraiches a été évaluée.
Seconde approche :
Les formes orales enrobées présentent un grand potentiel pour la libération contrblée de PA.
Néanmoins, il est difficile d’obtenir une libération a vitesse constante avec celles-ci. Ceci est
généralement di au réle prédominant du transport de masse par diffusion, ce qui entraine, avec le
temps, une diminution de la concentration en PA au cceur du systeme, donc une réduction du gradient
de concentration qui est la force motrice de la libération du PA. Ce type de cinétique de libération peut
étre inapproprié pour un traitement médicamenteux sdr et efficace. Malgré I'importance pratique de ce
défi crucial de formulation, étonnamment, peu de stratégies efficaces sont connues. Dans cette étude,
une nouvelle approche, basée sur une succession de couches de PA et de polymeres (initialement
dépourvu de PA) présentant une distribution initiale de PA non homogéne, associé a un effet de temps
de latence et a une diffusion partielle initiale a travers le noyau de la minigranule. Des variations de
type, de quantité, d'épaisseur et de séquence des couches de PA et de polyméres ont été testées. Un
systeme assez simple composé de quatre couches (deux couches de PA et deux couches de
polymere) permettait d’aboutir a une libération relativement constante durant 8h.

Mots-clés : Libération modifiée ; Libération colique ciblée ; Libération d’ordre zéro ; Maladies
Inflammatoires Chroniques de I'Intestin ; Microflore colique ; Enrobage ; Polysaccharides ;
ethylcellulose; poly(vinyl acetate); Minigranules.
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