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INTRODUCTION

Les enfants font partie d’'une population fragile, aux besoins spécifiques, et sont
considérés comme des patients a risque, en médecine libérale et a ’hdpital (1). L'une des
raisons est que les spécialités pharmaceutiques disponibles sont souvent inadaptées pour
une utilisation pédiatrique. L’absence d’étude clinique chez’enfant se traduit par I'absence
d’'indications et de posologies pédiatriques dans les résumés des caractéristiques des
produits (RCP) (2).

L’utilisation hors autorisation de mise sur le marché (AMM) ou "off-label" de
médicaments en pédiatrie est évoquée régulierement depuis de nombreuses années. Selon
une étude menée en 2000 (3) pres de 67 % des prescriptions hospitalieres pédiatriques
étaient réalisées hors AMM en Europe.

En France, une étude réalisée entre 1993 et 1996 a montré que sur I'ensemble des
médicaments référencés a 1'Assistance Publique des Hopitaux de Paris seulement 26%
avaientl'indication en pédiatrie. Concernant les 74% restant, ils étaient réservés a I’adulte
ou contre-indiqués chez I'enfant, ou bien ils ne comportaient aucune donnée pédiatrique
(4). Plus récemment, une étude menée dans un hdpital pédiatrique francais, a montré que
36,5% des prescriptions recensées sur un jour donné présentaient une utilisation off-label
(5).

Nous avons réalisé une étude similaire au sein de notre établissement : sur 750
médicaments retenus comme étant les plus prescrits dans les services de pédiatrie du CHU
de Rouen, 25,6% ne présentaient aucune recommandation posologique adaptée a l'enfant
dans le RCP. Les médicaments du systéme cardiovasculaire étaient les plus dépourvus avec

44,7% de spécialités sans recommandations posologiques pédiatriques.

Une des explications a cette situation tient au fait que le développement des
médicaments a usage pédiatrique est complexe de par leur formulation galénique
particuliere, la multiplicité des doses a préparer ou encore la difficulté de pouvoir réaliser
des essais cliniques chez I'’enfant. Enfin, la législation actuelle en matiere de brevets et
d’exclusivité des données encourage surtout le développement de nouveaux produits, et
non l'utilisation de médicaments existants dans de nouvelles indications ou suivant de
nouvelles modalités. Pour un industriel, le développement d’'un médicament pédiatrique se
heurte aux difficultés éthiques de mise en place des études, auxquelles s’ajoutent des

problemes de faible rentabilité économique (6).



Afin de favoriser le développement de médicaments adaptés a I'enfant, le réglement
pédiatrique européen impose désormais aux firmes pharmaceutiques de soumettre un Plan
d’Investigation Pédiatrique (PIP) aupres du Comité Européen Pédiatrique (PDCO) lors d’'une
nouvelle demande d'AMM ou lorsqu’une modification de 'AMM est proposée pour une
spécialité pharmaceutique déja autorisée.

Malheureusement, il n’existe toujours pas assez de médicaments ayant une forme
galénique satisfaisante pour 'administration chez 'enfant et malgré de telles mesures, ces
initiatives ont eu un effet marginal sur les prescriptions off-label (7).

Les enfants traités avec des médicaments hors-AMM présentent un risque de
développer des effets indésirables (8) et les spécialités destinées aux adultes sont souvent
inadaptées pour un usage pédiatrique, tant en forme galénique qu’en dosage (9).

Les préparations sont destinées a compenser cette absence de spécialités
pharmaceutiques : les pharmacies a usage intérieur (PUI) des établissements de santé sont
régulierement amenées a répondre a des besoins d’adaptation des formes pharmaceutiques
a I'usage pédiatrique, aussi bien pour permettre I'ajustement des doses a la posologie
prescrite que pour adapter la forme galénique a I'administration chez 'enfant. Ainsi, 50 %
des préparations hospitalieres déclarées al'’ANSM pour la période 2008-2011 concernent la
pédiatrie (10), etla plupart sont des adaptations a 'enfant de formes galéniques destinées a

I'adulte.

Celles-ci sont pour la majorité des formes orales. Selon une étude menée par la Société
Francaise de Pharmacie Clinique (SFPC) dans 53 hopitaux frangais, les formes orales
représentaient 87% des préparations magistrales a visée pédiatrique, réparties pour 97%
en gélules et pour 3% en formes buvables (11). Le faible taux de préparations buvables
s’explique par les difficultés de mise au point pharmaceutique des formes orales liquides,

comparé a la préparation de gélules.

La majorité des préparations magistrales destinées a étre utilisées en pédiatrie sont
donc sous forme de gélules, ce qui préte réflexion quant a leur administration dans les
services de pédiatrie. L’ANSM, recommande de ne pas administrer de forme orale solide a
I’enfant de moins de six ans. La préparation et 'administration de gélules semblent en
contradiction formelle avec cette recommandation, mais en réalité les gélules sont ouvertes
dans plus de 90 % des cas (2). En effet, le personnel infirmier hospitalier est contraint pour

les plus jeunes enfants a avoir recours a des pratiques non évaluées, voire méme non



recommandées, qui ne permettent pas une bonne maitrise de la dose a administrer et qui
peuvent générer des erreurs dans le traitement de I’enfant. Ainsi, on observe fréquemment
dans les services cliniques pédiatriques, I'ouverture des gélules et leur "dissolution" dans
un véhicule souvent inadapté, ceci associé a des problemes de gofit plus ou moins bien
acceptés mais aussi de solubilisation du principe actif et donc de dose réellement
administrée. L’étude PEDIAD, réalisée entre mars 2001 et avril 2002, sous I'égide de la SFPC
a en effet montré que les formes orales subissent de fagcon importante une transformation
par les infirmieres (2).

En outre, en pédiatrie, I'évolution rapide du poids oblige a des adaptations régulieres
des posologies, ce qui contraint les PUI a réaliser de nombreuses séries de gélules pour un

méme enfant.

La nicardipine fait partie de ces principes actifs. La seule spécialité existante en France,
le Loxen®, n’est pas adaptée a I'usage pédiatrique et les comprimés dosés a 20 mg ne
permettent pas de répondre aux posologies pédiatriques. Largement utilisée pour sa facilité
et sa sécurité d'utilisation chez I'enfant, la nicardipine est actuellement administrée sous
forme de gélules préparées par la pharmacie. Ces préparations de gélules de nicardipine ont
été jugées comme indispensables par I'ANSM en 2010 lors de leur rapport d’analyse des
préparations réalisées al’hopital (10). De plus, la nicardipine a été ajoutée a "I'Inventory of
pediatric therapeutic needs" publié par 'EMA (European Medicines Agency). Cet inventaire
souligne le manque de formulations adaptées a 1'age pour ce principe actif (12).

Pour aider au développement de médicaments pédiatriques, 'EMA arédigé un certain
nombre de lignes directrices dans lesquelles figure une réflexion sur les formulations de

choix pour la population pédiatrique. Selon ce document, les formes orales liquides sont les

plus adaptées aux jeunes patients (13).

Bien que les préparations magistrales de gélules de nicardipine comblent en partie le
manque de spécialités disponibles en pédiatrie pour la classe des antihypertenseurs, leur
préparation est chronophage, et aux difficultés d'administration viennent s'ajouter des
contraintes inhérentes a la pédiatrie et aux modalités de prescription de la nicardipine. En
effet, comme tous les antihypertenseurs en pédiatrie, le traitement débute a la dose
recommandée la plus faible et celle ci est progressivement augmentée jusqu'a ce que les

objectifs tensionnels soient atteints. Cela conduit a des adaptations réguliéres de posologies
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qui sont également accentuées par I'évolution rapide du poids en pédiatrie étant donné que

la nicardipine est prescrite en mg par kg de poids corporel.

Ces différents éléments montrent tout I'intérét de développer une forme orale liquide
de nicardipine permettant de répondre aux adaptions posologiques mais aussi d'améliorer
la qualité et la sécurité de la préparation et de I'administration de ce principe actif.

L'objectif de ce travail est donc de mettre au point une forme orale liquide de
nicardipine, adaptée a la population pédiatrique, qui pourra étre préparée a l'avance et
disponible a tout moment pour les services de pédiatrie.

Pour répondre a cet objectif, une étude de stabilité physico-chimique et
microbiologique sera entreprise sur la formulation préalablement déterminée afin
d'apprécier la stabilité du principe actif et de s'assurer du maintien de I'intégralité des

propriétés de la préparation permettant son utilisation en toute sécurité.
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GENERALITES

1. Les préparations

1.1. Législation des préparations réalisées en milieu hospitalier

Les missions des PUI sont définies dans le décret numéro 2000-1316 du 26 décembre
2000. En plus de I'approvisionnement et de la dispensation des médicaments et dispositifs
meédicaux, les PUIl doivent réaliser des préparations magistrales et hospitalieres a partir de
matieres premieres ou de spécialités pharmaceutiques. Toutes les dispositions relatives a
ces préparations figurent dans le guide des Bonnes Pratiques de Préparation (BPP) (14).

Les préparations magistrales sont définies dans l'article L.5121-1 du Code de la Santé
Publique (CSP) (15) : il s’agit de «tout médicament préparé selon une prescription médicale
destinée a un malade déterminé en raison de l'absence de spécialité pharmaceutique
disponible disposant d'une autorisation de mise sur le marché, de I'une des autorisations
mentionnées aux articles L. 5121-9-1 et L. 5121-12, d'une autorisation d'importation
paralléle ou d'une autorisation d'importation délivrée a un établissement pharmaceutique
dans le cadre d'une rupture de stock d'un médicament, soit extemporanément en
pharmacie, soit dans les conditions prévues a l'article L. 5125-1 ou a I'article L. 5126-2 »
(16).

Les préparations hospitalieres, également définies dans l'article L.5121-1 du CSP,
consistent en «tout médicament, a 1'exception des produits de thérapies génique ou
cellulaire, préparé selon les indications de la Pharmacopée et en conformité avec les bonnes
pratiques mentionnées a l'article L. 5121-5, en raison de l'absence de spécialité
pharmaceutique disponible ou adaptée disposant d'une autorisation de mise sur le marché,
de l'une des autorisations mentionnées aux articles L. 5121-9-1 et L. 5121-12, d'une
autorisation d'importation parallele ou d'une autorisation d'importation délivrée a un
établissement pharmaceutique dans le cadre d'une rupture de stock d'un médicament, par
une pharmacie a usage intérieur d'un établissement de santé, ou par l'établissement
pharmaceutique de cet établissement de santé autorisé en application de I'article L. 5124-9
ou dans les conditions prévues a l'article L. 5126-2. Les préparations hospitaliéres sont
dispensées sur prescription médicale a un ou plusieurs patients par une pharmacie a usage

intérieur du dit établissement. Elles font 1'objet d'une déclaration aupres de 1'Agence
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nationale de sécurité du médicament et des produits de santé, dans des conditions définies

par arrété du ministre chargé de la santé » (16) .

1.2. Préparations en séries

La préparation en série doit permettre de répondre sans délai et a toute heure aux
demandes urgentes d'un service de soins. Sous réserve de l'enregistrement de la
préparation aupres de I'ANSM, une préparation hospitaliere n'impose pas de fabrication
extemporanée, elle peut étre donc préparée a l'avance et stockée dans des conditions
appropriées a sa bonne conservation.

En plus d'un gain attendu de qualité de prise en charge du patient par une meilleure
capacité de réponse, un gain organisationnel est également recherché par la réalisation de
préparations hospitalieres. Ces préparations réalisées en séries peuvent étre effectuées si
un systéme d’assurance de la qualité a été mis en place dans le cadre des BBP et pour des
échelles de production compatibles avec les moyens humains et techniques dont la
pharmacie dispose (14). La taille des lots doit étre compatible avec la quantité de
médicament consommé (17).

Ces préparations nécessitent de réaliser néanmoins un plus grand nombre de contréles
avant de pouvoir libérer un lot et notamment tout contréle rendu nécessaire par le
caractére de la préparation terminée : la teneur en substance active, des controdles
galéniques, de stérilité, et le controle du conditionnement et de l'étiquetage de la
préparation (14). Un échantillon de chaque lot de préparations terminées est conservé dans
I’échantillotheque d’une quantité minimale permettant de réaliser au moins une analyse

complete.

2. Les formes orales liguides en pédiatrie

L’absence de spécialités spécifiques destinées aux enfants pose des problemes évidents
de sécurité. Les préparations magistrales et hospitalieres réalisées par les PUI des
établissements de santé permettent la mise a disposition de formes galéniques adaptées a
'age (18).

Le manque de données sur 'acceptabilité des formes orales en fonction de 'age rend
difficile le choix d’'une forme galénique chez I’enfant (19,20). Dans ce contexte, |'European

Paediatric Formulations a listé des critéres de choix d’'une forme orale en pédiatrie (19) :
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e I'acceptabilité par I'enfant, critere capital influencant directement I'observance
médicamenteuse ;

« des doses adaptées a la posologie pédiatrique ;

« la facilité d'utilisation (préparation, administration) avec un impact minimal sur le
style de vie de I'enfant ;

» l'efficacité et la sécurité (excipients, stabilité, erreurs d’administration) ;

« la facilité de mise au point pour I'industrie pharmaceutique, avec un colit acceptable

pour I'assurance maladie et les patients (21).

La mise a disposition par les pharmacies a usage intérieur de formes liquides buvables
prétes a I'emploi et ayant un dosage adapté est une solution de choix pour la pédiatrie,
réduisant ainsi les risques d’erreurs (9,22). La présentation des médicaments sous forme
buvable multidose facilite ces adaptations, en évitant aux PUI de devoir refaire des gélules a
chaque modification de posologie. De plus, les formes buvables sont aussi tres intéressantes
lors des phases de titration nécessaire dans le cas de certains traitements tels que la
nicardipine, avec des adaptations de posologies tres fréquentes (22).

Ainsi, le projet de développement des formes buvables a I'hdpital s’inscrit dans un
contexte global d’amélioration de la qualité et de la sécurité de la préparation et de

I'administration des médicaments en pédiatrie.

2.1. Avantages et inconvénients

Les formes orales liquides ont 'avantage d’étre faciles a avaler pour les trés jeunes
enfants et d’étre bien acceptées (20). Elles permettent un ajustement posologique précis en
fonction de 1'age et du poids de I'enfant. En phase de titration ou pour les nouveau-nés, les
posologies étant fréquemment modifiées, une partie des gélules préparées risque d’'étre
inutile et de nombreuses séries de dosages différents doivent étre réalisées. C’est pourquoi
les formes buvables peuvent, dans certains cas, présenter un intérét économique,
comparées a la fabrication de gélules. Cependant, le volume de liquide a administrer par
unité de prise est un facteur contraignant (19,20). Les recommandations de I'EMA, selon
lesquelles ce volume ne devrait pas excéder 5 ml chez I'enfant de moins de 5 ans et 10 ml
au-dela (23), sont difficiles a respecter (20). D’autre part, le golit amer de certain principes
actifs peut étre difficile a masquer dans une formulation liquide (24). Le développement
d'une formulation orale liquide pédiatrique est une tache complexe qui exige des

considérations multiples. En plus du goiit ou de la stabilité, le criblage et le choix rigoureux
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des excipients est une étape critique dans le développement d'une formulation pédiatrique
(25).L’ajout de conservateurs et d’autres excipients peut ne pas étre approprié pour l'usage
pédiatrique et leur innocuité n’est pas toujours démontrée chez l'enfant (26,27). La
reconstitution des suspensions, le calcul et la mesure du volume de formes orales liquides a
administrer sont des étapes longues, délicates et sources d’erreurs pour le personnel
soignant. Ces manipulations augmentent le risque d'erreur médicamenteuse dont|'erreur
de calcul est la plus commune (28). Les erreurs médicamenteuses sont la premiere cause
d’évenements indésirables médicamenteux évitables en pédiatrie, deux tiers de ces erreurs
survenant au moment de 'administration (29). Le manque de précision des mesures du
volume a administrer et la multiplicité des systemes d'administrations peut également
conduire a des erreurs de dose. Au CHU de Rouen, 65 spécialités buvables utilisées par la

pédiatrie ont été recensées. Sept systémes d'administration différents ont été retrouvés.

2.2. Considérations pour la réalisation d'une forme orale liquide

Plusieurs difficultés techniques se présentent lors de la mise au point d'une forme
pharmaceutique liquide pour la voie orale (sirop, suspension...), ce qui explique pourquoi

les gélules représentent la forme pharmaceutique la plus fréquemment préparée (22) :

* Solubilité :

Laréalisation de formes orales liquides fait appel a la notion de solubilité qui est un des
facteurs physico-chimiques décisif a considérer. Dans le domaine pharmaceutique, un grand
nombre de substances actives pose des problémes de mise en forme, notamment du fait de
leur faible solubilité aqueuse entrainant une mauvaise biodisponibilité. La solubilité du
principe actif dépend du type de solvant utilisé, de la concentration finale et du pH dans
certains cas. Les molécules hydrophiles, solubles dans des solutions aqueuses peuvent étre
facilement préparées sous forme de solution buvable ou de sirop. Les variations de pH
pouvant influencer la solubilité des molécules, il est parfois nécessaire d’ajouter un tampon
déterminé en fonction du pKa de la molécule, permettant de maitriser le pH des solutions.
De méme des co-solvants (alcools, glycérine, sorbitol, propyléne glycol, polyéthyléene glycol)
ou d'autres agents de solubilisation comme des tensioactifs (30) peuvent étre nécessaires
pour améliorer la solubilité de certains principes actifs. Lorsque ces approches ne sont pas
possibles, le galéniste s'oriente vers la préparation de suspensions ou d'émulsions pour

permettre une utilisation sous forme buvable.
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« Stabilité chimique :

Les principaux facteurs affectant la stabilité chimique des molécules sont la
température, I'exposition a la lumiere, a I'oxygene de l'air ou a I’humidité. Dans le cas d’'une
préparation orale liquide, d’autres facteurs interviennent tels que le pH, la taille des
particules d'une suspension, la présence d’eau, de solvants ou d’autres excipients et enfin le
type de contenant. Les réactions chimiques de dégradation les plus communes sont
I'hydrolyse, I'oxydation et la réduction (31). Ceux ci peuvent conduire a une dégradation du
principe actif en molécules inactives, voire toxiques. La perte d'activité peut étre
accompagnée de changement dans lI'apparence du produit (décoloration, formation d'un
précipité...). En comparaison avec les formes orales seches, la stabilité chimique des
principes actifs préparés en solution buvable est souvent plus difficile a préserver (32,33).11
est impératif de disposer de données de stabilité chimique concernant la préparation
envisagée. Dans le cas contraire, on ne pourra pas se passer d’étudier la stabilité chimique

de la solution buvable préparée, en mettant en ceuvre une méthode validée.

e Stabilité physique :

Les problémes de stabilité physique se traduisent principalement par la floculation des
particules médicamenteuses en suspension qui peuvent sédimenter. La structure du
sédiment varie selon les cas : il forme soit une couche mince, dense et compacte qui ne se
remet pas en suspension apres agitation, soit un floculat volumineux, facile a redisperser
par simple agitation. Dans le premier cas le sédiment est "défloculé". On parle de "gateau”
oude phénomene de "caking". Dans le second cas, il est "floculé”. La floculation est favorisée
par des variations importantes de température et peut étre minimisée par I'utilisation de
polymeres ou de surfactants. La vitesse de sédimentation, gouvernée par la loi de Stokes,
dépend de la taille des particules, de la viscosité du véhicule et de la différence de densité
entre la particule et le véhicule :

v = 24 pPL-p2)g
M
AvecV la vitesse de sédimentation, r le rayon des particules, p1- p2 la différence de masse
volumique entre la phase dispersée et la phase dispersante, gl’accélération due a la gravité
et n la viscosité de la phase dispersante.

Pour limiter la vitesse de sédimentation, il est nécessaire de bien pulvériser la poudre.

De plus, on peut améliorer la viscosit¢é a laide d’agents de viscosité

(carboxyméthylcellulose, carbomer, gomme xanthane, etc...) et augmenter la densité du
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véhicule a I'aide d’agents épaississants (sucrose, sorbitol, glycérine). Des tensioactifs
peuvent également étre utilisés. A trés faible concentration, les tensioactifs sont capables de
former des solutions dans une phase aqueuse. Dans le cas des suspensions, les tensioactifs
ont pour role de faciliter le mouillage des particules en diminuant la tension superficielle du
liquide. Le choix du tensioactif dépend de son interaction possible avec le principe actif. On
peut citer le polysorbate 80 (tensioactif non ionique) ou le laurylsulfate de sodium
(tensioactif anionique) (30). Un autre élément important a prendre en compte pour garantir
une bonne stabilité physique des préparations buvables est leur mode de préparation. Pour
les sirops, il est recommandé de dissoudre au préalable le principe actif dans un peu d’eau,
puis de le diluer dans la quantité nécessaire de sirop. Dans le cas des suspensions buvables,
il estimpératif d’humidifier la poudre avec un volume le plus faible possible de véhicule afin
d’obtenir une premiere pate bien lisse. Dans un second temps, cette pate sera diluée avecla
quantité nécessaire de véhicule pour obtenir la concentration désirée. Une erreur fréquente
est d'utiliser une premiere quantité de véhicule trop importante entralnant une mauvaise
dispersion du principe actif avec, comme conséquence, une hétérogénéité de la suspension
buvable pouvant conduire a une imprécision de la dose administrée. Ainsi certains
parametres peuvent étre évalués afin d'apprécier une potentielle instabilité de la
formulation : la viscosité, la densité, le pH, I'osmolalité, la facilité de remise en suspension, la

distribution granulométrique, ou la limpidité (33,34).

« Stabilité microbiologique :

L’instabilité microbiologique d’'une préparation sous-entend la croissance de germes au
sein de celle-ci au cours de sa durée de conservation. Comme pour la stabilité chimique, la
stabilité microbiologique des formes orales liquides pose plus de problemes que celles des
formes orales seches (35). La qualité microbiologique des préparations pour administration
par voie orale est définie par la Pharmacopée européenne (36).

Des conservateurs peuvent étre utilisés afin de limiter une contamination ou une croissance
de micro-organismes. Une étude sur la stabilité microbienne de la spironolactone dans du
sirop simple a montré l'importance d'utiliser des conservateurs, étant donné que la
contamination microbienne est produite lors de la préparation, et qu'elle est présente
méme lorsque les flacons sont conservés a basse température (37). Différents types de
conservateurs peuvent étre utilisés comme les alcools, I'acide benzoique, les parabénes, ou
l'acide sorbique par exemple. Pour une préparation stérile, il est attendu une absence de

germes, alors que pour les préparations non obligatoirement stériles, il existe dans la
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Pharmacopée européenne des seuils de tolérance en germes aérobies et

moisissures/levures ainsi que des limites en germes spécifiés.

 Caracteres organoleptiques et palatabilité :

L’un des objectifs lors de la préparation d'une forme buvable va étre de masquer le goiit
éventuellement désagréable du médicament, mais aussi de certains excipients. La
palatabilité est un facteur critique dans I'observance médicamenteuse, en particulier dans le
cas de traitements chroniques en pédiatrie, ou l'acceptabilité du traitement est strictement
corrélée au gofit agréable de la préparation a administrer (24,38). L'addition d'aromes
et/ou d'édulcorants est une approche souvent utilisée pour pallier au gotit indésirable d'une

formulation destinée a l'enfant.

e Choix des excipients :

Le criblage et le choix rigoureux des excipients sont une étape critique dans le
développement d'une formulation pédiatrique (25). Lors de la formulation, il convient de
limiter l'utilisation de co-solvants comme 1'alcool pour les enfants ou de tenir compte de la

teneur en sucre de la préparation pour les patients diabétiques.

¢ Le conditionnement :

Pour pallier au risque de dégradation par lalumiere du principe actif et des excipients,
le conditionnement préférable est le flacon en verre ou plastique ambré. La mise a
disposition de conditionnements sécuritaires pour les enfants est particulierement
importante pour les formes orales liquides ou une dose importante peut étre administrée
par erreur par rapport aux gélules ou comprimés (39). Les dispositifs adaptés a la

distribution d'une forme orale liquide sont indispensables pour un dosage précis (23).

» Aspects pharmacocinétiques et biodisponibilité :

L’enfant est un organisme humain en maturation. L’administration d’'une dose adulte
proportionnelle au poids de l'enfant d'un médicament ne permet pas d’obtenir une
concentration plasmatique a I'équilibre équivalente car I’enfant n’est pas un adulte en
miniature. Il se distingue non seulement par la taille mais également par son état de
croissance et la maturation fonctionnelle rapide des différents organes. C'est pourquoi les
méthodes pour estimer la dose a administrer chez1'enfant se basent sur la tranche d'age, le

poids corporel, ou la surface corporelle (40). Il a été suggéré que I'absorption et I'efficacité
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thérapeutique d'un principe actif mis en solution ne different pas de la forme galénique

initiale (39).

e Conditions de préparation :

La disponibilité des matériaux de départ et des excipients, le temps de préparation par
le personnel, I'accés a des installations appropriées et 1'évaluation précise de la composition

de la préparation finale sont des éléments importants a prendre en considération (39).

3. Initiative et réglementation pédiatrique

Face au manque de données concernant l'utilisation des médicaments en pédiatrie, la
Food and Drug Administration (FDA) a créé en 1994 la Pediatric Labelling Rule. Cette
législation prévoyait que les laboratoires pharmaceutiques soumettent des données de la
littérature et toutes autres informations disponibles surl'utilisation des médicaments dans
la population pédiatrique. Cette premiére démarche volontaire ayant eu peu d'impact, la
FDA aintroduit en 1997 la Pediatric Rule qui exige des études cliniques dans la population
pédiatrique pour tout nouveau médicament ainsi que pour toute modification du brevet.
Cette réglementation est devenue en 2003 le Pediatric Reseatch Equity Act (PREA)
complétée en 2007 par le Best Pharmaceutical for Children Act (BPCA) (41).
Parallélement, en 1997, 1'EMA a conclu a la nécessité de renforcer la législation en vigueur
sur le sujet des médicaments a usage pédiatrique, en particulier par la mise en place
d'incitations destinées aux laboratoires pharmaceutiques. Ainsi, en 2006, 'EMA a lancé par
I'intermédiaire du Réeglementn®1901/2006 du Parlement européen et du conseil relatif aux
médicaments a usage pédiatrique, des mesures contraignantes s'inspirant de la1égislation
américaine, associant des obligations, des récompenses et des mesures incitatives. Pour
atteindre ces objectifs, le reglement a mis en place un Comité européen pédiatrique (PDCO)
au sein de I'EMA, et la mise a disposition de bases de données sur les essais cliniques en

pédiatrie (EudraCT) et sur les médicaments autorisés en pédiatrie (EudraPharma).

3.1. Le comité pédiatrique

Le PDCO est responsable de la coordination des activités relatives aux médicaments
pédiatriques. Il comprend des membres du Committee for human Medicinal Products
(CHMP), des experts en pédiatrie des états membres, ainsi que des spécialistes dans le

domaine de la santé publique et des représentants d'associations de parents. Le Comité
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Pédiatrique a pour responsabilité I'expertise des différents aspects des médicaments en
pédiatrie c'est a dire le développement pharmaceutique, la médecine pédiatrique, la
recherche clinique, la pharmacovigilance, 1'éthique et la santé publique (42). La mission
principale du PDCO concerne I'évaluation et I'approbation des plans d'investigations

pédiatriques.

3.2. Le plan d'investigation pédiatrique

Le Reglement Européen (n°1901/2006) impose désormais aux firmes pharmaceutiques
le dépot d'un plan d'investigation pédiatrique (PIP) aupres du PDCO. Le PIP contient les
mesures prévues pour évaluer la qualité, l1a sécurité et 1'efficacité du médicament dans tous
les sous-ensembles de la population pédiatrique susceptibles d'étre concernés. Le
laboratoire pharmaceutique doit proposer également le calendrier envisagé pour la
réalisation de ces mesures et la communication des résultats aux autorités de santé. Le PIP
doit aussi décrire les mesures envisagées pour adapter la formulation du médicament de
facon a rendre son utilisation plus facile et plus slire dans les différents groupes d’age.
Les PIPs sont obligatoires:

- avant toute nouvelle demande d’AMM, européenne ou nationale pour une spécialité
pharmaceutique

- avant toute demande de modification de 'AMM relative a une nouvelle indication, une
nouvelle forme pharmaceutique ou une nouvelle voie d’'administration pour des spécialités
déja autorisées mais protégées par des droits de brevet

- lors d’'une demande d'un paediatric-use marketing authorisation (PUMA), en vue d'un
usage pédiatrique (indication, dosage, forme pharmaceutique ou voie d’administration
appropriée).

En récompense, lorsqu'une demande d'’AMM ou de modification d'AMM comprend les
résultats de I'ensemble des études réalisées selon un PIP approuvé, le titulaire du brevet ou

d'un CCP bénéficie d'une extension de 6 mois des droits de propriété intellectuelle.

3.3. La Paediatric Use Marketing Authorization (PUMA)

Afin de mettre en ceuvre une mesure d’incitation en faveur des substances qui ne sont
plus protégées par des brevets, un nouveau type d’AMM a été créé par le reglement
pédiatrique: la Paediatric Use Marketing Autorisation (PUMA), autorisation de mise sur le

marché en vue d'un usage pédiatrique. Celle-ci est accordée aux médicaments développés

20



exclusivement en vue d’un usage pédiatrique et contenant une substance active n’étant plus
protégée par des droits de propriété intellectuelle. Les indications thérapeutiques sont
exclusivement dans la population pédiatrique ou ses sous-ensembles. Le dosage, la forme
pharmaceutique et la voie d’administration doivent aussi étre appropriés a l'usage
pédiatrique. En contrepartie, le laboratoire pharmaceutique bénéficie d'une protection de

mise sur le marché de 10 ans dans l'indication pédiatrique posée.

3.4. Développement d'un réseau européen de recherche en pédiatrie

Afin d’améliorer les compétences en recherche pédiatrique au niveau national et
européen, le reglement a mis en place un réseau européen d’investigation clinique en
pédiatrie : Enpr-EMA (European Network of Paediatric Research at the European Medicines
Agency). Ce réseau se base sur les structures nationales déja existantes, et sur les différents
réseaux de centres d’essais cliniques et travaille en collaboration étroite avec des
partenaires internationaux et notamment I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) par le
biais du Paediatric Medicines Regulators Network. L' Enpr-EMA a pour objectif de faciliter
la conduite d’études cliniques de qualité, répondant aux besoins chez I’enfant, en évitant la

redondance des investigations dans cette population.

4. Hypertension artérielle en pédiatrie

4.1. Epidémiologie et définition
4.1.1. Epidémiologie

L'hypertension artérielle (HTA) pédiatrique est de plus en plus fréquente et cette
augmentation est intimement liée a 'accroissement de la prévalence de 1'obésité chez
I'enfant (43,44). Selon des études récentes basées sur le dépistage en milieu scolaire, 'HTA

affecte désormais entre 3 et 5% de la population pédiatrique (45).

4.1.2. Définition

La tension artérielle (TA) normale de I'’enfant est plus basse que chez I'adulte; celle-ci

augmente avec l’age et la taille du sujet. Les chiffres tensionnels doivent donc étre comparés
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a des valeurs de référence. D’apres les derniéres recommandations américaines et
européennes (46,47) :

 Sont considérés comme hypertendus les enfants dont la moyenne des TA systolique ou
diastolique, mesurées a trois occasions différentes, est supérieure ou égale aux valeurs
observées chez 95% des enfants du méme sexe, du méme age et de méme taille, c'est-a-dire
au 95¢me percentile.

e LaTA est considérée « normale haute » ou « pré-hypertension » ou « TA limite » si elle est
comprise entre le 90¢me et le 95¢me percentile ou chez I'adolescent si elle est supérieure a
120/80 mmHg.

e L’HTA est classée « grade 1 » sila TA est comprise entre le 95¢me et e 99¢me percentile.

« Elle est classée « grade 2 » si la TA est supérieure au 99¢me percentile + 5 mmHg.

4.1.3. Tables de référence

Ces derniéres années, de nombreuses études se sont succédées afin de récolter des
informations démographiques concernant la taille, le poids, le sexe et 1a TA des enfants. De
ces études sont ressorties :

e Une table américaine présentée en 2005 dans « The fourth report on the Diagnosis,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure in Children and Adolescents”, issue d'une
large enquéte du National Health and Nutrition Examination Survey (47).

Dans cette table, les normes de TA sont fonction du sexe, du percentile de la taille du sujet
par rapport a son age (annexe 1).

e Une table francaise issue d’'une étude nancéenne (48) datant de 1980, qui établit les
normes de TA en fonction de la taille du sujet uniquement, débutant a I’ age de 4 ans

(annexe 2).

Alors que la Société Francaise de Néphrologie Pédiatrique retient comme référence
I'étude francaise de 1980, I'European Society of Hypertension reprend en 2009 les
dernieres recommandations américaines, dans un article intitulé : “Management of high

blood pressure in children and adolescents" (46).
Notons également les disparités concernant la définition de I'HTA :

- Aux USA : selon les dernieres recommandations, I'HTA est définie pour des chiffres

supérieurs au 95¢me percentile.
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- En France : dans le cadre de la société francaise de néphrologie pédiatrique, 'HTA de
I'enfant est définie depuis 1980 comme une TA systolique ou diastolique supérieure au

97,5¢me percentile des valeurs établies a Nancy.

4.2. Mesure de la TA chez I’'enfant

Le dépistage est recommandé de fagcon systématique a partir de I'age de 3 ans et sur
point d’appel avant 3 ans (47). 1l s'agit d'un acte délicat qui pose le probléme de sa
reproductibilité et impose des modalités de mesure précises pour pouvoir se référer aux
courbes de références (48). Outre la méthode de référence par mesure auscultatoire
(sphygmomanometre), il existe des méthodes oscillométriques automatisées ainsi que des
méthodes invasives réservées généralement aux nouveaux nés et nourrissons.

La mesure doit étre effectuée au repos, depuis au moins 5 minutes, en position allongée
ou assise, au niveau du bras droit de préférence (49). Il est nécessaire de mesurer la
pression a plusieurs reprises au cours d'une méme visite et lors de plusieurs consultations.
L'appréhension liée a la mesure elle-méme ou a la consultation favorise une hausse
transitoire de la pression.

La taille du brassard est le facteur le plus important de la variabilité des résultats (49).
Le brassard utilisé doit étre adapté a la taille du bras. La longueur de la partie gonflable doit
recouvrir 80 a 100% de la circonférence du bras. Quatre tailles sont en général disponibles,
nommeées taille « nourrisson », « enfant », « adulte » et « obese ». La TA est surestimée si le
brassard est trop petit pour 'enfant, et donc trop serré. Il peut majorer les chiffres de 12
mmHg. Et inversement, un brassard trop large minore les résultats (49). La mesure au
membre inférieur a un intérét limité au monitorage en réanimation quand les membres

supérieurs sont inaccessibles.

En néonatalogie, la mesure de la pression artérielle peut étre effectuée soit par des
méthodes non-invasives, soit par des méthodes invasives directes (Intra-arterial blood
monitoring - IBP) via un cathéter artériel ombilical ou périphérique. Ces techniques directes
sont généralement considérées comme les méthodes de référence pour la mesure de la TA
en néonatalogie. Les arteres les plus couramment utilisées comprennentl'artére ombilicale,
|'artere radiale, et I'artere tibiale postérieure (50).

Ces mesures invasives restent réservées aux enfants les plus a risque, avec de larges
variations d’utilisation selon les services, en raison des complications thromboemboliques

possibles (50).
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4.3. Les signes devant alerter

Ils sont liés a I'affection en cause ou aux conséquences de 'HTA. Les signes les plus
souvent évoqués sont (49):
- céphalées, acouphenes, vertiges, troubles visuels
- epistaxis
- douleurs abdominales, anorexie, vomissements

- polyuro-polydipsie

Les complications graves sont parfois révélatrices, elles sont les suivantes :
- encéphalopathies hypertensives, hémorragie cérébrale, convulsions, coma
- diminution brutale de I'acuité visuelle
- insuffisance rénale
- défaillance cardiaque
Dans d’autres cas, ce sont les signes spécifiques de l'affection causale qui font découvrir

I'HTA.

4.4. Etiologies

En pratique, une fois 'HTA confirmée, la recherche d'une cause estl’étape essentielle de
la prise en charge des enfants hypertendus (46). Le bilan diagnostique d’'une HTA de
I'enfant se fait en deux étapes : une investigation initiale anamnestique, clinique,
radiologique et biologique, puis des examens spécifiques en fonction de la premiere

orientation.

* HTA secondaire : les principales causes

& Causes rénales et rénovasculaires :

Elles concernent 70% des cas d’'HTA secondaires chez I'enfant (49). On distingue :
- les glomérulopathies aigues ou chroniques (30 a 40 %)
- le syndrome hémolytique et urémique, souvent associé a une insuffisance rénale
- les reins cicatriciels
- la sténose de 'artere rénale

- les polykystoses rénales
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& Causes endocriniennes :

Elles concernent, selon les auteurs, entre 1 et 8% des causes d’ HTA de I'’enfant. Elles sont
surtout représentées par le phéochromocytome (49). Parmi les autres causes, on distingue :
les hyperaldostéronismes, les défauts enzymatiques, le syndrome de Liddle, le syndrome de
Cushing, les tumeurs a sécrétion de rénine.

& Causes cardiaques :

La plus fréquente est la coarctation de I'aorte. Cette anomalie représente 6% a 8% des
cardiopathies congénitales.

& Causes neurologiques :

Elles sont rares: encéphalites, hypertension intracranienne, syndrome de Guillain-Barré.

& Causes métaboliques :

Hypercalcémie, porphyrie.

& Causes médicamenteuses :

Corticothérapie, ciclosporine, hypervitaminose D, vasoconstricteurs, amphétamines.

e HTA essentielle :

C'est un diagnostic d’élimination chez I'’enfant. Exceptionnelle avant1’age de 7 ans, elle
concerne surtout ’adolescent et le préadolescent. Schématiquement, plus 'enfant est jeune,
plusil y ade probabilité que 'HTA soit secondaire et inversement plus I'enfant se rapproche
del’age adulte, plusil y ade risque qu’il s’agisse d’'une HTA essentielle (47). Dans la plupart
des cas, I'HTA essentielle est modérée ou « limite ». Cette HTA limite pourrait étre une
expression précoce des I'’enfance d'une HTA essentielle de I'adulte (46,49). Elle survient
surtout chez les enfants obéses ou ayant une histoire familiale d’'HTA ou de pathologie

cardiovasculaire.

4.5. Complications de ’HTA de I’enfant

L’HTA est associée chez I'adulte a une augmentation des infarctus du myocarde, des
accidents vasculaires cérébraux, et de la mortalité cardiovasculaire. Les conséquences
cliniques de 'HTA de I'enfant sont moins connues. Il n’a pas été établi le niveau
d’hypertension a partir duquel il existe des lésions sur les organes cibles (47). Parmi les
principales complications, on peut citer :

- Complications vasculaires (ex : épaississement de I'intima média carotidienne)
- Complications cardiaques (ex : hypertrophie ventriculaire gauche)

- Complications rénales (ex : néphroangiosclérose)
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- Complications cérébrales (ex : encéphalopathies hypertensives, convulsions)

- Complications oculaires (ex : cedéme papillaire)

4.6. Particularités du nourrisson

La coarctation de I'aorte et la polykystose sont les principales étiologies. La thrombose
de l'artére rénale, apres pose de cathéter ombilical ou déshydratation séveére sont rares
(49). En période néonatale, la perfusion cérébrale est étroitement liée a la pression
artérielle systémique en raison d'une limitation des capacités d'autorégulation du débit
sanguin cérébral. Cette situation favoriserait les complications neurologiques de I'HTA et
notamment les hémorragies intracraniennes chez le prématuré. D'autres manifestations
cliniques (convulsions, encéphalopathie hypertensive, atteintes rétiniennes, insuffisance
cardiaque, polyurie) peuvent émailler 1'évolution de toutes les HTA néonatales y compris
celles observées au cours des dysplasies broncho-pulmonaires traitées par les corticoides

(51).

5. Traitement de I'HTA en pédiatrie

5.1. Généralités et objectifs

Le traitement de I'HTA repose avant tout sur le traitement de la cause dans le cas des
HTA secondaires, et le traitement des comorbidités dans le cas des HTA primaires.
Quelle que soit la sévérité de I'HTA, le traitement comporte toujours des regles hygiéno-
diététiques et suivant les cas, un traitement médicamenteux. Le traitement de I'HTA chez

I'enfant vise a obtenir des chiffres tensionnels le mettant a I'abri de toutes complications.

Les objectifs de TA sont les suivants : (47)
e TA inférieure au 90¢me percentile en dehors de I'existence d’'une néphropathie
e TA inférieure au 75¢me percentile si existence d’'une néphropathie sans protéinurie

¢ TA inférieure au 50¢me percentile si existence d’'une néphropathie avec protéinurie
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* Traitement non pharmacologique :

Les mesures non pharmacologiques sont indiquées dans tous les cas, mais de maniere
isolée, sans traitement médicamenteux associé en cas de pré-HTA (90éme percentile < TA <
95¢me percentile), et en adjonction a tout traitement pharmacologique.

Les conseils hygiéno-diététiques habituels concernent d’abord la correction et la prévention
de toute surcharge pondérale, puis la modération des apports sodés. L'efficacité de la
réduction de I'obésité a été démontrée non seulement sur 'HTA mais aussi sur la sensibilité
au sel et sur la diminution d’autres facteurs de risque vasculaire tels que les dyslipidémies

ou '’hyperinsulinisme (52).

L’évolution vers une HTA confirmée peut faire envisager la prescription de médicaments

antihypertenseurs a doses progressives (46,47,49).

» Traitement pharmacologique :

Selon le 4¢me rapport du National High Blood Pressure Education Program Working
Group on High Blood Pressure in Children and Adolescents (47), il est recommandé de
débuter un traitement pharmacologique hypotenseur en cas de :

e HTA > 99¢me percentile plus 5 mmHg,

e HTA symptomatique,

e HTA secondaire,

e Altération d’un organe cible,

« Diabete,

» HTA persistante (> 95¢me percentile) malgré la bonne application des mesures non

pharmacologiques.

O But du traitement :

Chez un enfantayant une HTA essentielle non compliquée, sans retentissement sur les
organes cibles, le but du traitement est d’atteindre une TA < 95¢me percentile, alors que chez
les enfants ayant une HTA secondaire, un diabéte, ou un retentissement organique, I'objectif
est d’atteindre une PA < 90¢me percentile (47).

Le traitement pharmacologique, lorsqu'il est indiqué, devrait étre initié avec un seul
meédicament. Il convient de débuter a la dose recommandée la plus faible. La posologie peut

ensuite étre augmentée jusqu'a ce que les objectifs tensionnels soient atteints. Une fois la
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dose maximale atteinte, ou sil'enfant ne tolére pas le traitement, un autre antihypertenseur
d'une autre classe devra étre testé.
Les hypertensions séveres et symptomatiques doivent étre traitées avec un

antihypertenseur par voie intraveineuse (47).

O Choix du traitement :

Le traitement pharmacologique de I'’hypertension artérielle chez I'’enfant a été (et est
encore) caractérisé par un nombre restreint d’études sur l'usage des médicaments
antihypertenseurs dans cette classe d’age (53). Une étude américaine utilisant la base de
données Medstat MarketScan, qui enregistre 'ensemble des données fournies par les
assurances de santé américaines a montré que sur une durée de 1 an, 50% des
prescriptions d'antihypertenseurs en pédiatrie étaient hors-AMM (54). En plus de leur
utilisation off-label, de nombreux médicaments antihypertenseurs ne disposent pas de
preuves d'efficacité chez les enfants (55). Une récente revue de bibliographie Cochrane a
identifié 21 essais de médicaments antihypertenseurs en pédiatrie, dont cinq seulement ont
comparé les antihypertenseurs avec un placebo (56). Cette étude a mis en évidence le
manque de preuves de l'efficacité de nombreux médicaments antihypertenseurs
couramment utilisés chez les enfants. Elle a aussi montré que tous les traitements
antihypertenseurs étaient équivalents et semblaient siirs, du moins a court terme.

Il n'y a donc pas de consensus sur le choix du traitement initial de 'HTA en pédiatrie,
les essais comparatifs faisant défaut (57). Une enquéte de 2005 aupres de néphro-pédiatres
américains a indiqué que 47% d'entre eux estimaient les inhibiteurs de 1'enzyme de
conversion comme une thérapie de choix en premiere ligne, 37% ont choisi les inhibiteurs
calciques, 15 % ont choisi les diurétiques, et 7% les bétabloquants (58). Une revue de 27
études pédiatriques signale des réductions de TA comparables avec les inhibiteurs de
I'enzyme de conversion (10,7 / 8,1 mmHg), les antagonistes du récepteur de I'angiotensine

I1 (10,5 /6,9 mmHg) et les antagonistes calciques (9,3 / 7,2mmHg) (59).

Les classes d'agents antihypertenseurs utilisables en pédiatrie sont, selon les
recommandations européennes et américaines : les inhibiteurs de 1'enzyme de conversion
(IEC), les antagonistes du récepteur de 1'angiotensine II (ARA II), les inhibiteurs calciques,

les bétabloquants et les diurétiques (46,47).
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5.2. Les inhibiteurs calciques en pédiatrie

O Généralités :
Les inhibiteurs calciques représentent une classe thérapeutique hétérogene tant au plan

chimique que pharmacologique.
On distingue classiquement 3 familles chimiques :

- Les dihydropyridines (de 1¢re et 2¢me génération)

- Les phenylalkylamines (vérapamil)

- Les benzothiazépines (diltiazem)
De part leur action pharmacologique, ils peuvent étre répartis en deux grands groupes :
les médicaments a effets sélectifs vasculaires prédominants (dihydropyridines) et les
médicaments ayant des effets vasculaires et cardiaques (vérapamil et diltiazem). Ils sont
donc indiqués dans des pathologies diverses telle que le traitement de l'angor, de

I'hypertension artérielle ou de certaines arythmies.

o Propriétés pharmacologiques :

Ils ont en commun la propriété de bloquer les canaux calciques voltage-dépendants de
type L, prédominant au niveau cardiaque et des fibres lisses par opposition aux canaux de
type N présents sur les neurones et les canaux de type T présents au niveau des glandes
sécrétrices. Ces canaux contrélent le gradient électrochimique existant du fait de la
différence de concentration en calcium extracellulaire, 10 000 fois plus élevée que dans le
milieu intracellulaire (60). Ainsi, sous I'effet d’'une dépolarisation membranaire créée par la
libération d'acétylcholine par la synapse au niveau d'une jonction neuromusculaire, les
canaux passent de I'état fermé a ouvert. L'ouverture de ces canaux calciques de type L
conduit a une libération intracellulaire de calcium qui conduit a la contraction des cellules
musculaires lisses et cardiaques, en se fixant a la troponine (cardiomyocytes) ou a la
calmoduline (cellules musculaires lisses). Ces interactions permettent notamment
l'interaction actine-myosine a I'origine de la contraction (60).

Ainsi, quand les inhibiteurs calciques se fixent sur ces canaux de type L, ils limitent la
libération de calcium et limitent donc la contraction musculaire (figure 1).

Les dihydropyridines ont une grande affinité pour les canaux inactivés,
particulierement présents sur les cellules musculaires lisses du fait de leur dépolarisation

prolongée. Ainsi, ils diminuent nettement la tension artérielle, sans trop modifier la
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conduction intracardiaque ou l'inotropisme; on les choisit donc pour traiter I'hypertension
artérielle.

Inversement, les benzothiazépines et phenylalkylamines agissent sur les récepteurs
activés, particulierement présents sur le myocarde et ses tissus de conduction. Ils
ralentissent la conduction auriculo-ventriculaire, ont un effet inotrope négatif marqué, mais
ne modifient que peu la tension artérielle; ce sont eux qu'on utilise pour le traitement de

certains troubles du rythme et des myocardiopathies hypertrophiques.

Ca2+ Relaxation

Ca-channel
blockers

2+
iCa® ek

Ca2tCM —2

Myosin —> Myosin-P
® + Actin

(-) Contraction

Figure 1 : Mécanisme d'action des inhibiteurs calcigues

O Place dans I'HTA pédiatrique :

Les inhibiteurs calciques sont les agents les plus prescrits avec les IEC pour le
traitement de I'HTA en pédiatrie (55).
Malgré la rareté des données pédiatriques spécifiques concernant la sécurité et I'efficacité
de ces médicaments chez les enfants, les inhibiteurs calciques ont supplanté les agents plus
anciens tels que les diurétiques et les béta-bloquants comme traitement de premiere
intention de I'hypertension pédiatrique, non seulement dans la pratique clinique, mais aussi
dans les recommandations publiées concernant le traitement de I'hypertension chez les

enfants (47,60).
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Cette classe de médicaments semble efficace et bien tolérée chezl'enfant et a relativement
peu de contre-indications absolues, en faisant des agents de premiere ligne pour le
traitement de I'hypertension en phase aigué. Ils peuvent étre utilisés pour le traitement de
I'hypertension dans de nombreux contextes cliniques différents (60). Ils constituent une
bonne option chez les patients souffrant de diabete ou de syndrome métabolique, car ils
améliorent la sensibilité a l'insuline (61). Contrairement aux IEC et aux ARA I, les
dihydropyridines ne démontrent pas d'effets anti-protéinurique chez les adultes (62), mais
d'autres études ont montré des effets néphroprotecteurs chez les patients transplantés
rénaux (63). Ils entrainent une augmentation du débit plasmatique rénal, et une diminution
des résistances vasculaires rénales (64). Ces médicaments sont aussi préférés chez les

patients atteints d'insuffisance rénale, de part leur métabolisme hépatique (64).

o Effets indésirables :

Cette classe d'antihypertenseurs a peu de contre-indications et est bien tolérée chezles
enfants (60,65) ce qui en fait des molécules de choix pour initier un traitement (55). Les
effets indésirables des inhibiteurs calciques sont généralement mineurs et comprennent
I'cedéme périphérique et les céphalées. Ceux-ci sont dues a la vasodilatation périphérique
provoquée par ces agents (56,60). Des étourdissements, des bouffées de chaleur, des
nausées, des maux de téte, des hyperplasies gingivales et des hypotensions orthostatiques
ont également été rapportés (61,62). Les situations d'hypotension restent rares avec
I'utilisation de doses de départ standard (55). Des cas de vasodilatation cérébrale ont été
observées ce qui les contraint a une utilisation prudente chez les enfants souffrant de

pathologies intracraniennes (61).

o Les molécules :

Outre la nicardipine dont les caractéristiques seront détaillées plus loin, les autres
inhibiteurs calciques disponibles en pédiatrie sont I'amlodipine, la nifédipine, la félodipine,
et l'isradipine.

e L'amlodipine a été largement appliquée au traitement de I'HTA chez les enfants (60)
et a montré son efficacité dans des essais cliniques pédiatriques (66). L'amlodipine peut
étre administrée une fois par jour en raison de sa longue demi-vie de 36 a 45 heures, et son
état d'équilibre est atteint souvent apres 5 a 6 jours de traitement (66). Cette propriété est

intéressante en vue d'obtenir une bonne adhérence lors d'un traitement chronique, mais
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elle ne permet pas I'utilisation de I'amlodipine en 1¢r¢ intention lorsque I'étiologie n'est pas
encore connue ou dans le traitement de I'hypertension en phase aigué.

 Lanifédipine de courte durée d'action a été largement recommandée pour la gestion
de I'HTA aigué en pédiatrie (67). Cependant, son utilisation est contre-indiquée chez les
adultes souffrant d'"HTA aigué en raison du risque d'une réduction soudaine et sévere de la
TA pouvant conduire a des événements ischémiques (68). Les données de la littérature
pédiatrique sur cette molécule restent controversées. Bien que son efficacité ait été
soutenue dans de nombreux cas, les rapports d'événements indésirables apres son
utilisation chez les enfants existent (67,68). Pour ces raisons, certains experts limitent son
utilisation. Des comprimés de nifédipine a libération prolongé sont disponibles maisils ne
peuvent pas étre écrasés ou machés, ce qui rend leur utilisation difficile en pédiatrie et
notamment chez les enfants de moins de 6 ans (55). Une solution buvable de nifédipine
sous autorisation temporaire d'utilisation (ATU a délivrance nominative) est disponible.

e L'isradipine doit étre administrée 3 a 4 fois par jour et il y a peu d'expérience de son
utilisation chez les enfants (55).

e Des données limitées existent sur l'utilisation de la félodipine chez les enfants (69). De
plus, comme avec les comprimés a libération modifiée de nifédipine, le comprimé de

félodipine doit étre avalé en entier.

5.3. Autres classes d'antihypertenseurs en pédiatrie

o Les inhibiteurs de l'enzyme de conversion :

Les IEC empéchent la conversion de l'angiotensine I en angiotensine Il en inhibant
I'action de I'enzyme de conversion de 1'angiotensine. Cette inhibition se traduit par une
vasodilatation, une diminution de la production d'aldostérone et donc une augmentation de
'excrétion sodée, ce qui réduit finalement la TA. En outre, I'utilisation d'[EC provoque une
diminution du métabolisme de la bradykinine. L'accumulation de cette substance vasoactive
chez les patients prenant des IEC semble contribuer a leurs effets bénéfiques sur le
remodelage cardiaque.

Le blocage de I'enzyme de conversion réduit le risque de néphropathies en abaissant la
pression intraglomérulaire, diminuant ainsi la pression de filtration, la protéinurie et la
détérioration de la fonction rénale. Il a été montré que les inhibiteurs de I'enzyme de
conversion réduisent le débit de filtration glomérulaire chez les patients adultes atteints de

néphropathie non diabétique, et cet effet bénéfique est extrapolé al'enfant (70). Des études
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ont montré une amélioration du profil lipidique et une diminution de I'insulino-résistance
chez les enfants obeses avec un syndrome métabolique recevant des IEC (55).

De nombreux IEC ont été cliniquement testés chez les enfants et sont révélés sirs et
efficaces (70). Ils représentent une des classes thérapeutiques les plus fréquemment
utilisées en premiere intention en pédiatrie notamment chez les patients présentant une
HTA par exces de rénine, situation commune chez les enfants présentant une atteinte du
parenchyme rénal (65). Leurs effets anti-protéinuriques sont particulierement bénéfiques
chez les enfants atteints d'un syndrome néphrotique ou d'une maladie rénale chronique
(62). Les effets secondaires des IEC chez les enfants ne different pas de ceux observés chez
les adultes. L'accumulation de bradykinine serait responsable d'une toux, mais cet effet
semble plus fréquent chez les adultes que chez les enfants (65). [ls peuvent précipiter une
insuffisance rénale aigué chez les patients présentant une sténose bilatérale des artéres
rénales. Ils sont connus pour provoquer une hyperkaliémie par leur inhibition de la
production d'aldostérone, et peuvent également diminuer le taux de filtration glomérulaire.

Bien qu'ils soient un choix de premiere ligne dans le traitement de 'HTA pédiatrique,
leur utilisation nécessite un contrdle étroit et régulier de la créatinine et des électrolytes
(61). Dans le cadre d'une initiation de traitement sans étiologie retrouvée, leur utilisation
peut perturber 1'évaluation de I'axe rénine angiotensine et est a risque chez les enfants

déshydratés (55).

o Les inhibiteurs des récepteurs de l'angiotensine II :

Les ARA Il bloquent directement et de fagcon compétitive I'action de I'angiotensine I sur
son récepteur membranaire cellulaire. Ce récepteur se retrouve au niveau du cceur, des
reins, des vaisseaux sanguins et des glandes surrénales. L'action de I'angiotensine Il décrite
précédemment dans la section IEC est donc également inhibée par les ARA II, empéchant
ainsila vasoconstriction et diminuant la résistance vasculaire systémique. Contrairement
aux IEC, les ARA Il n'affectent pas les niveaux de bradykinine et donc provoquent moins de
toux. IIs sont principalement utilisés sur les enfants hypertendus présentant une pathologie
rénale chronique lorsque les IEC ne fonctionnent pas efficacement. Ils constituent donc un
bon choix thérapeutique pour les patients qui ne tolérent pas les IEC (47). Les effets
bénéfiques sur la protéinurie observés chez les adultes avec I'utilisation des ARA II ont
également été observés dans la population pédiatrique (70). Les ARA Il sont généralement
bien tolérés, et les effets secondaires signalés comprenaient des rhinites, des infections

gastro-intestinales, des maux de téte, des vertiges, une vision floue, une fatigue, et des
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hyperkaliémies. En outre, leur utilisation chez les patients présentant une sténose bilatérale
des arteres rénales peut précipiter une insuffisance rénale aigué. Les ARA Il apparaissent
donc comme une alternative aux IEC, et a l'instar de cette classe, leur utilisation
s'accompagne d'une surveillance étroite des électrolytes et une élimination préalable des

contre-indications avant leur utilisation.

o Les béta-bloquants :

Les béta-bloquants ont été les premiers hypotenseurs a étre utilisés tres largement chez
I'enfant (61). Leur efficacité met en jeu plusieurs mécanismes : diminution du débit
cardiaque, diminution des résistances vasculaires périphériques, inhibition de la sécrétion
de rénine, diminution du volume plasmatique circulant, inhibition du systeme nerveux
sympathique. L'importance de chacun de ces mécanismes varie en fonction des molécules.
La cardiosélectivité, I'activité sympathomimétique intrinséque, I'antagonisme alpha-
adrénergique et les caractéristiques de lipophilie/hydrophilie les distinguent. Peu de
travaux ont été effectués récemment sur l'utilisation des béta-bloquants en pédiatrie. Le
profil d'effet indésirables de ces molécules chez les enfants est considéré comme plus
important que celui des autres antihypertenseurs et ces médicaments sont actuellement le
plus souvent utilisés en deuxieme ou en troisiéme intention dans le traitement de I'HTA
pédiatrique (47). Les effets secondaires les plus fréquents des béta-bloquants sont
cardiovasculaires (bradycardie, syncope, rétention hydrosodée), neurologiques (ataxie,
sensation d’ébriété, fatigue, irritabilité, perturbations visuelles et auditives, cauchemar,
dépression), gastro-intestinaux (nausées, diarrhées, constipations, douleurs abdominales),
et hématologiques (éosinophilie transitoire, cytopénie). Ils sont contre-indiqués en cas
d’insuffisance cardiaque ou de bloc auriculo-ventriculaire, et sont a utiliser avec précaution

chez les enfants asthmatiques et diabétiques (55).

o Les diurétiques :

Les diurétiques augmentent 1'élimination urinaire d'électrolytes, notamment de
sodium. Tous ont un effet antihypertenseur par diminution des résistances vasculaires
périphériques attribuée a une déplétion sodée, consécutive a leur effet diurétique.

Les 3 classes de diurétiques utilisés dans le traitement de I'hypertension en pédiatrie
comprennent les diurétiques de l'anse, les diurétiques thiazidiques et les diurétiques
épargneurs de potassium. Les diurétiques de l'anse, comme le furosémide, inhibent la

réabsorption du sodium et du chlore au niveau de la branche ascendante de I'anse de Henlé
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(70). Les diurétiques thiazidiques (hydrochlorothiazide) inhibent la réabsorption du
sodium dans le tubule rénal distal. La spironolactone, diurétique d'épargne potassique le
plus couramment utilisé, est un antagoniste du récepteur de I'aldostérone non sélectif. Son
effet dans le tubule contourné distal du rein empéche la régulation positive du canal
sodique, entrainant la diurése (70). Peu d'essais cliniques contrélés existent quant a leur
utilisation en pédiatrie. Les diurétiques thiazidiques produisent des élévations de la
glycémie et de l'insuline et ils peuvent provoquer des troubles électrolytiques, notamment
une hypokaliémie (55). La surveillance des électrolytes est donc recommandée lors de leur
utilisation. Le plus souvent, les diurétiques sont utilisés en association a d’autres
traitements (62) ou en 2¢me intention lorsque les cibles tensionnelles n'ont pas été atteintes
notamment chez les adolescents et les enfants atteints d'insuffisance rénale en état
d'hypervolémie (55). Des hypokaliémies, hypotensions, anorexies, nausées, vomissements,

une élévation des niveaux d'acide urique, et des pancréatites ont été rapportés.

o Les combinaisons médicamenteuses :

Contrairement a I’adulte, les combinaisons médicamenteuses dans le traitement de
I'HTA sont rarement utilisées chez I’enfant (46). Ceci provient du fait que I'HTA est plus
rarement essentielle, surtout chez le jeune enfant, et répond donc a un phénomeéne
physiopathologique plus précis que chez’adulte. Quand I'hypertension est réfractaire aux
monothérapies de premiére ligne, des combinaisons peuvent étre envisagées en associant
par exemple un IEC et un diurétique. Néanmoins peu de données sont disponibles sur
|'utilisation de combinaison d'antihypertenseurs en pédiatrie, notamment concernant les

doses a l'exception de la combinaison hydrochlorothiazide / bisoprolol (47).

5.4. Cas particulier de I'urgence hypertensive

Le traitement de I'HTA sévére doit se faire en milieu hospitalier et nécessite le plus
souvent un traitement par voie intraveineuse permettant une baisse rapide mais graduelle
de la TA, en visant une diminution de 25 % de la TA au cours des 8 premieres heures et sa
normalisation en 48 heures (47).

La manifestation la plus redoutable de 'HTA sévere estla survenue d’'une HTA maligne avec
une encéphalopathie hypertensive, des crises convulsives et/ou un déficit neurologique et
éventuellement une insuffisance rénale. Les formes moins séveres qui s’accompagnent de

céphalées, vomissements, acouphénes peuvent étre traitées per os.
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Devant une HTA maligne avec atteinte d'organe, le but du traitement est de diminuer
rapidement les chiffres tensionnels. En cas d'HTA sévere sans atteinte d'organe, I'objectif
est de préserver la fonction des organes cibles tout en évitant les complications liées a une
baisse trop brutale de la pression sanguine que sont la myélite ischémique aigué transverse,
I'ischémie du nerf optique, I'hypovascularisation rénale et l'ischémie cérébrale. Les
urgences hypertensives doivent étre traitées avec un agent qui posséde a la fois une action
rapide afin de limiter les lésions des organes cibles et une demi-vie courte permettant de
controler la diminution de la pression artérielle.

Par voie intraveineuse, la nicardipine est un excellent traitement de I'hypertension sévere et
est considérée comme la premiere ligne de traitement chez les enfants souffrant
d'hypertension (47). Efficace, rapidement préparée et titrée, elle peut étre administrée par
perfusion intraveineuse (IV), son utilisation comporte peu de risques (71). Son délai
d’action n’est que de quelques minutes, sa demi-vie de 10 a 15 min. Treluyer et al. ont
rapporté en 1993 la premiére utilisation de la nicardipine par voie IV chez 14 enfants
hypertendus incluant 7 nouveau-nés a terme. IIs ont regu une posologie de 1 pg/kg/min qui
a parfois été augmentée jusqu'a 2 ou 3 pg/kg/min. La baisse de pression artérielle était
significative des la premiere heure. Aucun effet secondaire n'a été observé (72).

Parmi les autres traitements, on peut citer le labétalol qui est utilisable dans le traitement
de I'HTA séveére. Sa demi-vie plasmatique est de 3 a 5 heures, le rendant plus difficile a titrer
que la nicardipine. Il peut aggraver les hyperkaliémies et doit étre utilisé avec prudence
chez les enfants souffrant d'insuffisance rénale. Il peut étre administré sous forme de bolus,
ce qui peut étre avantageux lorsqu'une perfusion ne peut étre préparée rapidement (67).
La nifédipine par voie sublinguale n'est plus utilisée en raison de la baisse imprévisible de la
TA et une incidence élevée d'événements indésirables (68).

Le nitroprussiate de sodium est un vasodilatateur artériel et veineux toujours efficace. Son
effet estimmeédiat et cesse des I'arrét de la perfusion. Néanmoins son utilisation impose une
surveillance des gaz du sang pour déceler 'apparition d’'une acidose métabolique, et un
dosage quotidien du taux des thiocyanates sanguins pour les traitements dépassant 24-48
heures ainsi que chez les insuffisants hépatiques et rénaux (67).

L’hydralazine est un vasodilatateur artériolaire. Bien que ce soit un des plus anciens
traitements, il est maintenant le plus souvent remplacé par de nouveaux médicaments qui
agissent plus rapidement, plus efficacement et qui sont mieux tolérés. Il peut étre
néanmoins une alternative aux bolus de labétalol (67).

Une fois la TA stabilisée, un relais par voie orale peut étre envisagé.
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6. Nicardipine

6.1. Propriétés physico-chimiques

La nicardipine est une base faible de formule brute C26H29N306 possédant une masse
moléculaire de 479,525 g/mol, un point d'ébullition de 136°C, et une constante d'acidité
(pKa) de 8,18. Elle se présente sous la forme d'une poudre cristalline jaunatre. Elle est
facilement soluble dans le méthanol, I'éthanol et dans I'acide acétique et peu soluble dans
I'eau, 1'acétonitrile et dans l'anhydride acétique. Elle posséde un coefficient de partage
octanol-eau de 3,82. Son nom IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
est le 3-{2-[benzyl(methyl)amino]ethyl} 5-methyl 2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-1,4-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate (figure 2).

Figure 2 : Structure chimique de la nicardipine

C'est un composé organique appartenant a la classe des dihydropyridines. Leur
caractéristique structurelle estle groupement 1,4-dihydropyridine substitué en position 4
par un groupement phényle. L'activité des dihydropyridines nécessite un groupe imine NH
libre, sa substitution supprime 1'effet au niveau des canaux calciques. Les groupes esters
potentialisent I'activité. La présence d'un groupe nitro (NOz) ou d'un atome de chlore est
indispensable (73). La sélectivité vasculaire des dihydropyridines semble liée a la
substitution en position 2, de groupements phényles en position 4 et du type de substituant
(74). Lanicardipine ne posséde pas de monographie dans la Pharmacopée européenne. Elle
est plus soluble en milieu acide (75). C'est un principe actif appartenant a la classe Il du
Biopharmaceutics Classification System (BCS). Ce systeme de classification permet

d’estimer la biodisponibilité in vivo des substances actives en se basant sur leur solubilité
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dans l'eau et leur perméabilité intestinale (76). Il définit 4 classes de substances actives

(figure 3) :

Classe 11 Classe 1
Faible solubilité Haute solubilité
:g Haute perméabilité Haute perméabilité
=
~
B
£ Classe IV Classe 111
%)
== Faible solubilité Haute solubilité
Faible perméabilité Faible perméabilité
Solubilité
 ———————

Figure 3 : Représentation du systéme de classification biopharmaceutique (BCS)

Une substance active est considérée comme ayant une haute solubilité lorsque la dose
administrable maximale par libération immédiate est soluble dans 250 ml d'un milieu
aqueux avec un pH allantde 1 a 6,8 a 37 £ 1°C. Quand plus de 85% de la dose de substance
active initialement administrée est absorbée a travers la barriere intestinale, elle présente
une haute perméabilité. La nicardipine présente donc une faible solubilité et une haute

perméabilité.

6.2. Propriétés pharmacocinétiques

Aprés administration par voie orale, la nicardipine est donc rapidement et
completement absorbée. Elle est fortement liée aux protéines plasmatiques (95%) et son
volume de distribution est faible. Il existe un effet de premier passage. Sa demi-vie de 2 a 4
heures est dose dépendante. Son action débute entre 30 min et 2 heures apres la prise. Elle
est métabolisée de fagon importante par le cytochrome P450 isoenzyme 3A4. Les
principaux métabolites sont éliminés par voie urinaire (60%) et biliaire (35%). Aucun ne
parait participer a l'activité du produit (77). 1l a été rapporté que la principale voie de
biotransformation des inhibiteurs calciques chez1'homme implique I'oxydation de I'anneau
hydropyridinique en pyridine correspondante suivie d'une hydrolyse des groupements
esters et une hydroxylation des groupes méthyles (74).

La pharmacocinétique de la nicardipine par voie orale a été étudiée dans 3 groupes

d'enfants : des patients porteurs de pathologies cardio-vasculaires recevant 0,33 mg/kg de
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nicardipine, des enfants atteints de mucoviscidose recevant la méme dose et un troisiéme
groupe d'enfants hypertendus traités par une dose de 1 mg/kg de nicardipine. Les
parametres pharmacocinétiques pédiatriques retrouvés sont : un tmax de 30 a 60 min, un

Cmax de 2 a 4 ng/ml, et une demi-vie de 1 a 3 heures (78).

6.3. Posologies

Les posologies initiales pour débuter un traitement par nicardipine en pédiatrie sont
comprises entre 0,25 mg/kg et 0,3 mg/kg (49).
Une posologie de 1 mg/kg/prise renouvelée 3 a 4 fois par jour est efficace pour contrdler les
poussées hypertensives (79-81).
Les posologies maximales sont de 3 a 4 mg/kg/jour (79-81)
Al'instar de tous les antihypertenseurs en pédiatrie, il conviendra de débuter le traitement
avec la dose minimale efficace et d'augmenter la posologie en fonction des chiffres

tensionnels (47).

6.4. Place de la nicardipine dans I'HTA pédiatrique

6.4.1. Fabrication de gélules au CHU de Rouen

Un bilan de la fabrication de gélules de nicardipine au sein de notre CHU a été réalisé

sur une durée de 3 ans, de 2013 a 2015, a partir du logiciel Prepa® (figure 4).
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Figure 4 : Nombre de préparations de gélules de nicardipine en fonction du dosage en

principe actif

Au total, 8332 gélules ont été réalisées correspondant a la fabrication de 321 séries de
gélules différentes. Trente dosages différents ont été réalisés. Soixante-huit enfants ont été

traités avec ces gélules de nicardipine fabriquées par la pharmacotechnie. Pour pallier au
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changement de posologies, la pharmacie est contrainte de refaire des gélules a des dosages
différents pour un méme enfant. En moyenne, 4 séries de gélules a différentes posologies

ont été réalisées par enfants.

6.4.2. Caractéristiques des enfants traités par nicardipine

Un recueil rétrospectif des situations cliniques et des caractéristiques des enfants
traités par les gélules de nicardipine a été réalisé a partir des dossiers patients sur une
période de 3 ans.

Soixante huit enfants ont été traités. Le sex-ratio de la population était de 1,5 et la

moyenne d'age de 3,7 ans * 3 ans (figure 5).

16 - 18 ans
11-15ans
7-10ans
3-6ans
Fille
1-2ans
9-11,9 mois W Gargon

6 - 8,9 mois
3-5,9 mois

0- 2,9 mois

Figure 5 : Pyramide des Ages des enfants traités par gélules de nicardipine sur 3 ans

La quasi totalité des enfants présentaient une HTA secondaire, excepté pour 3 enfants
dont I'étiologie n'a pas été retrouvée. Dans la majorité des cas, I'origine exacte de I'HTA
n'était pas explorée. Elle était imputable soit a la pathologie pour laquelle les enfants étaient
hospitalisés, soit aux traitements recus dans le cadre de cette pathologie, soit 1'association

de ces deux étiologies.

L'examen des dossiers patients a montré que plus de la moitié des enfants (51,5%)

semblaient présenter une HTA d'origine médicamenteuse (ou aggravée par les traitements).

0 26% des enfants ont recu des gélules de nicardipine dans le cadre de leur traitement
pour des leucémies aigués. Celles ci étaient prises en charge selon le protocole FRALLE
recommandé par la SFCE (Société Francaise de lutte contre les Cancers et leucémies de
I’Enfant et de 'adolescent). Ce protocole a recours a la corticothérapie et privilégie

actuellement la prednisone et la dexaméthasone. Ces glucocorticoides peuvent étre
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responsables de multiples effets secondaires dont I'hypertension artérielle. Cette toxicité
potentielle est connue notamment au cours de I'induction, destinée a obtenir une rémission
complete, ot I'utilisation d’une préphase d’'une semaine avec administration de 60mg/m?/j

de prednisone, est devenue un standard.

O 9% des enfants présentaient une HTA néonatale secondaire au traitement par
corticoides dans le cadre de dysplasie bronchopulmonaire (DBP). C'est une affection
pulmonaire chronique fréquemment retrouvée chez les enfants prématurés, pour laquelle

I'administration de corticoides en IV est recommandée pour prévenir ou traiter ces DBP.

© De la méme maniere, 9% des enfants présentaient des HTA cortico-induite dans le

cadre d'exacerbations d'asthme.

0 7% des enfants étaient hypertendus suite aux cures d'hydrocortisone prescrites pour

controler les spasmes dans le syndrome de West.

Les autres étiologies retrouvées responsables d'HTA et ayant conduit au traitement par
nicardipine sont : syndrome hémolytique et urémique (6%), néphroblastomes (4%),
drépanocytose (4%), neuroblastome (4%), syndrome néphrotique (3%), rétinoblastomes
(3%), gliomes (3%), insuffisance rénale chronique secondaire a des lithiases rénales
bilatérales obstructives (1%), glomérulonéphrite aigué post-streptococcique (1%),

rhabdomyosarcome vésical (1%), syndrome de Guillain Barré (1%), hépatoblastome (1%).

6.4.3. Intérét clinique

L'efficacité de la nicardipine par voie orale lors des poussées hypertensives est bien
établie (81). Soixante-cinq acces hypertensifs chez 6 enfants ont été traités par des doses
moyennes de 1,2 mg/kg/prise (1 a 1,8 mg/kg/prise) de nicardipine. Les chiffres de pression
artérielle systolique et diastolique baissaient des la 15 minute (6 et 12 %), avec un
maximum d'efficacité ala 90 minute (28 et 38 %). L'effet antihypertenseur se prolongeait
jusqu'ala 8éme heure apres la prise. L'utilisation de la nicardipine par voie orale en pédiatrie
est recommandée de part sa sécurité et sa facilité d'utilisation (49,55,79). Une place de
choix lui est accordée chez les transplantés rénaux ou elle aurait un role protecteur vis-a-vis
des effets vasculaires déléteres des anti-calcineurines (79). La nicardipine et les inhibiteurs
calciques sont d'ailleurs les médicaments de choix dans I'hypertension pédiatrique post-

transplantation (46). En néonatalogie, 'administration d'un traitement antihypertenseur
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est indispensable lorsqu'une HTA s'associe a des signes cliniques de mauvaise tolérance.
Les baisses brutales de pression artérielle sont alors a proscrire impérativement pour éviter
des accidents d'hypoperfusion cérébrale comme cela a déja été observé avec I'utilisation
d'IEC (82). La nicardipine se situe actuellement en premiére place dans la prise en charge
de l'urgence hypertensive en néonatologie mais aussi dans le traitement de toutes les HTA
du prématuré (79).

L'utilisation fréquente de la nicardipine s'explique aussi en raison de la nécessité d'initier
rapidement un traitement antihypertenseur chez I'enfant apres avoir détecté I'HTA (61).
Dans 95 % des cas, 'HTA est secondaire chez l'enfant, contrairement a lI'adulte, et il est
recommandé d'initier un traitement antihypertenseur dés sa détection (46). Dans les
hopitaux francais, les pédiatres impliqués dans la prise en charge de 'HTA s'attachent des le
diagnostic a en rechercher1'étiologie. Les inhibiteurs calciques et la nicardipine constituent
un excellent premier choix car leur utilisation ne va pas interférer avec les dosages futurs de
rénine et d’aldostérone, des cathécholamines urinaires et dérivés méthoxylés qui restent
des bilans étiologiques systématiques a réaliser en cas d'HTA confirmée (55). Bien que les
IEC soient également largement préconisés pour le traitement de I'HTA pédiatrique en 1¢re
intention, ils sont contre-indiqués en cas de sténose bilatérale des artéres rénales. Leur
utilisation impose donc également des examens radiologiques avant de débuter le
traitement afin d'exclure cette contre indication. De plus, leur utilisation est associée a un
risque d’hyperkaliémie en cas d'insuffisance rénale. La faible demi-vie de la nicardipine
permet également un ajustement posologique aisé et adapté a l'effet recherché. A cela
s'ajoute son profil de sécurité : elle entraine peu d'effets indésirables et trouve donc une
place de choix lors d'une initiation de traitement. Contrairement a la nifédipine, elle ne
modifie pas la contractilité cardiaque (64).

D'autre part, le traitement des urgences hypertensives pédiatriques en milieu hospitalier, se
fait en premiere intention avec la nicardipine par voie IV (67). La perfusion continue de
nicardipine offre la possibilité d'une recherche de dose adaptée. Les posologies utilisables
varient de 0,3 pg/kg/min a 3 a 4 ug/kg/min. Une fois que la TA est contrdlée et qu'une dose
efficace a été déterminée, un relais par voie orale peut étre envisagé. Le relais per os avecla
méme molécule est une pratique encouragée assurant aux cliniciens une certaine sécurité,
une diminution de temps de perfusion, et une conversion posologique aisée. Les bénéfices
d'unrelais IV - per os, largement décrits avec les antibiotiques, sont également applicables
aux antihypertenseurs (83). Cela permet un meilleur confort du patient, une diminution des

cofits et une plus grande facilité d’administration. Parmi les autres éléments renforcant
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l'intérét de la nicardipine, on peut citer le rapport d'analyse des préparations hospitalieres
de I'ANSM, dans lequel les préparations de gélules de nicardipine ont été jugées comme

indispensables.

6.5. Stabilité de la nicardipine

Plusieurs types de formes galéniques ont été proposés pour l'administration de la
nicardipine (comprimés, gélules, gélules a libération prolongée...) mais aucune forme orale
n'est adaptée a 'usage pédiatrique. Il n'existe pas, a notre connaissance, de données de
stabilité de la nicardipine préparée en forme orale liquide. La solution injectable
(10mg/10ml) est stable 2 ans a température ambiante.

Les antagonistes calciques du groupe des 1,4-dihydropyridines ont comme principale
propriété d'étre photosensibles. Leur dégradation photochimique semble entrainer une
diminution de leur activité thérapeutique (84) et conduit a la formation de produits de
dégradation qui n'ont pas d'activité pharmacologique (74,85,86).

Plusieurs études ont évalué le profil de dégradation de la nicardipine.

En 1992, Bonferoni et al. (87) ont évalué la photostabilité de la nicardipine lors d'une
exposition a la lumiere ultra-violet (UV) et a la lumiere du jour. Ils ont conclu que la
cinétique de photodégradation d'une solution méthanolique de chlorhydrate de nicardipine
est un processus de premier ordre. Une étude similaire a été menée par polarographie en
1990 par Squella et Nunez-Vergara (88). En 1998, Rango et Vetuschi (85) ont montré que
sous l'influence de la lumiére, ce médicament est décomposé par photo-oxydation de
I'anneau de dihydropyridine pour former I'analogue pyridine biologiquement inactif, qui est
aussi le principal métabolite du médicament. Baranda et al. (2006) (74) ont étudié l'effet de
lalumiére sur 11 antagonistes calciques appartenant a la classe des 1,4-dihydropyridines.
Les produits de photodécomposition ont été identifiés et quantifiés apres dégradation
forcée par chromatographie liquide couplée a un spectrophotometre a barrettes de diodes
(LC-UV-DAD) et par chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse en
tandem (LC-MS-MS) respectivement. I[Is ont montré que la nicardipine était moins photo-
sensible que la nifédipine. Néanmoins, une dégradation de 50% de la nicardipine a été
observée apres 2 heures d'exposition a la lumiére du jour. Pour la nicardipine, qui possede
un substituant nitro en position 3, les analogues de la pyridine étaient les principaux
produits de dégradation, connus comme étant biologiquement inactifs. Il n'a pas été

retrouvé de produits de dégradation appartenant a la classe des nitrosopyridines,
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contrairement a la nifédipine, qui présente un groupement nitro en position 2, et pour
laquelle ces produits de dégradation seraient responsables d'effets toxiques (74,89).
Pour les auteurs, la protection contre la lumiere du jour en gardant les échantillons dans des
flacons en verre brun est suffisante pour éviter la photodégradation (74).

Cette étude a aussi montré que les produits de dégradation et les métabolites peuvent avoir
la méme structure que la molécule mere entrainant des difficultés d'interprétation des
résultats analytiques. Ainsi, Baranda etal. recommandent1'utilisation de techniques LC-MS
ou LC-MS-MS en MRM (multiple-reaction monitoring) assurant une quantification certaine.
Chen etal. en 2008 (84) ont ainsi déterminé 4 principaux produits de dégradation par LC-
ESI-MS (ESI: Electrospray lonization) apres exposition sous lampe UV pendant 3 heures et
plus récemment, Al-Ghannam et al. (2014) (86) ont aussi utilisé une technique HPLC-MS
afin d'identifier les produits de dégradation de la nicardipine.

Outre sa sensibilité a la lumiere, la présence de liaisons esters dans la formule structurelle
de la nicardipine la rend théoriquement sensible a I'hydrolyse par les acides et les bases
(74). En 2010, Gadkari et al. (90) ont montré, en plus d'une photodégradation, une
instabilité de la nicardipine en milieu basique et une dégradation oxydative. La nicardipine
semble stable en milieu acide. Cela a été confirmé en 2011 par Ubale et al. (91) eten 2014
par Al-Ghannam et al.,, qui, al'aide d'une détection HPLC-MS, ontidentifié 1 produitissu de
la dégradation oxydative et 3 composés suite a la dégradation forcée de la nicardipine en
milieu basique. En 2016, Lotfy et al. (92) ont identifié également 3 produits de dégradation
par LC-MS apres hydrolyse alcaline de la nicardipine. Les liaisons esters de la nicardipine

semblent donc plus sensibles en milieu alcalin qu'en milieu acide.
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OBIJECTIFS DU TRAVAIL

O Mise au point de la formulation :

A notre connaissance, il n'existe pas d'étude disponible quant au développement d'une
forme orale liquide de nicardipine. Ainsi, dans un premier temps, notre but est de mettre au
point une forme galénique liquide de nicardipine destinée a la voie orale. Celle-ci devra étre
adaptée a la population pédiatrique et compatible avec une préparation en lot et les futurs
dosages. En effet, notre objectif est de développer une préparation hospitaliere qui
autoriserait une fabrication al’'avance et le stockage de quelques unités. Cela permettrait de
répondre plus rapidement aux demandes, de dégager du temps supplémentaire pour
I’équipe de pharmacotechnie afin de réaliser d’autres activités, et de retirer une contrainte

sur les gardes et les astreintes pharmaceutiques dans notre établissement.

O Mise au point de la méthode de dosage et étude de stabilité :

Dans un deuxieme temps, notre objectif sera de mettre au point une méthode
appropriée au dosage de la nicardipine a partir de la formulation développée et compatible
avec les équipements disponibles a la pharmacie.

Enfin, notre but est de réaliser une étude de stabilité physicochimique et
microbiologique de la formulation. Celle-ci permettra d'apprécier la stabilité de la
formulation développée et d'avoir une date limite d'utilisation assurant son stockage et son

administration en toute sécurité.

45



MATERIELS ET METHODE

1. Formulation galénique et procédé de fabrication

1.1. Choix de la concentration et du conditionnement

Le choix de la concentration en principe actif de la préparation a étudier est fonction de
|'utilisation thérapeutique de celle-ci.

L'analyse rétrospective des prescriptions de gélules de nicardipine sur 3 années nous a
permis d'avoir un aperc¢u des différents dosages prescrits par les pédiatres de notre
établissement (figure 4). Un recensement des modalités d'administration des formes orales
liquides dans les services de pédiatrie a également été réalisé afin de déterminer le volume

minimal administrable. La quantité de flacon par lot a été préalablement fixée a 10 flacons.

1.2. Excipients disponibles

Afin de facilité 1'acceptabilité, le goiit ainsi que la mise en solution ou en suspension,
plusieurs gammes de véhicules sont aujourd'hui disponibles pour la formulation des
préparations buvables. Nous disposons de trois gammes dans notre établissement : Ora-

Blend® SF (Paddock), Syrspend® SF liquide (Fagron), et Inorpha® (Inresa) (figure 6).
(SF : Sugar Free)

Figure 6 : Excipients liquides disponibles

Nous avons réalisé une analyse et une comparaison de la composition et des

caractéristiques physico-chimiques de ces véhicules.
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Une analyse des excipients a effet notoire déclarés par I'ANSM (93) a également été
réalisée a partir de la composition des différents véhicules.

Il existe des véhicules a pH acide ou basique, dont le choix s’orientera en fonction des
caractéristiques du principe actif a véhiculer. D'autres criteres physico-chimiques tels que

I'osmolalité et la viscosité ont également été pris en compte pour le choix du véhicule.

1.3. Etudes de pré-formulation

Les BPP recommandent d'utiliser des matieres premieres plutot que des spécialités qui
contiennent déja d’autres produits en plus du principe actif d’intérét (14).

Ainsi pour la fabrication, nous avons utilisé systématiquement de la poudre de nicardipine
(Nicardipine chlorhydrate, 10 g, réf : 5427-10, Inresa Pharma, Bartenheim, France).

Dans un premier temps, les trois véhicules ont été testés a la concentration de
nicardipine préalablement déterminée. Les véhicules étaient ajoutés et mélangés a la
poudre afin d'obtenir le mélange le plus homogene possible. La quantité nécessaire de
véhicule était ensuite ajoutée.

Les préparations ainsi fabriquées ont ensuite été comparées et le véhicule le plus approprié

a la formulation de la nicardipine et a son utilisation en pédiatrie a été retenu.

1.4. Formulation

A l'issue de I'étude de pré-formulation, la formule retenue a été appliquée sur des
quantités de nicardipine permettant la fabrication d'un lot de 10 flacons afin d'assurer une

préparation future en série.

47



2. Choix de la méthode de dosage de la préparation

La concentration en nicardipine a été déterminée par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) couplée a un spectrometre de masse en tandem (HPLC - MS / MS).

La majorité des études de stabilité publiées, utilisent la spectrométrie UV /Visible pour
quantifier le principe actif d'intérét. Le couplage HPLC - MS/MS en tandem est une méthode
analytique qui permet les analyses qualitatives et quantitatives de composés présents a
I’état de trace et n'est pas destinée initialement aux études de stabilité pharmaceutiques.
Néanmoins cette technique présente de nombreux avantages, et apparait beaucoup plus
sensible et spécifique que la spectrométrie UV /Visible. Dans le cas des formes orales
liquide, la détection par spectrométrie de masse permet de quantifier le principe actif tout
en s'affranchissant des contraintes analytiques liées a la constitution d'un mélange
complexe que représentent ces formes galéniques. Il existe d'ailleurs de plus en plus de
publications sur des études de stabilités de formes orales liquides utilisant la spectrométrie
de masse comme mode de détection (94-96). D'autre part, comme vu précédemment, la
spécificité de ce type de détecteur constitue un avantage au vu du profil de dégradation de
la nicardipine. En outre, la pharmacie du CHU de Rouen, a fait 'acquisition en 2013 d'un
spectromeétre de masse en tandem. L'utilisation de cet appareil est mutualisée avec le
laboratoire de pharmacocinétique et des projets communs antérieurs ont déja été

développés entre ce service et la pharmacie.

2.1. La chromatographie liquide haute performance

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est une technique de
séparation analytique de composés permettant de conduire a leur identification et/ou leur
quantification. L'échantillon a analyser est introduit par un systeme d'injection sur une
colonne analytique remplie d'une phase stationnaire parcourue de fagon permanente par
un liquide appelé phase mobile qui est amené par une pompe fonctionnant en continue
(figure 7).

La phase mobile est souvent composée d'un mélange de plusieurs solvants (méthanol,
acétonitrile,...) et de sels (tampons, réactif ionique...).

La phase stationnaire peut étre constituée de silice, polaire (phase normale) ou de silice
greffée par des chalnes linéaires de huit ou dix-huit atomes de carbones (C8 et C18). Cette
derniere phase est apolaire (phase inverse) et nécessite un solvant polaire (acétonitrile,

méthanol) pour éluer les composés retenus sur celle-ci.
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Au cours de I'analyse, la composition de la phase mobile peut rester la méme, c'est le
mode "isocratique" ou la proportion de chaque solvant peut étre modifiée dans le temps,
c'est le mode "gradient de solvant”.

Selon le choix de la phase stationnaire et la composition de la phase mobile, les
composés du mélange a analyser sont plus ou moins retenus sur la phase stationnaire et

sont élués de la colonne les uns apres les autres de fagon séparée.

Detecteur
Colonne HPLC
Pompe *’ ; 1 P
Injecteur
Solvant Echantillon Sortie
(phase mobile) Systeme informatique

Figure 7 : Schéma d’une chaine HPLC

Un détecteur, choisi en fonction des composés a analyser, est placé a la sortie de la colonne
et est couplé a un ordinateur qui pilote I'ensemble et recueille les informations. Le détecteur
conduital'obtention d'un tracé appelé chromatogramme (figure 8) constitué d'une ligne de
base, générée par l'enregistrement continu du signal de la détection de la phase mobile et
d'un ou plusieurs pics chromatographiques obtenus au passage de chaque composé retenu

puis élué et enfin détecté.

A
WValeur de
détection

| \ p temps

Figure 8 : Chromatogramme
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Dans des conditions chromatographiques données, le "temps de rétention" (tr), temps au
bout duquel un composé est élué de la colonne et détecté, caractérise qualitativement une
substance. L'aire des pics permet de mesurer la concentration de chaque composé
constitutif du mélange injecté.

Une bonne séparation chromatographique doit conduire a I'obtention d'un
chromatogramme constitué de pics bien distincts (bonne résolution) et parfaitement

reproductibles d'une injection a 'autre.

2.2. La spectrométrie de masse en tandem

La spectrométrie de masse est une technique analytique permettant d’identifier et de
quantifier des composés grace a leur masse moléculaire. Le principe nécessite de
transformer les molécules dans leur état naturel en ions al'état gazeux et permet d'obtenir

leur masse moléculaire en analysant leur rapport de masse/charge, noté m/z.

Un spectrometre de masse est constitué des parties suivantes : (figure 9)

O une source d'ions dans laquelle se produit le passage en phase gazeuse de I'échantillon a
analyser, ainsi que l'ionisation des molécules,

O un analyseur (quadripdle) qui permet de trier les ions en fonction de leur rapport m/z,
O un détecteur qui compte les ions en leur associant leur rapport m/z,

O un systeme d'enregistrement pour le traitement du signal et la visualisation des spectres.
La spectrométrie de masse en tandem combine deux analyseurs (quadripoles). Les ions
formés dans la source entrent dans le premier analyseur (q1) de type quadripole. Parmi ces
ions, seuls les ions précurseurs ayant le rapport m/z sélectionné pourront sortir de Q1. Ils
entrent alors dans une cellule de collision (q2) ou ils sont fragmentés en ions fils grace a un
gaz (azote dans notre cas). Les ions fils générés sont alors étudiés dans le second analyseur

(93) en fonction de leur rapport m/z.

Quadripdle q1 Quadripole q2 Quadripodle g3
s Filtre de masse : tri Cellule de collision Sélection des ions
Source d'ionisation : desions et ol les ions sont fils ou ions
passage en phase gazeuse et sélection de I'ion fragmentés en ions fragments Multiplicateur
ionisation de I'échantillon précurseur fils grace a un gaz d'éléctrons
Détectionet
I | comptabilisation
—) —
arr i Fragmentation Sélection du
rapport m/z rapport m/z des

ions fragments

Figure 9 : Schéma du principe d’'un spectrométre de masse en tandem
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Selon le mode de fonctionnement choisi, on pourra obtenir un spectre de masse/masse qui
apportera des informations qualitatives et structurales sur le composé précurseur ou des
informations quantitatives en suivant une filiation précise ion précurseur/ion fils. La
spectrométrie de masse en tandem apporte ainsi une sélectivité et une sensibilité
ameéliorées relativement a la spectrométrie de masse. Ce triple quadripole peut s’utiliser
dans différents modes d’acquisition dont le mode Multiple Reaction Monitoring (MRM), qui
est le plus adapté a la quantification. Dans ce mode de balayage, les ions parents sont
sélectionnés spécifiquement en Q1, de méme que les ions fils produits en Q2 sont
sélectionnés spécifiquement en Q3. La relation entre un ion parent et un ion produit (m/z
ion parent et m/zion fils) est appelée "transition MRM" (figure 10). Ce mode d'acquisition

est hautement spécifique car il élimine par deux fois tous les ions autres que ceux d’intéréts.

Q1 Q2 . Q3

MRM ’|
Signal L |

Intensity

TII'!HL'

Figure 10 : Représentation d’'un mode de balayage MRM

2.3. Etalonnage interne

Il est généralement difficile d'effectuer une détermination quantitative en utilisant
uniquement la réponse absolue du détecteur. En effet, lorsque la détection se fait par
spectrométrie de masse, un grand nombre de facteurs peuvent influencer la réponse du
détecteur : propreté de la cellule de collision, de la source d'ions, variations de pression
dans la cellule de collision, de débit, etc... Il est difficile de contréler 1'ensemble de ces
facteurs et, en conséquence, la réponse du détecteur est sujette a des variations importantes
de jour en jour et elle n'est pas parfaitement proportionnelle a la concentration de
I'analyte cible, sur la gamme de concentration choisie (97). En conséquence, l'utilisation
d'un étalon interne est généralement nécessaire afin d'obtenir des résultats quantitatifs
fiables et précis. Cette méthode consiste a ajouter un composé différent de I'analyte en
quantité connue dans 1'échantillon. L’étalon doit avoir des caractéristiques physico-
chimiques (masse, hydrophobicité, pKa...) treés proches de I'analyte recherché afin de

corriger un maximum de sources de variations. En spectrométrie de masse, le meilleur
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étalon interne estl’analyte marqué par des isotopes stables. En effet, puisque la séquence de
’étalon et de I'analyte sont les mémes, I’étalon subira les mémes pertes éventuelles lors de
la préparation d’échantillon et sera élué en méme temps que l'analyte. En revanche,
I'incorporation d’isotopes stables s’Taccompagne d'une augmentation de la masse de I'étalon
par rapport a celle de 'analyte. Les deux pourront donc étre aisément distingués par le
détecteur. En travaillant avec le rapport des deux signaux (analyte et étalon interne), il
est alors possible de s’affranchir des variations et d'obtenir un résultat précis et stable
dans le temps. Pour notre étude, 1'étalon interne choisi est la nicardipine-D3, qui est

I'analogue deutéré de la nicardipine (figure 11).

Figure 11 : Structure de la nicardipine-D3 utilisée comme étalon interne

2.4. Instrumentation et conditions chromatographiques

Le systeme chromatographique est composé d'une chaine HPLC Shimadzu comprenant
un sélecteur de solvant, un dégazeur, une pompe binaire haute pression, un passeur
d’échantillons réfrigéré, un four multi-colonnes thermostaté et un ensemble de vannes de
commutation de colonnes.

La phase stationnaire utilisée est de type C18 (apolaire). Il s’agit d'une colonne Alltima
HP C18 HL 3um 150 x 3 mm (Grace Discovery Sciences) thermostatée a 40°C. La phase
mobile est un mélange de 70v d’acétonitrile et 30v de Formiate d’ammonium 2mM a 0,2%
d’acide formique. Le pompage est en mode isocratique au débit de 0,4 ml/min.

La majorité des méthodes HPLC utilisent des tampons comme phase mobile pour la
séparation des analytes. Quand le systeme de chromatographie liquide est couplé a un
détecteur de masse, toute phase mobile contenant un sel non-volatil est a proscrire. De tels
sels s'accumulent dans la source d'ionisation, entrainant ainsi rapidement des problemes
lors de l'ionisation. Une phase mobile contenant un acide organique tres volatil, comme
l'acide formique utilisé ici, demeure une solution idéale pour fournir une source de protons

et ainsi ioniser des composés en mode positif sous la forme [M+H]* (98).
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L'ajustement du pH de la phase mobile est nécessaire pour obtenir une résolution optimale
en HPLC. Mais cet ajustement peut affecter de maniere significative la sensibilité en
spectrométrie de masse. Pour la majorité des techniques HPLC standard, les analytes sont
plus fortement retenus quand ils sont sous forme non ionisés. Mais dans le cas de la
spectrométrie de masse, la stratégie est différente : les composés, séparés selon leur
rapport m/z, doivent étre sous forme ionisée pour étre détectés. Quand la phase mobile
permet d'introduire les analytes déja sous forme ionisée, la sensibilité de la détection est
beaucoup plus élevée (98). Par exemple, les bases, comme la nicardipine, existent sous
forme protonée a pH = pKa - 2, alors que les analytes acides, comme les acides
carboxyliques existent sous forme déprotonée a pH = pKa + 2. En conséquence, les bases
subissent une protonation a pH faible, tandis que les analytes acides sont déprotonés a pH
élevé. Dans notre cas, le pH de la phase mobile est voisin de 3,2. La nicardipine est donc
sous forme ionisée.

Les conditions chromatographiques retenues sont les mémes que celles appliquées au
dosage de l'acide mycophénolique dans le laboratoire de pharmacocinétique. Cette
configuration nous a permis un enchainement des analyses sans perturber l'activité de

routine du laboratoire.

Le détecteur est un spectrometre de masse 3200 QTRAP (Sciex), un triple quadripdle
équipé d’'une trappe d’ion linéaire. Il s'agit d'un appareil de type hybride associant les
potentialités d'un triple quadripdle en terme de quantification a l'efficacité d'un pieége aions
linéaire pour la recherche et l'identification de composés présents dans un mélange
complexe. Il permet, par mesure de la masse moléculaire, de détecter, d'identifier et de
quantifier les molécules d’intérét qui auront été préalablement séparées sur le systeme
chromatographique. Il est équipé d'une source ESI (Electrospray lonization). Il s'agitd'une
source d'ionisation douce opérant a pression atmosphérique permettant de produire en
mode d’ionisation positif, des ions moléculaires chargés en phase gazeuse du type [M+H]*

(figure 12).

cone de Taylor

cone de nébulisation

Figure 12 : Procédé d'ionisation par électrospray
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Les médicaments qui ont des groupes fonctionnels basiques (par exemple, des amines) sont
ionisés en mode positif, tandis que ceux contenant des groupes fonctionnels acides, comme
des acides carboxyliques s'ionisent en mode négatif. Les inhibiteurs calciques s'ionisent en
mode positif (98).

Les ions précurseurs [M+H]* ainsi formés sont ensuite transférés vers le premier
quadripdle (Q1), réglé pour ne laisser passer que ces ions. Puis ils atteignent le deuxiéme
quadripdle ou de 'azote ultra pur est introduit. Il s'agit d'une cellule de collision : les ions
précurseurs se fragmentent en ions fragments caractéristiques de la molécule a analyser
(spectre de fragmentation unique pour chaque molécule). Ces ions fragments sont expulsés
vers le dernier quadripdle (Q3), ou ils sont filtrés pour atteindre le détecteur : un
multiplicateur d'électrons. De cette maniere, les ions séparés selon leur rapport
masse/charge viennent percuter le détecteur ou cellule CEM (Channel Electron Multiplier)
afin d’étre détectés et comptabilisés. Ce principe de fonctionnement est appelé mode MRM
(Multiple Reaction Monitoring). C'est le mode le plus adapté a la quantification.

Le tout est piloté par le logiciel Analyst®.

Le systéme utilisé est représenté dans la figure 13.

Figure 13 : Systéme chromatographique du laboratoire de Pharmacocinétique du CHU

de Rouen

Les transitions MRM de quantification (ion précurseur > ion fragment) ont été déterminées

en mode infusion pour la nicardipine et son analogue deutéré. L'infusion dans le
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spectromeétre de masse a permis d’optimiser leur détection et de définir les transitions a

inclure dans la méthode. Les parametres concernés sont :

» la tension d’orifice (DP : Declustering Potential),

« le potentiel d’entrée (EP : Entrance Potential),

» le potentiel d’entrée de la cellule de collision (CEP : Cell Entrance Potential),

* I’énergie de collision (CE : Collision Energy),

» et le potentiel de sortie de la cellule de collision (CXP : Cell Exit Potential).

Deux transitions par molécule ont ainsi été déterminées. La transition MRM la plus

abondante est choisie comme transition de quantification et une deuxiéme transition est

choisie en tant que transition de confirmation.

Les conditions optimales retenues sont présentent dans les tableaux 1 et 2.

Tableau 1 : Transitions MRM de la nicardipine et de la nicardipine-D3

Nom lon pére lon fils DP EP CEP CE CXP
Nicardipine 480,264 3149 46 10 24 35 6
Nicardipine-conf 480,264 166,1 46 10 24 23 10
Nicardipine-D3 483,259 315,2 66 5 22 25 6
Nicardipine-D3-conf 483,259 91,2 66 5 22 65 4

Tableau 2 : Conditions optimales retenues pour le réglage du spéctromeétre

(psi : pound-force per square inch)

CUR (Curtain Gas : gaz rideau)

25 psi

CAD (Collisionally Activated Dissociation)
Gaz de collision = N»

3 psi

IS (lon Spray voltage)

5500V

TEM (température de la source)

500°C

GS1 (Gaz de nébulisation)

40 psi

GS2 (Gaz de désolvatation)

65 psi

Ces conditions ont permis d'obtenir des pics parfaitement définis et parfaitement

reproductibles d'une injection a I'autre, avec un temps d'analyse tres court (Figure 14).
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Figure 14 : Chromatogramme de la nicardipine

2.5. Réactifs, substances de références et matériel

Les différents matériels, réactifs et substances de référence utilisés pour les dosages de la
nicardipine sont les suivants :

- Micropipettes a volume réglable (déplacement positif), Eppendorf

- Multipettes avec seringues combitips advanced, Eppendorf

- Fioles jaugées 10 ml et 20 ml Pyrex, Classe A

- Eprouvettes graduées 60 ml et 500 ml

- Spatule métallique

- Flacons a vis en verre teinté 15 ml, réf 27161 Sigma Aldrich

- Matériel pour injecteur automatique : flacons en verre borosilicaté (vials) et bouchons étanches
avec septa en silicone/polytétrafluoroéthyléne pré-percés.

- Balance de précision, Sartorius® (précision 0,00001 g)

- Centrifugeuse Heraeus megafuge 16r, Thermo Scientific

- Agitateur vibrant type Vortex
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- Agitateur magnétique Top-Mix Bioblock®

- Nicardipine chlorhydrate, 10 g, réf: 5427-10, lot: 43 00A/01/12 Inresa Pharma
- Eau Plus pour HPLC, réf: 412141, Carlo Erba

- Méthanol pour HPLC, réf: 412532, Carlo Erba

- Ethanol pour HPLC, réf: 4146072, Carlo Erba

- Acétonitrile pour HPLC, réf: 412411000, Carlo Erba

- Acide formique, réf: 8.22254.1000, Merck VWR

- Formate d'ammonium, réf:70221-25G-F, Sigma-Aldrich

- Nicardipine-D3-hydrochloride, 1mg, réf: N394502,lot: 1-BSR-153-2, Toronto research chemicals
- Eau versable stérile Versol® 1000 ml, réf: 600018, Aguettant

- Flacon verre brun 60 ml, réf: 2506511, lot : L20, Cooper

2.6. Préparation des solutions de calibration, de contréle et des
échantillons

O Préparation d'une solution mere de nicardipine a 2 mg/ml (SM) :

Peser exactement 100 mg de nicardipine et dissoudre dans 50 ml d'un mélange
méthanol : eau (MeOH/H:0, 50:50) pour HPLC. La solution est conditionnée dans un flacon

brun en verre teinté.

o Préparation d'une solution de nicardipine-D3 a 40ug/ml (EI) :

A 1 mg de poudre de nicardipine-D3 est ajouté 1 ml de méthanol pour HPLC. Apres
agitation, 400 pl de cette solution sont ajoutés dans une fiole jaugée de 10 ml QSP 10 ml de
méthanol pour HPLC. La solution est conditionnée en flacon brun et est stockée au

congélateur.

o Préparation des solutions intermédiaires de calibration et de controle (5ug/ml):
Avec une pipette a déplacement positif (M1000), déposer 1 ml de SM dans un tube

Chromacol® de 3 ml puis ajouter 1 ml d’éthanol pour HPCL pour obtenir une solution a 1
mg/ml. Mélanger au vortex.

Prélever 50 pl avec pipette a déplacement positif (M100) et les ajouter dans une fiole jaugée
de 10 ml. Rincer les parois de la fiole avec le mélange MeOH/H:O0 et faire le QSP a 10 ml.

Mélanger puis transférer la solution dans des flacons bruns de 15 ml.
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o Préparation de la gamme d'étalonnage de nicardipine :

Préparation d'une gamme en cinq points dans des fioles jaugées de 20 ml a partir de la

solution intermédiaire de nicardipine a 5 pg/ml en suivant le tableau 3:

Tableau 3 : Préparation de la gamme d'étalonnage de nicardipine

Volume de la solution Volume de la solution de
Concentration des points de gamme intermédiaire & 5 pg/ml nicardipine-D3 3 40ug/ml Volume de MeOH / Eau (50:50)
(ng/mi) () ) (i)
85 340 50 QSP 20 ml
92,5 370 50 Qsp 20 mi
100 400 [ 50 | QSP 20 ml
107,5 430 [ 50 ‘ QSP 20 ml
115 460 50 QSP 20 ml

Homogénéisation de chaque fiole par agitation et mise en flacon pour injection.

o Préparation des points de controle de nicardipine :

Préparation de trois controles qualité interne dans des fioles jaugées de 20 ml a partir

de la solution intermédiaire de nicardipine a 5ug/ml en suivant le tableau 4 :

Tableau 4 : Préparation des points de contrdle de nicardipine

. Volume de la solution Volume de la solution de
Concentration des points de controle . e s X .. N Volume de MeOH / Eau (50:50)
(ng/ml) intermédiaire a 5 pg/ml nicardipine-D3 a 40pg/ml (i)
ng/m m
(1) (1)
85 [ 340 50 QSP 20 ml
100 | 400 50 QSP 20 ml
115 460 50 QSP 20 ml

Homogénéisation de chaque fiole par agitation et mise en flacon pour injection.

o Préparation des échantillons pour le dosage :

Trois échantillons pour chaque flacon de nicardipine sont dilués a la concentration de
100 ng/ml (équivalent au milieu de gamme) selon la méme méthodologie que les solutions
intermédiaires et les points de controéle. La procédure de préparation est indiquée sur la
figure 15. Compte tenu de la viscosité de la formulation, des pipettes a déplacement positif

ont été utilisées pour la préparation des échantillons.
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+50 pl d'étalon interne

Prélever 50 pl et les ajouter Mélanger puis & =

s . &  transférer enflacon
dans une fiole jaugée de 10 ml
SP 20 ml MeOH / H20
+QSP 10 ml MeOH/H20 (50:50) ﬂ brun de 15 ml U QsP20 ml MeOH/

? ~——— \ >
C:j Preleve.r400 ! ‘\ Mélanger puis transférer en
’ — etles ajouter / vial pour analyse
1mg /ml (= @] 5 pg /ml dans une fiole — p y
: jaugée de 20 ml

Solution de nicardipine g
Mélanger au vortex

(Procédure répétée 3 fois pour chaque flacon)

Figure 15 : Procédé de préparation des échantillons pour le dosage

3. Conditions générales et choix des méthodes pour |'étude de la
stabilité microbiologique

3.1. Méthodes et conditions générales

Pour les préparations non obligatoirement stériles telle que la formulation que I'on
souhaite développer, la Pharmacopée spécifie des seuils de contamination bactérienne a ne
pas dépasser. L’essai de dénombrement microbien selon la Pharmacopée européenne
(2.6.12) etlarecherche de micro-organismes spécifiés selon le chapitre 2.6.13 appliqués a
plusieurs temps de conservation permet de répondre a la question de la stabilité
microbiologique de ces préparations.

Une préparation aqueuse destinée a la voie orale devra ainsi respecter les criteres suivants :
(36)

e Germes aérobies totaux < 102 UFC/mL

e Moisissures et levures < 10! UFC/mL

e Absence d’Escherichia coli

(UFC : Unité Formant Colonie)

La pharmacopée européenne indique 3 types de méthodes de dénombrement pour les
germes aérobies totaux (DGAT) et les moisissures et levures (DMLT). Certaines nécessitent
une culture réalisée dans des conditions d'incubation adaptées aux exigences de la flore
dénombrée (temps, température, atmosphere) et al’aide d'un milieu adapté a ses exigences
nutritives (milieu pouvant en plus étre sélectif et discriminatif). Le dénombrement apres

culture repose sur le principe suivant : si I'inoculum est assez dilué, chaque bactérie (ou

59



amas bactérien) déposée donne naissance a une colonie, isolée et clonale. Le nombre de
colonies traduit alors le nombre de bactéries présentes initialement dans l'inoculum
déposé. Les résultats sont souvent exprimés en terme d'unités formatrices de colonies ou

UFC. Ainsi, la culture peut se faire sur:

O Milieu solide (milieu gélosé) :

- Dénombrement dans la _masse ou ensemencement en profondeur :

Le dénombrement dans la masse s’effectue avec un volume d'échantillon de 1 ml.
L'inoculum estintroduit dans une boite de Pétri vide et stérile. Le milieu gélosé adéquat
estliquéfié et maintenu en surfusion a 65°C. On compte 15 ml pour la premiere couche
et 5 ml pour la seconde couche (20 ml par boite). Le milieu est ensuite refroidi a une
température pour laquelle le tube peut étre tenu dans la main sans se briiler, permettant
la survie des micro-organismes et pour laquelle la gélose ne prend pas en masse
(environ 45°C). Puis I'inoculum est recouvert du milieu gélosé coulé aseptiquement et
une homogénéisation est réalisée en imprimant a la boite de Pétri fermée des
mouvements circulaires. Pour chaque micro-organisme, au minimum 2 boites de Pétri
seront réalisées.

- Dénombrement en surface ou étalement en surface :

Le dénombrement en surface s’effectue avec un volume d'échantillon de 0,1 ml], a
étaler ala surface d'un milieu gélosé préalablement coulé en boite de Pétri. Deux boites
sont ensemencées par micro-organisme.

- Filtration sur membrane :

Pour certains produits liquides, les micro-organismes sont a une concentration tres
faible (voire nulle si le produit est stérile).
Leur dénombrement impose donc de « concentrer les micro-organismes » pour pouvoir
compter des colonies. Cette « concentration » se fait grace a la filtration d’'un grand
volume de produit sur une membrane filtrante retenant les micro-organismes. Elle
possede des pores d'un diametre de 0,45 pm permettant de retenir a sa surface les
bactéries. La membrane filtrante, et un entonnoir stérilisable sont déposés sur une
rampe de filtration qui est reliée a une pompe a vide permettant de faire passer
rapidement le volume de produit a analyser a travers la membrane. La membrane est
ensuite déposée sur une gélose nutritive adaptée au type de flore recherchée et

I’ensemble est mis a incuber.
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0 En milieu liquide : méthode du Nombre le Plus Probable (NPP) :

Si les conditions optimales de croissance sont réunies, un micro-organisme présent dans
I'inoculum introduit dans un milieu liquide se développe en y créant un trouble ou une
modification visible du milieu si celui-ci est discriminatif. Le résultat sera binaire (négatif ou
positif). La méthode repose sur la répartition aléatoire des micro-organismes dans le
prélevement (méthode statistique reposant sur l'utilisation de la loi de Poisson). On
ensemence donc une série de tubes avec un volume donné du produit a analyser ou ses
dilutions. Connaissant le nombre de résultats positifs obtenus dans la série de tubes, on
détermine la concentration en micro-organismes présents dans une unité de volume du
produit analysé. A 1'aide d'une table statistique de Mac Grady, on y lit le Nombre le Plus
Probable (NPP) de micro-organismes présents dans I'inoculum de la dilution correspondant
au chiffre des centaines du nombre caractéristique. Il s'agit d'une interprétation

probabiliste.

3.2. Choix de la méthode

Cette partie de notre étude fait appel a des compétences microbiologiques spécifiques.
Réalisant nous méme I'étude de stabilité microbiologique, les aspects techniques ont
préalablement été étudiés afin de choisir une méthode simple et adaptée.

La technique de l'étalement en surface est moins lourde techniquement que
I'ensemencement en profondeur par le fait notamment que les géloses sont pré-coulées.
Néanmoins, pour l'exploitation des résultats, la norme ISO 7218 (ISO : Organisation
internationale de normalisation) impose un intervalle significatif d'UFC entre 10 et 300 lors
de la lecture finale des boites (99). Au regard des exigences émises par la Pharmacopée
quant ala préparation des échantillons et des spécificités de la technique (volume de 0,1 ml
d'échantillon), la méthode de 1'étalement en surface ne nous permet pas en théorie
d'obtenir au final un minimum de 10 UFC par boite. Aussi, la technique de 1'ensemencement
en profondeur est plus sensible que celle I'étalement en surface (dénombrement dans la
masse sur 1 ml de dilution pour 0,1 ml en surface). Mais ces deux méthodes sont aussi
moins sensibles que la technique de filtration sur membrane, qui est une technique bien
adaptée aux produits liquides tels que les solutés pharmaceutiques buvables ou les micro-
organismes sont a une concentration tres faible. La méthode du nombre le plus probable
(NPP) présente une fidélité et une exactitude inférieures aux autres méthodes et donne
notamment des résultats peu fiables pour le dénombrement des levures et moisissures

(36).
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Ainsi, le choix de la méthode a porté en premiére intention sur une méthode de filtration
sur membrane. Cependant cette méthode n’a pu étre finalement retenue, le produit n’ayant
pas pu étre correctement filtré du fait de sa viscosité.

La méthode du dénombrement sur plaque par ensemencement en profondeur a donc été

choisie.

3.3. Criteres de validation

Avant de réaliser I'étude de stabilité microbiologique, il est nécessaire de valider la
méthode afin de démonter que celle-ci permet de détecter une contamination
microbiologique du produit testé (100).

Les essais de validation sont effectués a l'aide d'un panel de cinq micro-organismes
représentatifs comme indicateurs : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
Bacillus subtilis pour les DGAT et Candida albicans et Aspergillus brasiliensis pour les
DMLT.

Les essais doivent montrer que l'ajout d'un inoculum < 100 UFC du micro-organisme
représentatif n'est pas inhibé par le produit ou par la méthode de neutralisation. La
préparation est délibérément contaminée avec ces micro-organismes et le dénombrement
est effectué contre un témoin sans produit également contaminé. Un autre témoin négatif,
sans produit et cette fois non contaminé, est également nécessaire pour montrer que la
méthode utilisée n’est pas source d’'une contamination bactérienne. La Pharmacopée
précise également que si le produit a examiner possede une activité antimicrobienne, celle-
ci est autant que possible éliminée ou neutralisée. Nous n'avons pas connaissance d'une
telle activité de la nicardipine. Il conviendra donc de vérifier que celle-ci n'empéche pas la
pousse des bactéries. De méme, il existe des conservateurs dans la composition des
véhicules faisant partie des substances potentiellement interférentes citées par la
Pharmacopée.

La méthode doit au final permettre d'obtenir un nombre significatif d'UFC pour
l'interprétation : entre 10 et 250 pour les DGAT et 10 et 50 pour les DMLT. Une série de
dilution du produit sera réalisée de maniere a déterminer quelle est la dilution qui permet
d'obtenir un nombre exploitable d'UFC (figure 16). La dilution choisie sera alors celle

appliquée lors de I'étude de stabilité.
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Figure 16 : Principe des dilutions pour le dénombrement en milieu solide (ISO 7218)

3.4. Matériel

Les différents matériels, réactifs et souches de référence utilisés pour 1'étude de stabilité
microbiologique sont les suivants :
- Bouillon tryptone sel, 100 ml, réf: AEB611496, lot : 532713, Biomérieux
- Bouillon Mac Conkey, 100 ml, réf: 42622, lot : 1004700080, Biomérieux
- Bouillon trypcase soja, tube de 9 ml, réf: 42100, lot : 1004699840, Biomérieux
- Gélose sabouraud, réf: AEB122208, lot : 1140020, Biomérieux
- Gélose sabouraud chloramphénicol, réf : AEB122350, lot : 1143420, Biomérieux
- Gélose trypto caséine soja, réf: AEB122858, lot : 533402, Biomérieux
- Gélose Mac Conkey, réf: 43141, lot: 1004736710, Biomérieux
- Pointes stériles 200 pl pour micropipette epTIPS, réf: 0030075021, Eppendorf
- Pipette stérile 10 ml cotonnée, réf: 357551, Falcon
- Micropipettes a volume réglable (déplacement positif), Eppendorf
- Boite de Pétri stérile 14,2 mm x 90 mm, réf : BP93B-102, Corning-Gosselin
- Eprouvettes graduées 60 ml et 500 ml
- Eau versable stérile Versol® 1000 ml, réf : 600018, Aguettant
- Nicardipine chlorhydrate, 10 g, réf: 5427-10, lot: 43 00A/01/12 Inresa Pharma
- Flacon verre brun 60 ml, réf: 2506511, lot : L20, Cooper
- Balance de précision, Sartorius® (précision 0,00001 g)

- Agitateur magnétique Top-Mix Bioblock®
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- Pastilles BioRéférence, souche Staphylococcus aureus (ATCC 6538) , 45216 UFC / pastille, lot :
3100111-A1527-3049, AES

- Pastilles BioRéférence, souche Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), 3382 UFC / pastille, lot :
3070101-A1525-3081, Oxoid

- Pastilles BioRéférence, souche Bacilus subtilis (ATCC 6633) : 2361 UFC / pastille, lot: 3020101-
A1527-3069, Oxoid

- Pastilles BioRéférence, souche Candida albicans (ATCC 10231) : 15137 UFC / pastille, lot :
3030101-A1426-2860, Oxoid

- Pastilles BioRéférence, souche Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) : 6793 UFC / pastille, lot
3010101-A1426-3956, Oxoid

- Pastilles BioRéférence, souche Escherichia coli (ATCC 8739) : 874 UFC / pastille, lot : 1050102-
A1527-3119, AES

4. Plan expérimental

4.1. Validation de la méthode de dosage

4.1.1. Définitions

o Stratégie du profil d'exactitude :

Le but de la validation d'une méthode est de démontrer que celle ci est adaptée a
I'usage pour lequel elle est prévue. Dans le cas d'une méthode de dosage, il s'agit d'évaluer
les performances de la méthode dans les conditions attendues d'utilisation et de vérifier sur
labase de ces performances son aptitude a quantifier a I'avenir chaque échantillon inconnu
qu'elle aura a doser (101). L’approche classique consiste a valider la méthode de dosage
selon des criteres de performance définis a I'avance et en se basant sur des criteres
d'acceptation qui considerent de maniere dissociée le biais (justesse, qui donne des
indications sur les erreurs systématiques) et la variance (fidélité, qui donne des indications
sur les erreurs aléatoires) (102).

Dans I'étude présente, nous avons opté pour la validation selon une stratégie différente,
basée sur les recommandations de la SFSTP (Société Francaise des Sciences et Techniques
Pharmaceutiques), qui permet, apres le calcul des différents parametres de validation, de
définir le profil d’exactitude de la méthode analytique développée (101). Cette stratégie est
basée sur l'intervalle de tolérance d’espérance (3 de l'erreur totale d’'une mesure. Cette

erreur prend en compte a la fois la justesse et la fidélité. Elle permet de contrdler le risque
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d'acceptation d'une méthode non adéquate au moyen du profil d'exactitude qui est un outil
de décision visuel et graphique permettant de prévoir avec quelle garantie une proportion
donnée des résultats futurs seront compris dans des limites d’acceptabilité fixées a priori.
Cet outil de décision tres utile pour accepter ou rejeter une méthode selon son usage prévu
en routine a par ailleurs, 'avantage de pouvoir étudier simultanément plusieurs fonctions

de réponse et de choisir le modele de régression le plus approprié pour la calibration.

Nous avons construit le profil d'exactitude a partir de la Norme Afnor NF V03-110:2010 :
Protocole de caractérisation en vue de la validation d 'une méthode d'analyse quantitative par
construction du profil d'exactitude. Les différents calculs ont été effectués a l'aide d'une

application développée sous Excel®.

D’un point de vue pratique, cette stratégie de validation peut se résumer en différentes
étapes :

o définir les objectifs de validation. Il faut en premier lieu définir des limites
d’acceptabilité A qui doivent étre choisies en considérant 'usage attendu de la méthode.
Cette limite est classiquement de 5% pour le dosage d'une substance active dans un
produit fini (103);

e définir un plan d’expérience de validation et d’étalonnage. Le plan d’expérience de
validation doit étre choisi de maniére a se situer en situation de fidélité intermédiaire,
en effectuant les mesures par séries en tenant compte de diverses sources d’incertitude;

e ajustement d’'un modele de régression a partir des standards de calibration;

e calcul des concentrations des standards de validation a partir du modele sélectionné;

e détermination du biais moyen a chaque niveau de concentration;

e calcul des limites de tolérance bilatérales pour les résultats attendus au niveau 8 a

chaque niveau de concentration en considérant le biais et I'écart-type de fidélité

intermédiaire;

« établissement du profil d’exactitude, représentant comme fonction de la concentration,

le biais moyen, l'intervalle de tolérance des valeurs attendues au niveau f3 et les limites

d’acceptation;

La méthode pourra étre considérée comme valide pour l'intervalle de dosage ou le profil

d'exactitude est inclus dans les limites d'acceptation fixées a priori. Cette approche garantit
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que seules 5% des futures mesures d'échantillons inconnus seront en dehors de ces limites

(si B = 95%).

o Criteres de validation :

Les criteres de validation sont ceux couramment utilisés dans les procédures
analytiques de séparation et repris dans le document Q2A de la Conférence Internationale
sur 'Harmonisation (104). Il s'agit de la spécificité, la fonction de réponse, la justesse, la

fidélité, I'exactitude, la linéarité, des limites de détection et de quantification.

» Spécificité :

Une méthode est dite spécifique lorsqu’elle permet de garantir que le signal mesuré
provient uniquement de la substance a analyser et non d’autres composants
potentiellement présents (105).

Dans le cadre d’'une méthode de dosage, toutes les méthodes ne sont pas spécifiques.
Ainsi, concernant les méthodes séparatives, 1a notion de spécificité ou de sélectivité dépend
du mode de détection (106). La majorité des études de stabilité des préparations
pharmaceutiques se font a l'aide d'un détecteur UV-visible. Ce type de détection, bien que
largement adapté a ce genre d'études, présente une faible spécificité et son couplage avec
une technique séparative (HPLC) devra lors de la validation de la méthode permettre une
séparation des produits de dégradation du principe actif, des excipients, et des impuretés.
La capacité indicatrice de stabilité de la méthode est alors évaluée par une dégradation
forcée du principe actif.

L'analyste devra étre d'autant plus vigilant lorsque la formulation présente de
nombreux excipients susceptibles d'absorber a la longueur d'onde choisie ou lorsque les
produits de dégradation possedent une structure similaire a celle du principe actif pouvant
alors étre élués en méme temps.

Ces conditions sont retrouvées dans notre étude comme nous l'avons vu
précédemment.

Aussi, I'utilisation d'un spectromeétre de masse en tandem permet d'accéder ala notion
de pureté des pics et offre par son mode de fonctionnement une spécificité tres importante.
Cependant, cette approche requiert pour chaque analyte la sélection des ions précurseurs et
produits, et I'optimisation de I'énergie de collision. Cela prend non seulement du temps lors
du développement d'une méthode, mais nécessite d'avoir des composés de référence des

analytes non ciblés tels que les produits de dégradation.
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Comme proposé en amont, la nicardipine présente de nombreux produits de
dégradation présentant une structure souvent tres proche. Nombreux de ces produits ne
sont pas disponibles dans le commerce, mais aucun ne semble présenter une toxicité ou une

activité pharmacologique.

Bien qu'assurée par le mode de détection, la spécificité de la méthode de dosage a été

renforcée par différents essais :

= Effet matrice : Pour vérifier que les excipients de la forme liquide n’interferent pas
dans le dosage, il faut prouver que la droite de régression obtenue avec le principe actif seul
et celle obtenue en présence des excipients sont similaires. Pour réaliser ce test, nous avons
effectué une comparaison des pentes obtenues avec des gammes de principe actif seul
(pente b1 de variance S?b1) et celles obtenues avec des gammes reconstituées (pente b2 de

variance $?b2). Un test de Student est réalisé :

. | b1-b2 |
 JS1+5%2

Les pentes ne seront pas significativement différentes au risque o de 5%, si la valeur
obtenue « t » est inférieure a t(a ; n1+n2-4 ddl).
Sile résultat obtenu montre une différence significative, cela traduit un effet matrice, ce qui

oblige a revoir la procédure de dosage.

Nous avons également effectué une comparaison des ordonnées a l'origine obtenues
avec les gammes de principe actif seul (pente al de variance S?a1l) et celles obtenues avec
les gammes reconstituées (pente a2 de variance S?a2), un test de Student sera également

effectué :

‘al-a2|
t=

VSl +S%2

Si le résultat obtenu montre une différence significative, cela traduit une erreur
systématique.
Les gammes sans matrices ont été préparées avec un mélange MeOH/H»0 a la place

des excipients.
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Nous avons également effectué une analyse par HPLC-MS/MS de tous les excipients utilisés
sans principe actif et dilués de facon équivalente aux préparations futures, afin d'évaluer

une éventuelle interférence chromatographique.

= Dégradation forcée : La quantification d'analytes non connus étant impossible en

spectrométrie de masse en mode MRM, les produits de dégradation potentiels de la
nicardipine décrits dans la littérature ont été répertoriés. Afin de retrouver ces produits
nous avons réalisé une dégradation forcée de la molécule en s'inspirant des

recommandations du guide de la SFPC: (106) (Tableau 5)

Tableau 5 : Protocole pour la dégradation forcée

1 ml de solution de nicardipine 10 ug/ml+ 1 mIHCL 1N 1h/80°C 1 mlINaOH 1IN + 1 ml MeOH/H,0
—

1 ml MeOH/H,0 + 1 ml HCL IN 1 ml NaOH 1N + 1 ml MeOH/H,0 Analyse
DEGRADATION ACIDE

1 ml nicardipine & 2,5 pug/ml non dégradée
2 ml MeOH/H,0 + 1 ml HCL 1N + 1 mlI NaOH 1N

h 4

Témoins

1 ml de solution de nicardipine 10 pg/ml+1 mINaOH 1IN | 1h/80°C 1 mlIHCL 1N+ 1 ml MeOH/H,0

1 ml MeOH/H,0 + 1 ml NaOH 1N 1 mIHCL IN + 1 ml MeOH/H,0 Analyse

DEGRADATION BASIQUE

1 ml nicardipine a 2,5 pug/ml non dégradée
2 ml MeOH/H,0 + 1 ml HCL 1N + 1 mI NaOH 1N

v

Témoins

DEGRADATION OXYDATIVE

1 ml d'une solution & 1 mg/ml + 9 ml eau oxygénée a 6%

_’ Solutions laissées en contact 3 h ¢ 100°C Analyse

1 ml MeOH/H,0 + 9 ml eau oxygénée & 6%

10 ml nicardipine & 100 ug/ml non dégradée

-

Témoins —
1 ml MeOH/H,0 + 9 ml eau oxygénée & 6%

1 ml de solution de nicardipine 10 ug/ml

_’ Dépot a 10 cm d'une lampe UVB pendant 6 h Analyse
(Transiluminateur TFX-20.MC, Vilbert Lourmat) 3

1 ml MeOH/H,0

PHOTODEGRADATION

1 ml nicardipine a 10 pg/ml non dégradée
1 ml MeOH/H,0

w

Temains

Les solutions ainsi dégradées ont été ensuite analysées en mode full scan : ce mode
d'acquisition disponible surl'appareil permet d’obtenir un signal par un balayage continu et
répété d'une gamme de masse spécifique (intervalle m/z fixé de 50 a 600). Ici, seul le
premier quadripoéle (Q1) fonctionne et permet d'observer la totalité des ions formés

appartenant a cette gamme de rapport m/z (figure 17) .

Q4 a2 Q3
e —1L
L ] 'f
o -
I
[ ’ *
o / .
balayage de m/z Rf Rf
« full scan »

Figure 17 : Mode d’acquisition Full Scan
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Les solutions dégradées ont été comparées a des blancs de solvants dégradés (dans les
mémes conditions) et non dégradés ainsi qu'a des échantillons de nicardipine non dégradés.
On obtient alors des TIC (Total lon Chromatogram) qui représentent tous les ions détectés
dans l'intervalle de m/z fixé, soit 50 a 600. Dans chaque cas le signal correspond a I'ion
[M+H]*. Les signaux ont ensuite été comparés et les produits de dégradation recherchés a
partir de leur rapport m/z théorique. Les produits de dégradation retrouvés ont ensuite été
optimisés a partir des échantillons dégradés par infusion directe dans la masse afin de

déterminer leur transitions MRM.

Ainsi cet essai a pour objectif d'identifier les principaux produits de dégradation et de
déterminer leurs transitions MRM pour pouvoir suivre leur apparition au cours de I'étude
de stabilité. La spécificité de la méthode est alors renforcée par le suivi de chaque transition

spécifique a la masse moléculaire de chaque produit de dégradation.

e Fonction de réponse :

La fonction de réponse d'une procédure d'analyse traduit, a I'intérieur du domaine de
dosage, la relation existant entre la réponse (le signal) et la concentration en substance a
examiner dans I'échantillon. Cette relation s'exprime au travers d'une relation
mathématique définie (ex : fonction linéaire, quadratique,...). La fonction de réponse sera
testée sur cing niveaux de concentration (zéro non compris) placés a intervalle régulier sur
toute la gamme de concentration étudiée (105). La stratégie de validation mise en place
nous a permis d'analyser plusieurs modeles de régression et de choisir celui qui étaitle plus

approprié.

¢ Justesse :

La justesse fournit une indication sur les erreurs systématiques de la procédure
analytique (105). Elle exprime 1'étroitesse de 1'accord entre la valeur qui est acceptée
comme une valeur vraie ou théorique et la valeur calculée obtenue en appliquant la
procédure d'analyse un certain nombre de fois. La justesse est calculée a partir des
standards de validation sur trois niveaux de concentration. La justesse est exprimée en
terme de biais absolu (ng/ml), de biais relatif (%) ou de taux de recouvrement (%) pour
chaque niveau de concentration des standards de validation. Pour étre acceptable, le

recouvrement doit étre compris entre 98 et 102% sauf a la limite de quantification ou il est
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accepté entre 90 et 110% de recouvrement. Le biais relatif acceptable doit étre inférieur a

2% (101).

« Fidélité :

La fidélité fournit une indication sur les erreurs liées au hasard (erreurs aléatoires). Elle
exprime |'étroitesse de 'accord définie en terme de coefficient de variation entre une série
de mesures provenant de multiples prises d’'un méme échantillon homogene dans des
conditions définies. Elle est évaluée a partir des standards de validation utilisés pour la
détermination de la justesse. Elle comprend la mesure de la fidélité intra-jour ou inter-série,
aussi appelée répétabilité, et la mesure de la fidélité intermédiaire et s'exprime par le

coefficient de variation (CV).

« Exactitude :

L'exactitude exprime 1'étroitesse de l'accord entre le résultat d'essai et la valeur de
référence acceptée comme telle ("valeur vraie"). L'exactitude prend en compte l'erreur
totale, c'est a dire I'erreur systématique et 1'erreur aléatoire liées au résultat. Il s'agit donc
de l'expression de la somme de la justesse et de la fidélité. Elle est exprimée a partir du

profil d'exactitude. Les limites d'acceptabilités (A) ont été fixées a +5%.

e Linéarité :
Lalinéarité d’'une méthode d’analyse est sa capacité, al'intérieur du domaine de dosage,
de fournir des concentrations calculées directement proportionnelles a la concentration

théorique en analyte.

 Limite de détection :

La limite de détection (LD) d’'une méthode analytique est la plus petite concentration
d'une substance pouvant étre détectée et considérée comme différente de la valeur du
blanc, mais non quantifiée comme une valeur exacte, dans les conditions expérimentales
décrites dans la méthode. La LD a été estimée en utilisant 'ordonnée a I'origine moyenne du

modele de calibration et I'écart-type résiduel de la régression.

 Limite de quantification :

La limite de quantification (LQ) correspond a la plus petite concentration d'une

substance qui peut étre dosée, dans les conditions expérimentales décrites dans la méthode,
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avec une exactitude définie. La définition peut également étre appliquée pour la limite
supérieure de quantification qui est la plus grande quantité de I'analyte dans 1'échantillon
pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales décrites, avec une exactitude
définies. La LQ a été obtenue en calculant la plus petite concentration en dessous de laquelle

les limites d’exactitude ou les limites de tolérance sont en dehors des limites d’acceptation.

e Profil de risque :

Le profil de risque exprime par niveau de concentration investigué, la probabilité pour
que le résultat d’'une mesure effectuée en analyse de routine puisse tomber en dehors des
limites d’acceptation, en considérant le biais estimé ainsi que les parameétres de précision
obtenus en phase de validation. Il permet de contrdler le risque al’aide de critéres adéquats
obtenus en validation (erreur systématique et erreur aléatoire). Il exprime la proportion
des mesures qui sont susceptibles d’étre en dehors des limites d’acceptation si toutes les
conditions demeurent équivalentes, par exemple aucun changement n’apparait dans la

procédure analytique.

4.1.2. Plan expérimental

o Effet matrice : Le plan de validation est formé de 3 séries (jours) avec des gammes (avec
et sans matrice) a 5 niveaux de concentration et 2 répétitions par jour et par niveau, ce qui
fait un total 60 essais. Les résultats sont exprimés en rapport des deux signaux (analyte et
étalon interne). Les gammes avec matrices sont préparées a partir de flacons dosés a 2
mg/ml et fabriqués selon le protocole de formulation établi. Les manipulations suivantes
(dilutions) sont les mémes que celles décrites dans la partie 3.6.

o Dégradation forcée : Les essais ont été conduits sur 2 jours sur des échantillons

dégradés et non dégradés.

o Validation du dosage de la nicardipine : La validation du dosage a été réalisée sur un

total de 6 jours. Les mesures sont exprimées en unités de rapport de surface des deux pics
(analyte et étalon interne).

* Choix du domaine et des limites d’acceptabilité : Le domaine de validation va de 85a 115
ng/ml. Les limites d’acceptabilité sont fixées + 5 % autour de la valeur cible et la probabilité
de tolérance {3 est égale a 95 %.

* Plan d’étalonnage : 11 comporte 6 séries (jours), 5 niveaux de concentration, et 1

répétition par jour et par niveau, soit un total de 30 essais.
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= Plan de validation : 1l est formé de 6 séries (jours) avec 3 niveaux de concentration et 6
répétitions pour le premier jour par niveau et 2 répétitions pour les 5 jours suivant par

niveau de concentration, soit un total de 48 essais.

4.2. Validation des méthodes pour [|'étude de stabilité
microbiologique
Conformément aux chapitres 2.6.12 et 2.6.13 de la Pharmacopée européenne, les
suspensions meres étaient préparées a partir d'un échantillon d'au moins 1 ml de produit.
Le temps qui s'écoulait entre la fin de la préparation des échantillons et le moment ou
I'inoculum entrait en contact avec le milieu de culture ne devait pas dépasser 45 minutes.
Les manipulations ont été réalisées sous un poste de sécurité microbiologique (PSM) afin de

limiter les contaminations et I'apparition de faux positifs.

o Validation de 1'essai de dénombrement microbien ( DGAT / DMLT):

L'essai a porté sur le produit pur (2 mg/ml) et sur le produit dilué au1/10¢etau 1/100¢
dans du tryptone-sel.
Deux tubes témoins sans produit ont été préparés avec le méme volume final. Des
suspensions microbiennes ont été préparées al'aide de pastilles calibrées et lyophilisées de
micro-organismes de référence. Ces derniéres étaient donc diluées dans du Tryptone-sel de
maniere a avoir des suspensions microbiennes concentrées a 1 UFC/pl.
Les échantillons préalablement préparés étaient ensuite contaminés avec les suspensions
microbiennes par un volume de 100 pl afin d'obtenir un inoculum de 100 UFC. Un seul des
deux témoins sans produit était contaminé. Un volume de 1 ml de chaque échantillon a
ensuite été prélevé et déposé au fond d’'une boite de Pétri dans laquelle était coulée une
gélose (trypticase-soja pour les DGAT et sabouraud pour les DMLT).
Deux boites de Pétri pour chaque micro-organisme et pour chaque niveau de dilution
étaient réalisées.
Les géloses trypticase-soja étaient incubées 3 jours a 35°C et les milieux de sabouraud 5
jours a 20-25°C. La moyenne des deux résultats était effectuée a chaque fois. L’essai de
fertilité (permettant de s’assurer qu’un des produits présent dans la formulation n’inhibait
pas la pousse des germes) était satisfait si le nombre moyen obtenu pour chaque micro-
organisme de référence ne différait pas de plus d'un facteur 2 de la valeur obtenue sur le
témoin contaminé sans produit. L'absence de colonies sur les géloses réalisées a partir du

témoin sans produit et non contaminé doit permettre de valider la technique employée. La
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dilution retenue pour l'étude de stabilité était celle qui présentait un nombre exploitable

d'UFC. Le procédé de validation est illustré sur la figure 18.

Validation de I'essai de dénombrement microbien (2.6.12)

Préparation de suspension microbienne

Staphylococcus aureus (ATCC 6538): 45 216 UFC/ pastille
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027): 3 382 UFC/ pastille
Bacilus subtilis (ATCC 6633) : 2361 UFC / pastille

Candida albicans (ATCC 10231) : 15137 UFC/ pastille
Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404): 6793 UFC / pastille

Préparation de suspension microbhienne
dans du tryptone sel 3 1 UFC / ul

20000

Préparation des échantillons

(D . .
Contamination par 100 pl (=100 UFC) de la

I suspension microbienne
\
-Recherche de la dilution la

plus adaptée

-Témoin positif : essai de
fertilité + validation du
dénombrement

-Témoin négatif : Validation
de |a technique + validation
de la détéction

Produit pur Produit: dilué Produit dilué Témoin positif  Témoin Négatif —
(v=10ml) aul/10&8me  aul1/100éme
(v=10ml) (v=10ml)

Ensemencement en profondeur

V =1 ml d'échantillon . . Milieu TCS :
x 2 / microorganisme 30-35°C/ 3-5 jours

@ > > Incubation

[}

Milieu de sabouraud :
20-25°C/ 5-7 jours

/|

recouvrement

Géloses liquéfiées
maintenues en surfusion

Figure 18 : Procédé de validation de 1'essai de dénombrement microbien

o Validation de la recherche de micro-organismes spécifiés (E. coli) :

Comme pour les DGAT et DMLT, le produit et un témoin ont été contaminés a l'aide
d'une suspension microbienne fabriquée a partir d'une pastille calibrée d'E. coli et
concentrée a 100 UFC/ml. Les échantillons étaient contaminés de maniere a obtenir un
inoculum de 100 UFC. Le produit était dilué au 1/10éme dans du tryptone-sel. Un témoin
négatif sans produit et non contaminé a également été préparé. Les échantillons ainsi

préparés ont été pré-incubés pendant 24h a 35°C.
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= Sélection et subculture : 1 ml de chaque échantillon était transféré dans 100 ml de
milieu liquide de MacConkey et incubé a 42°C pendant 24h-48h.

* Culture : La culture était réalisée en repiquant 0,2 ml des milieux liquides sur des
milieux gélosés de MacConkey. Les géloses étaient incubées a 35°C pendant 18-72h.

Deux géloses pour chaque échantillon étaient préparées.

La recherche d’Escherichia coli est une recherche qualitative. Aussi, la technique était
validée quand les géloses présentaient des colonies caractéristiques (colonies rouges) et
qu'il y avait une absence de colonies sur le témoin négatif. L'essai de fertilité était satisfait
quand le nombre moyen de colonies obtenues avec le produit ne différait pas de plus d'un
facteur 2 de la valeur obtenue sur le témoin contaminé sans produit. La validation s'est

déroulée sur 3 jours. Le procédé de validation est illustré sur la figure 19.

Validation de la recherche de microorganisme spécifiés : E.Coli (2.6.13)

Préparation de suspension microbienne

Préparation de suspension  microbienne Escherichia coli (ATCC 8739) : 874 UFC / pastille
dans du tryptone sel @ 100 UFC/ ml

Préparation des échantillons

Contamination par 1 ml \
(=100 UFC) de Ia |

suspension microbienne

. Mélange et incubation a 30-35°C pendant 24h

Produit
dilué au
1/10éme

Témoin positif ~ Témoin négatif

Sélection et subculture

@ ——3 Incubation a 42-44°C pendant 24-48h

Milieu liquide de MacConkey

Culture

repiquer =0,2 ml en surface

—3 Incubation a 30-35°C pendant 18-72h

Milieu gélosé de MacConkey

Figure 19 : Procédé de validation de la recherche d'E. coli
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4.3. Etude de stabilité

Une préparation pharmaceutique est considérée comme stable lorsqu'en un laps de
temps déterminé ses propriétés essentielles ne changent pas ou changent au plus dans des
proportions tolérables (106). En effet, selon I'ICH, la stabilité d’'une préparation est
I'aptitude « a conserver ses propriétés chimiques, physiques, microbiologiques et

biopharmaceutiques dans des limites spécifiées pendant toute sa durée de validité » (102).

e Profil général de I'étude :

L’'objectif de l'’étude est de démontrer une stabilité physico-chimique et
microbiologique de la formulation orale de nicardipine dosée selon les conditions de
préparation établies.

Il a été décidé de tester deux conditions de conservation : conservation au réfrigérateur
(4°C £ 3°C) et a température ambiante (25°C £ 2°C.). Dans les deux cas, tous les lots étaient
préparés a l'abri de la lumiere.

La stabilité physico-chimique et microbiologique de la formulation a été évaluée avant et
apres ouverture afin de refléter les conditions futures réelles d'utilisation. Un essai
d'uniformité de teneur en principe actif a également été réalisé.

Au total 6 lots de 10 flacons ont été engagés dans I'étude de stabilité.

Le profil général de I'étude est représenté dans la figure 21.

4.3.1. Etude de stabilité chimique

L'étude de stabilité chimique a évalué la conservation de l'intégrité chimique et de la
teneur du principe actif qui doit étre maintenu au cours du temps.
La majeure partie des études de stabilité utilise une limite de +10% en teneur de principe
actif (90-110 % de la teneur initiale). Il est reconnu que cette limite classique de 10% peut
étre inappropriée pour certaines préparations et d'autres parametres doivent étre pris en
considération tels que la toxicité des produits de dégradation, ou l'index thérapeutique du
principe actif. Ici, cette valeur semble appropriée étant donné que la nicardipine n'est pas
un principe actif a marge thérapeutique étroite et que ses principaux produits de
dégradation sont connus et non-toxiques.
Trois lots de dix flacons ont été fabriqués pour cette partie.

L’étude de stabilité chimique a été réalisée a 9 temps différents.
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Les flacons dosés a JO (valeur de référence) ont ensuite été conservés a 25°C et a 4°C et
dosés a]l,]2,]7,]15,]30,]60 et ]90. Des flacons non ouverts ont été placés a 25°C et a 4°C
puis dosés a J60 et ]83 (tableau 6).

Dans tous les cas, trois flacons de trois lots différents sont dosés chacun trois fois.

Afin de s’affranchir des variabilités liées a l'instrumentation et pour étre certain de la
spécificité du dosage, les flacons sont dosés a chaque temps de prélevement par rapport a
une gamme de calibration en cinq points et trois points de contrdle, préparés
extemporanément le jour du dosage. Les échantillons étaient dilués afin que les
concentrations soient équivalentes au milieu de la gamme (soit 100 ng/ml) selon le méme
protocole que les standards de calibration et de validation. Un étalonnage interne a été

réalisé pour chaque échantillon.

Tableau 6 : Plan expérimental de I’étude de stabilité chimique

JO J1 J2 J7 | J15 | J30 | J60 | 183 | 190

Stabilité aprés ouverture

Flacon 1 - Lot 1 (x3); Flacon 1 - Lot 2 (x3); Flacon 1 - Lot 3 (x3) X X X X X X X X

Stabilité avant ouverture (J60)

o
25% Flacon 3 - Lot 1 (x3); Flacon 3 - Lot 2 (x3); Flacon 3 - Lot 3 (x3) X

Stabilité avant ouverture (183)
Flacon 5 - Lot 1 (x3); Flacon 5 - Lot 2 (x3); Flacon 5 - Lot 3 (x3) X

Stabilité aprés ouverture

Flacon 2 - Lot 1 (x3); Flacon 2 - Lot 2 (x3); Flacon 2 - Lot 3 (x3) X X X X X X X X

4°C Stabilité avant ouverture (160)
Flacon 4 - Lot 1 (x3); Flacon 4 - Lot 2 (x3); Flacon 4 - Lot 3 (x3) X

Stabilité avant ouverture (183)
Flacon 6 - Lot 1 (x3); Flacon 6 - Lot 2 (x3); Flacon 6 - Lot 3 (x3) X

4.3.2. Etude de stabilité physique

L'étude de stabilité physique a évalué les propriétés physiques initiales, a savoir les
caracteres organoleptiques (couleur, odeur, aspect), le pH, la viscosité, la densité et
I'osmolalité. Les échantillons utilisés sont ceux employés pour I’étude de stabilité chimique

(Tableau 7).
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Tableau 7 : Plan expérimental de I’étude de stabilité physique

—
o

J1 J2

—
~N
—
=
wn
—
w
o
-
2]
o

—
o
o

pH
Flacon 7 - Lot 1 (x1); Flacon 7 - Lot 2 (x1); Flacon 7 - Lot 3 (x1)

Viscosité
Flacon 7 - Lot 1 (x1); Flacon 7 - Lot 2 (x1); Flacon 7 - Lot 3 (x1)

25°c
Osmolalité
Flacon 9 - Lot 1 (x1); Flacon 9 - Lot 2 (x1); Flacon 9 - Lot 3 (x1)

Densité
Flacon 9 - Lot 1 (x1); Flacon 9 - Lot 2 (x1); Flacon 9 - Lot 3 (x1)

pH
Flacon 8 - Lot 1 (x1); Flacon 8 - Lot 2 (x1); Flacon 8 - Lot 3 (x1)

Viscosité
Flacon 8 - Lot 1 (x1); Flacon 8 - Lot 2 (x1); Flacon 8 - Lot 3 (x1)

4°C
Osmolalité
Flacon 10 - Lot 1 (x1); Flacon 10 - Lot 2 (x1); Flacon 10 - Lot 3 (x1)

Densité
Flacon 10 - Lot 1 (x1); Flacon 10 - Lot 2 (x1); Flacon 10 - Lot 3 (x1)

X X | X [ X | X X | X |X
x

X X | X [ X | X X | X |X

X X | X [ X | X X | X |[X

X X | X | X | X X | X [X

X X | X | X | X X | X [X

X X | X | X | X X | X [X

O Caracteres organoleptiques :

Les caracteres organoleptiques d’'une solution ou d'une suspension sont des
caractéristiques évaluées par les organes des sens : couleur, aspect, odeur, gofit... (107).
Une préparation pharmaceutique sous forme de solution doit garder tout au long de sa
conservation ses caracteres organoleptiques, notamment une couleur et un aspect constant.
Un changement de couleur peut signifier un changement de composition (106).
L’appréciation de la couleur et de I'aspect de la formulation a consisté a faire un contréle
visuel par rapport a un témoin. La présence d'un éventuel sédiment ou de particules a
également été surveillée a l'ceil nu. La préparation développée étant atoxique, un controle
de I'odeur de la formulation a aussi été réalisé.

Les controles de ces caracteres organoleptiques ont été réalisésa]1,]2,]7,]15,]30,]60

et J90.

o Etude du pH :

Le pH de la formulation est une donnée importante qui peut influer sur la conservation
etla dégradation ou non du principe actif. Lors de la conservation, plusieurs causes peuvent
induire une modification de pH : une dégradation du principe actif lui-méme, une
dégradation d’un excipient, une interaction contenant/contenu... Ainsi, toute modification
du pH marquera une modification de la formulation initiale préparée. En outre, comme vu
précédemment, la nicardipine est plus stable en milieu acide (86). Sa solubilité est

également améliorée en milieu acide (75).
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La détermination du pH se fait par mesure de la différence de potentiel entre deux
électrodes plongeant dans la solution a examiner. Pour pouvoir obtenir une mesure exacte,
il est nécessaire de calibrer régulierement le pH-metre a I'aide de solutions tampons. La
mesure du pH a été effectuée avec un le pH-metre WTW Inolab® pH Level 2P du laboratoire
de pharmacocinétique du CHU de Rouen. Les mesures ont été réalisées a 0, J1,]2,]7,]15,
J30,]J60 et]90. A chaque temps et pour les deux températures de conservation, trois flacons
de trois lots différents étaient controlés (6 mesures par temps). Le résultat est donné avec

une précision de + 0,001 unités de pH.

o Etude de la viscosité :

La viscosité peut se définir comme les forces de frottement qui s’opposent a
I’écoulement des couches de liquide les unes par rapport aux autres. Chaque forme liquide
aura une viscosité plus ou moins importante. Cette viscosité est directement reliée a la
température. Durant la conservation, la viscosité peut évoluer soit en donnant des produits
plus fluides soit au contraire plus visqueux. La modification de ce parametre au cours de
|'étude peut étre le témoin d'une instabilité de la formulation (106).

La mesure de la viscosité a été effectuée avec un viscosimetre DV-I (Brookfield®). Il s'agit
d'un viscosimetre rotationnel qui mesure le couple nécessaire pour faire tourner une tige en
immersion dans un fluide. Ne disposant pas des équipements matériels, ce contrdle a été
sous traité au laboratoire d'hématologie du CHU de Rouen qui utilise cet équipement pour
évaluer la viscosité sanguine et plasmatique. Les mesures ont été réalisées a]0,]7,]J15,]30,
J60 et J90 pour chaque température de conservation et sur trois flacons de trois lots

différents.

o Etude de la densité :

La densité d'une substance est le rapport entre la masse d'un volume donné de cette
substance et la masse de méme volume d'eau.
La mesure de la densité d'une forme liquide est un parametre de stabilité additionnel (108).
Pour cette étude, la mesure de la densité a été effectuée avec un réfractometre a main
(Master-a, Atago®) habituellement utilisé par le laboratoire de biochimie pour évaluer la
densité urinaire. Son principe de fonctionnement est le suivant : la lumiere change de
direction lorsqu'elle passe d'un milieu a un autre, elle est dite réfractée et la propriété qui
caractérise les différents milieux transparents est la réfringence, qui se traduit par une

valeur numérique, l'indice de réfraction. L'angle de réfraction de la lumiere est lié a la
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concentration des produits qu'elle traverse. Le réfractometre permet de mesurer cet angle
de réfraction. Apres calibration de I'appareil, 1a mesure de la densité s'effectue par lecture
visuelle. Ce contrdle a été sous traité au laboratoire de biochimie. Les mesures ont été
réalisées a]0,]7,]15,]30,J60 et ]90 pour chaque température de conservation et sur trois

flacons de trois lots différents.

o Etude de I'osmolalité :

Cette mesure permet de calculer le nombre de moles effectives en solution et donc la
contribution des différents solutés a la pression osmotique de la solution. L'osmolalité est
donc la quantité de particules osmotiquement actives contenues dans 1 kg de solution. Elle
s’exprime en mOsm/kg. L’estomac supporte une osmolalité jusqu’a 1000 mOsm/kg.
L’administration par voie orale de médicaments avec une osmolalité supérieure a 1000
mOsm/kg peut conduire a une constriction du pylore et causer des nausées, vomissements,
une irritation gastrique et des diarrhées osmotiques (109). L'osmolalité des sécrétions
gastro-intestinales se situe autour de 300 mOsm/kg. Pour éviter une intolérance, il est
recommandé de diluer les solutions ayant une osmolalité supérieure a 600 mOsm/kg avant
administration. Une osmolalité de 330-350 mOsm/Kg est considérée comme appropriée
pour une administration entérale en pédiatrie (109). En outre, une solution qui ne se
dégrade pas conserve une osmolalité constante. L'osmometre, modele Fiske® Micro-
osmometer model 210 (Norwood, Massachussets, USA), mesure I'abaissement du point de
congélation. En effet, a partir de ce résultat, il est possible de connaitre I'osmolalité par la

relation suivante :

em=2T 1000
186

avec em = osmolalité et AT = différence de température.

Ce controle a été sous traité au laboratoire de biochimie. Le technicien prélevait environ
200 pl de chacun des flacons. Avant chaque mesure, un témoin a 290 mOsm/kg est testé
afin de vérifier que I'osmometre fonctionne correctement. Le résultat est donné avec une
précision de + 1 mOsm/kg. Les mesures ont été réalisées a J0, J7,]15, ]30, J60 et J]90 pour

chaque température de conservation et sur trois flacons de trois lots différents.
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4.3.3. Etude de I'uniformité de teneur en principe actif

Des prélevements de formulation de nicardipine ont été réalisés a des niveaux différents
(haut, milieu et bas du flacon) sur 3 flacons avant et aprées agitation. Ces prélévements ont
ensuite été dilués et analysés par HPLC-MS/MS (figure 20). La dose de 5 mg a été retenue
pour réaliser ce test (soit 2,5 ml a prélever). Le but de cet essai est de montrer I'uniformité
de teneur de la préparation et la nécessité ou non d'agiter les flacons avant chaque

utilisation.

Prélevement de 2,5 ml( =5 mg) a la seringue de
3 ml (dispositif utilisé dans les services de soins)

Milieu : Procédure réalisée avant et aprés
% ] 3 B— . .
! agitation des flacons (18 mesures)

HPLC-MS/MS
Rq :Dilution de chaque prélévement sur le milieu de gamme
(c =100 ng/ml)

Figure 20 : Plan expérimental de I'uniformité de teneur en principe actif

4.3.4. Etude de stabilité microbiologique

Les préparations aqueuses destinées a la voie orale sont considérées comme stables
sur le plan microbiologique si le dénombrement des DGAT est inférieur a 102 UFC/ml, le
dénombrement des DMLT est inférieur a 101 UFC/ml et si elles ne contiennent pas
d’Escherichia coli.

L'étude s'est décomposée en 6 jours d'analyse : J0O, ]7,]J15, J43,]60 et ]90.
A0, trois lots de la formulation buvable de nicardipine ont été fabriqués et deux types de
conditionnement ont été préparés :

* 20 flacons de 50 ml afin de déterminer la stabilité microbiologique avant ouverture.

Dix flacons ont été placés a température ambiante et les dix autres ont été stockés en

chambre froide a 4°C.
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e 2 flacons de 250 ml pour évaluer la qualité microbiologique de la solution apres
ouverture, dans des conditions d'utilisation. Un flacon a été placé a température

ambiante et I'autre a 4°C.

A]JO0, les flacons de 250 ml ont été ouverts et 4 échantillons ont été préparés avec la dilution
la plus appropriée retenue lors de I'étape de validation : 2 échantillons (25°C et 4°C) pour le
dénombrement des DGAT et DMLT et 2 échantillons (25°C et 4°C) pour la recherche d'E.
coli.
Pour les temps de prélévements suivants, 8 échantillons étaient préparés : 4 échantillons
pour le dénombrement des DGAT et DMLT et 4 échantillons pour la recherche d'E. coli (aux
deux températures, et avant et apres ouverture). Deux boites par milieu étaient préparées
systématiquement (figure 26).
Les critéres d'acceptation sont interprétés comme suit :

- 101 UFC : nombre maximal acceptable = 20

- 102 UFC : nombre maximal acceptable = 200
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Figure 21 : Profil général de I'étude de stabilité

82



RESULTATS

1. Formulation galénique et procédé de fabrication

1.1. Choix de la concentration et du conditionnement

La posologie moyenne prescrite sur 3 ans est de 5 mg. Le recensement des
modalités d'administration des formes orales liquides dans les services de pédiatrie a
montré que le volume minimal administrable est de 0,5 ml.

Afin de couvrir la large plage des dosages prescrits, nous avons choisi une
concentration de 2 mg/ml. Les posologies étant prescrites en mg/kg, I'utilisation
d'une forme buvable oblige le personnel infirmier a effectuer un calcul pour
déterminer le volume a administrer. Une seule concentration a donc été étudiée afin
de limiter le risque d'erreur. Nous avons choisi de conditionner la forme buvable dans
des flacons de 60 ml en verre teinté afin de protéger le principe actif de la lumiere

(verre de type 11, verre sodocalcique). Le volume de chaque flacon a été fixé a 50 ml.

1.2. Excipients disponibles

L'analyse des caractéristiques physico-chimiques et de la composition des

véhicules est représentée dans le tableau 8.

La gamme Ora-Blend® SF présente une osmolalité élevée par rapport aux autres
gammes, pouvant entrainer des risques de diarrhées (109).

Le Syrspend® SF liquide est beaucoup plus visqueux que les autres véhicules. Cette
propriété peut étre intéressante pour éviter la sédimentation du principe actif dans le
cas d'une suspension. Néanmoins, la forme liquide obtenue peut étre plus difficile a
prélever.

Les 3 véhicules possedent un pH acide. Comme nous 1'avons vu précédemment, la

nicardipine est plus soluble et plus stable en milieu acide.

Certains excipients a effet notoire déclarés par 'ANSM sont présents dans la
composition des véhicules :

O Parabenzoates et leurs esters : les dérivés méthylés et propylés sont utilisés comme

conservateurs dans 1'Ora-Blend® SF; ils sont identifiés comme potentiellement

perturbateurs endocriniens, et provoquent des réactions allergiques.
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0 Acide benzoique et benzoates : le benzoate de sodium est utilisé comme conservateur

dans le Syrspend®SF liquide. Il peut étre a l'origine d'ictere nucléaire chezle nouveau-
né du fait de sa fixation a I'albumine.

O Glycérol : il est utilisé comme anti cristallisant dans 1'Ora-Blend® SF et I'Inorpha®.
Cet excipient peut étre responsable de maux de téte, et troubles digestifs.

O Sorbitol : employé comme édulcorant dans 1'Ora-Blend® SF, il est métabolisé en
fructose et galactose et représente donc une contre-indication en cas d’intolérance au

fructose. Il posséde de plus un léger effet laxatif (diarrhée osmotique).

Tableau 8 : Composition et caractéristiques physico-chimiques des différents

véhicules
Veéhicule InOrpha® OraBlend® SF Syrspend® SF liquide
Conditionnement Flacon de 1L Flacon de 473 mL Flacon de 450 mL
Qualification Excipient liquide Véhicule de suspension Véhicule de suspension
Conservation 3 mois aprés ouverture 2 mois aprés ouverture 1 an aprés ouverture
Composiion
Nombre de composants 9 16 9
Phase quuize Eau purifice Eau purifice Eau purifiee
Cellulose microcristalline,
Agents épaississants Hydroxyéthylcellulose so%?;iifén;;tmécfg:ﬁze, Amidon de mais modifié
Anticristallisation Glycérol car;g::g:an
Edulcorant Sucralose Sorbitol, sucrose Sucralose
Agent masquant I'amertume oui
Aromatisant Arome caramel Arome citron agrume Arome cerise

Acide citrique, citrate de

sodium, phosphate de Acide citrique, citrate de

Agent tampon Acide citrique, citrate de

sodium . sodium, acide malique
sodium
Agent anti mousse Simeticone Simeticone
Sorbate de potassium,
Conservateur Sorbate de potassium methylparaben, Benzoate de sodium
propylparaben
pH 42-50 40-50 40-50
Osmolalité 170 mOsm/Kg 1073 mOsm/Kg < 50 mOsmol/kg
Viscosité =100 mPa.s = 1000 mPa.s 3000 - 6000 mPa.s
Densité 1,007 1,018 - 1,058 1,016 - 1,019

1.3. Etudes de pré-formulation

Avec 1'Ora-Blend® SF, une agrégation du principe actif a été observée avec
formation de sédiments grossiers et difficilement dispersables (figure 22). Des
suspensions beaucoup plus homogenes étaient obtenues avec l'Inorpha® et le

Syrspend® SF.
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Figure 22 : Echantillons des formulations obtenues avec I'Inorpha®, Ora -Blend® SF,

Svrspend® SF liquide lors des tests de pré-formulation

Cependant, la viscosité trop importante de ce dernier ne permet pas
I’échantillonnage et la fabrication en lots. Il était également difficile a prélever. De
plus, le Syrspend® SF est insoluble dans le méthanol ce qui compliquait le processus
futur de dosage.

Comme vu précédemment, I'Inorpha® se caractérise par sa formule épurée au
maximum, sans sorbitol ni parabénes, sans sucre, contenant un tampon acide et
un agent masquant d’amertume. Pour les enfants, il existe donc un risque théorique
plus faible de réactions indésirables avec ce véhicule.

De part ces caractéristiques et au vu des résultats obtenus sur les tests de pré-
formulations, I'Inorpha® a été retenu comme véhicule pour la formulation.
Cependant, apres 24 h, I'examen des flacons a montré une sédimentation importante

du principe actif avec la formation d'un sédiment défloculé (figure 23).

Figure 23 : Sédiment observé aprés 24 heures de conservation dans I'Inorpha®
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La nicardipine est un composé de classe II BCS. Parmi les méthodes permettant
d'augmenter le solubilité des substances actives BCS 11, I'utilisation de tensioactifs est
recommandée (30). A faible concentration, ces agents de solubilisation ou agents
mouillants permettent, en diminuant la tension superficielle, un plus grand étalement
duliquide. Ils permettent également de ralentir la vitesse de sédimentation. Pour une
utilisation par voie orale, le polysorbate 80 peut étre utilisé dans une proportionde 1
a 15 % (110) dans la formulation. Plusieurs études ont utilisé cette stratégie pour
solubiliser le principe actif dans des formes orales liquides pédiatriques (111-114).
Nous avons donc choisi d'ajouter 1% de polysorbate 80 (réf: 90056-100, 100 mi,, Inresa
Pharma, Bartenheim, France) a notre formulation. Aprés homogénéisation, nous avons

obtenu une solution limpide ayant pris la couleur de la nicardipine (jaune) et ne

présentant aucune particule visible (figure 24).

Figure 24 : Formulations obtenues apreés ajout de polysorbate 80

Nous avons fait des essais sur l'ordre d'ajout des différentes matieres premieres. La

nicardipine ne se solubilise que lorsqu'elle est ajoutée sur le liquide et pas I'inverse.

Les flacons fabriqués ne présentaient pas de sédimentation apres plusieurs semaines

de stockage a température ambiante. Des tests supplémentaires ont été réaliseés :

0 Un examen des solutions au microscope optique (Leitz Diaplan 10x/18) a été effectué.

Avant 'ajout de polysorbate 80, on observe des cristaux de taille moyenne de 4 pm.
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Apres l'ajout de 1% de polysorbate aucun cristal n'était visible pour la limite de

résolution de l'appareil (0,2 um) (figure 25).

Figure 25 : Examen des formulation au microscope optique avant et apres ajout de
polysorbate (Microscope Leitz Diaplan, objectif x 40)

0 La centrigugation de 10 ml de la solution obtenue, a 3000 tours/minutes pendant 10
minutes, n'a fait apparaitre aucun changement d'aspect ni aucun sédiment ou
précipité.

O Le chauffage de la solution au bain marie pendant 15 minutes a 60°C puisa 80°Cn'a

entrainé aucun changement macroscopique de la solution.

1.4. Formulation

A partir de ces résultats, la formulation retenue a été appliquée sur des quantités

de nicardipine permettant la fabrication d'un lot de 10 flacons de 50 ml.

La poudre de nicardipine est ajoutée a une solution aqueuse de polysorbate 80
préalablement préparée dans un bécher de 200 ml. Apres quelques minutes
d'agitation a l'abri de la lumiére, 200 ml d'Inorpha® sont ajoutés. La solution est
laissée sous agitation jusqu'a dissolution compléte. Puis, elle est transférée dans une
éprouvette graduée de 500 ml. Apres agitation pour homogénéisation, la solution est
échantillonnée dans 10 flacons bruns de 60 ml a raison de 50 ml par flacon.

Le procédé de fabrication estillustré dans la figure 26. La formule retenue est précisée

dans le tableau 9.
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Ajouter la poudre a une
solution aqueuse de
polysorbate 80
préalablementpréparée
dans un bécher de 200 ml

Laisser sous agitation 3
I'abride la lumiére

Peser 1 g de nicardipine

Apres quelques minutes
d'agitation, ajouter environ
200 ml d'Inorpha’ et laisser
sous agitation jusqu'a
dissolution compléte

Transférerla solution
dans une éprouvette
== == —> {de500mlen ringant
le bécher plusieurs
foisavec de I'inorpha

Faire le gsp 500 ml et
laisserla solution
sous agitation pour
homogénéisation

Utiliser une éprouvette de 60 ml pour
I'échantillonnage : 10 x 50 ml

[ 1lot = 10 flacons de 50 ml ]

Figure 26 : Procédé de fabrication d'un lot de 10 flacons de solution buvable de

nicardipine (2 mg/ml)

Tableau 9 : Formule retenue pour la fabrication d'un lot de 10 flacons de solution

buvable de nicardipine (2 mg/ml)

Matieres premieres

Quantite

Poudre de nicardipine chlorhydrate

1 gramme

Eau versable stérile

35 grammes (35 millilitres)

Polysorbate 80

5 grammes (4,5 millilitres)

Inorpha®

Q.S.P 500 millilitres

Les solutions obtenues sont de couleur jaune et limpide. Aucune particule n'est

visible al'ceil. Les tests réalisés lors de I'étape de pré-formulation ont été réitérés. La

centrifugation et le chauffage des solutions ne laissent apparaitre aucun dép6t ou

sédiment.
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2. Validation du dosage de la nicardipine

2.1. Speécificité

= Effet matrice :

© L'injection d'échantillons de solution buvable sans principe actif et dilués de
facon équivalente a la préparation future des dosages n'a pas montré d'interférence

chromatographique au temps de rétention de la nicardipine (figure 27).

0.06
4.0
35
3.0
25

2.0

0.5

oo T
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Figure 27 : Chromatogramme des échantillons de solution buvable sans principe actif

O Le test de comparaison des variances a montreé qu'il n'y avait pas de différence
significative entre les variances des deux groupes (avec et sans matrice) (p=0,88).
Le test de Student (variances égales) a montré qu'il n'y avait pas de différence
significative entre les moyennes des pentes des deux groupes (p=0,42). Les résultats
sont présentés en annexe 3.

Il n'y a donc pas d'effet matrice : la matrice (excipient) ne modifie pas le signal en
présence du médicament a doser. On pourra donc s'affranchir de la matrice pour la
préparation des standards de calibration lors de la validation.

La comparaison des ordonnées a l'origine n'a pas montré de différence significative
(p=0,73) entre les deux groupes démontrant I'absence d'erreur systématique lors de

la préparation.
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= Dégradation forcée :

Sept produits de dégradation décrits dans la littérature ont été retrouvés suite a la

dégradation forcée de notre formulation.

O Photodégradation :

La figure 28 montre le spectre de masse de la nicardipine non dégradée (dans du

MeOH/H,0).
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Figure 28 : Spectre de masse de la nicardipine non dégradée

L'ion majoritaire obtenu correspond a l'ion [M+H]* de la nicardipine (479 + 1). Le
spectre a 502 Da correspond a I'adduit sodium [M+adduit+H]* formé en raison de la

meéthode d'ionisation (479+22+1).
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En annexe 4 figurent les spectres de masse obtenus apres infusion de solvant dégradé
etnon dégradé. Ces spectres ont servi de comparateurs pour distinguer les véritables
produits issus de la dégradation de la nicardipine.

Comme toutes les dihydropyridines, la nicardipine s'est montrée tres sensible a la
lumiere. Apres 6 heures d'exposition, 5 produits de dégradation ont pu étre identifiés.

Le spectre de masse issu de la photodégradation est représenté sur la figure 29.
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Figure 29 : Spectre de masse de la nicardipine dégradée apres 6 heures d'exposition a

la lumiere

La nicardipine a été dégradée a un taux de 73 % par rapport a la valeur initiale.
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En 1992, Bonferoni et al. avaient identifié comme principal photo-produit, un
composé de masse moléculaire de 477 Da ([M+H]*: 478). Ce dernier est formé par la
conversion de I'anneau dihydropyridine en un cycle pyridine par perte de 2 H* (figure

30).

Figure 30 : Conversion de I'anneau dihydropyridine en un cycle pyridine

Ce composé n'est retrouvé qu'en faible quantité dans notre échantillon dégradé. En
effet, Chen et al. en 2008 ont montré que ce produit intermédiaire donnait par
réduction progressive d'autres produits de dégradation. Ceux ci ont été retrouvés et
pour la plupart d'entre eux, un changement structurel commun a été observé par
I'oxydation de l'anneau dihydropyridinique. D'autres modifications, comme
I'hydrolyse des groupements esters en positions 3 et/ou 5 du noyau
dihydropyridinique et une réduction du groupement nitro au niveau du cycle

phénylique par les radicaux hydrogenes, peuvent étre suggérées.
Les produits de dégradation identifiés sont les suivants :

e Produit de dégradation 1 :

|v© m/z: 4485
Ve

e Produit de dégradation 2 :

m/z:462,6

O
0,/\\/“
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e Produit de dégradation 3 :

m/z: 450,5
e Produit de dégradation 4 :
m/z:358,5
e Produit de dégradation 5 :
H,C——NH
m/z:122,4

L'infusion directe dans la masse des échantillons dégradés a permis de déterminer les

transitions MRM de chaque produit de dégradation (tableau 10)

Tableau 10 : Transitions MRM des produits issus de la dégradation a la lumiére

Nom lon pére lon fils
Produit de dégradation 1 448,5 297
Produit de dégradation 2 462,6 91,2
Produit de dégradation 3 450,5 299,1
Produit de dégradation 4 358,56 297
Produit de dégradation 5 122,4 91,1
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o Dégradation acido-basique :

Les spectres de masse obtenus suite ala dégradation acido-basique ont montré de
nombreuses interférences, probablement dues aux solutions d'acides et de bases
utilisées.

La figure 31 illustre le spectre de masse de la nicardipine non dégradée en présence
d'HCI et de NaOH (préalablement neutralisés).

Malgré ces interférences, deux produits issus de la dégradation de la nicardipine en
milieu alcalin ont pu étre retrouvés. Ces composés étaient également retrouvés dans
la littérature. En milieu acide, aucun produit de dégradation n'a été retrouvé.

Le spectre de masse obtenu suite a la dégradation en milieu basique est représenté

sur la figure 32.
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Figure 31 : Spectre de masse de la nicardipine non dégradée en présence d'HCl et de
NaOH
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igure 32 : Spectre de masse de la nicardipine dégradée en milieu alcalin

Le groupement ester en position 3 du noyau dihydropyridine est hydrolysé en milieu

alcalin conduisant a la formation de deux produits de dégradation. La réaction

proposée est la suivante (figure 33) :

Fi

NaoH 1N
1h /80°C

; H,
NI

CH,

Produitde dégradation 6 Produitde dégradation 7
m/z: 330 m/z: 166,1

ure 33 : Réaction proposée de la dégradation en milieu basique de la nicardipine
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Les transitions MRM de ces deux produits sont les suivantes (tableau 11):

Tableau 11 : Transitions MRM des produits issus de la dégradation en milieu alcalin

Nom lon pére lon fils
Produit de dégradation 6 330 226,4
Produit de dégradation 7 166,1 91,2

© Dégradation oxydative :

Trois heures apreés mise en contacta 100°C avec de I'H202 a 6%, aucun produit de
dégradation n'a été identifié et retrouvé (figure 34). Al-Ghannam et al. avaient
retrouvé un produit issu de la dégradation oxydative présentant un poids moléculaire
de 496. Ce composé n'a pas été retrouvé dans les échantillons dégradés.
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Figure 34 : Spectre de masse obtenu aprés contact a 100°C avec de I'H202 a 6%
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Erreur relative (%)

2.2. Fonction de réponse

Cette étape constitue I'une des plus importantes du fait que la fiabilité des
résultats de validation qui seront obtenus dépend du modele de régression
sélectionné. La fonction de réponse a été évaluée au moyen de six courbes de
calibration construites a partir des standards de calibration et utilisant cinq niveaux
de concentration (annexe 5). Ensuite, plusieurs modeéles de régression ont été ajustés
en vue d’analyser la relation entre la concentration en nicardipine (ng/mL) et la
réponse analytique (ratio entre les surfaces du pic de nicardipine et celui de 1'étalon
interne) et de décider lequel est le plus approprié.

Les concentrations des standards de validation ont été calculées a partir de chaque
courbe obtenue, ce qui a permis d’obtenir pour chaque niveau de concentration le
biais relatif moyen, les limites de tolérance supérieures et inférieures des valeurs
attendues au niveau {3 et ce, en considérant I’écart-type pour la fidélité intermédiaire.
Ensuite, différents profils d’exactitude ont été construits a partir de ces données.

Apres avoir essayé trois types de régression (droite passant par l'origine, linéaire,
quadratique) et deux facteurs de pondération (non pondéré ou 1/x), un modele de
régression linéaire pondérée (1/x) a été retenu. Avec des limites d'acceptation fixées a
+5% et un niveau de risque maximal de 5%, le profil d'exactitude obtenu avec ce

modeéle de régression n'excede pas les limites d'acceptation (figure 35).
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Figure 35 : Profil d'exactitude obtenu en considérant une régression linéaire pondérée (1/X)
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En conséquence, nous avons sélectionné ce modele de régression qui d'une part,
rencontre les objectifs de la méthode et d’autre part, correspond a l'utilisation en
analyse de routine. Ce modele a été ainsi utilisé pour évaluer les différents critéres de
validation. De plus, il garantit que 95 fois sur 100 les futures mesures seront incluses
dans les limites d’acceptation. Les autres modeles de régression présentent des
résultats acceptables, ou le profil d'exactitude n'excede pas les limites d'acceptation,

mais des erreurs relatives et des biais plus importants sont observés (figure 36 et 37).
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Figure 36 : Profil d'exactitude obtenu en considérant une régression linéaire passant par

l'origine pondérée (1/X)
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Figure 37 : Profil d'exactitude obtenu en considérant une régression quadratique pondérée

(1/X)

98



2.3. Justesse

La justesse, qui fournit une indication sur les erreurs systématiques de la
procédure analytique, a été estimée au moyen des standards de validation a trois
niveaux de concentration (annexe 6). Elle est exprimée en termes de biais relatif (%).
Les biais de la méthode développée ont été trouvés acceptables puisqu'ils sont
relativement proches de zéro et que les recouvrement sont compris entre 99,7 et

100,8 % (tableau 12).

Tableau 12 : Justesse de la méthode

Niveaux de concentration . . .
(p=6) Biais absolu : ng / ml Biais relatif (%) Recouvrement (%)
p -
85 ng / ml 0,712 0,84% 100,8%
100 ng / ml 0,581 0,58% 100,6%
115 ng /ml -0,345 -0,30% 99,7%

2.4. Fidélité

La fidélité, qui fournit une indication sur les erreurs dues au hasard, a été estimée
en calculant la répétabilité et la fidélité intermédiaire a chaque niveau de
concentration utilisé en validation (annexe 6).

Les coefficients de variation de répétabilité qui refletent la fidélité intra-jour pour
chaque niveau de concentration ne dépassent pas 0,7%. Pour la fidélité intermédiaire
qui reflete la fidélité inter-jour, les coefficients de variation ne dépassent pas 0,87%.
Ces résultats démontrent une fidélité tres satisfaisante de la méthode développée

(Tableau 13).

Tableau 13 : Fidélité de la méthode

Niveaux de concentration Répétabilité Fidélité intermédiaire
(p=6) (coefficients de variation %) | (coefficients de variation %)
85 ng / ml 0,4 0,9
100 ng / ml 0,6 0,7
115 ng /ml 0,5 0,8
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2.5. Exactitude

L'exactitude de la méthode est représentée a partir du profil illustré figure 37. Au

vu des résultats présentés dans le tableau, la méthode proposée est exacte étant

donné qu'a chaque niveau de concentration, les différentes limites de tolérance des

résultats restent incluses dans les limites d'acceptation de +5% (tableau 14).

Tableau 14 : Exactitude de la méthode

Niveaux de concentration Limites de tolérance Limites de tolérance
(p=6) (enng/ ml) (en %)
85ng/ ml [83,74 ; 87,68] [-1,48 ; 3,16]
100 ng / ml [98,99 ; 102,16] [-1;2,16]
115 ng /ml [112,18; 117,12] [-2,44 ; 1,85]

2.6. Linéarité

Lalinéarité d'une procédure analytique est sa capacité a obtenir, a I'intérieur d'un

certain intervalle de dosage, des résultats (et non des signaux) directement

proportionnels a la concentration (quantité) de la substance a examiner dans

I’échantillon (104). Pour toutes les séries (jours) de validation, une droite de

régression a été ajustée sur les concentrations calculées par rapport aux

concentrations introduites en appliquant le modele de régression linéaire pour lequel

le coefficient de détermination (r?), la pente et 'ordonnée a I'origine sont présentés

dans le tableau 15.

Tableau 15 : Résultats de la linéarité de la méthode

n =2 répétitionsaufajloun=6

Intervalle de dosage 85 - 115

m = 3 niveaux de concentration Pente 0,9648
p =6 séries (jours) Ordonnée a l'origine 3,8387
N = 48 observations totales r20,9957
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La linéarité est exprimée par le coefficient de corrélation r* qui doit étre le plus
proche possible de 1. D’aprés la commission SFSTP le r* doit étre au moins supérieur a
0,9900. La linéarité de notre méthode est donc suffisante (r* = 0,9957).

Une autre approche basée sur les limites de tolérance absolues peut étre appliquée
pour vérifier la linéarité de la méthode. Pour qu'une droite de régression soit
démontrée linéaire, il faudrait que les limites de tolérance absolues soient comprises
dans les limites d’acceptation prédéfinies. Puisque les limites de tolérance absolues
telles qu'illustrées dans la figure 38 sont comprises dans les limites d’acceptation de

+5 %, la linéarité de la méthode développée est ainsi démontrée.

y =0,9648x + 3,8387
R?=0,9957
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Figure 38 : Graphique de la linéarité se rapportant a la méthode HPLC-MS/MS pour

le dosage de la nicardipine

Légendes : Laligne continue estla droite d'identité (y = x) surlaquelle les points devraient se
retrouver dans le cas d'une méthode validée. Les lignes en traits bleu correspondent au profil
d'exactitude, par exemple, les limites de tolérance exprimées en valeur absolue, et les lignes

pointillées en noir représentent les limites d'acceptation.

2.7. Limite de détection et de quantification

La LD a été estimée en utilisant I'ordonnée a l'origine moyenne du modele de
calibration et I'écart-type résiduel de la régression. En appliquant cette méthode de

calcul, la LD de la méthode vaut 1,107 ng/ml.
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La LQ a été obtenue en calculant la plus petite concentration en dessous de
laquelle les limites d’exactitude ou les limites de tolérance sont en dehors des limites
d’acceptation. Etant donné que le profil d’exactitude obtenu, en considérant le modele
de régression sélectionné, est inclus dans les limites d’acceptation, le premier niveau
de concentration (85 ng/ml) qui est le niveau le plus bas investigué correspond a la

limite de quantification.

2.8. Profil de risque

Le profil de risque exprime par niveau de concentration investigué, la probabilité
pour que le résultat d’'une mesure effectuée en analyse de routine puisse tomber en
dehors des limites d’acceptation, en considérant le biais estimé ainsi que les
parametres de précision obtenus en phase de validation.

Dans le domaine de validation des procédures analytiques, la notion de la gestion
du risque au moyen d’un profil de risque peut étre utilisé. Il permet de contréler le
risque du futur utilisateur a I'aide de critéres adéquats obtenus en validation (erreur
systématique et erreur aléatoire).

Lorsque plusieurs déterminations sont envisagées en analyse de routine, le risque
exprime la proportion des mesures qui sont susceptibles d’étre en dehors des limites
d’acceptation si toutes les conditions demeurent équivalentes, par exemple aucun
changement n’apparait dans la procédure analytique. Nous avons donc investigué le

profil de risque a chaque niveau de concentration utilisé en validation (Figure 39).

Profil de risque

6%

5% - - - - - - - - -

4% A

3%

(%)

2% A

1% +

— e—
0% T e — e cammn  —
T T T T

80 85 90 95 100 105 110 115 120
Concentration théorique (ng/ml)

Risque de résultats hors limites d'acceptation

Figure 39 : Profil de risque obtenu en considérant le modeéle de régression linéaire

pondérée en 1/X avec un niveau de risque fixé a priori a 5%.
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Comme le montre la figure, le risque d’avoir des mesures futures en dehors des limites
d’acceptation de 5 % est pratiquement nul au niveau de concentration de 100 ng/mL
(0,01%) alors que ce risque augmente aux concentrations de 85 ng/ml (0,43%) et 115
ng/ml (0,15%) en considérant le modele de régression linéaire pondéré. Dans tous les
cas, lesrisques ne dépassent par 5 %, confortant ainsi la justification de la sélection du

modeéle.

Les résultats principaux de la validation de la méthode sont repris sur le tableau 16.

Tableau 16 : Résultats principaux de la validation de la méthode

Fonction de réponse
Modéle mathématique Régression linéaire pondérée (1/x)
Série Pente Ordonnée a |'origine r
1 0,0067 -0,0697 0,9986
2 0,0068 -0,0813 0,9989
3 0,0067 -0,075 0,9972
4 0,0069 -0,1113 0,9976
5 0,0067 -0,0895 0,9999
6 0,0058 -0,0107 0,9975
Justesse
Concentration (ng / ml) Biais (%)
85 ng / ml 0,84%
100 ng / ml 0,58%
115 ng /ml -0,30%
Fidélité
Concentration (ng / ml) Répétahilité [CV %] Fidélité intermédiaire [CV %]
85 ng / ml 0,4 0,9
100 ng / ml 0,6 0,7
115 ng /ml 0,5 0,8
Exactitude
Concentration (ng / ml) Limites de l'intervalle de tolérance au niveau p [%] Risque
85 ng / ml [-1,48 ; 3,16] 0,43%
100 ng / ml [-1; 2,16] 0,01%
115 ng /ml [-2,44 ; 1,85] 0,15%
Linéarité
Pente 0,9648
Ordonnée a l'origine 3,8387
r 0,9957
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3. Validation des méthodes pour I'étude de stabilité
microbiologique

La dilution qui nous a permis d'obtenir un nombre d'UFC significatif est la dilution
au 1/10¢eme,
Les échantillons contaminés, avec ou sans nicardipine, considérés comme témoins
positifs ont montré une contamination microbiologique, ce qui signifie que ni la
nicardipine, ni le conservateur (sorbate de potassium) contenus dans I'Inorpha®
n'empéchent le développement des micro-organismes. La présence de colonies
caractéristiques des germes introduits a montré que les milieux utilisés étaient
appropriés pour I'étude de stabilité. L'absence de colonies sur les géloses coulées avec
le témoin négatif (non contaminé et sans produit) a prouvé que la technique mise en
ceuvre était adaptée. La condition posée par Pharmacopée pour mener une étude

bactériologique est donc respectée. Les résultats sont présentés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Résultats de la validation des méthodes pour 1'étude de stabilité

microbiologique

Produit dilué au 1 / 10°™ Témoin positif Témoin Négatif
+ + -
Staphylococcus aureus
moyenne = 20,5 UFC/ml moyenne =24 UFC/ml moyenne =0 UFC/ml
_ + + -
Pseudomonas aeruginosa
moyenne =23 UFC/ml moyenne =20 UFC/ml moyenne =0 UFC/ml
. . + + -
Bacilus subtilis
moyenne =45 UFC/ml moyenne = 56,5 UFC/ml moyenne =0 UFC/ml
+ + -
Candida albicans
moyenne =21 UFC/ml moyenne = 18,5 UFC/ml| moyenne =0 UFC/ml
. - + + -
Asperdgillus brasiliensis
moyenne =32 UFC/ml moyenne =34 UFC/ml| moyenne =0 UFC/ml
+ +
Escherichia coli . L . L -
Colonnies rouges caractéristiques Colonnies rouges caractéristiques
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% de la concentration initiale

120 -

115 4

110

105 4

100 -

95 A

90

85

80

4. Etude de stabilité

L'Inorpha® possede une stabilité de 3 mois apres ouverture. L'étude de stabilité

s'est donc limitée a cette durée.

4.1. Stabilité chimique

Les échantillons prélevés ont été dilués et analysés selon la méthode
précédemment validée.

A J0O, la concentration moyenne en nicardipine des trois flacons qui seront
conservés a 25°C est de 97,47 * 1,86 ng/ml, et de 97,13 * 3,43 ng/ml pour ceux
conservés a 4°C.

Ces résultats mettent en évidence que chacun des lots a été correctement fabriqué et
pourra étre utilisé pour les dosages des jours suivants.

Les concentrations en nicardipine ont ensuite été mesurées aux différents temps
d’analyse. Les résultats sont répertoriés dans les tableaux 18 et 19.

La figure 40 illustre I’évolution du pourcentage de nicardipine restant par rapportala

concentration initiale (100%) apres conservation a température ambiante et a 4°C :

——25°C
——aC

—1limite haute (+10%)
—limite basse (-10%)

1 2 7 15 30 60
Temps (en jours)

Figure 40 : Evolution de la concentration moyenne de nicardipine rapportée a la

concentration initiale (en %) en fonction du temps et du mode de conservation

Les concentrations en nicardipine restent toujours dans les limites d'acceptabilité

fixées a + 10% de la valeur initiale. En considérant une limite acceptable de 90% de la
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teneur initiale en nicardipine pour définir la stabilité, les solutions sont stables jusqu'a

3 mois avant et apres ouverture, et aux deux températures de conservation.

106



Tableau 18 : Résultats de stabilité chimique de la nicardipine sur 90 jours a 25°C

J-0 J =1 J=2 =7
Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3 Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3 Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3 Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3
25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Répétition 1 (ng/ml) 98,60 96,8 96,2 Répétition 1 (ng/ml) 96,00 100 100 Répétition 1 (ng/ml) 97,60 103 100 Répétition 1 (ng/ml) 93,60 97,8 97,5
Répétition 2 (ng/ml) 96,20 99,3 99 Répétition 2 (ng/ml) 97,30 97,7 102 Répétition 2 (ng/ml) 97,80 99,2 102 Répétition 2 (ng/ml) 94,60 94,8 100
Répétition 3 (ng/ml) 100,00 96,8 94,3 Répétition 3 (ng/ml) 96,00 99,2 97,5 Répétition 3 (ng/ml) 95,50 99,9 96,3 Répétition 3 (ng/ml) 94,40 99,6 96,7
moyenne (ng/ml) 98,27 97,63 96,50 moyenne (ng/ml) 96,43 98,97 99,83 moyenne (ng/ml) 96,97 100,70 99,43 moyenne (ng/ml) 94,20 97,40 98,07
écart type 1,92 1,44 2,36 écart type 0,75 1,17 2,25 écart type 1,27 2,02 2,89 écart type 0,53 2,42 1,72
% CV 1,96 1,48 2,45 % CV 0,78 1,18 2,26 % CV 1,31 2,01 2,91 % CV 0,56 2,49 1,76
moyenne (ng / ml) 97,47 moyenne (ng/ml) 98,41 moyenne (ng /ml) 99,03 moyenne (ng /ml) 96,56
TOTAL J-0 écarttype 1,86 TOTAL J-1 écarttype 2,02 TOTAL J-2 écarttype 2,49 TOTAL J-7 écarttype 2,34
% CV 1,90 % CV 2,06 % CV 2,52 % CV 2,43
Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 100,0 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 102,3+1,32 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 103,0+1,63 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 100,4 +1,53
J =105 J-30 J-60 J-90
Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3 Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3 Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3 Flacon 1-Lot1 Flacon 1-Lot2 Flacon 1-Lot3
25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Répétition 1 (ng/ml) 98,60 96,4 96,8 Répétition 1 (ng/ml) 91,30 93,7 92,4 Répétition 1 (ng/ml) 95,20 98,8 93,9 Répétition 1 (ng/ml) 95,70 95 91
Répétition 2 (ng/ml) 98,10 97,5 100 Répétition 2 (ng/ml) 88,30 97,9 92,5 Répétition 2 (ng/ml) 102,00 94,2 92,8 Répétition 2 (ng/ml) 93,30 95,3 97,2
Répétition 3 (ng/ml) 97,50 99,5 98,3 Répétition 3 (ng/ml) 96,70 88 99,7 Répétition 3 (ng/ml) 90,30 89,2 99 Répétition 3 (ng/ml) 97,70 99 92,5
moyenne (ng/ml) 98,07 97,80 98,37 moyenne (ng/ml) 92,10 93,20 94,87 moyenne (ng/ml) 95,83 94,07 95,23 moyenne (ng/ml) 95,57 96,43 93,57
écart type 0,55 1,57 1,60 écart type 4,26 4,97 4,19 écart type 5,88 4,80 3,31 écart type 2,20 2,23 3,23
% CV 0,56 1,61 1,63 % CV 4,62 5,33 4,41 % CV 6,13 5,10 3,47 % CV 2,31 2,31 3,46
moyenne (ng/ml) 98,08 moyenne (ng/ml) 93,39 moyenne (ng/ml) 95,04 moyenne (ng/ml) 95,19
TOTAL J-15 écart type 1,18 TOTAL J-30 écart type 4,07 TOTAL J-60 écart type 4,21 TOTAL J-90 écart type 2,59
% CV 1,20 % CV 4,35 % CV 4,43 % CV 2,72
Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 102,0+0,77 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 97,1 £2,65 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 98,8 £2,75 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 99,0 £1,69

J -60 avant ouverture

J - 83 avant ouverture

Flacon 3-Lot1 Flacon 3-Lot2 Flacon 3-Lot3 Flacon 5-Lot 1 Flacon 5-Lot2 Flacon 5-Lot3
25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Répétition 1 (ng/ml) 97,10 93,4 93,8 Répétition 1 (ng/ml) 94,90 90,9 91,2
Répétition 2 (ng/ml) 93,20 93 96,1 Répétition 2 (ng/ml) 95,00 96,1 94,8
Répétition 3 (ng/ml) 89,40 93,7 90,7 Répétition 3 (ng/ml) 94,70 100 97,5
moyenne (ng/ml) 93,23 93,37 93,53 moyenne (ng/ml) 94,87 95,67 94,50
écart type 3,85 0,35 2,71 écart type 0,15 4,57 3,16
% CV 4,13 0,38 2,90 % CV 0,16 4,77 3,34
moyenne (ng/ml) 93,38 moyenne (ng/ml) 95,01
TOTAL J-60 a.0 écart type 2,36 TOTAL J-83 a.0 écart type 2,83
% CV 2,53 % CV 2,97

Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 97,1+1,54 Pourcentage restant de Nicardipine * IC 95% 98,8 +1,84
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Tableau 19 : Résultats de stabilité chimigue de la nicardipine sur 90 jours a 4°C

J-0 J-1 J-2 J-7
Flacon 2-Lot 1 Flacon 2-Lot 2 Flacon 2-Lot 3 Flacon 2-Lot 1 Flacon 2-Lot2 | Flacon2-Lot3 Flacon 2-Lot 1 Flacon 2-Lot 2 Flacon 2-Lot 3 Flacon 2-Lot 1 Flacon 2 - Lot 2 Flacon 2-Lot 3
4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C
Répétition 1 (ng/ml) 93,30 101 102 Répétition 1 (ng/ml) 87,70 90,9 97,8 Répétition 1 (ng/ml) 98,30 101 101 Répétition 1 (ng/ml) 92,60 97,5 97,1
Répétition 2 (ng/ml) 94,40 99,6 95,2 Répétition 2 (ng/ml) 95,30 95,4 102 Répétition 2 (ng/ml) 96,00 101 96,4 Répétition 2 (ng/ml) 91,40 95,1 96,5
Répétition 3 (ng/ml) 92,60 97,2 98,9 Répétition 3 (ng/ml) 96,20 96,9 98,9 Répétition 3 (ng/ml) 96,10 99,3 95,1 Répétition 3 (ng/ml) 94,60 97,2 95,2
moyenne (ng/ml) 93,43 99,27 98,70 moyenne (ng/ml) 93,07 94,40 94,40 moyenne (ng/ml) 96,80 100,43 97,50 moyenne (ng/ml) 92,87 96,60 96,27
écart type 0,91 1,92 3,40 écart type 4,67 3,12 3,12 écart type 1,30 0,98 3,10 écart type 1,62 1,31 0,91
% CV 0,97 1,94 3,45 % CV 5,02 3,31 3,31 % CV 1,34 0,98 3,18 % CV 1,74 1,35 1,01
moyenne (ng / ml) 97,13 moyenne (ng/ml) 95,68 moyenne (ng /mi) 98,24 moyenne (ng/ml) 95,24
TOTAL J-0 écart type 3,43 TOTAL J-1 écart type 4,23 TOTAL J-2 écart type 2,42 TOTAL J-7 écart type 2,13
% CV &5 % CV 4,42 % CV 2,46 % CV 2,23
Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 100,0 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 98,5 +2,76 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 101,1+1,58 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 98,0+ 1,38
J-15 J-30 J-60 J-90
Flacon 2-Lot 1 Flacon 2-Lot2 Flacon 2-Lot 3 Flacon 2-Lot 1 Flacon 2- Lot 2 Flacon 2-Lot3 Flacon 2-Lot 1 Flacon 2-Lot 2 Flacon 2-Lot 3 Flacon 2-Lot 1 Flacon 2 - Lot 2 Flacon 2-Lot3
4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C
Répétition 1 (ng/ml) 94,30 96,3 95,1 Répétition 1 (ng/ml) 91,60 85,7 92,8 Répétition 1 (ng/ml) 90,90 92,4 92,2 Répétition 1 (ng/ml) 96,10 97,9 97,2
Répétition 2 (ng/ml) 95,20 98,5 101 Répétition 2 (ng/ml) 99,20 97,6 95,5 Répétition 2 (ng/ml) 87,80 92,6 90,5 Répétition 2 (ng/ml) 95,30 97,9 101
Répétition 3 (ng/ml) 96,60 99 95,8 Répétition 3 (ng/ml) 97,60 100 99,4 Répétition 3 (ng/ml) 98,80 103 89,7 Répétition 3 (ng/ml) 94,70 95,6 100
moyenne (ng/ml) 95,37 97,93 97,30 moyenne (ng/ml) 96,13 94,43 95,90 moyenne (ng/ml) 92,50 96,00 90,80 moyenne (ng/ml) 95,37 97,13 99,40
écart type 1,16 1,44 3,22 écart type 4,01 7,66 3,32 écart type 5,67 6,06 1,28 écart type 0,70 1,33 1,97
% CV 1,22 1,47 3,31 % CV 4,17 8,11 3,46 % CV 6,13 6,32 1,41 % CV 0,74 1,37 1,98
moyenne (ng/ml) 96,87 moyenne (ng/ml) 95,49 moyenne (ng/ml) 93,10 moyenne (ng/ml) 97,30
TOTAL J-15 écart type 2,19 TOTAL J-30 écart type 4,70 TOTAL J-60 écart type 4,79 TOTAL J-90 écart type 2,14
% CV 2,26 % CV 4,92 % CV 514 % CV 2,20
Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 99,7 £+1,43 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 98,7 +4,40 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 95,8 +3,13 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 100,2 + 1,40

J - 60 avant ouverture

J - 83 avant ouverture

Flacon 4 -Lot 1 Flacon 4 - Lot 2 Flacon 4 - Lot 3 Flacon 6-Lot 1 Flacon 6 - Lot 2 Flacon 6-Lot 3
4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C
Répétition 1 (ng/ml) 103,00 92,5 89,7 Répétition 1 (ng/ml) 101,00 99,2 95,4
Répétition 2 (ng/ml) 92,20 93,6 104 Répétition 2 (ng/ml) 100,00 99,7 100
Répétition 3 (ng/ml) 94,30 90,7 87,5 Répétition 3 (ng/ml) 98,50 99,5 103
moyenne (ng/ml) 96,50 92,27 93,73 moyenne (ng/ml) 99,83 99,47 99,47
écart type 5,73 1,46 8,96 écart type 1,26 0,25 3,83
% CV 5,93 1,59 9,56 % CV 1,26 0,25 3,85
moyenne (ng/mi) 94,17 moyenne (ng/ml) 99,59
TOTAL J-60 a.0 écart type 5,68 TOTAL J-83 a.0 écart type 2,03
% CV 6,03 % CV 2,04
Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 96,9 +3,71 Pourcentage restant de Nicardipine + IC 95% 102,5+1,32
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pH

5,90
5,70 1
5,50 1
5,30 A1
5,10 o
4,90 A1

4.2. Stabilité physique

4.2.1. pH et aspect visuel

OpH:

Apres leur fabrication, a JO, les trois solutions des trois lots conservés a
température ambiante ont un pH moyen de 4,72 + 0,01 et de 4,73 + 0,00 pour ceux
conserveés a 4°C. Ce pH légerement acide est obtenu par la présence d'un tampon acide
citrique/citrate de sodium présent dans I'Inorpha® et assure a la formulation une plus
grande stabilité et solubilité du principe actif comme cela a été démontré
précédemment.

Les résultats des mesures du pH sont répertoriés dans le tableau 20.

La figure 41 permet de visualiser I'évolution du pH moyen des flacons conservés a

température ambiante et a 4°C.

—0-25°C ——4°C

4,70 -
4,50 -
4,30 -
4,10 -
3,90 -
3,70 -
3,50 -
3,30 |
3,10 -
2,90
2,70

2,50

1 7 15 30 60
Temps (en jours)

Figure 41 : Evolution du pH des flacons au cours de 1'étude de stabilité

Au cours de 1'étude, aucune variation de pH n'est mise en évidence. Pour les flacons
conservés a température ambiante, la variation de pH maximale est de -1,06% par
rapportalavaleurinitiale et de -1,48 % pour ceux conservés a 4°C. Le pH ne varie pas
de plus de 0,07 unité par rapport au pH initial. Le mode de conservation n'a pas

d'influence sur le pH de la formulation.

109

90



Tableau 20 : Résultats des mesures de pH au cours de 1'étude de stabilité des lots conservés a 25°C et a 4°C

JO (22°C) J2 (22°C) J7 (22°C) J15 (22°C) J30 (22°C) J60 (22°C) J90 (22°C)
Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7
pH Lot1l Lot2 Lot3 Lot1 Lot 2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot1 Lot 2 Lot 3
25°C
4,72 4,72 4,71 4,72 4,72 4,73 4,70 4,70 4,70 4,73 4,73 4,72 4,70 4,67 4,66 4,72 4,67 4,64 4,72 4,72 4,73
Moyenne 4,72 4,72 4,70 4,73 4,68 4,67 4,72
Ecart type 0,01 0,00 0,00 0,00 0,02 0,04 0,01
% CV 0,17 0,05 0,02 0,09 0,43 0,82 0,13
Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8
pH Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot1 Lot 2 Lot 3
4°C
4,73 4,73 4,73 4,72 4,72 4,73 4,72 4,71 4,71 4,77 4,76 4,76 4,67 4,66 4,66 4,67 4,70 4,63 4,70 4,70 4,70
Moyenne 4,73 4,72 4,71 4,76 4,66 4,67 4,70
Ecart type 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,03 0,00
% CV 0,03 0,06 0,06 0,04 0,11 0,73 0,01
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o Caracteres organoleptiques :

Aucun changement de coloration n’a été observé sur toute la durée de 1'étude et ce

jusqu'au 90¢me jour (figure 42). Les solutions ont conservé leur odeur initiale ainsi que

leur aspect et aucune sédimentation n'a été détectée.

‘ [ |
‘ J90 J90
Témoin 25°

: T“T | CTLV v T

D TP

L P Y s

Figure 42 : Témoin et solutions conservées 90 jours a 25°C et 4°C.

4.2.2. Viscosité, osmolalité et densité

o Viscosité :

La figure 43 illustre I'’évolution de la moyenne des mesures de la viscosité réalisées

sur les solutions stockées a température ambiante et a 4°C.

Viscosté (mPa.s)

——25°C —4°C

E \4

0 7 15 30 60
Temps (en jours)

Figure 43 : Evolution de la viscosité des flacons au cours de 1'étude de stabilité

Les résultats sont représentés dans le tableau 22. Si les valeurs ne varient pas de plus

de 10% par rapport a la valeur initiale pour les flacons stockés a température
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ambiante, on observe une légere diminution de la viscosité des flacons conservés a

4°C entre le J]30 et le ]60.

o Osmolalité :

L’osmolalité au cours de cette étude est restée stable quelles que soient les
conditions de conservation. Les résultats sont représentés dans le tableau 22. AJ0, les
solutions conservées a température ambiante ont une osmolalité moyenne de 166,67
+ 1,15 mOsm/Kg et celles conservées a 4°C de 174,00 + 5,20 mOsm/Kg. L'évolution de

I'osmolalité moyenne des différents lots est représentée dans la figure 44.

Osmolalité (mOsm/Kg)

210,00 - ——25°C
200,00 | a°c
190,00
180,00 |
17000 { L"’;—"‘—i__“_‘t_ S - |
160,00 - ‘ ‘
150,00
140,00
130,00 |
120,00
110,00 , , , ,
0 7 15 30 60

Temps (en jours)

Figure 44 : Evolution de 1'osmolalité des flacons au cours de I'étude de stabilité

o Densité :
Les résultats des mesures de densité des solutions sont représentés dans le
tableau 22. Il n’y a pas de variation significative de la densité des solutions au cours du

temps quelles que soient les conditions de conservation comme l'illustre la figure 45.

Densité

1,030 - —25%C —a°C

1,020 -

1,010 -

1,000

0 7 15 30 60 90
Temps (en jours)

Figure 45 : Evolution de la densité au cours de 1'étude de stabilité
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4.3. Uniformité de teneur en principe actif

Les résultats des essais effectués sont présentés dans le tableau 21.

Avant agitation

(ng/ml)
Flacon5-lot 1 Flacon 6 - lot 2 Flacon 5-lot 3 Moyenne Ecart-type % CV
Haut 98,2 98,6 95,7 97,5 1,6 1,6%
Milieu 99,1 98,1 94,3 97,2 2,5 2,6%
Bas 97,3 97,5 97,7 97,5 0,2 0,2%
Moyenne 98,2 98,1 95,9
Ecart-type 0,9 0,6 1,7
% CV 0,9% 0,6% 1,8%

Apreés agitation

(ng/ml)
Flacon5-lot 1 Flacon 6 - lot 2 Flacon5-lot 3 Moyenne Ecart-type % CV
Haut 96,9 98,4 97,5 97,6 0,8 0,8%
Milieu 95,4 99,2 95,1 96,6 2,3 2,4%
Bas 96,9 99,4 97,2 97,8 1,4 1,4%
Moyenne 96,4 99,0 96,6
Ecart-type 0,9 0,5 1,3
% CV 0,9% 0,5% 1,4%

Tableau 21 : Concentration en nicardipine obtenue apres prélevement dans les

différents lots et avant et apres agitation

Les résultats obtenus ne montrent pas de différence significative de concentration
entre les lots fabriqués, en fonction du point de prélevement et avant et apres
agitation.

Un test de Wilcoxon-Mann-Whitney réalisé sur les résultats des dosages avant et
apres agitation, ne montre pas de différences significatives entre les deux groupes
(avant et apres agitation) au seuil de 5% (p=0,9).

Ces résultats témoignent de l'uniformité de teneur en principe actif de la

formulation.
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Tableau 22 : Résultats des paramétres de viscosité, osmolalité et densité au cours de 1'étude de stabilité

Jo

Ji7 J15 J30 J60 J90
Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7 Flacon 7
Viscosité Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3
(mPa.s)
°
25°C 253 242 26 24 251 253 239 254 248 234 23,7 251 24,7 232 231 23,7 22,8 244
Moyenne (mPa.s) 25,17 24,80 24,70 24,07 23,67 23,63
Ecart type 0,91 0,70 0,75 0,91 0,90 0,80
% CV 3,61 2,82 3,06 3,77 3,79 3,39
. _ Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8 Flacon 8
Viscosité Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3
(mPa.s)
o
e 22,3 24,7 24,1 25,5 24,4 25 248 25,2 248 19,1 19,5 19 19,6 18,1 19,2 19,6 23,2 22,4
Moyenne (mPa.s) 23,70 24,97 24,93 19,20 18,97 21,73
Ecart type 1,25 0,55 0,23 0,26 0,78 1,89
%CV 5,27 2,21 0,93 1,38 4,10 8,70
A Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9
Osmolalité Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3
(mOsm/kg)
o
23 166 168 166 169 168 164 172 173 176 168 170 168 166 168 167 178 178 170
Moyenne (mOsm/kg) 166,67 167,00 173,67 168,67 167,00 175,33
Ecart type 1,15 2,65 2,08 1,15 1,00 4,62
%CV 0,69 1,58 1,20 0,68 0,60 2,63
s Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10
Osmolalité Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3 Lot1 Lot2 Lot3
(mOsm/kg)
o
4C 171 180 171 168 167 173 164 169 175 166 166 166 168 172 170 166 165 167
Moyenne (mOsm/kg) 174,00 169,33 169,33 166,00 170,00 166,00
Ecart type 5,20 3,21 5,51 0,00 2,00 1,00
%CV 2399 1,90 3,25 0,00 1,18 0,60
Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9 Flacon 9
Densité Lot1 Lot 2 Lot 3 Lot1 Lot 2 Lot 3 Lot1 Lot 2 Lot3 Lot1 Lot 2 Lot3 Lot1 Lot 2 Lot 3 Lot1 Lot 2 Lot 3
25°C
1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1017 1016 1016 1017 1016 1016 1017 1017 1017
Moyenne 1017,00 1017,00 1017,00 1016,33 1016,33 1017,00
Ecart type 0,00 0,00 0,00 0,06 0,06 0,00
%CV 0,00 0,00 0,00 0,65 0,65 0,00
Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10 Flacon 10
Densité Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3
4°C
1018 1018 1018 1018 1018 1018 1017 1017 1017 1017 1017 1016 1018 1017 1017 1017 1018 1017
Moyenne 1018,00 1018,00 1017,00 1016,67 1017,33 1017,33
Ecart type 0,00 0,00 0,00 0,58 0,58 0,58
%CV 0,00 0,00 0,00 0,06 0,06 0,06
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4.4. Stabilité microbiologique

Les résultats présentés dans le tableau 23 montrent que le produit est stable 90
jours apres sa fabrication d'un point de vue microbiologique avant ouverture. Les
résultats montrent également que la qualité microbiologique des solutions n’est pas
altérée lors de I'ouverture répétée du flacon sur une période de 90 jours, autorisant la

fabrication d’un flacon multidose.

Tableau 23 : Résultats de 1'étude de stabilité microbiologique

Dénombrement des germes aérobies totaux Dénombrement des moisissures et levures
T d'anal (DGAT) (DMLT) Présence d'Escherichia coli
em'?:ou:;a yse (UFC/ mi) (UFC/ ml)
Flacons de 50 ml Flacons de 250 ml Flacons de 50 ml Flacons de 250 ml Flacons de 50 ml Flacons de 250 ml
Jo - <10° - <10° - Non
17 <10° <10° <10 <10 Non Non
15 <10° <10’ <10 <10 Non Non
143 <10 <10’ <10 <10 Non Non
160 <10° <10 <10 <10 Non Non
190 <10° <10° <10 <10 Non Non
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DISCUSSION

© Formulation :

La forme orale liquide de nicardipine développée dans cette étude permet de
répondre en partie au manque de formulations adaptées al'usage pédiatrique pourle
traitement de 1'hypertension artérielle chez I'enfant (47). Dans cette indication, la
nicardipine constitue un traitement de choix : efficace, elle entraine peu d'effets
indésirables, sa posologie peut étre facilement augmentée, son administration ne
perturbe pas les examens complémentaires et elle peut étre utilisée a la fois par voie
IV et per os. Ces propriétés offrent aux pédiatres une flexibilité et une grande sécurité
pour initier un traitement. Néanmoins sa faible demi-vie nécessite plusieurs
administrations par jour. Si cette propriété est un avantage dans les phases
d'initiation ou les posologies sont fréquemment modifiées par titration, dans le cas
d'un traitement chronique, des principes actifs présentant une demi-vie plus longue

comme l'amlodipine pourront étre préférés pour améliorer 1'observance (60,66).

Sous condition d'un enregistrement aupres de 'ANSM, la préparation hospitaliere
développée nous permet de fabriquer un ou plusieurs lots al'avance et ainsi répondre
plus rapidement aux demandes des services de pédiatrie. Le procédé de fabrication
proposé est facilement réalisable en routine et simple a mettre en ceuvre. En outre,
sous réserve d'études complémentaires, ce procédé pourrait permettre de dégager du
temps préparateur pour d'autres activités, voire de présenter un intérét économique,

par rapport a la fabrication de gélules.

Le choix de la concentration de 2 mg/ml apparait ici adapté afin de répondre au
mieux aux éventuels changements de posologies en cours de traitement sans
administrer des volumes trop importants pour les fortes posologies et en étant précis

pour les plus faibles posologies.

Le plus grand défi dans le développement de notre formulation a été la faible
solubilité aqueuse de la nicardipine. Celle-ci s'est confirmée dans les études de pré-
formulation.

Plusieurs approches peuvent étre envisagées afin d'améliorer la solubilité des

principes actifs. Parmi les méthodes les plus simples, on peut citer : la modification du
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pH, l'utilisation de solvants organiques solubles dans I'eau, 1'ajout de tensioactif, ou
encore de solvants organiques insolubles dans I'eau (30).

La nicardipine, composé de classe II BCS, présente une solubilité dépendante du pH et
est plus soluble a pH acide (75). Cependant, le véhicule utilisé dans cette étude
présente déja un pH acide et cette propriété n'a pas permis une amélioration
satisfaisante de la solubilité du principe actif.

L'utilisation de solvants organiques insolubles dans I'eau aurait été incompatible avec
la formulation aqueuse que I'on souhaitait développer. Parmi les solvants organiques
solubles dans l'eau, le propyléne glycol est un excipient couramment utilisé.
Néanmoins son utilisation en pédiatrie s'est avérée nocive pour les patients (115).
Notre choix s'est donc tourné vers l'utilisation de tensioactif. L'ajout de polysorbate
80 nous a permis de solubiliser la nicardipine dans notre formulation. Si cet agent de
solubilisation est fréquemment retrouvé dans la composition de formes orales
liquides commercialisées, il fait néanmoins parti des composés ciblés par une large
étude sur la toxicité des excipients en néonatologie qui a débuté au niveau européen
depuis 2011 (116). Cependant, un seul cas de toxicité est rapporté dans la littérature
chez un prématuré (117) et aucun seuil de toxicité n'a été défini.

Une contrainte liée a I'ajout de tensioactif dans une formulation pharmaceutique est
que ces derniers peuvent conduire a une modification de la biodisponibilité du
principe actif (30). Des études complémentaires sur I'impact biopharmaceutique ou
pharmacocinétique de la forme liquide comparativement a la forme gélule délivrée
actuellement pourront étre développées. Cependant, les tensioactifs ont tendance a
augmenter la biodisponibilité des principes actifs et non la diminuer (30). Dans notre
cas, la nicardipine est surtout utilisée dans le cadre d'initiation de traitement
antihypertenseur ou les pédiatres cherchent a faire baisser la TA de facon rapide afin
de limiter les dommages sur les organes cibles, notamment chez les jeunes enfants. Si
la formulation liquide développée présentait une biodisponibilité améliorée par
rapport la forme gélule, cela pourrait étre davantage bénéfique que déléteres au

regard de son utilisation clinique.

Par manque de moyens matériels, nous n'avons pas caractérisé avec exactitude
le type de solution développée dans cette étude. Les solutions obtenues présentent un
avantage par rapport a la formulation d'une suspension en raison d'une meilleure

acceptation par voie orale. En outre, elles sont moins sensibles aux erreurs de dosage
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comparativement aux suspensions, toujours a risque d'étre mal mélangées, et sont

plus faciles a administrer.

O Méthode de dosage :

* Choix de l1a méthode de dosage :

Aujourd’hui, la majeure partie des études de stabilité sur des préparations
pharmaceutiques se font en chromatographie liquide couplée a un détecteur
UV /visible. Cela est expliqué par plusieurs raisons.

Tout d'abord la disponibilité des équipements : la chromatographie en phase
liquide couplée a un détecteur UV /visible est souvent un des rares équipements
présents dans les pharmacies hospitaliéres, quand elle n’est pas le seul. D'autre part,
si le choix de la technique est d’abord dicté par l'appareil a disposition, il est
également étroitement lié aux propriétés physico-chimiques des composés a doser. La
sensibilité offerte par ce type de détecteur est largement appropriée pour quantifier
les composés présents dans les formulations pharmaceutiques. En outre, 80% des
substances médicamenteuses présentent un groupement chromophore et peuvent
étre détectées par spectrophotométrie UV /visible. Néanmoins, c'est une technique
non séparative et non spécifique. Ainsi, pour réaliser une étude de stabilité avec ce
type d'équipement, il est indispensable d'avoir démontré, avant de doser le principe
actif, que la technique séparative située en amont du détecteur (HPLC) permet de
séparer le ou les principes actifs des produits de dégradation et des excipients
contenus dans la formulation pharmaceutique. Cela constitue une des étapes les plus
difficiles et les plus chronophages dans la mise en place d'une étude de stabilité avec
ce type d'équipement. Elle permet notamment de répondre au critére de spécificité

de la méthode développée.

Le couplage HPLC - MS/MS en tandem est une méthode analytique qui
présente deux qualités essentielles : la spécificité et la sensibilité. Aussi, cette
technique est tres utilisée pour détecter, identifier et quantifier les différents
constituants d’'un mélange complexe et permet les analyses qualitatives et
quantitatives de composés présents a I'état de trace. Ses domaines d'applications sont
donc multiples : suivi thérapeutique des médicaments, analyse agroalimentaire,

recherche des intoxications médicamenteuses... Néanmoins, elle n'est initialement pas
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destinée a des études de stabilité pharmaceutique et au dosage de principes actifs
présents a forte concentration dans des formulations.

D'ailleurs, les recommandations existant actuellement pour mener a bien une étude
de stabilité de préparation ne font que tres peu mention de ce genre de détecteur, et

sont le plus souvent adaptées aux techniques HPLC-UV (106).

Quand le choix est possible entre les deux techniques, ' HPLC-UV reste une
méthode largement suffisante, moins chére et plus facile a mettre en ceuvre. Les
recommandations actuelles sont suffisamment riches pour mener a bien une étude de

stabilité avec ce type d'appareil.

Dans notre cas, nous avions a notre disposition une chaine HPLC couplée a un
spectromeétre de masse en tandem, acquise en 2013 par la pharmacie du CHU de
Rouen.

Nous avons recensé plusieurs études de stabilité sur des préparations
pharmaceutiques utilisant les avantages de la spectrométrie de masse pour
démontrer la stabilité de leurs formulations (94-96,118-121).

D’une maniére générale, il est préconisé d'opter pour une technique de détection
adaptée a la molécule d’intérét et a la matrice dans laquelle elle est formulée (106).
La nicardipine est une molécule ancienne dont le profil de dégradation est connu.
Comme toutes les dihydropyridines, elle est photosensible et son exposition a la
lumiere conduit a une diminution de son activité et a la formation de produits de
dégradation non toxiques, dénués d'activité pharmacologique et présentant une
structure relativement proche de la nicardipine. Les études qui ont étudié sa
dégradation préconisent d'utiliser la spectrométrie de masse pour assurer une
quantification certaine de la nicardipine (74). Ce type de détecteur est en effet
particulierement utile pour vérifier la séparation entre le principe actif et les produits
de dégradation. De plus, notre étude porte sur une formulation buvable dans laquelle
sont présents de nombreux excipients. Dans ce type de matrice complexe, plusieurs
constituants peuvent absorbés en UV et entrainer des contraintes analytiques lors du
dosage.

Pour ces différentes raisons, 'appareillage mis a notre disposition apparait approprié.
L'HPLC-MS/MS permet d'améliorer la productivité en diminuant le temps global

nécessaire a la réalisation d'une analyse. De plus, la configuration matérielle choisie
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dans l'unité de Pharmacocinétique permet l'enchainement automatique des
différentes méthodes d'analyses utilisées dans le laboratoire. Cela nous a permis de
réaliser notre étude sans bouleverser l'activité propre de ce service. Enfin, cette
meéthode d’analyse permet d’avoir une grande spécificité, parametre capital dans la

mise en ceuvre d'une étude de stabilité de préparation.

Cependant, les qualités d'une telle technique constituent dans notre cas,
également une contrainte. En effet, la grande sensibilité offerte par un spectrometre
de masse représente une des principales difficultés dans le développement de la
méthode. Dans notre étude, les solutions dosées a 2 mg/ml nécessitent d'étre diluées
de fagon importante pour ne pas saturer le signal du détecteur. Ces étapes pré-
analytiques représentent une source d'erreurs, et il est indispensable de bien valider

la méthode de dosage avant de se lancer dans I'étude de stabilité proprement dite.

= Validation de la méthode :

La difficulté principale rencontrée lors de la validation de la méthode a donc été la
construction d'un protocole de validation approprié. En effet, il devait comporter le
moins d'étapes possible pour diminuer 'erreur liée a la préparation des échantillons.
Pour améliorer la précision, les dilutions ont été systématiquement réalisées avec des
fioles jaugées et des pipettes a déplacement positif ont été utilisées pour la
préparation des échantillons afin de s'affranchir des problemes inhérents a la
viscosité ou a la volatilité des liquides prélevés. Apres avoir démontré I'absence d'effet
matrice, les standards ont pu étre préparés dans un mélange MeOH/H20 permettant

la solubilisation compléte de la nicardipine.

Dans le cadre des études de stabilité pharmaceutiques, les coefficients de
variations de fidélité intra-jour et inter-jour des standards de validation doivent étre
de + 2%. De méme, concernant la justesse et l'exactitude, le recouvrement doit étre
compris entre 98 et 102%. Les résultats des validations analytiques de la technique
développée sont tout a fait satisfaisants : les trois niveaux de standards de validation
ont un recouvrement compris entre 99,7 et 100,8 % ainsi qu'un CV <a 1% en intra et

en inter-jour témoignant de la robustesse de la méthode.
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La stratégie basée sur le profil d’exactitude a été appliquée avec succes pour
démontrer la capacité de la méthode a quantifier la nicardipine. Le profil de risque a
été investigué en vue d’évaluer la probabilité d’obtenir des mesures futures en dehors
des limites d’acceptation. Celle-ci est minime au niveau des concentrations étudiées.
Ces résultats montrent que la méthode analytique utilisée est adaptée al'analyse de la

nicardipine.

Ces résultats particulierement positifs peuvent étre expliqués de différentes fagons:
- Un méme manipulateur a réalisé toutes les expériences au cours de 1'étude
limitant ainsi la variabilité inter-opérateur ;

- Tous les échantillons étaient préparées extemporanément et injectés au dernier
moment ;
- Afin de réduire les incertitudes liées aux conditions analytiques ou a la

préparation, un étalon interne deutéré a été introduit dans les échantillons.

La spécificité de la méthode développée est assurée par le mode de détection
utilisé. En effet, contrairement a la détection UV, la détection par spectrométrie de
masse est en corrélation avec le poids moléculaire spécifique d'un composé. Cette
spécificité est renforcée par le suivi de deux transitions MRM spécifiques a la
nicardipine. Cela permet d'assurer que le pic chromatographique obtenu ne
correspond qu'a la nicardipine et non a un produit de dégradation du médicament.
L’ensemble de I'étude de dégradation forcée nous a permis de retrouver les produits
de dégradation décrits dans la littérature. Apres optimisation, ces derniers présentent
des transitions MRM différentes de celles de la nicardipine. Ainsi ils n'interferent pas
dans le dosage du principe actif. Le suivi de leurs transitions au cours de 1'étude de
stabilité nous a permis de détecter leur potentielle apparition. Ne disposant pas des
produits de référence, nous n'avons pas pu assurer leur quantification. Malgré
I'absence de séparation chromatographique, le risque pris dans notre cas est minime

car les produits de dégradation sont connus et non toxiques.

o Evaluation de la stabilité microbiologique :

Outre la stabilité physico-chimique, la stabilité microbiologique est un autre
probleme lié a la qualité des formes orales liquides. Bien que non stériles, ces

préparations doivent montrer la conservation dans le temps des caractéristiques
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limites de contaminations définies dans la Pharmacopée (36). Cette qualité
microbiologique est particulierement importante puisque la présence d'un micro-
organisme dans la formulation peut réduire 1'efficacité du principe actif ou étre
dangereuse pour des patients a risque tels que les nourrissons et jeunes enfants.

Les essais de dénombrement microbiens, réalisés conformément aux
recommandations de la Pharmacopée européenne, ont démontré la stabilité
microbiologique des solutions apres la fabrication sur une période de 3 mois. La
qualité microbiologique n'a pas non plus été altérée par des ouvertures répétées des
flacons au cours de la période d'étude.

Les essais préliminaires de validation de la fertilité des milieux et de I'applicabilité
de la méthode en présence de produit ont également été réalisés. Néanmoins, nous
avons été confrontés a de nombreuses contraintes lors des étapes de validation. Ces
essais font appel a des connaissances spécifiques, et des compétences de
microbiologistes ont été nécessaires pour mener a bien notre étude. Des équipements
spécifiques sont aussi indispensables pour réaliser ce type de projet et ne sont pas
toujours a disposition des PUI En outre, les méthodes de dénombrement décrites par
la Pharmacopée ne sont pas applicables a tous types de formulation et il convient
d'avoir un regard critique sur l'applicabilité de ces méthodes. Des techniques
alternatives plus simples, utilisées couramment dans les laboratoires de bactériologie
pourraient étre proposées afin de répondre plus facilement a la question de la

stabilité microbiologique des préparations non obligatoirement stériles.

o Etude de stabilité physique:

Le pH des solutions de nicardipine est resté stable au cours du temps et en
fonction de la température avec une valeur moyenne de 4,71+0,01. Le mode de
conservation n'a pas influencé le pH de la formulation. Ce pH bas est a la fois
compatible avec une absorption orale et adapté a la conservation du principe actif en
regard des données de stabilité de la nicardipine. De plus, il permet au conservateur
présent dans I'Inorpha® (sorbate de potassium) d'étre actif. Ce pH, resté constant au
cours de I'étude, est le témoin d'une absence de modification de la solution initiale
préparée.

Cette absence de modification a également été confirmée par 1'évaluation des
caractéres organoleptiques qui n'ont pas varié au cours du temps, ainsi que la densité

mesurée par réfractométrie. L'évaluation de ce parameétre additionnel a I'inconvénient
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de ne pas étre spécifique a un composé, mais présente I'avantage d’étre rapide a
mettre en ceuvre et d’étre peu coliteux. Son domaine d'application est large et
constitue une preuve supplémentaire pour apprécier la stabilité d'une formulation au
cours du temps notamment pour les formes liquides (122).

L’osmolalité reste également stable tout au long de I'’étude avec une valeur
moyenne proche de 169 mOsm/kg pour les deux conditions de conservation. Ces
valeurs faibles d'osmolalité permettent une bonne tolérance digestive des solutions

préparées.

La viscosité des solutions conservées a température ambiante varie peu au cours
de I'étude. Toutefois, une diminution anormale a été observée pour les flacons
conservés a 4°C entre ]J30et J60. Ayant sous-traité ce contréle au laboratoire
d'hématologie, nous avons peu de recul pour incriminer une potentielle erreur lors de
I'analyse. La mesure de la viscosité est dépendante de la température et ce parameétre
a pu étre insuffisamment contrélé au cours de I'acheminement des échantillons au
laboratoire. Il n'existe cependant pas de criteres limites d'acceptabilité concernant la
viscosité. Ces faibles variations de viscosité ne sont accompagnées d'aucune variation
de concentration en principe actif ou autres parameétres physiques. Des études

rhéologiques plus poussées pourraient étre envisagées.

o Etude de stabilité chimique:

Auvu des résultats des dosages, la solution buvable peut étre conservée pendant
90 jours consécutifs avant et apres ouverture, a température ambiante comme a 4 °C.
L'étude de stabilité chimique a en effet permis de démontrer la stabilité du principe
actif dans la formulation développée sur la base d'une teneur en nicardipine
supérieure a 90% de la valeur cible. Une préparation reste stable d’'un point de vue
dosage que si la variation en concentration obtenue a un instant t n’excede pas 10%.
Cette limite peut étre discutable : les "guidelines for the pratical stability studies of
anticancer drugs : a European consensus conference" (123) indiquent que pour chaque
molécule, en considérant notamment son index thérapeutique et les risques liés aux
produits de dégradation, la limite classique de 10% maximum de dégradation peut
étre inappropriée. Au regard de ces considérations, nous pouvons conserver cette

limite de 10% étant donné que la nicardipine n'est pas un principe actif a marge
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thérapeutique étroite et que ses principaux produits de dégradation sont connus et

non-toxiques.

Les CV calculés sur le pourcentage restant de nicardipine sont de 1'ordre de 3% et
ne dépassent jamais les 6%. Cela démontre une bonne fidélité tout au long du
processus, de la préparation des lots, a la dilution des échantillons prélevés et leur
analyse en HPLC-MS/MS.

Au cours de I'étude, nous n'avons pas retrouvé la présence de produits de
dégradation. Ces résultats pouvaient étre attendus. En effet, la majeure partie des
produits de dégradation retrouvés lors de la dégradation forcée, sont issus de
l'instabilité de la nicardipine a la lumiere. S'ils ont été obtenus aprés exposition de
solutions a la lumiere artificielle UVB, ces mémes produits sont également retrouvés
dans la littérature sur des solutions exposées a lalumiere du jour, dans des conditions
plus représentatives de la réalité (74,87). Les mémes auteurs de ces études soulignent
qu'une protection des solutions dans des flacons en verre brun est suffisante pour
éviter la photodégradation. Ces conditions sont retrouvées dans notre étude. Quant
aux produits issus de la dégradation basique, ils sont obtenus en soumettant la
nicardipine a des conditions qui restent artificielles et drastiques. Ce principe actif est
d'ailleurs connu pour étre parfaitement stable en milieu acide (86), condition
retrouvée dans notre formulation. La solution injectable de nicardipine, qui présente
un pH acide, est stable 2 ans a température ambiante. En outre, d'autres
dihydropyridines présentant une structure proche de la nicardipine, et formulés de
facon similaire, ont montré une stabilité largement satisfaisante. Ainsi, une équipe
pharmaceutique hollandaise a démontré récemment la stabilité d'une solution
buvable d'amlodipine dosée a 0,5 mg/ml contenant du methylparabéne, du propylene
glycol et du sirop simple pendant 1 an (124). La nifédipine s'est montrée quant a elle
stable jusqu'a 3 mois dans deux types de formes orales liquides a température

ambiante comme a 4°C (125).
En syntheése, notre étude a permis de valider la conservation a température

ambiante comme a 4°C d'une forme buvable de nicardipine dosée a 2 mg/ml et

formulée dans de I'Inorpha® avec 1% de polysorbate 80.
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O Perspectives :

La nicardipine a une place importante dans les options thérapeutiques pour la
prise en charge de I'hypertension artérielle en pédiatrie. La mise a disposition d'une
solution buvable est attendue par les pédiatres et les équipes soignantes. Une étude
d’appréciation pourra étre effectuée aupres des services prescripteurs. Il serait
intéressant, pour compléter ce travail, de réaliser également une étude de
biodisponibilité de cette nouvelle formulation.

Une des limites concernant sa délivrance aux services de soins est I'absence de
mise a disposition de systeme d'administration standard et approprié telle qu'une
seringue orale. Cela est extrapolable a 'ensemble des préparations orales liquides
dispensées dans notre CHU. Elles sont administrées le plus souvent a l'aide de
seringues graduées destinées a la voie parentérale qui, bien que précises, peuvent
entralner des erreurs d'administration. En outre, il existe une grande multiplicité des
systéemes d'administration des formes buvables commercialisées. Dans notre
établissement, sept systémes d'administration différents sont retrouvés sur
I'ensemble des spécialités liquides distribuées aux services de pédiatrie. Ces éléments
peuvent contribuer a la survenue d’évenements indésirables médicamenteux
évitables en pédiatrie, dont deux tiers surviennent au moment de 'administration
(29). Une réflexion pourrait étre menée afin d'assurer la délivrance de dispositifs
uniques et standards avec tous les liquides oraux dans le but de réduire l'incidence

d'événements indésirables.

La réalisation des controles et de 1'étude de stabilité nécessite d'avoir a
disposition des équipements nécessaires et un personnel formé. Ces contraintes nous
ont conduit a développer et/ou renforcer nos collaborations avec les laboratoires
d’analyse du CHU afin de sous-traiter certaines analyses conformément au chapitre
cinq des BPP relatif aux conditions de sous-traitance des controles des préparations.

Ces moyens mis a disposition ont permis de mener a bien notre étude, et
permettront par la suite d'effectuer 1'ensemble des controles nécessaires a la
libération des lots imposés par la réalisation de préparations hospitalieres. Ils
assurent une plus grande sécurisation des préparations et in fine une plus grande

sécurité pour le patient.
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Il conviendra de définir un plan pour lalibération d'un lot de solution buvable de
nicardipine. Cependant, il existe une réelle absence de recommandations précises
concernant les analyses a mettre en ceuvre pour la libération des lots de telles
préparations. L'application d'exigences proches de celles de I'industrie
pharmaceutique sont difficilement réalisables sur ces préparations hospitalieres,
comportant un nombre restreint d'unité par lot (dix dans notre cas) et du fait de la

destruction inévitable d'une partie du lot fabriqué.

Ce constat nous a conduit a envisager notre propre schéma de validation.
Les BPP stipulent qu'un échantillon de chaque lot de préparations terminées est
conservé dans I"échantillotheque d’'une quantité minimale permettant de réaliser au
moins une analyse complete. Un flacon du lot fabriqué pourra étre stocké ainsi pour la
réalisation d'une éventuelle analyse en cas de non conformité. Il est a conserver dans
les conditions prévues pour la préparation pendant une durée au moins égale a sa
date limite d'utilisation augmentée d'un an. Pour le contrdéle libératoire, les BPP
précisent que les échantillons doivent étre représentatifs du lot dont ils sont issus.
Statistiquement, 1'échantillon est représentatif s'il est prélevé au hasard. Bien que
I'étude ait montré une homogénéité de la teneur en principe actif entre les unités
fabriquées d'un méme lot, il convient d'effectuer les analyses sur plusieurs flacons a
des stades significatifs de la production. Ainsi, 2 flacons (un en début de production et
I'autre en fin) pourront étre utilisés pour les contrdles du lot (soit 20% de la
production). Le pharmacien ou l'interne chargé des contrdoles devra récupérer
I’ensemble des flacons constitutifs du lot et les placer en quarantaine. En plus des
premiers contrdles d'étiquetage, de conditionnement, d'uniformité de volume a
réaliser sur I'ensemble du lot, deux flacons pourront ensuite étre prélevés afin de
réaliser un dosage en teneur de nicardipine. Il serait particulierement intéressant
d’appliquer le concept du profil d’exactitude a tous les controles de qualité
obtenus en routine. Les mémes échantillons permettront de réaliser un controle du

pH et un controle visuel des solutions.

Ces différents controles peuvent étre tres simples a appliquer sur une préparation
hospitaliere telle que la solution buvable de nicardipine. Néanmoins, de part les
avantages offerts par ces préparations en série, nous pouvons envisager d’autres

projets tels que la préparation a 'avance de collyres fortifiés ou d'autres solutions
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buvables pédiatriques. Les contraintes organisationnelles de la sous-traitance
représentent alors une vraie limite en regard de ces perspectives. Aux probléemes de
coordination des différentes équipes et de la disponibilité des équipements
conditionnant le temps d’analyse des préparations (inadéquat avec une libération
rapide du produit fini) s’associe le probleme de main d’ceuvre souvent insuffisante
pour accomplir ces différents controles. Dans ce contexte, l'implémentation, au sein
méme de la PUI, d'un laboratoire de contrdle disposant d'équipements spécifiques et
d'un personnel formé permettrait la réalisation d'autres préparations hospitalieres
mais aussi de renforcer la sécurisation du processus de préparation, d'améliorer la
qualité des fabrications internes, et contribuerait aux développements de nouvelles

études de stabilité.
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CONCLUSION

Malgré une prévalence moins importante que chez l'adulte, I'hypertension
artérielle en pédiatrie reste une pathologie grave par sa morbidité et ses
répercussions rapides aux niveaux cardiovasculaire, neurologique et rénal. Son
traitement est donc essentiel. La nicardipine fait partie des traitements hypotenseurs
de premiére intention chez I'enfant du fait de sa bonne tolérance et de sa maniabilité.

Afin de répondre aux besoins des services de pédiatrie, nous avons développé une
forme orale de nicardipine dosée a 2 mg/ml et adaptée a une administration chez les
enfants.

L'étude de stabilité mise en place nous a permis de conclure a une stabilité
physico-chimique et microbiologique de la formulation et de valider sa conservation
pendant 3 mois lorsque les flacons sont conservés a l'abri de la lumiere et a
température ambiante comme a 4°C.

Nous avons opté pour une fabrication en série de cette nouvelle préparation
hospitaliére qui offre des avantages multiples en permettant notamment de limiter les
contraintes organisationnelles et de répondre sans délai aux demandes des services
de pédiatrie.

Il serait intéressant, pour compléter ce travail, de réaliser des études de
biodisponibilité et un examen plus approfondi des caractéristiques rhéologiques de la
formulation.

Cette nouvelle préparation hospitaliere vient combler en partie le manque de
médicaments antihypertenseurs disponibles pour la pédiatrie et s’inscrit dans un
contexte global d’amélioration de la qualité et de la sécurité de la préparation et de

I'administration des médicaments en pédiatrie.
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ANNEXES

Annexe 1 : Tables des normes de TA de I'enfant, fonction du percentile de la taille et
du sexe, publiées en 2005, dans « The fourth report on the Diagnosis, Evaluation, and

Treatment of High Blood Pressure in Children and Adolescents”

Blood Pressure Levels for Boys by Age and Height Percentile*

Age BP Systolic BP (mmHg) Diastelic BP (mmHg)
(Year) Percentile + Percentile of Height — + Parcentile of Height —

1 5th 10th 25th 50th T5th 90th 95th 5th 10th 25th 50th 75th 90th 95th

1 S0th a0 81 B3 B85 B7 a8 89 34 35 36 a7 38 39 39
Q0th 94 95 o7 @3 100 102 103 49 50 51 52 63 53 54

a5th 98 99 101 102 104 106 106 54 54 55 56 67 58 58

Dath 105 106 108 110 M2 113 114 61 B2 B3 B4 865 B8 66

2 S0th 34 a5 B7 B8 20 92 92 39 40 41 42 43 44 44
Q0th a7 99 {00 102 104 105 106 54 BE 56 57 58 58 59

5th 101 102 104 1068 108 109 110 59 59 6O 61 62 B3 63

D0th 109 110 111 113 N5 N7 117 66 67 68 2] 70 71 71

3 S0th a8 ar B9 91 a3 94 95 44 44 45 48 47 43 48
Q0th i00 404 103 105 107 108 109 50 69 60 &1 B2 63 B3

5th 4 108 107 1089 110 112 113 B3 B3 64 B5 B8 B7 67

D0th 111 112 114 116 118 118 120 71 71 72 73 74 75 75

4 S0th a3 89 91 @3 a5 96 a7 47 48 49 80 51 51 52
Q0th i02 108 105 107 108 110 111 62 63 64 65 66 E6 67

5th 106 107 109 111 112 114 115 B& B7 68 2] 70 71 71

D0th 113 114 116 118 120 129 122 T4 75 76 7T 78 i 79

5 S0th 90 91 o3 a5 06 a8 98 50 51 52 53 54 55 55
Q0th io4 105 106 108 110 111 142 65 66 67 6B 69 69 70

5th o8 102 110 112 14 115 118 69 70 71 72 73 T4 74

D0th 116 116 118 120 121 123 123 T 78 79 B0 81 a1 B2

(i1 S0th 91 92 a4 06 98 93 100 53 63 54 55 56 57 57
Q0th 105 106 108 110 111 113 113 B8 68 B9 70 71 72 72

5th 109 110 112 114 N5 M7 117 72 72 73 74 75 T8 76

D0th 116 117 119 121 123 124 125 BO a0 B1 B2 83 84 B4

7 S0th 92 04 a5 a7 99 100 101 55 55 56 &7 58 59 59
Q0th 106 107 109 111 113 114 115 70 70 71 72 73 T4 74

5th 110 111 113 115 N7 118 119 4 74 75 76 77 73 78

D0th 117 118 120 122 124 125 128 B2 a2 B3 B4 a5 86 BE

8 S0th 04 95 ar 93 100 102 102 56 57 58 59 60 B0 61
Q0th oy 109 {110 112 114 115 118 71 72 72 73 74 75 76

5th 111 112 114 116 18 119 120 75 76 7T 78 79 79 BO

D0th 119 120 122 123 126 127 127 B3 84 BS BE 87 ar B8

9 S0th 95 96 98 100 102 103 104 57 58 59 B0 61 61 62
Q0th 109 110 112 114 N5 117 118 72 73 T4 75 76 76 77

5th 113 114 {116 118 19 129 121 76 77 78 79 80 81 81

D0th 120 424 123 125 127 128 129 B4 a5 B6 87 83 a3 B9

10 S0th a7 93 100 102 103 105 106 58 59 6O 61 61 B2 B3
Q0th 111 112 114 115 N7 118 119 73 73 T4 75 76 T 78

5th 115 118 117 119 121 122 123 7T 78 79 80 81 81 B2

D0th 122 4123 126 127 128 130 130 BS 86 B6 BB 88 89 80

12 The Fourth Raport on the Dlagnesls, Evaluation, and Treatment of High Blood Prassure in Chiliren and Agalescents
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Age BP Systolic BP (mmHg) Diastolic BP (mmHg)
[Year) Percentile & Percentile of Height —» + Percentile of Height —
' Gth 10th 25th 50th 75th  90th  95th bth 10th 25th 50th T75th 90th 95th
11 50th 93 100 102 14 106 107 107 58 59 60 61 62 63 63
90th 113 114 N5 117 119 120 12 74 T4 75 76 7T 7B 7B
85th 17 118 119 129 123 124 126 [ I 73 a1 ® g2 82
88th 124 125 127 129 130 132 132 BE BB &7 88 B3 80 40
12 50th i 102 104 106 108 109 110 58 &0 &1 62 63 63 &4
90th 115 116 18 120 129 123 123 4 75 [:] 76 7T L
a5th 119 120 122 123 126 127 127 B 79 80 a1 B2 B2 83
98th 126 127 129 131 133 134 136 BE BT 88 83 80 90 9
13 50th 14 105 106 108 110 141 142 60 &0 &1 B2 64 B4
90th 17 118 120 122 124 125 126 75 75 76 77 78 m 7
95th 129 122 124 126 123 120 130 ™ 79 80 a1 82 B3 83
90th 128 130 131 133 135 136 137 &f 87 88 89 90 o ]|
14 50th 106 107 109 111 113 114 115 60 &1 62 63 64 65 &5
90th 1200 129 123 126 126 128 128 s 7B 77 78 79 7 8D
85th 124 126 127 128 130 132 132 80 8O & g2 B3 B4 B4
88th 131 132 134 136 138 139 140 &7 B8 it ] 9 o a2 a2
15 50th 08 10 12 113 16 17 117 &1 62 63 64 65 66 66
90th 122 124 125 127 129 130 13 w77 78 79 BD B0 81
g5th 126 127 129 131 133 134 136 81 &1 82 83 B4 gd 85
98th 134 135 1386 138 140 142 142 B8 B9 a0 ™M 92 83 93
16 50th 11 112 114 116 118 119 120 63 63 64 B5 66 67 &7
90th 125 126 128 130 131 133 134 7B 7B 73 a8 B2 82
85th 129 130 132 134 135 137 137 B2 B3 83 a4 BS BE BT
90th 136 137 139 141 143 144 145 90 90 el 92 &3 o4 o
17 50th 114 115 116 118 120 129 {22 65 66 66 67 6B g8 7O
80th 127 128 130 132 134 135 136 80 8O & g2 B3 B4 B4
85th 131 132 134 136 138 139 140 B4 BS 86 a7 BT BE B9
88th 138 140 141 143 145 146 147 942 93 93 94 85 86 97
BP binod pressurs

* The 0th percentile iz 1.28 S0, 85t percentie iz 1,645 5D, and the 25th percantile iz 2.326 50 over the mean. For research purposes,

the standard devistions in appendix table B-1 allow cne to compute BP Z-scones and percentilies for boye with height percentiles given

in table 3 (Le., the Sth, 10th, 28sh, Kith, 75th, 90th, and B5th parcentiles]. These height percentiles must be corvertad to height

Z-acores given by (5% = -1.645; 10% = -1.28; 26% = -0.68; 50% = O; 75% = 0.68; 80% = 1.26; 05% = 1.645) and then computed
according to the methodology in steps 2-4 described in sppendi B. For children with height percentiies ofher than these, follow steps
14 as described in sppendix B.
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Blood Pressure Levels for Girls by Age and Height Percentile*
______________________________________________________________________________________________________________________________|]

Age BP Systolic BP (mmHg) Diastolic BP (mmHg)
(Year) Percentile + Percentile of Height — + Percentile of Height —

1 S5th 10th 25th 50th 75th 90th 95th 5th  10th 25th 50th T75th 90th 95th

1 50th 83 84 BS B6 BB 89 20 38 39 39 40 4 44 42
QOth a7 a7 o8 100 101 102 103 52 53 53 54 55 513 56

G5th io0 104 102 104 105 106 107 56 57 57 58 59 59 60

G3th o8 108 109 111 112 113 114 B4 B4 BS &5 BE 67 B7

2 S0th 85 85 B7 B8 B9 3] ] 43 44 44 45 48 48 47
Q0th 08 99 100 104 103 104 105 57 58 58 50 60 61 61

Q5th 102 103 104 105 107 108 109 61 B2 62 &3 64 865 65

Gath 109 110 141 112 114 115 116 63 69 70 70 71 72 72

3 S0th 88 a7 B8 ja:t] a1 92 a3 a7 43 48 49 50 50 51
Q0th i00 100 102 103 104 106 106 61 62 62 63 64 64 65

G5th i04 104 105 107 108 109 110 65 E6 66 &7 68 68 69

G3th 11 111 113 114 115 116 117 73 73 4 74 75 76 76

4 50th 88 88 a0 a1 92 94 94 50 50 51 52 62 63 54
Q0th i1 102 103 104 106 107 108 B4 B4 BS 66 B7 67 63

G5th i05 106 107 10B 110 111 112 68 68 69 70 71 71 72

GGth 112 113 114 115 117 118 119 76 76 76 T 78 79 79

5 50th 89 20 a1 a3 a4 a5 96 52 53 53 54 55 BE 56
Q0th 103 103 105 106 107 109 109 BE B7 67 &8 B9 B89 70

Q5th o7 107 108 110 111 112 113 70 71 71 72 73 73 T4

Gath 114 114 146 17 118 120 120 78 i 79 9 a0 81 B1

6 S0th 23] 92 a3 24 96 a7 98 54 54 55 56 56 57 58
Q0th io4 105 106 108 108 110 111 68 68 69 70 70 71 72

Q5th 08 102 110 111 113 114 115 T2 T2 73 74 74 75 78

@ath 115 116 147 119 120 121 122 BO 80 BO 81 a2 83 B3

7 50th a3 a3 a5 06 a7 99 29 55 56 56 57 58 58 50
Q0th i06 107 108 108 141 112 113 63 70 70 71 T2 72 73

G5th 110 111 142 113 115 116 116 73 T4 T4 75 76 76 77

G3th 117 118 119 120 122 1283 124 B1 81 B2 82 83 84 B4

B 50th a5 a5 o6 o8 93 100 11 57 57 57 58 59 60 60
Q0th ioe 109 140 111 113 114 114 71 71 71 T2 73 74 74

Q5th 112 112 114 115 116 118 118 75 75 75 76 7 78 78

Qath 119 120 129 122 123 126 125 B2 82 B3 B3 84 85 BE

9 S0th 96 97 98 100 101 102 103 58 58 58 59 B0 &1 61
Q0th 110 110 112 113 114 116 116 72 T2 72 73 T4 75 75

@5th 114 114 1165 17 118 119 120 76 76 76 7 78 79 79

G3th 121 121 123 124 125 127 127 B3 83 B4 84 a5 88 B7

10 S0th 98 99 100 102 103 104 105 59 59 59 &0 &1 62 62
Q0th 112 112 114 115 116 118 118 73 73 73 74 75 76 78

G5th 116 116 147 119 120 121 122 77 T T 78 79 80 BO

G3th 123 123 126 126 127 1290 129 B4 34 BS BE a8 a7 B3

12 The Fourth Report on ihe Diagnesls, Evaluation, and Treatment of High Blood Prassure In Children and Adolescents
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Age BP Systolic BP (mmHg) Diastolic BP (mmHg)
(Year) Percentile + Percentile of Height — + Percentile of Height —
Sth 10th 25th 50th 75th 90th 95th 5th 10th 25th 50th T75th 90th 95th
11 50th 100 101 102 103 105 106 107 60 60 60 61 62 63 &3
80th 14 114 16 117 118 119 120 4 T4 74 7B 76 iwTr
a5th 118 118 119 121 122 123 124 78 T8 78 79 BD Bt H
80th 125 125 126 128 129 130 131 B5 85 86 ar &7 BE E3
12 50th 102 103 104 105 107 108 109 &1 61 61 62 63 64 &4
80th 16 116 117 118 120 121 122 75 75 75 7w 7T B 7B
85th 118 1200 129 123 124 125 126 @79 78 . ® g2 82
89th 12r 127 128 130 131 132 133 86 86 87 83 BB Ba 90
13 50th 104 105 106 107 108 110 110 62 62 B2 63 64 65 &5
80th 17 118 119 129 122 123 124 76 7B 76 77 78 w79
85th 121 122 123 124 126 127 128 8D 80 80 81 B2 B3 83
99th 128 129 130 132 133 134 135 87 87 83 83 B3 90 o
14 50th 106 106 107 108 110 111 142 63 B4 65 66 66
90th 118 1200 129 122 124 135 135 wmoTT 77 78 79 B0 BD
85th 123 123 125 126 127 120 129 81 81 81 82 83 B4 B4
99th 130 131 132 133 135 136 136 B8 BB B9 90 90 9 92
18 50th 107 108 109 110 111 113 113 64 64 64 65 66 67 &7
80th 120 121 122 123 125 126 127 78 T8 78 79 BD Bt H
a5th 124 125 126 127 129 130 13 g2 82 B2 33 &4 Bs 85
89th 131 132 133 134 138 137 138 B3 B9 a0 9 A 892 493
16 50th 108 108 110 111 112 114 114 64 64 €5 66 66 67 &8
80th 121 122 123 124 126 127 128 78 T8 78 . ® Bt 82
85th 125 126 127 128 130 131 132 g2 82 83 a4 8BS Bb BB
99th 132 133 134 135 137 138 130 a) a0 a0 Lo 93 93
17 50th 108 108 110 111 113 114 115 64 65 €5 66 &7 67 &8
80th 122 122 123 126 126 127 128 7B 79 79 . B Bt B2
85th 125 126 127 128 130 131 132 B2 83 83 a4 BS BE BB
99th 133 133 134 138 137 138 139 90 90 2] 9 92 83 @
BR biood pressune

* Tha 0th percantile is 1.28 50, 95t percentile iz 1.645 50, and the 93th percantile iz 2.326 S0 over the mesn. For resaarch purposes,
the standard desiations in appendix table B-1 allow cne to compute BP Z-scones and percentiias for girs with height percentiies given in

table 4 (L., the Bth, 10th, 25th, 50th, T5th, 80th, and 95th percantiss). These height percentiies must be comverted to height Z-scores

given: by 5% = -1.645; 10% = -1.28; 25% = -0.68; 50% = 0; 75% = 0.68; 90% = 1.98; 95% = 1.645) and then computad according to
the methodelogy in steps 24 deecribed in appendix B. For children with height percentiles other than thees, foliow ateps 1-4 &3

describad im appendix B.
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Annexe 2 : Pression artérielle des garcons et des filles de 4 a 18 ans en fonction de la

taille. Etude de Nancy et seuils de I’hypertension artérielle

Tension artérielle en fonction de la taille:  Tension artérielle en fonction de la taille:

Systolique

Diastolique

Gargons de4a18ans 97.5%% 30 'E'!““es de4 a8 ans
:::m ama 180 TA: 3 i WA ..97'5%‘ 30m 170
‘ mm m
LAran e menagante a7,5% 170 1sogna!e de NAISSANCE s | 97,5% | 160 §
+ 10 mmHg ;
97,5%
160 160 150 7.6% 150 .
150 HTA confirmée 150 140 140 %
140 140 130 90% | 130 »
130 HTA Timite 130 § 120 75% 120 %
120 120 -3 110 50% ;
- g
110 ® £ 100 o §
Percentiles ) Percentiles:
100 minig mmHMg §
97,5% | 420 97,5% 120 &
HTA Immédiatement + 30 mmHg = + 30. mmHg £
£ menAgarie 110 g HTA Immédiatement 110 g
97,5% e 97,5 % z
100 +10 mmHg | 100 100 +10-mmHg—| 100 5
HTA confirmée ) HTA confirmée 3
. /’_’///97-'5'2 90 = 90 97,5% 90 %
HTA limite % = HTA Jimite 80 3
80 ! w| 80 S ® .
- /’/7-5% 70 g 70 1% 5 E
50% a V 2
60 /_____// 60 O g0 /___—/50/: 60 =
50 50 50 50
p 0
40, =05 115 125 135 145 155 165 175 185 O 5105 115 125 135 145 155 165 175 185
TAILLE TAILLE
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Annexe 3 : Recherche d'un effet matrice

GAMME SANS MATRICE

Mesurages (Réponses instrumentales) Y

Niveaux Concentration des échantillons de calibration X Séries (jours)
Répétition 1 Répétition 2

1 0,508 0,511

1 85 2 0,51 0,509
3 0,502 0,501

1 0,557 0,556

2 92,5 2 0,561 0,56
3 0,548 0,547

1 0,605 0,603

3 100 2 0,612 0,607
3 0,596 0,593

1 0,651 0,647

4 107,5 2 0,661 0,664
3 0,643 0,646

1 0,699 0,698

5 115 2 0,705 0,703
3 0,669 0,691

GAMME AVEC MATRICE
. . 3 . . . L Mesurages (Réponses instrumentales) Y
Niveaux | Concentration des échantillons de calibration (CIQ) X Séries (jours)
Répétition 1 Répétition 2

1 0,51 0,509

1 85 2 0,504 0,522
3 0,499 0,501

1 0,561 0,553

2 92,5 2 0,547 0,559
3 0,546 0,54

1 0,602 0,604

3 100 2 0,602 0,61
3 0,604 0,587

1 0,649 0,649

4 107,5 2 0,657 0,653
3 0,635 0,647

1 0,692 0,697

5 115 2 0,708 0,707
3 0,701 0,698

GAMME SANS MATRICE

Pente droite de régression

ordonnée al'origine

Gamme 1 (série 1, rép 1) 0,006346667 Gamme 1 (série 1, rép 1) -0,030666667

Gamme 2 (série 2, rép 1) 0,006533333 Gamme 2 (série 2, rép 1) -0,043533333

Gamme 3 (série 3, rép 1) 0,00572 Gamme 3 (série 3, rép 1) 0,0196

Gamme 4 (série 1, rép 2) 0,0062 Gamme 4 (série 1, rép 2) -0,017

Gamme 5 (série 2, rép 2) 0,00656 Gamme 5 (série 2, rép 2) -0,0474

Gamme 6 (série 3, rép 2) 0,006386667 Gamme 6 (série 3, rép 2) -0,043066667
GAMME AVEC MATRICE

Pente droite de régression

ordonnée al'origine

Gamme 1 (série 1, rép 1) 0,006026667 Gamme 1 (série 1, rép 1) 0,000133333
Gamme 2 (série 2, rép 1) 0,006906667 Gamme 2 (série 2, rép 1) -0,087066667
Gamme 3 (série 3, rép 1) 0,006573333 Gamme 3 (série 3, rép 1) -0,060333333
Gamme 4 (série 1, rép 2) 0,006293333 Gamme 4 (série 1, rép 2) -0,026933333
Gamme 5 (série 2, rép 2) 0,006186667 Gamme 5 (série 2, rép 2) -0,008466667
Gamme 6 (série 3, rép 2) 0,00668 Gamme 6 (série 3, rép 2) -0,0734
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Comparaison des pentes
Test de comparaison des moyennes (séries indépendantes)

pente (sans matrice) | pente (avec matrice)
Effectif 6 6
Moyenne 0,006291111 0,006444444
Ecart-type 0,000309082 0,000331533
Variance 9,55319E-08 1,09914E-07
degrés de liberté (ddl) 5 5

Test de comparaison des variances (Fisher)

Rapport des variances F 1,150548973
ddl (num) 5
ddl (den) 5

Seuil (5 %) 7,146381829

Degré de signification 0,881446979

Conclusion :

Pas de différence significative entre les variances des 2 groupes ; degré de signification p = 0.88145

Test de student (variances égales)

Variance commune

1,02723E-07

ddl 10
t 0,82863531
Seuil (5%) 2,228138852
Degré de signification 0,426645983

Conclusion :

Pas de différence significative entre les moyennes des 2 groupes; degré de signification p = 0.42665

PAS D'EFFET MATRICE
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Intensity, cps

Annexe 4 : Spectre de masse des témoins pour la dégradation forcée

Intensly,cps

© Solvant non exposé a la lumiére (non dégradé)

5.806

5.506

5.0e6

4.506

4.006

3.566

3.0e6

2,506

2.0e6

1506

1.006

115.1)

& Solvant exposé a la lumiere (dégradé)

171.4)

171.2]

163.1
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171.3)

4.0e6

3.506

3.0e6

2.506

Infensity, cps

2.066

1.5e6
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1240 1951 2171

2614
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& Solvant utilisé pour la dégradation acido-basique non chauffé (non dégradé)

1.4e7

1.3e7 |

1.267

1.1e7

1.067

9.0e6

8.0e6

Intonsity, cps
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Annexe 5 : Fonction de réponse et gamme de calibration

Niveaux
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Série 5
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Annexe 6 : Plan de validation
. . . Mesurages (Réponses instrumentales) Y
Niveaux Concentration des échantillons de validation (CIQ) X Séries (jours)
1 2 3 4 5 6
1 0,502 0,501 0,502 0,501 (117 0,502
2 0,503 0,503
1 85 3 0,501 0,501
4 0,488 0,489
5 0,484 0,477
6 0,483 0,483
1 0,605 0,605 0,599 0,594 0,609 0,605
2 0,606 0,601
2 100 3 0,601 0,598
4 0,582 0,584
5 0,578 0,578
6 0,582 0,57
1 0,701 0,7 0,702 0,705 0,701 0,704
2 0,706 0,699
3 0,696 0,696
3
EB 4 0,688 0,682
5 0,667 0,669
6 0,655 0,648
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liquide de nicardipine a visée pédiatrique.
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RESUME

La nicardipine fait partie des traitements antihypertenseurs de premiére intention chez I'enfant
du fait de sa bonne tolérance et de sa maniabilité. Les spécialités disponibles, inadaptées a
I'usage pédiatrique, obligent la pharmacie a préparer de nombreuses séries de gélules pour
répondre aux prescriptions des pédiatres. Leur fabrication est chronophage et contraignante du
fait de la multitude des dosages a préparer lors des adaptations posologiques et la forme gélule
pose des problémes d'administration chez les jeunes enfants. Pour pallier a ces difficultés, une
préparation hospitaliére de nicardipine sous forme buvable a été développée. La stabilité
chimique de la formulation a été déterminée par une méthode de chromatographie liquide
haute performance couplée a un spectrométre de masse en tandem préalablement validée. La
stabilité physique a été conduite par I'évaluation du pH, de la viscosité, de I'osmolalité et de la
densité de la préparation. La stabilité microbiologique a été menée conformément aux
recommandations de la Pharmacopée européenne. Au préalable une étude a été réalisée afin
de déterminer les excipients les plus appropriés a la formulation de la nicardipine et a son
utilisation en pédiatrie. L'excipient liquide Inorpha® associé a du polysorbate 80 a permis le
développement d'une solution buvable de nicardipine dosée a 2 mg/ml. Notre étude a montré
une stabilité physico-chimique et microbiologique de la formulation pendant 90 jours a 25°C
comme a 4°C. La préparation hospitaliere développée nous permet de fabriquer un ou plusieurs
lots a I'avance et ainsi de répondre plus rapidement aux demandes des services de pédiatrie.
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