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Introduction

Parmi toutes les spécialités utilisées en France, un faible pourcentage posséde I’AMM
(Autorisation de Mise sur le Marché) en pédiatrie. Une étude menée entre 1993 et 1996 a
permis de montrer que sur I’ensemble des médicaments admis a 1I’AP-HP (Assistance
Publique des Hopitaux de Paris) seulement 26% avaient 1’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. (1)

Plusieurs raisons a cela, tout d’abord 1’aspect technique : le développement des
médicaments a usage pédiatrique est complexe de par leur formulation galénique particuliere,
la multiplicité des doses & préparer ou encore la difficulté de pouvoir réaliser des essais
cliniques chez I’enfant ; mais aussi 1’aspect financier : les médicaments a usage pédiatrique

sont peu rentables pour 1’industrie pharmaceutique.

Le manque de spécialités destinées a 1’usage pédiatrique donne lieu a plusieurs
conséquences : I'utilisation de médicaments hors AMM en pédiatrie, ce qui n’est pas sans
risque et peut étre a I’origine d’effets secondaires, et une augmentation dans les pharmacies a
usage intérieur (PUI) du nombre de préparations magistrales a visée pédiatrique. Celles-ci
sont pour la majorité des formes orales. Selon une étude menée par la Société Francgaise de
Pharmacie Clinique dans 53 hépitaux francais, les formes orales représentaient 87% des
préparations magistrales a visée pédiatrique, réparties pour 97% en gélules et pour 3% en

formes buvables. (2)

La majorité des preparations magistrales destinées a étre utilisées en pédiatrie sont
donc sous forme de gélule, ce qui préte réflexion quant a leur administration dans les services
de pédiatrie. En effet, I’administration de gélules est inadaptée pour les enfants de moins de 6
ans. Ceci contraint les infirmieres, pour les plus jeunes enfants a devoir ouvrir les gélules et a
« dissoudre » leur contenu dans de 1’eau. Lorsque le dosage est inadapté les infirmieres sont
parfois obligées de faire des dilutions supplémentaires en prélevant une petite quantité de ce
principe actif «dissout » dans 1’eau alors que la dissolution initiale n’est pas forcément
homogene (tous les principes actifs ne sont pas solubles dans 1’eau). Autant de manipulations
supplémentaires que de risque d’erreur de dosage par mauvaise solubilisation du principe actif.
De plus, les principes actifs « nus » peuvent générer des problemes de golt (3). La forme
gélule pose également soucis aux pharmacies a usage intérieur. En effet, lorsque les gélules

sont destinées a des nourrissons, dont le poids évolue rapidement, les posologies doivent étre
7



régulierement adapteées.
Par conséquent, il faut adapter la dose de principe actif dans les gelules pour chaque
enfant, ce qui rend fastidieux leur préparation surtout lorsque plusieurs enfants sont en méme

temps sous le méme traitement.

L’hydrochlorothiazide fait partie de ces principes actifs dont la seule spécialité
existante en France, ’Esidrex® (comprimés dosés a 25mg d’hydrochlorothiazide), n’est pas
adaptée a 1’usage pediatrique. De plus, aucune Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU)
n’existe concernant 1’utilisation en pédiatrie de ce principe actif. Afin de répondre aux
besoins du service de pédiatrie du CHU de Poitiers, qui utilise I’hydrochlorothiazide
notamment dans le cadre de la prise en charge de la Dysplasie Broncho Pulmonaire (DBP)
chez les prématurés, le préparatoire de la pharmacie du CHU de Poitiers prépare depuis
plusieurs années  des gélules d’hydrochlorothiazide. Les préparations de gélules
d’hydrochlorothiazde ont été jugées comme indispensables par I’AFSSAPS (Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé) en 2010 lors de leur rapport d’analyse
des préparations hospitaliéres. (4)

La fabrication de ces gélules est en nette augmentation a la pharmacie depuis 2010
(Figure 1). C’est en 2014 qu’il y a eu le plus grand nombre de gélules d’hydrochlorothiazide

préparées.

Nombre de gélules d'hydrochlorothiazide préparées
Nombre de au CHU de Poitiers depuis 2010

gélules
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Figure 1- Nombre de gélules d'hydrochlorothiazide préparées a la Pharmacie du CHU de
Poitiers depuis 2010



La pharmacie du CHU de Poitiers est confrontée aux mémes difficultés que celles
citées précédemment. En effet, depuis 2010, ce ne sont pas moins de 27 dosages différents
qui ont été realisés (Figure 2). De plus, pour pouvoir pallier aux adaptations posologiques de
la pédiatrie, la pharmacie est amenée a refaire des gélules a un dosage différent pour un

méme enfant.

Nompre de préparations de gélules d'hydrochlorothiazide en
fonction du dosage en principe actif
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Figure 2- Nombre de préparations de gélules d'hydrochlorothiazide en fonction du dosage en
principe actif

L’augmentation du nombre de préparations de gélules d’hydrochlorothiazide, les
nombreux dosages préparés, les problémes d’administration montrent tout I’intérét de
développer une suspension buvable d’hydrochlorothiazide. Cette suspension buvable
permettra d’améliorer la sécurité et la qualit¢ de la préparation, mais aussi celles de
I’administration. Pour la préparation de suspensions buvables, différents excipients sont
disponibles sur le marché, parmi eux, Syrspend® Ora-Sweet® et Ora-Plus®, ainsi
qu’InOrpha®.

L’objectif de ce travail est de mettre au point une suspension buvable
d’hydrochlorothiazide qui pourra étre préparée a [’avance (préparation hospitaliere) et
disponible a tout moment pour les services de pédiatrie. Afin de répondre a cet objectif et de
déterminer une date de péremption, différentes étapes sont nécessaires : mise au point de la
méthode de dosage de 1’hydrochlorothiazide, étude de faisabilité et ¢tude de stabilité de la
préparation.



Généralités

A.  Les préparations

1. Définitions

D'apres l'article L5121-1 du code de la santé publique modifié par la loi n® 2013-1203
du 23 décembre 2013 — art.47:

«On entend par :

1° Préparation magistrale, tout médicament préparé selon une prescription médicale destinée a
un malade déterminé en raison de I'absence de spécialité pharmaceutique disponible disposant
d'une autorisation de mise sur le marché, de lI'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. 5125-1ou a l'article L. 5126-2;

2° Préparation hospitaliere, tout médicament, a I'exception des produits de thérapies génique
ou cellulaire, préparé selon les indications de la pharmacopée et en conformité avec les
bonnes pratiques mentionnées a I’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
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, par une pharmacie a
usage intérieur d'un établissement de santé, ou par I'établissement pharmaceutique de cet
établissement de santé autorisé en application de l'article L. 5124-9 ou dans les conditions
prévues a l'article L. 5126-2. Les préparations hospitalieres sont dispensées sur prescription
médicale a un ou plusieurs patients par une pharmacie a usage intérieur dudit établissement.
Elles font I'objet d'une déclaration auprés de I'Agence Nationale de Sécurité du Médicament et

des produits de santé, dans des conditions définies par arrété du ministre chargé de la santé ;

10


http://www.legifrance.gouv.fr/affichCodeArticle.do;jsessionid=4FDEE0A523CF65CF25FFA184D25E2140.tpdjo12v_2?cidTexte=LEGITEXT000006072665&idArticle=LEGIARTI000006690015&dateTexte=&categorieLien=cid
http://www.legifrance.gouv.fr/affichCodeArticle.do;jsessionid=4FDEE0A523CF65CF25FFA184D25E2140.tpdjo12v_2?cidTexte=LEGITEXT000006072665&idArticle=LEGIARTI000006690015&dateTexte=&categorieLien=cid
http://www.legifrance.gouv.fr/affichCodeArticle.do;jsessionid=4FDEE0A523CF65CF25FFA184D25E2140.tpdjo12v_2?cidTexte=LEGITEXT000006072665&idArticle=LEGIARTI000006689990&dateTexte=&categorieLien=cid
http://www.legifrance.gouv.fr/affichCodeArticle.do;jsessionid=4FDEE0A523CF65CF25FFA184D25E2140.tpdjo12v_2?cidTexte=LEGITEXT000006072665&idArticle=LEGIARTI000006689990&dateTexte=&categorieLien=cid

3° Preparation officinale, tout médicament préparé en pharmacie, inscrit a la pharmacopée ou
au formulaire national et destiné a étre dispensé directement aux patients approvisionnés par

cette pharmacie ;» (5)

Les préparations, que ce soient des préparations magistrales, hospitaliéres ou
officinales, sont toutes régies par un seul et méme guide, celui des Bonnes Pratiques de
Préparation.

2. Les Bonnes Pratiques de Préparation

Redigées par I'ANSM et publiées au Journal Officiel le 21 novembre 2007, elles sont
opposables et applicables aussi bien aux pharmacies d'officine (art. L. 5125-1 du CSP) qu'aux
Pharmacies a Usage Intérieur (PUI) des établissements de santé (art. L. 5126-5 du CSP).

Elles visent a garantir a la fois la tracabilité, la sécurité et la qualité des préparations.

Ce guide est divisé en quatre parties :

Dans la premiere, on retrouve un ensemble de généralités qui sont communes aux
pharmacies d'officine et aux PUI, avec des informations portant notamment sur les locaux, le
personnel qualifié a la réalisation des préparations, la préparation en elle-méme (de la
réception des matiéres premiéres jusqu'a I'étiquetage en passant par le contrdle de la
préparation), la gestion de la qualité et la documentation ... .

On retrouve dans la seconde partie les dispositions a prendre afin de réaliser dans de
bonnes conditions les préparations de médicaments stériles et de médicaments contenant des
substances dangereuses pour le personnel et I'environnement.

La troisieme partie est réservée aux PUI. En effet, elle traite des médicaments radio
pharmaceutiques et des préparations destinées a la recherche biomédicale.

La quatriéme est une partie regroupant les documents annexes. L'annexe A porte sur le
contenu des documents qui sont nécessaires pour qu'une préparation soit en accord avec les
bonnes pratiques de préparation. L'annexe B quant a elle traite des cas particuliers du

déconditionnement des spécialités pharmaceutiques. (6)
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3. L'étiquetage

C'est le décret n°2012-1201 du 29 octobre 2012 qui fixe les régles d'étiquetage des
préparations officinales, magistrales et hospitalieres. Ce décret est applicable depuis le ler
avril 2013. (7)

L'étiquetage des préparations se fait a partir d'une étiquette sur fond blanc et doit
porter différentes mentions dans le but d'identifier précisément la préparation et retracer d'ou

elle provient. L'ensemble de ces mentions doivent étre lisibles, compréhensibles et indélébiles.

Concernant l'identification de la préparation, I'étiquette doit comporter plusieurs
informations :

- le nom ou la dénomination de la préparation, le dosage, la forme pharmaceutique et
son destinataire

- la composition qualitative et quantitative en substances actives par unité de prise ou
selon la forme pharmaceutique, pour un volume ou une masse déterminée

- le contenu en masse, en volume ou en unité de prise

- concernant les formes liquides, les deux mentions précédentes doivent étre
remplacées par la quantité totale de chaque substance active dans le volume total de la
solution et la concentration en unité de masse par volume

- les excipients a action ou effet notoire

- la voie d'administration

- le mode d'administration

S'agissant des mentions relatives au numéro de lot et a la tracabilité, I'étiquette doit
comporter diverses informations telles que :

- le numéro de lot de la préparation

- le numéro d'enregistrement de la préparation qui figure sur le livre-registre ou dans le
systeme informatisé

- la date limite d'utilisation

- les précautions de conservation

- le nom et I'adresse de la pharmacie d'officine ou de la PUI ayant réalise et dispenseé la
préparation ou bien le nom et I'adresse de I'établissement pharmaceutique ayant réalisé la

préparation
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D'autres mentions peuvent étre ajoutées telles que :

- « Respecter les doses prescrites » en caractéres noirs sur fond rouge et « Uniquement
sur ordonnance » en caractéres noirs sur fond blanc lorsqu'il s'agit de substances vénéneuses

- « Ne pas avaler » lorsque la voie d'administration est différente de la voie orale,
sublinguale, perlinguale ou injectable

- « ATTENTION — SOLUTION HYPERTONIQUE » en caractéres gras et noirs sur
fond bleu clair pour les solutions injectables hypertoniques, perpendiculairement aux autres

mentions. (8)

Afin de faciliter I'étiquetage des préparations et I'application de ce décret, 'ANSM
(Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé) a réalisé quatre
logigrammes permettant d'accéder facilement au modele d'étiquette souhaité ainsi qu’aux
mentions qui doivent y figurer (7) :

- Logigramme A (Figure 3) : Etiquetage d’une préparation administrée
directement aux patients (hormis le cas des préparations sous forme d’ampoules ou
autres petits  conditionnements primaires),

- Logigramme B : Etiquetage d’une préparation administrée directement au
patient se présentant sous forme d’ampoule ou autre petit conditionnement primaire,

- Logigramme C : Etiquetage d’une préparation non destinée a étre administrée
directement au patient et utilisée pour la réalisation d’autres préparations (hormis le
cas des préparations sous forme d’ampoules ou autres petits conditionnements
primaires),

- Logigramme D : Etiquetage d’une préparation non destinée a étre administrée
directement au patient et utilisée pour la réalisation d’autres préparations se présentant

sous forme d’ampoule ou autre petit conditionnement primaire.
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Figure 3 - Etiquetage d'une préparation, administrée directement au patient

Exemple de recherche de I'étiquetage pour une suspension buvable :
Il s’agit d’une préparation magistrale ou hospitaliére, sous forme liquide, qui n’est ni un
injectable, ni un topique, ni un collyre, et qui est destinée a étre administrée par voie orale. Le
logigramme réalisé par ’ANSM nous renvoie donc au modele d’étiquette et a la liste des

mentions A10.
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Exemple d’étiquetage A10

Preparation administrée directement au patient, liquide, hors préparation injectable, hors préparation topique et
hors collyre, administrée par voie orale, sublinguale ou perlinguale (hors cas particulier des préparations se
présentant sous forme d’'ampoules ou autres petits conditionnements primaires)

- - . . . Zmr| o= h
Dénomination de la préparation s3Rges
B
2,49g-100 mL 888¢-%
= g Tzal
24 mg/mL g§89;§
Suspension buvable - Voie orale as° g-§§
@ o2 0
Préparation réservée a I'enfant de 15 a 24 Kg § % § =
- 8
Substance active.............. 24q
Excipients..... qsp 100 mL

Excipients & effet notoire : excipient 1, excipient 2, excipient 3.

A conserver 14 jours aprés ouverture

Figure 4 - Exemple d'étiquette d'une suspension buvable

PREPARATION ADMINISTREE DIRECTEMENT AL PATIENT :

Préparation liquide hors préparation injectable, hors préparation topigue et hors collyre, administrée
par voie orale, sublinguale ou perlinguale (hors cas particulier des préparations se présentant sous
forme dFamipoules ou autres petits condiicnnements primaires)

Etiquette A10

Mom de la préparation

Dosage = Concentration : en unités de masse par volume

CQuantité totale de chague substance active dans volume total solution
Forme phamaceutique

Le cas échéant : mention du destinataire

Excipients & effet notoire

Yoie d'administration

Mode d'administration, si nécessaire

MNuméro de lot

Mumeérnge denregistrement attribué lors de la dispensation de la préparation
Date imits utiksation

Précautions de conservation, si nécessaire

Mom et adresse de la pharmacie ayant réalisé et dispensé la préparation

En cas de sous-traitance :

Mom et adresse de la pharmacie ou de Fétablizsement pharmaceutique ayant réalisé
la préparation et

Mom et adresse de la pharmacie ayant dispensé |a préparation (contre stiquette
possible)

Pour les préparations contenant des substances vénéneuses

Uniguement sur ordonnance

Figure 5 - Liste des mentions de I'étiquette A10
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B. La dysplasie broncho-pulmonaire

1. Définition

La dysplasie broncho-pulmonaire (DBP) est une des complications les plus fréquentes
et la principale séquelle respiratoire de la grande prématurité. Elle est caractérisée par un arrét
et une altération du développement alvéolaire pulmonaire chez les nouveau-nés prématures
exposes a une ventilation prolongée et une oxygénothérapie intense. (9)

Le diagnostic et la sévérité de la DBP sont déterminés en fonction du degré

d’oxygéno-dépendance a 36 semaines d’aménorrhée. (10)

2. Epidémiologie

Devant les progres considérables de la réanimation néonatale, I'incidence de la DBP a
considérablement diminué jusqu'a atteindre un plateau depuis quelques années. A titre
d'exemple, en Tle de France, le taux moyen de DBP s'éléve a 13,8%, et en Europe, il varie

entre 10,5 et 21,8% selon les pays. (10)

Les facteurs de risque de la DBP sont multiples

- le degré de prématurité (plus il est important, plus le risque de DBP augmente)

- le poids (plus il est faible, plus le risque est augmenté)

- le sexe masculin

- la durée et le degré d'exposition a I'oxygene

- I'inflammation ante et post-natale

- certains agents infectieux des voies aériennes tels que Urea plasma
urealyticum ou Adénovirus

- les infections bactériennes post-natales précoces ou tardives

- la persistance du canal artériel

- des apports hydro-sodés excessifs au cours des premiers jours de vie

- chorioamniotite
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Des facteurs moléculaires présentant des anomalies ont également pu étre mis en
évidence a partir de modéles animaux ou chez le prématuré humain tels que :
- certaines métalloprotéinases (qui permettent le développement alvéolaire et le
remodelage de la matrice extracellulaire)
- le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) qui joue un réle important

dans ’alvéolisation et la maturation micro vasculaire

3. Clinique

La DBP est caractérisée par un ensemble de lésions histologiques au niveau
pulmonaire a I’origine d’une insuffisance respiratoire prolongée et séveére (11) :

- hypoplasie alvéolaire (alvéoles peu nombreuses, larges et simplifiées)

- diminution du nombre de capillaires, avec des vaisseaux dystrophiques

- lésions épithéliales des voies aériennes

- hyperplasie variable des muscles lisses des voies aériennes

- fibro-prolifération interstitielle variable

4, Prise en charge thérapeutique

Les traitements préventifs ante et périnataux :

- la corticothérapie anténatale (de facon a accélérer la maturation pulmonaire)

- ’administration d’un surfactant pulmonaire exogéne a la naissance

- la mise en place d’une stratégie ventilatoire en salle de naissance qui soit la plus

performante mais aussi la moins agressive possible

Les traitements préventifs post-nataux :

- Poxygénothérapie (qui doit étre controlée de par la toxicité de I’oxygene)

- la mise en place d’une stratégie ventilatoire non invasive

- le NO (monoxyde d’azote) inhalé (afin de prévenir les troubles de 1’alvéolisation)

- la caféine (qui permettrait de diminuer a la fois la durée de la ventilation et de
I’oxygénation, ainsi que le taux de DBP a 36 SA)

En ce qui concerne la corticothérapie systémique, elle n’est plus recommandée, et est
méme fortement déconseillée puisqu’elle entraine de nombreux effets indésirables ainsi que

des effets néfastes sur le développement neurocognitif des nouveau-nés.
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Les traitements curatifs, une fois le diagnostic de la DBP posé :

- ’oxygénothérapie

- les bronchodilatateurs et les corticoides inhalés en cas d’hyperréactivité bronchique
et si les effets sont bénéfiques

- la kinésithérapie si nécessaire

- I’antibiothérapie en cas d’infections pulmonaires

- la corticothérapie systémique dans le sevrage de I’oxygénothérapie

- I’hydrochlorothiazide ou la spironolactone en cas de rétention hydrosodée, et

d’oedémes.

Afin de limiter les agressions du systeme respiratoire du nouveau-né, les vaccinations
anti-grippales et anti-pneumococciques sont fortement recommandées ainsi que I’injection de

palivizumab (Synagis®) pour prévenir les infections & VRS (Virus Respiratoire Syncytial). (10)
5. Evolution

Au-dela des deux premiéres années de vie, il peut persister certaines manifestations
respiratoires telles qu’une toux fréquente ou encore une respiration sifflante.

Selon diverses études, il a été montré que les voies aériennes des anciens prématurés
ayant souffert d’une DBP étaient obstruées de facon durable. Ceci pourrait étre expliqué par la
diminution du calibre des voies aériennes qui en plus d’entrainer cette obstruction est aussi a
I’origine de I’hyperréactivité bronchique. Les bronchodilatateurs inhalés permettent de rendre

réversible cette obstruction, mais que partiellement. (10)

C. L’hydrochlorothiazide

1. Propriétés physico-chimiques

Structure chimique de 1’hydrochlorothiazide ou 6-Chloro-3,4-dihydro-2H-1, 2, 4-

benzothiadiazine-7-sulfonamide 1,1-dioxyde :

H
Cl N\'
HoN ?@i NH
N -4
O O O O

Figure 6- Structure chimique de I'hydrochlorothiazide
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L'hydrochlorothiazide se présente sous la forme d'une poudre blanche cristalline, sans
odeur particuliére. Sa formule brute est C;HgCIN30,S,, sa masse molaire est de 297,7 g.mol™.

Elle est pratiquement insoluble dans I'eau, le chloroforme et I'éther, et est peu soluble
dans l'alcool. Elle est cependant soluble dans I'ethanol, I'acétone, le dimethylformamide, le
méthanol, le n-butylamine, ou encore la soude. (12,13)

L’hydrochlorthiazide n’étant pas soluble dans I’eau, il ne pourra pas étre mis en

solution. Il faudra donc réaliser une suspension buvable.

2. Propriétés pharmacocinétiques

L'hydrochlorothiazide est rapidement absorbé par le systeme digestif, mais pas
totalement. Le pic plasmatique est obtenu en moyenne 4 heures aprés son administration par
voie orale. Sa biodisponibilité varie selon les sujets de 65 a 70%.

Concernant sa distribution, sa liaison aux protéines plasmatiques est de 60%, et son
volume de distribution de 0,8 L/kg. Sa demi-vie est variable d'un sujet a un autre puisqu'elle
se situe entre 5 et 15h.

L'hydrochlorothiazide est majoritairement excrétée sous forme inchangée dans les
urines. 95% d'une dose d'hydrochlorothiazide administrée par voie IV est retrouvée inchangée
dans les urines contre 65% par voie orale.

L'hydrochlorothiazide traverse la barriére placentaire et est retrouvé dans le lait

maternel. (12)

3. Mécanisme d'action

L’hydrochlrothiazide est un diurétique thiazidique. En inhibant le co-transport Na*- CI°
au niveau du tubule contourné distal, il permet de diminuer la réabsorption du sodium et de
faciliter celle du calcium (Figure 7). Ainsi, il augmente 1’excrétion urinaire du sodium, et

accroit la diurese. (14)
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Figure 7 - Mécanisme d'action de I'hydrochlorothiazide

4, Effets indésirables

L’hydrochlorothiazide, tout comme les autres diurétiques thiazidiques, peut entrainer
de nombreux troubles métaboliques surtout lorsqu’il est utilis¢é a forte dose. Parmi ces
troubles, il est possible d’observer une hyperglycémie, une hyperuricémie, une hypokaliémie
ou encore une hyponatrémie avec hypovolémie qui peut étre a 1’origine d’une deshydratation,
d’une hypotension orthostatique voire méme d’un syndrome confusionnel.

Des troubles hématologiques peuvent aussi étre observés tels qu’une

thrombocytopénie.

Nausées, vomissements, constipation, diarrhée, céphalées, troubles de la vision,
photosensibilité ... sont des effets indésirables que peut causer I’hydrochlorothiazide, mais

qui restent cependant rarement constatés. (15)

5. Place de I’hydrochlorothiazide dans la prise en charge de la dysplasie
broncho-pulmonaire

L’hydrochlorothiazide, le plus souvent en association avec la spironolactone, est utilisé
dans le traitement de la DBP afin d’améliorer le fonctionnement du systeme pulmonaire tout
en limitant la formation d’cedémes.

En effet, il a été observe au cours de différentes études, chez les nourrissons atteints de
DBP, la présence d’cedémes pulmonaires interstitiels et peribronchiolaire, des vaisseaux
lymphatiques dilatés, et une augmentation du contenu hydrique du poumon. De plus, dans les

pathologies cardio-pulmonaires associées a un cedéme pulmonaire chronique, les diurétiques
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ont un effet bénéfique.
Les nourrissons souffrant de DBP sont également incapables de diluer leurs urines de

facon appropriée ce qui entraine une rétention d’eau. (16)

6. Posologie

La posologie recommandée est de 3 mg/kg par 24h par voie orale en 2 prises. (14)

Les gélules d’hydrochlorothiazide préparées au sein de la pharmacie du CHU de Poitiers,
et destinées aux services de pédiatrie, sont dosées en moyenne a 2.16 mg
d’hydrochlorothiazide. Pour étre en accord avec cette observation et pouvoir pallier a
d’éventuels changements de posologie, la concentration de la suspension buvable

d’hydrochlorothiazide a été fixée a 2 mg/mL.

. Matériel et Méthodes

A. Mise au point et validation de la méthode de dosage par HPLC-UV

1. Mise au point des conditions chromatographiques et UV

Le dosage a été mis au point selon une méthode par Chromatographie Liquide Haute
Performance (ou High Performance Liquid Chromatography) couplée a une détection Ultra-
Violette (HPLC-UV). Cette méthode permet une analyse séparative adaptée a une étude de

stabilité car permettant de séparer le principe actif de ses produits de dégradation.

Principe et Description de 1’ Appareillage HPLC-UV :

L’HPLC est une technique qui permet de séparer les différents composés d’un mélange,
de fagon a pouvoir les identifier et les quantifier. Cette séparation est rendue possible par la
différence de distribution des solutés entre deux phases, une phase stationnaire (contenue dans

une colonne) et une phase mobile. Ces deux phases étant non miscibles entre elles. (17)
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Figure 8- Appareillage de 'HPLC-UV

L’appareillage de I’ HPLC-UV est composé :

- d’une phase mobile, qui doit étre compatible avec le systéme de détection, et
dans laquelle les solutés doivent étre solubles. Elle est polaire.

- d’une pompe (L-2130 LaChrom Elite® VWR), qui permet I’écoulement de la
phase mobile dans la colonne,

- d’un injecteur (L-2200 LaChrom Elite® VWR), qui permet I’injection en téte
de colonne d’un volume précis et reproductible de 1’échantillon,

- d’une colonne (Purospher STAR RP-18 150mm x 4,6mm, 5um, Merck
Millipore®), courte et droite, en acier inoxydable généralement. La phase stationnaire apolaire
contenue dans la colonne est constituée de silice greffée.

- d’un détecteur UV-visible (L-2400 LaChrom Elite® VWR), qui suit en
continu I’apparition des solutés, et permet la mesure de I’absorbance de la phase mobile en fin
de colonne. Le signal obtenu est enregistré en fonction du temps, et est proportionnel a la

concentration du soluté dans 1’effluent. (18)

L’HPLC-UV du laboratoire fonctionne selon la technique de chromatographie de
partage a polarité de phase inversée. Dans ce type de chromatographie, moins le soluté sera
soluble dans la phase mobile, plus il sera retenu par la colonne donc aura un temps de

rétention plus élevé. (18)
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La phase stationnaire ou colonne a été choisie par défaut comme étant celle deja
utilisée au niveau du laboratoire pour avoir une uniformité des méthodes de dosage.

Plusieurs débits et phases mobiles ont été testés :

- 25% méthanol et 75% d’eau a un débit de 1 mL/min

100
0
0

Figure 9- Phase mobile avec 25% de méthanol et 75% d'eau, injection de 10 uL d 'un
échantillon & 50 xg/mL d'hydrochlorothiazide & un débit de 1 mL/min

- 5% méthanol et 95% d’eau de pH 4,5 (obtenu a partir d’acide acétique 1M) a
un débit de 1 mL/min

Figure 10- Phase mobile avec 5% de méthanol et 95% d'eau a un pH de 4,5 (avec acide
acétique 1M), injection de 10 xL d'un échantillon a 25 g/mL d'hydrochlorothiazide a un débit
de 1 mL/min,
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- 5 % meéthanol et 95% d’eau de pH 4,5 (obtenu a partir d’acide acétique 1M) a
un debit de 1,5 mL/min (16)

00
50
0

MMMMM

Figure 11- Phase mobile avec 5% de méthanol et 95% d'eau a un pH de 4,5 (avec acide
acétique 1M), injection de 10 xL d'un échantillon de 50 xg/mL d'hydrochlorothiazide & un
débit de 1,5 mL/min

- 20% de méthanol et 80% d’eau de pH 4,5 (obtenu a partir d’acide acétique
1M) a un débit de 1,5 mL/min.

MMMMM

Figure 12- Phase mobile avec 20% de méthanol et 80% d'eau a un pH de 4,5 (avec acide
acétique 1M), injection de 10 xL d'un échantillon de 20 ug/mL d'hydrochlorothiazide & un
débit de 1,5 mL/min
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C’est cette derniére phase mobile avec 20% de méthanol et 80% d’eau ajustée a un pH
de 4,5 qui a été retenue, puisqu’elle permet d’obtenir les pics les plus corrects.
La longueur d’onde d’analyse a été choisie par la réalisation d’un spectre UV de

I’hydrochlorothiazide (Figure 13). Cette longueur d’onde est de 224 nm.

_Hydrochlorothiazide - Methanol - Cooper_CHU Poitiers - 1.0
] A
2.0 /1

i
i
i

/ i
{ 1

1.8
1.6

1.4

0.8\ l : ‘
0. r)— s !\i
0.4]
0. L 224 nm \ ) / k NPT
0.0 v N , Wit

200.0 220.0 240.0 260.0 280.0 300.0 3200 340.0 360.0 380.0

Figure 13 - Spectre UV de I'hydrochlorothiazide

2. Protocole de dosage

Le protocole de préparation de la gamme et des échantillons a été défini en fonction de
la concentration de la suspension buvable (2 mg/mL) et les propriétés physicochimiques de
I’hydrochlorothiazide (celui-ci étant insoluble dans 1’eau mais soluble dans le méthanol).

L’¢chantillon de suspension buvable ne pourra pas étre injecté directement dans le
systéme chromatographique. 1l sera dilué au 1/100°™ afin d’obtenir une concentration cible de
20 pg/mL.

Dans un premier temps, il faut préparer la Solution Etalon :

- préparer une Solution Mére de Dosage (SM) a 1 mg/mL : peser 10 mg de
poudre d’hydrochlorothiazide et dissoudre dans 10 mL de méthanol dans une fiole jaugée de

10 mL,
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- puis préparer une Solution Fille de Dosage (SF) a 100 pug/mL : prélever 500

uL de SM et diluée dans 4,5 mL d’eau distillée dans une fiole jaugée de 5 mL.

Ensuite, la gamme étalon est préparée. Pour cela, des tubes Ependorf de 1,5 mL sont

utilises, dans lesquels nous avons dilué la SF préalablement préparée dans de 1’eau distillée

selon le tableau suivant :

pg/mL 28 24 20 14 12 0
SF =100 pg/mL 280 pL 240 pL 200 pL 140 pL 120 uL O pL
Eau distillée 720 uL 760 pL 800 pL 860 uL 880 uL 1000 pL

Tous les Ependorfs doivent étre vortexes 30 secondes a chaque dilution.

Ensuite, il faut transférer le contenu de chaque Ependorf dans des vials destinés a étre placés

dans I’injecteur automatique.

Les différents points de la gamme ont ét¢ choisi de telle sorte que I’intervalle de

dosage soit compris entre 60 et 140 % de notre valeur cible (ici 20 pg/mL) comme il est

recommandé dans « Le guide méthodologique des études de stabilité des préparations ». (17)

Afin de valider la gamme étalon, plusieurs contréles internes respectivement a 12, 20

et 25 pug/mL, doivent étre réalisés au laboratoire par une personne autre que la personne

réalisant le dosage, et ce suivant le méme protocole de préparation que celui de la solution

étalon :

- préparer une Solution Mére de Controle (SMC) a 1 mg/mL : peser 10 mg de poudre

d’hydrochlorothiazide et dissoudre dans 10 mL de méthanol dans une fiole jaugée de

10 mL,

- puis préparer une Solution Fille de Contrdle (SFC) a 100 pg/mL : prélever 500 pL de

SM et diluer dans 4,5 mL d’eau distillée dans une fiole jaugée de 5 mL.

Ensuite, il faut préparer les différents points de contrdle selon le tableau suivant :

pg/mL C25 C20 C12
SFC =100 pg/mL 250 pL 200 pL 120 pL
Eau distillée 750 uL 800 pL 880 uL

Comme précédemment, tous les Ependorfs doivent étre vortexés 30 secondes a chaque

dilution, et leur contenu est transféré dans des vials.
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Pour terminer, il faut préparer les échantillons afin de pouvoir déterminer leur
concentration. Pour cela, il faut préparer 3 Ependorf (1 pour chaque échantillon) : dans
chaque tube Ependorf de 1,5 mL, il faut diluer la solution buvable d’hydrochlorothiazide a 2
mg/mL au 10°™ dans du méthanol (100 pL solution d’hydrochlorothiazide + 900 pL de
méthanol), agiter au vortex 30 secondes et centrifuger 60 secondes au maximum de rpm, puis
diluer & nouveau au 10°™ (100 pL de surnageant + 900 pL d’cau distillée) et vortexer. Ainsi,
la concentration théorique finale obtenue est de 20 ug/mL. Et pour finir, il faut transférer le
contenu de chaque Ependorf dans un vial. Chaque vial sera ensuite placé dans I’HPLC afin

d’y étre dosé.

3. Validation

La validation d’une méthode de dosage est la procédure qui démontre qu’une méthode
particuliére utilisée pour le dosage d’un analyte (médicaments ou autres composés) dans une
matrice donnée (eau, Ora-Sweet®/Ora-Plus®, Inorpha®, Syrspend®) est fiable et répétable pour

I’usage qui en est fait.

Les paramétres fondamentaux de cette validation comprennent :
- la spécificité
- la linéarité
- la gamme d’étalonnage
- la fidélité (précision)
- la justesse (exactitude)

- la limite de détection et la limite de quantification

Non precise, o o Précise
Non exacte ® .. P Non exacte
-
L)
. )
NOn précise, ) Procise,
exacte \ & '. ‘ exacte
L a®
L ]

Figure 14 - Representation de la fidélité (précision) et de la justesse (exactitude)
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La méthode de dosage de I’hydrochlorothiazide en vue de 1’étude de la stabilité de
I’hydrochlorothiazide dans une suspension buvable a été¢ validée selon les recommandations
de DI’International Conference on Harmonisation (ICH) et du Guide méthodologique des
études de stabilité des préparations, issu de la collaboration entre la Société Francaise de
Pharmacie Clinique (SFPC) et le Groupe d’Evaluation et de Recherche sur la Protection en

Atmosphere Contrélée (GERPAC). (17,27)

a) Spécificité

Définition :

La spécificité d’une méthode analytique est sa capacité a mesurer seulement ce qu’elle
est destinée a mesurer. Une méthode est spécifique lorsqu’elle permet de mesurer 1’analyte
avec la garantie que le signal instrumental ne provient que de 1’analyte. Elle permet de séparer

les produits de dégradation et les excipients.

Détermination :

- Spécificité vis-a-vis des produits de dégradation : la dégradation forcée (hydrolyse

des fonctions amines de I’hydrochlorothiazide)

Elle a pour but de mettre en évidence les produits de dégradation de la molécule a
étudier par leur rétention relative. Les signaux des molécules issues de la dégradation ne
doivent pas interférer avec celui correspondant a 1’hydrochlorothiazide, c’est-a-dire que les

produits de dégradation ne doivent pas étre élués en méme temps que la molécule a étudier.

Afin de dégrader la molécule, une solution de concentration quatre fois supérieure a la
concentration du milieu de notre gamme a été réalisée, puis cette solution a été mise en
contact avec des solutions d’acide et de base de concentrations différentes. Apres chauffage,
les solutions ont eté neutralisées (Tableau 1), la concentration finale injectée étant celle de
notre milieu de gamme (20 pg/mL).
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Solution n°® 11234 5/6|7 |89

SFen mL 111]1|0 111111
HCI 0,1M en mL 1 NaOH 0,1M en mL 1
HCI 0,5M en mL 1 NaOH 0,5M en mL 1
HCl 1M en mL 1)1 NaOH 1M en mL 1
H20 en mL H20 en mL 1|1

Chauffer a 80°C au bain-marie pendant 1h puis neutraliser avec :

NaOH 0,1M en mL 1 HCl 0,1M en mL 1
NaOH 0,5M en mL 1 HCl 0,5M en mL 1
NaOH 1M en mL 1)1 HCl 1M en mL 1
Phase mobile en mL 111|11]2 Phase mobile en mL 111111
H20 en mL H20 en mL 1|1

Tableau 1- Résumé du protocole de dégradation

- Spécificité vis-a-vis des excipients

L’examen de la spécificité vis-a-vis des excipients a été effectuée par ’analyse d’un
blanc matrice (Ora-Sweet®/Ora-Plus®, Inorpha®, Syrspend®) en démontrant par les
graphiques, 1’absence de réponse au temps de rétention de I’hydrochlorothiazide par
comparaison avec une solution pure (sans excipient) d’hydrochlorothiazide. Pour chaque

excipient, 3 échantillons ont été testés a des jours différents.
b) Linearité
Définition :

La linéarit¢ d’une méthode de dosage est sa capacit¢ (pour une gamme de
concentration donnée), a produire des résultats proportionnels a la concentration a doser dans

I’échantillon.

Le mod¢le mathématique est une droite d’équation :
Y =ax + b avec y = Aiire du pic

X = concentration

a = pente

b = ordonnée a 1’origine
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Détermination :

» Six gammes d’étalonnage en 5 points (12, 14, 20, 24 et 28 pg/mL), la concentration
cible (20 pug/mL correspondant a la suspension buvable d’hydrochlorothiazide 2

mg/mL diluée au 1/100°™) se trouvant au centre de la gamme.

> La pente a et ’ordonnée a ’origine de la droite de régression b, le coefficient de corré-

lation r ont été calculés avec le logiciel Excel™.

» Pour chacune des 6 gammes d’étalonnage, les concentrations des points d’étalonnage
ont été recalculées a partir de I’équation de régression. Les biais ont été calculés par

rapport aux concentrations theoriques [1].

Centenice — Crpsor
BiaiS(%)= Calcuge Théorique XlOO [1]

Théorique

Un point d’étalonnage est accepté si son biais est inférieur ou €gal a 5%.

» Les valeurs de concentration calculées a partir des différentes courbes d’étalonnage
sont regroupées par niveau de concentration. A chaque niveau de concentration, la

moyenne, 1’écart-type [2], le coefficient de variation [3] et le biais [4] sont calculés.

i=n [2]
Ecart-type : Z (Ci o Cmoyen
S = i=1
n-1
Coefficient de CV (%) — S x100 [3]
variation :
moyen
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C  —C..
Biais (%) _ Calculée Théorique XlOO [4]

Théorique

Les valeurs calculées pour les coefficients de variation et les biais doivent étre

inférieures ou égales a 5%.

c) Fidélité
Définition :

La fidélité, également appelée précision exprime 1’étroitesse de I’accord entre une
série de mesures provenant d’un méme échantillon homogéne dans des conditions fixées. Elle

renseigne uniquement sur la distribution des erreurs aléatoires.
La fidélite peut étre évaluée a 3 niveaux :

- La répétabilité concerne des résultats d’essais indépendants obtenus au sein d’un
méme laboratoire, avec une méthode d’analyse fixée, des échantillons d’essai identiques,
préparés par un méme opérateur et analysés avec un méme appareillage dans un laps de temps

trés court.

- La reproductibilité intra-laboratoire (également appelée fidélité intermédiaire)
concerne des résultats d’essais indépendants obtenus au sein d’'un méme laboratoire, avec une
méthode d’analyse fixée et des échantillons d’essai identique, mais les opérateurs, les jours et

I’appareillage sont différents.

- La reproductibilité concerne des résultats d’essais indépendants obtenus avec une
méthode d’analyse fixée et des échantillons d’essai identique, mais les opérateurs, les

appareillages et les laboratoires sont différents.
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Détermination :

La fidelité a été déterminée & 3 niveaux de concentration différents :
- CQ1 =12 pg/mL correspondant au plus petit point de la gamme,
- CQ2 = 20 pg/mL correspondant a la concentration cible (échantillon de la
suspension d’hydrochlorothiazide 2 mg/mL diluée au 1/100°™),
- CQ3 = 25 pg/mL situé dans le haut de la gamme.

- La répétabilité a consisté a doser 6 exemplaires de 3 niveaux de contrdle différents,

par le méme opérateur avec une méme gamme d’étalonnage au cours d’une méme journée.

(27)

- La reproductibilité intra-laboratoire a consisté & doser 6 exemplaires de 3 niveaux de
contrdle différents lors de 6 journées différentes, avec des gammes d’étalonnage différentes

réalisées chaque jour et deux opérateurs différents.
- La reproductibilité n’a pas été déterminée.

Pour la répétabilité et la reproductibilité intra-laboratoire, et pour chaque niveau de

concentration, la moyenne, 1’écart-type et le coefficient de variation ont été calculés.

d) Justesse/Exactitude
Définition :

La justesse exprime 1’étroitesse de 1’accord entre la valeur moyenne obtenue a partir
d’une série de résultats d’essais et une valeur théorique. Elle traduit ’erreur systématique

d’une méthode de dosage.

Détermination :

La justesse a été validée a partir des résultats obtenus lors des essais de répétabilité et
de reproductibilité intra-laboratoire. Pour chaque niveau de concentration, la moyenne et le

biais de la moyenne par rapport a la valeur théorique ont été calculés.
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e) Limite de détection et limite de quantification
Définition :

La limite de détection correspond a la quantité minimale d’analyte dans un échantillon

pouvant étre détectée mais pas quantifiée de facon précise.

La limite de quantification correspond a la quantit¢ minimale d’analyte dans un

échantillon pouvant étre quantifiée.

Détermination :

La limite de détection n’a pas été déterminée. La limite de quantification a été

déterminée comme étant le plus petit point de gamme.

B. Etude de la faisabilité de la préparation

L’hydrochlorothiazide est insoluble dans I’eau. Afin d’assurer une dispersion uniforme
et stable du principe actif, différents excipients permettant la mise en suspension peuvent étre

utilisés.

1. Excipients disponibles et formulation

Dans le cadre des préparations buvables réalisées en pharmacie, de plus en plus de
possibilités en termes de formulations sont disponibles. Trois gammes de veéhicules sont
disponibles pour la formulation des préparations buvables. Une analyse des différentes
formulations disponibles a été réalisée. Les composants (agent épaississant, masquant,
aromatisant, conservateur...) ont été répertoriés et comparés aux excipients a effets notoires
de ’ANSM (20) et les parameétres physico-chimiques disponibles (pH, osmolalité) des
vehicules étudiés ont été comparés. Les études de stabilité réalisées sur les préparations
buvables de principe actif ont été recensees.

Trois gammes de véhicules sont disponibles en France : la gamme Ora®, InOrpha® et
Syrspend® (liquide et poudre). Leur composition est détaillée dans le Tableau 2, et le

flaconnage est présenté dans la Photo 1. (28,29,30)
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Photo 1- Flaconnage des excipients utilisés

Véhicule

InOrpha@

Ora-Plus

Ora-Sweet SF

Syrspend SF liquide

Conditionnement

Flacon de 1L blanc
opaque ou flacon brun
de 60mL

Flacon de 473mL blanc
opaque

Flacon de 473mL blanc
opaque

Flacons de 450mL blanc
opaque

Qualification

Excipient liquide

Agent de suspension

Agent masquant,
aromatisant

Véhicule de suspension
orale

Conservation

3 mois aprées ouverture

2 mois apres ouverture

2 mois apres ouverture

1 an aprés ouverture

Composition :

Phase liquide

Eau purifiée

Eau purifiée

Eau purifiée

Eau purifiée (liquide)

Agents épaississants

Hydroxyéthylcellulose

Cellulose
microcristalline, sodium
carboxyméthylcellulose,

gomme xanthane,

Amidon de mais modifié

carraghenane
Anticristallisation Glycérol Glycérol
Edulcorant Sucralose Sorbitol, st?dium Sucralose
saccharine
Agent masquant oul

I'amertume

Aromatisant

Aréme caramel

Aréme cerise

Agent tampon

Acide citrique, citrate de
sodium

Sodium phosphate,
acide citrique

Sodium phosphate,
acide citrique

Sodium citrate, acide
citrique anhydre, acide
malique

Agent anti mousse

Simeticone

Simeticone

Conservateur

Sorbate de potassium

Sorbate de potassium,
methyl et
propylparabens

Potassium sorbate,
methyl et
propylparabens

sodium benzoate 0,06%

SF = Sugar Free

Tableau 2- Composition des différents agents de suspension
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2. Etude de I’homogénéité par HPLC-UV

Mode opératoire :

Préparation d’une suspension buvable d’hydrochlorothiazide a 2 mg/mL avec comme

véhicule I’Inorpha® (Annexe 2) :

Peser 60 mg de poudre d’hydrochlorothiazide et la triturer dans un mortier. Mesurer
dans une éprouvette graduée 30 mL d’Inorpha®. Puis dissoudre 1’hydrochlorothiazide dans
une faible quantité d’Inorpha® jusqu’a former une pate. Triturer. Rajouter petit & petit le reste
d’Inorpha® jusqu’a obtenir une suspension. Pour finir, transvaser dans un flacon de 30 mL et

étiqueter le flacon.

Préparation d’une suspension buvable d’hydrochlorothiazide a 2 mg/mL avec comme

véhicule le Syrspend® : le protocole utilisé est le méme que celui d’Inorpha®.

Préparation d’une suspension buvable d’hydrochlorothiazide a 2mg/mL avec comme
véhicule I’Ora-Plus® et I"Ora-Sweet”® :

Peser 60mg de poudre d’hydrochlorothiazide et la triturer dans un mortier. Mesurer
séparément dans une éprouvette graduée le volume d’Ora-Plus® et celui d’Ora-Sweet® soit
15mL de chaque. Puis dissoudre I’hydrochlorothiazide dans une faible quantité d’Ora-Plus®
jusqu’a former une pate. Triturer. Rajouter petit a petit le reste d’Ora-Plus® jusqu’a obtenir
une suspension. Mélanger progressivement la suspension obtenue avec la totalité du volume

d’Ora-Sweet®. Pour finir, transvaser dans un flacon de 30 mL et étiqueter le flacon.

Validation de la méthode de préparation :

Pour chaque excipient, six préparations ont été réalisées par quatre opérateurs a des
jours différents (parmi les opérateurs, d’eux d’entre eux ont réalis¢ 2 préparations pour
chaque excipient et les deux autres en ont réalisé 1 préparation pour chaque excipient). Le

biais, 1’écart-type et le coefficient de variation ont été calculés.
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C. Etude de stabilité

La stabilit¢é d’une préparation est 1’aptitude « a conserver ses propriétés chimiques,
physiques, microbiologiques et biopharmaceutiques dans des limites spécifiées pendant toute

sa durée de validité » (27).

Pour I’étude de stabilité, une suspension buvable d’hydrochlorothiazide a été réalisée
avec chaque excipient. Chaque suspension buvable a été répartie en 9 flacons: 3 flacons
conservés a température ambiante a 1’abri de la lumiére (flacon brun), 3 flacons conservés a
température ambiante sans protection vis-a-vis de la lumiére (flacon incolore) et 3 flacons
conservés entre +4 et +8°C a ’abri de la lumiére (flacon brun). Les flacons conservés a
température ambiante étaient stockés dans le laboratoire a 20°C et les flacons conserveés entre
+4 et +8°C étaient stockés dans le réfrigérateur du laboratoire. Les températures ambiantes et

du réfrigérateur étaient surveillées par le logiciel Sirius™.

1. La stabilité chimique

La stabilité chimique est définie comme la période pendant laquelle la concentration

en médicament se maintient a plus de 90% par rapport a la concentration initiale (19).

La stabilité chimique consiste a mesurer la concentration en hydrochlorothiazide
retrouvée dans la suspension buvable au cours des différents temps de prélevements, la valeur

de référence étant celle obtenue a JO, ¢’est-a-dire immeédiatement apres la fabrication.

La stabilité chimique a été mesurée aux temps : JO, J1, J2, J7, J14, J28 et J56.

2. La stabilité physique

La mesure du pH :

Le pH (ou potentiel hydrogéene) est un paramétre qui permet de définir, en fonction de

la concentration en H+ de la solution, si le milieu est acide ou basique.

Un pH qui reste stable signifie que ni le principe actif, ni ’excipient ne se sont
dégradés, et qu’il n’y pas d’interaction entre le contenant et la suspension. La stabilité du pH
contribue donc a confirmer la stabilité chimique de la préparation.
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Les mesures de pH ont été réalisées sur un pH-metre 5/6 Ecoscan, a JO, J1, J2, J7, J14,
J28 et J56.

La mesure de I’osmolalité :

L’osmolalité est la quantité¢ de molécules osmotiquement actives par unité de masse,
c¢’est une fagon globale de mesurer la contribution des différents solutés, présents dans une

solution, & la pression osmotique de cette solution.

Une solution qui ne se dégrade pas, conserve une osmolalité constante. L’ osmolalité

permet de confirmer une stabilité chimique.

Les mesures d’osmolalité ont été réalisées avec un micro osmomeétre automatique de
type 15 Loser Messtechnik, aux temps JO, J14, J28 et J56.

L’aspect et la coloration :

Elle peut étre évaluée de deux manieres, soit a I’ceil nu a partir d’une solution témoin,

soit par spectrophotométrie d’absorption. C’est la premiére méthode qui a été réalisée.

Tout changement de coloration de la suspension buvable signifie un changement dans
la composition de la suspension. La présence de sédimentation a également été surveillée a

I’ceil nu.

L’odeur :

L’odeur est aussi un gage de stabilité. En effet un changement d’odeur peut laisser

supposer un changement de composition de la suspension.

Autres : dosage avant et apres agitation

Des préléevements des suspensions buvables d’hydrochlorothiazide ont été réalises a
des niveaux différents (haut, milieu et fond du flacon) sur 9 flacons des suspensions buvables,

avant et apres agitation.

Ces prélevements ont ensuite été analysés par HPLC-UV. Le but de cette expérience
est de montrer la nécessité d’agiter les flacons de suspension buvable d’hydrochlorothiazide

avant chaque utilisation.
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IIl. Résultats

A. Validation de la méthode de dosage par HPLC-UV

1. Spécificité

Spécificité vis-a-vis des produits de dégradation :

Les aires de I’hydrochlorothiazide apres les différents procédés de dégradation sont

présentées dans le Tableau 3. L aire de I’hydrochlorothiazide diminue sous I’action de ’acide

chlorhydrique et de la température.

Type de dégradation

AUC

(Aire sous la courbe) de

I’hydrochlorothiazide

Pourcentage
de dégradation

1:HCI 0,1M, 80°C, puis NaOH 0,1M 8671424 5,27

2 : HCI 0,5M, 80°C, puis NaOH 0,5M 6116016 33,18

3: HCI 1M, 80°C, puis NaOH 1M 4291380 53,11

4 : Blanc a 80°C Non déterminé Non déterminé
5:NaOH 0,1M, 80°C, puis HCI 0,1M 9246745 1,01

6 : NaOH 0,5M, 80°C, puis HCI 0,5M 9227137 0,80

7 : NaOH 1M, 80°C, puis HCI 1M 8869564 3,10
8:80°C 5537069 39,50

9 : Echantillon témoin a 50 pg/mL 9153583 0

Tableau 3- Pourcentage de dégradation de I'hydrochlorotiazide en fonction du type de

dégradation

Le protocole d’hydrolyse par I’acide chlorhydrique a permis de mettre en évidence des

produits de degradation (Figure 15).
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Figure 15 - Résultats de I'hydrolyse (dégradations 1,2 et 3)

La température seule a 80°C a également un effet sur la dégradation (Figure 16).
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Figure 16 - Effet de la température (dégradation 8)

Ces analyses montrent [’absence de réponse au temps de rétention de

I’hydrochlorothiazide des produits de dégradation de I’hydrochlorothiazide par comparaison

avec une solution pure d’hydrochlorothiazide.
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Spécificité vis-a-vis des excipients :

L’examen de la spécificité par rapport aux excipients est réalisée par I’analyse d’un
blanc matrice par comparaison avec une solution pure d’hydrochlorothizdie a 20 pg/mL. Les
blancs matrices testés ont été réalisés en diluant I’excipient au 1/10°™ dans du methanol puis
Oéme

en diluant cette solution au 1/1 dans de ’eau.

La figure 17 montre la comparaison du blanc « Inorpha®» avec la solution
d’hydrochlorothiazide, la figure 18 montre la comparaison du blanc « Ora-Plus®/Ora-
Sweet® » avec la solution d’hydrochlorothiazide, et la figure 19 montre la comparaison du

blanc « Syrspend® » avec la solution d’hydrochlorothiazide.

W U
— Hezm — HCTEm
100 HCZT20.dat hetztli-rept dat

w Pic de I’hydrochlorothizide

7

mal

om 035 1) 075 100 125 150 175 200 235 250 275 300 325 350 375 400 4z 480 a7 500 525 .50 575 800 835 850 675 7.00
hanutes

Figure 17 - Comparaison du blanc Inorpha® avec une solution pure d'hydrochlorothiazide &
20 pug/mL
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Figure 18 - Comparaison du blanc Ora® avec une solution pure d'hydrochlorothiazide &
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Figure 19 - Comparaison du blanc Syrspend® avec une solution pure d'hydrochlorothiazide &

Ces

analyses

montrent

20 pug/mL

I’absence de réponse au temps

de

rétention de

I’hydrochlorothiazide dans les différents blancs matrice par comparaison avec une solution

pure d’hydrochlorothiazide.
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2. Linéarité
Biais de
Ecart-
L1 L2 L3 L4 L5 L6 | Moyenne tvoe CV % la
yp moyenne
12 pg/mL Cealculée | 12,29 | 12,10 | 11,94 | 11,53 | 11,91 | 12,26
(biais%) 2.44) | (0.86) | (052) | (3.89) | (0.76) | (2.16) | 1201 028 | 234 0.05
14 pg/mL Cealculée | 14,59 | 14,03 | 14,08 | 13,65 | 1411 | 13,82
(biais%) 4.18) | (0,23) | (0,61) | (-250) | (0,80) | (-130) | 1405 032 | 226 034
20 pg/mL Ccalculée | 20,66 | 20,27 | 19,94 | 20,30 | 19,70 | 20,16
(biais%) 332) | @37 | (030) | @52 | (151) | (0,79) | 2917 033 | 164 0.86
24 pg/mL Ccalculée | 24,19 | 23,86 | 24,14 | 23,72 | 23,92 | 24,17 )
(biais%) (0.79) | (-0.60) | (0.58) | (117) | (0.35) | (0,70) | 2490 | 019 | 081 0,01
28 pg/mL Ccalculée | 26,95 | 27,87 | 27,91 | 28,40 | 28,27 | 27,72 )
(biais%) -377) | (0.47) | 033) | (1,42) | (0,97) | -0,99) | 278 051 | 184 0,53

L = linéarité, CV = coefficient de variation, Ccalculée = Concentration calculée en pg/mL

Tableau 4- Tableau de linéarité

» Le coefficient de chaque gamme d’étalonnage est supérieur a 0,997.

> Pour chaque point d’étalonnage de chaque gamme, le biais était inférieur a 5%.

» Pour chaque niveau de concentration le coefficient de variation et le biais de la con-

centration moyenne par rapport a la concentration théorigue étaient inférieur a 5%.

La méthode est donc linéaire de 12 a 28 pg/mL.
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3. Fidélité/Précision

Répétabilite :

Pour chaque niveau de concentration, la moyenne, 1’écart-type, et le coefficient de

variation (CV) sont calculés. Les résultats de la répétabilité sont présentés dans le Tableau 5.

Répétabilité (intra-day):

Controles CQ1 CQ2 CQ3

Niveaux Bas Moyen Haut

Concentrations (ug/mL) 12 20,0 25,0
(11,4-12,6) (19-21)  (23,75-26,25)

C1 11,75 19,43 25,01

Cc2 11,74 19,51 24,97

C3 11,43 19,60 24,88

Cc4 11,63 19,13 24,57

C5 11,69 19,38 24,82

C6 12,10 19,58 25,32

Moyenne 11,72 19,44 24,93

Ecart-type 0,22 0,17 0,25

CV % 1,87 0,89 0,99

Admisibilité 5% 5% 5%

Tableau 5- Résultats de répeétabilité

Pour chaque niveau de concentration, les coefficients de variation sont inférieurs a 5%.

La méthode est considérée comme répétable.

Reproductibilité intra-laboratoire :

Pour chaque niveau de concentration, la moyenne, 1’écart-type, et le coefficient de

variation (CV) sont calculés. Les résultats de la reproductibilité intra-laboratoire sont

présentés dans le Tableau 6.

Reproductibilité (inter-day):

Controles CQ1 CQ2 CQ3

Niveaux Bas Moyen Haut

Concentrations (ug/mL) 12 20,0 25,0
(11,4-12,6) (19-21)  (23,75-26,25)

C1 11,8 20,9 26,0

Cc2 11,8 19,2 24,1

C3 11,7 20,2 24,4

C4 12,3 20,4 254

C5 11,4 20,1 25,5

C6 12,2 20,6 25,5

Moyenne 11,9 20,2 251

Ecart-type 0,3 0,6 0,7

CV % 2,78 2,87 2,87

Admisibilité 5% 5% 5%

Tableau 6- Résultats de reproductibilité intra-laboratoire
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Pour chaque niveau de concentration, les coefficients de variation sont

inférieurs a 5%. La méthode est considérée comme reproductible.

4, Justesse/Exactitude

La justesse a été validée a partir des résultats obtenus lors des essais de répétabilité et
de reproductibilité intra-laboratoire. Pour chaque niveau de concentration, le biais, exprimant
le pourcentage d’écart par rapport a la valeur cible, a été calculé. Les résultats de la justesse

sont présentés dans le Tableau 7.

Justesse de la méthode (répétabilité et reporductibilité)

Contréles CQ1 CQ2 CQs3
Niveaux Bas Moyen Haut
Concentrations (ug/mL) 12 20,0 25,0
(11,4-12,6) (19-21)  (23,75-26,25)
C1 intra day 11,75 19,43 25,01
C2 intra day 11,74 19,51 24,97
C3intra day 11,43 19,60 24,88
C4 intra day 11,63 19,13 24,57
C5 intra day 11,69 19,38 24,82
C6 intra day 12,10 19,58 25,32
Cl intrerday 11,8 20,9 26,0
C2 intrerday 11,8 19,2 24,1
C3intrerday 11,7 20,2 24,4
C4 intrerday 12,3 20,4 25,4
C5 intrerday 11,4 20,1 25,5
C6 intrerday 12,2 20,6 25,5
Moyenne 11,8 19,8 25,0
valeur théorique 12,00 20,0 25,0
Biais % -1,7 -0,8 0,1
Admisibilité 5% 5% 5%

Tableau 7- Résultats de justesse
Pour chaque niveau de concentration, le biais est inférieur a 5%. La méthode est

considérée comme juste.

5. Limite de détection et limite de quantification

La méthode de dosage de 1’hydrochlorothiazide n’ayant pas pour objectif de pouvoir
détecter de faible concentration d’hydrochlorothiazide mais d’étudier la stabilité en milieu de
gamme, la limite de détection n’a pas été déterminée.

La limite de quantification a été déterminée comme étant le plus petit point de la

gamme soit 12 pg/mL.
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B. Etude de la faisabilité de la préparation

1. Excipients disponibles et formulation

Trois gammes de véhicules sont disponibles en France : la gamme Ora®, Inorpha® et
Syrspend® (liquide et poudre).

Certains de leurs composants appartiennent a la liste des excipients a effet notoire
éditée en 2009 par ’ANSM (20) :

- Parabenzoates et leurs esters (excipient 33) : les dérivés méthylés et propylés sont
utilisés comme conservateurs dans la gamme Ora® ; ils sont identifiés comme potentiellement

perturbateurs endocriniens, et provoquent des réactions allergiques.

- Acide benzoique et benzoates (excipient 7) : le benzoate de sodium est utilisé comme
conservateur dans le Syrspend® liquide et de part sa fixation protéique & I'albumine peut étre &

I'origine d'ictére nucléaire chez le nouveau-ne.

- Glycérol (excipient 22) : il est utilisé comme anti cristallisant dans les gammes Ora®

et Inorpha®. Cet excipient est responsable de maux de téte, troubles digestifs et diarrhées.

- Sorbitol (excipient 40) : employé comme édulcorant dans la gamme Ora®, il est
métabolisé en fructose et galactose et représente donc une contre-indication en cas

d’intolérance au fructose. Il possede de plus un léger effet laxatif (diarrhée osmotique).

Il existe des véhicules a pH acide ou basique, dont le choix s’orientera en fonction des
caractéristiques du principe actif a vehiculer. Par exemple, I’oméprazole base, pour résister au
passage de I'estomac nécessite un véhicule a pH plutét alcalin. Au contraire, une forme gastro-

résistante devra étre en présence d’un véhicule a pH acide.

La gamme Ora® présente une osmolalité élevée par rapport aux autres gammes,

pouvant entrainer des risques de diarrhées.

La majorité des études de stabilité physico-chimique disponibles ont été réalisées dans
la gamme Ora®, moins nombreuses pour les autres produits disponibles, qui sont eux plus

récents.

Les Trois excipients ont été testés lors de 1’étude de faisabilité et de I’étude de stabilité.

45



2. Etude de I’homogénéité par HPLC-UV

Pour chaque excipient, six préparations ont été realisées par quatre opérateurs

différents selon le mode opératoire. Les resultats de la validation de la méthode de

préparation sont présentes dans le Tableau 8.

Ecart- Biais de
1 2 3 4 5 6 Moyenne CV % la
type
moyenne
Ora® Ccalculée 2,21 2,00 2,09 2,02 1,98 2,03
(biais%) (10,33) | (0,18) | (4,65) | (0,83) | (-1,03) | (1,60) 2,06 0,83 | 4,06 2,76
Inorpha® Ccalculée 2,02 1,77 1,89 1,95 1,92 1,82
(biais%) (1,18) | (-11,57) | (-5:33) | (-2,34) | (-3,89) | (-8,89) 1,90 0,92 | 4,83 514
® s
Syrspend” Ccalculée | 1,96 | 1,99 2,38 1,92 2,01 2,11 207 168 | 8,15 327

(biais%) (-1,85) | (-0,10) | (19,19) | (-4,00) | (0,89) | (5,49)

Ccalculée = Concentration calculée en mg/mL

Tableau 8- Résultats de la validation de la méthode de préparation

C. Etude de stabilité

1. Stabilité chimique

Les figures 20, 21, 22 illustrent 1’évolution de la moyenne des concentrations (n=3)

pour les flacons conservés a température ambiante ou au réfrigérateur, a 1’ abri ou pas de la

lumiere pour les 3 excipients.

Evolution de la concentration en hydrochlorothiazide

Concentration en dans Ino rpha@

hydrochlorothiazide

en mg/mL
3

2,6 ambiante

24 10%
2.2 RELEL

Temps en jours

2,8 —#=—"Flacons blancs T

2 o T — | — ——Flacons bruns T
1,8 -3.{ & Q‘— ambiante

1,6
1,4 -10%
12 Flacons bruns
1 | | | | | Réfrigérateur
0 10 20 30 40 50 60

Figure 20- Evolution de la concentration en hydrochlorothiazide dans Inorpha®
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Concentration en
hydrochlorothiazide

Concentration d'hydrochlorothiazide dans Ora-Plus® et

Ora-Sweet® au cours du temps

en mg/mL
2,8
2,6 =—4—"Flacons blancs
2,4 +10% T ambiante
2,2 y!:.'_lj T ——

2 — == Flacons bruns
18 -10% T ambiante
1,6
1,4
1,2 Flacons bruns

1 Réfrigérateur
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Temps en jours
Figure 21- Evolution de la concentration moyenne en hydrochlorothiazide dans Ora-Plus® et

Ora-Sweet®

2,8
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2,4
2,2

1,8
1,6
1,4

1,2

hydrochlorothiazide

Concentration d'hydrochlorothiazide dans Syrspend® au

Concnetration en cours dl.l temps

en mg/mL
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Figure 22- Evolution de la concentration en hydrochlorothiazide dans Syrspend®

La concentration en hydrochlorothiazide ne varie pas de plus de 10% par rapport a la

concentration initiale pour chacun des trois excipients a température ambiante ou réfrigérée, a

[’abris ou non de la lumiére.
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2. Stabilité physique

Mesure du pH :

Les figures 23, 24, 25 illustrent 1’évolution du pH (n=3) pour les flacons conservés a

T ambiante ou au réfrigérateur, a 1’ abri ou pas de la lumiére pour les 3 excipients.

Evolution du pH dans Inorpha® au cours du temps
pH
6
—+—Température
5,5 ambiante/
Flacon blanc
5
4,5 S — —B—Température
ambiante/
A Flacon brun
3,5
—#—Réfrigérateur
3 . . . . . . / Flacon brun
0 10 20 30 40 50 60
Temps en jours
Figure 23 - Evolution du pH dans In’Orpha® au cours du temps
Evolution du pH dans Ora-Plus® et Ora-Sweet®
pH au cours du temps
—e— Température
6,00 ambiante/
Flacon blanc
5,50
5.00 —#— Température
ambiante/
4,50 Flacon brun
Ry " - —a
4,00 —&— Réfrigérateur/
Flacon brun
3,50
3,00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Temps en jours

Figure 24- Evolution du PH dans OraPlus® et OraSweet® au cours du temps
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—— Température

ambiante/
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/ Flacon brun
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60

Figure 25- Evolution du pH dans Syrspend® au cours du temps

Le pH ne varie pas de plus de 1 unité pH par rapport au pH initial pour chacun des

trois excipients a température ambiante ou réfrigérée, a 1’abris ou non de la lumiere.

Mesure de ’osmolalité :

Les figures 26, 27, 28 illustrent 1’évolution de I’osmolalit¢ (n=3) pour les

flacons conservés a T ambiante ou au réfrigérateur, a 1’ abri ou pas de la lumiére pour les 3

excipients.

200
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140

Evolution de I'osmolalité dans Inorpha®
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Figure 26- Evolution de I'osmolalité dans In'Orpha®

49



Evolution de I'osmolalité dans Ora-Plus® et
Osmolalité en Ora-Sweet® au cours du temps
mOsm/kg
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Figure 27- Evolution de I'osmolalité dans OraPlus® et OraSweet® en fonction du temps
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Evolution de I'osmolalité dans Syrspend®

Osmolalité en d
mOsm/kg au cours au temps
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Figure 28- Evolution de I'osmolalité dans Syrspend®

L’osmolalité ne varie pas pour chacun des trois excipients a température ambiante ou

réfrigérée, a I’abris ou non de la lumiére.
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Aspect et coloration :

Aucun changement de coloration n’a été détecté aprées les 56 jours d’étude (Photo 2).

Photo 2- Flacons de suspensions buvables d’hydrochlorothiazide, aveC de gauche a droite
Inorpha®, Ora® et Syrspend®

Pour I’Inorpha®, une sédimentation a été observée entre chaque mesure (Photo 3), ce
qui n’a pas été observé pour le Syrspend® ou I’Ora-Plus®/Ora-Sweet®.

a)

Photo 3- Suspension d'hydrochlorothiazide dans I'Inorpha avant agitation (a) et apres
agitation (b)

b)

Odeur :

Les différentes suspensions buvables ont conservé leur odeur initiale 56 jours aprés

leur fabrication.
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Dosage avant et apres agitation a 3 niveaux différents :

Pour chaque excipient, des dosages d’hydrochlorothiazide ont été réalisés avant et
apres agitation. Les prélévements ont été réalisés a trois niveaux différents du flacon : en haut,

au milieu et en bas du flacon. Les résultats sont présentes dans le Tableau 9.

Concentration avant agita- | Concentration apreés agi-
tion (mg/mL) tation (mg/mL)

Inorpha® Haut 0,50 1,63
Inorpha® Milieu 0,54 1,83
Inorpha® Bas 0,93 1,85
Ora-Plus®/Ora-Sweet® Haut 1,98 1,95
Ora-Plus®/Ora-Sweet® Milieu 1,98 1,98
Ora-Plus®/Ora-Sweet® Bas 2,60 2,04
Syrspend® Haut 1,88 2,07
Syrspend® Milieu 1,73 2,08
Syrspend® Bas 1,76 1,98

Tableau 9- Différences de concentration en hydrochlorothiazide avant et apres agitation

Pour Inorpha®, on observe une différence de concentration entre avant et aprés
agitation, avec des valeurs trés faibles avant agitation a tous les niveaux du flacon. Avant
agitation, 1’hydrochlorothiazide est colmaté au fond du flacon ce qui rend difficile le

prélévement de la suspension buvable, seul I’excipient est aspiré.

Pour Ora-Sweet®/Ora-Plus®, on observe une différence de concentration entre avant et

apres agitation seulement pour le prélevement dans le bas du flacon.

Pour Syrspend®, on n’observe pas de différences entre avant et aprés agitation.
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IV. Discussion

Comme tout projet de préparation d’une suspension buvable, le choix de la
concentration en principe actif doit étre discuté. La concentration en hydrochlorothiazide la
plus souvent citée dans la littérature est celle de 5 mg/mL (1, 21).

Méme si le choix de la concentration s’appuie sur des travaux déja réalisés, elle doit
aussi répondre au mieux aux besoins du centre hospitalier pour lequel la suspension buvable
est préparée. Ainsi, c’est la concentration de 2 mg/mL qui a été retenue. Tres peu citée dans la
littérature (22), elle est cependant la plus adaptée aux besoins du CHU de Poitiers, car si ’on
regarde les dosages en hydrochlorothiazide des gélules préparées depuis plusieurs années, la
moyenne des dosages est de 2,16 mg d’hydrochlorothiazide.

La concentration de 2 mg/mL est donc la plus adaptée pour pouvoir répondre au mieux
aux éventuels changements posologiques en cours de traitement sans administrer de gros
volumes de suspension buvable pour les grosses posologies et en étant précis pour les plus
faibles posologies.

Le choix du veéhicule ne doit pas étre négligé. Les formulations disponibles sur le
marché ont chacune leur place dans la préparation des formes buvables, et seront choisies en
fonction de nombreux critéres : notions d’hypersensibilité ou contre-indication du patient a
certains excipients, caractéristiques du principe actif, études de stabilité physico-chimiques
disponibles... Des études supplémentaires en termes de comparaison de ’homogénéité des
suspensions ou d’agglutination du principe actif au cours du temps, mais aussi en terme de
maniabilité du produit sont apparues intéressantes pour affiner ces critéres de choix.

La présence d’excipients a effet notoire est également un critére de choix. Dans la
gamme Ora®, plusieurs sont retrouvés : des parabenzoates (pouvant étre a I’origine de
troubles endocriniens et de réactions allergiques), du glycérol (pouvant provoquer des
céphalées ou des troubles digestifs), ou encore du sorbitol (qui est contre-indiqué en cas
d’intolérance au fructose et qui peut engendrer une diarrhée). La gamme Inorpha®, contient un
seul excipient & effet notoire : le glycérol. Quant au Syrspend® liquide, on retrouve dans sa
formulation du benzoate de sodium ; or, chez les prématurés et les nouveau-nés de moins de 8
semaines, en raison de ’immaturit¢ des enzymes de métabolisation, il existe un risque
d’accumulation d’acide benzoique avec, pour conséquence, un risque d’augmentation de la
bilirubinémie consécutive a son déplacement de I’albumine, pouvant aggraver ’ictére du
nouveau-né vers un ictére nucléaire. Le Syrspend® deshydraté ne contient pas de conservateur

comme I’acide benzoique, mais il n’est pas encore disponible en France.
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Le pH et I’osmolalité de I’excipient doivent également étre pris en compte. Le pH
acide des trois excipients est compatible avec une absorption orale. Concernant 1’osmolalité,
lorsqu’elle est élevée, elle peut entrainer des diarrhées. L’estomac supporte une osmolalité
jusqu’a 1000 mOsmol/kg (31). Elle est faible dans le cas d’Inorpha® et de Syrspend®
contrairement a 1’Ora® oul elle est plus élevée.

Le golt procuré a la suspension buvable par I’excipient est aussi un critére de choix
important, d’autant plus lorsque la suspension buvable est destinée & étre administrée a des
enfants. Il permet d’assurer une bonne compliance au traitement en facilitant sa prise. Ainsi,
les gammes Ora® et Syrspend® procurent & la suspension buvable un godt cerise
(Syrspend®peut également avoir un go(it neutre sur demande). En ce qui concerne Inorpha®, il
lui procure un go(Qt caramel.

Le choix de I’excipient s’appuie également sur la facilité de mise en suspension du
principe actif dans 1’excipient pendant la préparation et avant utilisation. L’étude de faisabilité
n’a montré aucune difficulté a la mise en suspension de 1’hydrochlorothiazide par différents
opeérateurs pour les différents excipients. Concernant la remise en suspension avant utilisation,
les dosages comparant la concentration avant et aprés agitation ont montré que pour I’Ora® et
le Syrspend® la remise en suspension du principe actif est simple et ne demande qu’une
agitation de quelques secondes, alors que pour 1’Inorpha®, ’agitation doit étre vigoureuse

pour remettre en suspension le produit qui a sédimenté.

Concernant la méthode chromatographique, elle a été mise au point a partir de données
issues de la littérature. Différentes phases mobiles ont été utilisées dans divers articles
scientifiques : acide trifluoroacetique a 0,2% et acetonitrile & un débit de 1,2 mL/min en mode
gradient au cours du temps (23); phosphate aqueux a 0,1M comme solution tampon,
acetonitrile et tetrahydrofurane a un débit de 1 mL/min (24) ; 5% de méthanol et 95% d’eau
ajusté a un pH de 4,5 avec de ’acide acétique 1M a un débit de 1,5 mL/min (22). Nous nous
sommes appuyés sur la derniére phase mobile citée, plus facile a mettre en ceuvre que les deux
premieres, adaptée a notre appareillage et plus spécifique du dosage de 1’hydrochlorothiazide
seul en suspension. A partir de cette phase mobile, différentes proportions d’eau et de
méthanol dans la phase mobile, et différents débits ont été testés. Les conditions optimales du
dosage de I’hydrochlorothiazide sont obtenues a partir d’une phase mobile contenant 20% de
méthanol et 80% d’eau a un pH de 4,5 obtenu a partir d’acide acétique 1M et avec un débit de

1,5 mL/min.
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Quant au choix de la longueur d’onde a 224 nm, il a été confirmé par la réalisation du
spectre UV de I’hydrochlorothiazide. Dans la littérature, deux longueurs d’onde sont utilisés :
224 nm (22, 24) et 263 nm (23).

En ce qui concerne le protocole de dosage, la plupart des données trouvées dans la
littérature ont montré que le méthanol était le solvant le plus utilisé pour dissoudre
I’hydrochlorothiazide. (23).

La méthode de dosage qui a été mise au point est spécifique, linéaire, fidele et juste.
Elle a donc été validée et a pu étre utilisée pour réaliser 1’étude de stabilité. Cette méthode de
dosage sera également utilisée pour le contrdle libératoire des suspensions buvables
d’hydrochlorothiazide.

L’¢tude de stabilité permet de montrer la stabilité a la fois microbiologique, chimique
et physique d’une préparation.

Dans cette étude, la stabilité microbiologique n’a pas été déterminée. Cependant, une
étude menée au sein de I’hdpital Robert Debré a montré la stabilité microbiologique pendant
60 jours d’une suspension buvable de spironolactone a 5 mg/mL avec Ora Plus® et Ora
Sweet® (1). Cette suspension buvable a été préparée et utilisée dans les mémes conditions que
le serait une suspension buvable d’hydrochlorothiazide. Par ailleurs, chacun des excipients
contient des conservateurs.

Plusieurs études de stabilité physico-chimique de suspension buvable
d’hydrochlorothiazide ont été retrouvées dans la littérature. Parmi les études publiées, une
seule concernait une suspension buvable d’hydrochlorothiazide a 2 mg/mL. Le véhicule de
I’hydrochlorothiazide au cours de cette étude €tait un mélange de glycérine, méthylcellulose,
acide citrique et eau purifiée. La stabilité étudiée de la préparation dans ces conditions était de
24 jours a 5°C (22). Une autre étude menée en Hollande sur une suspension buvable
d’hydrochlorothiazide de 0,5 mg/mL a permis de montrer sa stabilité pendant 6 mois a
température ambiante dans un mélange complexe d’excipients (25). La seule étude de stabilité
concernant un des véhicules utilisés lors de notre étude a été réalisé sur une suspension
buvable d’hydrochlorothiazide de 5 mg/mL dans du Syrspend® (26). Cette préparation est
stable 60 jours entre 15 et 25°C. Cependant, nous n’avons aucune donnée sur la fagon dont a
éteé effectuée cette etude de stabilité.

Dans ces conditions, il est difficile de transposer les résultats issus de la bibliographie

a notre étude, d’ou I’utilité d’avoir réalisé notre propre étude de stabilite.
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Une durée de 2 mois a été choisie pour réaliser I’étude de stabilité car les excipients
Ora® et Syrspend® se conservent deux mois aprés ouverture. Cette étude a montré la
possibilité de conserver la suspension buvable d’hydrochlorthiazide a 2 mg/mL 56 jours a
température ambiante comme a température réfrigérée, a I’abris ou non de la lumiére dans les

trois excipients testeés.
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Conclusion

La dysplasie broncho-pulmonaire (DBP) est une des complications les plus fréquentes
et la principale séquelle respiratoire de la grande prématurité. Son incidence varie en Europe
entre 10,5 et 21,8%. Il est observé chez les nourrissons atteints de DBP la présence d’cedémes
pulmonaires qui peuvent étre traités par [’utilisation de dérivés thiazidiques comme
I’hydrochlorothiazide.

L’hydrochlorothiazide comme de nombreux principes actifs ne possedent pas de
spécialités en pédiatrie. Les pharmacies sont obligées de faire des préparations pour répondre
a la demande des services de pédiatrie, avec comme possibilités de préparer des formes
gélules ou des suspensions buvables. Les gélules réalisées a la pharmacie présentent
I’avantage d’étre une présentation unitaire de la dose exacte, cependant les gélules sont
inadaptées a 1’administration chez les enfants de moins de 6 ans incapables de les avaler.
L’ouverture de la gélule est alors nécessaire générant des erreurs de dosage et des problémes
de gott. L’alternative de la suspension buvable parait la mieux adaptée : elle répond mieux a
I’administration aux jeunes enfants, aux adaptations de posologie et selon les excipients
utilisés pour la mise en suspension, il est possible de masquer le goQt.

L’objectif de ce travail de pharmacotechnie €était de mettre au point une suspension
buvable d’hydrochlorothiazide & 2 mg/mL et de déterminer la durée de stabilité pour trois
excipients différents. La stabilité a été déterminée en dosant 1’hydrochlorothiazide par HPLC-
UV avec une méthode mise au point et validée préalablement au cours de ce méme travail.

L’¢tude réalisée a montré la possibilit¢é de conserver la suspension buvable
d’hydrochlorothiazide a 2 mg/mL 56 jours a température ambiante comme a température

réfrigérée, a I’abris ou non de la lumiére dans les trois excipients testés.

La pharmacie d’officine est de moins en moins sollicitée pour la réalisation de
préparations contrairement aux Pharmacies a Usage Intérieur. Cependant, lorsqu’une nouvelle
préparation est prescrite a un patient, il n’en reste pas moins utile de connaitre la stabilité du
principe actif dans les excipients disponibles a I’officine pour pouvoir déterminer une date
limite de conservation de la préparation. Une étude de stabilite n’étant pas réalisable en
pharmacie d’officine, la recherche de données bibliographiques concernant les excipients et le
principe actif est alors nécessaire pour pouvoir déterminer la date limite de conservation d’une

préparation.
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Annexes

Annexe 1 : Protocole de dosage de la suspension buvable d’hydrochlorothiazide

( i Pédle Pharmacie et Santé Publique | Page : 1/3
e PHARM-LABO-MO- Service Pharmacie Date : Octobre 2013
Wersion n” 01 Dosage de la suspension buvable d'hydrochlorothiazide par
HPLC
Historigue
MNuméra de version Date version 01 Mature des dventuelles modifications
01
OBJET :

Ce mode opératoire décrit les différentes étapes du dosage par HPLC de
["hwdrochlorothiazide dans la solution buvable d*hydrochlorothiazide @ 5 mg/mL préparée a la
pharmacie,

PRINCIPE DU DOSAGE :

L'echantillon est un des flacons de la solution buvable d'hydrochlorothiazide 4 5
mg/mL, conserve 3 +4°C (identifide par la mention « pour dosage »).

REACTIFS :
Hvdrochlorothiazide COOPER
Méthanol HPLC grade VYWR CHEMICALS
Eau distillée

CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES :

Détectour ; UV fixe =224 nm
Colonne : Purospher® 5 pm RP-18 endeapped MERCK (130 x 4.6 cm) M
Phase mobile : 20%0 Méthanol
&0% Eau distillée
Débit 1.5 mL/min

Yolume d'injection ;10 pL
Run time : 10 min

SOLUTION ETALON :

Préparation extemporanée de la Solution Mére de Dosage a4 100 pg/mlL : peser 10
myg de poudre d"hydrochlorothiazide et dissoudre dans 10 mL de méthanol dans une fiole
jaugée, puis diluer au 110 avee de IMeau distillée.

Rédaction Vérification Approbation
ROUSSEAL Héléne
Etudiante en 6" année de Interne Chef de service
pharmacic [hate et signature ; [rate et signature ;

[rate ot signaturne ;
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PHARM-LABO-MO- Service Pharmacie Date : Octobre 2013

Version n® 01

HPLC

Dosage de la suspension buvable d’hydrochlorothiazide par

GAMME ETALON

Dans des tubes Ependort 1,5 mL, diluer géométriquement la SM avec de "eau distillée

(750 pl + 750 ul).

pngmil Tiog T30 T25 TIZ.5 T6,25 T

M = TE0 uL Tl Ta0 pL 750 plL 730 puL

[00pz/ml Shd SM T30 T25 T12,5

Eau -

distillée Ta0uL Ta0ul T50uL 730 pl T30 ul
YVORTEXER tous les Ependort 30 secondes i chague étape de la dilution.
Effectuer d abord la dilution et transférer le contenu de chaque Ependorf dans les

vials.

Injecter 10 ul.,

CONTROLE DE QUALITE :

Un contrile imterne a 50 pg'mL, est réalisé au laboratoire par une personne autre que
|z personne réalisant le dosage,

Priéparation extemporandée du contriile qualité d*hydrochlorothiazide & 50

pg'mL : peser 100 mg de poudre d’hydrochlorothiazeide et dissoudre dans 10 mL de méthanol
dans une fiole jaugée. Puis diluer au 1/20°™,

PREPARATION DE L'ECHANTILLON :

Préparer 3 Ependorf (1 pour chaque échantillon)

[ans chaque tube Ependorf de 1.5 mL ; )

- diluer la solution buvable d'hydrochlorothiazide 4 5 mg/mL au 10F™ dans du
miéthanol {100 pL solution d"hydrochlorothiaeide + 900 pl d’ean distillée).

- Agiter an vortex 30 secondes.
Centrifuger 60 secondes au maximum de rpm.

- Diluer a nouveau an 10°™ (100 pL de sumageant + 900 pL d'eau distillée)

- Vortexer

- Transférer [000 pL dans un vial

- Injecter 10 uL
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S5 PHARM-LABO-MO- Service Pharmacie Date : Octobre 2013

Version n” 01

HPLC

Dosage de la suspension buvable d’hydrochlorothiazide par

EXEMPLE DE TRACE CHROMATOGRAPHIQUE :

Pic correspondant 4
4— | I"hvdrochlorothiazide

RESULTAT / FICHE DE CONTROLE :

La préparation d’hydrochlorothiaaide a Smg/ml (4 doser) a &é diluée deux fois au
diziéme (s0it une dilution aw centiéme), ce gui revient & doser une solution diluge
d hydrochlorothiazide & 50pg/ml.

La gamme d*éalonnage va de 100pg'ml & Opg'ml et le point contrile qualite est a
S0pg'ml. Cette gamme d"é¢talonnage est done appropri¢e pour le dosage de
I"hydrochlorothiaeide & Smg'ml diluée au centiéme.

Les concentrations de la gamme d'étalonnage sont exprimées en mg'ml, ce qui
correspond & une augmentation dun facteur 100 des valeurs des points de gamme,
pour obtenir la concentration réclle de la solution d*hydrochlorothiazide (et non la
concentration de la dilution au centidme).

Gamme d'étalonnage
Concanlration AT
10 -
5 -
2.5
1.25 -
0 o

En obtenant un résultat exprimé en mg/ml, la comparaison avee la concentration
théorigque de Smg/ml est done simplifide.

Le résultat obtenu est calculé & partir des trois movennes des échantillons.

La préparation va étre conforme si elle est comprise dans la fourcherte

4. 5mg/ml=résultat=3 Smgml.
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“ PHARM-LABO-MO- Service Pharmacie Date : Octobre 2013

Versionn® 01

Dosage de la suspension buvable d"hydrochlorothiazide par
HPLC

!}la de principe actif | 5 mgml

Résultats obienus | -—_maiml
_Enfre -10% et +10%

Sur la fiche de contrdle remplir les informations et les valeurs suivantes :

o
o

[n]

L]

1 : le numéro de préparation ¢t la date de réalisation du contrale,

2 : la date de fabrication ef la date de péremption de la préparation,

3 remplir dans le mhleaw les AUC obtenu sur le logiciel EZChrom Elite.
(dans File, Data, Open, et choisir les graphigue O, 12.5, 25, 50, 10407

4 : remplir dans le tableau les AUC obtenu sur le logiciel EZChrom Elite.
(dans File, Data, Open, et chosir les graphiques cg-rep...)

5 : remplir dans le tableau les AUC obtenu sur le logiciel EZChrom Elite.
(dans File, Data, Open, et choisir les graphigues ecl, ec2, ecd)

fy - wérifier si le conirdle réalisé est conforme ou non conforme.

REFERENCE BIBLIOGRAPHIQUE :
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Annexe 2 : Exemple de Mode opératoire pour la préparation d’une suspension buvable
d’hydrochlorothiazide a 2mg/mL avec In’Orpha®

SERVICE FPHARMACIE - UNITE DE FHARMACOTECHNIE

MO-FEEP-XXX
AODE OPEEATOIEE

SOLUTION BUVABLE D'HYDROCHLOROTHIAZIDE 2mg/mL.

INDICATIONS THERAPEUTIQUES

+  Broncho dyzplasis

SEEVICES DEMANDEURES

v Padiatris
FOEMULE
» Hydrochlorothiszids fmg
#* In'Orpha 30mL
FRODUITS & MATERIELS NECESSAIRES
+  Hydrochlorothiazida + 1 mortierat 1 pilon
¥ In'Orpha ¥ 1 aprowvatts sraduss da 30 mL

+  1flacom blanc da 30mL

METHODE

¥ Pazar I'hydrochlogothisrida puis 1a triterer dane la modtiar

¥ hlasurer 3 I"aprowvetts lavolems d°In'Orpha

¥ Dans un mortier, dissoudre I'kvdrochlorothiszida dans una faibla quantits 4'In"Orpha pour former une péta. Tritersr
¥"  Fajouter patita petit1a resta d°'In'Orpha jrsqu'a obtenis une sespenzicn

+  Transvaser dans 1= flacon

+  Etiguater 1= flacon
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Annexe 3 : Exemple de Fiche de fabrication — Document d’enregistrement

SERVICE FHARMACIE - UNITE DE FHABRMACOTECHNIE

MODE OFERATOIRE

MO-PEEP-XRX

SOLUTION BUVABLE D'HYDROCHLOROTHIAZIDE 2mg/mL

FICHE DE FAERICATION

v"  Dafinir ls nemarn da la préparation
v Remplir la fiche da préparation intitulas « Selution buvable dhvdrochlorothiazide & Zme'mL » (CEEN-PREP- )

ETIQUETAGE

¥ Etigustta blancha portant las mentions

« Consarver gu rafigaratenr {+4°C) » quand c'ast la cas
4 Agitar avant smplod =

v Contra-gtigustta souge portant lamention

< Faspacter l2s dosss prescrites =

CHU DE POITIERS — SEERVICE PHARMACIE

S0LUTION BEUVAELE

D"HYDREOCHLOROTHIAZIDE ImzmL

FrépN=.: Fab. Je: Pirke:

CONSERVATION

¥ Conserver 3 flacons blance 4 T° smbisnte

HISTORIQUE DES MODIFICATIONS

Numere de version Date d*application Nature des modifications
“arzion 1 o
VALIDATION
Reédaction Verification Approbation
Data : {0007/ 2014 Dot : Diatas :
MNom {z) : Fouszaan H Mom {z) : Mom {z) :
Siznaturs {2 Siznaturs (2 Siznatuge {2
Solw burvabla d hevds grida Img'mL DD T 2014 22
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SEEVICE FHARMACIE - FEEFARATOIEE

-PREF P
FICHE DE FAERICATION ENFRER-0
DOCTMENT D'ENREGISTREMENT
SOLUTION BUVABLE D'HYDROCHLOROTHIAZIDE 4 2mg/ml
DENOMINATION DE LA FREPARATION & DOSAGE
N°DE LOT DE FAERICATION : P
Suspension buvable d"Hydrochlorothiazide & 2 mg/ml
DATE DE FABRICATION :
MATIERES PREMIERES UTILISEES
DCI & Dioeasa Ceamtita ; E? Diata pa i MHemaro d°achantillon
didemtifeati parsmption
Hydrochlorothiazids 50 mg
Voluma d°In"Orpha 30 mL
FAERICATION
Quantite prépares ; flacons de ... ml ETIQUETTE & CONTRE-ETIQUETTE(S)
Date de perempfion :

(daer de proparadon + &4 jowrs]
Conditions de conservation : +2°C & +8°C

Eemarques particulieres :

Nom et signature du préparatenr

ECHANTILLONNAGE DE LA PEEPARATION

CONTROLE DE LA FREFARATION

Technigue : contrdie de la concentration par CLHP
(@cceprabilitd : +=~ 0%

N I'ECHANTILLON :
Fssultat :
VALIDATION PHARMACEUTIQUE
Préparation acceptee : Oui Non Nom et signature du pharmacien :

5i«Nom w, modf
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Annexe 4 : Quels excipients pour la préparation de formes buvables ?

R DE FORMES BUVABLES ?

M DERMUY, HROUSSEAWT KWATON?!, K BEUZM, C GRIGHCHN'=, A DUPLIS!=2
1 CHL..de Poitiers, Service Pharmacie, 2 Universite de-Poitiers, Faculté de Médecine et de Pharmacie

(_" QUELS EXCIPIENTS POUR LA PREPARATION

Introduction

Solution ou Suspension
buvable
= forme galénique

Peu de spécialité
ayantFAMM en —+

3 gammes de ,
—+  yéhicules L

Tl

'l
L
pediatrie adaptée disponibles -

Matériels et Méthode

Analyse des différentes formulations et comparaison
- les excipients a effets notoires (ANS o)
- les paramétres physico-chimigues disponibles : pH, osmolalite

Resultats et Discussion

Parabenzoates et Potentiel perturbateur
leurs esters endocrinien, réaction
(conservateur) allergique

Acide benzoigue et
benzoates
(conservateur)

Ictére nucléaire chez le
nouvyeau-ne

Ghycerol Maux de téte, troubles
(anticriztalizant) digestifs

S Effet laxatif, Cl en cas
R dintolérance au fructose

acide ou Chox oriente en fonction
basigue des caractéristigues du P&

Une osmolalite élevee peut

faible entrainer des diarrhées

Conclusion

Les formulations disponibles sur le marche ont chacune leur place dans la préparation des
solutions et des suspensions buvables, et seront choisies en fonction de nombreux critéres
notions d'hypersensibilité ou contre-indication du patient a certains excipients, caractériztigues
du principe actif, études de stabilité physico-chimigues disponibles. Cependant aucun véhicule
disponible n'est exempt dexcipients & effetz notoires dont lez conséguences sont 3 prendre
en compte notamment pour la population pédiatrigue.

v f F,
g™ Rencontres Convergences Santé Hapital 24/25/26 Septembre 2014 %

EHEHPL
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Annexe 5 : Exemple d’étiquetage pour la suspension buvable d’hydrochlorothiazide a
2mg/mL

Hydrochlorothiazide - Suspension Buvable =oe o n
2 mg/mL—30 mL =2 2=

Voie orale £ E
Hyvdrochlorothiazide - .............. 54 mg _ il
ORA Plus® et OBA Sweet®: . gsp 30mL 2
Excipient a effet notaoire : Glycéral, — ]
Sorbitol, Saccharose, Sodium, Potassium, w

Meéthvlparaben

Conserver au réfrigérateur (+4°C)
Agiter avant emploi

Uniquement sur ordonnance

5181104 00098 A3 [ B[ ap o1



Résumé

Introduction :

L’hydrochlorothiazide est un diurétique thiazidique utilisé dans la prise en charge thérapeu-
tique de la dysplasie broncho-pulmonaire chez les nouveau-nés prématurés. Aucune spécialité
a base d’hydrochlorothiazide n’étant disponible en France pour une utilisation pédiatrique, la
Pharmacie du CHU de Poitiers prépare depuis plusieurs années des gélules
d’hydrochlorothiazide a des dosages adaptés aux nourrissons. Cependant, la forme gélule pose
des problémes en termes d’administration, mais aussi en termes de réalisation par la multitude
de dosages a préparer lors des adaptations posologiques. C’est pourquoi une forme buvable
d’hydrochlorothiazide ainsi qu’une étude pour évaluer sa stabilité ont été mises en place.

Objectifs :

Mettre au point et valider la méthode de dosage de 1’hydrochlorothiazide par HPLC-UV pour
étudier la faisabilité et la stabilité physico-chimique de la suspension buvable
d’hydrochlorothiazide dans divers véhicules commercialisés en France (Ora-Plus® et Ora-
Sweet®, Inorpha®, et Syrspend®).

Matériels et méthode :

La suspension d’hydrochlorothiazide est préparée a la concentration de 2 mg/mL dans 3
excipients différents Ora-Plus® /Ora-Sweet®, Inorpha®, et Syrspend®. Pour chaque excipient,
9 flacons de cette suspension sont préparés : 3 en verre transparent et 3 en verre brun sont
conserveés a température ambiante, 3 en verre brun sont conservés a 4°C. La stabilité chimique
des trois suspensions est évaluée a J1, J2, J7, J14, J28 et J56. Elle est considérée comme
correcte si la dégradation du principe actif est inférieure a 10%. La stabilité chimique est
déterminée en dosant I’hydrochlorothiazide par HPLC-UV. Le dosage est effectué avec une
colonne Purospher®5 pm RP-18 Merck (150 x 4,6 mm). La phase mobile est constituée d’un
mélange eau/méthanol (80/20, v/v). Son débit est de 1,5 mL/min. La détection se fait a 224
nm. La gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’hydrochlorothiazide dissout dans du
méthanol puis dilué¢ dans de I’eau pour obtenir des concentrations comprises entre 12 et 28
Mg/mL. La stabilit¢ physique a été déterminée par le pH, Iosmolalité¢ et la présence de
précipité a J1, J2, J7, J14, J28 et J56.

Résultats :

La méthode de dosage est linéaire de 12 a 28 pg/mL, spécifique vis-a-vis des excipients et des
produits de dégradation, fidéle et juste avec des biais, et des coefficients de variation
inferieurs a 5%. Les dosages par HPLC-UV ont montré pour les trois excipients que quelles
que soient les conditions de stockage (a +4°C ou a température ambiante), la degradation du
principe actif était inférieure a 10% jusqu’a 56 jours. Aucune modification de couleur ou
d’odeur n’a été observée au cours de la période de stockage, cependant il est a noté un
colmatage de I’hydrochlorothiazide au fond du flacon lorsqu’il est préparé dans I’ Inorpha®.
Aucune difficulté particuliére de remise en suspension n’a été notée. Les variations de pH au
cours de la période de stockage sont inférieures a 1 unité pH.

Conclusion :

A T’abris ou non de la lumiére, la suspension d’hydrochlorothiazide mise au point dans 3
excipients différents au CHU de Poitiers est stable au moins 56 jours a température ambiante
ou a +4°C. Cette formulation est appropriée pour une administration par voie orale en
pédiatrie.

Mots clefs : Hydrochlorothiazide, forme buvable, préparation, pédiatrie
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