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1. Introduction

Le paludisme est une infection transmise par un parasite du genre Plasmodium spp. dont le
vecteur est un moustique femelle du genre Anophéle. L’organisation mondiale de la santé
(OMS) a recensé 216 millions de cas de paludisme en 2016 dont 90 % en Afrique. Cette
infection touche particuliérement les enfants puisque 285.000 des 445.000 individus décédés
cette année-la avaient moins de 5 ans [1]. En Europe, 20 % des cas de paludisme
d’'importation concernent les enfants [2]. En 2015, I'assemblée mondiale de la santé a
déclaré vouloir réduire de 90 % l'incidence et la mortalité du paludisme d’ici a 2030. Cela
passe notamment par garantir 'accés universel aux moyens de prévention, de diagnostic et
de traitement du paludisme [3].

La prise en charge prophylactique du paludisme pédiatrique repose sur l'association
atovaquone-proguanil (dés 5 kg), la méfloquine (MQ) (des 15 kg), la doxycycline (des 40 kg),
la chloroquine (uniquement en Amérique centrale et aux Caraibes) ou I'association
chloroquine-proguanil (en Afrique subsaharienne, dés 50 kg si contre-indication aux autres
traitements). Mis a part la chloroquine, il n’existe aucune galénique adaptée a I'enfant de
moins de 6 ans d’ou la pratique de broyer les formes séches [4].

La prise en charge curative du paludisme non compliqué en zone d’endémie repose en
premier lieu sur une association a base d’artémisine (artemisin-based combination therapy
ou ACT). Cing ACT sont recommandées a partir de 5 kg : artéméther-luméfantrine,
artésunate-amodiaquine, artésunate-méfloquine, artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine,
dihydroartémisine-pipéraquine. La chloroquine peut étre utilisée en cas de suspicion
d’infection par une autre espéce que Plasmodium falciparum [5]. La méfloquine est utilisée
en seconde intention dans la prise en charge du paludisme d’'importation [4].

La prise en charge curative du paludisme grave en zone d’endémie repose initialement sur
I'artésunate par voie intraveineuse. Le relai per os nécessite une association a base d’ACT :
artésunate-amodiaquine, artéméther-luméfantrine ou dihydroartémisine-pipéraquine [5]. La
méfloquine n’est pas indiquée dans la prise en charge du paludisme grave en zone
d’endémie mais elle peut étre utilisée en seconde intention en cas de paludisme grave
d’'importation [4].

La méfloquine (MQ) peut étre utilisée en prophylaxie de I'infection chez I'enfant pesant plus
de 15 kg a la posologie de 5 mg/kg/semaine sans dépasser 250 mg [4-6]. Elle est
également indiquée dans le traitement des infections non compliquées chez I'enfant a la
posologie de 25 mg/kg répartie sur 1 a 3 jours, a partir de 5 kg, sans dépasser 1500 mg [4—
6]. La formulation galénique en comprimés quadrisécables dosés a 250 mg (Méfloquine,
LARIAM®) ne permet pas d’adapter parfaitement la dose administrée au poids de I'enfant

[4].

En raison de son intérét thérapeutique et du manque de formulation adaptée, la méfloquine
est inscrite sur la liste des “paediatric needs” de I'agence européenne du médicament (EMA)
au méme titre que les associations atovaquone-proguanil et chloroquine-proguanil [7]. La
méfloquine fait également partie de la liste des médicaments essentiels de 'OMS pour la
prise en charge prophylactique et curative du paludisme en pédiatrie [8]. Environ 20 % des
“paediatric needs” sont également sur la liste de 'OMS [9].
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D’un point de vue chimique, la méfloquine est une base faible de pKa égal a 8,6 [10]
constituée d’'un mélange de 4 diastéréoisoméres [11] et commercialisée sous la forme d’un
mélange racémique des énantioméres érythro 11S,12R et 11R,12S (Figure 1).
L’énantiomére (+)- est le plus actif [12] et I'énantiomeére (-)- induit le plus d’iatrogénie du fait
d'une meilleure affinité avec les récepteurs de l'adénosine, d’'une plus forte activité
anticholinestérasique et d’un passage accru de la barriere hémato-encéphalique [13]. Cette
configuration absolue correspond respectivement aux énantioméres 11S,12R et 11R,12S
[14] (Figure 2).

CF3 CF3

CF3
erythro 11R,12S erythro 115,12R threo 11R,12R threo 115,128

Figure 1 : Formule chimique des diastéréoisomeéres de la méfloquine

(+)-MQ-2

Figure 2 : Formule chimique des énantiomeéres érythro de la méfloquine

D’un point de vue biopharmaceutique, la méfloquine est un composé appartenant a la classe
Il du systeme de classification biopharmaceutique (BCS). La dose thérapeutique maximale
par prise chez I'adulte (750 mg) n’est pas soluble dans 250 mL d’eau a pH compris entre 1,2
et 6,85 a 37 °C (solubilité inférieure a 1 mg/mL) mais la perméabilité intestinale est
supérieure a 90 % [15-17]. Cette classification a été adaptée chez I'enfant en normalisant le
volume d’eau nécessaire a la solubilisation du principe actif en fonction du poids de I'enfant
[18]. La méfloquine reste un composé BCS Il. D’aprés la classification BDDCS qui prend en
compte la solubilité et le métabolisme du principe actif chez l'adulte, la méfloquine est
classée Il car son métabolisme est supérieur a 70 % [19].

Afin de faciliter 'observance des patients, un médicament doit présenter une bonne
palatabilité. La palatabilité d’'un médicament représente la sensation agréable en bouche
qu’il procure en terme de go(t, saveur, odeur et texture et est liée au volume unitaire
administré [20]. Les comprimés permettent de masquer ou réduire la mauvaise palatabilité
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des principes actifs, principalement causée par 'amertume comme c'est le cas pour la
méfloquine [21]. L'utilisation de la méfloquine chez I'enfant nécessite actuellement de diviser
le comprimé en doses inférieures ou d’écraser le comprimé. Le principe actif devient
disponible pour les récepteurs du golt ce qui induit une mauvaise palatabilité et peut
théoriquement entrainer le refus du traitement par I'enfant.

La forme galénique de prédilection dépend de I'age du patient, du besoin d’'une dose flexible,
de la palatabilité et de la solubilité du principe actif et de la possibilité de masquage du goGt
du principe actif [22]. La capacité d’'un enfant a avaler un médicament sous forme séche
dépend de différents facteurs comme I'age, le volume, la texture ou I'habitude [23,24]. Les
formes seches pouvant induire une fausse-route, un refus du traitement ou une dose
administrée inadaptée au poids ou a I'dge de l'enfant [25], les formes liquides sont a
privilégier chez I'enfant de moins de 6 ans [26].

Le développement d'une forme liquide pédiatrique per os de méfloquine permettrait
d’optimiser les modalités d’administration chez I'enfant en facilitant notamment 'adaptation
de posologie [22,26,27]. Cela permettrait de répondre a la problématique d’adaptation de
posologie et d’administration chez I'enfant soulevée par 'EMA et pourrait améliorer la
biodisponibilité orale de la méfloquine [17]. Sachant que 97 % des enfants de 1 an et 8 ans
pésent respectivement moins de 12 kg et 27 kg [28,29] et que le volume d’administration doit
idéalement étre inférieur a 5 mL et 10 mL chez les enfants de respectivement moins et plus
de 5 ans [20], une solution buvable a visée curative doit étre dosée entre 20 mg/mL et
30 mg/mL.

Différentes approches ont été employées pour solubiliser la méfloquine : I'optimisation du pH
associée a la co-cristallisation [30], I'émulsification [31], I'encapsulation par les liposomes
[32] ou les cyclodextrines (CD) [33]. Parmi ces approches, I'utilisation des cyclodextrines
semble intéressante pour la formulation d’'un médicament pédiatrique. Il est communément
admis que les cyclodextrines peuvent améliorer la solubilité, la perméabilité, la palatabilité et
la stabilité des principes actifs qu’elles complexent tout en réduisant leur toxicité [32,35-38].

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycligues composés de 6, 7 ou 8 unités
glucose pour les plus communes qui se nomment respectivement a, B et y-CD. Les
cyclodextrines ont une structure tridimensionnelle en forme de cbne tronqué dont la paroi est
constituée par les unités glucose. Les hydroxyles secondaires (OH-2, OH-3) sont situés sur
le plus grand cété du tronc conique alors que les hydroxyles primaires (OH-6) sont localisés
sur le petit c6té (Figure 3). La présence de ces groupements hydroxyles sur les deux bords
de la couronne confére a la partie extérieure de la cyclodextrine un caractéere hydrophile
alors que lintérieur de la cavité, tapissé d’atomes d’hydrogéne (H-3, H-5) et de I'oxygéne
inter-glycosidique (O-4), est hydrophobe. Le caractére a la fois hydrophile et lipophile des
cyclodextrines leur confere la propriété de former des complexes supramoléculaires en
solution aqueuse en invitant une ou plusieurs molécules hydrophobes pour former des
complexes d’inclusion. Les cyclodextrines sont également capables de former des
complexes d’association résultant d’interactions entre I'extérieur de la cyclodextrine et la
molécule complexée [39].
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Figure 3: Formule développée générale des cyclodextrines naturelles et représentation
schématique de leur structure tridimensionnelle.

De nombreux dérivés des cyclodextrines ont été synthétisés en substituant certains atomes
d’hydrogéne par des groupements hydrophiles (p.ex. hydroxypropyle, sulfobutylether) afin
d’améliorer la solubilité aqueuse des cyclodextrines naturelles et de leurs complexes. Parmi
toutes les cyclodextrines modifiées, seules quelques-unes sont utilisées par l'industrie
pharmaceutique, en particulier celles dérivées de la beta-cyclodextrine comme la 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrine  (HPBCD) et la per-(2,6-di-O-méthyl)-B-cyclodextrine
(RAMEB). Ces deux cyclodextrines sont respectivement hydroxypropylées et méthylées de
maniére non régiosélective mais contrélée avec un degré de substitution moyen de 1,8
(Cavasol W7 HP Pharma, Wacker) et 0,65 (Cavasol W7 M Pharma, Wacker) (Figure 3).

Afin de développer une solution de méfloquine, nous évaluerons 'apport de différents agents
de solubilisation et notamment la RAMEB et 'HPBCD pour solubiliser la méfloquine. Pour
cela nous étudierons par chromatographie liquide a haute performance couplée a la
détection par ultraviolets (HPLC-UV) l'impact du pH sur la solubilité de la méfloquine, nous
réaliserons des diagrammes de phase de la méfloquine avec ces cyclodextrines et nous
évaluerons l'évolution du temps de rétention de la méfloquine par des phases mobiles
contenant des cyclodextrines. Nous déterminerons ensuite les interactions entre la
méfloquine et les cyclodextrines par résonance magnétique nucléaire (RMN). Les
expériences RMN seront effectuées avec le mélange racémique de méfloquine ainsi qu’avec
les deux énantiopurs. Nous évaluerons ensuite la stabilité d’'une solution de méfloquine en
présence de RAMEB et de HPBCD.
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2. Matériels et Méthodes
2.1. Matériels

Un standard pharmaceutique secondaire de chlorhydrate de méfloquine a été fourni par
Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis). L'HPBCD Cavasol W7 HP Pharma et la
RAMEB Cavasol W7 M Pharma ont été achetées auprés de Ashland (Schaffhausen,
Suisse). La dimethyl-B-cyclodextrine (DIMEB) a été acquise auprés de Cis Bio (Saclay,
France). Les solvants utilisés pour la chromatographie liquide étaient tous de grade
analytique (grade UHPLC). L'eau pour préparations injectables (PPI) provenait du laboratoire
Chaix et du Marais (La chaussée Saint Victor, France). Le méthanol, l'acétonitrile,
l'ammoniaque a 28 % et I'acide orthophosphorique a 85 % provenaient de VWR (Fontenay-
sous-bois, France). L'acétate d'ammonium pour analyse, le potassium dihydrogéne
phosphate, le sodium dihydrogéne phosphate dihydrate et I'hydroxyde de sodium 1 N
provenaient de Merck (Darmstadt, Allemagne). Le disodium hydrogen orthophosphate
anhydre provenait de Fisher Scientific (Loughborough, Royaume-Uni). L'acide citrique
monohydraté provenait de Cooper (Melun, France). L'oxyde de deutérium (D,O) a été acquis
auprés d’Eurisotop (Saint-Aubin, France).

2.2. Validation de la méthode de dosage

Les solutions de méfloquine ont été analysées par chromatographie liquide a ultra haute
performance couplée a la détection par ultraviolets (UHPLC-UV) (Nexera®, Shimadzu,
Kyoto, Japon) a 283 nm. Un pL de solution a été élué sur une phase stationnaire
octadecylée (150 mm x 2,1 mm ;1,7 um) (Acquity UPLC CSH C18®, Waters, Milford,
Connecticut, Etats-Unis) chauffée a 40 °C, en utilisant une phase mobile contenant 40
volumes de tampon ammoniague 120 mM pH 10,0, 40 volumes d’acétonitrile et 20 volumes
de méthanol, a un débit isocratique de 0,4 mL/min.

La méthode de dosage a été validée en suivant les recommandations de la conférence
internationale d’harmonisation [40] et de la société francaise des sciences et techniques
pharmaceutiques [41]. Pendant trois jours consécutifs, deux solutions méres de calibration et
trois solutions méres de validation concentrées a 5 mg/mL ont été préparées dans le
méthanol. Ces solutions ont ensuite été diluées de facon indépendante dans le méthanol
pour obtenir des solutions filles concentrées a 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 et 3 mg/mL.

La spécificité a été évaluée par injection d’'un blanc ne contenant que du méthanol. Le

Signal

facteur de réponse (RF = ) a été étudié sur la gamme de calibration testée.

Concentration
Plusieurs méthodes de calibration ont été testées et leur impact sur la justesse, la

répétabilité, la fidélité intermédiaire et les profils d’incertitude des mesures a été évalué. La
méthode de calibration produisant les meilleurs résultats a ensuite été retenue. Finalement,
la linéarité de la méthode de dosage sur la plage des concentrations testées a été vérifiée
par régression linéaire et par la réalisation d’une analyse de la variance ANOVA sur la
relation : concentration mesurée = f (concentration introduite). La limite de quantification a
été définie comme la concentration la plus basse pour lequel le résultat fourni était exact. La

limite de détection a été calculée a partir de la limite de quantification (Limite de détection =
Limite de quantification
3.3

). Les définitions des parametres validés sont présentées en Annexe 1.
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Les tests statistiques et les graphiques ont été produits avec les logiciels R® (R Core Team)
et E-noval ® (Arlenda, Mont-Saint-Guibert, Belgique). Un risque de 10 % a été renseigné
dans le logiciel E-Noval® pour la validation de la méthode. Le seuil p < 0,05 a été considéré
comme significatif pour les tests statistiques. Les signaux mesurés et les concentrations
introduites pour chague solution de calibration et de validation sont présentés en Annexes 2
et 3.

2.3. Etude de la solubilité du chlorhydrate de méfloquine
2.3.1. Solubilité en fonction du pH

La solubilité du chlorhydrate de méfloquine a été déterminée dans I'eau PPI non tamponnée
et en présence d’un tampon citrate 50 mM pH 3,0 (AHs/AH,), d’'un tampon phosphate 80 mM
pH 2,7 (AHg/AH,), d’un tampon phosphate 50 mM pH 4,6 (AH,/AH?) et d'un tampon
phosphate 50 mM pH 6,6 (AH*/A%). Pour cela des triplicatas de chaque suspension ont été
agités pendant 25 h a I'abri de la lumiére et a 22 °C puis filtrés sur une membrane hydrophile
versapor de 0,45 um (Acrodisc®, Pall Life Sciences, Cortland, New York, Etats-Unis) afin
d’obtenir une solution limpide. Ces solutions ont ensuite été diluées au 1/10° dans la phase
mobile avant d’étre analysées par UHPLC-UV selon la méthode décrite précédemment. Le
pH des suspensions a été contrdlé avant filtration.

2.3.2. Solubilité en présence d’agents de solubilisation

La solubilité du chlorhydrate de méfloquine a été évaluée en présence de divers agents de
solubilisation afin de savoir lesquels pouvaient améliorer la solubilité intrinseque. La
méfloquine a été dissoute dans un cosolvant (polyéthylene glycol), des surfactants
(polysorbate 80, 15-hydroxystéarate, macrogolglycérol ricinoléate) et des cyclodextrines
(HPBCD, RAMEB) en solution aqueuse. Chaque excipient a été ajouté aux concentrations
de 1 % et 10 % m/v dans des fioles de 5 mL contenant un excés de méfloquine et
complétées par du tampon phosphate 50 mM pH 7,0. Ces solutions ont été préparées en
singulet. Trois solutions ont été réalisées dans le tampon phosphate afin d’évaluer la
solubilité intrinseque du chlorhydrate de méfloquine et 2 solutions ont été préparées dans le
méthanol afin de calibrer la réponse signal = f(concentration). La fusion préalable du 15-
hydroxystéarate a été effectuée a 35 °C. La méfloquine a initialement été agitée dans 'agent
de solubilisation en quantité minimale suffisante de tampon permettant I'agitation de la
solution. Le tampon a été rajouté en quantité plus importante au bout de 2 h puis en quantité
suffisante pour 5 mL au bout de 6 h. L’agitation a été arrétée au bout de 24 h. Les solutions
ont été filtrées et analysées en UHPLC-UV sans dilution préalable afin de mesurer la
solubilité. Le pH et le godt des solutions ont également été évalués par une seule personne.

2.3.3. Solubilité en présence de cyclodextrines

Afin d’étudier le pouvoir solubilisant des cyclodextrines, trois diagrammes de phases ont été
réalisés selon la méthode de Higuchi et Connors [42]. La méfloquine a été ajoutée en large
exces dans des fioles jaugées de 5 mL contenant une quantité exactement connue de
cyclodextrines (i.e. 26, 132 et 264 mM) préalablement dissoutes dans I'eau PPI, un tampon
citrate 50 mM pH 3,0 et un tampon phosphate 80 mM pH 2,7. Ces suspensions ont été
préparées en singulet dans le tampon phosphate et I'eau PPI et en duplicata dans le tampon
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citrate. Les échantillons ont été agités pendant 18 h & I'abri de la lumiére et & 22 °C avant
d’étre filtrés par l'intermédiaire d’un filtre 0,45 um afin d’obtenir des solutions limpides. Ces
solutions ont ensuite été diluées au 1/10° dans la phase mobile avant d’étre analysées par
UHPLC-UV. Le pH des suspensions de méfloquine a été contrélé avant I'étape de filtration
clarifiante.

Si un complexe d’inclusion se forme entre les cyclodextrines et la méfloquine avec une
stoechiométrie 1:1, il est possible de déterminer sa constante d’association (Ka) et
I'efficience de la complexation (CE) a partir des diagrammes de phases [42,43] en tracant la
courbe [MQ] solubilisée = f ([CD] ajoutée) et en utilisant 'équation suivante (Annexe 4) :

Ka = So 1)

St =S50+ m* [CD] totate

Avec :
- St : solubilité totale du chlorhydrate de méfloquine

- So : solubilité intrinséque du chlorhydrate de méfloquine soit 'ordonnée a l'origine de la
courbe

Ka est obtenu a partir de la pente de I'équation (1):

pente 2)

Ka= ————
¢ So(1 — pente)

CE permet de comparer les complexes d’inclusion formés en s’affranchissant de la donnée
de solubilité Sy et est défini, a partir de I'équation (1) comme étant égal a:

CE = pente (3)
1 — pente

Le ratio molaire est calculé a partir de CE selon I'équation :

r [ .r‘ = I H I + e

2.4. Etude de I'interaction méfloquine - cyclodextrine par HPLC-UV

Il est possible de détecter les interactions et la formation de complexes entre les
cyclodextrines et la méfloquine avec la chromatographie liquide en éluant la méfloquine a
I'aide d’'une phase mobile contenant des concentrations connues de cyclodextrine [44]. Pour
cela, 1 pL d’'une solution de méfloquine préparée a 2 mg/mL dans 'eau PPI a été élué sur
une colonne octadécylée (150 mm x 4,6 mm ; 3,5 um) (Symmetry C18®, Waters) maintenue
a 40 °C en utilisant une phase mobile composée d’une solution tamponnée de cyclodextrine
(tampon phosphate 50 mM, pH 2,7) et de méthanol (40:60 v/v) a un débit de 1 mL/min.

Le tampon phosphate 50 mM, pH 2,7 contenait 0, 25, 50, 100 et 200 MM de RAMEB ou
d’HPBCD.
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Si un complexe se forme entre la méfloquine et une cyclodextrine, I'évolution du temps de
rétention de la méfloquine (tr) en fonction des différentes concentrations de cyclodextrine
permet de calculer Ka grace a la formule établie par Buha et al. [44] :

Ka 1 (5)

* [CD]n + m

1
k'c k'm

Avec :

- K'c : facteur de capacité de la méfloquine : tg

tr—tm (6)

kc=
tm

- k'm : facteur de capacité de la méfloquine en absence de cyclodextrine

- tm : temps mort

En tragant le graphique ﬁ = f ([CD])), il est alors possible de déterminer Ka a partir de la
pente et de 'ordonnée a l'origine :

B pente (7)
~ ordonnée a l'origine

La stoechiométrie est généralement déterminée par I'aspect des droites.

2.5. Etude de I'interaction méfloquine - cyclodextrine par RMN

Les expériences de RMN ont été réalisées a la plateforme analytique de I'Université de
Picardie Jules Verne et encadrées dans leur réalisation et leur interprétation par le docteur
David Mathiron (ingénieur en techniques d’analyse chimique).

Les expériences de RMN du proton et du fluor ont été enregistrées aux fréquences
respectives de 600,17 MHz et 564,72 MHz sur un appareil Avancelll 600® (Bruker,
Wissembourg, France) muni d’'une sonde directe BBO 5 mm et équipée de gradient z. Les
spectres ont été enregistrés a 300 K avec un contrble rigoureux de la température (+/-
0,1 K). La calibration interne des spectres RMN 'H a été effectuée a l'aide du signal résiduel
de solvant HOD a 4,71 ppm. Les valeurs de pulses 90 ° ont été d’environ 7,5 ys pour le
proton. Les spectres monodimensionnels ont été acquis en RMN 'H avec un nombre de
scans (NS) de 128 et un time domain (TD) de 64 K points et en RMN *°F avec un NS de 16
et un TD de 32 K points. Une correction de la ligne de base a été effectuée sur chacun des
spectres. Tous les spectres ont été traités a I'aide du logiciel Topspin 3.2® (Bruker).

La DIMEB a été employée en tant que modéle RMN de la RAMEB pour obtenir d’avantage
d’informations sur la nature des interactions méfloquine-RAMEB.

Une expérience 2D T-ROESY (Transverse Rotating frame Overhauser Effect Spectroscopy)
a été réalisée pour mettre en évidence la proximité spatiale des noyaux de DIMEB et de
méfloquine et ainsi comprendre la structure du complexe. Cette expérience a été enregistrée
avec 224 scans et une fenétre spectrale de 10 ppm dans chacune des dimensions
(1024 points réels dans la dimension F2 et 256 points dans la dimension F1). Le temps de
mélange a été fixé a 380 ms.
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En RMN, une variation des déplacements chimiques (Ad) peut étre observée lors de la
formation d’'un complexe. Si un complexe se forme, il est possible de déterminer sa
stoechiométrie (n) par la méthode décrite par Job [45]. En travaillant & concentration molaire
totale constante ([méfloquine] + [CD] = K) et en faisant varier le ratio molaire de 0 a 1, il est
possible de relier la variation des déplacements chimiques a la stcechiométrie du complexe
grace a l'équation 46 * [méfloquine] = f(r) (Annexe 5). Cette courbe passe par un
maximum pour :

[cpb] 1 (8)
[MQ]+[CD] 1+n

r =

Des solutions meres de méfloquine, HPBCD et RAMEB de concentrations égales a 5 mM
ont été préparées dans 3,5 mL de D,O. La solution de méfloquine a été mise sous ultrasons
et chauffée a 45 °C afin de faciliter sa solubilisation. Pour chacune des cyclodextrines, 11
solutions filles ont été préparées en mélangeant différentes proportions de solutions
deutérées tout en gardant une concentration molaire totale égale a 5 mM et un volume total
de 500 pL. Les spectres RMN *°F correspondants ont été enregistrés.

Il est également possible en RMN de déterminer Ka en observant les variations des
déplacements chimiques grace a la méthode décrite par Benesi et Hildebrand [46] (Annexe
6). Lors de I'ajout de quantités croissantes de cyclodextrines mais avec une concentration
molaire de méfloquine constante, les variations des déplacements chimiques observés
peuvent étre reliées a Ka par I'équation :

1 1 1 1 (9)

= * +
A6 KaxASc [CD]  Aébc

. 1 1 . . p . .
En tragant le graphique = f (ﬁ ) il est possible de déterminer Ka:

ordonnée a l'origine (20)
pente

Ka =

Des solutions meres de méfloquine a 2 mM et dHPBCD et de RAMEB a 100 mM ont été
préparées. A partir de ces solutions méres, 500 pL de solutions filles contenant 0,5 mM de
méfloquine et 0, 5, 10, 20, 30, 40 et 50 mM de chaque cyclodextrine ont été préparées. Les
spectres RMN *°F correspondants ont été enregistrés.

Afin de dépister d’éventuelles interactions différentes entre les deux énantiomeres de la
méfloquine et les cyclodextrines, des expériences RMN 'H et °F ont été effectuées en
présence de I'énantiopur actif 11S,12R et de I'énantiopur toxique 11R,12S. Ceux-ci ont été
synthétisés chimiquement et fournis gracieusement par le laboratoire Agir de I'Université de
Picardie Jules Verne et son directeur, le professeur Pascal Sonnet. Des solutions contenant
chaque énantiopur, la méfloquine en présence de DIMEB et un mélange méfloquine —
énantiopur 11R,12S (1/3-2/3) — DIMEB ont été préparées dans le D,O aux concentrations
initiales de 5 mM. Cela avait pour objectif d’identifier les pics correspondant & chaque
énantiopur en vue d’attribuer les constantes d’association calculées précédemment a
chaque énantiopur. Une expérience T-ROESY a ensuite été effectuée en mélangeant la
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DIMEB et I'énantiopur 11R,12S aux concentrations de 5 mM dans le D,O. La comparaison
des taches de corrélation entre ces composés aux taches de corrélation obtenues lors de
I'expérience précédemment effectuée avec le mélange racémique permet théoriquement
d’identifier les interactions de chaque énantiopur avec les cyclodextrines.

2.6. Stabilité des solutions de méfloquine en présence de
cyclodextrines

2.6.1.Dégradation forcée

La méfloquine est sensible a la photodégradation [47]. Or il est bien décrit que les
cyclodextrines peuvent protéger de la photodégradation certains principes actifs [48].

Une expérience de dégradation forcée a été effectuée afin d’observer I'éventuelle formation
de produits de dégradation et affiner la résolution de la méthode chromatographique. La
méflogquine a été solubilisée a environ 1 mg/mL dans l'acétonitrile avant d’étre exposée
pendant 24 h aux conditions de dégradation suivantes : dégradation acide (HCI 0,1 N, HCI
0,33 N, HCI 0,5N , HCI 1 N), dégradation basique (NaOH 0,1 N, NaOH 0,33 N, NaOH 0,5 N,
NaOH 1 N), oxydation (H,O, 3 %, H,O, 10 %, H,O, 15 %, H,O, 30 %), photodégradation
(UV), thermodégradation (60 °C, 70 °C). La concentration de méfloquine non dégradée a été
évaluée par rapport & une solution conservée pendant 24 h & 25 °C et a I'obscurité.

2.6.2.Dégradation en temps réel

La stabilité des solutions de méfloquine, en conditions réelles de conservation, en présence
de HPBCD et de RAMEB, a été évaluée dans le tampon citrate 50 mM pH 3,0 et dans le
tampon phosphate 80 mM pH 2,7. Les quantités de cyclodextrines ont été choisies afin de
pouvoir solubiliser la méfloquine a 10 mg/mL. Ces quantités ont été déterminées a partir des
diagrammes de phases. Les cyclodextrines ont initialement été solubilisées dans les
tampons avant d’étre ajoutées dans des fioles jaugées contenant la méfloquine. Des
solutions témoins ont été préparées sans cyclodextrines dans ces mémes tampons et en
utilisant du méthanol comme cosolvant. Les suspensions ont été agitées a I'obscurité et a
température ambiante pendant 24 h (obtention d’une solution limpide). Les solutions ont
ensuite été filtrées via un filtre stérilisant 0,22 um (Vygon, Ecouen, France) puis réparties
aseptiguement sous poste de sécurité microbiologique de type Il Herasafe KSP (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, Etats-Unis) dans des flacons stériles en verre de
type I. Ces flacons ont été stockés en enceinte ICH 25 + 2 °C, 60 £ 5 % HR, la moitié sous
exposition lumineuse ultraviolet (UV) - visible (modéle KBF P240, Binder, Tuttlingen,
Allemagne) et 'autre moitié a l'obscurité (modéle KBF 240, Binder) conformément a la
norme ICH Q1B [49]. Trois échantillons de chaque solution ont été analysés tous les 30 jours
par UHPLC-UV selon la méthode précédemment décrite mais en utilisant un temps
d’analyse de 14 min pour distinguer d’éventuels pics tardifs (2,2 fois le temps de rétention).
L’étude a duré 90 jours dans le tampon citrate a 'obscurité, 120 jours dans le tampon citrate
sous exposition lumineuse et 60 jours dans le tampon phosphate. Le pourcentage de
méfloquine résiduelle par rapport a la concentration initiale a été calculé chaque mois a partir
d’'un ftriplicat de calibration dans le méthanol. La formation éventuelle de produits de
dégradation a été évaluée.
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3. Reésultats
3.1. Validation de la méthode de dosage

Aucun pic n'a été coélué avec la méfloquine et aucun pic n’est apparu lors de l'injection du
blanc au temps de rétention théorique de la méfloquine (Figure 4). La méthode est
spécifique. Le spectre UV de la méfloquine posséde plusieurs longueurs d’ondes maximales
et notamment autour de 220 nm et 283 nm (Figure 5).
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Figure 4 : Chromatogramme UHPLC-UV a 283 nm de la méfloguine a 1 mg/mL dans le
méthanol
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Figure 5 : Spectre UV de la méfloquine
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La régression linéaire obtenue avec les différents standards de calibration passés a J1, J2 et
J3 a permis d’établir la bonne linéarité de la fonction réponse (signal = f (concentration
introduite)) (Figure 6).

y=16000+889x R*=1
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Figure 6 : Droite de calibration obtenue en regroupant 'ensemble des standards de
calibration passés a J1, J2 et J3. Valeurs individuelles (croix noires) ; droite de régression

linéaire (ligne bleue).

La nature de la relation facteur de réponse = f (concentration introduite) est de nature
linéaire (p = 0,903) ce qui témoigne de I'absence de biais systématique (Figure 7). Plusieurs
modeles de calibration (linéaire, linéaire forcée par l'origine, en un point) ont été testés par la

suite.
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Figure 7 : Evolution des facteurs de réponse en fonction des niveaux de concentration.
Valeurs individuelles (croix noires) ; moyennes (ronds rouges) et intervalles de confiance a
95 % ; droite de régression linéaire (ligne bleue).

Lors de l'analyse des taux de recouvrement et de la linéarité de la méthode de dosage, le
modele de calibration en un point (1000 pg/mL) a donné les meilleurs résultats. Les biais
relatifs ont tous été inférieurs a 5 % en dehors du niveau le plus faible (10 pg/mL) (Tableau
). La méthode est juste sur l'intervalle [50 — 5000] pg/mL.

Tableau | : Détermination de la justesse de la méthode

Niveau de Moyenne des Moyenne des Biais Biais Taux de
concentration concentrations concentrations absolu relatif recouvrement
(Mg/mL) introduites calculées (ug/mL) (%) (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

10,0 10,04 9,260 -0,7755 -7,727 92,27

50,0 50,18 48,44 -1,739 -3,465 96,53

100,0 100,4 100,4 0,09026  0,08994  100,1

500,0 501,8 515,2 13,45 2,680 102,7

1000,0 1004 1013 9,529 0,9495 100,9

3000,0 3010 2945 -65,06 -2,161 97,84

5000,0 5018 4919 -99,17 -1,976 98,02

La répétabilité et la fidélité intermédiaire obtenues avec une calibration en un point
(1000 pg/mL) ont également été bonnes avec un coefficient de variation (CV)<5% a
I'exception du premier niveau (10 ug/mL) (Tableau Il). La méthode est fidele sur l'intervalle
[50 — 5000] pg/mL.

Tableau Il : Détermination de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire relative de la
méthode

Niveau de Moyenne des Répétabilité (cv%) Fidélité intermédiaire
concentration concentrations (cv%)

(Mg/mL) introduites (ug/mL)

10,0 10,04 5,961 17,30

50,0 50,18 2,172 2,172

100,0 100,4 2,159 2,884

500,0 501,8 2,129 2,129
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1000,0 1004 2,672 2,672
3000,0 3010 2,678 3,447
5000,0 5018 2,061 2,910

Une ANOVA réalisée sur la droite concentration mesurée = f (concentration introduite) a
permis de mettre en évidence une corrélation forte entre les concentrations introduites et les
concentrations mesurées (p < 0,05), comme en témoigne le coefficient de détermination (R2
> 0,99), ainsi que le bon ajustement du modéle linéaire (p jackorfit = 0,818) (Figure 8). La
méthode est linéaire sur toute la gamme.

y=9.4+0978x R’=1

Concentration mesurée (ug/mL)

0 1000 2000 3000 4000 5000

Concentration introduite (pg/mL)

Figure 8 : Evolution des concentrations mesurées en fonction des concentrations introduites
en choisissant une calibration en un point (1000 pg/mL). Valeurs individuelles (croix noires) ;
droite de régression associée (ligne bleue) ; droite d’identité y=x (ligne en pointillés).

L’analyse des biais relatifs n’a pas montré d’écart significatif pour les niveaux compris entre
50 et 5000 pg/mL. Ceux-ci n'ont pas présenté de tendance a la croissance ou a la
décroissance en fonction du niveau de concentration (R2 < 0,01) (Figure 9). La méthode est
exacte sur l'intervalle [50 — 5000] pg/mL.
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Figure 9 : Evolution des biais relatifs observés avec les concentrations mesurées par une
calibration en un point (1000 ug/mL) en fonction des concentrations introduites. Valeurs
individuelles (croix noires) ; moyennes (ronds rouges) ; droite de régression associée (ligne
bleue) ; droite associée a un biais égal a O (ligne en pointillés).

La méthode analytique a été validée sur lintervalle [50 — 5000] ug/mL correspondant aux
limites de quantification inférieure et supérieure. La limite de détection a été calculée a
15 pg/mL.

3.2. Etude de la solubilité du chlorhydrate de méfloquine

3.2.1.Solubilité en fonction du pH

L’ajout de chlorhydrate de méfloquine a diminué le pH de I'eau PPI (pH final 4,6) et du
tampon phosphate 50 mM pH initial 4,6 (pH final 3,9). Le pH des autres solutions n’a pas
fluctué. La solubilité du chlorhydrate de méfloquine a notamment été mesurée a 0,64 mg/mL
dans le tampon citrate, 4,12 mg/mL dans I'eau PPI et 4,81 mg/mL dans le tampon phosphate
pH 2,6 (Figure 10).
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Figure 10 : Solubilité du chlorhydrate de méfloquine en fonction du pH (n=3, moyenne +/-
écart-type)

3.2.2.Solubilité en présence d’agents de solubilisation

Les pH mesurés aprés dissolution de la méfloquine dans le tampon phosphate 50 mM pH
7,0 étaient tous compris entre 6,8 et 7,0 sauf pour les solutions contenant 10 % de 15-
hydroxystéarate, de macrogolglycérol ricinoléate et de polysorbate 80 dont le pH a été
respectivement mesuré a 6,6, 6,4 et 6,2.

La solubilité du chlorhydrate de méfloquine dans le tampon phosphate 50 mM, pH 7,0 a été
calculée a 0,29 mg/mL. A la concentration de 1 %, tous les agents solubilisants ont
augmenté cette solubilité qui n’a cependant pas dépassé 1 mg/mL. A la concentration de 10
% en agent de solubilisation, les tensioactifs présentaient le plus fort pouvoir solubilsant et
notamment le polysorbate 80 qui a permis de solubiliser le chlorhydrate de méfloquine a
hauteur de 7,83 mg/mL. La RAMEB et 'HPBCD ont permis de solubiliser le chlorhydrate de
méfloquine a hauteur de 4,4 et 1,7 mg/mL. Pour chaque agent, la solubilité a nettement
augmenté avec la concentration sauf pour le polyéthylene glycol 400 dont la solubilité est
restée proche de 0,4 mg/mL (Figure 11).
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Figure 11: Solubilité de la méfloquine en fonction des concentrations en agent de
solubilisation (Tensio-actifs, Cyclodextrines, Cosolvants) dans le tampon phosphate 50 mM
pH~7(n=1)

Les solutions contenant du polysorbate 80, du 15-hydroxystéarate et du macrogolglycérol
ricinoléate ont présenté une amertume bien prononcée dés 1 % de concentration et qui s’est
accentuée a 10 % ; la méfloquine et ces surfactants étant amers [50]. Les solutions
contenant des cyclodextrines et du polyéthyléne glycol 400 ont présenté une légére
amertume a 10%. Les solutions de cyclodextrines présentaient également un godt
|égérement sucré.

Au vu de ces résultats, il est envisageable d'utiliser les cyclodextrines pour formuler une
solution de méfloquine.

3.2.3.Solubilité en présence de cyclodextrines

Lors des diagrammes de phases, la solubilité (Sy) du chlorhydrate de méfloquine dans les
solutions ne contenant pas de cyclodextrine a été mesurée a 0,44 mg/mL (1,16 mM) dans le
tampon citrate 50 mM pH 2,9, a 4,24 mg/mL (11,21 mM) dans le tampon phosphate 80 mM
pH 2,9 et a 4,80 mg/mL (12,69 mM) dans I'eau PPI pH 4,3 ce qui est en concordance avec
les résultats précédents. L'ajout de cyclodextrine n’a pas fait varier le pH des solutions
tamponnées. Parallélement a l'augmentation des concentrations en cyclodextrine, la
solubilité du chlorhydrate de méfloquine a augmenté de maniéere croissante et linéaire (pente
< 0.1) dans le domaine étudié, indiquant une stoechiométrie 1:1 et un profil de type A_ [35]
(Figure 12).

Dans les solutions contenant la plus grande quantité de HPBCD et de RAMEB (264 mM), le
chlorhydrate de méfloquine a respectivement été solubilisé a hauteur de 12 mg/mL et
26 mg/mL dans le tampon citrate et 'eau PPI, 16 mg/mL et 27 mg/mL dans le tampon
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phosphate (Figure 12) soit des concentrations molaires de RAMEB et HPBCD
respectivement 4 et 6 a 9 fois supérieures aux concentrations de chlorhydrate de méfloquine
solubilisée.

Solvants / Solvants

Eau PPI (pH 4,3) Eau PPI(pH 4.3)
—+— Tampon citrate (50 mM, pH 2,9) / —+— Tampon citrate (50 mM, pH 2,9)

Tampon phosphate (80 mM, pH 2,9) / Tampon phosphate (80 mM, pH 2,9)

[Mefloquine] (mg/mL)
[Mefloquine] (mg/mL)

400

" wescoiow T
Figure 12 : Solubilité du chlorhydrate de méfloquine en fonction des concentrations de
HPBCD (a gauche) et de RAMEB (a droite)

Les constantes d’association de la méfloquine pour HPBCD et RAMEB ont respectivement
été mesurées a 63 M et 161 M* dans le tampon citrate, 7 M* et 16 M* dans le tampon
phosphate, 5 M et 16 M™* dans I'eau PPI.

L’efficience de la complexation de la méfloquine pour ces cyclodextrines a été calculée a
0,131 et 0,375 dans le tampon citrate, 0,109 et 0,280 dans le tampon phosphate, 0,075 et
0,270 dans I'eau PPI.

Les ratios molaires découlant des valeurs de CE ont été calculés pour RAMEB et HPBCD a
1:4 et 1:9 dans le tampon citrate, 1:5 et 1:10 dans le tampon phosphate, 1:5 et 1:14 dans
'eau PPI.

3.3. Etude de I’interaction méfloquine - cyclodextrine par HPLC-UV

Le temps mort a été mesuré a 1,5 min pour chaque solution. L’augmentation de la
concentration de RAMEB et de HPBCD dans la phase mobile s’est suivie d’'une diminution
du temps de rétention de la méfloquine de 7,0 min en I'absence de cyclodextrine jusqu’a 3,3
min et 5,0 min avec 200 mM de RAMEB et d’HPBCD dans le tampon phosphate soit 80 mM
dans la phase mobile (Figure 14).
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Figure 13 : Evolution du temps de rétention de la méfloquine en fonction des concentrations
en RAMEB dans le tampon phosphate 50 mM pH 2,7 de la phase mobile
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Figure 14 : Evolution de l'inverse du facteur de rétention de la méfloquine en fonction des
concentrations en cyclodextrine dans la phase mobile (n=1)

Les constantes d’association de la méfloquine pour HPBCD et RAMEB ont respectivement
été calculées a 8 M et 25 M (Figure 14).

3.4. Etude de P’interaction méfloquine - cyclodextrine par RMN

L’augmentation de la solubilité du chlorhydrate de méfloquine en présence de cyclodextrine
a suggéreé une interaction entre ces molécules qui a été explorée en RMN.

La RMN est une technique de choix pour étudier les interactions non covalentes et en
particulier les complexes d’inclusion formés entre une cyclodextrine et une molécule invitée.
Lors de l'inclusion d’'une molécule invitée dans la cavité d’une cyclodextrine, I'environnement
des noyaux impliqués dans le processus d’inclusion est modifié et se traduit en RMN par
une variation de leur déplacement chimique. Les variations les plus importantes sont
observées pour les protons H-3 et H-5 situés a lintérieur de la cavité de la cyclodextrine
tandis que les variations relatives aux protons H-1, H-2 et H-4 situés a I'extérieur de la cavité
sont plus faibles [51]. Par ailleurs, la RMN est une des rares techniques qui permet
d'observer a la fois I'héte et linvité et de déterminer la stocechiométrie, la constante
d’association et la structure tridimensionnelle du complexe [52].

Dans un premier temps, les spectres RMN *H de référence de la méfloquine (Figure 15), de
la RAMEB et de 'HPBCD (Figure 16) ont été établis.
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Figure 15 : Spectre RMN *H (600 MHz, 300 K) de la méfloquine (5 mM dans D,0O)
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Une expérience COSY a permis de confirmer l'attribution des signaux aromatiques de la

méfloquine et d’identifier la plupart des signaux aliphatiques (Figure 15).
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Figure 16 : Spectre RMN 'H (600 MHz, 300 K) de la RAMEB (5 mM dans D,0) et de

I'HPBCD (5 mM dans D,0O)

Les spectres RMN 'H de la RAMEB et de THPBCD ont révélé des signaux larges en raison
de leur caractére multi-composant (Figure 16). Par conséquent, il s’avére difficile de mettre
en évidence les variations de déplacements chimiques des protons H-3, H-5 pour ces
cyclodextrines en cas d’inclusion d’'une molécule invitée. Par la suite, seuls les spectres
impliquant la RAMEB, cyclodextrine qui a montré le meilleur effet solubilisant vis-a-vis de la

méflogquine, sont présentés.
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Figure 17 : Spectre RMN *H (600 MHz, 300 K) de la RAMEB (5 mM dans D,0) en présence
(en haut) et en absence (en bas) de méfloquine (5 mM dans D,0)

En comparant les spectres RMN *H de la RAMEB en absence et en présence de méfloquine,
il a été observé une modification de I'enveloppe spectrale dans la zone entre 3 et 4 ppm
indiquant des variations de déplacements chimiques pour certains protons (Figure 17). Ceci
montre qu’il existe une interaction entre la RAMEB et la méfloquine mais a ce stade il n’est
pas possible d’affirmer qu'’il s’agisse d’'un phénomeéne d’inclusion.

En considérant les spectres RMN *H de la méfloquine seule et en présence de RAMEB, il a
été observé des variations de déplacements chimiques des signaux des protons de la
méfloquine confirmant l'interaction non covalente entre les deux partenaires. En présence de
RAMEB, la plupart des protons de la méfloquine se sont déplacés vers les champs faibles
(déblindage) ce qui montre un changement dans la polarit¢é de I'environnement de la
méfloquine suite & linteraction [53]. De plus, le spectre RMN 'H de la méfloquine s’est
complexifié avec un éclatement plus ou moins important de 'ensemble des signaux. Ceci
peut étre attribué a la différenciation chirale des protons de la méfloquine correspondant a la
séparation de ses deux énantiomeres en formant des complexes diastéréoisomeériques [54].
Il a été observé un éclatement important des signaux pour les protons H-3 et H-5. Du fait de
la complexation avec la RAMEB, les protons H-3 de chaque énantiomére de la méfloquine
se sont totalement séparés alors que les protons H-5 ne se sont que partiellement séparés
puisque les deux doublets se chevauchent pour donner un signal ressemblant & un triplet.
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Pour les protons H-6 et H-7, un début de séparation des énantioméres avec un
dédoublement des triplets et doublets respectivement a été percu (Figure 18).
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Figure 18 : Spectre RMN 'H (600 MHz, 300 K) de la méfloquine (5 mM dans D,0) en
présence (en haut) et en absence (en bas) de RAMEB (5 mM dans D,0O). Agrandissement
sur la zone des protons aromatiques de la méfloquine

La méfloquine possédant des atomes de fluor dans sa structure avec deux groupements
CF;, les signaux RMN °F de la méfloquine seule et en présence de RAMEB ont été
analysés (Figure 19).
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Figure 19 : Spectre RMN *°F (564 MHz, 300 K) partiel de la méfloquine (5 mM dans D,0) en
présence (en haut) et en absence (en bas) de RAMEB (5 mM dans D,0). F1 : signal du fluor
le plus déblindé ; F2: signal du fluor le plus blindé ; F1/2G et F1/2D : signaux de gauche
(plus déblindé) et de droite (plus blindé) des fluors correspondants

Sur le spectre RMN *°F de la méfloquine, deux singulets ont été distingués vers - 60 ppm et
- 68 ppm correspondant aux deux groupements CFi;. En présence de RAMEB et sous
linfluence de la complexation, des variations des déplacements chimiques ont de nouveau
été observées ainsi qu'un dédoublement des signaux de la méfloquine di a la séparation
des deux énantiomeres (F1 — F1G + F1D, F2 — F2G + F2D). En présence de RAMEB, les
signaux '°F de la méfloquine n’évoluaient pas dans le méme sens & savoir que le fluor F1
vers - 60 ppm s’est déblindé alors que le signal F2 vers -68 ppm s’est blindé (Figure 19).

Pour tenter de savoir si la méfloquine interagit avec la RAMEB via la formation d’un
complexe d’inclusion ou par association avec I'extérieur de la RAMEB, il convient d’utiliser
son modele chimiquement pur, la DIMEB.

Contrairement a la RAMEB, les signaux RMN 'H de la DIMEB étaient bien résolus (Figure
20). En présence de méfloquine, les variations de déplacements chimiques étaient
importantes pour le proton H-3 (- 0,1 ppm) et faibles pour le proton H-5 de la DIMEB. Les
variations des déplacements chimiques de ces protons se trouvant a l'intérieur de la cavité
témoignent de la formation d’'un complexe d’inclusion entre la DIMEB et la méfloquine. Les



38

variations de déplacements chimiques étaient également assez importantes (- 0,04 ppm)
pour les protons H-1, H-4, H-6 et 2-OCHjs. Le blindage des protons de la DIMEB s’explique
par les effets d’anisotropie et de courants d’anneaux créés par linvité de structure
aromatique [53]. A ce stade, il n’est pas possible d’exclure I'existence d’'une association de la
méfloquine avec I'extérieur de la DIMEB (Figure 20).
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Figure 20 : Spectre RMN *H (600 MHz, 300 K) partiel de la DIMEB (5 mM dans D,0) en
présence (en haut) et en absence (en bas) de méfloquine (5 mM dans D,0)

Sur le spectre RMN 'H de la méfloquine en présence de DIMEB, il a été observé comme
précédemment avec la RAMEB des variations des déplacements chimiques importantes
ainsi qu’un éclatement de 'ensemble des signaux des protons aromatiques de la méfloquine
et par conséquent une séparation nette des deux énantioméres de la méfloquine (Figure
21).
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Figure 21 : Spectre RMN *H (600 MHz, 300 K) partiel de la méfloquine (5 mM dans D,0) en
présence de DIMEB (5 mM dans D,O)

La méfloquine semble interagir en solution avec la DIMEB de deux maniéres en formant soit
un complexe d’inclusion soit un complexe d’association avec I'extérieur de la cyclodextrine.

Afin d’obtenir davantage d’informations sur les interactions méfloquine-DIMEB, une
expérience T-ROESY a été conduite. La présence de taches de corrélation intermoléculaires
correspondant aux couplages dipolaires entre les protons de la méfloquine et ceux de la
DIMEB confirme linteraction entre ces deux composés. Sur la carte T-ROESY, lintensité
des taches peut étre corrélée a la proximité spatiale entre les noyaux. Les deux taches de
corrélation les plus intenses correspondent & l'interaction entre les protons H-11 et H-5 de la
méfloquine et le proton H-6 de la DIMEB (Figure 22)(Figure 23). Le proton H-7 des deux
énantiomeres interagit avec la DIMEB au niveau des protons H-6 et H-3 et/ou H-5 (Figure
23).



40

MEFLOQUINE 1

w
=~
—
=
==

5
1
F1 [ppm]

y NN
! ﬁ/ N/{‘\‘EF] -5
9
CF; I [

1o
(N
|

| ocH, L

DIMEB \[ )&\ I
HO 1 / ~
3 CH;0 |~
o, v

— T T T [ T T T T [ T T T T | T T T T | T T T T [ T T T T [ T T T

T T T
85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 F2 [ppml]

Figure 22 : Carte T-ROESY partielle de la méfloquine (5 mM dans D,0O) en présence de
DIMEB (5 mM dans D,0O)
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Figure 23 : Agrandissement de la zone 1 de la carte T-ROESY patrtielle de la méfloquine (5
mM dans D,0) en présence de DIMEB (5 mM dans D,0)
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Figure 24 : Carte T-ROESY partielle de la méfloquine dans la zone des protons aliphatiques
(5 mM dans D,0) en présence de DIMEB (5 mM dans D,O)

Les taches de corrélation entre les protons H-6, H-4 et 2-OCHj; de la DIMEB et les protons
aliphatiques du cycle pipéridine, notamment le proton H-14, étaient moins intenses qu’avec
les protons précédents (Figure 24).

Le nombre important d’interactions entre les protons H-3 et H-5 de la DIMEB et les protons
de la méfloquine a témoigné de l'existence de différents complexes d’inclusion. Afin de
compléter la caractérisation des complexes RAMEB-méfloquine et HPBCD-méfloquine, la
stoechiométrie du complexe et la valeur de la constante d’association ont été déterminées.
Pour cela des approches graphiques ont été utilisées en se basant sur des expériences
RMN 'F en observant les variations des déplacements chimiques des fluors de la
méfloquine en fonction de la concentration en cyclodextrine.

Les expériences RMN *°F conduites selon la méthode de Job ont permis de visualiser un
éclatement des signaux *°F pour des concentrations de RAMEB et d’HPBCD respectivement
égales a 1/10° et 2/10° de la concentration totale. La distance séparant les signaux °F a
augmenté de maniére plus importante, parallélement au ratio de cyclodextrine avec la
RAMEB suggérant une interaction plus forte avec la RAMEB qu’avec 'HPBCD. En présence
de cyclodextrine, les variations des déplacements des fluors nommés F1G et F2D se sont
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révélées semblables tout comme les variations des déplacements de F1D et F2G. Ces
signaux dédoublés sembleraient correspondre aux signaux des deux énantiomeéres et l'un
des énantioméres a subi une variation plus importante de ses déplacements chimiques en
présence de cyclodextrines (Figure 25).
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Figure 25 : Spectres RMN °F (564 MHz, 300 K) partiels de la méfloquine en présence de
RAMEB obtenus en faisant varier r (r = fraction molaire de RAMEB)

Pour chaque cyclodextrine, les courbes polynomiales 48 * [MQ] = f(r) tracées grace au
déplacement des fluors ont présenté un maximum pour r = 0,5 (Figure 26) conférant aux
complexes une stoechiométrie 1:1.
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Figure 26 : Evolution de la variation de déplacement chimique pour les signaux du fluor en
fonction du ratio molaire en présence de RAMEB (& gauche) et de HPBCD (a droite)(n=1)

La méthode de Benesi-Hildebrand a permis d’accéder aux valeurs des constantes
d’association K, des différents complexes. L’aspect linéaire des tracés obtenus a confirmé la
stoechiométrie de type 1:1. Les signaux des fluors se sont dédoublés dés la plus petite
concentration de cyclodextrine. La distance séparant les pics des fluors a augmenté avec la
concentration en cyclodextrine. Pour chaque cyclodextrine, les 4 graphiques correspondant
au dédoublement des 2 fluors ont présenté une bonne linéarité (R2 > 0,95) (Figure 27). Les
signaux F1G et F2D ont présenté la variation de déplacement chimique la plus importante.
Les valeurs moyennes des constantes d’association correspondant aux signaux F1G et F2D,
et aux signaux F2G et F1D ont été mesurées respectivement & 64 M™ et 42 M™* pour
I'HPBCD et 53 M et 20 M™ pour la RAMEB, valeurs qui sont faibles pour des complexes de
cyclodextrine.
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Figure 27 : Détermination graphique de la constante d’association de la méfloquine pour
HPBCD et RAMEB par la méthode de Benesi-Hildebrand. Ad : variation des déplacements
chimiques ; F1 et F2: signal du fluor le plus déblindé et le moins déblindé ; FG et FD:
signaux de gauche et de droite des fluors (n=1)

Par la suite, les signaux RMN *°F et 'H appartenant aux deux énantioméres de la méfloquine
ont été attribués. L’expérience RMN '°F ne permettait pas de différencier directement les
signaux des deux énantioméres qui sont sortis aux mémes valeurs de déplacement chimique
(Figure 28). En présence de DIMEB, nous avons observé pour le mélange racémique de
méfloquine une séparation des signaux °F des énantioméres grace a la formation de
complexes diastéréoisomériques. L’ajout de I'énantiomere pur 11R,12S au mélange
racémique a permis de créer un excés énantiomérique qui s’est traduit par 'augmentation de
lintensité de deux des signaux sur le spectre °F. Il a été possible d’attribuer les signaux
F1G et F2D a I'énantiomere 11S,12R et les signaux F1D et F2G a I'énantiomére 11R,12S. |l
est désormais possible d’affirmer que I'énantiomére 11S,12R présente une association
[égerement plus affine pour la DIMEB que I'énantiomére 11R,12S.
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Figure 28 : Spectres RMN *°F partiels des énantiopurs 11S,12R (bleu) et 11R,12S (rouge),
du mélange racémique - DIMEB (vert) et du mélange racémique - 11R,12S - DIMEB (violet)
(5mM dans D,0)

De la méme maniere que précédemment, I'ajout de I'énantiomére 11R,12S au racémique de
méfloquine a rendu possible Iattribution en RMN *H des signaux des protons aromatiques
des deux énantioméres. Les protons H-3, H-5 et H-11 de I'énantiopur 11R,12S sont plus
déblindés que ceux de I'énantiopur 11S,12R tandis que ce constat est inversé pour les
protons H-6 et H-7 (Figure 29).
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Figure 29 : Spectres RMN 'H partiels des énantiopurs 11S,12R (bleu) et 11R,12S (rouge),
du mélange racémique - DIMEB (vert) et du mélange racémique - 11R,12S - DIMEB (violet)
(5mM dans D,0)

Concernant I'étude structurale des complexes d’inclusion, I'expérience T-ROESY n’a pas
permis de mettre en évidence des modes d’interaction différents entre chaque énantiomére
de la méfloquine et la DIMEB. Les taches de corrélation entre les protons du mélange
racémique - énantiopur 11R,12S et ceux de la DIMEB étaient identiques de maniére
qualitative et quantitative aux taches de corrélation entre les protons du racémique et de la
DIMEB. Cela suggére que les deux énantioméres s’associent avec la DIMEB en formant de
nombreux complexes d’inclusion qui ne sont pas propres a I'un ou l'autre des énantiomeéres.

3.5. Stabilité des solutions de méfloquine en présence de
cyclodextrines

3.5.1. Dégradation forcée

La méfloquine n'a pas été altérée, dans les conditions expérimentales éprouvées, par la
lumiere UV-visible utilisée dans les conditions de I'étude de phostostabilité (7500 lux, 1,1
W/m?, 250-785 nm) [49], la thermo dégradation (60 °C ou 70 °C) ou l'oxydation (H,0,3 % &
30 %).
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Aucune dégradation de la méfloquine n’a été observée aux faibles concentrations d’'HCI (0,1
N, 0,33 N) et seulement 25 % et 12 % de méfloquine étaient retrouvés aux concentrations
les plus fortes d’HCI (0,5 N, 1 N). Cette dégradation s’est présentée sous la forme d’'une
réduction de I'aire du signal de méfloquine et I'apparition de nouveaux signaux présentant un
spectre UV identique a celui de la méfloquine. Le produit de dégradation primaire formé avec
HCI 0,5 N, de signal 2,9 fois plus intense que le signal de la méfloquine a 283 nm, présentait
un temps de rétention plus faible (5,5 min) que la méfloquine tout comme le produit de
dégradation secondaire formé avec HCI 1 N (4,7 min) qui possédait un signal 7 fois plus
intense que le signal de la méfloquine (Figure 30)(Figure 31).

La méfloquine a été dégradée par le réactif basique dés la plus faible concentration (0,1 N).
Les pourcentages résiduels de méfloquine étaient respectivement de 96 %, 21 %, 6 %o et 1
%. Le produit de dégradation formé présentait également un temps de rétention plus faible
(5,2 min) mais sa présence était moins marquée avec NaOH 0,33 N (1,5 % du signal de la
méfloquine) qu'avec NaOH 0,1 N (2,6 % du signal de la méfloquine). Le spectre UV du
produit de dégradation formé en présence de NaOH 0,33 N ressemblait moins au spectre
UV de la méfloquine que le spectre UV du produit de dégradation formé avec NaOH 0,1 N
(Figure 30)(Figure 31).
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Figure 30 : Chromatogramme UHPLC-UV a 283 nm de la méfloquine a 1 mg/mL dans
I'acétonitrile diluée au demi dans HCI 0,5 N (a gauche) et NaOH 0,1 N (a droite)
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Figure 31 : Spectres UV de la méfloquine (en noir) et de ses produits de dégradation (en
rose) formés en présence de HCI 0,5 N (en haut a gauche), HCI 1 N (en haut a droite),
NaOH 0,1 N (en bas a gauche) et NaOH 0,33 N (en bas a droite)

3.5.2. Dégradation en temps réel

Concernant les solutions de méfloquine préparées dans le tampon citrate 50 mM pH 3,0, la
concentration de méfloquine est restée dans la fourchette [90-110] % de la valeur initiale
pour toutes les solutions conservées sous exposition lumineuse pendant 120 jours et a
I'obscurité pendant 90 jours (Figure 32).
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Figure 32 : Evolution de la teneur initiale en méfloquine en solution en fonction du temps, en
présence de HPBCD (en haut), RAMEB (au centre) ou sans cyclodextrine (en bas), sous
exposition lumineuse (a droite) ou non (a gauche) dans le tampon citrate (ligne rouge) ou
phosphate (ligne bleue). Fourchette cible (ligne pointillée rouge)(n=3, moyenne +/- écart-
type)

Les solutions initiales étaient limpides et exemptes de particules visibles a I'ceil nu. Les
solutions conservées sous exposition lumineuse ont présenté une coloration jaunatre a partir
de 60 jours sans que cela n’ait pu étre corrélé avec I'apparition d’'un produit de dégradation
détecté en UV. Des produits de dégradation sont apparus a partir de 60 jours mais aucun ne
présentait un signal supérieur a 0,5 % du signal de méfloquine (Tableau Ill). Ces produits
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ont été qualifiés de produits de dégradation car leur spectre UV était au moins en partie
similaire au spectre UV de la méfloquine. Les produits de dégradation possédant le spectre
UV le plus proche de celui de la méfloquine sont ceux formés au bout de 90 jours sous
exposition lumineuse dans le tampon citrate en présence d’HPBCD. D’'une maniére
générale, ces produits de dégradation étaient présents dans les solutions contenant des
cyclodextrines ou hon et conservées a la lumiére ou non (Figure 33).

Tableau Il : Produits de dégradation formés lors de I'étude de stabilité

Produit de Temps de Surface (% Conditions
dégradation rétention du pic de

(PDD) (min) méfloquine)

PDD1 2,1 0,25 tampon citrate, J90, UV, HPBCD

PDD2 3,1 0,39 tampon citrate, J90, UV, HPBCD

PDD3 4,2 0,17 tampon citrate, J60, abri de la lumiere, HPBCD

tampon citrate, 190, abri de la lumiere, HPBCD et

PDD4 5,2 0,10-0,42 RAMEB et methanol

Figure 33 : Spectres UV de la méfloquine (en noir) et de ses produits de dégradation (en
rose) formés dans les conditions suivantes : tampon citrate, 60 jours, noir, HPBCD (en haut
a gauche), tampon citrate, 90 jours, noir, HPBCD (en haut au centre), tampon citrate, 90
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jours, UV, HPBCD (en haut a droite et en bas a gauche), tampon citrate, 90 jours, noir,
RAMEB (en bas au centre), tampon citrate, 90 jours, noir, methanol (en bas a droite)

Dans le tampon phosphate 80 mM pH 2,7, la concentration résiduelle de méfloquine est
restée dans la fourchette [90-110] % pour toutes les solutions conservées a I'obscurité ou
sous exposition lumineuse pendant 60 jours (Figure 32). Toutes les solutions sont restées
limpides et exemptes de particules pendant 60 jours. Aucun produit de dégradation avec une
structure UV similaire a celle de la méfloquine n’est apparu au bout de 60 jours.
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4. Discussion
4.1. Méthode de dosage de la méfloquine

Les méthodes de dosage de la méfloquine par UHPLC-UV publiées dans les pharmacopées
européenne [55] et américaine [56] et dans la littérature scientifique [57-60] n’ont pas été
transposées afin de s’adapter a I'évolution du matériel a disposition, d’optimiser la durée de
lanalyse et de pouvoir ultérieurement transposer cette méthode a [lanalyse par
spectrométrie de masse ce qui empéche l'utilisation des tampons phosphate. La méthode de
dosage s’est avérée linéaire sur lintervalle de dosage [50 — 5000] ug/mL qui encadre les
valeurs de solubilité ultérieurement mesurées.

4.2. Solubilité et solubilisation de la méfloquine

La composition du solvant, sa température, la durée d’agitation, le temps de sédimentation et
la rétention du principe actif sur les filtres ou les instruments sont des facteurs connus
comme pouvant impacter I'équilibre de solubilité, sa vitesse d’obtention et la solubilité
mesurée du principe actif [61].

Lors des études de solubilité de la méfloquine dans les différents tampons, un effet notable
du pH a été retrouvé. Les tampons les plus acides (p.ex. tampon phosphate 80 mM, pH 2,6)
solubilisent mieux la méfloquine que les tampons a pH plus neutre (p.ex. tampon phosphate
50 mM, pH 6,5). Le tampon citrate (50 mM, pH 2,7) constituait une exception a ces
observations, la solubilité du chlorhydrate de méfloquine y étant bien plus faible (0,64
mg/mL) que dans le tampon phosphate (80 mM pH 2,6) (4,81 mg/mL). Une agrégation
semblable a une floculation a été observée avec le tampon citrate, pouvant étre liée a un
effet paire d’ions entre I'anion du tampon citrate et 'amine protonée de la méfloquine et qui
pourrait expliquer la faible solubilité observée [61].

La solubilité du chlorhydrate de méfloquine mesurée au cours des expériences dans l'eau
PPl (4,12 mg/mL) ou dans les tampons phosphate (0,78 mg/mL dans le tampon 50 mM,
pH 6,5 et 4,81 mg/mL dans le tampon 80 mM, pH 2,6) est en adéquation avec les valeurs
publiées dans la littérature : 0,17 mg/mL (tampon phosphate pH 7.5) et 1,41 mg/mL (tampon
phosphate pH 3.0) pour des solutions agitées une nuit a 37 °C [16].

Dans leur étude, Kitamura et al. ont montré que le temps d’agitation supérieur a 24 h
semblait ne pas avoir d'impact sur la solubilité aqueuse maximale de la méfloquine. Celle-ci
était de 4,8 mg/mL dans 'eau distillée chauffée a 37 °C, que I'agitation ait duré 10 h ou 50 h
[62].

Le chlorhydrate de méfloquine s’est avéré peu soluble dans 'eau comme mentionné par la
pharmacopée [55] (trés peu soluble — soit solubilité inférieure & 1 mg/mL).

La solubilité mesurée dans les tampons a pH inférieur & 7 (valeur minimale 0,64 mg/mL)
confirme que la méfloquine est un composé BCS II.

Les différentes valeurs de solubilité de la méfloquine publiées dans la littérature peuvent
s’expliquer par I'utilisation de différentes formes polymorphes, solvatomorphes ou amorphes
du méme principe actif. Ces différentes formes peuvent posséder une cinétique de
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dissolution différente et une solubilité intrinseque différente [63]. Il a cependant été rapporté
gue les différentes formes polymorphes de la méfloquine présentaient des solubilités assez
proches [62].

L’ajout de cyclodextrines a permis de réduire les effets négatifs du tampon citrate sur la
solubilisation de la méfloquine. Aux plus fortes concentrations de cyclodextrines employées,
la solubilité de la méfloguine est globalement identique entre les solutions préparées dans le
tampon citrate, le tampon phosphate et 'eau PPI, notamment en présence de RAMEB.

Lors de I'expérience des diagrammes de phases, la solubilité du chlorhydrate de méfloquine
a été améliorée de facgon linéaire par les cyclodextrines, selon un profil de type A, [64]. Aux
plus faibles concentrations ’HPBCD et de RAMEB employées (26 mM), la solubilité de la
méfloquine a été respectivement augmentée d'un facteur 1,33 et 1,69. Des études
effectuées avec de plus faibles concentrations de cyclodextrines ont donné des résultats
similaires. Treasa a décrit que l'apport de 10 mM d’alpha- ou d’hydroxy-propyl-alpha-
cyclodextrine a une solution aqueuse de méfloquine permettait d’augmenter sa solubilité de
5,0 a 5,1 mM (0.19 mg/mL) soit une multiplication par 1,02 [65]. Patil a décrit que I'apport de
10 mM de beta-cyclodextrine avait permis d’améliorer la solubilité de la méfloquine de 0,39
mg/mL a 0,46 mg/mL ce qui représente un facteur multiplicatif de 1,18 [33]. Ce profil
s’explique par la substitution des cyclodextrines et par leur utilisation a concentration bien
inférieure a la limite de solubilité ce qui évite I'auto-agrégation [35].

L’apport de quantités plus importantes de HPBCD et de RAMEB (264 mM) a quant a lui
permis d’augmenter la solubilité aqueuse du chlorhydrate de méfloquine par respectivement
2,66 et 5,45. Cela a permis d’atteindre avec la RAMEB la solubilité cible de la méfloquine
fixée & 20 mg/mL. Cet objectif n'a pas été atteint avec 'lHPBCD mais il est envisageable
d’augmenter la concentration d’'HPBCD pour atteindre cet objectif car la solubilité semble
croitre parallélement a la concentration de cyclodextrine. L’apport oral journalier maximal en
HPBCD étant de 16 g soit 14 mmol, la concentration maximale en HPBCD dans un volume
administré de 10 mL est de 1400 mM. L’augmentation de la concentration d’'HPBCD ne
devrait pas induire de toxicité particuliére [66].

Les effets indésirables des cyclodextrines sont principalement gastro-intestinaux car ils sont,
mis a part la RAMEB, peu absorbés. Cela explique que la RAMEB ne peut étre utilisée pour
un usage oral [67,68].

4.3. Etude de I’interaction méfloquine-cyclodextrine

La RMN a permis de mettre en évidence que les cyclodextrines HPBCD, RAMEB et DIMEB
sont capables de s’associer a la méfloquine pour former des complexes
diastéréoisomériques qui vont étre a l'origine de la séparation des signaux *H et '°F de ses
deux énantiomeres [69,70]. Ces énantioméres présentent des constantes d’association
différentes qui peuvent étre corrélées a des interactions différentes avec les cyclodextrines
et a des solubilités différentes. Cette dualité dans les valeurs de Ka a également été décrite
pour les énantioméres des dérivés de phenylalkylamine par électrophorese capillaire [71].
Les deux énantioméres de la méfloquine forment plusieurs complexes d’inclusion avec la
DIMEB et probablement avec la RAMEB. L’importance de la variation de déplacement
chimique des protons H-3, H-5 et H-6 de la DIMEB semble montrer une inclusion partielle
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dans la cavité de la cyclodextrine [72]. Cette inclusion se fait principalement par le plus petit
cbté de la cavité de la cyclodextrine et avec le centre asymétriqgue en position 11 de la
méfloquine (Figure 34) ou 'encombrement stérique est le plus faible ainsi qu’avec le cycle
benzénique du noyau quinoléine. Le fait d’'observer une corrélation assez intense impliquant
le proton H-3 de la méfloquine montre que la DIMEB interagit avec l'autre cycle du noyau
quinoléine. Par contre il n'est pas possible de savoir si cette interaction a lieu avec le proton
H-3 et/ou H-5 et le grand ou le petit c6té de la DIMEB.

La présence de complexes d’association (interactions faibles de la méfloquine avec
I'extérieur de la cyclodextrine) n'a pas été visualisée par I'expérience T-ROESY. Il est
possible que la proximité entre les protons aliphatiques de la méfloquine et les protons H-4
et les protons du groupement 2-OCH3 de la DIMEB soit secondaire a l'inclusion de la
méfloquine au niveau de ses protons H-3 et H-5 qui, si elle induit le repliement du cycle
pipéridine, rapproche les protons aliphatiques de la méfloquine des protons de la DIMEB.

L’attribution des signaux fluors n’a pas été effectuée mais il a été démontré dans d’autres
conditions expérimentales que les fluors en position 9 étaient plus déblindés que les fluors
en position 10 [10] ce qui s’explique par I'électronégativité de la liaison C=N. En transposant
ces résultats, les fluors en position 9 correspondraient aux signaux nommés F1 tandis que
les fluors en position 10 seraient les fluors F2.

L’inclusion de la méfloquine dans la cavité de cyclodextrine est peu profonde au vu des
interactions avec le proton H-6 de la DIMEB qui est situé a I'entrée de la cavité. Il est
possible d’extrapoler ces résultats et penser qu’il en est de méme avec la RAMEB.

CF3
10

Figure 34 : Représentation schématique de certains complexes d’inclusion entre la
méfloquine et la DIMEB

Nous avons fait le choix de ne pas montrer les spectres RMN impliquant ’'HPBCD dans un
souci de concision mais les résultats étaient identiques a ceux obtenus avec la RAMEB.
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4.4. Mesure de la constante d’association

Avec la méthode des diagrammes de phases la constante d’association mesurée est la
moyenne des constantes d’association des différents complexes. Cette méthode utilise la
valeur de la solubilité intrinseque du principe actif qui a un impact important sur la pente et la
valeur calculée de la constante d’association. Cet effet est d’autant plus marqué pour les
principes actifs peu solubles comme la méfloquine. Le solvant de la phase mobile exerce
également un effet sur I'équilibre de complexation puisqu’il interagit avec la méfloquine, les
cyclodextrines et la colonne et favorise la plus ou moins grande solubilité de ces composés
dans la phase mobile. Cette méthode de mesure est donc discutable [43]. La mesure de la
constante d’association doit étre effectuée par des méthodes plus précises qui
s’affranchissent de ce type de biais comme la RMN ou la titration calorimétrique isotherme
(ITC).

Concernant la méthode de mesure de la constante d’association par modification des temps
de rétention de la méfloquine en HPLC, la valeur de Ka correspond également a une
constante moyenne pour les différents complexes en solution. L’utilisation d’'un taux
important de méthanol dans la phase mobile (60 %) a également pu déplacer I'équilibre de
complexation [44,71]. Les concentrations molaires de cyclodextrines dans la phase mobile (0
a 80 mM) était également bien plus importantes que les concentrations employées dans
d’autres expériences qui étaient inférieures a 10 mM [44,73,74] ce qui peut impacter sur la
valeur de la constante d’association.

La méthode de Job, basée sur des expériences RMN BE a permis de confirmer la
stoechiométrie 1:1.

Les valeurs des constantes d’association de la méfloquine pour HPBCD et RAMEB sont
relativement faibles pour des complexes de cyclodextrines (Tableau IV) mais semblables
aux valeurs retrouvées avec des diagrammes de phase pour la beta-cyclodextrine (120 M™)
[33], I'alpha-cyclodextrine (110 M™) ou I'hydroxypropyl-alpha-cyclodextrine (160 M™) [65]
d’autant plus que ces expériences avaient été effectuées avec de plus faibles concentrations
de cyclodextrines ce qui a tendance a tirer la pente vers le haut.

Tableau IV : Détermination de la constante d'association de la méfloquine pour les
cyclodextrines par différentes méthodes

Méthode de détermination de Ka KaMQ-HPBCD (M)  Ka MQ-RAMEB (M™)
Diagramme de phase eau PPI, pH 4,6, racémique 5 16

Diagramme de phase tampon citrate 50 mM pH 2,9, racémique 63 161

Diagramme de phase tampon phosphate 80 mM pH 2,9, racémique 7 16

Temps de rétention, racémique 8 25

RMN énantiopur 11S,12R 64 53

RMN énantiopur 11R,12S 42 20
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Les légeres differences observées dans les valeurs de Ka entre les techniques
chromatographiques et les techniques RMN peuvent également s’expliquer par la formation
de multiples complexes. A pH acide, le noyau pipéridine de la méfloquine est protoné ce qui
entraine la formation des 4 isoméres de la méfloquine, tous susceptibles de former des
complexes d’inclusion avec les cyclodextrines [75,76]. L’ionisation du principe actif diminue
son affinité pour la cavité apolaire des cyclodextrines ce qui réduit la valeur de Ka [77,78].

Les valeurs de Ka calculées en RMN peuvent également étre sous-estimées. Les fluors
n’étant a priori pas inclus au sein de la cavité, I'évolution de leurs déplacements chimiques
est potentiellement plus faible que I'évolution des déplacements des protons impliqués dans

. . N 1 . ., . .
I'inclusion. Les paramétres Ad et —5 Sont respectivement sous et surestimés ce qui surestime
la valeur de la pente et sous-estime la valeur de Ka [53].

4.5. Stabilité des solutions de méfloquine en présence de
cyclodextrines

L’expérience de dégradation forcée a été effectuée en solubilisant la méfloquine dans
I'acétonitrile car la méfloquine est peu soluble dans I'eau, I'acétonitrile est un solvant inerte
chimiquement, qui n'absorbe pas dans I'UV et qui est présent dans la phase mobile utilisée
lors de I'analyse HPLC-UV [79].

L’étude de stabilité en temps réel n’a pas permis de démontrer un impact positif ou négatif
des cyclodextrines sur la stabilité d’'une solution de méfloquine dans ces conditions
expérimentales. L'étude de stabilité dans le tampon phosphate nécessite d’étre poursuivie
afin d’évaluer la stabilité de la méfloquine sur un temps plus long. La nature du ou des
composés ayant provoqué la coloration jaunatre de la solution de méfloquine dans le tampon
citrate doit étre déterminée par une méthode de détection plus sensible telle que la
spectrométrie de masse.
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5. Conclusions et perspectives

La solubilit¢ aqueuse du chlorhydrate de méfloquine a été améliorée par l'utilisation de
cyclodextrines avec lesquelles il forme des complexes d’inclusion.

L’énantiopur actif 11S,12R présente une meilleure affinité pour les cyclodextrines que
'énantiomére 11R,12S. L'utilisation thérapeutique de ce seul énantiomére pourrait permettre
d’'améliorer la complexation par les cyclodextrines, la solubilité et ainsi l'efficacité du
traitement tout en réduisant sa toxicité. Cependant, les valeurs des constantes d’association
ne sont pas significativement différentes. Il a été démontré que l'usage sélectif de
I'énantiopur 11S,12R par rapport au racémique permettait de réduire les troubles de
I'humeur et du sommeil mais pas les troubles gastro-intestinaux ou les céphalées. Le profil
de tolérance de I'énantiopur 11S,12R n’est donc pas meilleur que celui du racémique [80].

Il serait intéressant de réaliser une expérience HOESY '°F-'H pour tenter de mettre en
évidence des interactions entre les fluors de la méfloquine et les protons des cyclodextrines
afin d’approfondir notre connaissance de la structure des complexes en particulier pour le
complexe DIMEB:méfloquine.

D’un point de vu pharmaceutique, le recours aux cyclodextrines est envisageable pour
augmenter la concentration en méfloquine dans un médicament et formuler une solution
stable. De futures études restent nécessaires pour analyser I'impact des cyclodextrines sur :

- la biodisponibilité de la méfloquine. La méfloquine est un composé classé BCS II. Si les
cyclodextrines permettent aux médicaments classés BCS Il et IV de devenir des composés
BCS | en augmentant leur solubilité et leur perméabilité intestinale [81], il convient de vérifier
la perméabilité de la méfloquine complexée aux cyclodextrines par une expérience in vitro
sur culture cellulaire de type Caco-2 par exemple afin de confirmer la classification BCS II.

- la palatabilité de la méfloquine. La méfloquine est un principe actif amer [21]. Les
cyclodextrines masquent 'amertume des principes actifs en les complexant ce qui réduit leur
interaction avec les récepteurs du godt, en interagissant avec ces mémes récepteurs et en
apportant un propre pouvoir édulcorant [82]. Cependant, la palatabilité des solutions de
méfloquine en présence de HPBCD ou de RAMEB restait trés désagréable. Si les
cyclodextrines ont permis d’édulcorer la solution et de réduire 'amertume, cela n’a pas été
suffisant pour que la palatabilité soit acceptable. D’autres excipients doivent étre utilisés ou
une autre forme galénique envisagée.
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7. Annexes

Annexe 1l.Parameétres de validation de la méthode de dosage

Spécificité : Une méthode de dosage est dite spécifique lorsqu’elle permet de garantir que le
signal mesuré correspond uniquement & la substance a analyser et non pas a des impuretés
de synthese, produits de dégradation et autres substances présentes dans la formulation. La
méthode analytique consistant en la dissolution de la méfloquine dans le méthanol, la
spécificité de la méthode a été évaluée par injection de blancs c’est-a-dire de méthanol pur
afin d’observer ou non la présence d’un pic au temps de rétention de la méfloquine.

Fonction de réponse : La fonction de réponse d’'une méthode analytique est, a l'intérieur de
l'intervalle de dosage, la relation existant entre la réponse (signal) et la concentration de la
substance a examiner dans I'échantillon. Il convient de vérifier 'homogénéité des variances
en tracant la courbe variance = f ( [concentration]), de réaliser la régression afin d’obtenir
les paramétres du modéle, de valider cette fonction de réponse en déterminant le coefficient
de détermination. Il convient de vérifier 'absence de corrélation entre le signal et le niveau
de concentration

Linéarité : La linéarité d'une méthode analytique est sa capacité a l'intérieur d’'un certain
intervalle de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels a la concentration en
analyte dans I'échantillon. Différentes méthodes permettent de vérifier la linéarité. 1l est
possible de vérifier que la pente et lordonnée a [lorigine de la courbe
[concentration] recalculée = f ( [concentration introduite] ) sont respectivement égales a
1 et 0, de montrer que les résidus de la courbe signal observé — signal recalculé =
f ([concentration]) ou que les valeurs sur la courbe
facteur de réponse = f (concentration) se répartissent de manieére homogéne autour de
'axe x = 0.

Justesse : La justesse exprime I'étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a
partir d’'une large série de résultats d’essais et une valeur de référence acceptée comme
telle. La justesse donne une indication sur les erreurs systématiques. La justesse est
exprimée pour chaque niveau de concentration des standards de validation en terme de :

biais absolu (ug/mL) = |concentration recalculée — concentration introduite|,

|concentration recalculée - concentration introduite)|

biais relatif (%) = 100 *

concentration introduite !

concentration recalculée

taux de recouvrement (%) = 100 * —— .
concentration introduite

Fidélité: La fidélité exprime I'étroitesse de I'accord entre une série de mesures provenant de
multiples prises d’'un méme échantillon homogeéne dans des conditions prescrites. Elle donne
des informations sur I'erreur aléatoire et est évaluée a deux niveaux : la répétabilité (rep) et
la fidélité intermédiaire (fil). La fidélité peut étre exprimée en écart type (o) et en terme de
coefficient de variation (CV). Pour cette méthode, le niveau d’acceptation des coefficients de
variation a été fixé a 5 %.

orep = Vvariance intrasérie
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ofil = \/ variance intrasérie + variance intersérie

agre
CV rep (%) =100 * 4

concentration introduite

o fil
concentration introduite

CV fil (%) = 100 *

Exactitude : L’exactitude exprime I'étroitesse de I'accord entre le résultat d’essai et la valeur
de référence acceptée comme vraie. L’exactitude prend en compte 'erreur totale, c’est a dire
I'erreur systématique et I'erreur aléatoire liées au résultat. Par conséquent, I'exactitude est
I'expression de la somme de la justesse et de la fidélité. Elle est estimée a partir du profil
d’exactitude. Le profil d’exactitude permet d’évaluer le risque d’écart a I'objectif en fonction
du niveau de concentration. Les limites d’acceptation de 'erreur relative et du risque d’erreur
ont été fixées a + 10 %.

Limite de quantification: La limite de quantification (LOQ) est la plus petite quantité de
lanalyte dans un échantillon pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales
décrites, avec une exactitude définie.

Limite de détection : La limite de détection (LOD) d’'une procédure d’analyse est la plus petite
quantité de l'analyte dans un échantillon pouvant étre détectée, mais non quantifiée comme

une valeur exacte dans les conditions expérimentales décrites de la procédure. Elle a ici été
LOQ

obtenue a partir de la valeur de la limite de quantification : LOD = =3

La gamme correspond a lintervalle entre la plus faible et la plus forte concentration en
analyte dont le dosage permet de fournir un résultat linéaire, exact et fidéle.



Annexe 2. Standards de calibration de la méthode de dosage

Niveau de|Concentration
Référence concentration |introduite Réponse
échantillon Série (ug/mL) (Mg/mL) (mAu)
CSi1L1J1 1 10 10.08 9356
CSi1L2J1 1 50 50.4 46394
CS1L3J1 1 100 100.8 96806
CS1L4J1 1 500 504 500839
CS1L5J1 1 1000 1008 974102
CSi1L6J1 1 3000 3024 2887711
CS1L7J1 1 5000 5040 4535093
CSs2L1J1 1 10 10 10749
CS2L2J1 1 50 50 45061
CS2L3J1 1 100 100 96985
CS2L4J1 1 500 500 456654
CS2L5J1 1 1000 1000 976632
CS2L6J1 1 3000 3000 2834674
CS2L7J1 1 5000 5000 4459105
CS1L1J2 2 10 10.04 7322
CS1L2J2 2 50 50.2 44703
CS1L3J2 2 100 100.4 96072
CSi1L4J2 2 500 502 486913
CS1L5J2 2 1000 1004 917025
CS1L6J2 2 3000 3012 2846214
CS1L7J2 2 5000 5020 4534154
CS2L1J2 2 10 10.08 7389
CS2L2J2 2 50 50.4 43955
CS2L3J2 2 100 100.8 93267
CS2L4J2 2 500 504 480616
CS2L5J2 2 1000 1008 949634
CS2L6J2 2 3000 3024 2793167
CS2L7J32 2 5000 5040 4553021
CS1L1J33 3 10 10.12 7139
CS1L23J3 3 50 50.6 41294
CS1L33J3 3 100 101.2 86435
CS1L4J33 3 500 506 456992
CS1L5J3 3 1000 1012 877707
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Niveau de|Concentration
Référence concentration |introduite Réponse
échantillon Série (ug/mL) (Mg/mL) (mAu)
CS1L6J3 3 3000 3036 2666276
CS1L7J3 3 5000 5060 4301665
CS2L133 3 10 10.08 9027
CS2L233 3 50 50.4 38368
CS2L33J3 3 100 100.8 92627
CS2L4J3 3 500 504 437847
CS2L5J33 3 1000 1008 906282
CS2L6J3 3 3000 3024 2509949
CS2L7J3 3 5000 5040 4355508
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Annexe 3. Standards de validation de la méthode de dosage

Niveau de|Concentration
Référence concentration |introduite Réponse
échantillon Série (ug/mL) (Mg/mL) (mAu)
VS1L1J1 1 10 10.08 11381
VS1L2J1 1 50 50.4 48658
VS1L3J1 1 100 100.8 97628
VS1L4J1 1 500 504 488225
VS1L5J1 1 1000 1008 979272
VS1L6J1 1 3000 3024 2683540
VS1L7J1 1 5000 5040 4676200
VS2L1J1 1 10 10 10550
VS2L2J1 1 50 50 47815
VS2L3J1 1 100 100 95617
VS2L4J1 1 500 500 521219
VS2L5J1 1 1000 1000 999717
VS2L6J1 1 3000 3000 2784797
VS2L7J1 1 5000 5000 4751281
VS3L1J1 1 10 10.12 10596
VS3L2J1 1 50 50.6 46535
VS3L3J1 1 100 101.2 93240
VS3L4J1 1 500 506 504503
VS3L5J1 1 1000 1012 957129
VS3L6J1 1 3000 3036 2882140
VS3L7J1 1 5000 5060 4602166
VS1L1J2 2 10 9.96 7676
VS1L2J2 2 50 49.8 43578
VS1L3J2 2 100 99.6 93429
VS1L4J2 2 500 498 470957
VS1L5J2 2 1000 996 899196
VS1L6J2 2 3000 2988 2763765
VS1L7J2 2 5000 4980 4491880
VS2L1J2 2 10 10.04 7703
VS2L.2J2 2 50 50.2 44285
VS2L.3J2 2 100 100.4 96197
VS2L4J2 2 500 502 478358
VS2L5J2 2 1000 1004 953718
VS2L6J2 2 3000 3012 2777016
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Niveau de|Concentration
Référence concentration |introduite Réponse
échantillon Série (ug/mL) (Mg/mL) (mAu)
VS2L7J32 2 5000 5020 4557127
VS3L1J2 2 10 9.92 8714
VS3L2J2 2 50 49.6 45660
VS3L3J2 2 100 99.2 94007
VS3L4J2 2 500 496 473216
VS3L5J2 2 1000 992 943838
VS3L6J2 2 3000 2972 2782662
VS3L7J2 2 5000 4960 4561103
VS1L1J3 3 10 10.08 6806
VS1L2J3 3 50 50.4 42130
VS1L3J3 3 100 100.8 91679
VS1L4J3 3 500 504 455770
VS1L5J3 3 1000 1008 923015
VS1L6J3 3 3000 3024 2625641
VS1L7J3 3 5000 5040 4570315
VS2L1J3 3 10 10.04 6621
VS2L2J3 3 50 50.2 42124
VS2L3J3 3 100 100.4 86866
VS2L4J3 3 500 502 460881
VS2L5J3 3 1000 1004 873711
VS2L6J3 3 3000 3012 2714050
VS2L7J3 3 5000 5020 4318640
VS3L1J3 3 10 10.08 7671
VS3L2J3 3 50 50.4 43647
VS3L3J3 3 100 100.8 89400
VS3L4J3 3 500 504 448115
VS3L5J3 3 1000 1008 924175
VS3L6J3 3 3000 3024 2554998
VS3L7J3 3 5000 5040 4496048
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Annexe 4. Démonstration de I’équation de Higuchi et Connors

A I'équilibre : MQ + CD & MQ :CD

_ [MQ:CD]
“ = IMQIICD]

Sachant que :

[MQ] = So,

[MQ]t =St = [MQ]+[MQ: (D],
[CD]t = [CD]+ [MQ:CD]

Alors :

[MQ :cD] = St - So,

[CD] = [CD]t- St- So

St—-So

St-So

On peut alors déterminer Ka =

L. __ So.Ka.[CD]t
Ainsi St — So = TtKaso
et donc St = So + —2X%_ . [CD]t

1+Ka.So

So([CD]t-St—s0) _ So([CD]t-St)—s0
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Annexe 5.Démonstration de I’équation de Job

La formation d’'un complexe d’inclusion [méfloquine:cyclodextrine] entre la méfloquine et une
cyclodextrine est décrite par I'équation :

n(CD) + MQ & MQ:CD,

[MQ:CDn]

La constante d’association du complexe est Ka =
MmQ[cD]™

Les concentrations de méfloquine et cyclodextrine sous forme libre correspondent a la
différence entre la concentration totale et la concentration complexée :

[MQ] = [MQ]t —[MQ:CDn] et [CD]=[CD]t —n[MQ:CDn]
Le mélange a une concentration totale Ct = [MQ]t + [CD]t = 5mM
La fraction molaire ou ratio de cyclodextrine, compris entre 0 et 1, est égale a

[CD]t

"= MOt + [CD]e

Les concentrations de méfloquine et cyclodextrine sous forme libre sont :

[MQ] = (1 —r)*Ct —[MQ:CDn] et[CD]=rx*Ct — n[MQ:CDn]

r+Ct — n[MQ:CDn] _ Ct(r)-n[MQ:CDn] 1

= (1_,)+Ct — [MQ:CDn] +7+Ct — n[MQ:CDn] _ Ct(r+1-m)—[MQ:CDn](1+n) _ 14n

r

La stoechiométrie n de la complexation ne dépend ni de la constante d’association ni des
concentrations initiales en méfloquine et cyclodextrine. Elle est déterminée par I'évolution
des déplacements chimiques du fluor en fonction des concentrations de méfloquine et de
cyclodextrine.

dobs x [MQ]t = &c * [MQ:CD™] + 61 [MQ] avec dqps, O et § les valeurs des déplacements
chimiques observés, a I'état complexé et a I'état libre.

Adobs = dobs — 61, Adc = 6c — 61,
Adc * [MQ: CD™] = Abobs = [CD]t

ASc * [MQ: CD™]

Adobs = MOt

Le déplacement chimique Adobs des fluors est proportionnel a la concentration en complexe
[MQ :CD]etar.

L’abscisse maximale de la courbe 45obs * [MQ]t = f(r) permet de déterminer r et n.
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Annexe 6.Démonstration de I’équation de Benesi-Hildebrand

Le déplacement chimique observé du fluor dépend du déplacement du fluor de méfloquine
libre, du déplacement du fluor de méfloquine complexée et des ratios molaires de méfloquine
libre et complexée selon 'équation :

dobs = 6MQ *@-}- 6MQ'CD * M
[MQ]t ' [MQ]t
Sachant que 49 _ 1 _ [M@CD].
[MQ]t [MQ]t
_ [MqQ:cD] L
Sobs — SMQ =~ == (8MQ: CD — 5MQ)
_ [mMe:cD]
Sachant que Ka = Mol
_ __ Kax[MQ]+[CD] . _ __ Kax[cD] ) _
Sobs — SMQ = e (SMQ:CD — 8MQ) = - (SMQ:CD — §MQ)
ASobs = 29¢*Ka+[CD]
Kax*[CD]+1

1 1 1

= ¥ — +
Abobs KaxAbc [cD] Abc

ou par inversion
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RESUME

Introduction. Le paludisme est une infection parasitaire touchant particulierement la population
pédiatrique. Cette infection peut étre prévenue et guérie par des thérapeutiques orales comme la
méfloquine. Celle-ci n'est pas commercialisée sous forme galénique adaptée a I'enfant. Afin
d’améliorer la prise en charge de linfection dans la population pédiatrique, nous avons réfléchi a la
préformulation d’'une solution buvable de méfloquine. Les cyclodextrines présentent dans cette
optique un intérét évident.

Matériels et Méthodes. Nous avons étudié l'impact des cyclodextrines 2-hydroxypropyl-B-
cyclodextrine (HPBCD) et per-(2,6-di-O-méthyl)-B -cyclodextrine (RAMEB) sur la solubilisation de la
méfloquine. Une méthode de dosage par chromatographie liquide a ultra haute performance couplée
a un détecteur ultraviolets (UHPLC-UV) a été mise au point. Des diagrammes de phases ont été
réalisés et les interactions cyclodextrine-méfloquine ont été étudiées par HPLC-UV et par résonance
magnétique nucléaire (RMN). La stabilité des solutions de méfloquine contenant des cyclodextrines a
ensuite été évaluée.

Résultats. La méthode de dosage de la méfloquine a été validée sur I'intervalle 0,05 a 5 mg/mL. La
solubilité aqueuse de la méfloquine initialement comprise entre 0.4 et 4,8 mg/mL a été multipliée, en
fonction du solvant, par 3 & 16 en présence d’HPBCD et par 6 a 59 avec la RAMEB. Les
cyclodextrines ont formé de multiples complexes d’inclusion avec les différents diastéréoisomeres de
la méfloquine avec une stoechiométrie 1:1. L’efficience de la complexation était de 0.075 a 0.131 avec
HPBCD et de 0.270 & 0.75 avec RAMEB. Les constantes d’association étaient comprises entre 5 M™
et 64 M™ avec 'HPBCD et entre 16 M et 161 M™ avec la RAMEB selon les méthodes de mesure.
Les cyclodextrines permettent, de préserver la stabilité des solutions de méfloquine notamment
conservées sous exposition lumineuse.

Discussion. Les valeurs de la solubilité aqueuse et des constantes d’association des complexes
d’inclusion sont similaires aux valeurs retrouvées dans la littérature.

Conclusion. Les cyclodextrines peuvent étre utilisées pour formuler une solution de méfloquine
concentrée. Leur impact sur la biodisponibilité et la palatabilité reste a explorer.
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