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INTRODUCTION

Les besoins en médicaments pédiatriques ne sont pas totalement couverts par
I'industrie pharmaceutique. On estime que 30 a 90% des enfants hospitalisés recoivent au
moins un traitement non autorisé en pédiatrie (1). Des mesures réglementaires et incitatives
ont été prises au niveau international pour faciliter le développement et I'accessibilité aux
médicaments en pédiatrie. Le but étant d’assurer I'accés a des médicaments qui sont de
qualité et appropriés, et de fournir de l'information sur les médicaments en pédiatrie (2).
L'utilisation d'un médicament insuffisamment étudié pour la population pédiatrique présente
un risque accru d’inefficacité, de toxicité, et peut induire a des erreurs d'administration (3). Le
faible nombre d'essais cliniques chez les enfants conduit un nombre réduit d'indications
validées mais surtout de posologies pédiatriques validées (3). De plus, la population
pédiatrique est une population tres hétérogene et fragile.

Pour pallier ce manque de médicament pédiatrique, une des alternatives consiste a
avoir recours a des médicaments destinés a I’adulte, qui sont souvent inadaptés tant par leur
forme galénique que leur dosage. L'autre alternative est le recours a la réalisation de
préparations pharmaceutiques par les officines ou les Pharmacies a Usage Intérieur (PUI) (1).
Cependant, ces préparations doivent répondre a un niveau d’exigence suffisant pour assurer
la qualité et la sécurité d’emploi de la préparation. Pour aider les officines et les PUI a garantir
ces exigences, les préparations doivent étre réalisées en conformité avec les Bonnes Pratiques
de Préparation (BPP) et la Pharmacopée Européenne.

Chez les enfants de moins de 6 ans, les formes orales solides ne sont pas
recommandées devant le risque de fausse route. Dans ces conditions, il convient de favoriser
les formes orales liquides (3). La spironolactone est commercialisée en France uniquement
sous la forme de comprimés sécables dont le plus petit dosage est 25mg (12,5mg pour un
demi comprimé). Ainsi, les adaptations de posologie pour convenir a la population pédiatrique
sont possibles uniqguement par pallier de 12,5mg a minima. La forme commerciale ne permet
donc pas un ajustement optimal de la posologie (la posologie recommandée chez I'enfant
variant de 1 a 3mg/kg/jour). Pour répondre a cette problématique, le préparatoire du Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) de Toulouse fabrique une préparation hospitaliere de
suspension buvable de spironolactone a 5mg/ml permettant de couvrir les doses a administrer
chez I'enfant. Cependant, cette préparation a la particularité de former rapidement un
sédiment compact (phénomeéne de « caking ») au fond du flacon. Pour remettre en suspension
le sédiment, il est nécessaire d’agiter le flacon vigoureusement pendant 2 minutes. La longue
durée d’agitation est une condition limitante au bon usage de la préparation.
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La premiere partie de ce mémoire aborde la problématique de la mise a disposition
d’une forme pharmaceutique adaptée a la pédiatrie. Le cas de la spironolactone y sera précisé.
La deuxieme partie évalue le bon usage de la dose administrée de suspension buvable de
spironolactone dans une étude en vie réelle aupres des infirmiers des services de réanimation
pédiatrique et de soins intensifs de néonatalogie.

La derniére partie propose, a la lumiere de ces résultats, I'optimisation de la
formulation galénique avec une étude de pré formulation et une étude de stabilité physico-

chimique et microbiologique afin de s’assurer de la qualité et de la sécurité d’emploi de la
nouvelle formulation.
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PARTIE 1 : PROBLEMATIQUES DE LA MISE A DISPOSITION
D’UNE FORME PHARMACEUTIQUE ADAPTEE A LA PEDIATRIE
— CAS DE LA SPIRONOLACTONE

La spironolactone est un diurétique antagoniste compétitif du récepteur de I'aldostérone
(hormone stéroidienne minéralocorticoide) présent au niveau du tube contourné distal et du
tube collecteur du néphron (4).

Sa principale indication en réanimation néonatale et en soins intensifs de néonatalogie est
la prise en charge de l'insuffisance cardiaque de stade Ill ou IV (hors Autorisation de Mise sur
le Marché (AMM)) dans un contexte de cardiopathie congénitale. Les cardiopathies
congénitales sont les malformations les plus fréquentes de I'enfant (1% des naissances
vivantes) et la premiere cause de mortalité infantile (13%) (5,6). La communication
interventriculaire (CIV) occupe la deuxieme place parmi les cardiopathies congénitales les plus
fréquentes au niveau national (6) et concerne 65% de patients ayant eu une dispensation de
suspension buvable de spironolactone aux rétrocessions du CHU de Toulouse entre 2020 et
2021. La spironolactone prescrit dans le cadre d’une prise en charge d’une CIV, concerne des
nouveaux né et nourrissons ayant majoritairement moins de 1 ans. Leur prise en charge
consiste a stabiliser l'insuffisance cardiaque via un traitement médical comprenant des
diurétiques (le plus souvent du furosémide a forte dose associé a un diurétique d'épargne
potassique comme la spironolactone) et un inhibiteur de I’enzyme de conversion (captopril le
plus souvent). Le traitement médical est mis en place dés la naissance, avant la chirurgie
cardiaque réparatrice ou pour temporiser dans le cas de communication interventriculaire de
taille modérée susceptible de se fermer spontanément au cours du temps (5,6).

Les autres indications possibles de la spironolactone en pédiatrie sont le traitement de
I'hyperaldostéronisme primaire, I'hypertension artérielle essentielle, I'état ocedémateux
pouvant s'accompagner d'un hyperaldostéronisme secondaire a une insuffisance cardiaque, a
syndrome néphrotique ou a ascite cirrhotique. La myasthénie est une des indications possibles
de la spironolactone en permettant de maintenir le capital potassique nécessaire au
fonctionnement du muscle (7).

Ces médicaments, anciens, présentent un service médical rendu important dans les
indications de leur AMM le plus souvent restreintes a I'adulte. On estime que plus de la moitié
des médicaments utilisés en pédiatrie n’a pas fait I'objet d’études clinique, pharmacocinétique
ou pharmacodynamique spécifique, ni d’autorisation spécifique a ces tranches d’age (1,2,8).
Les médicaments sont le plus souvent prescrits hors AMM, (c’est le cas de la spironolactone
dont on retrouve I'usage hors AMM en pédiatrie dés 1964 ) avec des formes pharmaceutiques
peu adaptées a I'enfant (comprimés, gélules) et des posologies empiriques issues le plus
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souvent de recommandations de sociétés savantes ou de la littérature (8,9). L'absence de
médicaments adaptés a la pédiatrie concoure a un risque d’effet indésirable accru (1,2). En
effet, les caractéristiques physiologiques des enfants a différentes tranches d’age ne sont pas
les mémes que celles de I'adulte (1,2).

Historiqguement, les entreprises pharmaceutiques étaient réticentes a mener des études
spécifiques chez I'enfant et a développer des formes pharmaceutiques adaptées. Cela
s’explique par (i) le faible effectif de la population pédiatrique (20% de la population générale,
et donc la faible rentabilité financiere de cette population et (ii) par les difficultés a mener des
essais cliniques chez I'enfant notamment d’ordre éthique jusque dans les années 1980 avec le
consentement éclairé élargi aux parents et I'utilisation discutée du placebo (1,2,8). Depuis,
I'International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) a publié en 2000 une ligne directrice, I'ICH E11 intitulée
« Clinical Investigation of Medicinal Products in the Paediatric Population » dont I'objectif est
de promouvoir la recherche clinique en pédiatrie avec des études de tolérance, d'efficacité et
de qualité aux Etats-Unis, dans I'Union Européenne (UE) et au Japon. Ces 3 régions ont di
alors transposer dans leur propre systeme juridique, selon leurs exigences nationales, la ligne
directrice E11 afin de répondre a son objectif et d’harmoniser les pratiques (2).

I. Particularités de la population pédiatrique

La population pédiatrique est hétérogene. On peut la différencier par catégories d’age. Selon
la ligne directrice ICH E11, on retrouve 5 catégories :

— Prématurés

— Nouveau-nés : 0a 27 jours

— Nourrissons : 28 jours a 23 mois
— Enfants:2allans

— Adolescents: 12 a 18 ans

Chaque catégorie d’age correspond a une étape du développement physiologique avec ses
particularités (1). L' immaturité organique et métabolique implique qu’on ne puisse pas
extrapoler les données de pharmacocinétique de l'adulte a I'enfant (1,3). En effet, la
pharmacocinétique des médicaments chez les enfants est différente de celle des adultes sur
les 4 phases ADME (i.e. Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination). Ces différences
conduisent a une importante variabilité inter- et intra-individuelle au fil des ans, rendant
difficile I'extrapolation des posologies adultes a celles des enfants par une simple proportion
dose/masse corporelle ou dose/surface (3).

Les médicaments devraient étre évalués pour chaque classe d'age afin de déterminer la dose
appropriée. Le faible nombre d'essais cliniques chez les enfants a pour conséquence I'absence
d'indications validées, de posologies et de forme galénique adaptées.
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L'absence d’AMM pédiatrique peut créer une disparité de prise en charge. A cela s’ajoute le
nombre limité de présentations disponibles imposant d’adapter la galénique. Cette
adaptation passe soit par le biais du pharmacien par la réalisation de préparations magistrales,
soit par les infirmieres via la dilution des formes adultes pour un usage pédiatrique (3).

1) Spécificités physiologigues et pharmacocinétiques chez la population pédiatrique

La connaissance des particularités physiologiques de chaque tranche d’dge permet
d’appréhender les différences de dose, de mode et de fréquence d’administration et de
biodisponibilité en pédiatrie par rapport a I'adulte (10). Outre la capacité de déglutition qui
s’acquiére avec I'age, il existe également des modifications pharmacocinétiques impactant
I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'élimination des médicaments (11).

D’apreés les connaissances acquises lors des études adultes et des données physico-chimiques,
il est probable que chacune des 4 phases ADME de la spironolactone soient également
touchées.

a) L'absorption

La déglutition

Premiére particularité physiologique, la capacité de déglutition de la population pédiatrique.
Entre 2 et 6 ans, I’enfant passe progressivement d’'une phase de motricité réflexe a une phase
de motricité volontaire. Cela est assuré grace a la maturation du systéme nerveux central.
Ainsi I’enfant acquiére petit a petit la coordination nécessaire pour déglutir de maniére forcée
des formes orales solides. C'est pourquoi ces formes sont contre-indiqués avant I'adge de 6 ans
a cause du risque de fausse-route qu’ils peuvent engendrer. Il faut alors privilégier les formes
buvables (12).

Le résumé des caractéristiques du produit de la spironolactone propose une posologie
pédiatrique variant de 1.5 a 3mg/kg/jour en 1 a 2 prises par jour et jusqu’a 100mg/ jour
maximum. Il mentionne pour les enfants de moins de 6 ans, qu’il est nécessaire d'écraser le(s)
comprimé(s) (les comprimés disponibles sont sécables et dosés a 25, 50 et 75mg) de maniere
a faire une suspension dans un liquide (7). Cette pratique n’assure pas la bonne maitrise de la
dose a administrer quand elle est réalisée par une personne non sensibilisée a ce type de
disposition. Ainsi, une forme pharmaceutique buvable serait plus adaptée pour faciliter et
sécuriser l'administration. CMP Pharma a développé une suspension buvable de
spironolactone dosée a 5mg/mL (CaroSpir®) pour la population gériatrique américaine
présentant des difficultés de déglutition (13)). Cette forme, non disponible en France, n’a par
ailleurs pas d’AMM pour la pédiatrie. Une étude de modélisation pharmacocinétique de
population de cette formulation a été développée pour une part de cette population
pédiatrique (2-17 ans) en 2021 (9). Elle affine les recommandations posologiques des sociétés
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savantes et prédit notamment la posologie selon la prise alimentaire de cette catégorie de
patients.

Le tube digestif

L’absorption par voie orale est sujette a de nombreuses variations physiologiques selon I'age.
La vidange gastrique et la motilité intestinale ne sont pas comparables a celles de I'adulte par
I'immaturité intestinale. Il existe une réduction de la vidange gastrique et de la motilité
intestinale notamment avant I’age de 3 mois (11).

Le pH gastrique évolue au cours de I'enfance. Il est proche de la neutralité a la naissance du
fait d’'une faible sécrétion acide par les cellules pariétales et atteint les valeurs proches de
I'adulte au plus tard vers 4 ans. Des variations de pH gastriques au cours de I'enfance
conduisent a des ratios de formes ionisées/moléculaires variables au fil des ans, conduisant a
une variabilité inter et intra-individuelle de I'absorption des médicaments (1,11).

Les cytochromes (i.e. CYP3A) et transports actifs transcellulaires (i.e. Pgp pour I'efflux ; OATP
pour I'influx) interviennent, par leur distribution entérocytaire, dans la phase d’absorption des
médicaments. Au cours de I’enfance, I’expression de ces protéines dans les entérocytes évolue
et est susceptible de conduire a des modifications de la biodisponibilité des médicaments
substrats (11).

Par leur fonction exocrine, la vésicule biliaire, le pancréas et le foie sont impliqués dans la
solubilisation et I'absorption des médicaments lipophiles. Or cette fonction est immature a la
naissance et peut donc limiter I'absorption de certaines substances (11).

Ainsi, il existe de nombreux facteurs de variabilité susceptibles de jouer sur la phase
d’absorption des médicaments et donc sur leur exposition dans I'organisme. Par conséquent,
cette variabilité peut toucher aussi bien I'efficacité que I'innocuité des médicaments (1).
Dans le cas de la spironolactone, faiblement soluble dans 'eau, des études chez I'adulte
évoquent I'amélioration de la biodisponibilité de la molécule par la prise d’un repas riche en
graisse (jusqu’a 90%, mesurée par la valeur d’AUCO-») (33). Compte tenu des éléments
présentés précédemment, il est délicat de prédire les capacités d’absorption de la
spironolactone pour toutes les catégories d’ages.

b) La distribution

La distribution d’'un médicament dépend (i) de ses propriétés physico-chimiques comme sa
lipophilie, son poids moléculaire, son état d’ionisation et (ii)des parametres physiologiques du
patient qui varient avec I'dge comme le taux de certaines protéines plasmatiques, la
composition du corps et la perfusion des organes (1,11).

Au cours de I'enfance, il existe des variations qualitatives et quantitatives des protéines
plasmatiques, ce qui modifie le pourcentage de liaison des médicaments a ces protéines
plasmatiques. De la période prénatale aux premieres semaines de vie, les concentrations
d’alpha-1glycoprotéine acide et d’albumine sont respectivement inférieures de plus de 50 %
et 20 % aux valeurs physiologiques adultes. On retrouve également chez le nouveau-né et le
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nourrisson une concentration élevée en acides gras et en bilirubine ce qui peut étre
responsable d’'une augmentation de la fraction libre des médicaments fortement liés aux
protéines plasmatiques (11).

Le volume de distribution des médicaments hydrophiles est augmenté chez les nouveau-nés
en raison d’'une augmentation du volume hydrique. En effet, le nouveau-né est caractérisé a
la naissance par un compartiment hydrique important (75 a 80 % de son poids corporel total
vs 60 % poids total chez I'adulte). A I’age d’un an, le volume hydrique sera proche de celui de
I'adulte (11).

Concernant la spironolactone, le volet distribution n’est pas évoqué pour la population
pédiatrique.

c) Le métabolisme

Le métabolisme des médicaments a lieu au sein de plusieurs organes exprimant des enzymes
spécifiques. Le foie est le principal acteur méme si le tube digestif, les poumons et les reins
interviennent également dans le métabolisme (11). Le métabolisme hépatique varie avec
I’age. L'immaturité hépatique a la naissance existe aussi bien pour les réactions de phase |
(oxydation, réduction, hydrolyse) que les réactions de phase Il (glucuronoconjugaison,
acétylation, méthylation)(1). Seules les réactions de sulfoconjugaison sont opérationnelles dés
la naissance et peuvent compenser en partie les réactions de glucuronoconjugaison (1,11).

La répartition des cytochromes P450 chez le sujet jeune n’est pas du tout comparable a celle
I'adulte. Le CYP3A7 est le principal cytochromes P450 a la naissance puis sa proportion
diminue progressivement. La proportion de CYP2D6 augmente aprés la naissance pour
atteindre le méme niveau que chez I'adulte a partir de 10 ans. Les CYP3A4, 2C9 et 1A2
apparaissent dans les lers mois de vie avec des périodes au cours de I’enfance ou leur activité
peut dépasser celle de I'adulte. L'activité 2C19 apparait dans les premiers mois de vie pour
atteindre rapidement le niveau d’activité de I'adulte (3,11). Les variations du métabolisme
hépatique au cours du temps sont responsables d’une variation de clairance des médicaments
et donc une variabilité des demi-vies d’élimination (1).

Sur le plan métabolique, la spironolactone est, chez I'adulte, rapidement métabolisée en un
certain nombre de métabolites, dont le principal a 70% est la canrénone métaboliquement
active. Les mécanismes de métabolisme sont peu décrits (9). Aux concentrations
thérapeutiques, la spironolactone et la canrénone sont fortement liées aux protéines
plasmatiques.

d) L'élimination

L’élimination d’un médicament et de ses métabolites se fait majoritairement soit par la bile,
soit par les reins (11). C'est le cas de la spironolactone et de la canrénone (7).
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L'élimination rénale dépend du taux de liaison aux protéines plasmatiques, du débit sanguin
rénal, du taux de filtration glomérulaire, de la sécrétion tubulaire et de la réabsorption
tubulaire (1,11).

A la naissance, la filtration glomérulaire représente 35 % de celle chez un adulte & la fonction
rénale normale ; elle atteint 90% des valeurs de I'adulte a I’age d’un an (11). Il existe aussi une
maturation progressive des transporteurs rénaux impactant la sécrétion tubulaire (11). Ainsi
I'immaturité du rein est responsable d’une moindre élimination rénale des médicaments
excrétés par cette voie. Les doses prescrites seront moindres et l'interdose souvent
augmentée par rapport a la posologie adulte (1). Ainsi, le calcul du débit de filtration
glomérulaire (DFG) différe de celui de I'adulte, et sera estimé par la formule de Schwartz :

T
DFG = 36,5 x —
Cr

(DFG : en mL/min/1,73 m?; Cr : créatininémie en umol/L; T : taille en cm) (3).

2) Pharmacodynamie

Quant a la pharmacodynamie chez le sujet jeune, les connaissances sont peu nombreuses
sur les différences liées a I'age. Il est le plus souvent admis que la zone de concentrations
thérapeutiques est similaire chez les enfants et chez les adultes (14).

La spironolactone entraine une diminution de I'expression des canaux sodiques et de pompe
Na/K ATPases responsable de I'inhibition de la réabsorption de sodium et de I'inhibition de la
sécrétion de potassium et de protons. Un des effets indésirables de la spironolactone est donc
I’hyperkaliémie par inhibition de la sécrétion urinaire des ions K* (effet épargneur de
potassium) et I'acidose métabolique par diminution indirecte de la sécrétion urinaire de
protons. L’élimination urinaire du sodium favorise |’élimination urinaire d’eau pouvant étre
responsable d’une déshydratation extra cellulaire, comme tous les autres diurétiques (15,16).

Son effet antagoniste est dit non spécifique. Elle peut se fixer en moindre proportion sur
d’autres répéteurs aux hormones stéroidiennes. C’est pourquoi, il existe de possible effets
indésirables "hormonaux" type gynécomastie, ... (4,15,16)

La population pédiatrique est une population hétérogéne dont le niveau de réponse
thérapeutique pourra varier au cours de I'évolution de I'enfant par le simple effet de la
maturation d’organes.

Face a ce premier constat, s’ajoute la galénique partiellement adaptée des médicaments
disponibles pour les traiter. Cet écueil participe au risque d’erreurs médicamenteuses pour
cette population. En effet, les doses peuvent varier jusqu’a 400 fois entre un patient de
néonatalogie et un patient adolescent (1). Dans une étude en 2013 portant sur les
préparations de dose chez I'enfant les infirmiéres disaient manipuler des traitements non
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adaptés a I’enfant dans 55% des cas et concédaient avoir un souci avec I'exactitude de la dose
préparée dans 35% des cas (1).

3) Les défis de I'adaptation de la galénigue pour la voie orale en pédiatrie

La mise a disposition de formes galéniques adaptées a I'enfant est essentielle pour assurer
I'observance et la sécurité d'administration.

La forme orale liquide est intuitivement la plus adaptée notamment chez les enfants en bas
age (moins de 6 ans) (3). Cette forme présente les avantages :
d’étre facile a administrer, sous réserve de dispositifs d’administration adaptés
- derésoudre les problemes de fausse route digestive
- de permettre un ajustement de posologie précis en fonction de I'age et du poids de
I’enfant.

En revanche, ces formulations liquides sont un défi en termes de stabilité, d’acceptabilité et
de tolérance. Le principe actif (PA) peut subir une dégradation chimique (hydrolyse, oxydo-
réduction, photolyse) impactant la stabilité de la préparation. Le go(t, I'odeur, la couleur et la
texture (quatre paramétres rassemblés sous le terme de palatabilité) influencent la
compliance et I'acceptabilité du traitement. L’alternative a la forme orale liquide est la forme
solide avec les gélules et comprimés notamment apres 6 ans. Enfin, I'innocuité et la tolérance
des excipients seront particulierement recherchés pour cette population (1).

Ainsi, sur la base des avantages apportés par la forme orale liquide, et considérant I'age de la
population nécessitant cette thérapeutique, nous avons décidé d’adopter cette galénique
pour I'administration de la Spironolactone chez I'’enfant au CHU de Toulouse.

a) Laformulation orale liquide

Précisions galéniques

Il existe des sirops (désormais plutot délaissés en raison de leur potentiel cariogéne par la
présence de saccharose), des solutions buvables, des suspensions buvables et des émulsions.
Lorsque le PA et les excipients sont solubles entre eux, on parle de solution buvable. Lorsque
le PA n’est pas soluble avec les excipients alors on obtient une dispersion dénommée soit
suspension buvable, soit émulsion. La suspension est une dispersion de fines particules solides
(phase dispersée) dans une phase liquide (phase dispersante). L'émulsion correspond a une
phase grasse et une phase aqueuse avec des émulsions « huile dans eau » ou « eau dans
huile » (17).

La spironolactone étant peu soluble dans I’eau, nous allons détailler plus particulierement les
suspensions buvables et le défi technique qu’elles représentent. Les suspensions buvables
sont préparées lorsque le PA n’est pas soluble dans le solvant de la formulation et/ou lorsque
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le PA présente un go(t désagréable. Elles présentent I'avantage d’une concentration en PA
plus importante que les solutions et donc une administration d’'un moindre volume de
préparation (3). Mais elles ont I'inconvénient d’étre thermodynamiquement instables. Les
particules solides représentent une grande surface d’interface avec le milieu liquide et
possedent une grande quantité d'énergie libre a leurs surfaces. Ainsi, le systeme a tendance a
s'agglomérer afin de réduire la surface et donc I'exces d'énergie libre (17).

Une suspension bien formulée doit se redisperser uniformément dans la phase liquide, sous
une agitation modérée, pendant une période suffisante permettant ainsi d’avoir une dose
reproductible a chaque administration (17).

Une suspension buvable peut étre dit « floculée » ou « défloculée ». La suspension floculée
sédimente plus rapidement et se redisperse facilement, tandis qu'une suspension défloculée
sédimente lentement et est difficilement redispersable. Avec un systeme floculé, il peut y
avoir des problémes de sédimentation si rapide qu'il n'est pas possible d'obtenir une dose
précise et sera fortement dépendant de la force et la durée pendant lesquelles la suspension
est secouée. Le surnageant est clair dans les suspensions floculées contrairement aux
suspensions défloculées qui restent troubles en raison de trés fines particules dispersés dans
le milieu. Dans le cadre d’'un développement de formulation de suspension buvable, si la
suspension est amenée a sédimenter au cours de sa conservation alors on cherche a tendre
vers un systeme floculé (17).

Figure 1: Schéma d’une dispersion floculée et défloculée (18)

Particules Forme des agrégats laches Entités distinctes

Vitesse de sédimentation Rapide Lente

Structure du sédiment Volumineux et poreux Peu volumineux et compact
Redispersions Rapide Difficile

Aspect du surnageant Limpide Opalescent

Tableau 1: Résumé des propriétés d’un systeme floculé et défloculé (17)
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La notion de vitesse de sédimentation joue un réle fondamental dans la stabilité physique
d’une suspension buvable. La vitesse de sédimentation des particules peut étre déterminée
par la loi de Stokes. La loi de Stokes est une équation qui décrit comment certains facteurs
affectent le taux de sédimentation dans les systémes dispersés :

_d%(p1 - p2)g
187

\Y

Dans I'équation, V représente est la vitesse de sédimentation en cm/s, d est le diamétre de la
particule en cm, p1 et p2 sont respectivement les densités des particules en suspension et du
milieu liquide, g est I'accélération due a la pesanteur en cm / 52, et n est la viscosité du milieu
en Pa.s (sachant que la température affecte la viscosité du milieu de dispersion) (17).

En jouant sur un ou plusieurs des parametres de I'équation, il est possible de réduire la vitesse
de sédimentation et donc d’augmenter la stabilité physique de la suspension.

e Ainsi, en réduisant la taille des particules (d), par tamisage ou broyage, il est possible
de diminuer la vitesse de sédimentation des particules en suspension. Il ne faut
cependant pas trop réduire la taille des particules au-dela d’une certaine limite car cela
peut conduire a l'apparition du phénomeéne de « caking » (littéralement gateau
compact) lors de la sédimentation. Ce phénomeéne est responsable d’un sédiment
compact tres difficile, voire impossible, a remettre en suspension.

e |’augmentation de la viscosité permet aussi de diminuer la vitesse de sédimentation.
Il est important de ne pas trop augmenter la viscosité pour ne pas rendre
I’'administration trop difficile.

e On peut également jouer sur la différence de densité entre la phase dispersée et le
milieu liquide. Une différence de zéro signifie qu'il n'y a pas de sédimentation. Comme
la densité de la phase dispersée ne peut pas étre modifiée, on ne peut qu’augmenter
la densité du milieu liquide. Cependant, il est rarement possible d'augmenter la densité
du milieu bien au-dessus de 1,3. La différence de densité entre les 2 phases ne peut
pas étre complétement éliminée. En utilisant certains excipients modifiant la densité
(par exemple, le sorbitol et le mannitol), la différence peut étre réduite (17).

Ainsi, un seul paramétre ou une combinaison de parameétres de I'équation de Stokes peut étre
modifiés pour réduire la sédimentation.

Il existe également un équilibre électrostatique au sein d’une suspension buvable qu’on peut
appréhender via le potentiel zéta. Ce potentiel représente la différence de potentiel électrique
entre la surface de la particule (recouverte d’ions opposés et solidement fixés) et le point de
neutralité (17).
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Figure 2: Couche électrique a l'interface solide-liquide dans un systéme dispersé (17)

Ce potentiel zéta régit I'intensité de répulsion ou d’attraction électrostatique entre particules.
Si le potentiel zéta est réduit en dessous d'une certaine valeur, les forces d'attraction entre
les particules surmontent les forces de répulsion et les particules se rassemblent pour former
des flocons. Ce phénomeéne est connu sous le nom de floculation. En revanche, dans un
systeme défloculé, le potentiel zéta est supérieur a la valeur critique ce qui signifie que les
forces répulsives prennent le pas sur les forces attractives permettant aux particules de rester
en suspension pendant une longue période. Une petite partie des particules forment un
sédiment en raison de la force de gravitation. Au fur et a mesure, de plus petites particules
remplissent le vide entre les plus grosses particules du sédiment. Alors, les particules les plus
basses dans le sédiment sont progressivement pressées par le poids des particules au-dessus,
ce qui est responsable du phénomeéne de « caking » (17).

Pour éviter ce phénomene, il est possible, en ajoutant une petite quantité d'électrolyte, de
réduire le potentiel zéta en dessous de la valeur critique. Ainsi les forces attractives
remplacent les forces répulsives et sont responsable de la floculation. Les particules rentrent
alors en collision formant des agrégats. Ces agrégats sont plus gros et plus lourds que les
particules individuelles leur permettant de décanter plus rapidement que dans un systeme
défloculé sans pour autant former un caking.

En résumé, pour faciliter la dispersion du sédiment l'utilisation d’agents floculants (par
exemple, les surfactants ioniques et non ioniques, les électrolytes, les polymeéres) peut
s’avérer nécessaire. Ainsi, les changements entre état floculé et défloculé peuvent étre
obtenus par les changements de pH qui influencent la charge électrique autour des particules
et les interactions particule-particule (17).

Finalement, pour obtenir une vitesse de sédimentation optimale et une redispersions facile, il
faudrait un systéeme contenant un agent viscosant (par exemple, les dérivés de la cellulose, les
gommes naturelles) et un agent floculant (3 concentrations établies) avec une taille de
particules suffisamment petite.
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Toute suspension devra étre obligatoirement agitée avant emploi pour une remise en
suspension homogéne du sédiment et une administration de la dose attendue. Il existe un
risque de sous ou surdosage en cas d’agitation inadéquate.

Enfin, le choix de la concentration en PA est primordial et doit permettre 'administration d’un
volume réduit. On estime que le volume de liquide maximum toléré est de 5 mL pour un enfant
de moins de 5 ans et 10 mL au-dela de cet age (3). La problématique du choix du systéme
d’administration doit étre évoquée.

Des enjeux/risques en termes d’administration
Cette problématique couvre plusieurs sujets :

- Lerisque d’accidents causés par I'enfant

En 2004, on estime que 18 000 déces d’enfants par an sont causés par le mésusage des
médicaments par les enfants. Parmi ces déces, 50 % sont dus aux conditionnements non «
child proof », c’est-a-dire non résistants aux enfants. Ce type de bouchon inventé en 1968 par
Wallgreen et al, a I'épreuve des enfants, répond aux critéres suivants : au moins 85 % des
enfants ne doivent pas ouvrir le flacon en moins de 5 minutes ; 90% des adultes doivent y
parvenir en moins d’une minute (19).

- Lerisque de mésusage en lien avec la multiplicité des dispositifs d’administration

Les formes buvables multidoses disposent de différents types de dispositifs d’administration.
Leurs principaux avantages et inconvénients ont été listés par J Walsh et al en 2011 et sont
présentés dans le tableau ci-apres (20).

Cuillere mesure Facile a utiliser Volume < 5ml
Tres répandue Variabilité des volumes
Imprécision graduations
Possible perte du produit lors
administration (a risque pour les
médicaments a marge
thérapeutique étroite)

Gobelet doseur Alternative a la cuillere Risque surdosage
mesure pour des volumes Graduation multiple
>5ml Volume résiduel apres
Tres répandue administration
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Possible perte du produit lors
administration (a risque pour les

médicaments a marge
thérapeutique étroite)
Compte-goutte Utilisable pour des tres petits Précision dépendante de la
volumes verticalité du produit et variabilité
Tres répandue de la taille des gouttes selon de Ia
température
Seringue orale Dosage plus précis et moins Colt élevé
variable Nécessite souvent un bouchon

Flexibilité de volume prélevé  adaptateur
Précision de la mesure assujettie a
la compétence du manipulateur

Tableau 2: Comparaison des différents dispositifs d'administration pour une forme buvable pédiatrique (20)

En 2013, ’ANSM se saisit du dossier et lance une campagne d’information et de sensibilisation
destinée aux patients et a leurs proches rappelant les régles de bon usage pour limiter le
risque d’erreur. Elle précise notamment le caractéere captif du systéeme médicament / dispositif
d’administration (I'annexe 1 présente ladite affiche) (21).Les réles de conseil et d’éducation
thérapeutique par le professionnel de santé sont alors appuyés (21). En 2016, I’ANSM poursuit
ces travaux sur le volet industriel cette fois en émettant des recommandations relatives aux
dispositifs d’administration des spécialités sous forme buvable en multidoses (hors produits
homéopathiques)(22).

In fine, la formulation buvable séduisante pour la jeune population pédiatrique, reste un
défitechnique pour assurer sa stabilité. Elle nécessite par ailleurs, lors de sa mise a disposition,
une éducation des professionnels et des parents qui assureront I'administration. Une autre
forme orale peut étre proposée.

b) La formulation orale solide

Devant les difficultés de la mise en ceuvre de formulation orale liquide, une des alternatives
est I'utilisation de formes séches destinées initialement a la population adulte. Cette pratique
consiste en la dispersion extemporanée de formes seches adultes dans un liquide (I'eau ou le
lait majoritairement) et le préléevement d’une partie de la dilution (3).

Une des limites de cette pratique réside dans la galénique de la forme seche. En effet, pour
réaliser la dispersion, les comprimés sont le plus souvent broyés. Mais cette pratique ne
pourra étre mise en ceuvre pour les comprimés gastro-résistants ou a libération prolongée.
De méme, toutes les gélules ne peuvent pas étre ouvertes (3).
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Une autre limite de cette forme réside dans la solubilité du PA dans le véhicule choisi pour
I'administration. La solubilité conditionnera la proportion de la dose administrée. Cette
pratique est a risque et n’est pas recommandée car ne permet pas une bonne maitrise de la
dose a administrer et peut générer des erreurs dans le traitement de I’enfant (1).

Enfin, cette pratique expose potentiellement la personne qui assure le broyage de la forme
seche a des substances potentiellement Cancérigéne, Mutagene, Reprotoxique et/ou
sensibilisant des voies respiratoires, si elle n’utilise pas les équipements de protection
individuels adéquats.

L'alternative a cette premiére option est le recours aux Pharmacies (officines et PUI) qui
proposent des préparations magistrales voire hospitaliéres a visée pédiatrique sous forme de
gélules au dosage adapté. Les formes orales solides présentent I'avantage d’étre plus stables
que les formes liquides.

Utilisées avant 6 ans, le risque de fausse route étant majoré, les gélules seront ouvertes et
dissoutes dans un volume (eau, lait ou compote). Ce mode d’administration connait ses limites
notamment liées a des défauts d’exhaustivité de la dose administrée (en cas de défaut de
solubilisation du principe actif, de pertes en PA lors de 'ouverture des gélules ou sur des
criteres de palatabilité défavorables) (3).

c) Les excipients en pédiatrie

La formulation d’un médicament, qu’il soit une forme seche ou liquide, s’appuie sur un certain
nombre d’excipients. Les excipients sont des matiéres premiéres sans effet thérapeutique
direct permettant d’améliorer I'aspect ou le go(t, d’assurer la conservation, d’améliorer la
mise en forme du PA et I'administration du médicament.

Dénués d’effet thérapeutique, ils peuvent toutefois étre responsables d’effet indésirable
dépendant ou non de la dose. Une liste d’excipients a effet notoire a été établie par I’Afssaps
en 2008, selon des recommandations européennes définies en 2003 et révisées a plusieurs
reprises dont la derniére version date de 2019 (23). Ces excipients ont la particularité d’étre
mal tolérés chez les patients sensibles (allergiques, présentant un syndrome d’intolérance
particulier ou population vulnérable comme la pédiatrie) et nécessitent certaines précautions
d’emploi.

Plus particulierement, la population pédiatrique est la cible d’intolérances a certains
excipients notamment par I'immaturité de leur métabolisme (comme évoqué plus t6t) ou par
toxicité (cas de I'éthanol dans les formulations orales liquide ou I’alcool benzylique dans les
formulations intraveineuses par exemple).

Pour étoffer ces listes, des groupements d’intérét académiques se sont positionnés. Une
étude sur 'exposition aux excipients en néonatologie a débuté au niveau européen depuis
2011 : Etude ESNEE (European Study of Neonatal Exposure to excipient) a permis de définir
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une liste prioritaire d’excipients documentés comme toxiques (propylene glycol, éthanol et
ses métabolites, propyl-hydroxybenzoate et autres parabénes, sodium benzoate/acide
benzoique /alcool benzylique, polysorbate 80, Sorbitol (24). Sous la direction de 'ESNEE, une
étude de prévalence d’exposition aux excipients a I’échelle Européenne, avec la participation
de 21 pays et 89 unités de soins intensifs de néonatalogie, a permis d’identifier qu’au total
27% des médicaments prescrits contenaient au moins un excipient potentiellement nocif. Des
différences régionales importantes dans I'exposition aux excipients suggerent des possibilités
de substitution vers des médicaments ne contenant pas d’excipient potentiellement nocif
(25).

Par ailleurs, une base de données sur la sécurité et la toxicité des excipients pour la pédiatrie
(« STEP ») a été lancée en 2014 dans le cadre des Initiatives de Formulation Pédiatrique (PFI)
des organisations européennes et américaines. Elle est gratuite et accessible au public via le
site Web EuPFl (European Paediatric Formulation Initiative) (26). Cette base de données
compile des informations sur la sécurité et la toxicité des excipients extraites manuellement
de sources d'informations sélectionnées. Il existe des procédures de controle de la qualité a
trois niveaux depuis la recherche d'informations jusqu'a I'entrée des données dans la base
STEP. Elle est mise a jour tous les trimestres. Actuellement, il y a prés de 80 excipients
répertoriés dans la base (27).

Les particularités physiologiques de la population pédiatrique et sa susceptibilité a
certains types d’excipients en font un véritable challenge quant a la formulation galénique.
L'investissement de I'industriel dans une telle niche d’activité n’est donc pas spontané. Fort
de ce constat, les organisations intergouvernementales se sont emparées de ce sujet pour
favoriser la recherche en pédiatrie.

II. Reglementations associées au développement de médicaments a visée
pédiatrique

A l'international, les initiatives réglementaires n’ont pas attendu les préconisations
de I'ICH E11 (2). Les incitations de cette derniére ont néanmoins permis I’harmonisation des
démarches mises en place par les différents Etats impliqués. Des plans de développement des
médicaments a visée pédiatrique sont menés par les Etats membres (dénommé par exemple,
Plan d’investigation Pédiatrique en Europe). Par volonté de simplification, ces initiatives
seront résumées par le schéma ci-apres.
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Cadre réglementaire  /

_..Année d'applica 1..2002 / 200

Approbation PIP

BPCA : Best Pharmaceuticals for Children Act

PREA : Pediatric Research Egquity Act

PDCO : Paediatri

Ligne directrice ICH E11 : Clinical Investigation of Medicinal Products in the Paediatric Population — 2000

Objectifs : Harmoniser et promouvoir la recherche clinique en pédiatrie

| Méthode : Emission des recommandations et notion de formulations adaptées a la population pédiatrigue

Périmétre Plan de

développement du

médicament pédiatrique

Récompenses pour
industriel

Déclingison Nord Américaine (FDA)
Food and Drug Administration

Déclinaison Européenne (EMA)
European Medecines Agency

Déclinaison Japonaise (MHLW)
| Ministry of Health Labour and Welfare

+ Bmois de monopole pour les

Committee

PUMA: Paediatric Use Marketing Authorization

PIP : Plan d'Investigation Pédiatrique

'BPCA/PREA

I_Hé'glement Européen N°1901/2006 Y

" |2007

- Tout nouveau médicament aprés la
phase 2 de recherche clinique >
obligatoire [PREA)

- Médicaments déja commercialisés
sous un brevet ou monopole (BPCA)

- Tout nouveau médicament aprés la phase

1 de recherche clinigue > PIP obligatoire

- Nouvelle indication pédiatrique - PIP
obligatoire

- Médicament avec AMM dans le domaine
public : demande d'autorisation pour usage

_ | pédiatrique (PUMA)

FDA (aprés avis consultatif du Pediatric
Review Committee)

. Comité européen pe dla‘trlq[lé_{_li;[icb_}_dé__ T

I"EMA

. 1960 (no

Agency

.-PIharmal:eutical Affairs Law

Pas d'obligation de données pédiatriques
pour les nouveaux médicaments

Pharmaceuticals and Medical Devices

médicaments avec brevet/monopole de
commercialisation (BPCA)

- o

‘pour les PUMA

+ bmois de monopole (jusqu'a 2 ans si
meédicament orphelin] pour les
meédicaments avec brevet/monopole

+ 10 ans de monopole dans Findication

- -'/.I

+ 2 ans de monopole

Prime si recherche clinique pédiatrique

engagée a la demande du MHLW
-.{indications prioritaires)

L'OMS : Paediatric Regulatory Network (PRN)

Le PRN est une plateforme créée en 2010 pour I'échange d'informations réglementaires sur les médicaments pédiatriques,
disponible pour 'ensemble des Etats membras

Objectifs : faciliter la communication, la collaboration, la formation et I'harmonisation réglementaire pour le développement des
médicaments pédiatriques avec des formulations galéniques adaptées, pour les AMM et pour la pharmacovigilance.

La liste de médicaments essentiels en pédiatrie (OMS)

Publiée par I'OMS tous les 2 ans. Les médicaments sur cette liste sont sélectionnés selon la prévalence de la maladie, la
pertinence pour la santé publique, les preuves d'efficacité et de sécurité et leur rapport colt-efficacité. Ces médicaments doivent
étre disponibles 3 tout moment dans les systémes de santé, sous des formes posologigues appropriées.

Figure 3: Initiatives réglementaires au développement de médicament a visée pédiatrique dans les états
membres ICH (2,28,29)

En Europe, depuis l'instauration du réglement Européen encadrant la recherche clinique en

pédiatrie, on comptait en 2016, plus de 260 nouveaux médicaments a usage pédiatrique

(nouvelles autorisations de mise sur le marché et nouvelles indications) autorisés (30). La

proportion d’essais cliniques concernant des enfants avait augmenté de 50 % (31). Cependant,

ces études ne sont pas réparties uniformément dans tous les domaines thérapeutiques.

Seulement trois nouvelles

indications pédiatriques,

dites

Authorization (PUMA) ont été accordées en 2017 (31).

Pediatric Use Marketing

Aux Etats-Unis, depuis 2007, plus de 680 plans d’études pédiatriques ont été réalisés dans le
cadre de la réglementation en vigueur (BPCA et PREA) et plus de 275 médicaments ont obtenu
I'exclusivité pédiatrique dans le cadre du BPCA (32).

Enfin, au Japon, contrairement aux Etats-Unis ou a I'UE, aucune réglementation spécifique n’a

été mise en place pour le développement de médicaments a usage pédiatriques. La réalisation
d’étude pédiatrique n’est pas obligatoire. En 2012, prés de 40% des médicaments autorisé

sont des médicaments avec une indication pédiatrique (2).
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PARTIE 2 : ETUDE DE LA DOSE ADMINISTREE THEORIQUE

D’UNE SUSPENSION BUVABLE DE SPIRONOLACTONE PAR

LES INFIRMIERS EN REANIMATION PEDIATRIQUE ET SOINS
INTENSIFS DE NEONATALOGIE

I. Place de la spironolactone en pédiatrie au CHU de Toulouse

Initialement, le préparatoire du CHU de Toulouse produisait des préparations hospitalieres
de gélules de spironolactone a 2,5mg et 10mg pour la pédiatrie mais aussi des préparations
magistrales de dosages intermédiaires. En 2018, le préparatoire démarre la production d’'une
suspension buvable pour faciliter 'administration et permettre un ajustement de posologie
au poids de I'enfant. Aprés une étude des doses couramment administrées, le projet est
présenté aux équipes médicales. La formule retenue a une concentration de 5mg/ml et est
produite a partir du véhicule de suspension buvable commercial InOrpha®. Les stabilités
physico-chimique et bactériologique ont été validées pour 4 mois avant ouverture et un mois
aprés ouverture. Elle nécessite une agitation vigoureuse avant ouverture.

Depuis sa mise a disposition, la préparation est dispensée sur un large secteur : hors CHU, en
lien avec des conventions de sous-traitance pour les établissements de la région. Au sein du
CHU de Toulouse, deux services sont particulierement demandeurs (la réanimation
pédiatrique et les soins intensifs de néonatalogie. Ces deux services cumulent une
consommation de 60 flacons par an soit 27% de la production de cette suspension. La
répartition des dispensations est représentée dans la figure 4.

B Rétrocession du CHU
Réanimation pédiatrique et soins intensifs de néonatalogie
Autres services du CHU (7 services différents)

Sous traitance (11 CH ou cliniques)
Figure 4: Répartition des dispensations de spironolactone 5mg/ml en 2020 et 2021 au chu de Toulouse
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II. Etude de la dose administrée théorique par les infirmiers en vie réelle

dans les services de réanimation pédiatrique et de soins intensifs de

néonatalogie du CHU de Toulouse

1) Contexte

Les avantages d’une suspension buvable de spironolactone dans I'InOrpha®, détaillés dans la
partie 3 du manuscrit, reposent notamment sur I'innocuité des excipients et de la formulation.
Cependant, en moins de 24h, un sédiment compact apparait, rendant difficile la remise en
suspension (phénomeéne de caking). Pour son bon usage, |'étiquette de la préparation
recommande une agitation vigoureuse de 2 minutes avant emploi. Cette durée d’agitation
peut paraitre longue, notamment pour les équipes infirmiéres, et a fortiori, pour I’entourage
de I'enfant a domicile Nous avons donc voulu vérifier que la dose administrée théorique était
bien celle attendue.

2) Obijectif

Le but de I'étude est d’évaluer le bon usage de la suspension buvable de spironolactone
5mg/ml dans deux unités de soins utilisant quotidiennement cette formule en deux temps ;
évaluation de la dose prélevée en vue de I'administration au patient a (i) 2 ans et (ii) a 4 ans
apres la mise en place de cette suspension.

3) Matériel et méthode

L’étude a été menée dans les 2 services du CHU qui consomment le plus cette suspension
buvable (réanimation néonatale et soins intensifs de néonatalogie) sur une période d’'un mois
(en mars 2020 et mars 2022). Pour conduire cette évaluation et s’assurer d’observer une
variabilité dans la dose théorique, nous souhaitions travailler a partir de 15 doses théoriques
par service.

Chaque service a recu une boite étiquetée au nom de I'étude. Cette boite contenait une
guinzaine de seringues a remplir de 1ml, une quinzaine de bouchons et la notice explicative
de I'étude. La consigne était de prélever 1ml de la suspension buvable avant chaque
administration aux patients sans modifier leur facon d’agiter le flacon. La date du prélévement
et le numéro de lot de la suspension buvable utilisée étaient notés sur le dispositif de
prélevement. Les prélevements étaient datés, numérotés et anonymes. Une fiche reflexe a

1 ’étude réalisée en 2020 a été effectuée par un interne du service et n’a pas été réalisée par mes soins. Avec
son accord, nous présentons les résultats obtenus, non publiés a ce jour, afin d’étayer la situation.
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destination des infirmieres pour résumer |'étude et la conduite a tenir était fournie (annexe
2).

A l'issue des périodes de recueil, les prélevements ont été dosés sur deux sessions (en 2020
et en 2022) par chromatographie liquide haute performance couplé a un détecteur UV (HPLC-
UV). La méthode de dosage validée comprend une phase stationnaire en C18 250 x 4,6 mm (5
um) et une phase mobile composée d’eau a 30% et d’acétonitrile a 70%. La longueur d’onde
de détection utilisée est 254 nm. La concentration cible des prélévements est de 50ug/mL (+
10% soit entre 45 et 55 pg/mL), en cohérence avec les résultats d’uniformité de teneur qui
ont permis de libérer les lots produits et dispensés.

Lors de I'étude réalisée en 2022, 3 seringues controles de 1ml ont été prélevées au
préparatoire a I'issue du contrdéle de teneur d’un lot conforme. Ces prélévements ont été
conservés dans des seringues en polypropylene pendant 5 semaines. L'objectif était de mimer
le temps le plus long entre le préléevement par les infirmiéres et le dosage, afin d’exclure une
éventuelle interaction contenant/contenu pouvant impacter les résultats du dosage.

L’analyse consiste a évaluer les pratiques des 2 services et de comparer |'évolution de leur
pratique dans le temps. En cas de non-conformité, a l'issue de la premiére session, une
sensibilisation par I'équipe pharmaceutique dédiée a ces services serait mise en ceuvre. Si la
dose est sous dosée ou sur dosée cela signifie que la durée d’agitation n’est pas respectée et
qgue la formulation pharmaceutique n’est pas compatible avec un bon usage du médicament.

Pour évaluer la dispersion des résultats de mesures de la spironolactone dans les seringues,
les données ont été exprimées en moyenne (m) et coefficient de variation (CV%) dans les
groupes « services et années de |'étude ».

écart—type

Avec CV = x 100.

moyenne

Afin de pouvoir exploiter I'ensemble des données, les concentrations de spironolactone
inférieures a la limite de détection étaient transformées arbitrairement a une concentration
de 0,5 pg/mL. Les données de justesses étaient exprimées en médiane rang interquartile
(IQR[25 ;75]). La justesse (%) est définie par I’équation suivante :

concentration théorique - concentration cible

Justesse = X 100.

concentration cible
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4) Résultats

2020 2022
Néonatalogie | Réanimation Néonatalogie Réanimation
Nombre de prélévements 18 15 16 16
Concentration moyenne (ug/mL) 37,47 42,20 19,41 54,89
Ecart-type (ug/mL) 15,63 42,10 10,69 11,18
Coefficient de Variation % 41,71 99,76 55,08 20,36
Justesse moyenne (%) -25,07 -15,61 -61,18 9,77
Médiane de la justesse -20,47 -36,18 -57,18 17,27
Etendue interquartile IQR[25 ;75] [-32,87;-2,70] | [-54,99;-12,18] | [-64,31;-48,02]| [-7.85; 27,36]

Tableau 3: Dispersion des résultats de mesures de la spironolactone dans les seringues dans les services de soins
intensifs et réanimation pédiatrique en 2020 et 2022. (La moyenne et I’écart-type sont notés a titre indicatif
pour mieux illustrer la variabilité).

Les résultats bruts sont présentés en annexes 3-4-5.

En 2020, les moyennes entre les deux services sont assez proches. Néanmoins, les doses
théoriques du groupe réanimation sont beaucoup plus dispersées que dans le groupe
néonatalogie. Ainsi, les doses administrées variaient plus d’'un groupe a l'autre. Une
importante variabilité entre les résultats avec un CV a 41% pour la Néonatalogie et a 99% pour
la réanimation. Ces résultats sont non conformes comme en témoigne les différences de
justesse entre les services (médiane -20.47% IQR25% :75%1= [-32,87; -2,70] pour néonatalogie et
médiane -36.18% IQR25% ;75%] =[-54,99 ; -12,18] pour la réanimation).

A la suite des résultats de cette premiére étude, les équipes pharmaceutiques du pdle
pédiatrie ont mené une action de bon usage de la suspension buvable de spironolactone. Elles
ont rappelé I'importance de la durée d’agitation avant administration. Un mail aux médecins
prescripteurs et aux cadres de santé de ces deux services présentait les résultats de I'étude et
rappelait 'importance de la durée d’agitation. En paralléle, un rappel oral avait été fait aux
infirmiéres des services.

Une deuxiéme étude a été menée 2 ans plus tard pour objectiver I'effet de I’action de bon
usage a long terme. Lors de cette étude, la tendance n’est plus la méme. Cette fois, la
dispersion des mesures est moins grande, avec une amélioration pour la réanimation avec un
CV a 20%. En revanche, en Néonatalogie la tendance s’inverse, avec un CV a 55%. La différence
entre les deux services s’explique par le défaut de justesse dans le service de Néonatalogie (-
61% de la cible).

L’échange avec le service de Néonatalogie sur leur pratique courante a révélé la conservation
systématique des formes buvables pédiatriques a température réfrigérée. Cette pratique peut
rendre la redispersion du PA difficile. Cette hypothése a été testée au laboratoire de contréle
et n’a pas permis de conclure formellement sur un effet du froid sur la vitesse de redispersion.
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Au cours de cette deuxieme étude, l'interaction contenu/contenant a été explorée. Le dosage
de 3 seringues prélevées au préparatoire stockées dans les conditions de I'étude dans les
services (40jours) reste conforme (annexe 5). Ce contrdle élimine I'hypothése d’interaction
contenant/contenu qui aurait pu expliquer les résultats non conformes.

5) Discussion et conclusion

Notre étude a révélé I'importante variabilité dans les doses théoriques administrées,
avec des doses quasi systématiquement inférieures a la cible. L’hypothése d’un défaut dans
I’agitation de la suspension a été retenue. En effet, (i) aucune dégradation n’a été observée
dans I'étude de stabilité et (ii) la spironolactone ne s’adsorbe pas dans la seringue.

Une des limites méthodologiques de I'étude est de ne pas avoir suivi le volume approximatif
de suspension dans le flacon. En effet, la dispersion du sédiment dans un flacon plein est plus
longue que dans un flacon entamé de moitié. Des concentrations supérieures a la cible,
rencontrées notamment en réanimation pourrait étre liées a un flacon présentant un volume
moindre et une redispersion facilitée.

Sur le plan pédagogique, la formation semble avoir eu plus d’effet en réanimation a long
terme. Pour une évaluation plus fine de la formation, il aurait été préférable de refaire cette
étude a court terme (1 mois) puis moyen terme (6 mois) pour évaluer |'effet de cette
formation. L'effet de la formation initiale a probablement été limité par le turn over important
des équipes IDE dans ces services et le nombre de taches a accomplir dans ces services de
soins intensifs.

Par ailleurs, si des équipes soignantes formées et habituées a administrer des formulations
pédiatriques ne sont pas en mesure de donner une dose juste et reproductible, il est possible
gue les doses administrées par I'entourage de I'enfant a domicile ne soient également pas
appropriées.

Au niveau clinique, les effets pouvant étre attendus vont varier avec le niveau de liquide dans
le flacon. Si le flacon est mal agité a la premiére utilisation du flacon, la dose administrée sera
faible et conduira a une inefficacité, entrainant potentiellement des modifications itératives
des posologies. Et en fin de flacon, une dose accrue par le prélevement du sédiment pourrait
conduire a un risque de surdosage et de toxicité.

Les médecins prescripteurs des services interrogés a la suite de I'étude n’ont pas constaté
d’impact clinique direct de la majorité des sous dosages de I'étude. Néanmoins, cette réponse
n’était pas objectivée par un suivi chiffré. La spironolactone étant une des différentes lignes
thérapeutiques de prise en charge des patients traités, il semble difficile d’'imputer un impact
clinique a la seule dose de spironolactone.

La formulation proposée montre donc ses limites dans le cadre d’une utilisation dans
les services de soins. Une réflexion sur I'optimisation de la formulation galénique pour limiter
le phénomene de caking s’avere nécessaire. Cette nouvelle formulation devra sédimenter
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moins rapidement et avoir une meilleure dispersion. Une nouvelle étude de la dose
administrée dans les 2 services pourra étre conduite a moyen terme afin de voir I'impact en
vie réelle de cette nouvelle formulation galénique.
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PARTIE 3 : OPTIMISATION D’'UNE FORMULATION
GALENIQUE DE SUSPENSION BUVABLE DE
SPIRONOLACTONE

I.  Formulation galénique

Au regard des conclusions de la deuxieme partie de la thése, nous souhaitons optimiser la
formulation galénique de la suspension buvable de spironolactone a 5mg/ml, avec une
stabilité permettant de réaliser une campagne de production par mois. L'objectif est donc de
parvenir a une formulation stable sur les plan physico-chimique et microbiologique a 4 mois.

Lors des premiers travaux de formulation de la suspension buvable de spironolactone, en vue
du remplacement des gélules de spironolactone, les médecins prescripteurs avaient été
consultés pour le choix du véhicule pour préparation buvable. En effet, la stratégie du
préparatoire était d’utiliser une véhicule universel prét a l’emploi pour optimiser le rendement
de préparation. Des laboratoires pharmaceutiques commercialisent ces véhicules pour les
préparations buvables en vue de faciliter la formulation de préparations buvables pour de
nombreux principes actifs. L'InOrpha® avait été choisi par rapport au SyrSpend® SF pH4
Liquide en raison de la présence de benzoate de sodium dans ce dernier. En effet, cet excipient
peut conduire a un ictere chez les nouveau-nés de moins de 4 semaines, hors une partie de la
population cible est susceptible a ce syndrome.

Cette formule présentant ses limites, une nouvelle étude de faisabilité technique est mise en
ceuvre. Aprés un bref rappel de la physico-chimie de la spironolactone, (i) nous
sélectionnerons tout d’abord un ou plusieurs des véhicules disponibles puis (ii) nous
conduirons des études de pré-formulation jusqu’a (iii) I'étude de stabilité de la formule
retenue.

1) Propriétés physico-chimiques de la spironolactone

La spironolactone est une molécule développée en 1957 (33). C'est un composé
stéroidique (noyau pregnane) comprenant un ester cyclique lactone de formule brute
C24H3,04S (S-[(2'R)-3,5'-Dioxo-3’,4'-dihydro-5'H-spiro[androst-4-ene-17,2'-furan]-7a-yl]
ethanethioate), de la famille des lactones a squelette stéroidique de masse moléculaire de
416.6g/mol, et stable en milieu acide (stabilité maximale décrite a pH 4.5 (34)). Sa
monographie dans la Pharmacopée Européenne la présente comme une poudre blanche a
jaunatre pratiquement insoluble dans I'eau (35). Il est possible de la doser par HPLC-UV
(détection a 254nm).
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Figure 5: Structure chimique de la spironolactone (35)

Dans sa voie de dégradation chimique, la spironolactone est susceptible a I'hydrolyse basique
de son cycle lactone (36). Elle est également sensible a I’hydrolyse acide et dans une moindre
mesure, au stress oxydatif. La photolyse et la chaleur ont peu d’impact sur cette molécule
(36).

2) Choix du véhicule universel pour préparation buvable

Sur le marché francais, il existe en 2022, 4 gammes de mélange d’excipients constituant un
véhicule universel pour préparations buvables : InOrpha® (INRESA), ORA Blend®(PERRIGO),
SyrSpend® SF pH4 Liquide et SyrSpend® SF pH4 ou alka poudre (FAGRON). lls sont sans sucre
(dits Sugar-Free), (le saccharose étant un excipient a effet notoire(37)) et stables a pH acide
(la spironolactone étant stable a pH acide). Ces véhicules sont aromatisés permettant de
masquer le golt du principe actif et d’en améliorer la palatabilité.

Il n’existe pas toujours d’étude de stabilité entre le véhicule et les différents principes actifs.
Une étude de stabilité en interne doit alors étre réalisée.

a) Tests de formulation

Dans un premier temps, ces 4 véhicules commerciaux ont été testés a la concentration de
5mg/ml de spironolactone. Pour I'ensemble des expérimentations, nous avons utilisé la
poudre de Spironolactone micronisée (Inresa®), Matiere Premiére a Usage Pharmaceutique.
Les préparations ont ensuite été comparées entre elles. Comme évoqué dans la partie ll, avec
I'InOrpha® (notre témoin), il apparait rapidement un sédiment au fond du flacon (24h) tandis
gu’avec les autres véhicules il n"apparait pas de sédiment, méme au bout d’'un mois de
conservation.

b) Bénéfices/risques des différents véhicules

Dans un second temps, nous avons réalisé une comparaison de la composition et des
caractéristiques physico-chimiques des différents véhicules (tableau 4). Une analyse des
excipients a effet notoire pour la voie orale a été effectuée en croisant la liste des excipients
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a effet notoire de '’ANSM/EMA et la base de données STEP pour les 4 véhicules commercialisés
préts a 'emploi étudiés. Les excipients a effet notoire de ’ANSM sont surlignés en gris dans le
tableau et les excipients référencés dans la base STEP présentent un astérisque (*). Le but est
de choisir une formulation galénique avec le moins d’excipients a effet notoire.

Véhicule InOrpha® ORA Blend® SF SyrSpend® SF SyrSpend® SF
Liquide pH4 Poudre
Conditionnement Flacon de 1L Flacon 473mL Flacon de 500mL Pot de 6,5g

pour 100mL de
suspension ou

13g pour 200mL
de suspension

Conservation

3 mois aprées

2 mois apres ouverture

12 mois aprés

12 mois apres

ouverture ouverture ouverture
Composition
Nombre de 9 17 9 4
composants
Phase liquide Eau purifiée Eau purifié Eau purifiée
Agents Hydroxyéthylcellulose Cellulose Amidon de mais* Amidon de
épaississants microcristalline*, mais*
carboxyméthylcellulose
sodique*, gomme
xanthane¥*,
carraghénane
Anti- Glycérol<1%* Glycérol*
cristallisation
Edulcorants Sucralose* Saccharine sodique®, Sucralose* Sucralose*
Sorbitol*
Aromatisants Masquant Arome agrumes et baie | Cerise « cherry »
d’amertume et ou golt neutre
arome caramel
Agents de Acide citrique* Acide citrique®, citrate | Citrate de sodium, Citrate de
tampon Citrate de sodium de sodium, phosphate acide citrique*, sodium, acide
de sodium, sulfate de acide malique citrique*
calcium
Agents anti Diméticone Simeticone
mousse
Conservateur Sorbate de Méthylparabéne*, Benzoate de
potassium* Propylparabéne, sodium<0.1%*

sorbate de potassium*
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pH 4,235,0 4345 40344 4,0a5,0
Viscosité 20 a 60 mPa/s 1000mPa/s >>1000mPa/s
Osmolalité 170mOsm /kg 1027 mOsm/kg <50 mOsmol/kg | <50 mOsmol/kg
Densité 1,001a 1,010 1,018 2 1,958 1,00a1,04
Prix (HT) 36 €/L 30 € /473mL 39,90 € /500mL 14€/13g
Etude de stabilité | Oui dosage 5mg/mi Oui dosage 25mg/ml Oui dosages Oui dosages
spironolactone stable 4 mois TA et 1 stable 3 mois TA (38) 2;2.5;25mg/ml 2;2.5;25mg/ml
mois aprés ouverture Stable 3 mois TA, | Stable 14 jours
(données non frigo (39) frigo et 5mg/mi
publiées) stable 21j aprés
ouverture(39,40)

Tableau 4 : Comparaison des différents véhicules universels sans sucre pour préparation buvable a pH acide.

Parmi, les excipients a effet notoire, on retrouve alternativement dans les formules (37) :

qui peut provoquer des troubles digestifs (diarrhées) et des maux de téte par voie
orale. La présence de cet excipient doit étre mentionnée si seuil > 10g/dose.

Le sorbitol qui est une source de fructose. Il convient de mentionner la quantité de
sorbitol dans la formulation. Les patients présentant une intolérance héréditaire au
fructose ne doivent pas recevoir ce médicament. A partir de 140 mg/Kg/jour, le
sorbitol peut causer une géne gastro-intestinale et un effet laxatif léger.

Le parahydroxybenzoate (méthylparaben) qui peut provoquer des réactions
allergiques.

L’acide benzoique/le sel de benzoate qui peut accroitre le risque d’ictére chez les
nouveau-nés (jusqu’a 4 semaines). En effet, ils n'ont pas l'enzyme permettant sa
conjugaison avec la Glycine ce qui engendre une accumulation d’acide benzoique qui
se fixe fortement a l'albumine. Cela engendre une augmentation de la bilirubinémie
secondairement a son déplacement de I'albumine d’autant plus en cas
d'hyperbilirubinémie. Il y a alors un risque d’acidose métabolique et de neurotoxicité.
Il convient alors de mentionner la quantité en mg d’acide benzoique/de sel de
benzoate par dose ou par volume unitaire avec une dose max de 5mg/kg en pédiatrie.
Le sel de sodium : Il convient de préciser la quantité de sodium par dose administrée.
Si la quantité est de moins de 1 mmol (23 mg) de sodium par dose il est considéré
comme essentiellement « sans sodium ».

Le sel de potassium: Il convient de préciser la quantité de potassium par dose
administrée avec un seuil de Immol par dose administrée par voie oral. La quantité est
a prendre en compte chez les patients insuffisants rénaux ou chez les patients
contrélant leur apport alimentaire en potassium.

Les excipients répertoriés dans la base STEP (sucralose, saccharine sodique, cellulose

microcristalline, carboxyméthylcellulose sodique, gomme xanthane, amidon de mais,
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acide citrique) ne font pas I'objet d’alerte particuliere en termes de sécurité d’emploi
en pédiatrie pour la voie orale (41).

Outre les excipients a effets notoires, d'autres critéres physico-chimiques tels que I'osmolalité
et la viscosité doivent étre pris en compte pour le choix du véhicule. Une viscosité élevée peut
conduire a une mauvaise redispersion du sédiment et donc a une variabilité de la dose
prélevée. Par ailleurs, des effets indésirables gastro-intestinaux surviennent pour une
osmolalité supérieure a 500 mOsm/kg dans des préparations orales chez les nourrissons de
faible poids a la naissance (42).

c) Conclusions

Aux vues des résultats des tests de formulation et des composants de chacun de ces véhicules,
chaque formule présente ses limites :

- Laformule dans I'InOrpha® sédimente en 24h, la redispersion de la spironolactone est
lente et objectivée par I'’étude menée dans les services de soins (partie 2 de la thése).
En revanche, sa faible osmolalité et sa faible teneur en excipients a effet notoire en
font un véhicule d’intérét.

- La formule dans I'ORA Blend® est convenable sur le plan visuel, en lien avec une
viscosité élevée, mais sa tres forte osmolalité et la présence de plusieurs excipients a
effet notoire nous ont conduit a ne pas retenir cette formule a visée pédiatrique
(population cible de nouveau-nés, nourrissons).

- La formule dans le SyrSpend® SF liquide présentait une viscosité importante. Cette
caractéristique nous a fait craindre des difficultés de prélevement. Par ailleurs, la
présence de benzoate de sodium était un élément limitant pour les prescripteurs.

- Enfin la formule dans le SyrSpend® SF pH4 poudre n’a pas été retenue malgré une
composition exempte de tout excipient a effet notoire. En effet, les études de stabilité
(2 dosages 2 ; 2.5 ; 25mg/ml) limitées a 14 jours a température réfrigérée sont un frein
dans notre volonté d’optimisation de production (une campagne mensuelle de
production). En effet, 'absence de conservateur étant un facteur de risque
microbiologique sur de courte durée. Hors, nous souhaitons une nouvelle formulation
galénique avec la méme durée de stabilité que celle déja validée (4 mais).

En I'état, retenir une de ces quatre formules ne parait pas opportun dans notre organisation.
Des travaux suggérent |'optimisation de certains véhicules commerciaux pour la mise en
suspension de certains principes actifs (43). Nous optons pour une stratégie d’optimisation de
la formule actuelle, a base d’InOrpha® en raison de sa formule épurée. Deux hypothéses de
travail seront testées (i) améliorer la solubilité de la spironolactone ou (ii) réduire sa vitesse
de sédimentation.
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3) Etudes de pré formulation

Pour optimiser la formulation de la suspension buvable de spironolactone 5mg/ml, nos
recherches s’orientent vers les agents de suspension. Le premier axe d’amélioration nous a
conduit a étudier I'intérét des tensioactifs (ou agents mouillants). Ainsi pour une formulation
proche, Fuss et al ont décrit 'utilisation de polysorbate 80 dans une formulation de
Nicardipine 2mg/ml dans I'InOrpha® (43).

a) Polysorbate 80 (Polyoxyethylene Sorbitan Fatty Acid Esters)

Cet excipient est un tensioactif non ionique qui posséde des propriétés d’agent solubilisant,
d’agent de suspension et d’agent mouillant (44). Comme agent solubilisant, il peut étre utilisé
dans la fourchette de concentration allant de 1 a 15% (44).

En termes d’innocuité pour la population pédiatrique, cet excipient n’est pas caractérisé par
des effets notoires. Toutefois a ce jour, il y a peu de recul sur son utilisation chez le nouveau-
né. Il fait partie de la liste prioritaire d’excipients documentés comme toxiques par I'étude
ESNEE (24). Les principaux effets indésirables rapportés ont été décrits dans le cadre d’une
administration parentérale. L'OMS a fixé une dose journaliére admissible maximale estimée a
25 mg/kg de poids corporel pour les polysorbates (44).

Des essais ont été conduits pour une méme concentration de spironolactone 5mg/ml dans
I'InOrpha® avec des proportions croissantes de polysorbate 80 (Cooper) : 0,5%, 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 7%, 10% et 12%. Pour ces essais, le polysorbate était ajouté a I'InOrpha® (volume final
40ml). Cette solution est mise sous agitation magnétique 10 minutes. Puis dans un second
temps , on ajoute 200mg de spironolactone. Le mélange sera mis a I'agitation magnétique
pendant lheure.

Quel que soit la proportion de polysorbate, un sédiment au fond du flacon avec une
suspension floculée (surnageant clair) sont observés (figure 6). Par ailleurs, pour les
concentrations en polysorbate élevées, un voile apparait au-dessus du sédiment (cf photo des
flacons a 10% et 12%). On formule I'hypothése que ce phénomene corresponde au
polysorbate qui s’adsorbe a la surface des particules de spironolactone par encombrement
stérique.
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Figure 6: Tests de pré-formulation avec InOrpha® + Polysorbate 80 (différentes concentrations) + spironolactone
5mg/ml

L’ajout de polysorbate 80 (jusqu’a 12%) ne permet pas de solubiliser la spironolactone qui
sédimente rapidement. Le temps d’agitation pour remettre en suspension le sédiment de
spironolactone est diminué d’un facteur 3 en présence de polysorbate 80 + InOrpha® versus
InOrpha® seul. Ce phénomeéne s’accompagne de I'apparition de mousse (dont la proportion
augmente avec la teneur en polysorbate, figure 7). En effet, il n’y a pas d’anti mousse dans
I'InOrpha® et I'ajout de forte concentration de polysorbate 80 augmente la quantité de
mousse a |’agitation.

Si le temps d’agitation réduit est un élément positif dans la formulation, la formation de
mousse est problématique pour assurer I'uniformité des doses prélevées (par la présence
« d’air » pour un volume donné).
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Figure 7: Aspect des flacons (quantité de mousse) aprés remise en suspension du sédiment

Enfin, afin d’évaluer une éventuelle concentration saturante en spironolactone, on teste une
formule a 2mg/ml de spironolactone dans I'InOrpha® contenant 1% de polysorbate 80.
Aucune différence n’est observée sur le sédiment au fond du flacon ou sur le temps
d’agitation. L’ajout du polysorbate 80 n’est pas satisfaisant pour notre formule.

L'absence de recul sur une utilisation chronique du polysorbate et ces essais
conduisant a I'apparition de mousse nous ont orienté vers une autre alternative visant a
réduire la vitesse de sédimentation de la spironolactone dans I'InOrpha®. Nous avons donc
réalisé des essais avec des agents épaississants (qui améliorent la viscosité de la suspension
et réduisent la vitesse de sédimentation).

b) Agent de viscosité

En augmentant la viscosité de la suspension, nous avons pour objectif de diminuer la vitesse
de sédimentation et d’augmenter la stabilité physique de la suspension. Pour cela des essais
ont été réalisés avec 2 types de gommes d’origine naturelle : la gomme xanthane et la
carraghénane (carraghénane iota). Ces gommes sont présentes dans la formulation de 'ORA
Blend® pour laquelle aucun sédiment n’a été observé, méme au bout d’un mois. En termes de
sécurité d’utilisation, la base STEP ne fait pas ressortir d’alerte particuliere concernant la
sécurité d’emploi en pédiatrie par voie orale de ces deux gommes (26). Peu de données sont
disponibles pour décrire les quantités recommandées de gomme xanthane pour optimiser la
mise en suspension. Le laboratoire OPELLA HEALTHCARE qui commercialise la suspension
buvable de Doliprane® 2,4% nous a indiqué avoir une quantité de gomme xanthane d’environ
0,7%. En ce qui concerne la quantité recommandée de carraghénane iota pour les
suspensions, elle est comprise entre 0,5% et 1% (44). Les fiches de données de sécurité de
I’Ora-Blend® évoquent des teneurs < 1% pour chacune de ces gommes. Une revue de la base
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Thériaque (45) indique I'utilisation de ces gommes dans les médicaments avec AMM. La
carraghénane est peu retrouvée dans la formulation de médicaments, principalement des
formes gélules ou comprimés ; la gomme xanthane est quant a elle utilisée dans un bon
nombre de médicaments, dont des formes suspensions buvables pédiatriques (Advil®,
Amoxicilline, Doliprane® notamment).

Comme pour le polysorbate, des préparations de spironolactone a 5mg/ml dans I'InOrpha® et
avec une concentration croissante en gomme xanthane (0,2%, 0,5%, 0,7%) ou en
carraghénane (0,2% et 0,5%) ont été évaluées sur leur capacité a limiter la sédimentation de
la spironolactone. La carraghénane n’est pas testée a des teneurs supérieures devant le faible
recul sur sa sécurité d’emploi et son utilisation en pédiatrie et plus souvent retrouvée dans les
formes solides.

Pour ces tests, on ajoute I'agent de viscosité a 60ml d’InOrpha®, on agite pendant 10 minutes
avec un barreau aimanté puis on ajoute 300mg spironolactone. On met alors la suspension a
I'agitation magnétique pendant 1lheure.

Visuellement, pour des concentrations équivalentes en gommes, la préparation avec la
carraghénane s’est avérée étre moins visqueuse que celle avec la gomme xanthane. Au bout
de 24 heures, on voit apparaitre un sédiment pour les préparations avec la carraghénane pour
les 2 concentrations (0,2% et 0,5%). Cette sédimentation n’a pas été observée avec les
préparations a base de gomme xanthane.

Devant ces résultats et le faible recul en pédiatrie, la carraghénane n’a pas été retenue pour
la suite du développement de la suspension.

Quinze jours aprés la préparation (conservée a température ambiante (TA)), un tres léger
sédiment a pu étre observé pour les préparations contenant la gomme xanthane a la
concentration de 0,2%. Néanmoins, la remise en suspension était facile. Aucune
sédimentation n’a été constaté pour les concentrations de 0,5% et 0,7%. La suspension avec
0,7% de gomme xanthane était cependant trés visqueuse et donc susceptible de rendre
difficile le prélevement d’une dose a I'aide d’une seringue entérale. Cette concentration n’a
donc pas été retenue pour la suite des tests.

A partir de la gomme xanthane, et pour différentes proportions nous avons réalisé des essais
de production avec des volumes supérieurs (300 ml) en vue d’optimiser la qualité du mélange
par l'utilisation d’un mélangeur de laboratoire TURBOTEST®. Les concentrations en gomme
xanthane évaluées sont limitées a 0,2%, 0,3%, 0,4% et 0,5%. La durée d’agitation une fois la
spironolactone ajoutée est de 3h a 600 tours/min pour la concentration de 0,2% et 0,3%. La
vitesse d’agitation augmente avec la viscosité pour maintenir une qualité optimale du
mélange. Ainsi pour les concentrations de 0,4% et 0,5% la vitesse d’agitation était de 800
tours/min.
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Apres 15 jours de conservation a TA, aucun sédiment n’a été observé quelle que soit la
concentration testée. La vitesse développée par le mélangeur de laboratoire permet
I'obtention d’un vortex qui améliore le mélange de la gomme a I'InOrpha®. L'ajout de la
spironolactone a cette matrice (matrice constituée aprés environ 1 heure de mélange) lui
permet une meilleure mise en suspension.

Plus la concentration en gomme xanthane est élevée, plus la suspension obtenue est
visqueuse avec visuellement une fracture dans le comportement de la suspension entre les
concentrations 0,2%/0,3% et 0,4%/0,5%. En effet, a la concentration 0,4% et 0,5% la
suspension est trés visqueuse contrairement a la concentration 0,2% et 0,3% ou la suspension
est plus fluide. Le choix de la proportion de gomme xanthane a introduire dans la suspension
a mis en balance (i) la viscosité (ii) la quantité de gomme introduite, compte tenu du faible
recul sur son utilisation sur cette population et (iii) la stabilité de la suspension physico-
chimique sur le long terme.

Notre postulat est d’évaluer la formulation qui introduit la plus faible quantité efficace de
gomme pour la mise en suspension de la spironolactone pour limiter I'impact éventuel sur la
stabilité de I'InOrpha® a long terme. Des industriels utilisant la gomme xanthane dans des
suspensions ont été sollicités pour connaitre la proportion utilisée. lls ont indiqué que les
concentrations étaient souvent supérieures a celle retenue ici (voisin de 0.7%). Néanmoins, il
y avait plus d’excipients dans leur formule, comparé a notre suspension basée sur I'InOrpha®.
Il n’était donc pas possible de se baser sur les teneurs moyennes de ces laboratoires pour nos
formulations. En effet, les recommandations préconisent une approche holistique lors de la
formulation d’une suspension buvable, I'interaction qualitative et quantitative des différents
excipients permettant d’assurer la stabilité du mélange (17) .

Pour évaluer la nouvelle formulation de spironolactone 5mg/ml dans I'InOrpha®, il a donc été
décidé d’incorporer 0.2% de gomme xanthane. Cette proportion est la plus faible
concentration efficace pour réduire la vitesse de sédimentation de la suspension et augmenter
la stabilité physique de celle-ci.

Il. Etude de stabilité de la nouvelle formulation

1) Obijectifs

Dans un premier temps, I'objectif a été de développer et valider une méthode analytique
indicatrice de stabilité par chromatographie liquide haute performance couplé a un détecteur
UV a barrette de diode (HPLC-UV DAD). Cette méthode doit permettre d’identifier et de
guantifier le principe actif et de voir I'apparition d’éventuels produits de dégradation.
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Dans un deuxieme temps, nous allons évaluer la stabilité physico-chimique et
microbiologique de la nouvelle formulation galénique pour définir la durée de conservation et
les conditions de stockage optimales permettant une mise a disposition d’'une préparation
hospitaliere conforme aux exigences des Bonnes Pratiques de Préparation (BPP).

2) Matériels et méthodes

a) Méthode analytique indicatrice de stabilité

Méthode de dosage

La concentration-cible pour le dosage des échantillons était de 50 pg/ml. Une gamme en 5
points a été réalisée avec un intervalle de concentrations compris entre 60 et 140% de la
concentration-cible (46).

Chaque point de gamme a été préparé de maniére indépendante : chaque point est issu d’une
pesée de 20mg de spironolactone introduite dans une fiole jaugée remplie a 20ml
d’acétonitrile grade HPLC. Les solutions meéres obtenues (1mg/ml) sont diluées au 1/108™m¢
avec de l'acétonitrile pour donner des solutions filles 1 (SF1) a 100ug/ml. Les SF1 sont
vortexées.

La dilution des points de gamme est réalisée dans un mélange de solvants 50:50
eau/acétonitrile (grade HPLC) selon le protocole présenté au tableau 5.

Concentration en Spironolactone
. 30 40 50 60 70
des points de gamme (pg/ml)
Volume de SF1 (pL)
300 400 500 600 700
[SF1] = 100ug/ml
Volume mélange de solvant (pL) 700 600 500 400 300

Tableau 5 : Protocole de préparation finale des points de gamme a partir de la SF1

Conditions chromatographiques

Les analyses ont été conduites par HPLC-UV a I'aide de I'appareil Ultimate 3000 a barrette de
diodes (Thermoscientific®). L'étude a été faite en phase inverse avec une phase stationnaire
greffée en C18, PRONTOSIL SPHERIBOND C18 250x4,6 mm (5 um) thermostatée a 30°C. La
phase mobile est composée d’un mélange acétonitrile et eau (70:30 v/v). Le pompage est en
mode isocratique au débit de 1 ml/min. Le volume d'injection de I'échantillon était de 10 pL.
La longueur d’onde de détection utilisée est 254 nm.
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Criteres de validation de la méthode de dosage

La méthode de dosage est validée selon les directives de I'lCH Q2 (R1) (46). Pour cela, elle doit
répondre a différents critéres : fonction de calibration, spécificité, exactitude, fidélité avec la
répétabilité et la fidélité intermédiaire.

La fonction de calibration représente la réponse analytique en fonction de la concentration.
Ici, le modéle retenu est une droite a 5 points (réponse linéaire) et permet d’obtenir des
résultats directement proportionnels a la quantité en analyte présent dans I’échantillon pour
I'intervalle de concentrations donné (47).

L’équation de la droite de calibration obtenue est au format Y = aX + b avec Y = aire sous le pic
de la réponse du détecteur (AUC en mAU.min!) et X = concentration obtenue de I'analyte
(ug/ml) et a et b, variables aléatoires. Elle est associée a un coefficient de détermination r?,
qui indique la force d’adéquation entre le modele de cette régression et les données
collectées. D’aprés la SFSTP (Société Francgaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques),
le coefficient de détermination r? doit étre au moins supérieur a 0,9900 (48). Sa cible est
retenue au laboratoire de controle est de 0.995.

La validation de la fonction de calibration est conditionnée au passage successif de trois
gammes indépendantes analysées par HPLC-UV (chaque point de gamme étant préparé a
partir d’'une pesée indépendante, les 3 gammes étant réalisées sur 3 jours par deux opérateurs
différents au total).

La justesse exprime I'étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a partir d’'une
série de résultats d’essais et la valeur théorique considérée comme vraie. Il s’agit d’'une
mesure de l'erreur systématique (biais). La justesse sera étudiée a partir des données
obtenues avec les standards de validation (Vs). La justesse est exprimée en termes de biais
absolu (ug/ml), de biais relatif (%) ou de taux de recouvrement (%) pour un niveau de
concentration. Le biais relatif est défini a 5% avec un seuil de rejet a 10% au laboratoire de
contréle. Le taux de recouvrement (R%) est rapport entre les concentrations obtenues et les
concentrations théoriques de la gamme, il est défini par [I'équation suivante
R%=100.X/concentration théorique (47,49). Ses valeurs de référence au laboratoire sont
comprises entre 95 et 105%.

La fidélité exprime le coefficient de variation d’une série de mesures provenant d’'un méme
échantillon homogeéne (résultats d’essais indépendants) dans des conditions fixées. La fidélité
communique une information sur la distribution des erreurs aléatoires (47,49). Elle est
analysée par l'intermédiaire des standards de validation (Vs).

Ici, un seul niveau de concentration sera réalisé qui représente 100 % de la concentration cible
de spironolactone (50ug/ml) dans la matrice InOrpha® et gomme xanthane a 0,2%. Le choix
d’une seule concentration s’explique par (i) le niveau de difficulté de réalisation la solution
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mere ([1] Matiere premiére tres électrostatique a introduire dans la fiole jaugée de 100 ml,
[2] difficulté d’obtenir un niveau juste dans la fiole jaugée (formation de bulles et produit qui
reste sur les parois en lien avec sa viscosité), [3] difficulté d’homogénéisation de la suspension
dans la fiole) et (ii) notre volonté de produire des préparations a une seule concentration
finale et (iii) 'adéquation avec le référentiel ICH Q2 (R1) (46).

Chaque jour pendant 3 jours, on prépare un volume suffisant de matrice InOrpha® contenant
0,2% de gomme xanthane pour faire les 6 Vs. Ce mélange sera agité 1 heure au mélangeur de
laboratoire TURBOTEST®.

Les 6 Vs sont préparées a partir de 6 pesées de spironolactone indépendantes. La poudre de
chaque pesée sera introduite dans une fiole jaugée a laquelle sera ajoutée le volume adéquat
de matrice pour obtenir une solution mére de spironolactone a 5mg/ml. Chaque solution mére
est ensuite diluée au 1/5°™ avec de I'acétonitrile pur pour donner une premiére solution fille
(SF1) a 1mg/ml qui sera vortexée, puis agitée pendant 8min a 'aide de I'agitateur automatique
et enfin centrifugée a 3500 tours/min pendant 5 min a 20°C. On récupére alors 100uL du
surnageant de SF1 que I'on dilue dans 1900uL du mélange ACN/Eau a 50/50 (dilution au
1/20°™e) pour obtenir la concentration finale d’un Vs de 50ug/ml.

La fidélité est évaluée a différents niveaux :

- Le 1® niveau correspondant a la répétabilité qui exprime la précision dans les mémes
conditions opératoires sur une court intervalle de temps (précision intra-jour avec la
préparation de 6 VS indépendant le méme jour).

- Le 2" niveau correspond a la fidélité intermédiaire qui exprime les variations intra-
laboratoires : jours différents, différents analystes, etc (précision inter-jour avec la
répétition des préparations sur 3 jours différents et deux manipulateurs différents)
(47,49).

Chaque Vs est passé en dupliqué dans I’'HPLC-UV.

La mesure de la fidélité est effectuée par la détermination des coefficients de variation pour
la répétabilité et la fidélité intermédiaire (47,49). Sa limite d’acceptation est définie au
laboratoire a 5%.

L’exactitude est le parametre qui inclus a la fois I'erreur systématique et I'erreur aléatoire
(c’est-a-dire justesse et fidélité). On parle alors d’erreur totale. L’exactitude représente la
finalité d’une validation de procédure analytique car elle permet de garantir la fiabilité de
chacune des mesures (49,50).
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Figure 8 : lllustration de la fidélité, justesse et exactitude (49)

Le profil d’exactitude est un outil graphique qui permet de dire si la méthode analytique est
capable de fournir des résultats dans les limites d’acceptation fixées a priori par le
manipulateur.

La limite de détection (LD) correspond a la plus faible quantité de la substance analysée que
la méthode permet de détecter, sans nécessairement fournir la valeur exacte. Elle peut étre
estimée de différentes manieres. Elle est définie ici par I'approche de I'écart-type de la
réponse et de la pente de la courbe d'étalonnage avec (51) :

S
LD = 3,3 ; ; avec s = écart-type résiduel et p = pente de la courbe d'étalonnage

Spécificité, les criteres pour définir une méthode indicatrice de stabilité
L’effet matrice et la spécificité sont également évalués dans le cas des méthodes indicatrices
de stabilité.

L’effet matrice doit étre évalué. La spironolactone est ajoutée a un mélange d’excipients
(InOrpha® et gomme xanthane a 0,2%), il est donc nécessaire de vérifier que ces excipients
n’interferent pas dans le dosage de la spironolactone. Pour réaliser ce test, nous avons utilisé
une méthode alternative a la méthode habituelle. En effet, au vu de la viscosité de la matrice
constituée d’InOrpha® et gomme xanthane et de la longue durée d’agitation pour
homogénéiser la poudre de spironolactone (1h a I'agitateur magnétique), il était trop lourd de
comparer des gammes de calibration en 5 points avec et sans matrice. Nous avons choisi de
préparer 5 standards de validation a 100% de la concentration cible avec et sans matrice le 1¢"
jour de I'analyse et de les comparer en se basant sur la droite de calibration obtenue le 1°¢"
jour. Une éventuelle interférence au temps de rétention de la spironolactone a été recherchée
par analyse spectrale et I’effet matrice a été analysé par un test d’ANOVA.

La dégradation forcée permet de valider la capacité indicatrice de stabilité de la méthode
analytique développée. Ce type de procédure analytique doit permettre de distinguer le
principe actif a analyser de ses produits de dégradation potentiellement formés ou impuretés
durant I'étude de stabilité dans les conditions de stockage définies. Il n’existe pas a notre
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connaissance dans la littérature de méthode indicatrice de stabilité pour la formulation
galénique que nous utilisons.

Ce procédé consiste a exposer le principe actif et/ou le produit fini (i.e. suspension buvable) a
une hydrolyse acide et alcaline, et des conditions de stress d'oxydation, thermique et
photolytique. Le but n’est pas de détruire toute la molécule mais de détruire environ 20 % de
la molécule dans le but d’éviter la formation de produit de dégradations secondaire (47).

Le protocole de dégradation forcée de la molécule et du produit fini (suspension buvable) suit
les recommandations du guide de la SFPC-GERPAC, selon le tableau 6. Les échantillons de
spironolactone et suspension de spironolactone sont préparés a une concentration initiale de

20mg/ml.

Conditons dégradations

Type d'echantillon

Condition opératoire

Neutralisation

iml de spironolactone dans ACN + 1ml HCL O,1N
iml de spironolactone dans ACN + 1ml HCL 0,5M
iml de spironclactone dans ACN + 1ml HCL 1N

1ml NaOH 0,1N + ACN
1ml NaOH 05N + ACN
Iml NaOH 1N + ACN

iml de suspension de spironclactone + Iml NaOH 0,1N
iml de suspension de spironolactone + Iml NaOH 0,5M
iml de suspension de spironolactone + iml NaOH 1N

Dégradation acide  |1ml de matrice InOrpha + gomme xanthane 0,2% + 1ml HCL 1N 60°C pendant 2h iml NaOH 1N + ACN
iml de suspension de spironolactone + Iml HCLO,1N 1ml MaOH 0,1N + ACN
iml de suspension de spironclactone + Iml HCLO,5N 1ml MaOH 0,5M + ACN
1iml de suspension de spironolactone + Iml HCL 1N iml NaOH 1N + ACN
1iml de spironclactone dans ACN + 1ml NaOH O,1N 1ml HCLO, 1N + ACN
1iml de spironclactone dans ACH + 1ml NaOH 0,5N 1ml HCLO,5N + ACN
iml de spironclactone dans ACHN + 1ml NaOH 1N iml HCL 1M + ACN
Dégradation basique |iml de matrice InOrpha + gomme xanthane 0,2% + 1ml NaOH 1N 60°C pendant 2h Iml HCL 1N + ACN

1ml HCLO,1N + ACN
1ml HCL 05N + ACN
Iml HCL 1M + ACN

Dégradation oxydative

250pL de spironclactone dans ACN + 2,25ml d'H202 6%

250pL de spironclactone dans ACH + 2,25ml d'H202 15%

250pL de spironclactone dans ACH + 2,25ml d'H202 30%

250pL de matrice InOrpha + gomma xanthane 0,2% + 2,25ml d'H202 6%
250pL de matrice InOrpha + gomma xanthane 0,2% + 2,25ml d'H202 15%
250pL de matrice InOrpha + gomma xanthane 0,2% + 2,25ml d'H202 30%
250pL de suspension de spironolactone + 2,25ml d'H202 6%

250pL de suspension de spironolactone + 2,25ml d'H202 15%

250pL de suspension de spironclactone + 2,25ml d'H202 30%

70°C pendant 3h

Photodégradation

2ml de spironclactone dans ACN
2ml de matrice InOrpha + gomma xanthane 0,2%

5jé 15cm d'une

Suspension de spironolactone

lampe a UvAa
2ml de suspension de spironclactone
Spironolactone dans ACN
Témaoins Matrice InOrpha + gomma xanthane 0,2% 70°C pendant 3h

Tableau 6: Protocole de dégradation forcée

Une fois les échantillons soumis aux conditions de dégradation, ils sont dilués puis analysés
selon la méthode de dosage validée. Ces essais ont pour objectif de mettre en évidence les
principaux produits de dégradation pour pouvoir suivre leur apparition au cours de |'étude de
stabilité.
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b) Mode opératoire de fabrication d’un lot de suspension buvable

Nombre de lots nécessaires a I’étude de stabilité
La stabilité de la suspension buvable de spironolactone 5mg/ml est étudiée pour deux cas : la

durée de conservation flacon fermé et la durée de conservation aprés ouverture pour mimer
une utilisation en conditions réelles.

Deux conditions de conservation sont testées pour ces deux cas :

- un stockage au réfrigérateur (2-8°C)
- un stockage a température ambiante.

Il a été produit un lot pour chaque condition de stockage et chaque lot était constitué de
flacons en verre brun type | de 60ml.

Mode opératoire de préparation d’un lot « stabilité avant ouverture »

La phase liquide est d’abord préparée. Elle est réalisée dans un bécher de 2L a partir d’1.2L
d’InOrpha® (Inresa®) a laquelle nous ajoutons sous agitation avec le mélangeur de laboratoire
TURBOTEST® 0,2% de gomme xanthane (Cooper®) (soit 2,4g).

Lorsque la gomme xanthane est suffisamment hydratée et que la phase liquide est homogéne
(t =1 heure), nous y ajoutons 6 g de spironolactone micronisée, (Inresa®).

La préparation est mise a l'agitation avec le mélangeur de laboratoire pendant 3h a
1200tr/min pour permettre une dispersion totale de la spironolactone. On obtient ainsi une
suspension légérement visqueuse, opaque, laiteuse, blanchatre voire légerement jaunatre.
Cette suspension est repartie dans 24 flacons en verre brun type | remplis a 50ml.

Mode opératoire de préparation des lots « stabilité aprés ouverture »
Le principe est le méme, seules les quantités different :

INOrpha® (INresa®) ....eveeeeceececeeeceene 300ml
Gomme xanthane (Cooper®) ......ccccevuenee. 600mg
Spironolactone (INresa®) .....cccceceveereeveneenns 1500mg

La suspension obtenue est répartie dans 6 flacons en verre remplis a 50ml dont la moitié sera
destinée a étre conservée a température ambiante et I'autre moitié entre 2-8°C.

A chaque temps d’analyse trois flacons sont analysés ce qui correspond a une analyse en
tripliqué du lot initial.

Chaque flacon est soumis aux différentes analyses définies par le plan expérimental présenté
aux paragraphes c) et d) ci-apres (teneur, viscosité, densité, pH, osmolalité, microbiologie).
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c) Evaluation de la stabilité chimique de la suspension buvable

Une dégradation par réactions chimiques, le plus souvent par des réactions d’hydrolyse ou
d’oxydoréduction peut étre observée pour certains PA. D’autres facteurs peuvent affecter la
stabilité chimique comme les rayons UV par photolyse ou interaction contenu/contenant avec
les articles de conditionnement (47). Une fois la méthode analytique indicatrice de stabilité
validée, I'étude de stabilité de la préparation dans le temps peut commencer.

La stabilité chimique doit étre démontrée tout au long de la conservation du produit. Pour
cela, la teneur en PA doit étre maintenue au cours du temps avec une variation acceptable de
+10% (90% a 110 % de la teneur initiale) (47). Cette limite est appropriée pour les substances
comme la spironolactone qui n'est pas un PA a marge thérapeutique étroite et dont les
produits de dégradation ne sont pas connus pour étre toxiques. Les résultats seront présentés
par le pourcentage moyen de la concentration par rapport a JO ainsi que l'intervalle de
confiance (IC) a 95% autour de cette moyenne.

Cas du lot « stabilité avant ouverture »
Trois flacons de chaque lot (un lot «frigo» entre 2°C et 8°C et un lot « température

ambiante ») sont dosés a chaque temps d’analyse soit JO (valeur de référence), J15, J30, J60
selon la méthode analytique validée. Les éventuels produits de dégradation sont recherchés.
A chaque prélevement, les flacons sont préalable agités.

Cas du lot « stabilité aprés ouverture »
Trois flacons sont conservés au frigo entre 2°C et 8°C et les 3 autres flacons sont conservés a

température ambiante. Un volume de 0,5mL est retiré chaque jour aprés une agitation rapide
de quelques secondes pour mimer une utilisation en conditions réelles pour une durée de
traitement d’un mois. Les flacons sont dosés a JO (valeur de référence), J15, J30, J37 selon la
méthode analytique validée. Les éventuels produits de dégradation sont recherchés.

Température .
Condition JO J15 J30 137 J60
stockage
Stabilité avant
X X X X
. ouverture
25°C — N
Stabilité apres
X X X X
ouverture
Stabilité avant
X X X X
. ouverture
2-8°C —
Stabilité apres
X X X X
ouverture

Tableau 7: Plan expérimental de I'étude de stabilité chimique

58



Les préléevements de JO ont été réalisés dans les 24 heures qui ont suivi la préparation en
raison de la durée de la préparation (4 heures). Nous avons estimé que la durée du mélange
et la répartition immédiate dans les flacons assure I’homogénéité du mélange. Ce phénomene
est observé en routine lors de la production des lots de suspension buvable de spironolactone
sans ajout de gomme xanthane. Le prélevement des 3 flacons dosés a JO correspond a un
échantillon représentatif de tous les flacons du lot.

d) Evaluation de la stabilité physique de la suspension buvable

Une potentielle instabilité de la formulation peut survenir au cours du temps. Comme détaillé
précédemment, il peut y avoir une instabilité thermodynamique de la suspension par
formation d’un sédiment avec I'apparition d’un systéme qui peut étre floculé ou défloculé.

Controle visuel des caractéres organoleptiques et recherche d’une sédimentation au cours du
temps

Les caractéres organoleptiques (couleur, odeur, aspect) ont été évalués au cours du temps (JO,
J15, J30, J45, J60). La modification au cours du temps d’un de ces parameétres (notamment
couleur, odeur) peut inaugurer le changement de composition du mélange.

Pour suivre I'éventuelle apparition d’'un sédiment, 6 flacons « fermés » de suspension buvable
de spironolactone sont conservés dans des flacons en verre transparent, a I’abri de la lumiere.
Trois flacons sont conservés a température ambiante et trois flacons sont conservés a 2-8°C.

Outre le controle visuel, la recherche d’une sédimentation a été réalisée par dosage des
flacons non agités a J21, 135, 156, J70 et J90. A chaque jour de prélevement, des prélevements
ont été réalisés dans le haut et bas du flacon. Ces préléevements ont été dosés selon la
méthode présentée sur un lot dédié a cet effet différent des autres lots produits pour I'étude
de stabilité. La teneur en PA ne doit pas varier entre le haut et le bas du flacon de + 5%.

Les autres parametres de la stabilité physique

Outre les caracteres organoleptiques (couleur, odeur, aspect), d’autres parametres sont
évalués : la viscosité, la densité, le pH, I'osmolalité. Les échantillons utilisés sont les mémes
gue ceux employés pour I’étude de stabilité chimique.

L'ensemble des mesures a été conduite a JO, J15, J30, J60 sur trois flacons issus de chaque lot
pour la stabilité avant ouverture pour les 2 conditions de conservation.
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Les mesures ont été réalisées a JO et J30 sur trois flacons ambiant et frigo issus du lot pour la
stabilité apres ouverture.

Comme pour le dosage, la variation de la viscosité, la densité, le pH et I'osmolalité au cours du
temps doit étre inférieur a £10%.

Les résultats de chaque série seront présentés par leur moyenne et intervalle de confiance a
95%.

La viscosité correspond aux forces de frottement qui s’opposent a I'écoulement des couches
de liquide les unes par rapport aux autres. La viscosité d’'une suspension est propre a sa
composition et varie avec la température. L'apparition de produits de dégradation peut
entrainer une modification de viscosité du mélange (47).

La mesure de la viscosité (en mPa.s) a été effectuée avec un rhéometre rotatif
Thermo Scientific™ HAAKE™ MARS™. Nous avons eu recours a un systeme de mesure
cone/plan avec une géométrie de 60mm pour un angle de céne de 1°. L’appareil applique un
gradient (« vitesse ») de cisaillement de 0 a 100 s pendant 180 secondes avec un entrefer de
0,051mm. L’appareil est thermostaté a la température souhaitée (i.e. 25°C pour mimer les
conditions TA et 4°C pour mimer les conditions frigo) pendant 240 secondes.

La mesure de la viscosité est réalisée au cours de I'application de la vitesse de cisaillement
pendant 180 secondes avec 200 points d’acquisition. La valeur de viscosité est retenue pour
une vitesse de 100 secondes™ au plateau dans la courbe d’écoulement (stabilité du
comportement de la suspension a cette vitesse) selon la méthode développée par Nora
Provenza Bernal et al (52). Les mesures ont été enregistrée a 25°C et a 4°C.

Ne disposant pas des équipements matériels au CHU, ce contréle a été effectué en
collaboration avec le laboratoire de galénique de la Faculté des sciences pharmaceutiques de
Toulouse.

La densité d’une suspension mesure le rapport entre la masse d'un volume donné de cette
suspension et la masse du méme volume d'eau, a la méme température. Pour cette étude, la
mesure de la densité a été effectuée avec un réfractometre a main (Master-a, Atago®) destiné
habituellement a mesurer la densité urinaire par la méthode de l'indice de réfraction par
lecture visuelle.

Ce contréle a été effectué en collaboration avec le laboratoire du service des explorations
fonctionnelles physiologiques du CHU.

Le pH de la formulation et ses modifications au cours du temps constituent une piste a étudier
au cours de I’étude de stabilité. Plusieurs causes peuvent induire une modification de pH : une

dégradation du principe actif ou d’un excipient, une interaction contenant/contenu... (47). La
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détermination du pH se fait par mesure de la différence de potentiel entre deux électrodes
plongeant dans la solution a examiner. La mesure du pH a été effectuée avec le titreur
potentiométrique 905 Titrando Metrohm qui permet aussi de mesurer le pH via une électrode
calibrée a I'aide de solutions tampons.

L'osmolalité représente la capacité d’'une molécule osmotiquement active a attirer les
molécules d’eau au travers d’'une membrane. Elle s’exprime en mOsm/kg (47). Sa mesure a
un double objectif :
- Valider I'osmolalité initiale qui doit étre limitée a 300mOsm/kg pour limiter la
survenue d’effets indésirables gastro-intestinaux.
- Veiller a I'absence de variation de l'osmolalité dans le temps, témoin d’une
dégradation de la composition de la suspension.
L'osmometre Advanced® 3320 mesure |'abaissement du point de congélation &c et estime
I’osmolalité d’une solution a partir de I'équation suivante :

Cosm = E X 1000
Kc

Avec Cosm qui correspond a Osmolalité en mOsm/kg, Kc qui est la constante cryoscopique

(Kc = 1,86 pour une solution aqueuse) et 6c qui correspond a la valeur de I'abaissement
cryoscopique en °C.

Ce contrdle a été sous-traité au laboratoire de biochimie du CHU.

Tests | Température .
e Condition Jo | J15 | J30 | J60
réalisés stockage
Aspect, Stabilité avant ouverture | X X X X
. - 25°C
Viscosité, . .
o Stabilité apres ouverture X X
Densite,
pH, Stabilité avant ouverture X X X X
"y 2-8C
Osmolalité Stabilité aprées ouverture X X

Tableau 8: : Plan expérimental de I’étude de stabilité physique (mesure viscosité, densité, pH, osmolalité)

e) Evaluation de la stabilité microbiologique de la suspension buvable

La présence de certains microorganismes dans des préparations non stériles peut modifier
I'activité thérapeutique du produit, et constitue un danger potentiel pour la santé du patient
selon les germes en présence. Il faut donc assurer une faible biocharge dans les formes
pharmaceutiques finies non stériles (47). Des essais sont prescrits dans la Pharmacopée
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Européenne pour encadrer la charge microbienne tolérée dans les préparations buvables. Les
véhicules pour formes buvables contiennent des conservateurs a I’exception du Syrspend Dry.
Ne disposant pas des équipements pour faire ces analyses, elles ont été sous-traitées au
laboratoire d’Hygiéne du CHU.

L’essai de dénombrement microbien selon la Pharmacopée Européenne (monographie 2.6.12)
et la recherche de micro-organismes spécifiés (monographie 2.6.13) aux temps d’analyses
fixées permet de répondre a la question de la stabilité microbiologique de ces préparations.

Validation de la fertilité des milieux (Ph Eur 2.6.12)

Etape préliminaire a la réalisation de la méthode de dénombrement microbien de la
préparation, cette validation consiste a démontrer que la méthode mise en ceuvre est capable
de détecter une éventuelle contamination microbiologique du produit testé.

Les essais de validation sont effectués a l'aide d'un panel de cing micro-organismes :
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Aspergillus brasiliensis,
Candida albicans. Nous avons ajouté Escherichia coli car nous devons démontrer |'absence
d’Escherichia coli au cours de I'étude de la stabilité microbiologique (dans le cadre de la
recherche des micro-organismes spécifiés prescrit par la Pharmacopée Européenne pour les
formes orales). La préparation est délibérément contaminée par I'ajout d'un inoculum < 100
UFC de ces micro-organismes et le dénombrement est ensuite effectué.

Un témoin positif qui ne contient pas la préparation mais qui est également contaminé et un
témoin négatif, sans produit et non contaminé sont utilisés pour montrer que la préparation
n’empéche pas la croissance des micro-organismes du fait de la présence de conservateurs et
gue la méthode n’est pas source de contamination bactérienne.

Criteres de validation de la méthode : la méthode doit permettre d'obtenir entre 10 et 250

UFC pour le dénombrement des Germes Aérobies Totaux (DGAT) et 10 et 50 UFC pour les
dénombrement des Moisissures/Levures Totales (DMLT) (Ph Eur 2.6.12). Les géloses
trypticase-soja (pour les bactéries) sont incubées 3 jours a 35°C et les milieux de Sabouraud
(pour les champignons) 5 jours a 20-25°C.

Dénombrement des germes

Nous avons opté sur avis des microbiologistes du service d’Hygiene du CHU pour la méthode
de filtration sur membrane, une des 3 méthodes de référence de la Pharmacopée
Européenne. Cette méthode consiste a filtrer au travers d’'une membrane filtrante (diamétre
de pores de la membrane 0,45 um), une quantité définie d’échantillon (1ml). Le filtre est rincé
avec un volume approprié de diluant. Il est déposé sur un milieu gélosé adapté au type de
micro-organismes recherchés avant incubation pour 5 jours.
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En parallele, on ensemence 100ul de la préparation a tester sur une gélose pour objectiver
une éventuelle croissance de microorganisme en cas de biocharge faible ou en cas de
saturation de la filtration sur membrane aboutissant a un faux négatif.

Les critéres de validation de la qualité microbiologique sont décrits a la monographie 5.1.4 de
la Pharmacopée Européenne. Les seuils dépendent de la voie d’administration. Une
préparation aqueuse destinée a la voie orale ne doit pas dépasser les seuils suivants :

* Germes aérobies totaux < 102 UFC/ml

* Moisissures et levures < 10* UFC/ml

* Absence d’Escherichia coli

Les échantillons utilisés pour la stabilité microbiologique sont issus des méme flacons que ceux
employés pour I’étude de stabilité physico-chimique.

Température stockage Condition JO | J15 | J30 | J37 | J60
Jcoc Stabilité avant ouverture| X X X X
Stabilité aprés ouverture | X X X X
5 - g°C Stabilité avant ouverture| X X X X
Stabilité aprés ouverture | X X X X

Tableau 9: Plan expérimental de I’étude de stabilité microbiologique (dénombrement microbien)

f) Modalités de prélevements des échantillons selon les études réalisées

Pour I'étude de la stabilité avant ouverture, les flacons sont préalablement agités avant
préléevement. Chaque prélevement est mis dans un falcon a I’exception du prélevement pour
la microbiologie qui est réparti dans un vacutainer BD stérile avec bouchon rouge. Les volumes
prélevés sont les suivants :

— 5ml pour le dosage

— 5ml pour la viscosité

— 1 ml pour la densité

— 8ml pour le pH

— 4ml pour 'osmolalité

— 3ml pour la microbiologie

3) Résultats
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a) Validation de la méthode analytique indicatrice de stabilité

Fonction de réponse et linéarité

Les conditions analytiques sélectionnées dans le cadre de ce travail sont le fruit d’'une étude
antérieure validée pour une suspension de spironolactone 5mg/ml dans I'InOrpha®. La
modification de la matrice conduit a réévaluer les conditions analytiques.

Dans ces conditions, le temps de rétention de la spironolactone a été observé a environ 3,6
minutes et celui de I'InOrpha® a 1,8minutes (figure 9).

Figure 9: Chromatograme type de la suspension de spironolactone

La linéarité de la fonction de réponse a été défini pour un intervalle de dosage de
spironolactone compris entre 30 et 70 pug/ml selon les parameétres décrit ci-dessous tableau
10 et figure 10. La linéarité de notre méthode est donc satisfaisante (r> moyen = 0,995).
L’équation de la droite de calibration obtenue apreés les 3 jours de manipulation est :

Y = 0,2478X - 0,0982 avec Y = aire sous le pic de la réponse du détecteur (AUC) et X =
concentration obtenue de I'analyte (ug/ml) et un coefficient de détermination R?2 = 0,995

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Global

Pente 0,2471 0,2430 0,2533 0,2478

Ordonnée a l'origine 0,2008 -0,0806 -0,4149 -0,0982

Coefficient de 0,9981 0,0996 0,9976 0,9950
détermination

Tableau 10: Parametres de calibration J1,J2 et J3

64



20

16

14

12

Justesse

0,00

10,00

20,00

Droite de calibration

¥ =0,2478x - 0,0982

R?=0,995
[]

-

1]

30,00 40,00 50,00 60,00
Concentration en pg/ml

70,00 80,00

Figure 10: Droite de calibration de la méthode analytique
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Linaire (Global}

La justesse, estimée au moyen des standards de validation (n = 6 échantillons) réalisés sur 3

jours pour un niveau de concentration (50ug/ml, valeur attendue aprés dilution de la
suspension buvable de spironolactone). La concentration moyenne est de 49.68ug/ml. Le biais
relatif de la méthode développée est de -0,64% et le taux de recouvrement est de 99,36%,

dans les cibles définies.

Fidéli

té

Les coefficients de variation (CV) de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire (Fl) ne
dépassent pas 1% (respectivement 0.82% et 0.96%), ils sont dans l'intervalle recommandé par
le laboratoire (seuil 5%).

Exactitude

L'exactitude de la méthode est représentée a partir du profil illustré figure 11. La méthode
proposée est exacte étant donné que les limites de tolérance (0,63% et -1,92%) des résultats
sont incluses dans les limites d'acceptation de +10%.
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Profil d'exactitude méthode d'analyse
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Figure 11: Profil d'exactitude de la méthode

Limite de détection

La LD a été estimée en utilisant la pente moyenne du modeéle de calibration et I'écart-type
résiduel de la régression. En appliquant cette méthode de calcul, la LD de la méthode vaut
6,4ug/ml. Expérimentalement, nous avons vu avec |'étude de la partie 2 que nous avons
détecté une concentration estimée a 3,99 ug/ml.

Effet matrice
L’analyse spectrale des chromatogrammes avec et sans matrice n’a pas montré d’interférence

au temps de rétention de la spironolactone. Les temps de rétention de la matrice et du PA
sont distincts. La comparaison des résultats a montré qu’il n’y avait pas de différence
significative (Anova, p-value = 0.4100).

Dégradation forcée
Dans le cas de la spironolactone, (annexe 6) pour les différentes conditions de dégradations,

des pics sont observés en plus de la spironolactone.

Dans les conditions acides, la spironolactone a été dégradée a hauteur de 33% (HCI 1N). Le pic
de la principale impureté a été trouvé a 4.003 minutes. L’hydrolyse alcaline (NaOH 0.1N) a
conduit a 92% de dégradation du médicament conduisant a I'apparition de produits de
dégradation secondaires matérialisés par les nombreux pics adjacents.

Dans des conditions oxydatives, environ 27% du médicament s'est dégradé conduisant a
I'apparition de 3 produits de dégradation.

La spironolactone a été légerement dégradée dans des conditions photolytiques, mais reste
stable dans les conditions de dégradation thermique.

Pour la matrice InOrpha® et gomme, (annexe 7) aucun pic de dégradation supplémentaire
apparait. En revanche, le temps de rétention est modifié (respectivement t=1.8min et 2.7min
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avant et aprés dégradation, quel que soient les modes de dégradation). Ce temps de rétention
étant différent de la spironolactone et des produits de dégradations de la spironolactone,
I’étude de stabilité dans le mélange a pu étre conduite.

La spironolactone dans I'InOrpha® et gomme est bien dégradée (a hauteur de 78% avec NaOH
0,IN et 51% avec H,0; a 15% cf annexe 8), sauf dans les conditions d’acide (1% de
dégradation).

Dans toutes les conditions, le suivi du spectre de la spironolactone, et |'absence de
modification du spectre, a permis de conclure qu’il n’existait pas de co-élution des produits
de dégradation et de la spironolactone. La méthode était donc efficace pour séparer la
spironolactone d’éventuels produits de dégradation. Cependant les concentrations testées
ont conduit a un niveau de dégradation supérieur aux 20% fixées.

Par ailleurs (données non exposées), en utilisant la phase mobile recommandée dans la
monographie de la spironolactone de la Pharmacopée Européenne (acétonitrile,
tétrahydrofurane, méthanol, eau 15:20:425:540 V/V/V/V), les différents pics des produits de
dégradation sont beaucoup plus séparés qu’avec la phase mobile de notre méthode, avec un
chromatogramme allongé (50 min). Cette phase mobile n’a pas été retenue pour la suite des
expérimentations en raison des temps de chromatogramme et du mélange de solvants
utilisés.

In fine, la méthode de dosage proposée répond aux différents critéres de validation de
méthode et indicatrice de stabilité.

b) Validation de la stabilité chimique de la suspension buvable

La concentration en spironolactone a JO est conforme a la valeur cible et permet d’utiliser le
lot pour I'analyse de stabilité.

Sur l'intervalle JO a J60?, les concentrations restent dans les limites d'acceptabilité fixées a +
10% de la valeur initiale pour la conservation a température ambiante et entre 2°-8° avant
ouverture (figure 12). L'ensemble des mesures sont répertoriées dans I'annexe 9.

Pour I'analyse des flacons soumis a ouverture quotidienne, I’évolution des concentrations aux
différents temps d’analyse sont conformes pour les deux types d’ambiance (figure 13).
Par ailleurs, aucun produit de dégradation n’est détecté.

2 La mesure 4 J90 pour la stabilité avant ouverture sera rendue le jour de la soutenance de thése et les mesures
aJ120 et J135 seront faites ultérieurement a ce travail de thése.
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Figure 12: Evolution de la concentration moyenne de spironolactone avant ouverture rapportée a la
concentration initiale en % en fonction du temps et du mode de stockage
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Figure 13: Evolution de la concentration moyenne de spironolactone apres ouverture rapportée a la
concentration initiale en % en fonction du temps et du mode de stockage

c) Validation de la stabilité physique de la suspension buvable
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Les mesures présentées pour I'étude de la stabilité physique avant ouverture sont illustrées
par un graphique pour I'intervalle JO a J603. L’ensemble des mesures sont répertoriées dans
les annexes 10,11,12 et 13.

Pour I'étude de stabilité apres ouverture, JO et J30 les mesures seront directement affichées
sous forme de tableau (deux séries de valeurs JO et J30).

Caracteres organoleptiques
La couleur, 'odeur ou I'aspect de la suspension buvable n’ont pas évolué au cours du temps

guel que soit les conditions de conservation.

Uniformité de teneur a l'intérieur du flacon sans agitation préalable
La teneur a JO du mélange est en moyenne a 51,95 pg/ml pour le stockage en ambiant et 51,80

ug/ml pour le stockage frigo. Au cours de I'étude, la différence de concentration entre le fond
du flacon et le haut est au maximum de 2,63%. Les concentrations en spironolactone restent
toujours dans les limites d'acceptabilité fixées a + 5%. Il n’y a donc pas de sédimentation
entrainant une disparité de dose dans le flacon avant agitation jusqu’a 12 semaines post
production. Les analyses seront poursuivies jusqu’a 28 semaines s’il n’y a pas de différence
qui apparait avant.

Tableau 11: Concentration en ug/ml en spironolactone pour différents flacons non agités a différents temps
post production. L’analyse a 3 semaines +2+8°C n’a pas été faite a la suite d’un oubli.

Viscosité
La viscosité de I'InOrpha a température ambiante a été mesurée : elle est de 59,3 mPa.s. En

ajoutant 0,2% de gomme xanthane et la spironolactone, la viscosité du mélange double s'il est
conservé a TA (en moyenne 132mPa.s) et augmente d’un facteur 3.6 pour le stockage entre
2°- 8°C (en moyenne 212mPa.s).

3 Les mesures a J90 pour la stabilité avant ouverture sera rendue le jour de la soutenance de thése et les
mesures a J120 et J135 seront faites ultérieurement a ce travail de these.
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Ce constat est illustré par la figure 14. Les valeurs ne varient pas de plus de 9% par rapport a
la valeur initiale pour les deux conditions de stockage.

Figure 14: Evolution de la viscosité au cours de I’étude de stabilité avant ouverture

L’ouverture des flacons n’a pas d’impact sur la viscosité qui reste dans les mémes valeurs

observées (tableau 12).

JO J30
Viscosité | Flacon 1 | Flacon 2 | Flacon 3 | Flacon 1 | Flacon 2 | Flacon 3
25°C 132,24 130,98| 131,62| 132,62| 130,12| 130,45
Moyenne 131,61 131,06
Ecart type 0,63 1,36
IC 95% 0,71 1,54
% CV 0,48 1,04

Viscosité | Flacon 1 | Flacon 2 | Flacon 3 | Flacon 1 | Flacon 2 | Flacon 3

2-8°C 208,91 206,06 206,35 210,31 211,81 208,97
Moyenne 207,10 210,37
Ecart type 1,57 1,42
IC 95% 1,78 1,60
% CV 0,76 0,67

Tableau 12: Mesures de la viscosité en mPa.s au cours de I’étude de stabilité apres ouverture

Densité

La densité moyenne de I'InOrpha® seul a TA a été mesurée et donne une valeur a 1,013. A JO,
celle du mélange a TA est en moyenne de 1,013. Il n’y a donc pas de différence de densité

70



lorsqu’on ajoute 0,2% de gomme xanthane et 5mg/ml de spironolactone. La température, le
temps de conservation et I'ouverture quotidien du flacon n’influent pas sur la valeur de la
densité au cours du temps, dans les limites des conditions de I'étude (détaillées dans la figure
15 pour les flacons fermés et tableau 13 pour les flacons ouverts quotidiennement).
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Figure 15: Evolution de la densité au cours de I'étude de stabilité avant ouverture

JO J30
Densité Flacon 1 Flacon 2 Flacon 3 Flacon 7 Flacon 8 Flacon 9
25°C 1,013 1,014 1,013 1,014 1,014 1,014
Moyenne 1,013 1,014
Ecart type 0,001 0,000
IC 95% 0,001 0,000
% CV 0,06 0,00
00000000000 ]
Densité Flacon 1 Flacon 2 Flacon 3 Flacon 7 Flacon 8 Flacon 9
2-8°C 1,014 1,015 1,015 1,014 1,015 1,014
Moyenne 1,015 1,014
Ecart type 0,001 0,001
IC 95% 0,001 0,001
% CV 0,06 0,06

Tableau 13: Mesures de la densité au cours de I’étude de stabilité apres ouverture

pH

La valeur de pH de I'InOrpha® seule est de 4.5. L'ajout de la gomme et de la spironolactone
conduit a un pH moyen de 4.82. La température et I'ouverture quotidien du flacon n’influent
pas sur lavaleur du pH au cours du temps, dans les limites des conditions de I’étude (détaillées
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dans la figure 16 pour les flacons fermés et tableau 14 pour les flacons ouverts

quotidiennement).
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Figure 16: Evolution du pH au cours de I’'étude de stabilité avant ouverture

JO J30
Flacon 1 Flacon 2 Flacon 3 Flacon 7 Flacon 8 Flacon 9
pH 25°C
4,78 4,78 4,77 4,77 4,78 4,82
Moyenne 4,78 4,79
Ecart type 0,01 0,03
IC 95% 0,01 0,03
% CV 0,12 0,55
- 0 ___000000000]
pH Flacon 1 Flacon 2 Flacon 3 Flacon 7 Flacon 8 Flacon 9
2-8°C 4,78 4,8 4,82 4,83 4,79 4,87
Moyenne 4,80 4,83
Ecart type 0,02 0,04
IC95% 0,02 0,05
% CV 0,42 0,83

Tableau 14: Mesures du pH au cours de I’étude de stabilité apres ouverture

Les conditions de stockage et d’utilisation des flacons n’impactent pas la stabilité du pH.
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Osmolalité

L'osmolalité de I'InOrpha® est de 170mOsm/kg. La légére augmentation de I'osmolalité a
I’ajout de la gomme xanthane et de la spironolactone (maximum 12% de plus) permet quand
méme de rester dans les valeurs de tolérance digestives.

L’osmolalité ne varie presque pas dans le temps quel que soit le mode de conservation (figure
17). U'ouverture quotidienne des flacons n’influent pas non plus sur I'osmolalité (tableau 15).
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Figure 17: Evolution de I'osmolalité au cours de I’étude de stabilité avant ouverture

JO J30
Osmolalité | Flacon1 Flacon 2 Flacon 3 Flacon 1 Flacon 2 Flacon 3
25°C 190 182 179 200 194 190
Moyenne 184 195
Ecart type 5,7 5,0
IC 95% 6,4 5,7
% CV 3,1 2,6
e
Osmolalité | Flacon1 Flacon 2 Flacon 3 Flacon 1 Flacon 2 Flacon 3
2-8°C 182 185 178 181 179 188
Moyenne 182 183
Ecart type 3,5 4,7
IC 95% 4,0 53
% CV 1,9 2,6

Tableau 15: Mesures de I'osmolalité en mOsm/kg au cours de I’étude de stabilité aprés ouverture
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d) Evaluation de la stabilité microbiologique de la suspension

Validation de la fertilité des milieux (Ph Eur 2.6.12)
Le témoin négatif (non contaminé) ne génére pas de pousse microbienne. La technique mise
en ceuvre n’est pas source de contamination.

Les témoins positifs et les échantillons contaminés générent une pousse microbienne dans les
limites fixées par I'essai.

Les milieux utilisés sont donc appropriés pour I'étude de stabilité (tableau 16). On note que la
spironolactone et I'InOrpha® n’inhibent pas le développement des micro-organismes (malgré
la présence d’un conservateur (sorbate de potassium)).

Echantillon de Témoin positif Témoin négatif

suspension buvable (UFC/mlen (UFC/ml en

(UFC/ml en moyenne) moyenne) moyenne)
Staphylococcus aureus 52 51 0
Pseudomonas aeruginosa 34 60 0
Bacillus subtilis 16 27 0
Candida albicans 61 57 0
Aspergillus brasiliensis 58 40 0
Escherichia coli 30 31 0

Tableau 16: Résultats de la validation de méthode pour I'étude de stabilité

Dénombrement des germes et recherche de micro-organismes spécifiés

Les analyses sur flacons fermés et flacons ouverts quotidiennement (présentés
respectivement tableaux 17 et 18) sont conformes aux seuils de validation. La qualité
microbiologique de la préparation est assurée a J60 avant ouverture et permet de proposer
I"utilisation d’un flacon multidose stable un mois aprés ouverture.

Tableau 17: Résultats de I'étude de stabilité microbiologique avant ouverture
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Dénombrement Dénombrement

germes aérobies moisissures et Présence

totaux (DGAT) levures (DMLT) Escherichia coli
UFC/ml UFC/ml

Temps d'analyse | Numéro de flacons | Ambiant | Frigo | Ambiant Frigo | Ambiant| Frigo
Flacon 1 <10? <10? <10? <10! Non Non
J0 Flacon 2 <102 <102 < 10! <10t Non Non
Flacon 3 <102 <102 < 10! <10t Non Non
Flacon 1 <102 <102 < 10! <10t Non Non
15 Flacon 2 < 10? <102 | <10t <10* Non Non
Flacon 3 <10? <10? < 10! <10? Non Non
Flacon 1 <10? < 10? <10! <10! Non Non
J30 Flacon 2 <10? < 10? < 10! < 10! Non Non
Flacon 3 <102 <102 < 10! <10t Non Non
Flacon 1 <102 <102 < 10! <10t Non Non
137 Flacon 2 < 10? <102 | <10t <10* Non Non
Flacon 3 <10? <10? < 10! < 10! Non Non

Tableau 18: Résultats de I'étude de stabilité microbiologique aprés ouverture

4) Discussion — Conclusion

Les méthodes de validation du dosage de la spironolactone sont nombreuses et largement
décrites par HPLC-UV. Elles utilisent pour leur phase mobile alternativement des solutions
tampon, ou des mélanges de solvants plus ou moins importants (35, 38, 52, 54, 55, 56). Le
choix de notre méthode de dosage se base sur plusieurs paramétres: (i) les critéres de
validation classiques (linéarité, justesse, fidélité, exactitude, et spécificité) mais aussi des (ii)
parameétres organisationnels et (iii) environnementaux. Les temps de run relativement courts
et des phases mobiles « Green chemistry » participent aux criteres de choix. La méthode
retenue permet distinguer les produits de dégradation de la suspension de spironolactone. En
revanche, la phase mobile aurait pu étre optimisée pour atteindre une meilleure séparation
des composés et les concentrations des solvants utilisés auraient pu étre réévalués pour
limiter le niveau de dégradation a des proportions proches de 20% (47).

L'étude de stabilité réalisée présente des résultats intéressants a 60 jours. Concernant les
variations de la viscosité observées sur le lot fermé, les valeurs obtenues a JO sont différentes
des valeurs mesurées ensuite. Ces valeurs ont été obtenues suite a la premiére mise en ceuvre
de la manipulation (phase de rodage), avec une suspension vortexée avant manipulation.
L’agitation a conduit a la formation de bulles qui aurait pu modifier I’écoulement du fluide et
la mesure de la viscosité. Les autres analyses ont été réalisées avec une agitation par
retournement. La comparaison aux valeurs obtenues a JO dans le cas des flacons ouverts tend
a confirmer notre hypothese.

75



L’étude de stabilité microbiologique a été sous-traitée a I'équipe d’hygiene du CHU. La
validation de la fertilité des milieux a conduit a des valeurs a 1.2 fois la normale supérieure
pour les levures et moisissures. Apres avis des microbiologistes cela n’a pas d’'impact sur la
validité de la méthode. Les milieux utilisés sont appropriés pour I'étude de stabilité.

A ce stade, nous concluons a la stabilité de la suspension buvable de spironolactone
5mg/ml dans cette matrice optimisée a 60jours a température ambiante et température
réfrigérée.

76



DISCUSSION

La nouvelle édition des Bonnes Pratiques de Préparation positionne le systéme qualité
pharmaceutique au premier plan (53). Dans ce systéme, la réalisation de revues qualité des
préparations pharmaceutiques est recommandée. Le préparatoire du CHU de Toulouse réalise
principalement des formes solides (gélules) pour répondre aux besoins thérapeutiques non
couverts par les médicaments disponibles sur le marché francais. La production de ce type de
forme galénique manque néanmoins de souplesse quand il convient d’adapter la dose a la
population pédiatrique. Pour répondre a ces situations, la forme buvable est une bonne
alternative, méme s’il est important de bien adapter les excipients a la population cible.

Dans le cas de la spironolactone, un transfert vers la préparation de suspension buvable dosée
a 5mg/mldans'InOrpha® a été opéré en 2018. Cette suspension, stable 4 mois a température
ambiante, répond aux critéres de validation des préparations terminées (Pharmacopée
Européenne 2.9.6). Néanmoins, on observe un sédiment de spironolactone 24 heures apreés la
préparation et la redispersion nécessite une agitation vigoureuse de 2 minutes. Les difficultés
d’une telle formulation ont déja été éprouvée : I'équipe de Nahata et al a proposé en 1993
une formulation de spironolactone 5mg/ml dans un mélange de sirop simple
carboxyméthylcellulose et eau purifiée. L'échantillonnage de la préparation pour dosage a
permis de constater la variabilité des concentrations mesurées (99,5-113,4 %). L’hypothese
associée a cette variabilité était tres probablement attribuable a une dispersion non uniforme
de particules de médicament dans la suspension (54).

Une revue qualité de cette préparation a été réalisée au travers d’une série d’études sur la
dose administrée théorique dans deux services de pédiatrie du CHU. Le phénoméne de
« caking » et l'agitation inadéquate du flacon conduit au prélévement d’'une dose non
conforme a celle attendue. L'impact clinico-biologique de ces non-conformités n’a pas été
étudié dans le cadre de cette étude. Dans ces services, la spironolactone est principalement
administrée en association avec de fortes doses de furosémide. Ainsi, I'inefficacité peut étre
compensée par l'efficacité du furosémide. En cas de surdosage, le patient est exposé a un
risque accru d’hyperkaliémie ou acidose métabolique. La spironolactone peut étre
administrée en 1 ou 2 prises et ce de maniére chronique. La variabilité de concentration des
doses prélevées pourrait conduire a une dose totale journaliere conforme et donc sans impact
clinique notable.

Cette revue qualité, focalisée sur le retour d’expérience des unités de soins, nous a conduit a
la réflexion d’optimiser la formulation, en conservant le véhicule pour suspension InOrpha®,
plus sOr pour la population pédiatrique. En effet, la formule de I'InOrpha® est épurée. Trois
excipients a effet notoire sont identifiés (i.e. le glycérol, le sodium et le potassium). Leur
teneur est néanmoins faible d’apres les données interne du laboratoire et sans impact clinique
retenu. La faible concentration en glycérol (inférieure a 1%) n’expose pas a un risque de
troubles digestifs. La quantité de sodium et potassium sont faibles (respectivement
0,0065mmol/ml et 0,0204mmol/ml), sous le seuil défini de 1mmol/dose par 'EMA .
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C’est la gomme xanthane, agent de viscosité des suspensions, qui a retenu notre attention. La
cible était d’augmenter la viscosité du milieu pour ralentir la sédimentation et augmenter la
stabilité de la suspension. Cet excipient ne fait pas I'objet d’alerte particuliére pour la voie
orale en pédiatrie(41). On le retrouve dans de nombreuses formulations galéniques destinées
a la pédiatrie (Doliprane 2,4%, Advilmed 20mg/ml, Augmentin 100mg/12,5ml, Clamoxyl
buvable, Clarithromycine buvable, ...). Dosée a 0,2% dans la formule finale, aucun sédiment
n’a été observé 12 semaines apres la date de fabrication en comparaison avec I'aspect observé
a 24h avec la formulation initiale.

Pour valider la stabilité de cette nouvelle formule, nous avons développé une méthode de
dosage indicatrice de stabilité par HPLC-UV a barrette de diode (recouvrement des standards
de validation 99,36 % ; CV < a 1% en intra et en inter-jour). L'HPLC-UV reste une technique
séparative couramment employée pour I'analyse de spironolactone dans diverses matrices
avec de bons résultats (36,54,55). Lors de la dégradation forcée, si la séparation des produits
de dégradation de la spironolactone a été réalisée, I'identification des produits de dégradation
n‘a pas été possible. La spironolactone n'est pas connue pour avoir des produits de
dégradations toxiques. La principale voie de dégradation de la spironolactone est I’hydrolyse
alcaline du cycle lactone (56). Le pH de la suspension buvable d’InOrpha® est acide (en lien
avec la présence d’un tampon acide) ce qui protége la spironolactone de cette voie de
dégradation.

L'effet matrice n’a pas été validé selon les recommandations. Son évaluation se limite a la
comparaison des standards de validation avec et sans matrice (soit 5 échantillons par milieu
étudié au lieu de 15 et comparaison des variances au lieu de la comparaison des pentes et des
ordonnées a l'origine). Cette limite s’explique par la complexité technique de ce type de
manipulations :

(i) la suspension est visqueuse, rendant difficile la justesse de remplissage de la fiole, et
I’'homogénéisation de cette derniére (1 heure d’agitation magnétique par échantillon)

(i) d’autant plus avec une matiere premiére réputée insoluble dans les solvants aqueux

(iii) les caractéristiques physiques de la poudre (électrostatique) rendant délicat son
transfert dans la fiole

L'absence de différence significative dans les concentrations retrouvées avec ou sans matrice
se base sur un trés faible effectif a un seul niveau de concentration (concentration cible des
échantillons a doser). Méme si nous avons validé I'effet matrice sur un nombre de points
limités, si 'on considéere la faible variabilité entre les résultats, il est possible de conclure a
I’'absence d’effet matrice sur le dosage.

La nouvelle formulation galénique démontre une stabilité physico-chimique avant ouverture
de 60 jours pour une condition de stockage a température ambiante et entre 2 °- 8°C. Aucun
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produit de dégradation n’a été retrouvé dans l'intervalle. L’analyse a 90 jours sera rendue a la
soutenance de thése. Et les derniéres mesures a 120 jours et 135 jours seront poursuivies au-
dela de ce mémoire. La stabilité physico-chimique aprés ouverture est de 30 jours quelle que
soit la condition de stockage.

La différence majeure entre les températures de stockage réside dans la valeur de la viscosité
de la suspension. En effet, la viscosité est beaucoup plus importante au froid (212mPa.s vs
134mPa.s a TA). D’aprés la loi de Stockes, plus la viscosité est importante, plus la vitesse de
sédimentation sera ralentie (17). En cas d’apparition d’'un sédiment, sa dispersion sera rendue
plus difficile par une forte viscosité.

L'uniformité de teneur des flacons de suspension buvable non agités a permis de confirmer
I'absence de sédimentation de la spironolactone a 12 semaines apres la fabrication. Cela
constitue une amélioration majeure de la nouvelle suspension buvable. En effet, la méme
analyse a été effectué sur un flacon de spironolactone 5mg/ml dans I'InOrpha ® sans ajout de
gomme de xanthane, 1 mois aprés sa date de fabrication. L'analyse du haut du flacon ne
détecte pas de spironolactone tandis que pour le bas du flacon, on détecte une teneur trés
faible (6,6pg/ml en moyenne). Cela s’explique par le sédiment compact non prélevable au
fond du flacon. Ce test va étre réitéré jusqu’a voir apparaitre une sédimentation significative
(dans la limite de 4 mois d’étude).

L’étude de palatabilité n’a pas été conduite selon les recommandations (57) dans le cadre de
ce mémoire. Quelques tests de go(it ont été réalisés en interne, sans évaluation objective, le
panel des gouteurs (n=5) n’a pas permis de faire la différence de go(t avec la formule sans
gomme de xanthane. La nouvelle formulation ne devrait donc pas avoir d’impact sur
I'acceptabilité de la suspension.

Sur le plan microbiologique, les essais de dénombrement microbien, réalisés conformément
aux recommandations de la Pharmacopée Européenne, ont conclu a la stabilité
microbiologique des flacons fermés jusqu’a 60 jours et 'ouverture quotidienne des flacons
pendant 30 jours n’a pas entrainé de prolifération bactérienne.

Pour résumer, notre étude a permis de valider la stabilité de la suspension buvable de
spironolactone a 5mg/ml formulée dans de I'InOrpha® avec 0,2% de gomme xanthane pour
une durée de conservation de 60 jours avant ouverture et 30 jours aprés ouverture pour les
deux conditions de conservation.

Au terme de 4 mois et demi d’analyse (J135), nous serons en mesure de conclure quant a la
stabilité finale de cette suspension. En I'absence de différence significative quelles que soient
les modalités de conservation, nous validerons une conservation a TA pour simplifier son
stockage dans les unités de soins et en ambulatoire. Elle viendra se positionner en alternative
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intéressante des autres formes développées dans les autres véhicules commerciaux. Si
aujourd’hui, sa principale limite réside dans sa stabilité, réduite a 60 jours, elle dispose comme
atout, une formule simple, avec un bon profil de tolérance pour les patients les plus jeunes.

Peu de données sont disponibles sur la pharmacocinétique de la spironolactone en pédiatrie.
Manasa Tatipalli et al ont développé une analyse de pharmacocinétique de population pour
prédire le profil pharmacocinétique de la spironolactone dans une suspension buvable dosée
a 5mg/ml disponible aux Etats-Unis (Carospir®). Néanmoins, ils limitent leurs résultats aux 2-
17 ans (9). Notre population cible au CHU est essentiellement composée de nourrissons et
nouveau-nés. Il serait intéressant de pouvoir mener de telles études avec la formule
développée pour cette catégorie de patients.

Enfin, comme évoqué dans la premiére partie de ce mémoire, I'administration de toute forme
buvable doit étre accompagnée du dispositif adapté (21). Le dispositif retenu pour la
suspension buvable de spironolactone est un kit d’administration composé d’un bouchon
NUTRICAIR™ entérale pour flacon avec une seringue entérale de 1ml et de 10ml pour
s’adapter aux différentes posologies. Le flacon est dispensé fermé a I'aide d’un bouchon
inviolable. Au premier emploi, la personne chargée de I'administration fait le changement des
bouchons pour les bouchons NUTRICAIR™ . On peut toutefois noter que les bouchons retenus
au CHU pour permettre 'administration ne sont pas des bouchons sécurisés. Cette limite fera
I'objet d’une évaluation prochaine.

Cette formule sera présentée aux équipes médicales. Une nouvelle étude des doses
théoriques administrées pourrait étre proposée a moyen terme, méme si I'absence de
sédiment a plusieurs semaines permet d’imaginer une nette amélioration des résultats.
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CONCLUSION

Formuler un médicament adapté a la pédiatrie pour un industriel fait appel a plusieurs
éléments : outre les considérations financieres, il lui faudra du temps pour développer une
forme galénique stable dans le temps et <s’investir dans des études
pharmacocinétiques/dynamiques pour la population cible en prenant en compte les
catégories d’age (2). Les incitations des Etats-Unis et de I'Europe restent cependant limitées
pour que la démarche soit la priorité des industriels notamment pour les « vieux »
médicaments qui n’ont plus de brevet. On est donc face a une liste de médicaments jugés
prioritaires pour ’'OMS pour la population pédiatrique qui ne présentent pas toujours des
formules adaptées (29).

La place est donc faite aux équipes pharmaceutiques pour répondre aux sollicitations des
pédiatres. Cette place reste difficile a occuper devant I'investissement en temps que cela
représente dans des structures souvent tres sollicitées pour la routine.

Une premiere formule buvable de spironolactone a été réalisée pour répondre de maniére
plus réactive aux modifications de posologies réguliéres. Le choix s’est principalement basé
sur la sécurité d’emploi du véhicule pour suspension (devant le type de population traitée,
souvent nouveau-né). Cette formule a fait I’écueil d’un usage non adéquat dans les doses
administrées. L'ajout de gomme xanthane a permis d’augmenter la stabilité du mélange et de
réduire sa vitesse de sédimentation a 3 mois. L’étude de stabilité intermédiaire montre des
résultats prometteurs a 2 mois que nous souhaitons démontrer jusqu’a 4 mois. Idéalement
des études de pharmacocinétiques devraient étre entreprises pour valider la sécurité d’emploi
pour la population cible.
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ANNEXES

Annexe 1: Affiche ANSM « ne vous mélangez pas les pipettes »
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Annexe 2: Fiche reflexe étude de la dose administrée de spironolactone 5mg/ml|
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Annexe 3: Résultats des analyses par HPLC des préléevements de suspension buvable de

spironolactone 5mg/ml avant administration a I’enfant, en 2020.

Conforme
. Numéro Date Concentration (C)/Non Pourcentage
Service L. L. Lot o
prélevement | prélevement (mg/L) conforme Conformité
(NC)
1 14/04/2020 |PH 200137 56,82 NC
2 15/04/2020 |PH 200137 43,98 NC
3 13/04/2020 |PH 2001 37 54,53 C
4 15/04/2020 |PH 2003 49 3,99 NC
5 13/04/2020 |PH 200137 49,46 C
6 14/04/2020 | PH 2001 37 46,23 C
7 14/04/2020 |PH 200137 53,85 C
8 14/04/2020 |PH 200137 51,51 C
i 9 17/04/2020 | PH 2003 49 40,4 NC
Néonat 28%
10 17/04/2020 |PH 200349 39,13 NC
11 15/04/2020 | PH 2003 49 14,79 NC
12 21/04/2020 | PH 2003 49 35,78 NC
13 20/04/2020 |PH 200349 31,31 NC
14 22/04/2020 |PH 2003 49 33,51 NC
15 18/04/2020 |PH 200349 35,02 NC
16 19/04/2020 |PH 2003 49 33,73 NC
17 16/04/2020 ?? 44,3 NC
18 10/03/2020 |PH 191228 6,03 NC
1 27/04/2020 | PH 2001 37 6,39 NC
2 27/03/2020 |PH 200137 5,9 NC
3 05/04/2020 | PH 2002 38 20,16 NC
4 30/03/2020 |PH 2002 38 43,68 NC
5 26/03/2020 |PH 2002 38 37,51 NC
6 16/05/2020 |PH 2003 49 27,25 NC
7 17/05/2020 |PH 2003 07 24,85 NC
Réa 8 09/05/2020 | PH 2003 49 175,81 NC 0%
9 28/04/2020 |PH 2002 38 40,2 NC
10 31/03/2020 |PH 2002 38 44,14 NC
11 27/03/2020 |PH 2001 37 16,34 NC
12 02/05/2020 | PH 2002 38 24,93 NC
13 03/05/2020 |PH 2002 38 31,91 NC
14 25/03/2020 |PH 2002 38 44,36 NC
15 06/05/2020 | PH 2002 38 89,51 NC
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Annexe 4: Résultats des analyses par HPLC des prélévements de suspension buvable de

spironolactone 5mg/ml avant administration a I’enfant, en 2022.

Conforme
. Numéro Date Concentration (C)/Non Pourcentage
Service L. - Lot o,
prélevement | prélevement (mg/L) conforme Conformité
(NC)
1 15/03/2022 |PH 2112 100 NA NC
2 16/03/2022 | PH 2112 100 NA NC
3 17/03/2022 | PH 2112 100 26,56 NC
4 17/03/2022 |PH 2112 100 24,75 NC
5 18/03/2022 | PH 2112 100 35,54 NC
6 18/03/2022 | PH 2112 100 27,43 NC
7 20/03/2022 |PH 2112 100 11,33 NC
. 8 21/03/2022 |PH 2112100 20,60 NC
Néonat 0%
9 24/03/2022 |PH 2112100 20,51 NC
10 25/03/2022 |PH 2112 100 20,02 NC
11 25/03/2022 |PH 2112100 20,63 NC
12 25/03/2022 | PH 2112 100 25,80 NC
13 26/03/2022 |PH 2112100 24,79 NC
14 26/03/2022 |PH 2112100 22,19 NC
15 26/03/2022 | PH 2112 100 28,89 NC
16 30/03/2022 |PH 2112100 NA NC
1 25/03/2022 | PH 220153 60,37 NC
2 25/03/2022 | PH 220153 59,08 NC
3 26/03/2022 | PH 220153 42,04 NC
4 27/03/2022 | PH22 0153 66,49 NC
5 27/03/2022 | PH 220153 37,18 NC
6 28/03/2022 | PH 220153 64,27 NC
7 28/03/2022 | PH220153 54,27 C
. 8 01/04/2022 | PH220153 61,76 NC
Réa 19%
9 01/04/2022 | PH22 0153 63,65 NC
10 16/04/2022 | PH 220153 31,28 NC
11 17/04/2022 | PH 220153 55,34 NC
12 17/04/2022 | PH 220153 45,52 C
13 18/04/2022 | PH 220153 63,76 NC
14 19/04/2022 | PH 220153 58,19 NC
15 ? PH 22 0153 68,70 NC
16 ? PH 220153 46,26 C
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Annexe 5: Résultats des analyses par HPLC des seringues contréles a J40, aprés un premier
dosage conforme a JO

20/04/2022 | PH 22 0453

Controles 20/04/2022 | PH 22 04 53

20/04/2022 | PH 22 04 53
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Annexe 6: Chromatogrammes de la spironolactone soumise aux conditions de dégradation
forcée
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Annexe 7: Chromatogrammes de la matrice soumise aux conditions de dégradation forcée
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Annexe 8: Chromatogrammes de la suspension de spironolactone (InOrpha + 0,2% de gomme
de xanthane) soumise aux conditions dégradation forcée
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Annexe 9: Mesures de la teneur au cours de I'étude de stabilité avant ouverture

Jo J15 J30 Je0
Teneur 25°C Flacon 1 ‘ Flacon 2 | Flacon3 | Flacon4 ‘ Flacon 5 | Flacon6 | Flacon?7 ‘ Flacon 8 | Flacon9 | Flacon 10 | Flacon 11 | Flacon 12
5217 | 51,93 51,72 4850 | asa2 | as;3s 52,32 | 51,87 | 51,31 50,286 | 49,988 | 50,478
Moyenne 51,94 49,10 51,83 50,25
Ecart type 0,22 0,52 0,51 0,25
% CV 0,43 1,07 0,98 0,49
P S 100,0% 94,53% | 95,14% | 95,09% | 100,7% | 99,9% | 98,8% | 968% | 962% | 97,2%
rapport a JO
P ST 100,0% 94,92% 99,78% 96,74%
par rapport a JO
Ecart type du % 0,0% 0,34% 0,98% 0,48%
IC 95% 0,0% 0,38% 1,10% 0,54%
Teneur 2-8°C Flacon 1 Flacon2 | Flacon3 | Flacon4 Flacon 5 Flacon 6 Flacon 7 | Flacon 8 Flacon9 | Flacon 10 | Flacon 11 | Flacon 12
51,48 51,66 52,25 50,29 50,13 49,41 51,37 51,88 51,84 50,277 50,359 49,705
Moyenne 51,80 49,94 51,69 50,11
Ecart type 0,40 0,47 0,29 0,36
% CV 0,77 0,94 0,55 0,71
BT R 100,0% 97,09% | 96,78% | 95,39% | 99,17% | 100,16% | 100,07% | 97,07% | 97,22% | 95,96%
rapport a JO
% moyen spironolactone 100,0% 96,42% 99,8% 96,3%
par rapport a JO
Ecart type du % 0,0% 0,91% 0,6% 0,7%
1C 95% 0,0% 1,03% 0,6% 0,5%
Annexe 10: Mesures de la viscosité au cours de la stabilité avant ouverture
J0 J15 J30 J60
Viscosité 25°C Flacon 1| Flacon 2 | Flacon 3| Flacon 4 | Flacon 5 | Flacon 6 | Flacon 7| Flacon 8 | Flacon 9 |Flacon 10| Flacon 11 | Flacon 12
147,30 141,20] 139,40 129,41 129,88 12804 131,104| 131,416 131,6| 133,19 | 133,83 | 134,04
Moyenne 142,63 129,11 131,37 133,69
Ecart type 4,14 0,95 0,25 0,44
IC 95% 4,69 1,08 0,28 0,50
% CV 2,90 0,74 0,19 0,33
Dlﬁerenc? par 0% 0% 8% %
rapport a JO
|
Viscosité Flacon 1| Flacon 2 | Flacon 3| Flacon 4 | Flacon 5 | Flacon 6 | Flacon 7| Flacon 8 | Flacon 9 [Flacon 10| Flacon 11 |Flacon 12
2-8°C 221,02 220,401 219,70( 207,72 209,91 206,37| 209,613| 210,387| 210,229| 214,63 216,18 218,29
Moyenne 220,37 208,00 210,08 216,37
Ecart type 0,66 1,79 0,41 1,83
1C 95% 0,74 2,02 0,46 2,07
% CV 0,30 0,36 0,19 0,85
Dlﬁerenc? par 0% % 5% 2%
rapport aJO
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Annexe 11: Mesures de la densité au cours de la stabilité avant ouverture

JO J15 J30 Je0
Densité Flacon 1 | Flacon 2 | Flacon 3 | Flacon4 | Flacon5 | Flacon6 | Flacon 7 | Flacon 8 | Flacon 9 | Flacon 10| Flacon 11 Flacon 12
25°C 1,013 1,014 1,013 1,013 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014
Moyenne 1,013 1,014 1,014 1,014
Ecart type 0,001 0,001 0,000 0,000
% CV 0,06 0,06 0,00 0,00
Densité Flacon 1 | Flacon 2 | Flacon 3 | Flacon4 | Flacon5 | Flacon6 | Flacon 7 | Flacon 8 | Flacon 9 | Flacon 10| Flacon 11 Flacon 12
2-8°C 1,014 1,015 1,015 1,013 1,014 1,014 1,014 1,014 1,014 1,015 1,015 1,014
Moyenne 1,015 1,014 1,014 1,015
Ecart type 0,001 0,001 0,000 0,001
% CV 0,06 0,06 0,00 0,06
Annexe 12: Mesures du pH au cours de la stabilité avant ouverture
10 J15 130 J60
pH 25°C Flacon1 | Flacon2 | Flacon3 | Flacon4 | Flacon5 | Flacon 6 | Flacon7 | Flacon 8 | Flacon 9 |Flacon 10| Flacon 11 | Flacon 12
4,82 4,81 4,81 4,76 4,71 4,78 438 4,73 4,68 4,69 4,69 4,68
Moyenne 4,81 4,75 4,74 4,69
Ecart type 0,01 0,04 0,06 0,01
% CV 0,12 0,76 1,27 0,12
pH Flacon1 | Flacon2 | Flacon 3 | Flacon4 | Flacon5 | Flacon6 | Flacon7 | Flacon 8 | Flacon 9 |Flacon 10| Flacon 11 | Flacon 12
2-8°C 4,82 4,82 4,81 4,69 4,7 4,69 4,7 4,68 4,72 4,82 4,36 4,34
Moyenne 4,82 4,69 4,70 4,84
Ecart type 0,01 0,01 0,02 0,02
% CV 0,12 0,12 0,43 0,41
Annexe 13: Mesures de l'osmolalité au cours la stabilité avant ouverture
Jo J15 J30 J60
Osmolalité| Flacon1 | Flacon2 | Flacon 3 | Flacon4 | Flacon5 | Flacon 6 | Flacon 7 | Flacon 8 | Flacon 9 |Flacon 10 | Flacon 11 |Flacon 12
25°C 187 189 193 183 184 187 190 182 179 182 179 190
Moyenne 190 185 184 184
Ecart type 3,1 2,1 5,7 5,7
% CV 1,6 1,1 3,1 3,1
Osmolalité| Flacon1 | Flacon2 | Flacon 3 | Flacon4 | Flacon5 | Flacon 6 | Flacon 7 | Flacon 8 | Flacon 9 |Flacon 10 | Flacon 11 |Flacon 12
2-8°C 191 188 187 184 185 185 182 195 179 189 187 182
Moyenne 189 185 185 186
Ecart type 2,1 0,6 8,5 3,6
% CV 1,1 0,3 4,6 1,9
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SPIRONOLACTONE IN PEDIATRICS: NEED FOR AN ADAPTED GALENIC FORM
AND DEVELOPMENT OF A NEW GALENIC FORMULATION OF ORAL
SUSPENSION

KEYWORDS : Spironolactone - Oral Suspension - Preparation — Pediatrics

ABSTRACT:

Spironolactone has pediatric indications. In France, it is only available in tablet form. This
pharmaceutical form and its dosages are unsuitable for pediatric use in children under 6 years
of age. In response, pharmacy unit prepares a suspension of spironolactone at 5mg/ml using
a commercial vehicle, InOrpha®. This suspension sedimented quickly and was difficult to
resuspend. A study on the dose taken to the patient showed that sedimentation did not allow
a suitable use of the preparation. We have optimized the formulation by adding 0.2% xanthan
gum to InOrpha® to increase viscosity and reduce sedimentation rate. An analytical method
has been developed and validated to assess the chemical stability of the preparation. Physico-
chemical and microbiological stability were demonstrated at 60 days (storage at 25°C and
+2+8°C).
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SPIRONOLACTONE EN PEDIATRIE : NECESSITE D’UNE FORME GALENIQUE
ADAPTEE ET DEVELOPPEMENT D’UNE NOUVELLE FORMULATION GALENIQUE
DE SUSPENSION BUVABLE

RESUME :

La spironolactone possede des indications pédiatriques. Elle est commercialisée uniquement
sous forme de comprimés. Cette forme galénique et ses dosages sont inadaptés a 'usage
pédiatrique chez des enfants de moins de 6 ans. Face a cette problématique, la pharmacie
prépare une suspension buvable de spironolactone a 5mg/ml a l'aide d’un véhicule
commercial I'InOrpha®. Cette suspension sédimente rapidement et est difficile a remettre en
suspension. Une étude portant sur la dose prélevée en vue de I'administration au patient, a
démontré que la sédimentation ne permettait pas un bon usage de la préparation. Nous avons
optimisé la formulation galénique en ajoutant 0,2% de gomme xanthane a I'InOrpha® pour
augmenter la viscosité et réduire la vitesse de sédimentation. Une méthode analytique a été
développée et validée pour évaluer la stabilité chimique de la préparation. La stabilité physico-
chimique et microbiologique ont été démontrée a 60 jours (conservation a 25°C et a +2+8°C).
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