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Liste des abréviations

ABT : albuvirtide

ARN : acide ribonucléique

ASTM" : American Society for Testing and Materials

AVAC: AIDS Vaccine Advocacy Coalition

AZT : atazanavir

BLT : bone marrow—liver—thymus ou moelle osseuse-foie-thymus

CAB : cabotégravir ou GSK744

CDP : médicament combiné ou combination drug product

DMPA : depot medroxyprogesterone acetate ou dépot d’acétate de médroxy-progestérone
DRX : diffractométrie de rayons X

DSC : Differential Scanning Calorimetry ou calorimétrie différentielle a balayage

E2C : cypionate d’estradiol

EMLA" : « Eutectic Mixture of Local Anesthetics » ou « Mélange eutectique d’anesthésiques
locaux »

FDA : Food and Drug Administration

FTC : emtricitabine

HPLC : High Performance Liquid Chromatography ou chromatographie en phase liquide a
haute performance

HPV : human papillomavirus

IM : intramusculaire

IMPT : Initiative for Multipurpose Prevention Technologies

INNTI : inhibiteur non-nucléosidique de la transcriptase inverse

INTI : inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse

IP : inhibiteur de protéase

IPA : ispopropyl alcohol ou alcool isopropylique

IRTF : spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

ISO : International Organization for Standardization ou organisation internationale de
normalisation

IST : infection sexuellement transmissible

LPV/r : lopinavir / ritonavir

MEB : microscopie ¢lectronique a balayage

MP : méthyl-paraben

MPA : medroxyprogesterone acetate ou acétate de médroxy-progestérone
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MPT : Multi-purpose Prevention Technology

NET-EN : énanthate de noréthistérone

ODD : Objectif de Développement Durable

OMD : Objectif du Millénaire pour le Développement

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ONU : Organisation des Nations Unies

ONUSIDA : programme commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA
PA : principe actif

PrEP : pre-exposure prophylaxis

PP : propyl-paraben

PSD : particle size distribution ou distribution de la taille des particules
R? : coefficient de corrélation

RAL : raltégravir

RPV : rilpivirine

RTV : ritonavir

SC : sous-cutané

SDG : Sustainable Development Goal

SIDA : syndrome d'immunodéficience acquise

TDF : ténofovir

TdS : travail de « seringabilité »

TFA : trifluoroacetic acid ou acide trifluoro-acétique

T, : glass transition temperature ou température de transition vitreuse
TGA : thermogravimetric analysis ou analyse thermogravimétrique
T : melting onset temperature ou température de fusion de début de pic
To : extrapolated onset temperature ou température onset extrapolée
TPP : Technologie de Prévention Polyvalente

UV : ultraviolet

VIH : virus de I’'immunodéficience humaine

VOICE : Vaginal and Oral Interventions to Control the Epidemic

VPH : virus du papillome humain
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1 Technologies de Prévention Polyvalentes
(TPPs)

1.1 Besoins cliniques et aspects de santé publique

En 2012, il était estimé que 40% des grossesses €taient non désirées (données incluant les
naissances non-prévues, les avortements et les fausses couches)' et environ 20% d’entre elles
incluaient une interruption de grossesse.” Cette situation est largement attribuée a une non-
utilisation ou un manque d’acces a la contraception parmi les femmes qui veulent éviter une
grossesse.

Etre enceinte, subir un avortement ou faire une fausse couche met la vie des femmes en
danger, notamment dans les pays en voie de développement ou les femmes ont un acces limité
a la contraception.” Dans ces pays, environ 79% des grossesses non-planifiées sont dues a ce

manque d’accés a la contraception.*

Plus de 30 ans aprés sa découverte, il n’existe toujours pas de remede pour I’infection au virus
de I’'immunodéficience humaine (VIH). Cette infection affecte la terre entiére avec la plus
forte prévalence dans les pays émergents. Les derniers chiffres de fin 2014 estimaient
qu’environ 36,9 millions de personnes vivaient avec le VIH.” Environ 70% d’entre elles sont
en Afrique sub-Saharienne, 14% dans la région Asie-Pacifique et 5% en Amérique Latine.’
Méme si la répartition des sexes des personnes vivant avec le virus est a I’équilibre au niveau
mondial, les femmes portent le fardeau des infections au VIH dans la plupart des pays
d’Afrique sub-Saharienne et des Caraibes ou il est estimé que 60% des personnes vivant avec
le VIH sont de sexe féminin.” Selon le rapport annuel de 2011 de I’ONUSIDA : « chaque
minute, une jeune femme est infectée par le VIH ». Au niveau mondial, les jeunes femmes de
15 a 24 ans sont les plus vulnérables au VIH avec des taux d’infection deux fois plus élevés
que chez les jeunes hommes du méme age et comptent pour 22% de toutes les nouvelles
infections au VIH. Le VIH est également la premiére cause de déces chez les femmes en age

de procréer dans le monde.®

En 2000, huit Objectifs du Millénaire pour le Développement (OMDs) ont été établis par la
Déclaration du millénaire de 1'Organisation des Nations Unies (ONU), signée par ses 193
Etats membres. Les leaders mondiaux ont ainsi engagé leurs nations & réduire pauvreté, faim
et maladies dans le monde. Ces buts incluaient des objectifs spécifiques a atteindre d’ici 2015.
Les objectifs 5 et 6 de cette déclaration se concentraient respectivement sur I’amélioration de
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la santé maternelle et sur 1’éradication de la pandémie du VIH/SIDA. Un des points retenus
dans l’objectif 5 était de parvenir a un acceés universel a la contraception d’ici 2015.
Malheureusement, cet objectif n’a pas été atteint.’

L’Assemblée générale des Nations Unies a adopté le 25 septembre 2015 une nouvelle
résolution intitulée « Transformer notre monde : le Programme de développement durable a
I’horizon 2030 » qui inclut 17 nouveaux objectifs appelés : Objectifs de Développement
Durable (ODDs, en anglais : Sustainable Development Goals ou SDGs)."” Ces ODDs
remplacent les OMDs et portent sur la période 2015-2030.

Un seul ODD, I’objectif 3, se focalise sur la santé et s’intitule : « permettre a tous de vivre en
bonne santé et promouvoir le bien-étre de tous a tout age ». Ces cibles incluent, d’ici a 2030 :
- de faire passer le taux mondial de mortalité maternelle au-dessous de 70 pour 100 000
naissances vivantes,

- de mettre fin a I’épidémie du SIDA,

- d’assurer I’acces de tous a des services de soins de santé sexuelle et procréative, y compris a
des fins de planification familiale, d’information et d’éducation, et veiller a la prise en compte
de la santé procréative dans les stratégies et programmes nationaux.

Par ailleurs, cette derniere cible est commune avec I'une des cibles de I’ODD 5 qui vise a
« parvenir a I’égalité des sexes et rendre autonomes toutes les femmes et les filles ».

Les organisations les plus importantes dans le domaine de la santé, incluant 1’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS), encouragent vivement au développement de nouvelles
technologies appelées Technologies de Prévention Polyvalentes (TPPs, multi-purpose
prevention technologies ou MPTs en anglais), ayant pour but de répondre a tous ces objectifs
et toutes ces cibles en méme temps en utilisant une forme posologique unique.'' Ces TPPs
représentent une nouvelle catégorie de produits qui combinent planning familial et prévention
des infections au VIH et/ou aux autres infections sexuellement transmissibles (ISTs). En
principe, ils sont congus pour mieux protéger la santé des femmes par leur efficacité, leur
autonomie et leur simplicité¢ d’utilisation. Ils offrent aux femmes le pouvoir de les initier

quand elles le désirent en faisant appel a leur initiative personnelle.
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1.2 Revue des TPPs existantes et en développement

Les préservatifs représentent la plus vieille forme de technologie de prévention polyvalente
TPP. Leur premiére utilisation connue a été mise en évidence par une peinture murale
découverte dans une cave en France datant d’entre 12 000 et 15 000 ans.'> Méme s’ils sont
utilisés depuis des siecles, les préservatifs dans leur forme actuelle ne sont pas communément
utilisés ni faciles d’accés dans les pays en voie de développement.'® Comme Mitchell Warren,
directeur général d’AVAC (une organisation de revendication mondiale militant pour la
prévention du VIH), I’a expliqué dans un commentaire en mai 2014, les préservatifs sont « les
technologies de prévention polyvalentes qui existent déja»."* Les principales barriéres a
I’utilisation des préservatifs sont qu’ils sont difficilement acceptés et ne sont pas efficaces a
100% pour la contraception.'> Un rapport du Guttmacher Institute de mars 2016 estimait en
effet que les préservatifs masculins avaient un taux d’échec d’environ 5.4% aprés les 12
premiers mois d’utilisation, suite & une étude rétrospective des données de 43 pays.'®
Néanmoins, de nouveaux designs et concepts de préservatifs sont activement développés pour
essayer de surmonter la barriere de I’acceptabilité ; récemment, onze projets ont notamment

été financés par la Bill and Melinda Gates Foundation."

La Figure 1 montre la gamme des produits pour les trois priorités majeures de santé sexuelle
et reproductive : grossesse, infections au VIH et autres ISTs. Les produits TPPs se trouvent
dans les régions a l’intersection des ellipses de la figure. Les préservatifs (masculins et
féminins) sont les seules TPPs qui répondent a toutes les priorités.'® Il est intéressant de noter
que le virus du papillome humain VPH (en anglais human papillomavirus, HPV) peut
infecter des zones non recouvertes par un préservatif ; les préservatifs ne fourniraient donc

pas une protection totale contre le VPH.'®

Les produits TPPs actuellement en développement se concentrent sur la prévention du VIH et
la contraception, ceci étant dii aux taux d’infection du VIH parmi les jeunes femmes en
Afrique.'® La plupart des ces concepts de produits sont basés sur les formulations injectables a
longue durée d'action, les anneaux vaginaux'’, les diaphragmes cervicaux’® ou une
combinaison d’un diaphragme cervical et d’un gel vaginal.”! D’autres produits utilisant des
technologies similaires sont également considérés pour prévenir simultanément 1’infection au

VIH et a une des autres ISTs.?
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Figure 1 : Apercu général de la gamme des produits sur le marché et en développement pour prévenir/traiter le VIH,
d’autres ISTs et la grossesse. VIH — virus de ’immunodéficience humaine, M — Masculin, F — Féminin, DIU -

dispositif intra-utérin/stérilet, SIU — systéme intra-utérin, ISTs — infections sexuellement transmissibles.

Bien que les stratégies TPPs se focalisant sur la prévention de la grossesse et des ISTs sont
considérées comme des indicateurs prioritaires dans de nombreux pays™, il n’y a pas eu
d’activité pour développer ces méthodes TPPs non-VIH. Une tendance a se concentrer
essentiellement sur le VIH et non sur les autres ISTs pourrait en étre une raison. Ceci n’est
pas une surprise ¢tant donné que la plupart des projets de développement des TPPs sont issus
de la recherche sur les microbicides contre le VIH?** (composés qui peuvent étre appliqués par
voie vaginale ou rectale pour protéger contre les ISTs dont le VIH).?* Trouver les agents anti-
infectieux appropriés et efficaces pour combattre ces ISTs est un autre probleme, sujet de

litige.

Beaucoup de revues ont amplement couvert la recherche et le développement des produits
TPPs en les traitant sous divers angles.''***** Cette courte revue introductive se concentrera
sur I'utilisation possible des formulations injectables a longue durée d'action comme TPPs. Le
but de ce projet est de développer une injection qui fournirait aux femmes a la fois une

contraception et une prévention du VIH (point cible 1 en haut de la Figure 1).
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1.3 Principaux problémes avec les produits actuels et rationnel
pour développer des TPPs a action prolongée

L’intérét pour le développement des TPPs est fortement li¢ au développement des produits
microbicides (ou prophylaxies pré-exposition, en anglais : pre-exposure prophylaxis ou
PrEP). En février 2015, des résultats décevants ont été¢ confirmés dans 1’étude clinique
VOICE (Vaginal and Oral Interventions to Control the Epidemic : interventions vaginales et
orales pour contrdler 1’épidémie). Il s’agissait d’un grand essai de prévention du VIH
impliquant 5 029 femmes réparties en Afrique du Sud, au Zimbabwe et en Ouganda. Cette
ambitieuse étude a échoué en tentant de démontrer 1’efficacité a la fois de la prophylaxie pré-
exposition orale et du gel microbicide vaginal contenant du ténofovir. La raison de cet échec
¢était que moins d’un tiers des femmes utilisaient réellement le produit fourni pour I’étude,
bien que 88% des participantes affirmaient qu’elles I’utilisaient.’* Ces résultats mettent
I’accent sur Iimportance de 1’observance et renforcent 1’idée que les microbicides TPPs
doivent étre développés dans le but que les femmes soient ferventes a leur utilisation.” Ceci a
été démontré par un sondage aupreés de 1444 professionnels de santé spécialisés dans le
VIH/SIDA et la planification familiale au Zimbabwe et en Afrique du Sud ou 85% de ces
personnes ont identifi¢ un besoin pour des nouvelles TPPs initiées par les femmes elles-

mémes.>®

Un profil de produit cible a été dressé depuis 2011 par 1’organisation IMPT (Initiative for
Multipurpose Prevention Technologies ou Initiative pour les TPPs) dans le but de définir un
produit TPP idéal.’” Les principales caractéristiques identifiées incluaient: une bonne
observance, une facilité¢ d’utilisation, une libération a longue durée plutdt qu’une utilisation
quotidienne, une discrétion, une simplicité de fabrication et un faible colit. Une TPP a
libération controlée ou a longue durée d’action est en effet plus pratique puisqu’il n'y a pas
besoin de se rappeler de faire quelque chose tous les jours ou avant d'avoir un rapport

sexuel.*®

Une technologie privée et discréte implique que les femmes peuvent l'utiliser sans
que personne ne le sache, notamment si leur partenaire ou la famille sont contre la
contraception.” Il a également été reconnu que combiner des approches offre une occasion
unique de réduire les cofts, de potentiellement améliorer 'observance des utilisateurs et en fin

214 A : L4 40,41
de compte d'améliorer la santé sexuelle et reproductive des femmes en général.*"

Des formulations injectables sont commercialisées ou en cours de développement pour les

trois indications : prévention du VIH, contraception et prévention des autres ISTs (Figure 1).
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11 existe plusieurs contraceptifs injectables (voir 2.1) et un vaccin pour prévenir l'infection par
le VPH sur le marché, alors que quelques formulations injectables sont développées pour

traiter ou prévenir I’infection par le VIH (voir 2.2).

2 Formulations injectables a action prolongée

La section qui suit donne un apercu des contraceptifs injectables a longue durée d’action sur
le marché et des injections a action prolongée en développement pour le traitement et/ou la

prévention du VIH.

2.1 Contraceptifs injectables a longue durée d’action existants

Les produits contraceptifs injectables a longue durée d’action comprennent les progestatifs
seuls et les agents combinés cestrogeéne et progestatif. Un résumé des contraceptifs injectables
commercialisés avec leurs noms commerciaux les plus courants est rapporté dans le Tableau 1

avec leur formulation et leur programme d'injection.

Depo-Provera® (dépot d’acétate de médroxy-progestérone, aussi connu sous le nom anglais :
depot medroxyprogesterone acetate et ses acronymes DMPA ou DMPA-IM) est le stéroide
injectable le plus connu et utilisé dans le monde. Synthétisé pour la premiére fois en 1958*
sa molécule a été utilisée chez I'homme depuis les années 1960*° et est approuvée dans plus
de 80 pays depuis le début des années 1980*. A ce jour, le DMPA est autorisé a la vente dans

4346 Néanmoins, cette injection intramusculaire (IM) d’une durée d’action de trois

179 pays.
mois a suscité quelques controverses. La FDA (Food and Drug Administration ou « agence
américaine des produits alimentaires et médicamenteux ») n’a approuvé son utilisation qu’en
1992 aprés de multiples demandes d'autorisation de mise sur le marché et révisions de la
part de la Upjohn Company (désormais détenue par Pfizer). Il est maintenant estimé que plus

de quatre-vingt-dix millions de femmes utilisent Depo-Provera® 4 travers le monde.**

En dépit de son utilisation extensive, Depo-Provera™ souléve encore des inquiétudes sur ses
présumés risques accrus d'acquisition du VIH. Ceci a été largement débattu dans la littérature
au cours des derniéres années.”” Rees et le Consortium ECHO pensent qu’un « vrai » essai
contrdlé randomisé (un essai clinique ou le médicament étudié est comparé a un médicament
de référence ; et lorsque les malades sont répartis dans différents groupes recevant des

traitements différents, la répartition entre les groupes étant réalisée par tirage au sort, appelé
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aussi randomisation) est nécessaire pour mettre fin a ce débat™ tandis que d'autres ne le
préconisent pas.’' Une méta-analyse et des revues systématiques ont tiré quelques conclusions

5255 Ep attendant, des

a ce sujet sans pour autant se mettre d'accord sur un consensus.
chercheurs de /'Imperial College de Londres ont modélisé les risques concurrents mondiaux
d'une interaction potentielle entre les contraceptifs hormonaux injectables et le risque
d’acquisition du VIH.® L’impact de DMPA sur l'immunité a également été largement
étudié®”* dans le but de trouver des explications sur son potentiel risque accru d'acquisition
du VIH. Plus récemment, Irvin & Herold (2015) ont identifié certains mécanismes
moléculaires associant la médroxy-progestérone a haute dose avec 1’augmentation du risque
accru de VIH, mais ces résultats doivent étre corrélés cliniquement.”’ C’est pourquoi certains
chercheurs appellent a élargir le débat.** Néanmoins, une nouvelle étude impliquant prés de
1400 couples sérodiscordants (lorsque 1I’un des partenaires est séropositif au VIH et I’autre est
séronégatif), en Zambie, a constaté que ni I’injection, ni la pilule contraceptive ou I'utilisation
de l'implant avaient été significativement associées a l'acquisition du VIH comparé a la
contraception non-hormonale.® Le débat est donc encore ouvert jusqu'a ce que de nouvelles
études soient publiées. L’OMS a examiné cette question en 2014 et a conclu dans sa
déclaration d'orientation que les preuves liées a cette association possible étaient faibles en
raison des importantes limites méthodologiques dans ces ¢tudes qui entravent leur
interprétation.®® L’OMS ne discrimine donc pas l'utilisation de DMPA ni des autres
progestatifs injectables comme méthode de contraception, méme pour les femmes exposées a
un risque ¢levé du VIH. Elle recommande également l'utilisation correcte et régulicre des

préservatifs (masculins ou féminins) en plus de ces contraceptifs.®’

Depo-subQ Provera 104™ (DMPA-SC) est une injection sous-cutanée (SC) de MPA qui a
d'abord été approuvée aux Etats-Unis courant 2004.°® Sa composition est similaire a celle de
Depo-Provera® (DMPA-IM) a l'exception de l'addition de produits de solvatation du
phosphate de sodium (du phosphate mono-sodique, H,O et du phosphate de sodium
dibasique, 12 H,0), de la méthionine et de la povidone.” Une étude clinique a montré que le

DMPA-SC offre une innocuité et une efficacité comparable au DMPA-IM."*"!

Sayana Press” est une nouvelle formulation de l'injection DMPA-SC utilisant la technologie
Unijet'™, un blister pré-rempli, auto-injectable et a usage unique. I est actuellement en cours
d'introduction dans cinq pays pilotes en Afrique et en Asie du Sud suite a un partenariat privé-
public mondial.”* Cette technologie permet aux professionnels de santé moins qualifiés

(offrant des soins dans des cliniques et communautés reculées) d’injecter en toute sécurité le
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DMPA-SC aux femmes.”* Une récente étude a déja montré I'intérét accru pour ce produit par
rapport a l'injection IM Depo-Provera® 7 et I'intérét n'a cessé de croitre pour le développer

s . 7478
comme une auto-injection.

Noristerat® (NET-EN) est un autre progestatif seul couramment utilisé comme contraceptif.
C’est une injection IM d’énanthate de noréthistérone (200 mg) a réaliser tous les deux mois et
qui est autorisée sur le marché dans plus de 90 pays.” Il est le premier contraceptif injectable

a avoir été développé, en 1957.%

Cyclofem® (MPA/E2C) est une contraception injectable plus récente combinant un estrogéne
et un agent progestatif, le cypionate d’estradiol E2C et le MPA respectivement. C’est le
premier contraceptif combiné a avoir été testé chez la femme (en 1968), le second étant
Mesigyna® (NET-EN/E2V) a partir de 1974.*° En raison de leur fréquence d'injection, ces

injectables combinés sont également appelés « injectables mensuels ».”

Face a ce large éventail de contraceptifs injectables possibles, la plupart des femmes
remplissant la plupart des conditions médicales peuvent utiliser les contraceptifs injectables
en toute circonstance (critére de recevabilité pour ’adoption et I'utilisation continue de
méthodes contraceptives de ’'OMS, catégorie 1).*! C’est sans surprise que les injectables sont
la méthode contraceptive la plus populaire dans de nombreux pays en développement,

notamment en Afrique orientale et australe.***’

Tableau 1 : Contraceptifs injectables commercialisés — Formulations et programme d'injection.

Source : IPPF (2013).%

Noms commerciaux Formulation Type et programme
les plus courants d'injection

Injectables progestatifs seuls

Depo-Provera®, Dépot d’acétate de médroxy-
Megestron®, Contracep®, progestérone (DMPA)
Depo-Prodasone®, Petogen® 150 mg in 1 mL

Une injection intramusculaire
(IM) tous les trois mois

Depo-subQ Provera 104™ Une injection sous-cutanée

DMPA 104 mg in 0.65 mL

(DMPA SC) (SC) tous les trois mois
Noristerat®, Norigest®, ¢énanthate de noréthistérone Une injection intramusculaire
Doryxas® (NET-EN) 200 mg (IM) bimestrielle

Injectables combinés (gestrogene et progestatif), aussi appelés injectables mensuels

acétate de médroxy-progestérone
MPA 25 mg + cypionate Une injection IM chaque mois
d’estradiol 5 mg (MPA/E2C)

Cyclofem®, Ciclofeminina®,
Lunelle®
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NET-EN 50 mg + valérate

injection IM ch i
d’estradiol 5 mg (NET-EN/E2V) Une injection chaque mois

Mesigyna®, Norigynon®

Deladroxate®, Perlutal®, acétophénide de
Topasel®, Patectro®, dihydroxyprogestérone 150 mg +  Une injection IM chaque mois
Deproxone®, Nomagest® énanthate d’estradiol 10 mg

acétophénide de
Anafertin®, Yectames® dihydroxyprogestérone 75 mg + Une injection IM chaque mois
énanthate d’estradiol 5 mg

caproate de la 17a- Une injection IM chaque mois,
Chinese Injectable No. 1® hydroxyprogestérone 250 mg + a I’exception de deux
valérate d’estradiol 5 mg injections le premier mois

2.2 Injections a action prolongée pour le traitement et/ou la
prévention du VIH

Plusieurs injectables a longue durée d'action sont actuellement en développement dans le but
de traiter et/ou de prévenir le VIH.

Ces thérapies ou prophylaxies pré-exposition (PrEP) injectables suivent l'introduction de la
PrEP orale Truvada® (mono-dose ténofovir/emtricitabine, TDF/FTC) qui a obtenu
I’autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis en Juillet 2012.** Les recherches en cours
sur les injections a action prolongée comprennent I’inhibiteur non-nucléosidique de la
transcriptase inverse INNTI rilpivirine (RPV, de Janssen) et l'inhibiteur d'intégrase
cabotégravir (CAB, de ViiV’ Healthcare). Ces deux médicaments sont actuellement en essais
cliniques de phase II pour évaluer leur innocuité et tolérance chez les hommes et les femmes
séronégatifs. Des formulations orales de rilpivirine ont été autorisées a la mise sur le marché
depuis 2011 telles que : Edurant® (25 mg de rilpivirine dans un comprimé pelliculé) et
Eviplera® (un comprimé pelliculé contenant une trithérapie a base de 200 mg d’emtricitabine,
25 mg de rilpivirine et 245 mg de ténofovir disoproxil) en France.*®® Dans le contexte des
injectables a longue durée d'action, il est développé sous forme d’une nanosuspension
bimestrielle pour 4 la fois le traitement et la prévention du VIH-1.*"** Cabotégravir (CAB ou

5990 mis au point simultanément pour le traitement

GSK744) est un analogue du dolutégravir
et la prévention du VIH dans des formes injectables a action prolongée et des formes orales.
Gréce a sa longue demi-vie plasmatique, son injection est administrée tous les trois mois sous
forme d’une nanosuspension.”’ Les injections 4 longue durée d'action de CAB et de RPV sont
¢galement étudiées comme bithérapie. Une étude clinique de phase I chez des sujets sains a
montré des résultats prometteurs a 1'appui de l'utilisation potentielle de ces deux injectables

pour traiter I'infection au VIH."
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Albuvirtide (ABT), développé par la société chinoise Nanjing Frontier Biotechnologies Co.,
est un nouveau peptide inhibiteur de fusion con¢u comme une injection hebdomadaire.” ™
Apres des résultats décevants en phase IIb, il va maintenant étre évalué¢ comme une thérapie
de deuxiéme ligne avec la pilule orale Kaletra® (lopinavir / ritonavir, LPV/r) dans une étude
de phase III, qui a commencé a recruter des patients s€ropositifs en janvier 2014 et devrait se
terminer en décembre 2016.°° En paralléle, une étude randomisée ouverte sur 21 patients
séropositifs a publié ses résultats en février 2016 démontrant une efficacité dose-dépendante
de I’injection hebdomadaire d’ABT en trithérapie avec une dose orale de LPV/r deux fois par

jour.”

L’entreprise Merck & Co. développe, quant a elle, un inhibiteur nucléosidique de la
transcriptase inverse (INTI) a action prolongée pour les voies orale et injectable : MK-8591,
aussi connu sous I’acronyme EFdA pour 4’-éthynyl-2-fluoro-2’-deoxyadenosine.”® Un
comprimé¢ hebdomadaire de 10 mg a généré une libération a des taux plasmatiques
comparables a ceux du singe chez des volontaires sains tandis qu’une injection a permis de
libérer le médicament pendant plus de 6 mois chez des rongeurs, tout en maintenant des
concentrations médicamenteuses plasmatiques comparables a celles obtenues chez le singe et

chez ’homme.”’

Les deux inhibiteurs de protéase (IP) atazanavir (ATZ) et ritonavir (RTV) ont été testés sous
forme d'une nanosuspension hebdomadaire injectable a action prolongée dans plusieurs

r R P r 100-1
études précliniques montrant des résultats encourageants.'% '

Enfin, une nouvelle formulation injectable a action prolongée de I’inhibiteur d’intégrase
raltégravir (RAL) est actuellement en développement. Les premiers essais précliniques ont
permis de protéger des souris humanisées BLT (bone marrow—liver—thymus : moelle osseuse-

foie-thymus) face a des contacts répétés aux doses vaginales élevées de VIH.'"

3 Conclusions

Aprés avoir présenté le contexte général des TPPs et le rationnel au développement de
nouvelles injections a action prolongée TPPs, les contraceptifs injectables a longue durée
d'action ont été examinés ainsi que les antirétroviraux injectables a action prolongée pour le
traitement et/ou la prévention du VIH. L'un des principaux défis de ce projet sera de formuler

une TPP injectable a action prolongée qui offre aux femmes une contraception et une
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protection contre le VIH pour une méme durée d’action.”’” Les contraceptifs injectables a base
de MPA ont actuellement une durée d’action minimale de trois mois alors que les
antirétroviraux RPV et CAB sont développés pour des injections d’une durée de deux mois

dans leurs essais cliniques.

Dans cette thése expérimentale seront présentées des études préliminaires au développement
de formulations injectables a action prolongée combinant une contraception et une prévention
du VIH.

La partie 2 comporte des études de caractérisation des propriétés physico-chimiques de deux
principes actifs (PAs): I’hormone contraceptive acétate de médroxy-progestérone
(medroxyprogesterone acetate ou MPA en anglais) et I’inhibiteur non-nucléotidique de la
transcriptase inverse MC1220.

® un contraceptif

La partie 3 traite de la caractérisation du produit injectable Depo-Provera
hormonal trimestriel. C’est sur cette injection que pourra se baser le développement de futures
technologies de prévention polyvalentes (TPPs) sous forme d’injections a action prolongée
fournissant simultanément une contraception hormonale et une protection contre 1'infection au
VIH.

Enfin, la partie 4 rapporte I’identification de la composition eutectique d’un mélange des deux

médicaments MPA et MC1220, étude préliminaire au développement d’une TPP injectable.
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Caractérisation de principes actifs (PAs)

27



1 Introduction

Un aspect important du développement de formulations injectables comme systeme de
délivrance controlé de médicaments est la caractérisation des propriétés physico-chimiques
des principes actifs. Puisque des poudres médicamenteuses vont étre utilisées dans ce projet
pour formuler des suspensions injectables dépdts, des études de pré-formulation pour les
caractériser sont essentielles. Des informations sur la taille, structure et forme des particules
offriront un apergu sur leur solubilité, leur vitesse de dissolution et leur capacité a étre
absorbées. Etudier la cristallinité et le polymorphisme des molécules permet de prédire les
transitions polymorphiques et évite les entraves associées a 1’utilisation de formes cristallines
moins solubles, telles que celles rencontrées pour le développement de 1’inhibiteur de

> Ce médicament pionnier dans la lutte contre le VIH a été

protéase ritonavir. "
temporairement retiré du marché en 1998, moins de trois ans aprés sa commercialisation et au
plus fort de la pandémie du VIH quand beaucoup de personnes avaient besoin d’un
traitement. Des études de pré-formulation peuvent aussi inclure 1’étude du comportement
thermique des principes actifs pour déterminer leur température de fusion, leurs phénomenes
de recristallisation, leurs changements de conformation dans I’état amorphe, etc. Pour
anticiper 'utilisation des méthodes de chromatographie HPLC-UV pour la quantification des
médicaments/molécules, la spectroscopie UV peut aussi étre utilisée pour déterminer a quelle
longueur d’onde les médicaments absorbent la lumiére et la longueur d’onde optimale de
détection. Au bout du compte, ces études fourniront la base scientifique a un développement
plus poussé des formulations. Cette partie expérimentale inclut des résultats d’études de pré-
formulation conduites sur I’hormone contraceptive acétate de médroxy-progestérone MPA et
I’inhibiteur non-nucléotidique de la transcriptase inverse MC1220 (Figure 2). Apres la
présentation de la taille et la forme de leurs particules, leur comportement thermique est

présenté avant de conclure sur leur spectre de spectroscopie UV.

<
=
>

MC1220

Figure 2 : Structures chimiques de MPA et MC1220
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Matériels

MCI1220 a été gracieusement fourni par 1I’Université de Cagliari (Italie) et ’acétate de
médroxy-progestérone MPA acheté chez Sequoia Research Products Ltd. (Pangbourne,
Royaume-Uni). L’alcool isopropylique (ispopropyl alcohol ou IPA en anglais) de grade
HPLC a été fourni par Sigma-Aldrich (Gillingham, Royaume-Uni) et I’eau de grade HPLC
(aussi appelée H,O ou eau dé-ionisée) a été obtenue grace a un systéme pour eau ultrapure

Millipore® DirectQ® 3 UV (Merck Millipore Co., Watford, Royaume-Uni).

2.2 Observations microscopiques

Les poudres seches de chaque principe actif (PA) ont été étalées sur des lames de microscope
en verre recouvertes de ruban adhésif puis observées avec un microscope digital Keyence®
VHX-700F équipé d’un zoom grande étendue VH-Z100R/W (Keyence Ltd., Milton Keynes,
Royaume-Uni) dans le but d’évaluer les formes, structures et tailles de particules.

Ces mémes lames ont également été observées sous un microscope polarisant BX50F4
d’Olympus® Optical Co. Ltd. (Tokyo, Japon) équipé d’une caméra couleur PixeLINK®
Megapixel FireWire 1394 (Ottawa, Canada) et de son logiciel associé PixeLINK® Capture
(version 3.2). Deux lignes polaires, un polariseur et un analyseur, ont été¢ utilisées pour
obtenir une lumiére polarisée dans un plan. En tournant une ligne polaire par rapport a 1’autre,
I’apparition de variances de couleurs signifierait la présence de structures biréfringentes.

Les images de microscopie électronique a balayage (MEB) ont été obtenues avec un Hitachi
TM3030 Tabletop Microscope (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japon) apres
avoir placé un échantillon de poudre sur le porte-échantillon et en opérant avec le
spectrometre a rayons X a dispersion d'énergie EDX (Energy Dispersive X-ray Spectrometer)

sous une tension d’accélération de 15 kV.

2.3 Diffraction Laser

La distribution de la taille des particules (particle size distribution ou PSD) des PAs a été
étudiée par diffraction de la lumiére laser en utilisant un diffractométre laser Mastersizer”
3000 de Malvern Instruments Ltd. (Malvern, Royaume-Uni) équipé d’une unité de dispersion

humide interactive Hydro EV (extended volume, c’est-a-dire a volume étendu). En utilisant un
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modele optique pour particules non-sphériques basé sur la théorie de Mie, les indices de

réfraction, indices d’absorption et densités suivants ont été utilisés pour les PAs (Tableau 2).

Tableau 2 : Paramétres physico-chimiques utilisés pour ’analyse de la PSD des PAs par diffraction laser.

* représente des données calculées et * des données prédites, u.a. = unité arbitraire.

Indice de réfraction Indice d’absorption 3
PA Densité (g/cm”)
(u.a.) (u.a.)
MPA 1,54 * 1,0~ 1,13 *
MC1220 1,56 * 0,17 1,23 *

Les valeurs des indices de réfraction et densités ont été calculées avec les logiciels Accelrys®
Symyx Draw version 4.0 (Dassault Systémes, Vélizy-Villacoublay, France) et ACD/Percepta
Platform version V11.02 (Advanced Chemistry Development Inc. ou ACD/Labs, Toronto,

Canada), respectivement.

Les diamétres centiles D,10, D,50 et D,90 ont ¢été¢ utilisés pour consigner la PSD. Ils
représentent les diamétres équivalents en dessous desquels 10, 50 et 90% de la distribution de
taille des particules en volume est plus petite. La vitesse de ’agitateur a été fixée & 1500 min™
et les échantillons ont été mesurés en utilisant deux faisceaux lasers : un de lumiére bleue (a
470 nm) et un de lumiére rouge (a 632.8 nm). Chaque mesure a été répétée six fois (n=6) pour
se conformer aux références des pharmacopées francaise'*® (Ph. Fr. XI), européenne'”’ (Ph.
Eur., méthode 2.9.31) et américaine'® (United States Pharmacopeia USP, standard de
référence 29, chapitre général 429), elles-mémes basées sur les normes ISO 13320(2009)'” et
9276-1(1998)"''* de I'organisation internationale de normalisation (en anglais : International

Organization for Standardization 1SO). Pour chaque échantillon analysé, trois séries de

mesures (n=3) ont été¢ effectuées.

2.4 Analyse thermogravimétrique (TGA)

Une analyse thermogravimétrique (TGA) a été réalisée sur des échantillons de poudres seches
fournis (MPA et MC1220) en utilisant un thermo-gravimétre calibré TGA Q500™ (TA
Instruments, New Castle, DE, Etats-Unis) et des coupelles en aluminium « standard »
ouvertes. Un mode de chauffe standard en rampe de température a été réalis€¢ de la
température ambiante a 350°C a une vitesse de 10°C/min sous une atmosphere d’azote. Trois

¢chantillons (n=3) ont été analysés pour chaque molécule pour générer des valeurs moyennes
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et des écart-types. Pour chaque analyse, la température onset extrapolée (extrapolated onset

temperature) T, (°C) et le point d’inflexion P; (°C) ont été consignés.

L’union internationale de chimie pure et appliquée (UICPA, en anglais International Union of
Pure and Applied Chemistry, IUPAC) définit I’onset extrapolé (extrapolated onset) comme
“le point d’intersection de la tangente au point de la plus grande pente du c6té penchant du pic
avec la ligne de base extrapolée”.!'! La température onset extrapolée (extrapolated onset
temperature) T, est ici la température a laquelle la perte de poids commence, c’est-a-dire a
laquelle le matériel commence a se dégrader et est notamment indiquée a étre utilisée par
I’organisme de normalisation American Society for Testing and Materials (ASTM™) dans sa
référence ASTM E2160 et par I’organisation internationale de normalisation (en anglais :

112,113 - - -
*7 Le point d’inflexion est la

International Organization for Standardization, 1SO).
température a laquelle la vitesse de changement est la plus grande sur la courbe de perte de

masse.

2.5 Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Une analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC) a été réalisée sur des échantillons
de poudres en utilisant un calorimétre différentiel & balayage DSC Qoo ™ préalablement
calibré (TA Instruments, New Castle, DE, Etats-Unis). La calibration a été effectuée selon les
références ASTM E967 (température) et E968 (flux thermique différentiel) en utilisant de
I’indium comme référence.''*!"

Approximativement 3 mg de chaque échantillon de poudre médicamenteuse ont été
précisément pesés dans une coupelle en aluminium dite « standard » (TA instruments, parties
numéro 900786.901) fermée par un couvercle (parties numéro 900779.901). IIs ont ensuite été
soumis a un cycle de chauffage-refroidissement-chauffage entre 20°C et 220°C a une vitesse
de 10°C/min sous une atmosphére d’azote, en méme temps qu’une coupelle « standard » vide,
de référence. Un échantillon d’eau dé-ionisée (5 pL) dans une coupelle hermétique en
aluminium perforée a également été¢ soumis a un mode standard en rampe de température de
20°C a 150°C, comme témoin. Pour chaque matériel, ’expérimentation a été répétée au
minimum trois fois (n=3) et les thermogrammes qui en résultent ont été¢ analysés grace au
logiciel TA Universal Analysis 2000 (version 4.5A). En fonction des échantillons, plusieurs
parametres ont été consignés : le point de fusion T, (température de début de pic, °C),

I’enthalpie de fusion AH (J/g) et la température de transition vitreuse T, (°C).
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Selon TUPAC, la température onset extrapolée de début de pic (ou extrapolated peak onset
temperature) est « la température ou la tangente de 1’inflexion a travers la pente du pic

descendant coupe la ligne de base extrapolée ».''®

2.6 Spectroscopie ultraviolet-visible

La spectroscopie ultraviolet-visible a été réalisée sur des solutions étalons de MPA et
MCI1220 faites dans un mélange IPA/H,O aux proportions 50/50 en utilisant un
spectrophotométre UV-Visible Varian Cary”™ 50 (Varian, Royaume-Uni) pour déterminer les
caractéristiques d’absorption des médicaments. Apres avoir réalisé un étalonnage sur le
solvant (IPA/H,O a 50/50) de 200 a 400 nm, des échantillons ont été lus sur cette méme
gamme de longueurs d’onde en utilisant des cuvettes quartz 6Q de Starna Scientific Ltd.
(Ilfford, Royaume-Uni). Chaque lecture a été répétée six fois (n=6), la cuvette étant
soigneusement rincée et nettoyée entre chaque échantillon avec de I’eau dé-ionisée. Quand les
solutions étalons donnent une absorbance au dessus d’une unité de densité optique, de plus
faibles concentrations sont analysées et des dilutions sont effectuées, si nécessaire, pour

produire des valeurs d’absorbance utilisables.

2.7 Analyses statistiques

Les moyennes des températures de fusion de début de pic (Ty,) de MPA pendant le premier et
le second chauffage ont été comparées en utilisant un test t de Student appari¢, ou p < 0,05 est
utilisé pour dénoter une différence statistiquement significative. Ceci a été réalisé a 1’aide du
logiciel GraphPad Prism® version 7.0 pour Mac OS X (GraphPad Software, La Jolla,

Californie, Etats-Unis, www.graphpad.com).
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3 Résultats et Discussion

3.1 Taille et forme des particules

Pour évaluer la taille et forme des particules des principes actifs (PAs), les poudres de PA ont
¢été observées sous microscope digital (Figure 3), microscope électronique a balayage (MEB,
Figure 4) et microscope a lumiere polarisante (Figure 5).

Ces observations microscopiques montrent que ces médicaments sont tous deux des poudres
micronisées. La poudre de MPA semble étre constituée de petites particules inférieures a 20
pm qui forment des agglomérats (Figure 3A et 2A). MC1220 semble étre une poudre plus

cristalline composée de cristaux de taille variable, mais principalement de forme cuboide,

avec une taille évaluée allant de 10 a 160 um (Figure 3B et 2B).

Figure 3 : Images de microscopie digitale de MPA (A) et MC1220 avec 20 mesures de taille (B) tous deux observés au

zoom 200x.

A DS 200 500

Figure 4 : Images de microscopie a balayage de MPA (A) et MC1220 (B) au zoom 2 000x et 200x, respectivement.

La poudre MPA réfléchit la lumiere polarisée a certains endroits du champ d’exploration

(Figure 5B) suggérant qu’elle contient des domaines cristallins. Les Figure 5C and D
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montrent que MC1220 est une poudre cristalline composée de cristaux de différentes tailles et
formes. Ces cristaux réfléchissent la lumiere polarisée sous différents angles donnant

plusieurs couleurs.
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Figure 5 : Images microscopiques de MPA (A,B) et MC1220 (C,D) au zoom 20x observés avec avec une ligne polaire

(A,C) et deux lignes polaires croisées, c’est-a-dire sous lumiere polarisée (B,D).

La mesure de la distribution de la taille des particules PSD par diffraction laser a été réalisée
sur les poudres de médicaments en utilisant la méthode détaillée en 2.3. Ceci confirme
I’évaluation de taille effectuée par observation microscopique. Les PSD en densité de volume
de particules (lignes continues) pour les poudres de MPA et MC1220 sont présentées en
Figure 6 et Figure 7.

Ces PSD peuvent aussi étre représentées sous forme de distribution cumulée en volumes
(lignes pointillées) montrant le volume croissant des particules le long des classes de taille.
C’est depuis ce type de courbe que les diamétres centiles D, 10, D,50 et D,90 peuvent étre

calculés.
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Figure 6 : La PSD représentative de la poudre de MPA avec sa taille en densité de volume (ligne continue) et sa

distribution de tailles en volume cumulée (ligne pointillée) contre la taille des particules (um).

La distribution de la taille des particules PSD de MPA (Figure 6) peut étre décrite comme
relativement monodisperse avec un pic principal de particules vers 10 pm. De méme, la
courbe en cloche de la PSD de MC1220 (Figure 7) illustre la monodispersité des particules de
cette poudre autour d’une taille d’environ 66 um. La forme réguliecre en escalier des
distributions de taille en volume cumulée (lignes pointillées) confirme que les tailles des

particules sont distribuées autour d’une valeur unique et que leur distribution est unimodale.
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Figure 7 : La PSD représentative de la poudre de MC1220 avec sa taille en densité de volume (ligne continue) et sa

distribution de tailles en volume cumulée (ligne pointillée) contre la taille des particules (um).

La PSD des poudres de PA est résumée dans le Tableau 3. Ces résultats confirment les
¢évaluations de tailles faites par observation microscopique. 50 et 90% des particules de MPA
ont une taille inférieure a 9,9 + 0,1 et 20,8 + 1,9 um, respectivement, alors que 50 et 90% des
particules de MC1220 ont une taille inférieure a 66,0 = 1,5 et 158,0 £+ 3,0 um, respectivement.
MC1220 a donc une PSD beaucoup plus large avec un D,10 de 15,7 = 1,9 um et un D,90 de
158,0 = 3,0 pum.

Tableau 3 : Résumé des résultats de la distribution de la taille des particules (particle size distribution ou PSD) pour les

deux PAs MPA et MC1220.
PA Taille (um) : moyenne + écart-type (n=3)
D,10 D,50 D,90
MPA 2,2 +0,2 9,9 + 0,1 20,8 £ 1,9
MC1220 15,7+ 1,9 66,0 £ 1,5 158,0 + 3,0
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3.2 Comportement thermique

L’analyse thermogravimétrique (TGA) a été réalisée sur les poudres de médicaments pour
¢évaluer leur comportement thermique. Il a été possible de trouver la température a laquelle la
perte de poids commence également appelée la température onset extrapolée (extrapolated
onset temperature) T, (°C) et la température a laquelle la vitesse de changement est la plus
grande sur la courbe de perte de masse aussi appelée point d’inflexion P; (°C).

Un tracé représentatif de I’analyse thermogravimétrique (TGA) de MCI1220 montrant

comment ces températures sont identifiées figure en Figure 8.
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Figure 8 : Tracé représentatif of MC1220 fourni montrant comment sont identifiés la température onset extrapolée

(T,) et le point d’inflexion (P;).

MC1220 et MPA ont commencé leur perte de poids aux températures d’environ 259 et 289°C,

respectivement (Tableau 4).
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Tableau 4 : Résumé des résultats TGA présentés comme moyenne =+ écart-type (n=3).

Temp. onset extrapolée  Point d’inflexion

PA
T, (°C) Pi(°C)
MPA 288,6+0,3 316,7+1,9
MC1220 258,9+2,2 292,2+23

Le comportement thermique de MPA et MC1220 a été étudié d’avantage par analyse
calorimétrique différentielle a balayage (DSC). Cette technique est utilisée pour identifier des
transitions de phase comme des fusions, cristallisations ou transitions vitreuses. Apres avoir
soumis a un cycle de chauffage-refroidissement-chauffage entre 20°C et 220°C, MPA a
montré trois différents types de comportement (Figure 9). Selon les certificats d’analyse,
MPA fond entre 200 et 210°C.""" Toutes les mesures ont montré un point de fusion dans cette
gamme de température de fusion (T,,) pendant le premier chauffage. Pour la plupart des
échantillons (comme I’échantillon 3/6 en bas de la figure), une petite transition vitreuse (T,) a
été observée pendant la seconde étape de chauffage aux alentours des 65°C (Tableau 5) et
aucun autre pic de fusion n’a été observé par la suite. Cependant, un échantillon MPA
(échantillon 2/6) a recristallisé pendant 1’étape de refroidissement, aucune transition vitreuse
n’a donc été observée pendant le second chauffage mais un nouveau pic de fusion a été
observé vers 206°C. Un autre échantillon (échantillon 6/6) a recristallis€ pendant la seconde
¢tape de chauffage, apres la transition vitreuse, avant un nouveau pic de fusion observé

légérement en dessous de 207°C.

Il est a noter que pour les échantillons qui recristallisent (2/6 et 6/6), la température de fusion
de début de pic (Ty) pendant le second chauffage (205,35 + 0,11) est plus faible que celle
durant le premier chauffage (206,97 + 0,03). Cette différence est statistiquement significative
(p <0,05). Les pics de recristallisation exothermiques pour MPA ont été observés entre 135 et

165°C.

Tableau 5 : Résumé des résultats des analyses DSC pour MPA.

N Enthalpie de
Conditions Tw (°C) . T, (°C)
fusion AHg (J/g)
MPA Sans le 2™ chauffage (n=4) 207,0+£0,1 85,7+2,1 64,7+0,2
Avec le 2™ chauffage (n=6) 206,6 0,9 84,8 +£2,4 64,7+ 0,2
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Figure 9 : Trois tracés DSC représentatifs de MPA soumis a un cycle de chauffage-refroidissement-chauffage.

Concernant le cycle de chauffage-refroidissement-chauffage de MC1220 (Figure 10), un pic
de fusion est observé autour de 196,5°C pendant la premicre étape de chauffage, cette

température de fusion de début de pic Ty, est proche de la gamme de températures attendue
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pour MC1220 : 194 — 196°C (comme reporté dans la fiche de données sécurité ou Material
Safety Data Sheet)''®. Le petit pic endothermique qui apparait juste avant (a 180,2 + 0,3°C)
correspondrait & un solvate de ce PA. La formation de solvates peut en effet avoir lieu quand
les médicaments sont recristallisés en utilisant différents solvants. Pendant I’étape de
refroidissement (pointillés verts), aucune recristallisation n’a lieu. Une recristallisation
exothermique est observée pendant le second chauffage (ligne rouge discontinue) a 103,6 +
2,9°C. Suite a cette recristallisation, deux endothermes de fusion ont été observés aux
températures de début de pic de 164 et 195°C. Le premier endotherme de fusion cristallin qui
apparait a une plus faible température semble marquer 1’apparition d’ un nouveau polymorphe
du médicament. Puisque MC1220 est un PA expérimental, son premier polymorphe
caractéristique (qui fond a la température Ty, de pres de 197°C) n’est vraisemblablement pas
maintenu pendant tout le procédé de synthése. La formation possible d’un second polymorphe
a donc besoin d’étre confirmée. Le résumé des données des températures de fusion de début

de pic (Ty,) de MC1220 est présenté dans le Tableau 6 qui suit.
1 -
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Figure 10 : Thermogramme DSC représentatif pour un cycle de chauffage-refroidissement-chauffage de MC1220.
Le premier chauffage est représenté par une ligne continue, I’étape de refroidissement par une ligne verte en

pointillés et le second chauffage par une ligne rouge discontinue.
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Tableau 6 : Résumé des résultats des analyses DSC pour MC1220 (n=3).

Etape de  Premiére T,,  Enthalpie de Seconde T, Enthalpie de
chauffage (°O) fusion AHg (J/g) (°O) fusion AHg (J/g)

Premiére  196,5+2,5 97,7+4,7
Seconde 1948+ 1,4 19.3+2,0 164,1 £0,5 63,9+ 6,7

MC1220

3.3 Absorption ultraviolet

Les méthodes HPLC-UV pour la quantification des médicaments nécessitent la connaissance
de leurs longueurs d’onde d’absorption caractéristiques. Des scans ultraviolet des deux PAs
MPA et MC1220 ont été réalisés en utilisant différents solutions étalons des médicaments
préparés dans un mélange IPA/H,O aux proportions 50/50. L’absorption est dépendante de la
concentration selon la loi de Beer-Lambert :
A=¢glc Equation 1
avec A : absorbance (unité arbitraire, u.a.), € : coefficient d’extinction (L/mmol/cm),

1 : épaisseur de couche de la cuvette (cm) et ¢ : concentration (mmol/L).

Aucun coefficient d’extinction n’est connu pour le médicament expérimental MC1220. La
concentration qui donne une absorbance inférieure a 1 unité arbitraire tout au long du spectre
a donc été trouvée par tatonnement (Figure 11). Puisque la premieére solution étalon a 25
pg/mL absorbe au dessus d’1 unité de densité optique dans certaines régions de longueur
d’onde du spectre et que la solution a 2 pg/mL absorbe la lumi¢re UV faiblement, la solution
a 25 pg/mL a été diluée par deux pour obtenir une solution ayant une absorbance acceptable.
La longueur d’onde maximale (Amax) se situe @ 235 nm. Cette longueur d’onde est non
spécifique et beaucoup de solvants y absorbent (comme ici le mélange IPA/H,O). Une
longueur d’onde plus adaptée pour développer une méthode HPLC-UV pour la détection de
MC1220 serait donc autour de 310 nm.
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Figure 11 : Balayage UV de MC1220.

La longueur d’onde de référence du MPA (comme reportée dans les pharmacopées
internationale, américaine [USP], japonaise, européenne et frangaise) est connue comme étant
254 nm. Le spectre UV de MPA (Figure 12) montre que la longueur d’onde maximale de
MPA (Amax) est autour de 240 nm, ou le solvant absorbe aussi. A 254 nm, le MPA a une
absorption UV élevée et le solvant IPA/H,O n’absorbe presque pas a cette longueur d’onde.
Ceci confirme le choix de travailler a la longueur d’onde de référence de 254 nm pour

développer une méthode HPLC-UV pour détecter et doser MPA.
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Figure 12 : Balayage UV de ’acétate de médroxy-progestérone (MPA).

4 Conclusions et Perspectives

Ces données préliminaires de caractérisation donnent un apergu pour le développement de
formulations injectables de type technologies de prévention polyvalentes TPPs, sous forme
d’une injection a libération prolongée, en utilisant [’hormone contraceptive acétate de
médroxy-progestérone (MPA) et I’inhibiteur non-nucléotidique de la transcriptase inverse
MC1220. La diffraction laser a confirmé la taille des particules évaluée par observations
microscopiques. Les poudres de MPA et MC1220 étant toutes deux micronisées, ceci suggere
la possibilité de développer des études de libération in vitro évaluant la combinaison de ces
deux médicaments. Les analyses thermiques TGA et DSC ont permis de mieux comprendre le
comportement de ces médicaments sous I’influence de changements de températures avec la
possibilité de formation de deux polymorphes de MC1220 pendant le second chauffage de
son cycle DSC de chauffage-refroidissement-chauffage. Enfin, les scans de spectroscopie UV
de MPA et MC1220 nous ont donn¢ des indications pour le futur développement de méthodes
de détection HPLC-UV de ces médicaments. Les longueurs d’onde de détection de MPA et
MC1220 étant assez €loignées, ceci pourra étre mis a profit pour permettre leur détection

simultanée lors du développement de leur combinaison dans une TPP.
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En plus des données générées a ce jour, des études plus poussées sont requises pour étudier
pleinement les caractéristiques physico-chimiques de ces PAs. La diffractométrie de rayons X
(DRX), la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) et la spectroscopie
Raman pourraient étre utilisées pour caractériser les cristaux présents dans ces poudres de
médicaments et peut-étre différencier les deux polymorphes possibles de MC1220 observés

par analyse DSC.

Dans la partie 3 qui suit, certaines caractéristiques du contraceptif injectable Depo-Provera™
sont présentées. C’est en effet depuis ce produit que se basera le développement des
formulations des futures technologies de prévention polyvalentes (TPPs) sous forme
d’injections a action prolongée fournissant simultanément une contraception hormonale et une

protection contre l'infection au VIH.
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Caractérisation du contraceptif hormonal
Depo-Provera®
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1 Introduction

Dans le but de développer de nouvelles technologies de prévention polyvalentes en se basant
sur le produit Depo-Provera®, présenté dans la Partie 1 — Introduction — Section 2.1, il est
nécessaire de caractériser tout d’abord cette forme posologique injectable qui est déja

commercialisée.

Etonnamment, peu d’informations sont disponibles dans la littérature sur Depo-Provera®. La
« seringabilité », ou capacité a étre injecté au moyen d’une seringue, est un parametre treés
important pour considérer si une forme posologique peut étre administrée avec une aiguille et
une seringue, notamment si le diametre interne de 1’aiguille est faible (c’est-a-dire si son
numéro de Gauge est élevé) comme cela serait le cas pour des études in vivo. Si la force
nécessaire pour administrer le volume requis de médicament depuis une seringue est
excessive, cela risque d’entrainer une administration difficile pour le chercheur et un
inconfort pour I’animal. C’est notamment le cas pour les injections qui pourraient
potentiellement induire des complications.'”” Différentes viscosités de produits nécessiteront
des aiguilles de tailles variées. De maniere générale, plus la viscosité est élevée, plus I’aiguille
requise devra étre grosse. L’objectif de cette étude est de caractériser le produit Depo-
Provera® en se focalisant sur la taille et la forme de ses particules, son comportement
thermique et sa « seringabilité ». Des résultats préliminaires du développement d’une
méthode de libération in vitro de 1’acétate de médroxy-progestérone MPA depuis Depo-

Provera® sont également présentés.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Matériels

La suspension stérile pour injection Depo-Provera® (dépot d’acétate de medroxy-
progésterone, depot medroxyprogesterone acetate ou DMPA en anglais) a 150 mg/mL a été
achetée chez Pfizer Ltd. (Sandwich, Royaume-Uni). Les dispositifs Spectra/Por™ Float-A-
Lyzer® G2 ont été achetés chez Spectrum laboratories Inc. (Rancho Dominguez, CA, Etats-
Unis). Ils ont un volume de 1 mL et seuil de coupure en poids moléculaire de 0,5 a 1,0 kDa.
L’acétonitrile de grade HPLC, ’alcool isopropylique (ispopropyl alcohol ou API) de grade
HPLC, le (15)-hydroxy-stéarate de polyéthyléne glycol (Kolliphor™ HS 15), I’acide acétique,

I’acétate de sodium et 1’acide trifluoro-acétique (trifluoroacetic acid ou TFA) ont tous été
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fournis par Sigma-Aldrich (Gillingham, Royaume-Uni). L’éthanol absolu a été obtenu chez
VWR International Ltd (Poole, Royaume-Uni) et I’eau de grade HPLC (aussi appelée H,O ou
eau dé-ionisée) a été obtenue grice a un systéme pour eau ultrapure Millipore® DirectQ® 3
UV (Merck Millipore Co., Watford, Royaume-Uni). Les aiguilles K-Pack I 22G x 1 5” (0.7
x 40 mm) Rx only et Neolus 25G x %” (0.5 x 16mm) ont été obtenues chez Terumo Europe
N.V. (Leuven, Belgique), les aiguilles Fine-Ject® 27G x 14” (0.4 x 12mm) chez Henke Sass
Wolf (Tuttlingen, Allemagne) et les seringues BD Plastipak'™ de 5 mL chez Beckton
Dickinson S.A. (Madrid, Espagne).

2.2 Observations microscopiques

Une goutte de la suspension Depo-Provera” a été déposée entre lame et lamelle et observée
avec un microscope digital Keyence® VHX-700F équipé d’un zoom grande étendue VH-
Z100R/W (Keyence Ltd., Milton Keynes, Royaume-Uni) dans le but d’évaluer la taille et
forme des particules suspendues de MPA. Ces mémes lames ont été observées sous un
microscope polarisant BX50F4 d’Olympus® Optical Co. Ltd. (Tokyo, Japon) équipé d’une
caméra couleur PixeLINK® Megapixel FireWire 1394 (Ottawa, Canada) et de son logiciel

associé PixeLINK® Capture (version 3.2).

2.3 Diffraction laser

La distribution de la taille des particules (particle size distribution ou PSD) de Depo-Provera®™
a été étudiée par diffraction de la lumiére laser en utilisant un diffractométre laser
Mastersizer® 3000 de Malvern Instruments Ltd. (Malvern, Royaume-Uni) équipé d’une unité
de dispersion humide interactive Hydro EV (extended volume, c’est-a-dire a volume étendu).
En utilisant un modele optique pour particules non-sphériques basé sur la théorie de Mie, les
paramétres suivants ont été utilisés pour ’indice de réfraction : 1,525, I’indice d’absorption :
1, la densité : 1,055 g/em’ et ’expérience a été répétée trois fois (n=3). La PSD a été analysée

en utilisant la méme méthode que celle détaillée dans la Partie 2, Section 2.3.
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2.4 Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Une analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC) a été réalisée sur la suspension
Depo-Provera® en utilisant un calorimétre différentiel a balayage DSC Qoo ™ préalablement
calibré (TA Instruments, New Castle, DE, Etats-Unis). 5 pL de suspension de Depo-Provera”
ont été précisément pesés dans une coupelle hermétique en aluminium perforée (TA
instruments, parties numéro 900793.901) fermée et scellée par un couvercle (parties numéro
900794.901). Ils ont ensuite été soumis a un cycle de chauffage-refroidissement-chauffage
entre 20°C et 220°C a une vitesse de 10°C/min sous une atmosphere d’azote, en méme temps
qu’une coupelle vide de référence. Un échantillon d’eau dé-ionisée (5 pL) dans une coupelle
hermétique en aluminium perforée a également ¢ét¢ soumis a un mode standard en rampe de
température de 20°C a 150°C, comme échantillon témoin. Ces coupelles hermétiques
perforées ont été obtenues en perforant leur couvercle a 1’aide d’une aiguille 25G pour
permettre I’évaporation de 1’eau. Cette expérimentation a été réalisée a trois reprises (n=3) et
les thermogrammes qui en résultent ont ét¢ analysés grace au logiciel TA Universal Analysis
2000 (version 4.5A). Pour chaque échantillon, le point de fusion Ty, (température de début de
pic, °C), I’enthalpie de fusion AH (J/g) et la température de transition vitreuse T, (°C) ont été

consignés.

2.5 Travail de « seringabilité » (TdS)

Le travail de seringabilité (TdS), aussi appelé moment de force et exprimé¢ en N.mm, a été
étudié pour déterminer I’effort requis pour expulser Depo-Provera® a travers des aiguilles de
différents diametres internes (22G, 25G and 27G). Un haut degré d’effort nécessaire pour
expulser les formulations des seringues identifierait des difficultés potentielles a
1’administration intra-musculaire. Des seringues jetables BD Plastipak'~ de 5 mL ont été
remplies avec la suspension Depo-Provera” a une hauteur constante correspondante & 1 mL.
En utilisant un analyseur de texture TA.XT plus (Stable Micro Systems, Godalming,
Royaume-Uni), le contenu de la seringue a été expulsé a une vitesse de 1 mm/seconde. L’aire
sous la courbe du graphique force-distance qui en résulte a été utilisée pour déterminer le TdS
en utilisant le logiciel Exponent TA.XT (version 6.1.4.0, également de Stable Micro
Systems). Le TdS correspondant a I’expulsion de 1I’équivalent d’1 mL d’air et 1 mL d’eau dé-
ionisée ont été utilisés comme témoin. Une augmentation en TdS se traduit par une

augmentation de I’aire sous la courbe. Toutes les mesures ont été répétées trois fois (n=3).
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2.6 Analyses statistiques

L’impact du diamétre interne de I’aiguille (numéro de Gauge) sur le TdS de Depo-Provera® a
été étudié avec le logiciel GraphPad Prism® version 7.0 pour Mac OS X (GraphPad Software,

La Jolla, Californie, Etats-Unis, www.graphpad.com) par analyse de variance a deux facteurs,

ou p < 0,05 est utilisé¢ pour dénoter une différence statistiquement significative. Un test de

Tukey a ensuite été utilisé pour les différences statistiquement significatives.

2.7 Libération in vitro accélérée

La libération in vitro de Depo-Provera® depuis les dispositifs Float-A-Lyzer™ dans les
milieux éthanol/H,O 20/80 (v/v) et une solution tampon d’acétate de sodium (solution tampon
acétate contenant 98% de tampon acétate de sodium et 2% de Kolliphor® HS 15) a été
¢valuée de maniére continue sur une période de 3 jours. Les échantillons répétés ont été
produits en injectant le contenu d’une seringue pré-remplie de Depo-Provera®™ (1 mL) dans un
dispositif Float-A-Lyzer™. Ces dispositifs remplis ont ensuite été individuellement placés
dans des flacons a bouchon a vis de 250 mL contenant chacun 200 mL de milieu de
libération. Les flacons ont été placés dans un incubateur orbital rotatif Infors HT Unitron®
(Infors AG, Bottmingen, Suisse) a 37°C et 60 min". 1 mL de milieu de libération a été
prélevé a chaque point et remplacé par du milieu natif aux temps suivants : 0, 30°, 1, 3, 6, 12,
24, 48 et 72 h. L’¢étude de libération a été répétée trois fois (n=3) pour chaque milieu. La
quantit¢ de MPA libérée des dispositifs Float-A-Lyzer'" a été dosée par chromatographie

liquide haute performance (HPLC) a détection UV comme décrit dans le paragraphe suivant.

2.8 Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)

Une méthode HPLC a phase inverse a été¢ développée pour le MPA en utilisant un systéme
Waters Alliance avec un module de séparation e€2695 (Waters Corporation, Milford,
Royaume-Uni) et une détection UV aux longueurs d’onde 210 nm et 254 nm (avec le
détecteur d’absorbance a double A 2489). 20 uL ont été injectés pour chaque échantillon dans
une colonne Phenomenex™ Luna 5 pm C18(2) 100 A (150x4.6 mm; Phenomenex Ltd.,
Cheshire, Royaume-Uni) maintenue a 30 + 5°C. Ces échantillons ont ensuite été soumis a une
¢lution isocratique de 10 minutes a un débit de 1 mL/min en utilisant pour phase mobile un
mélange 0.1% TFA dans de 1’eau / acétonitrile aux proportions 40/60 (v/v). Aprés injection,
le MPA est élué vers 8,3 minutes. Une gamme d’étalonnage de MPA de 0.5 a 100 ug/mL a

¢été préparée dans un mélange IPA/H,O aux proportions 50/50 (v/v). La courbe d’étalonnage a
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été tracée aprés mesure de 1’aire des pics des différents points de la gamme pour chaque
longueur d’onde. Le recueil et I’analyse des données sont accomplis avec le logiciel

Empower® 2.

3 Résultats et Discussion

3.1 Distribution de la taille des particules (particle size
distribution ou PSD)

La microscopie digitale a permis 1’évaluation de la taille des particules de Depo-Provera™ qui
s’étendait de 1 a 20 um (Figure 13). Sous lumiere polarisée, la suspension a réfléchi la
lumiere sur la majeure partie de 1’échantillon en donnant différentes couleurs. Ceci indique

que la suspension est composée d’une poudre micronisée composée de fines particules

cristallines (Figure 14).

Figure 13 : Images de microscopie digitale de la suspension Depo-Provera® aux zooms 200x (A) et 1000x (B) avec 20

mesures de taille.

Figure 14 : Images de microscopie de Depo-Provera® au zoom 20x observé avec une ligne polaire (A) et deux lignes

polaires croisées (B), c’est-a-dire sous lumiére polarisée.
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La PSD mesurée par diffraction laser a montré une distribution globalement monomodale de
la taille des particules avec une courbe en forme de cloche désaxée vers les plus petites tailles
de particules (Figure 15). La plupart de la densité de volume se trouve entre 1 et 20 um. Ceci
confirme la gamme de tailles évaluée par observation en microscopie digitale. La courbe de
distribution de taille en volume cumulée (ligne en pointillée) montrant une forme a un seul
¢tage, la monodispersité générale de la PSD est confirmée. La PSD consignée dans le Tableau
7 est déduite de cette derniére courbe. Comme attendu, 90% des particules ont une taille
inférieure a 17,5 + 1,6 um (D,90); 50% inférieure a 8,6 + 1,8 um (D,50) et 10% inférieure a
1,85 £ 0,55 um (Dy10).
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Figure 15 : La PSD représentative de la suspension Depo-Provera® avec sa taille en densité de volume (ligne continue)

et sa distribution de taille en volume cumulée (ligne pointillée) contre la taille des particules (nm).

Tableau 7 : Distribution de la taille des particules (particle size distribution ou PSD) de la suspension Depo-Provera®.

Taille (um) : moyenne £ écart-type (n=3)

D,10 D,50 D,90
Depo-Provera®

1,85+ 0,55 8,6+ 1,8 17,5+ 1,6
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3.2 Comportement thermique

L’analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC) a été réalisée sur Depo-Provera®
pour étudier son comportement thermique. De 1’eau dé-ionisée a été utilisée comme témoin.
Les thermogrammes représentatifs sont présentés en Figure 16. Pendant la premicre étape de
chauffage, un pic endothermique large et épais est observé a 100°C, attribué treés
probablement a I’eau présente dans la formulation étant donné la similarité avec le
thermogramme du témoin. Une seconde transition endothermique est observée vers 202°C,
dans la partie basse de la gamme de températures de fusion attendues pour le médicament
MPA pur. Une recristallisation semble avoir lieu pendant I’étape de refroidissement entre 160
et 170°C. Enfin, pendant la seconde et dernicre étape de chauffage, il y a une légere
dépression a environ 46°C et un second pic de fusion autour de 199°C. Ce dernier pic est le
second T, caractéristique de MPA qui est juste en dessous de sa gamme de température de
fusion attendue (entre 200 et 210°C). Les résultats donnés dans le Tableau 8 sont les

moyennes et écart-types de mesures répétées trois fois (n=3).

Au dessus de 120°C, le profil des thermogrammes DSC est similaire a celui de 1’échantillon
2/6 du médicament MPA pur, ou la recristallisation a lieu pendant I’étape de refroidissement
(voir Figure 9 de la Partie 2, Section 3.2). Cette recristallisation a lieu entre 160 et 170°C et
non entre 140 et 155°C. Pendant le second chauffage, la légeére dépression autour de 46°C
semblerait correspondre a une petite transition vitreuse (glass transition ou Ty en anglais) ou a
une petite fusion (T,,). Contrairement au médicament fourni en 1’état (Figure 9 de la Partie 2,
Section 3.2), aucune dépression correspondant a une transition vitreuse n’est observée a 64 —
65°C. Finalement, pour la seconde étape de chauffage, le pic de fusion caractéristique du
médicament MPA pur est apparu a une température légerement plus faible que la gamme de
températures de fusion T,, pour MPA. Toutes les différences observées sur les
thermogrammes DSC pourraient étre dues a des interactions du médicament avec les

excipients.
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Figure 16 : Thermogrammes DSC de trois échantillons Depo-Provera® et de I’eau dé-ionisée
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Tableau 8 : Résultats d’analyse DSC obtenus pour la suspension Depo-Provera®.

*Gamme de T, attendue rapportée dans la littérature.'>

T, attendue

_ Etape de Tm pour Enthalpie de
(n=3) p Ou(f%/;PA chauffage MPA (°C) fusion AHg (J/g)
1 202,2+0,9 13,1 +0,4
Depo-Provera® 200 —-210%*
2 199,1 £ 0,8 10,6 £ 0,9
_ Etape de o ou 2™ T, et 2°™ enthalpie
(0=3) chauffage Te CC) (°C) de fusion (J/g)
Depo-Provera® 2 47,0+ 0,6 45,0+ 0,5 1,4+0,7

3.3 Caractérisation mécanique

Depo-Provera”™ a été administré au moyen d’une seringue a travers trois différentes aiguilles
(22G, 25G and 27G) pour évaluer la facilité a laquelle la suspension pouvait étre expulsée a
de faibles diametres internes d’aiguille et comparé aux témoins choisis, I’air et I’eau. Les

résultats du travail de seringabilité (TdS) sont présentés en Figure 17.
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Figure 17 : TdS déterminé a partir des graphiques force-distance pour chaque aiguille (Moyenne + écart-type, n=3).

ns : non significatif (p > 0,05) ; toutes les autres comparaisons étant statistiquement significatives avec p < 0,0001.
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Une augmentation du nombre de Gauge de 1’aiguille, c’est-a-dire une diminution du diamétre
externe'”' de I’aiguille a résulté en une augmentation statistiquement significative du TdS
exercé sur la seringue pour expulser le volume donné de suspension (p < 0,0001). Le TdS le
plus ¢élevé a donc été enregistré pour 'aiguille de 27G (137,5 = 7,4 N.mm), avec 22G
montrant le plus faible (36,3 + 2,0 N.mm), hormis les contrdles respectifs. Les études de
seringabilit¢ ont été conduites en utilisant ces trois tailles de Gauge d’aiguille apres
consultation des recommandations pour l’expérimentation sur animaux de laboratoire.
Suckow, Weisbroth, Franklin et Hedrich recommandent d’utiliser, pour des injections
intramusculaires, des aiguilles avec diamétre interne maximal de 25G chez le rat et 27G chez
la souris.'**'* Ces aguilles de faible diamétre interne sont utilisées pour limiter toute douleur
éprouvée par I’animal mais aussi pour réduire le risque d’infection et tout effet indésirable lié

a cette difficile procédure.

3.4 Libération in vitro

Suite a la détermination préalable de la longueur d’onde maximale d’absorption de MPA (voir
Partie 2, Section 3.3), des solutions étalons de MPA dans un mélange IPA/H,O aux
proportions 50/50 (de 0,5 a 100 pg/mL) ont été utilisées pour construire des étalonnages
linéaires aux longueurs d’onde 210 et 254 nm. Les courbes d’étalonnage qui en résultent ont
été tracées en Figure 18 avec leur équation et coefficient de corrélation R%. R* était > 0.99 a
chaque longueur d’onde de détection. Les aires sous la courbe des pics chromatographiques
de MPA ¢étaient plus élevées a 254 nm, la longueur d’onde décrite dans la pharmacopée
européenne'”’, indiquant un pouvoir d'absorption molaire augmenté, et donc une sensibilité
accrue a cette longueur d’onde. Ceci confirme le choix de travailler a 254 nm pour développer
la méthode HPLC-UV pour MPA. L’analyse HPLC a été réalisée sur des échantillons de
libération in vitro pour déterminer la présence de MPA dans chaque échantillon et tout autre
composé qui pourrait également &tre présent. Les chromatogrammes qui en résultent sont
présentés dans la Figure 19 pour la libération dans les milieux éthanol/H,O aux proportions
20/80 (v/v) (Figure 19A) et solution tampon acétate (ABS) avec 2% de Kolliphor® HS 15
(Figure 19B). Ces milieux de libération ont été choisis pour permettre d’aider la dissolution
du PA a l’aide d’un solvant (éthanol) ou d’un surfactant (Kolliphor® HS 15). Des pics
correspondant au MPA (vers 8.3 min) ont été observés aux faibles concentrations lors de la
libération dans le milieu aqueux (Figure 19A), en dessous du témoin a 10 pg/mL, avec une
aire sous la courbe et donc une concentration diminuant au cours du temps. Cependant, aucun

pic de MPA n’a été observé dans les échantillons de libération dans le milieu ABS. D’autres
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composés sont apparus dans les échantillons analysés se traduisant par la présence d’autres

pics. Les excipients méthyl-paraben (MP) et propyl-paraben (PP) ont ét¢ identifiés aux temps

d’¢lutions respectifs 2,3 et 3,2 min, en accord avec ce qui a déja été rapporté dans la

littérature.'** Au cours du temps, ’aire du pic de MPA diminue alors que 1’aire du pic de MP

augmente signifiant que du MPA est toujours libéré. Les échantillons de libération dans le

milieu éthanol/H,O ont aussi €lué un autre composé autour de 1,9 min. Ceci pourrait étre un

produit de dégradation de MPA : la médroxy-progestérone formée par hydrolyse ou des

impuretés, comme expliqué dans la monographie de I’injection de médroxy-progésterone

dans la pharmacopée francaise, la pharmacopée européenne et la pharmacopée internationale

de ’OMS 106,107,125
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Figure 18 : Courbes d’étalonnage de MPA obtenues a deux différentes longueurs d’onde en HPLC-UV.
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Figure 19 : Chromatogrammes UV illustrant la libération de MPA dans les milieux éthanol/H,O aux proportions

20/80 (v/v) (A) et dans la solution tampon d’acétate (ABS) avec 2% de Kolliphor® HS 15 (B) 2 254 nm.

4 Conclusions et Perspectives

Ces données de caractérisation préliminaires sont des prémices de développement de
formulations injectables de type dépot en tant que technologie de prévention polyvalente en se
basant sur la formulation Depo-Provera®. La diffraction laser a confirmé la taille des
particules évaluée par observation microscopique : ses D,10, D,50 et D,90 rapportées €taient,
respectivement, 1,85 + 0,55 um, 8,6 + 1,8 um et 17,5 = 1,6 um. Le comportement thermique
de Depo-Provera® a également été évalué ainsi que sa capacité a étre injecté au moyen d’une
seringue a travers des aiguilles de différents diamétres. Des résultats préliminaires de sa
libération 4 travers des dispositifs Float-A-Lyzer ™ ont montré que MPA se dégrade dans le

milieu de libération.

En plus d’utiliser une taille d’aiguille appropriée, il est important de prévenir toute
dégradation accélérée du produit par un pH inapproprié. La méthode HPLC-UV pour doser le
MPA nécessite d’étre améliorée et validée de telle sorte que la concentration en MPA dans le

milieu de libération puisse étre établie avec certitude. Des efforts doivent également étre
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effectués pour mieux controler la libération de MPA des Float-A-Lyzer™™ en prévenant
potentiellement la dégradation de MPA lorsque qu’il diffuse dans le milieu. Des
investigations plus poussées pour choisir le milieu de libération idéal doivent également étre

entreprises.
Dans la partie suivante — partie 4, le mélange des deux médicaments MPA et MC1220 est

étudié par analyse thermique dans le but d’identifier leur composition eutectique. Cette étude

est une autre étape qui pourra contribuer au développement d’une TPP injectable.
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|dentification de la composition eutectique
d’'un meélange de deux medicaments :
MPA et MC1220
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1 Introduction

Les médicaments combinés, combination drug products ou CDPs en anglais, sont des formes
posologiques uniques comprenant au moins deux principes actifs (PAs) qui peuvent cibler
une ou plusieurs maladies (souvent liées). Pour les patients, ces CDPs permettent souvent de
mener a une thérapie simplifiée, une efficacité clinique améliorée, une occurrence d’effets
indésirables diminuée et une observance accrue.'”*'?® Pour les industries pharmaceutiques,
les CDPs offrent aussi d’excellentes opportunités pour la gestion du cycle de vie des

médicaments déja sur le marché.

Cependant, les CDPs sont aussi plus complexes a mettre au point que les formes posologiques
ne contenant qu’un seul PA ; et il existe un risque accru d’interactions médicamenteuses.
Dans de nombreuses situations, ces interactions portent détriment a la stabilité, a 1’efficacité
thérapeutique et a la sécurité clinique des CDPs. Occasionnellement, les interactions
médicamenteuses peuvent augmenter 1’activité d’un CDP. Certains produits pharmaceutiques
sur le marché comprennent par exemple deux PAs formulés & une composition spécifique,
dite composition eutectique. C’est le cas pour la créme anesthésique locale EMLA®, dont
I’association de deux PAs offre aux PAs une perméabilité transdermique accrue. Le nom
commercial de cette spécialité est par ailleurs une abréviation anglaise : « Eutectic Mixture of
Local Anesthetics » qui pourrait se traduire par « Mélange Eutectique d’Anesthésiques

Locaux » puisqu’elle contient en effet en quantit¢ égale des anesthésiques lidocaine et

prilocaine.

Dans le but de développer des formulations a action prolongée avec des caractéristiques de
libération spécifiques, une connaissance de la diffusion et de la solubilité est requise,
notamment lors de la combinaison de deux médicaments au sein d’une méme forme
posologique. Ces données peuvent étre déterminées pendant I’étape de pré-formulation ou par
des études de libération in vitro. Connaitre les proportions auxquelles deux médicaments
hydrophobes interagissent le plus favorablement offre un avantage non négligeable. Par
exemple, le comportement de phase des molécules stéroidiennes étonogestrel et éthinyl-
estradiol a été étudié par analyse thermique dans le passé¢'?’, démontrant que ces molécules
forment un mélange eutectique. Un eutectique est défini comme un mélange de deux corps en
proportions données qui fond a une température constante plus faible que les températures de

fusion des corps séparés. Cet abaissement de la température de fusion du systéme est appelé
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fusion eutectique. Il est responsable d’une augmentation en solubilité des PAs et ainsi de

I’amélioration de leur perméabilité.

La combinaison de I’hormone stéroidienne acétate de médroxy-progestérone (MPA) et de
I’antirétroviral MC1220 a été étudiée ici pour déterminer leur aptitude a étre co-formulés dans
une suspension injectable. Le potentiel de formation d’une composition eutectique de ces
deux médicaments hydrophobes a été évalué en utilisant une analyse thermique du mélange
des poudres a différents ratios. Il est espéré que mélanger ces deux médicaments diminuera
leur point de fusion, augmentera leur solubilité, leur vitesse de dissolution et leur libération in
vitro comparé aux formes posologiques séparées correspondantes. La calorimétrie
différentielle a balayage (en anglais, Differential Scanning Calorimetry ou DSC) est la
technique d’analyse thermique utilisée. Dans une chambre a température contrdlée, une
coupelle porte-échantillon (contenant un échantillon de la poudre ou du liquide d’intérét) et
une coupelle de référence (généralement vide) sont chauffées a vitesse constante pour les
maintenir a la méme température. La différence de chaleur requise pour augmenter la
température a la fois de I’échantillon et de la référence est suivie. Quand des transitions de
phase ont lieu dans la coupelle porte-échantillon, de la chaleur est soit absorbée soit libérée.
Lors d’une fusion (processus endothermique) plus de chaleur est requise et lors d’une
cristallisation (processus exothermique) moins de chaleur est requise pour maintenir les deux
coupelles a la méme température. Sur les courbes de DSC ou thermogrammes tracés en
conséquence, des pics de fusion et de cristallisation peuvent étre observés. La direction de ces

pics dépend de I’orientation de I’axe des ordonnées (axe des y).

2 Matériels et Méthodes

2.1 Matiéres premiéres

MC1220 a été gracieusement fourni par 1’Université de Cagliari (Italie) et MPA acheté chez

Sequoia Research Products Ltd. (Pangbourne, Royaume-Uni).
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2.2 Mélange de poudres solides de MPA et MC1220

Des mélanges de poudres solides de MPA et MC1220 (poids total de 0.1g, avec des
incréments massiques de 10%) ont été préparés par mélange intime en utilisant un
SpeedMixer™ (DAC 150 FVZ-K, Synergy Devices Ltd., High Wycombe, Royaume-Uni)

pendant 1 min a 1000 min™

2.3 Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

L’analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC) a été réalisée sur ces mélanges en
utilisant un calorimétre différentiel a balayage DSC Qg ™ calibré (TA Instruments, New
Castle, DE, Etats-Unis). Pour chaque mélange, trois échantillons identiques (n=3) d’environ 3
mg ont été précisément pesés dans des coupelles standard en aluminium (TA instruments,
parties numéro 900786.901) et fermés par des couvercles (parties numéro 900779.901) mais
non scellées pour permettre d’évaporer toute eau résiduelle. Ils ont ensuite été soumis a un
mode de chauffe standard en rampe de température de 20°C a 220°C a une vitesse de
10°C/min sous une atmosphere d’azote, en méme temps qu’une coupelle vide de référence.
Pour chaque échantillon, la température de début de pic (°C), la température au pic (°C) et

I’enthalpie de fusion AH (J/g) ont été suivies.

2.4 Prédiction de I'abaissement des températures de fusion

Van Laarhoven et al. (2002) ont adapté une formule de Martin et al. (1983) pour prédire
I’abaissement de température de fusion observée pour chacun des deux composés du systéme
comme c’est le cas dans cette étude.'”*° En utilisant 1" Equation 2, il est possible d’obtenir

les valeurs théoriques des abaissements de température.

1
(log(1-%5)(2:303R/AH 4, )) =1/ Ty,

T =

Equation 2
Ou Tia) est le point de fusion abaiss¢ du composé A (K), AHga) est I’enthalpie de fusion de A
(J/mole), Ty est le point de fusion de A (K), R représente la constante universelle des gaz

parfaits (8.314 J/mole/K) et xp est la fraction molaire du composé B.

Cette équation a été appliquée aux données de DSC obtenues pour les mélanges de MPA et

MC1220.
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3 Résultats et Discussion

Le comportement thermique des poudres de MC1220, MPA et de leurs mélanges massiques
par incréments de 10% a été étudié par calorimétrie différentielle a balayage (DSC). MC1220
a montré une température de fusion a 196,5 = 2,5°C et MPA a 207,1 £+ 0,2°C (Figure 20 et
Tableau 9). Les températures cristallines de fusion des deux composés ont été abaissées suite

au mélange et dans une certaine mesure en fonction du pourcentage massique (% poids).

== 100% MPA

== 90% MPA

== 80% MPA

= 70% MPA

== 60% MPA

== 50% MPA

== 40% MPA

== 30% MPA

Flux thermique (W/g)

== 20% MPA

== 10% MPA

T’

== 0% MPA

20 Wig =100% MC1220

120 140 160 180 200 220
Exo.Up*  Température (°C)

Figure 20 : Tracés DSC représentatifs des mélanges de poudres de MPA et MC1220.

63



Tableau 9 : Tableau récapitulatif des températures de fusion de début de pic consignées et des enthalpies de fusion AH

correspondantes (n=3).

Acétate@lel .
médroxyprogestérone@VIPA Eutectic Mc1220

%02 T, Ble@ébut T, Ble@ébut T, @e@ébut
MPA deicd’C) AH/g) deicd’C) AHA/g) de@icq’C) AH/g)
100 | 207,1+ 0,2 | 851+ 1,3

90 | 1951+ 41 | 52,0+ 6,6 1713+ 0,1 | 13,1+ 3,9

80 187,7 £+ 1,9 23,4+ 0,5 1714 + 0,1 29,6 + 1,3

70 187,1 £+ 4,1 6,4 + 05 1716 £ 0,3 404 £+ 13,4

60 1715+ 0,2 58,4 + 2,5

50 171,2 £+ 0,8 71,2 + 8,0

40 171,5+ 0,2 80,2+ 1,1

30 170,7 £ 0,2 440 + 2,2

20 1699 + 0,1 31,5+ 0,6 180,8 £+ 0,5 21,7 £ 4,2
10 169,0 £ 0,1 159+ 0,3 184,6 £ 0,2 51,8+ 1,5
0 196,5+ 2,5 | 97,7+ 4,7

Moyenne® Rcart-type®l 170,9 £ 0,9

Un mélange eutectique a ét€ observé a 170.9 + 0.9°C. En se basant sur 1’extrapolation des
courbes liquidus de température et sur la valeur de 1’enthalpie de fusion AH, la composition

eutectique a été estimée aux proportions 60:40 de MC1220/MPA (Figure 21 et Figure 22).

o
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© i . 4 4 4 a 4 a2 a1l -= MPA théorique
£ 160 <+ MPA
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<

R I e — . T ————

- 0 20 40 60 80 100
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Figure 21 : Diagramme de phase a deux composés pour les mélanges de poudres de MPA et MC1220.
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Figure 22 : Influence de la concentration en médicament sur I’enthalpie de fusion (AH) de mélanges a deux composés.

Les valeurs expérimentales obtenues pour les abaissements de température (Figure 21)
suivent la méme tendance que les valeurs théoriques. En se basant sur les données prédites, le
mélange eutectique est cependant compos¢ de 25% de MPA et de 75% de MC1220. Les
valeurs théoriques ne se superposent pas aux valeurs expérimentales puisque 1’équation 2 est
destinée a des solutions idéales pour lesquelles les parametres de solubilit¢ des deux

‘1 e 129
médicaments sont considérés égaux.

4 Conclusions et Perspectives

Cette étude confirme que le médicament antirétroviral MC1220 et [’hormone contraceptive
MPA forment un mélange eutectique a deux composés a une composition proche de 40% en
MPA et 60% en MC1220 en suivant un simple mélange physique des deux poudres. Comme
la température de fusion des médicaments influence leur solubilité et que cette solubilité
influence elle-méme leur vitesse de libération, ce systéme eutectique a deux composés
pourrait étre utilis€é pour développer des technologies de prévention polyvalentes TPPs sous

formes injectables pour fournir simultanément une contraception hormonale et une prévention

du VIH.

Il a été fait I’hypothése qu’une suspension a action prolongée formulée avec MC1220 et MPA

a leur composition eutectique pourrait augmenter leur solubilité et donc leur conférer des
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avantages en terme de libération. Néanmoins, les besoins posologiques devront aussi étre
considérés. Ce potentiel de solubilité accrue pourra étre évalué par des études de libération in
vitro utilisant différentes proportions des deux médicaments. La formation de ce mélange
eutectique pourra aussi étre confirmée en 1’étudiant par diffraction des rayons X (DRX). Une
méthode alternative appelée la méthode par « dissolution de solvant et évaporation » pourrait

¢galement étre utilisée pour préparer des mélanges eutectiques de combinaisons de PAs.
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Conclusion géenérale

L’objet de cette theése est le développement d’une technologie de prévention polyvalente
(TPP) injectable fournissant une prévention contre 1’infection au virus de I’immunodéficience
humaine (VIH) et une contraception. Ce projet vise a répondre a certaines des grandes
priorités de sant¢ mondiale mises en évidence par les objectifs de développement des Nations
Unies : I'amélioration de la santé reproductive maternelle, la lutte contre le VIH / syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA), et la prévention des infections sexuellement
transmissibles. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a souligné la nécessit¢ de
développer de nouvelles TPPs qui répondent simultanément & au moins deux de ces priorités.
Bien qu'un nombre important d'articles ont été publiés a ce sujet, il n’y a eu a ce jour qu’un
développement limit¢ de nouveaux concepts de TPPs. Une injection qui fournirait aux
femmes a la fois une contraception et une prévention du VIH est considérée comme une haute

priorité de stratégie de développement de TPP.

Ces études préliminaires servent de base au développement de formulations injectables a
action prolongée combinant une contraception et une prévention du VIH. L’objectif final de
ce projet est de formuler une TPP injectable avec une fréquence d’administration de 2 mois

qui permet de protéger les femmes contre le VIH et toute grossesse non-désirée.

Dans le but de formuler des TPPs injectables avec les principes actifs médroxyprogesterone
acétate (MPA) et MC1220, respectivement contraceptif hormonal et antirétroviral, certaines
de leurs propriétés physico-chimiques ont été caractérisées. Leurs poudres sont cristallines et
micronisées ; ils sont stables thermiquement jusqu’a plus de 250°C et leurs longueurs d’onde
optimales de détection sont assez éloignées. Tout ceci suggere la possibilité de développer des
études de libération in vitro évaluant la combinaison de ces deux médicaments et leur

détection simultanée par HPLC-UV.

Le contraceptif injectable trimestriel Depo-Provera®, qui sert de base au développement de
ces TPPs, a également été caractérisé. Certaines de ses propriétés physico-chimiques, son
comportement thermique et sa « seringabilité » (capacité a étre injecté au moyen d’une
seringue) ont été évalués. Cette suspension injectable est une poudre cristalline composée de

particules ayant une taille inférieure a 20 um. Des résultats préliminaires de sa libération a

67



travers des dispositifs Float-A-Lyzer™ ont montré que MPA se dégrade dans le milieu de

libération.

La composition eutectique d’un mélange de ces deux médicaments a enfin été identifiée a une
composition proche de 40% en MPA et 60% en MCI1220 en suivant un simple mélange

physique des deux poudres et en utilisant une analyse thermique.

Ces résultats sont des prémices d’études plus approfondies pour une caractérisation fine des
propriétés physico-chimiques des médicaments rentrant dans la composition de cette
potentielle TPP. Au vu des résultats actuels, encourageants, aucun obstacle n’a pu étre mis en

évidence a la continuité du projet.
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