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RESUME

Les substituts osseux synthétiques, notamment les céramiques a base de phosphate de
calcium, sont tres utilisés en chirurgie pour le comblement de défauts osseux. En effet, ces
matériaux biocompatibles en raison d’une composition chimique proche de celle de la phase
minérale de 1’os, peuvent se lier a ce dernier et agir comme un support a la repousse osseuse. De
plus, ils peuvent étre utilisés comme systémes de délivrance d’une molécule active, afin de cibler
la zone de relargage, de limiter les effets secondaires systémiques et d’optimiser la
biodisponibilité. Parmi les différentes formes disponibles, les sphéroides présentent 1’avantage
d’assurer le comblement de cavités a géométrie complexe tout en garantissant une macroporosite,
dont la taille est gérée par le diametre des agglomérats, et qui est favorable a la repousse osseuse.
Dans ce travail, des grains phosphocalciques sont produits par granulation humide a faible et a
haut cisaillement en présence d’un liant organique (polyvinylpyrrolidone ou amidon
prégélatinisé), éliminé par traitement thermique ultérieur pour créer la microporosité favorable au
chargement en molécule active et nécessaire aux échanges liquidiens. Le travail expérimental a
permis de sélectionner 1’amidon a la concentration de 10 % pour I’obtention en granulateur Mi-
Pro de sphéroides répondant aux spécifications fixées dans le cadre de cette étude. Les grains
préparés par granulation a faible cisaillement sont plus poreux que les sphéroides obtenus par
granulation a haut cisaillement, mais sont plus friables et moins sphériques. Les grains sont
ensuite chargés en ibuproféne par imprégnation sous vide d’une solution éthanolique du principe
actif. La caractérisation approfondie des sphéroides fonctionnalisés a mis en évidence le
comblement progressif de la porosité conjointement au dépot en surface de 1’ibuprofene. De plus,
pour les fortes teneurs en principe actif, il a ét€ montré que la quantité d’ibuproféne déposé a la
surface des sphéroides Mi-Pro est plus importante que celle présente sur les grains Kenwood.
Cette localisation semble s’expliquer par la plus faible porosité des grains Mi-Pro et par leur
morphologie favorable a un dépot de surface régulier. L’étude des cinétiques de libération de la
molécule active, a I’aide de trois dispositifs normalisés, n’a pas démontré d’influence significative
du procédé de fabrication. En revanche, le dispositif a flux continu, et particulierement la cellule
en T, ont montré leur intérét pour I’étude des cinétiques de dissolution de molécules actives a
partir de substrats implantables en site osseux en raison des volumes de milieu et des conditions

hydrodynamiques mis en jeu.

Mots-clé : phosphate de calcium, sphéroides, granulation humide, ibuproféne, systeme de
délivrance, biocéramiques, biomatériaux, matériaux de comblement, porosité, fonctionnalisation

thérapeutique



ABSTRACT

Bone substitutes, especially calcium phosphate based ceramics are widely used in surgery
for bone defect filling. In fact, due to their chemical composition close to bone mineral phase,
they are biocompatible, bioactive and osteoconductive. Simultaneously, they can be used as drug
delivery systems allowing drug substance targeting, limiting systemic side effects and increasing
the bioavailability. Among all physical presentations, pellets present several interests. They allow
filling of complex-shaped cavities while keeping a regular macroporosity, depending on the
granule median diameter, necessary for bone ingrowth. In this work, phosphocalcic granules are
produced by low or high shear wet granulation with an organic binder (polyvinylpyrrolidone or
pregelatinized starch), further removed by heat treatment in order to create microporosity
favourable to the drug loading and necessary for liquid exchanges. Pellets, produced with 10 %
starch in Mi-Pro high shear mixer granulator, are consistent with the specifications established in
this work for their use as bone implants. Granules obtained by low shear granulation are more
porous but more friable and less spherical than Mi-Pro pellets. The two types of granules are then
loaded with ibuprofen by a solvent evaporation method from an ethanolic ibuprofen solution.
Characterizations of loaded granules, show the progressive pore filling and the simultaneous
surface deposition of ibuprofen, as the drug content increases. Moreover, the quantity of ibuprofen
deposited on the surface is higher in the case of Mi-Pro pellets, probably due to their lower
porosity and their higher sphericity, favourable to regular coating. Ibuprofen release kinetics,
studied with three standard dissolution apparatuses, do not seem to be affected by the granulation
process. The flow through cell, especially the T cell, is interesting for drug release study of drug

substance carriers intended for bone defect filling.

Keywords: calcium phosphate, pellets, wet granulation, ibuprofen, drug delivery system,

bioceramics, biomaterials, bone defect filler, porosity
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Introduction

Les déficits et traumatismes osseux, qu’ils soient d’origine pathologique, accidentelle
ou liés a I’allongement de la durée de vie, requieérent une prise en charge croissante. Il est de
plus en plus fréquent de devoir recourir a des implantations osseuses pour réparer des
fractures ou combler des cavités endommagées. Le corps humain étant un organisme tres
sensible a l'origine et a la nature des implants, les greffes autologues constituent
théoriquement le moyen le plus sir et le plus efficace. En effet, dans ce cas, le greffon,
prélevé au niveau de la créte iliaque de I’os, provient d’un individu ayant successivement le
role de donneur puis de receveur. Cette greffe, issue d’un donneur vivant, présente ainsi des
propriétés d’ostéoconduction (support a la croissance osseuse), d’ostéoinduction (aide a la
néoformation osseuse) et d’ostéogencese (croissance de I’os a partir de cellules vivantes). De
plus, elle évite tout risque de transmission de maladie ou de rejet [1-2]. Malheureusement,
cette méthode présente également des inconvénients et notamment une morbidité du site de
prélévement ainsi qu’une augmentation de la durée de ’acte chirurgical pouvant mettre en jeu
le pronostic vital du patient [3-5]. Une alternative est donc 1’utilisation d’allogreffes, tissus
osseux d’origine humaine, prélevés sur des donneurs différents des receveurs [1]. Ces greffes
présentent I’avantage d’étre ostéoconductives, mais peuvent entrainer |’apparition d’une
réponse immunitaire nécessitant la mise en place de traitements lourds par
immunosuppresseurs. De plus, ce type de greffe pose également le probléme du risque de
transmission de maladies graves comme le virus du sida ou des hépatites [4]. C’est pourquoi,
les substituts osseux synthétiques et notamment les céramiques a base de phosphate de
calcium et d’hydroxyapatite sont de plus en plus utilisés en chirurgie orthopédique et en
odontologie. En effet, ces matériaux biocompatibles en raison d’une composition chimique
proche de celle de la phase minérale de 1’os, peuvent se lier chimiquement a 1’os (bioactivite)
et agir comme un substrat pour la croissance osseuse. Ils sont donc ostéoconducteurs méme

s’ils ne possedent pas de propriétés ostéogéniques [1].

Pour pouvoir étre utilisées en tant que substituts osseux, ces céramiques doivent
cependant présenter une porosité favorable a 1’invasion de I’implant par les cellules osseuses
et les liquides biologiques. En effet, des travaux ont mis en évidence I’influence de la taille
des pores, de leur nombre et de leur forme sur les processus de recolonisation osseuse. Ainsi,
Hulbert et al. [6] ont montré que les pores doivent présenter un diamétre supérieur a 100 um
pour pouvoir accueillir les cellules osseuses et un diametre supérieur a 200 um pour étre
ostéoconducteurs. De plus, certains auteurs suggerent que cette macroporosité doit étre

interconnectée [7-8].
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Introduction

Parmi les différentes présentations d’objets poreux rencontrées dans le domaine des
biomatériaux, les blocs sont largement décrits mais leur emploi n’est pas satisfaisant pour le
remplissage des cavités osseuses de formes complexes [9-10]. A I’inverse, les ciments se
révelent parfaitement adaptés au comblement d’espaces irréguliers mais perdent leur
supériorité par rapport aux blocs lorsqu’une macroporosité est recherchée [11-13]. En effet,
dans ce cas, le procédé de fabrication nécessite I’ajout d’un agent porogeéne qui doit &tre
¢liminé in situ pour créer une porosité nécessaire a l’envahissement cellulaire. Afin de
garantir une ostéoconduction optimale ainsi qu’un comblement adéquat, il apparait alors
intéressant d’envisager la fabrication de sphéroides pour lesquels la macroporosité serait
formée par les espaces inter-granulaires créés par I’empilement des objets et qui permettraient

un contact intime avec les berges osseuses de la cavité a combler.

La fabrication de granules est peu décrite dans le domaine des biomatériaux, elle fait
essentiellement appel a des méthodes :
- de compaction a I’aide de poingons hémisphériques [14] ;
- de coulage d’une suspension dans des moules hémisphériques [15-16] ;
- d’encapsulation, basée sur le principe d’immiscibilit¢ des liquides, d’une
dispersion céramique/gélatine dans une huile. La gélatine est ensuite éliminée par
chauffage pour créer la porosité [17-19]. La création de mousses a partir de

surfactants, permet d’augmenter la porosité des spheres [20].

La granulation humide est une méthode de fabrication trés largement utilisée en
pharmacie pour gérer, par les propriétés physico-chimiques, les qualités d’usage telles que les
caractéristiques rhéologiques, texturales, la comprimabilité, la résistance mécanique ou la
lyodisponibilité [21-22]. Néanmoins, a I’heure actuelle, cette méthode n’est pas appliquée aux
biocéramiques. L’originalité de cette étude réside donc dans I’utilisation de la granulation
humide dans le cadre du développement de sphéroides implantables ; sa facilité de mise en
ceuvre, ses performances et I’expérience acquise dans ce domaine par 1’équipe GEFSOD a

travers la réalisation de nombreux travaux de recherche justifient d’y faire appel.
La granulation humide consiste a agglomérer des particules ¢lémentaires par

pulvérisation d’une solution liante sur un mélange pulvérulent en agitation [23-25]. Le liant

peut également étre incorporé dans le mélange a sec, le mouillage est alors effectué¢ par le
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Introduction

solvant seul. Dans tous les cas, les étapes successives concourent a la qualité finale des
grains :

- le mélange a sec assure I’homogénéité ;

- le mouillage induit la nucléation et garantit la croissance des grains ;

- le séchage, suivi de la finition, fige la morphologie et la granulométrie.
Le séchage peut étre précédé d’une étape de sphéronisation, consistant a maintenir 1’agitation

aprés mouillage, afin d’améliorer la sphéricité des grains.

Plusieurs types de mélangeurs-granulateurs peuvent étre utilisés et ce travail de thése a
considéré les mélangeurs a faible cisaillement qui créent des grains relativement poreux et les
mélangeurs-granulateurs a haut cisaillement qui produisent des agglomérats plus denses et
plus sphériques quand intervient une étape de sphéronisation. Des agglomérats de phosphate
de calcium ont été réalisés, a 1’échelle du laboratoire, a 1’aide de liants organiques dans un
mélangeur a faible cisaillement de type planétaire Kenwood (Kenwood Ltd, Angleterre) et

dans un mélangeur-granulateur a haut cisaillement Mi-Pro (Pro-C-epT, Zelate, Belgique).

Les céramiques ¢laborées sont destinées a la reconstruction osseuse mais 1’objectif est
¢galement de les utiliser comme systémes de délivrance d’une molécule active, afin de
pouvoir cibler la zone de relargage et de maitriser les cinétiques de libération [26-28]. Dans
cette perspective, la porosité intra-granulaire doit étre augmentée par calcination du liant,
faisant également fonction de porogene, et une procédure de chargement sous vide doit

permettre de remplacer le porogéne par le principe actif.

Plusieurs familles thérapeutiques telles que facteurs de croissance, antibiotiques et
anti-inflammatoires, ont été associées aux substituts osseux [29-37]. Les anti-inflammatoires,
tels I’indométacine, le flurbiproféne, 1I’ibuproféne, ont en effet prouvé leur intérét dans le cas
de la destruction du tissu osseux au cours des maladies du périoste. De plus, 1’apparition de
phénoménes inflammatoires locaux au niveau du site d’implantation des biomatériaux dus a
I’activation du systéme immunitaire a été mise en évidence [33,35,38]. Le chargement des
implants osseux en agent anti-inflammatoire permet la délivrance de fortes concentrations
locales de principe actif tout en limitant son passage systémique et donc les effets secondaires
associés [35,38-39]. Le principe actif utilisé dans le cadre de ce travail est I’ibuproféne, anti-
inflammatoire de référence, disponible de facon industrielle et présentant des tailles de

particules adaptées a I’inclusion.
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Ce travail de thése, initié au sein du Groupe d’Etude sur la Fonctionnalisation des
Solides Divisés (GEFSOD EA 2631, Limoges) et soutenu financi¢rement sous la forme d’une
bourse d’étude par la Région Limousin, concerne donc 1’¢laboration de sphéroides poreux a
base de phosphate de calcium destinés a I’implantation osseuse et a la libération controlée de
I’ibuproféne. Cette étude correspond aux orientations de 1’équipe de recherche qui conjugue
désormais, au sein du laboratoire Science des Procédés Céramiques et de Traitements de
Surface (SPCTS UMR CNRS 6638), les compétences développées dans le domaine de la
mise au point des médicaments par le groupe GEFSOD et dans celui des matériaux et
procédés céramiques. Ce travail s’inscrit plus spécifiquement dans la thématique

biocéramiques, applications thérapeutiques et ingénierie tissulaire.

Le présent document est organisé en deux parties.

La premiére partie bibliographique présente successivement les méthodes de création
de pores au sein de céramiques et les principes généraux de la granulation humide développée
en pharmacie. Le croisement des différentes méthodes servira de base pour 1’¢élaboration de

sphéroides poreux destinés a I’implantation osseuse.

La seconde partie, dite « partie expérimentale » est organisée en trois chapitres :

- le premier met en évidence 1’effet de la nature du porogéne et de sa concentration
sur 1’¢laboration de substituts osseux ;

- le deuxiéme s’intéresse a I’influence du procédé de granulation sur les propriétés
physico-chimiques des grains obtenus ;

- le dernier chapitre approfondit la caractérisation des agglomérats fonctionnalisés
en étudiant ’effet de la localisation de I’ibuproféne, d’une part sur les propriétés

mécaniques et texturales et d’autre part, sur les cinétiques de dissolution.

La majeure partie de ce travail est présentée sous forme de publications précédées

d’une synthése de leur contenu, rédigée en francais.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE



L’objectif de ce travail de thése est de fabriquer des sphéroides phosphocalciques
poreux pour une utilisation en tant que substituts osseux et systemes de délivrance de
molécules actives combinant les techniques utilisées dans le domaine des biomatériaux et de

la pharmacie. La partie bibliographique de ce document est constituée de deux chapitres.

Le premier chapitre est une revue des procédés les plus fréquemment utilisés dans le
domaine des biomatériaux pour générer de la porosité au sein de céramiques. Ces méthodes
sont basées sur 1’élimination d’un composé organique, le porogene, par chauffage ou par
dissolution. Cette revue bibliographique distingue les procédés de fabrication en voie solide et
par moulage (Tableau 1). Les méthodes par voie solide (compaction, extrusion) conduisent a
des objets de formes géométriques simples telles que les blocs ou les granules. Les techniques
par moulage regroupent d’une part, les procédés nécessitant la formation d’une suspension qui
est ensuite coulée dans des moules, afin d’obtenir une gamme d’objets allant des géométries
simples a des formes trés complexes, et d’autre part, les méthodes basées sur le principe
d’immiscibilité des liquides permettant la préparation d’objets sphériques. Ce chapitre a fait
I’objet d’une publication intitulée:

Fabrication of porous substrates: a review of processes using pore forming agents in the biomaterial
field

Procédés par moulage Procédés voie solide
TYPE DE PROCEDE Ciment Compaction
Suspension Extrusion
Directe Indirecte
METHODE Sans frittage (ciment) Avec frittage
Gaz Liquide Solide
NATURE DU POROGENE Poudre dispersée

Squelette 3D

Chauffage Dissolution
Sublimation En cours de procédé
Fusion
Calcination

Tableau 1 : Procédés de génération de porosité au sein de céramiques

Le deuxiéme chapitre aborde les principes généraux de la granulation humide et
apporte les ¢léments documentaires utiles a la partie expérimentale du travail. Apres
présentation des mécanismes de croissance des grains, les granulations a faible et haut

cisaillement seront décrites pour 1’obtention de grains pour implantation osseuse.
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Chevalier E, Chulia D, Pouget C, Viana M.

Fabrication of porous substrates: a review of processes using pore forming agents in the
biomaterial field
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I.2. ELABORATION D'AGGLOMERATS PAR GRANULATION
HUMIDE



Etude bibliographique : Elaboration d’agglomérats

La granulation humide est un procédé d’agglomération utilis¢ dans de nombreux
secteurs industriels notamment la pharmacie mais aussi I’agroalimentaire, la détergence [1-3].
Elle consiste, sous I’effet d’un liquide de mouillage, a assembler des particules primaires sous
forme d’agglomérats dans le but [4] :

- d’augmenter la masse volumique apparente ;

- d’assurer ’homogénéité des mélanges pulvérulents ;

- d’améliorer les propriétés d’écoulement ;

- de garantir la manipulation des produits formés ;

- de réduire la production de fines ;

- d’améliorer les propriétés mécaniques ;

- d’ajuster les cinétiques de dissolution des principes actifs ;

- de faciliter la mise en forme ultérieure ;

- d’augmenter I’aptitude a la compression des grains.

La formation des grains est provoquée par I’addition de liants qui peuvent étre soit
incorporés a 1’état solide au mélange de poudres qui est ensuite mouillé par le solvant de
granulation, soit pulvérisés sous forme de solution liante sur le mélange pulvérulent.
L’agglomération est rendue possible grace a la création de forces physiques ou chimiques
inter-particulaires, induites par le liant mais aussi par le procédé de granulation et assurant,

apres séchage, la cohésion des particules au sein des agglomérats.

[.2.1. Mécanismes généraux de croissance des grains

La granulation est traditionnellement décrite comme la combinaison de trois étapes

(Figure 1) : mouillage et nucléation, croissance et consolidation, attrition et rupture [1,5-8].
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Mouillage et nucléation

Attrition et rupture
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Figure 1 : Représentation schématique des différents stades de la granulation

(d’aprés Iveson et al. [1])
1.2.1.1. Mouillage et nucléation

Cette premicre étape de la formation des grains, déterminante pour I’ensemble du
processus de granulation, est générée par 1’addition du liquide de mouillage au matériau sec et
sa distribution [6-7]. La qualité du mouillage dépend de la répartition du liant solide dans le
mélange de poudre ou de la dispersion de la solution liante, dépendant elles-mémes des
caractéristiques physicochimiques des mati¢res premicres, des propriétés rhéologiques de la
solution liante et des modalités d’incorporation du liant. Si la dispersion du liant est
satisfaisante et le mouillage uniforme, la nucléation est contrdlée [1]. Mort et Tardos [7] ont
mis en évidence que le degré de dispersion influence la distribution de taille des grains. Le
processus de granulation débute par la phase de nucléation : le liant commence a mouiller la
poudre et forme I’agglomérat initial. Ce mécanisme est fortement influencé par la taille
relative des gouttelettes de liant par rapport a la taille des particules primaires. Les travaux de
Schaefer et Mathieson [9] sur I’agglomération par voie fondue, repris par Scott et al. [10]
pour rendre compte du procédé de granulation, proposent deux mécanismes différents selon la
taille des gouttelettes. Ainsi, si la dimension de la goutte de solution liante est importante par

rapport a la taille des particules, la nucléation a lieu par immersion des petites particules a
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I’intérieur des grosses gouttes (Figure 2a), il y a alors production de nucléi a pores saturés. Si
au contraire, les gouttelettes ont une taille inférieure aux particules primaires, la nucléation est
produite par la distribution des gouttelettes a la surface des particules (Figure 2b). Les nucléi
ainsi formés peuvent emprisonner de petites quantités d’air augmentant la tension

superficielle et I’angle de contact.
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Particules Liant Distribution Coalescence

Figure 2 : Schématisation des mécanismes de coalescence et d’immersion

(d’apres Iveson et al. [1])

11 faut noter qu’il existe parfois un régime unique de nucléation lorsque la quantité de
liquide de mouillage est insuffisante pour promouvoir la croissance des grains [11-12], qui

constitue la deuxieme étape de la granulation.
1.2.1.2. Croissance et consolidation des grains

La croissance des grains débute lorsque les nucléi, sous I’effet des collisions,
s’assemblent. Si le phénomene concerne deux agglomérats primaires de taille comparable, le
processus de croissance est appelé coalescence. Si en revanche, il consiste en un dépdt de
fines particules a la surface de particules plus larges, préexistantes, le processus est nommé
layering ou snow-balling. Cependant, cette distinction reste théorique et dépend du rapport de
taille défini entre fines et grosses. La croissance peut débuter de fagon concomitante a la
nucléation, dés que le liant est additionné a la masse pulvérulente en agitation. Si tous les
agglomérats contiennent une quantité¢ identique de liant, leurs propriétés physiques sont
identiques et la distribution granulométrique est étroite. En revanche, si le liant est dispersé de
facon aléatoire au sein du mélange de poudres, certains nucléi sont plus saturés que d’autres et
leur croissance devient préférentielle [11,13]. Cette étape de croissance peut se prolonger

apres 1’arrét de ’ajout du liant.
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La probabilit¢é d’une collision entre deux particules primaires et ’entretien du
phénomene de coalescence dépend d’un grand nombre de facteurs tels que les propriétés
mécaniques des grains, la capacit¢ du liant & se déposer a la surface des grains,
I’hydrodynamique du systéme et la densification. Sous I’effet de I’agitation, les grains se
consolident progressivement entrainant une augmentation de la saturation des pores en liquide

et une évolution des propriétés mécaniques [1].
[.2.1.2.1. Les différents états de saturation en liquide de mouillage des grains

Newitt et Conway-Jones [14] ont été les premiers auteurs a décrire les états de
saturation des grains : pendulaire, funiculaire, capillaire, gouttelette et pseudo-gouttelette

(Figure 3).

4 A Eh &

Pendulaire Funiculaire Capillaire Gouttelette Pseudo-gouttelette
Figure 3 : Les cinq états de saturation des grains en liquide de mouillage

(d’apres Newitt and Conway-Jones [14])

Dans I’état pendulaire, les particules sont maintenues entre elles par des ponts liquides
formés au niveau de leurs points de contact. L’état capillaire apparait lorsque les grains se
saturent, c'est-a-dire que les pores se remplissent de liquide de liaison sous 1’effet de forces
capillaires. L’¢état funiculaire, dans lequel les vides ne sont pas encore totalement saturés en
liant, est un stade de transition entre les états pendulaire et capillaire. L’état gouttelette est
atteint lorsque la sursaturation enferme les particules au sein des gouttelettes. Il est parfois
possible d’observer un état pseudo-gouttelette dans lequel des espaces vides de liant restent
emprisonnés [14]. Ce phénomene apparait fréquemment lorsque les systémes sont mouillés de
fagon hétérogéne [15]. Au cours de la granulation, le mouillage est arrété lorsque 1’état

funiculaire est atteint et que les agglomérats sont formés [16].
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1.2.1.2.2. Les forces intervenant au cours de la croissance

L’agglomération des particules solides résulte de modifications chimiques ou
physiques du solide, induites par le liant chimi- ou physi-sorbé a la surface des particules

solides et par le procédé, responsables des ponts interparticulaires [17-18].

La nature et ’intensité des forces pouvant induire 1’adhésion de deux particules sont

récapitulées dans les Figures 4 et 5.

(a)
fusion partielle (I) réaction chimique (I) réaction chimique (I)
cristallisation de matiére liants ayant durci (T) liants ayant durci (I)
soluble (I) liants trés visqueux (IT) ponts liquides (III)

couche de liquide absorbé (II)

(d) (e) 4]
forces moléculaires (IV) imbrications mécaniques (V) forces capillaires (III)
forces électrostatiques (IV)
forces magnétiques (IV)

Figure 4 : Mécanismes d’agglomération (d’aprés Rumpf [17])

4 resistance & la wacuon (kgicm?)
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Figure 5 : Intensité des forces interparticulaires (d’aprés Rumpf [17])
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Selon Rumpf [17], les principales forces cohésives intervenant au cours de la

granulation résultent des ponts liquides formés entre les particules solides.

[.2.1.2.3. Les régimes de croissance

Iveson et Litster [19] décrivent 1’existence de plusieurs comportements lors de la
croissance des grains : la croissance stable (Steady growth) et la croissance par induction

(induction growth).

Pendant la phase de croissance stable, la taille moyenne des grains augmente de fagon
continue avec le temps. Ce phénomene est observé lorsque les grains humides sont facilement
déformables. L’ajout d’une quantité supplémentaire de liant augmente le taux de croissance

mais n’améliore pas la qualité des grains formés.

L’induction est une phase au cours de laquelle il existe une longue période de faible
croissance voire d’absence de croissance. Cette période d’induction, aussi appelée région de
nucléi [20] ou étape de compaction [21], est suivie d’une phase de croissance rapide.
L’augmentation de la teneur en liant diminue généralement la durée de la période d’induction.
Cet état est rencontré avec des systeémes relativement résistants se consolidant lentement. Les
grains ne se déforment pas suffisamment pour pouvoir induire une coalescence sous 1’effet
des collisions mais se consolident lentement avec le temps, puis lorsque le liant se dépose a

leur surface, la coalescence des grains est rapide assurant le début de leur croissance [13].

Il existe d’autres comportements comme :

- le crumb behaviour lorsque la formulation est trop humide pour former des grains
solides : il se forme en revanche des structures molles et friables qui protégent
quelques grains plus gros qui sont constamment détruits puis reformés [22] ;

- le surmouillage qui apparait lorsqu’une quantit¢ trop importante de liquide de
mouillage est additionnée a la masse a granuler ; le systeme forme alors une masse

sursaturée [23].
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1.2.1.3. Fracture et attrition

La granulation est le résultat de la compétition entre la croissance des agglomérats et

leur rupture sous I’effet des conditions mécaniques. Lorsque les grains se cassent, il existe

plusieurs phénomenes distincts :

cassure des grains humides dans le granulateur. Cette situation, lorsqu’elle est
maitrisée, peut étre un moyen de contrdler la granulométrie des grains, notamment
dans le cas des granulateurs a haut cisaillement ;

attrition et fracture des grains secs dans le granulateur, dans le dispositif de séchage ou
au cours de la « finition » ultérieure. Ce phénomene, qui peut se propager selon deux
modalités, est générateur de fines et doit étre évité. Ainsi, lorsque les agglomérats ont
une zone de fissure petite en regard de leur taille, ils se fragmentent: c’est le
mécanisme de fracture ou fragmentation (Figure 6a). Ce phénomeéne apparait lorsque
les grains peuvent concentrer assez d’énergie €lastique pour propager la fracture au
cours de la collision. Au contraire, quand les dimensions de la zone de fissure sont
comparables a celles de ’agglomérat, ceux-ci sont détruits par érosion ou attrition
(Figure 6b) due a la propagation de microfissures générant des fines plutot que des

petits fragments [1].

i BT
a L ¥ Petite zone de g \ \ ™
g X_\‘\ fissure ‘_’,.»5 B ey

- S =3 ™~ -'.{-Iu

Large zone de o
fissure o B

Figure 6 : Schéma de rupture des grains a) par fracture et b) par attrition

(d’apres Iveson [1])
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[.2.2. Les étapes du procédé de granulation humide

1.2.2.1. Mélange-granulation

La granulation humide peut étre réalisée selon des procédés multiphasiques, pour
lesquels mélange, granulation et séchage sont effectués dans des appareils différents [24-28],

ou monophasiques (single pot) combinant toutes les étapes dans un méme appareil [29-33].

La granulation peut étre mise en oeuvre :

- dans des mélangeurs a faible taux de cisaillement de type mélangeurs planétaires, a vis
hélicoidale ou a socs ;

- dans des mélangeurs-granulateurs a haut cisaillement dans lesquels 1’agitation est
réalisée a des vitesses plus importantes que dans les mélangeurs précédents [16] ;

- en lit fluidisé, réduisant généralement la quantité de liquide de mouillage, le temps de

manipulation mais aussi la cohésion [34-35].

Seuls les deux premiers principes ont été retenus dans la partie expérimentale de ce

travail et sont décrits ci-apres.

[.2.2.1.1. Granulation en mélangeur a faible cisaillement

Les mélangeurs a faible taux de cisaillement sont définis par le mouvement de la pale
qui successivement désaére la poudre puis provoque sa chute par gravité [4]. Ces appareils
peuvent étre utilisés pour les mélanges a sec de matériaux pulvérulents ou les mélanges
solide-liquide [36]. Les principaux types de mélangeurs utilisés dans [’industrie
pharmaceutique sont :

- les mélangeurs de type pétrin et les mélangeurs coniques a vis pour lesquels la pale,
portée par un axe horizontal, projette la masse pulvérulente sur les parois et la disperse

sur les cOtés, permettant 1I’obtention de grains denses [37].

- les mélangeurs planétaires dont I’axe de rotation est vertical. Ils sont responsables
d’un allongement du temps de mélange et d’'une densification assez limitée [4] mais
permettent le traitement de plus faibles quantités de produit et une grande souplesse

d’utilisation [38].
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Les mélangeurs a faible cisaillement conduisent a I’obtention de grains présentant des
densités apparentes variables en fonction du dispositif utilisé, a ’origine d’une porosité
relativement plus importante que dans le cas des mélangeurs a haut cisaillement. En revanche,
lors de la granulation de poudres fines, il existe un risque de répartition hétérogene du liquide

de mouillage [4].

Afin d’améliorer cette densification, il est nécessaire d’avoir recours a une granulation
proprement dite au moyen de granulateurs dont le rdle est de forcer la masse humide a travers
une surface perforée. Il existe deux types de granulateurs :

- les granulateurs rotatifs pour lesquels une vis sans fin ou un rotor a pales force la
masse a travers une paroi cylindrique ou une paroi plane a ’extrémité d’un cylindre ;

- les granulateurs oscillants constitués de barres paralleles animées d’un mouvement de
va-et-vient qui oblige le mélange humide a passer a travers une grille semi-
cylindrique. Les grains obtenus sont plus poreux que ceux produits par les

granulateurs rotatifs [39].

[.2.2.1.2. Granulation en mélangeur-granulateur a haut cisaillement

Dans les mélangeurs a haut cisaillement, la pale tourne a grande vitesse augmentant la
probabilité de collision des grains entre eux et avec les parois de la cuve. Les lames de la pale
peuvent étre en position horizontale ou verticale. La pale est généralement associée a un
émotteur destiné a détruire les gros agglomérats pouvant se former en cours de granulation
[4]. Ces mélangeurs permettent une réduction du temps de granulation et une bonne
densification des grains [16]. Les agglomérats formés sont donc plus résistants et plus
sphériques que ceux obtenus en mélangeur a faible cisaillement [4]. De plus, ces dispositifs
peuvent étre instrumentés : il est possible de mesurer directement le couple de torsion ou la
puissance consommeée par le moteur du mélangeur et ainsi de suivre 1’évolution rhéologique
et la consistance du mélange poudre-liant de I’état initial a 1’état capillaire [40-41]. Ainsi, sur
la représentation graphique (Figure 7), cinq phases peuvent étre identifiées selon Leuenberger
[42] :

- phase I : le liquide de mouillage est adsorbé par le mélange de poudres sans qu’il y ait

agglomération des particules. La puissance consommée est constante ;
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- phase II : la valeur de la puissance augmente fortement et des grains commencent a se
former. Il y a formation des ponts liquides et la fin de cette phase correspond a 1’¢état
pendulaire pour lequel tous les ponts sont formés ;

- phase III : le couple reste constant, cette phase de plateau correspond a la densification
et a la croissance des agglomérats par remplissage progressif des espaces
interparticulaires en liquide de mouillage (état funiculaire) ;

- phase IV : la puissance consommée augmente a nouveau et présente des fluctuations
importantes jusqu’a atteindre sa valeur maximale. Le mélange passe alors a I’état
capillaire ;

- phase V : la puissance consommée décroit fortement indiquant le passage a 1’état de
suspension.

L’exploitation judicieuse de ce profil permet de rationaliser 1’opération de granulation.

Phases
o III Iv

—

Puissance consommeée (W)

!
[
I
I
| Ss

1
Volume de liquide de mouillage (mL)

Figure 7 : Courbe typique de puissance consommée (d’apres Leuenberger [42])

Le procédé a haut cisaillement présente 1’avantage de produire des grains denses in
situ, évitant 1’étape de granulation ultérieure nécessaire dans le cas des appareils a faible
cisaillement. De plus, elle peut étre suivie d’une sphéronisation qui consiste & maintenir

I’agitation apres ’ajout complet du liquide de mouillage. La déformation des grains leur

confere une forme sphérique.
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1.2.2.2. Séchage

Apres granulation, le séchage conduit a I’évaporation du liquide de mouillage jusqu’a
une teneur en humidité résiduelle assurant la stabilité des grains et permettant les différentes
opérations de mise en forme et manipulations ultérieures. La maitrise de cette étape permet le

controle des propriétés physico-technologiques des grains [43-45].

Le séchage est un processus combinant un transfert de maticre et de chaleur. L’énergie
permettant le passage du solvant de I’état liquide a 1’état gazeux est fournie par convection
d’un fluide gazeux, par conduction au contact d’une surface chauffée ou par rayonnement
infrarouge ou hyperfréquence. Le séchage peut étre divisé en trois phases [46-47] (Figure 8) :

- phase I de montée en température du produit ;
- phase II d’évaporation constante au cours de laquelle la température reste stable avec

un équilibre entre les phénomeénes d’évaporation et de migration, le solvant migrant a

la surface du produit par des forces capillaires ;

- phase III d’évaporation a vitesse décroissante au cours de laquelle la température

augmente car la quantité d’énergie fournie est supérieure a celle nécessaire a

I’évaporation du solvant résiduel.

I

/
11

Vitesse d’évaporation

k"

Temps ~

Figure 8 : Phases du cycle de séchage (d’apres Rosetto [48])

Lorsque le séchage est une étape d’un procédé multiphasique, il peut étre réalisé dans
[16]:
- une ¢étuve, méthode conventionnelle de 1’industrie pharmaceutique. Les grains

humides sont étalés sur de grands plateaux et placés dans une étuve a circulation d’air
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ou la température est controlée. Cependant, il s’agit d’un procédé long et difficilement
contrdlable [49] ;
- un sécheur a lit fluidisé dans lequel les particules sont mises en suspension dans un
flux d’air.
Le processus d’évaporation peut étre accéléré par augmentation de la température de
’air entrant [50], mais il est nécessaire de s’assurer que cette augmentation de température ne

dégrade pas le produit [16].

Le séchage en lit fluidisé permet de réduire le temps de séchage, par rapport a un
procédé en étuve, par une meilleure circulation de ’air. En revanche, ce procédé peut générer
des fines, par phénomenes d’attrition, modifiant la distribution de taille des particules [51].

L’énergie consommée avec ce dispositif est élevée [52].

Un criblage mécanique réalisé aprés le séchage, permet si nécessaire d’ajuster la
granulométrie finale et de séparer les grains collés entre eux, pour conduire au matériau final
dont les propriétés physico-chimiques et les qualités d’usage auront été globalement gérées
par le procédé et la formulation. A ce stade, les grains sont généralement calibrés par passage

sur une grille d’ouverture de maille plus petite que celle utilisée pour la granulation.
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La partie bibliographique de cette étude a justifié¢ la mise en ceuvre de la granulation
humide pour la fabrication de sphéroides phosphocalciques pour implantation osseuse. Deux
principes, faible et haut cisaillements, ont été retenus pour le travail expérimental.
L’¢limination du liant (amidon prégélatinis¢ ou polyvinylpyrrolidone) par traitement
thermique, basée sur la température de décomposition du liant, est utilisée pour augmenter la
porosité¢ des agglomérats. Le liant de granulation fait alors fonction d’agent porogéne. Les

grains poreux sont ensuite chargés en ibuproféne par imprégnation sous vide.

L’objectif de cette étude est d’obtenir des grains conformes aux spécifications fixées
dans le cadre de ce travail en vue de leur future utilisation en tant que biomatériaux pour
implantation osseuse. Ces spécifications, basées sur les critéres précédemment décrits dans

I’introduction générale de ce document, sont précisées dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Spécifications des sphéroides phosphocalciques pour implantation en site osseux

Propriétés Spécifications
E v Biocompatibilité
52 Bioactivité .
E 2 Natur . . Phosphate trical >959
Z % ature Ostéoconduction osphate tricalcique > 95 %
A Biorésorbabilité
. Granulométrie do.s = 800 pm
o Morphologie dg <1,40
= Sphéricité Coefficient circularité > 0,78
& oy
S ) Mgcrop10r051te Viner = 35 %
» OITRCE pat €8 eSpaces Taille des pores > 100 um
intergranulaires
£ Texture Microporosité
. ~ 0
% créée par la calcination, Taille d Vinira = ?;50/20 310
favorable au chargement en actif aitie des pores <8 Hm
Tenue mécanique Résistance a ['usure Friabilité¢ <15 %
Teneur = 36 % (200 mg pour
. Chargement en Dose thérapeutique 550 mg de grains)
a9 actif d’ibuproféne Coefficient d’efficacité du
= S chargement : maximale
= = Quantité libérée = 100 %
el . Aptitude a la dissolution TW 100 % > 150 min
»n A ’
Libération d’actif TW 80 % > 60min
M¢écanisme de dissolution Diffusion majoritaire
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Le phosphate de calcium utilisé pour la fabrication des grains poreux est un composé
biphasique, transformé majoritairement en phosphate B-tricalcique (B-TCP) par traitement
thermique a 900 °C, comme indiqué par 1’analyse par diffraction des rayons X (Figure 9). Le
produit final est constitué de plus de 95 % de phosphate B-tricalcique et d’une faible quantité
d’hydroxyapatite et peut donc étre considéré comme un composé monophasique [1]. Le

phosphate [-tricalcique présente 1’avantage d’étre biocompatible, ostéoconducteur et

biorésorbable dans 1’organisme [2-3].
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Figure 9 : Diffractogramme du phosphate de calcium initial et aprés calcination a 900 °C
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La granulation a faible cisaillement (Figure 10) est réalisée dans un mélangeur
planétaire Kenwood Chef (Kenwood Ltd, Angleterre). Le mélange pulvérulent phosphate de
calcium/liant, préalablement homogénéisé dans un mélangeur a retournement (Turbula T2C,
Bale, Suisse), est transféré dans la cuve du malaxeur Kenwood pour le mouillage a 1’eau
distillée. La granulation proprement dite est réalisée par passage forcé de la masse humide a
travers la grille d’ouverture de maille 2000 um d’un granulateur oscillant (Erweka AR 400

type FGS, Erweka Apparatebau GmbH, Heusenstamm, Allemagne) pour former des grains.

Figure 10 : Mélangeur planétaire Kenwood Chef et granulateur oscillant Erweka

La granulation a haut cisaillement (Figure 11) est réalisée dans un mélangeur-
granulateur Mi-Pro (Pro-C-epT, Zelzate, Belgique). Les conditions suivantes sont appliquées
[4]:

- mélange a sec pendant 180 s a une vitesse de pale et d’émotteur de 500 rpm ;
- granulation avec une vitesse de pale et d’émotteur de 1000 rpm et un débit d’addition
du liquide de mouillage de 35 mL.min™ ;

- sphéronisation pendant 60 s a une vitesse de 500 rpm pour la pale et I’émotteur.

Figure 11 : Mélangeur-granulateur Mi-Pro
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Les deux types de grains obtenus sont séchés en lit fluidisé (Glatt, Haltigen-
Binzen/Baden, Allemagne) pendant 20 min a 60 °C (Figure 12), avant d’étre calibrés sur un

tamis d’ouverture de maille 1600 pm.

Figure 12 : Sécheur a lit fluidisé Glatt

La fraction granulométrique [710-1000 um], sélectionnée apres 1’étape de séchage, est
soumise a un traitement thermique. Ce protocole, ayant pour but d’éliminer le liant faisant
alors fonction d’agent porogéne afin de créer la porosité intra-granulaire, est divisé en deux
phases (Figure 13) :

- montée en température jusqu’a un premier plateau (270 ou 400 °C) correspondant a la
température de décomposition du liant ;

- montée en température jusqu’au deuxieme plateau (700 ou 900 °C) correspondant a la
température de transformation du phosphate de calcium biphasique en composé

monophasique.

Zéme

Température de 4 Température (°C) palier
i (15 min)
transformation
du phosphate de
calcium
Chauffage
(2 °C.min™")
1 pali Refroidisseant
aller o .
Température de (12CF))min) (10 °C.min™)
décomposition
du liant
Chauffage
2 °C.min’1)

v

Temps (min)
Figure 13 : Schéma du protocole de calcination
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Les grains calcinés sont ensuite chargés en actif par imprégnation sous vide a partir
d’une solution éthanolique d’ibuproféne dans un évaporateur rotatif (Rotavopor, Biichi,

Suisse) (Figure 14) avant d’étre séchés, sous vide, a température ambiante.

Figure 14 : Evaporateur rotatif Rotavapor

La Figure 15 récapitule les différentes étapes des procédés de fabrication des

sphéroides poreux phosphocalciques chargés en ibuproféne.
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L’étude expérimentale est organisée en trois chapitres.

Le premier décrit le choix du liant de granulation et de sa concentration pour obtenir
des grains conformes aux spécifications. Il définit également les conditions opératoires du
traitement thermique. Il a fait I’objet d’une publication:

From porous pellet fabrication to drug loading and release: the case of calcium phosphate matrix

loaded with ibuprofen.

Le deuxiéme chapitre compare les deux méthodes de granulation, faible et haut
cisaillement. Le procédé permettant de répondre aux spécifications est ensuite validé. Deux
publications ont été rédigées.

- Comparison of low shear and high shear granulation processes: effect on implantable calcium
phosphate granule properties.

- Validation of a fabrication process of pellets for bone filling and drug delivery

Le dernier chapitre approfondit la caractérisation des grains destinés a 1’implantation.
I1 tente d’expliquer par la localisation de I’ibuproféne les propriétés physico-chimiques des
deux types de grains. Il évalue ensuite la capacité de trois appareils de dissolution a rendre
compte de la libération in vitro du principe actif et met en évidence 1’intérét d’un nouveau
dispositif, la cellule en T, mieux adapté a la prise en compte des conditions d’¢lution en
milieu osseux. Il regroupe trois publications:
- Ibuprofen loaded calcium phosphate granules: combination of innovative characterization methods
to rely mechanical strength to drug location
- Comparison of three dissolution apparatuses for testing implantable calcium phosphate pellets used
as ibuprofen delivery systems
- A novel application of the T cell for the flow through dissolution: the case of bioceramics used as

ibuprofen carrier
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IT.1. INFLUENCE DU POROGENE ET DE SA
CONCENTRATION

Chevalier E, Viana M, Cazalbou S, Champion E, Chulia D.
From porous pellet fabrication to drug loading and release: the case of calcium phosphate
matrix loaded with ibuprofen

Bioceramics: Properties, Preparation and Applications, Nova Sciences Publishers, in press



Etude expérimentale : Influence du porogéne et de sa concentration

L’objectif de ce premier chapitre expérimental est de déterminer la formulation
assurant la fabrication de grains conformes aux spécifications. Dans un premier temps,
I’aptitude du procédé a haut cisaillement a granuler le phosphate de calcium est évaluée.
L’influence de la nature et de la proportion de liant/porogéne et de la température de

calcination sur les propriétés physicochimiques des grains formés est ensuite étudiée.

L’amidon prégélatinisé (Sepistab ST 200, Seppic, France) et la polyvinylpyrrolidone
(PVP, Kollidon 90 F, BASF, Ludwigshafen, Allemagne) sont utilisés comme liants de
granulation, respectivement aux concentrations de 5 et 10 % et de 2,5 et 5 %. Les grains,
préparés avec 10 % d’amidon en présence de 43,5 % v/m d’eau distillée et calcinés a 900 °C
sont conformes aux spécifications et ces conditions sont donc retenues pour la suite des
travaux (Tableau 2). En effet, les grains préparés avec la concentration la plus faible de
chacun des liants sont moins sphériques et ceux préparés avec 5 % de PVP ne sont pas

suffisamment poreux.

Les mesures de porosité par intrusion de mercure ont mis en évidence, apres
calcination, I’augmentation d’environ 10 % de la microporosité, correspondant a la quantité
de liant initialement introduite dans le mélange de granulation. La porosité totale estimée pour
un empilement de ces grains dans une cavité osseuse serait de 74 % et composée de :

- 39 % de macroporosité formée par les espaces inter-granulaires et correspondant a des
pores de diameétres supérieurs a 110 um, favorables a la colonisation par les cellules
OSSEUuses ;

- 35 % de microporosité créée par élimination du liant, correspondant a des pores de

[0,2-10 um], capables d’accueillir les molécules d’ibuproféne.

Le coefficient d’efficacité du chargement indique que la méthode d’imprégnation sous
vide permet de déposer la totalité de la quantité d’ibuproféne souhaitée (364 mg par gramme
de grains). La cinétique de dissolution de I’ibuproféne a partir des grains calcinés montre que
la totalit¢ de I’ibuproféne chargé dans les grains est libérée. Afin de comprendre les
phénoménes mis en jeu au cours du relargage, les profils de dissolution de 1’ibuproféne a
partir d’un mélange physique phosphate de calcium/ibuproféne et de grains non calcinés sont
¢galement étudiés. La comparaison met en évidence 1’'intérét de la granulation et de la
calcination des grains pour freiner la libération de 1’ibuproféne. En effet, lorsque les grains de

phosphate de calcium non calcinés sont imprégnés d’ibuproféne, la libération est ralentie
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Etude expérimentale : Influence du porogéne et de sa concentration

(mélange physique versus grains non calcinés) mais s’effectue néanmoins sur un temps plus
court que pour les grains calcinés (grains non calcinés versus grains calcinés), en raison
vraisemblablement d’une moindre intrusion d’ibuproféne dans les grains et de la présence de
I’amidon qui gonfle en milieu aqueux entrainant la désagrégation des grains. Dans le cas des

grains calcinés, la dissolution est majoritairement controlée par un mécanisme de diffusion.

Tableau 2 : Récapitulatif des caractéristiques physico-chimiques et lyopharmaceutiques des

sphéroides préparés en présence de 10 % d’amidon prégélatinisé et calcinés a 900 °C

Propriétés Caractéristiques des grains Spécifications Conformité
Nature Phosphate tricalcique Phosphate tricalcique > 95 % Oui
Granulométrie 791 pm dos = 800 pm Oui
Sphéricité 0,83 Coefficient circularité > 0,78 Oui
Macroporosité 40 % Viner = 33 % Oui
P > 100 pm Taille des pores > 100 um Oui
Microporosité 35 o Vina & 33 Oui
P [0,09-0,4 um] [0,4-5 um] Taille des pores =0,2 a 10 um Oui
Chargement en 36,5 % Teneur = 36 % Oui
ibuprofene 101,5 % Coefficient d efﬁca(.:lte du Oui

chargement : maximal
Aptitude 3 la 100 % Quantité libérée = 100 % Oui
Tissolution 210 min TW 100 % > 150 min Oui
103 min TW 80 % > 60min Oui
Me.camsme de Diffusion Diffusion majoritaire Oui
dissolution
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II.2. INFLUENCE DU PROCEDE DE GRANULATION

II.2 1 Granulation a faible et a haut cisaillement : étude
comparée des procédés

Chevalier E, Viana M, Cazalbou S, Chulia D.

Comparison of low shear and high shear granulation processes: effect on implantable
calcium phosphate granule properties

Drug Development and Industrial Pharmacy, soumise

IT.2.2. Validation du procédé d'élaboration des sphéroides

Chevalier E, Viana M, Cazalbou S, Chulia D.
Validation of a fabrication process of pellets for bone filling and drug delivery
Journal of Drug Delivery Science and Technology, acceptée le 2 septembre 2008



Le chapitre I1.1. a montré 1’aptitude de la granulation a haut cisaillement, suivie d’un
traitement thermique, a ¢laborer des sphéroides poreux a base de phosphate de calcium et a
permis de préciser la formule et les conditions de calcination permettant I’obtention de grains
conformes aux spécifications : 10 % m/m d’amidon prégélatinisé, 43,5 % v/m d’eau distillée,

température de calcination 900 °C.

L’objectif étant d’augmenter la porosité des agglomérats tout en conservant une bonne
tenue mécanique, le chapitre I1.2. étudie, a formule constante, I’effet du procédé. La premicre
section compare la granulation a haut cisaillement, définie précédemment, a la granulation a
faible cisaillement, réalisée a 1’aide du mélangeur planétaire Kenwood Chef (Kenwood Ltd,
Angleterre) et du granulateur oscillant (Erweka Apparatebau, Allemagne). Cette section a fait
I’objet d’une publication :

Comparison of low shear and high shear granulation processes: effect on implantable calcium

phosphate granule properties.
La deuxieéme section s’attache a valider le procédé de fabrication le plus approprié.

Cette étude a fait I’objet d’une publication :

Validation of a fabrication process of pellets for bone filling and drug delivery.
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II.2.1 Granulation a faible et a haut cisaillement: étude
comparée des procédés

Chevalier E, Viana M, Cazalbou S, Chulia D.

Comparison of low shear and high shear granulation processes: effect on implantable
calcium phosphate granule properties

Drug Development and Industrial Pharmacy, soumise



Etude expérimentale : Comparaison des procédés de granulation

Cette section compare les propriétés physicochimiques de grains obtenus
respectivement par granulation a faible et a haut cisaillements. La transposition en mélangeur
a faible cisaillement de la formule 10 % d’amidon-90 % de phosphate de calcium, mise au
point en mélangeur Mi-Pro (43,5 % v/m d’eau) dans le chapitre II.1., a nécessité un
ajustement du volume de liquide de mouillage (61,3 % v/m d’eau) pour obtenir des grains
Kenwood de granulométrie similaire a celle des sphéroides obtenus dans le Mi-Pro.
L’incidence du procédé de granulation sur I’ensemble des caractéristiques physico-chimiques

et sur les cinétiques de libération de 1’ibuproféne est évaluée.

Les résultats expérimentaux indiquent que la granulation a faible cisaillement conduit
a la formation d’agglomérats présentant un diametre médian d’environ 800 um. Cependant,
ils sont moins sphériques et plus irréguliers que ceux obtenus par granulation a haut
cisaillement, comme I’indiquent les faibles coefficients de circularité et les valeurs de surface
spécifique plus élevées. La masse volumique vrac des sphéroides Mi-Pro est logiquement
augmentée, en raison d’une densification plus importante sous I’effet du fort cisaillement de
la pale dans le mélangeur-granulateur. Ainsi, les grains Mi-Pro présentent un meilleur
réarrangement initial. Toutefois, apres tassement, les deux types de grains présentent la méme
masse volumique, indiquant une compacité similaire sous faible contrainte. La résistance
mécanique des grains est également affectée par la méthode de granulation. En effet, la
moindre densification des agglomérats en mélangeur Kenwood et granulateur oscillant leur
confere une friabilité trois fois plus élevée que celle des sphéroides Mi-Pro. Considérant les
paramétres de forme, la maniabilité et la tenue mécanique, les grains Mi-Pro semblent donc
plus favorables a une utilisation en tant qu’implants osseux. Les deux procédés de granulation
conduisent a 1’élaboration d’agglomérats poreux présentant des plages de tailles de pores
voisines, respectivement [90-400 nm]-[400-10000 nm] pour les grains Kenwood et [90-
300 nm]-[300-10000 nm] pour les sphéroides Mi-Pro. En revanche, le taux de microporosité
est plus important dans le cas des grains Kenwood (41,30 % versus 34,90 %), en relation avec
leur faible masse volumique vrac et leur friabilité élevée. La comparaison des volumes poreux
avant et apres calcination indique une augmentation de I’ordre de 10 % pour les deux types de

grains, en accord avec la teneur initiale en amidon prégélatinisé.

L’¢tude des porogrammes apreés chargement de 1’actif montre, pour les deux voies

d’¢laboration, le comblement de la porosité intra-granulaire par 1’ibuproféne.
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Etude expérimentale : Comparaison des procédés de granulation

Le coefficient d’efficacit¢ du chargement confirme que la totalité de la quantité
d’ibuprofeéne visée (364 mg par gramme de grains soit 36 %) peut étre déposée sur les deux
types d’agglomérats. Néanmoins, les grains Kenwood et Mi-Pro présentant des textures
poreuses légerement différentes, la répartition de 1’ibuproféne au ccoeur et a la surface des
grains est susceptible d’étre affectée. Une étude approfondie de la localisation de 1’ibuproféne
fera I’objet du chapitre I1.3. de ce document. Pour la teneur de 36 % en ibuproféne, les
cinétiques de dissolution in vitro mettent en évidence une libération 1égérement plus rapide
dans le cas des grains Kenwood. Toutefois, la comparaison statistique des profils de
dissolution des deux types de grains ne permet pas de conclure a une différence significative.
Enfin, le procédé de granulation n’affecte pas le mécanisme de dissolution qui est, dans les

deux cas, majoritairement contrdlé par la diffusion.
Le Tableau 3 récapitule les caractéristiques des deux types de grains et confirme que
les sphéroides Mi-Pro sont conformes aux spécifications retenues pour cette application en

tant que biomatériau chargé en actif.

Tableau 3 : Caractéristiques et spécifications des grains Kenwood et des sphéroides Mi-Pro

Propriétés Kenwood Mi-Pro Spécifications
Nature Phosphate Phosphate Phosphate tricalcique > 95 %
tricalcique tricalcique
. do,s ~ 800 pum
Granulométrie 858 um 791 um da < 1,40
Sphéricité 0,76 0,83 Coefficient circularité > 0,78
Macroporosité 33 % 40 % Viner = 33 %
P > 100 um > 100 um Taille des pores > 100 um
41 % 35% Vintra = 35 %
Microporosité [0,09-0,4 um] . _ .
[0,09-5 um] 0.4-5 ym] Taille des pores = 0,2 a 10 pm
Résistance a I’usure 21,3 % 12,1 % Friabilité < 15 %
Chargement en 36,8 % 36,5 % Teneur = 36 %
ibuprofene 102.3 % 101.5 % Coefficient d efﬁcac;lte du
chargement : maximal
Aptitude 3 la 100 % 100 % Quantité libérée = 100 %
dﬁssolution 135 min 210 min TW 100 % > 150 min
53 min 66 min TW 80 % > 60min
Me.camsme de Diffusion Diffusion Diffusion majoritaire
dissolution

Les cases grisées correspondent aux résultats non conformes
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IT.2.2. Validation du procédé de fabrication des sphéroides

Chevalier E, Viana M, Cazalbou S, Chulia D.
Validation of a fabrication process of pellets for bone filling and drug delivery
Journal of Drug Delivery Science and Technology, acceptée le 2 septembre 2008



Etude expérimentale : Validation du procédé d’élaboration des sphéroides

Les sphéroides, préparés par granulation humide a haut cisaillement puis calcination et
fonctionnalisation, sont conformes aux spécifications définies pour leur emploi en tant que
biomatériaux et systemes de délivrance du principe actif. Ils sont plus sphériques et plus
résistants que les grains préparés par granulation a faible cisaillement. Leur aptitude a étre
fonctionnalisés par chargement d’ibuproféne a également été démontrée, ainsi que leur

capacité a prolonger la mise a disposition du principe actif.

L’objectif de cette deuxieme section est de valider ’ensemble du procédé de
fabrication, incluant les étapes successives de granulation, calcination et chargement, sur la

base des caractéristiques des grains obtenus qui définissent leur qualité d’usage.

Quatre lots de grains sont produits (lots 1 a 4) (Figure 16) et la comparaison de leurs
propriétés physico-chimiques (masse volumique pycnométrique, surface spécifique,
coefficient de circularité, porosité¢) permet de conclure a la reproductibilité du procédé de
granulation a haut cisaillement (coefficient de variation : CV <3 %). Apres calcination, les
faibles CV (< 2,5 %) de ces mémes caractéristiques attestent de la reproductibilité des effets

induits par le traitement thermique.

La reproductibilité du procédé de fabrication des grains chargés est ensuite évaluée par
la comparaison de trois fractions (A, B, C) issues de chacun des lots, ayant fait respectivement

I’objet d’une procédure d’imprégnation.

Les profils de dissolution de trois échantillons (1, 2, 3) de chacune de ces fractions
sont comparés (1 niveau) sur la base de la quantité d’ibuproféne libérée (Q, %) pour chaque
temps de prélévement et des aires sous la courbe (AUC, %.min) (Figure 16). Les valeurs des
CV (5% et 6 %) démontrent respectivement 1’homogénéité de la teneur en ibuproféne de

chaque fraction et la reproductibilité¢ de la méthode de dissolution.

La reproductibilit¢ du protocole de chargement est mise en évidence par le CV

(< 4,5 %) de P’AUC des neuf cinétiques de dissolution obtenues pour chaque lot (2™ niveau).

Enfin, le coefficient de variation des 36 AUC des profils de dissolution ainsi que

I’analyse de wvariance des quantités maximales d’ibuproféne dissous valident Ila
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Etude expérimentale : Validation du procédé d’élaboration des sphéroides

reproductibilité¢ de I’ensemble du procédé de fabrication des grains fonctionnalisés (3™

[a]:[B] [c]![a \C A/B\C A/B LC]
AANAAA AN AAN

Homogénéité de la teneur en

1 CV des 3 Q (%) en chaque temps de la cinétique ibuproféne et reproductibilité

niveau CV des 3 AUC (%.min) - de la méthode d’évaluation de
| la dissolution

N\ o
‘ ~
nizveau CV des 9 AUC (%.min) de chaque lot - Reproductibilité du chargement
SN— -

—_

wme CV des 36 AUC (%.min) o, f 12
3 Analyse de variance modele II des 36 - Reproductibilit¢ du procédé de

niveau iy . . \ . fabrication des grains chargés
quantités maximales d’ibuproféne dissous g g

Figure 16 : Schéma des étapes de validation du procédé de fabrication des sphéroides poreux

chargés en ibuprofene

Chaque étape du protocole de fabrication, granulation, traitement thermique,
chargement de I’ibuproféne, est reproductible, autorisant ainsi le tracé d’un profil de
dissolution unique (moyenne des 36 cinétiques) pour lequel la modélisation indique une

libération majoritairement contrélée par un mécanisme de diffusion.
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IT. 3. CARACTERISATION APPROFONDIE DES
AGGLOMERATS FONCTIONNALISES

IT.3.1 Localisation de [libuproféne : effet sur les propriétés
mécanigues et texturales

Chevalier E, Viana M, Cazalbou S, Makein L, Dubois J, Chulia D.

Ibuprofen loaded calcium phosphate granules: combination of innovative characterization
methods to rely mechanical strength to drug location

Acta Biomaterialia, soumise

IT.3.2. Cinétigues de dissolution: comparaison appareil a
palette/appareil a pistons/cellule a flux continu

Chevalier E, Viana M, Artaud A, Chomette L, Haddouchi S, Devidts G, Chulia D.
Comparison of three dissolution apparatuses for testing implantable calcium phosphate
pellets used as ibuprofen delivery systems

AAPS PharmSciTech, soumise

IT.3.3. Intérét méthodologigue de la cellule en T

Chevalier E, Viana M, Artaud A, Haddouchi S, Chulia D.

A novel application of the T cell for the flow through dissolution: the case of bioceramics
used as ibuprofen carrier

Talanta, acceptée le 21 septembre 2008



L’étude des procédés de fabrication des agglomérats implantables conduite dans le
chapitre I1.2. a mis évidence, dans les conditions expérimentales retenues, la supériorité de la

granulation a haut cisaillement a produire des grains conformes aux spécifications.

Afin de parfaire la compréhension des différences induites par le procédé, le troisiéme
chapitre approfondit, par la mise en ceuvre de méthodes originales, 1’évaluation des
caractéristiques pharmaco-techniques de grains fonctionnalisés par des teneurs en actif variant
de 1,75 a 46 %. 1l tente d’expliquer les propriétés observées par la localisation de 1’ibuproféne
au ceeur et en surface des grains. L’incidence de la distribution de la molécule active sur sa

mise a disposition est évaluée par la réalisation d’essais de dissolution in vitro.

Seront abordés successivement :

- TI’impact de la localisation de 1’ibuproféne sur les propriétés physico-chimiques et
mécaniques des grains, dans la publication :

Ibuprofen loaded calcium phosphate granules: combination of innovative characterization methods to
rely mechanical strength to drug location;

- I’étude des cinétiques de libération de I’actif, a partir des grains fonctionnalisés,
grace a trois appareils de dissolution standardisés. Une publication rapporte ces
investigations :

Comparison of three dissolution apparatuses for testing implantable calcium phosphate pellets used
as ibuprofen delivery systems;

- D’intérét de la cellule en T pour I’étude des cinétiques de libération de 1’ibuproféne
a partir des substituts osseux, sensibles aux conditions hydrodynamiques. Cette
section a fait I’objet d’une publication :

A novel application of the T cell for the flow through dissolution: the case of bioceramics used as

ibuprofen carrier.
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IT.3.1 Localisation de libuproféne . effet sur les propriétés
mécanigues et texturales

Chevalier E, Viana M, Cazalbou S, Makein L, Dubois J, Chulia D.
Ibuprofen loaded calcium phosphate granules: combination of innovative characterization

methods to rely mechanical strength to drug location
Acta Biomaterialia, soumise



Etude expérimentale : Localisation de I’ibuproféne

Ainsi qu’il a été vu dans les chapitres précédents, les sphéroides Mi-Pro, a la fois
avant fonctionnalisation et apreés chargement avec 36 % d’ibuproféne, satisfont mieux aux
spécifications que les grains Kenwood. Cette section tente de progresser dans la
compréhension de ces différences en approfondissant les caractéristiques des grains chargés,
en particulier en précisant la localisation de I’ibuproféne. L’objectif est de relier les propriétés
finales des grains chargés aux caractéristiques initiales. Pour cela, des investigations
originales sont menées sur des grains Kenwood et Mi-Pro imprégnés avec différentes teneurs

en ibuproféne (1,75 ;3,5;7; 12,5 ; 36 et 46 %).

La mise en ceuvre de la microindentation permet de compléter la caractérisation
mécanique des grains avant chargement. En effet, il a ét¢ montré précédemment que la
morphologie et 1’état de surface des grains Mi-Pro favorisent leur faible friabilité. Les
mesures de résistance a la rupture prouvent que la meilleure tenue mécanique est également

reliée a la cohésion deux fois plus élevée des sphéroides.

Le chargement en ibuproféene améliore la résistance mécanique des deux types de
grains et maintient la supériorité des sphéroides Mi-Pro sur toute la gamme de concentrations.
Par ailleurs, la résistance augmente, dans les deux cas, de maniére plus importante a partir de
22 % d’ibuproféene. Deux hypothéses sur la localisation de I’actif sont suggérées pour
expliquer ces deux régimes :

- les pores se remplissent progressivement jusqu’a une valeur seuil au-dela de
laquelle la totalit¢ du volume poreux est occupé et 1’addition d’ibuproféne
supplémentaire ne peut avoir lieu qu’en surface des grains ;

- la surface des grains est initialement recouverte d’ibuprofeéne et les pores sont
progressivement comblés par augmentation de la quantité déposée.

Entre ces deux situations limites, un cas intermédiaire correspondrait a la coexistence

des deux phénomenes dont la contribution respective varierait avec la concentration en

ibuprofeéne.

L’analyse de surface par spectrométrie infrarouge révele la présence externe
d’ibuproféne dés les premieres concentrations, pour les deux types de grains. L’intensité¢ du
signal augmente avec la teneur en actif de maniére similaire, pour les deux procédés, jusqu’a
22 %. Au-dela, le dépdt de surface est plus important, en particulier pour les sphéroides Mi-

Pro pour lesquels il est également plus régulier.
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Etude expérimentale : Localisation de I’ibuproféne

Simultanément le chargement en ibuproféne conduit & une réduction du volume
poreux. Pour les grains Kenwood, la porosité¢ diminue linéairement sur toute la gamme de
concentration en actif, pour les deux plages de pores identifiées apres calcination. Dans le cas
des sphéroides Mi-Pro, le comblement des pores les plus grands suit la méme évolution que
dans le cas des grains Kenwood alors que le volume des petits pores, pratiquement comblé

pour une teneur en ibuproféne de 22 %, n’évolue plus au-dela.

Le croisement des résultats précédents démontre que le dépot d’ibuprofene s’effectue
simultanément en surface et au coeur des pores, dés les plus faibles teneurs en actif. Lorsque le
volume poreux est pratiquement comblé, le dépdt en surface devient prédominant. Ce
phénomeéne est noté dés 22 % d’actif et de maniere plus marquée pour les sphéroides Mi-Pro,
en raison de leur moindre porosité intra-granulaire. La résistance a la rupture augmente de
fagon concomitante et est d’autant plus élevée que le dépot de surface est important,
expliquant ainsi la meilleure tenue mécanique des grains Mi-Pro. Cependant, un dépdt de
surface excessif, di a une concentration trop élevée d’ibuproféne (>46 %), compromet la

résistance mécanique des grains.
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II.3.2. Cinétigues de dissolution: comparaison appareil a
palette/appareil a pistons/cellule a flux continu

Chevalier E, Viana M, Artaud A, Chomette L, Haddouchi S, Devidts G, Chulia D.
Comparison of three dissolution apparatuses for testing implantable calcium phosphate
pellets used as ibuprofen delivery systems

AAPS PharmSciTech, soumise



Etude expérimentale : Comparaison des cinétigues de dissolution

L’analyse de composition de surface et le suivi de la porosité des deux types de grains
en fonction de la quantité¢ d’actif chargé, a montré que I’ibuproféne se dépose a la fois dans
les pores et a la surface des grains. Lorsque la porosité est comblée, le dépot en surface
devient majoritaire. Dans la mesure ou les grains Mi-Pro présentent un volume poreux
légérement plus faible, il a été mis en évidence un dépdt surfacique plus important sur ces
grains. Cette différence de répartition cceur/surface de I’ibuprofeéne étant susceptible de
modifier la mise & disposition de la molécule active a partir des deux types de grains, une

étude comparative des cinétiques de dissolution est réalisée.

L’objectif de cette section est d’étudier I’influence de la localisation de 1’ibuproféne
sur les cinétiques de libération de la molécule active. Pour cela, des essais de dissolution in
vitro sont conduits sur des grains chargés avec des concentrations croissantes en ibuproféne,
caractéristiques de 1’évolution de la localisation (dépot simultané cceur/surface, comblement
de la porosité, dépdt en surface). Les essais de dissolution d’actif & partir de substituts osseux
n’étant pas normalisés a 1’heure actuelle, trois appareils de dissolution, décrits a la
Pharmacopée Européenne pour I’étude des formes pharmaceutiques sont utilisés : ’appareil a

palette, I’appareil a pistons et la cellule a flux continu (Figure 17).

Les profils de dissolution de I’ibuproféne obtenus pour chaque appareil et chaque type
de grains mettent en évidence I’aptitude des deux types de grains a libérer la totalité de
I’ibuproféne présent. En revanche, seule la cellule a flux continu permet I’analyse de
I’ensemble des teneurs. En effet, dans le cas des appareils a palette ou a pistons, en raison des
configurations utilisées (taille des bols, volume du milieu de dissolution), les concentrations
en ibuprofene dissous dans le milieu, pour les grains les moins chargés, sont trop faibles pour
permettre un dosage précis. Afin de limiter ces inconvénients, deux types d’ajustement
pourraient étre mis en ceuvre :

- une réduction du volume de milieu de dissolution, qui nécessite 1’utilisation

d’accessoires plus petits ;

- une augmentation de la taille de I’échantillon soumis a I’essai, qui est parfois

difficile a obtenir dans les phases précoces de développement.
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Figure 17 : Appareils de dissolution a) appareil a palette (Dissolution Tester, Prolabo),

b) appareil a pistons (Bio-Dis, Varian) et c) cellule a flux continu (CE 7smart, Sotax)

La libération d’ibuproféne semble plus rapide dans ’appareil a pistons, toutefois cette
différence n’est statistiquement significative que pour les grains chargés avec 36 %
d’ibuproféne. Les valeurs de TW 80 %, correspondant au temps nécessaire pour dissoudre
80 % du principe actif, augmentent avec I’augmentation de teneur en actif. Ce phénomene est
cependant moins marqué dans ’appareil a pistons en raison du mouvement, bas¢ sur le
principe de I’appareil de désagrégation des comprimés, qui sollicite fortement les grains,
entrainant leur dégradation partielle. Par conséquent, 1’appareil a pistons ne semble pas
générer des conditions hydrodynamiques adaptées a la caractérisation de systémes de

délivrance prolongée d’actif.

L’étude de la vitesse initiale de dissolution montre que les sphéroides Mi-Pro libérent
plus lentement 1’ibuproféne que les grains Kenwood. Dans le cas des tests réalisés en appareil
a pistons, les conditions mentionnées précédemment, masquent cette différence, limitant le
pouvoir discriminant de la méthode. De plus, cette vitesse diminue de I’appareil a palette a

I’appareil a pistons et a la cellule a flux continu.
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Bien que les trois appareillages soient basés sur des modalités d’échanges
échantillon/milieu de dissolution différents, ils mettent tous en évidence une dissolution
principalement diffusionnelle. Toutefois, la prévalence de cette diffusion sur le mécanisme

d’érosion est plus nette dans le cas de la cellule a flux continu.

Les valeurs de TW 80 %, déterminées a partir des cinétiques de libération pour les
sphéroides Mi-Pro, sont supérieures a celles obtenues pour les grains Kenwood, avec chaque
dispositif de dissolution. Ces valeurs sont probablement liées a un dépdt d’ibuproféne en
surface plus régulier sur les sphéroides et a leur plus faible porosité qui limite I’invasion par le
milieu de dissolution et retarde donc la libération de I’actif. Ainsi, les grains Kenwood, plus
poreux, présentent un dépot en surface plus limité que les grains Mi-Pro, favorisant
I’accessibilité du milieu de dissolution a I’ibuproféne contenu dans les pores. Néanmoins, la
comparaison des profils ne met pas en évidence de différence significative entre les deux

types de grains.

Contrairement aux résultats de spectrométrie infrarouge et de porosimétrie, I’évolution
du TW 80 % et de la vitesse initiale de dissolution en fonction de la teneur en ibuproféne est
réguliere sur toute la plage de concentrations étudiées. L’évolution de la localisation de 1’actif
précédemment décrite (Section I1.3.1) ne semble donc pas avoir d’incidence sur la mise a
disposition de I’ibuprofeéne. Ceci peut étre li¢ a une proportion d’ibuproféne en surface trés
largement majoritaire par rapport a la fraction incluse dans les pores, pour toutes les
concentrations ¢tudiées, masquant ainsi les variations de répartition. D’autres conditions
expérimentales plus discriminantes mériteraient, par ailleurs, d’étre explorées afin d’évaluer

plus précisément 1’impact de la localisation de I’ibuproféne.

La dégradation des grains induite par 1’appareil a pistons d’une part et d’autre part la
dilution trop importante dans le cas de ’appareil a palette, incitent a retenir la cellule a flux
pour D’évaluation de la libération de I’ibuproféne a partir de grains phosphocalciques.
Toutefois, quelle que soit la méthode de dissolution, les cinétiques de libération de
I’ibuproféne sont relativement courtes (5 h) et les conditions expérimentales peu appropriées a
I’application visée en tant que biomatériaux implantables. Il sera donc nécessaire d’envisager
la mise en ceuvre de conditions hydrodynamiques (mouvement et volume du milieu de

dissolution) plus proches de celles rencontrées dans le tissu osseux.
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Etude expérimentale : Celluleen T

Les appareils normalisés de la Pharmacopée Européenne (appareil a palette, appareil a
pistons, cellule a flux continu) ont permis 1’étude des cinétiques de libération in vitro de
I’ibuprofene. Cependant, une meilleure adéquation des conditions expérimentales aux
conditions hydrodynamiques des fluides irrigant le tissu osseux permettrait une analyse plus

pertinente de la mise a disposition in situ de la molécule active.

Cette section présente 1’utilisation d’un prototype de cellule de dissolution, développé
a partir de ’appareillage a flux continu, pour 1’évaluation de la libération de molécules actives
a partir de dispositifs médicaux implantables. Ce module, remplagant la cellule classique par
une cellule en T (Figure 18), a été initialement congu pour I’étude de microspheres chargées
pour embolisation puis appliqué aux stents [1-2]. En effet, ces systémes sont soumis, pendant
des temps longs, a une ¢lution diffusionnelle par les fluides biologiques, mieux simulée par la
cellule en T. Les substituts phosphocalciques fonctionnalisés étant destinés a étre confinés
dans des cavités osseuses faiblement irriguées, la libération de leur actif se fait dans un flux
non turbulent, sur de longues périodes. La similitude des conditions physiologiques de
libération justifie I’utilisation de la cellule en T : les grains Kenwood et Mi-Pro chargés avec

22 et 36 % d’ibuprofeéne sont soumis a 1’étude.

L’utilisation de la cellule en T prolonge la libération de 1’ibuproféne a partir de chaque
type de grains, pour les deux teneurs en principe actif. En effet, les valeurs de TW 80 % sont
dix fois plus élevées que celles obtenues avec la cellule classique. Cependant, malgré une
libération en apparence plus rapide a partir des grains Kenwood, la différence entre les profils
de dissolution n’est pas significative et la cellule en T ne crée pas de conditions plus

discriminantes que la cellule classique.

Les mécanismes de contrOle de la libération sont a la fois la diffusion et 1’érosion,
I’effet de I’érosion étant plus marqué dans le cas de la cellule en T, probablement en raison de
la durée de I’essai (45 h versus 5 h avec la cellule classique). Toutefois, malgré ce phénomene
d’érosion, I’intégrité apparente des deux types de grains est maintenue jusqu’a la fin de 1’essai
en raison des conditions hydrodynamiques induites par la conception de la cellule, démontrant
la tenue des grains en milieu liquide et le maintien de leur potentiel ostéoconducteur aprés

relargage de I’actif.
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| Grains

Billes de
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rubis

b) 4 Flux Grains
Figure 15 : Représentation schématique des cellules a flux continu

a) cellule classique et b) celluleen T

L’utilisation de la cellule en T semble ainsi plus adaptée a I’étude des cinétiques de
libération de I’ibuprofeéne chargé dans les grains phosphocalciques destinés a I’implantation
osseuse. De plus, les volumes de dissolution et les conditions hydrodynamiques mis en jeu

sécuriseront les corrélations in vitro/in vivo.
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Une problématique majeure de ces derni¢res décennies est la demande croissante de la
chirurgie orthopédique en substituts osseux. Parmi les biomatériaux synthétiques, les
biocéramiques phosphocalciques sont aujourd’hui largement développées en raison de leur
composition chimique proche de celle de la phase minérale de 1’os. Elles présentent
¢galement 1’intérét de pouvoir étre fonctionnalisées par ajout de molécules thérapeutiques, ce
qui leur confére la propriété supplémentaire de libération localisée d’un principe actif. Ces
substituts peuvent se présenter sous différentes formes. Dans le cas de lacunes osseuses de
formes complexes, le contact intime biomatériaux/berges osseuses et le maintien d’une
porosité nécessaires a 1’ostéoconduction sont difficiles a obtenir. En effet, les ciments
phosphocalciques s’adaptent parfaitement a la cavité a combler mais ne présentent
généralement pas une porosité suffisante. A I’inverse, les blocs peuvent présenter un volume
poreux tres favorable mais leur usage est limité a des zones de géométrie régulicre. L objectif
de ce travail a donc été d’élaborer des sphéroides poreux a base de phosphate de calcium
chargés en principe actif, I’ibuproféne, et présentant a la fois I’aptitude a combler des lacunes
complexes et a libérer in situ cette molécule anti-inflammatoire. Cette étude a combiné un
procédé de fabrication bien connu en pharmacie, la granulation humide, et une technique
utilisée dans le domaine des biomatériaux pour créer de la porosité, I’élimination d’un

porogene par calcination.

Les travaux exposés dans le premier chapitre de la partie expérimentale ont permis le
choix du liant (nature et concentration) le plus apte a la granulation humide du phosphate de
calcium et des parametres opératoires assurant la fabrication, par granulation a haut
cisaillement puis calcination, de sphéroides poreux conformes aux spécifications fixées dans
le cadre de leur application en tant qu’implants osseux. La sélection de I’amidon prégélatinisé
a une concentration de 10 % comme liant de granulation a permis la fabrication de grains
présentant un diaméetre médian d’environ 800 um, assurant la création d’espaces inter-
granulaires, d’environ 150 um, favorables a le recolonisation osseuse. L’élimination par
calcination de I’amidon prégélatinis¢, faisant également fonction d’agent porogeéne, a permis
d’augmenter d’environ 10 % la porosité intra-granulaire ; porosité favorable aux échanges
liquidiens in situ et a I’inclusion d’actif. La porosité totale estimée pour un empilement de ces

grains dans une cavité osseuse serait ainsi de 74 %.

Sur la base de cette formulation, deux procédés de granulation, a faible et a haut

cisaillement, ont été comparés dans le deuxiéme chapitre. Bien que 1égerement moins poreux,
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les sphéroides Mi-Pro, obtenus par granulation humide a haut cisaillement, sont plus
sphériques et moins friables que ceux ¢laborés par granulation a faible cisaillement (grains
Kenwood) ; en outre, ils permettent de prolonger la libération de I’ibuproféne. Ils sont en tous
points conformes aux spécifications et sont donc, dans les conditions mises en ceuvre, de

meilleurs candidats que les grains Kenwood pour ’application visée.

Dans le dernier chapitre, des méthodes de caractérisation originales ont été¢ mises en
ceuvre pour I’évaluation des propriétés physico-technologiques des deux types de grains
chargés avec des teneurs variables en ibuproféne. Ainsi, une augmentation de la résistance
mécanique des grains, en fonction du chargement en ibuproféne, a ét¢ mise en évidence.
L’apport combiné de la spectrométrie infrarouge et de la porosimétrie au mercure a permis
d’élucider les séquences de dépot de I’ibuprofene selon la texture des grains. Ainsi, dés les
faibles concentrations, I’ibuproféne se dépose simultanément en surface et au cceur des grains
puis lorsque la porosité est pratiquement comblée, I’ajout supplémentaire d’actif s’effectue
essentiellement par enrobage des grains. Ce dépot de surface est plus important et plus
régulier dans le cas des sphéroides Mi-Pro, qui s’averent étre plus sphériques mais légeérement
moins poreux que les grains Kenwood. Cette répartition de I’ibuproféne ralentit sa libération
dans le cas des sphéroides Mi-Pro, en raison d’une moindre accessibilit¢ du milieu de
dissolution a I’ibuproféne présent dans les pores. La cellule en T, prototype développé pour
I’¢tude de la libération d’actif a partir de systémes implantables pour embolisation, a permis
d’étudier la dissolution de I’ibuproféne dans des conditions d’élution et de durée plus en
adéquation avec les conditions physiologiques du milieu osseux. L’intégrit¢ des substrats
poreux au terme de la dissolution de la molécule active, laisse préjuger du maintien de leur

otentiel ostéoconducteur, paramétre essentiel a leur utilisation en tant qu’implants osseux.
9

Dans le but de gérer les capacités d’inclusion et les cinétiques de dissolution du
principe actif, tout en préservant les propriétés mécaniques, d’autres pistes peuvent étre
suggérees :

- ajustement de la porosité (volume, distribution, interconnexion des pores) par le

choix qualitatif et quantitatif d’autres porogénes, utilisés seuls ou en association ;

- fonctionnalisation chimique préalable du support destinée a améliorer les liaisons

substrat/molécule active ;

- dépot d’un enrobage barriere sur les grains chargés en actif.
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Afin de valider le concept développé, des investigations complémentaires (immersion
en milieu sursaturé en ions calcium et phosphate, culture cellulaire) devront étre mises en
ceuvre pour s’assurer que la présence de 1’ibuproféne ne compromet ni la biocompatibilité ni
la bioactivit¢ des sphéroides fonctionnalisés. Des essais d’implantation en site osseux
permettraient de confirmer la biocompatibilité, d’évaluer les cinétiques de

résorption/substitution et d’établir les cinétiques de libération in vivo de la molécule active.

Le développement des matériaux proposés devrait également faire 1’objet d’une
optimisation des procédés de fabrication et d’inclusion ainsi que d’un travail de transposition

d’échelle.

Au-dela des conclusions établies sur la contribution respective de la formulation et du
procédé a la qualité des grains, un bilan méthodologique peut étre établi au terme de ce
travail. D’une part, le croisement de méthodes telles que la microindentation, 1’exploration
des surfaces par spectrométrie infrarouge couplée a 1’analyse d’image et la porosimétrie au
mercure, a permis de progresser dans la compréhension des phénomeénes de granulation, de
calcination, d’inclusion d’actif et donc dans le développement de ces systémes de délivrance.
Toutefois, elles ne sont pas envisageables en routine, alors que la mise en ceuvre de méthodes
de caractérisations, telles que les essais de friabilité et les tests de dissolution in vitro,
normalisées dans d’autres domaines a démontré son intérét dans le controle de la qualité de

ces substituts osseux.

Enfin, le statut particulier de ces matériaux multifonctionnels, a la fois substituts
osseux et systemes de délivrance d’actif, et donc a l’interface des médicaments et des
dispositifs médicaux, souléve des problématiques d’ordre déontologique et réglementaire

qu’il conviendra de considérer dans une démarche pluridisciplinaire.
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