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INTODUCTION GENERALE

Le développement de médicaments pour une cible thérapeutique donnée passe par
plusieurs étapes permettant de sélectionner des substances actives et de démontrer leur
efficacité thérapeutique et leur sécurité toxicologique. Ces deux criteres définissent la qualité

du médicament.

Les études de stabilité sont basées sur la caractérisation de ces propriétés, ainsi que sur
I'étude de la sensibilité des substances aux facteurs environnementaux pouvant altérer les

propriétés intrinseques des substances.[8]

Dans le développement industriel de nouvelles substances médicamenteuses et/ou de
nouveaux produits, les candidats médicaments a faible solubilité dans |'eau posent des
problemes considérables car cette propriété est associée a une faible biodisponibilité. La
recherche et le développement adoptent diverses approches pour améliorer la solubilité
et/ou la vitesse de dissolution des médicaments faiblement solubles dans |'eau, augmentant
ainsi la biodisponibilité orale[10]. Dans ce cadre, I'étude du polymorphisme revét une grande

importance .

Le polymorphisme est I'aptitude d'une molécule a cristalliser sous des structures cristallines

différentes mais chimiquement identiques.

Dans le domaine pharmaceutique, le polymorphisme revét une importance majeure. Chaque
polymorphe est en effet considéré comme un produit différent puisque la biodisponibilité
différe d'un polymorphe a un autre. Aussi, si la phase produite industriellement n’est pas celle
déposée et brevetée aupres des autorités réglementaires (FDA), elle sera considérée comme
un principe actif différent et ne sera donc pas commercialisée tant que sa bioéquivalence ne

sera pas prouvée.

Cela peut causer I'arrét de la commercialisation d'un traitement suivi par des milliers, voir des
millions, de patients et infliger de grandes pertes financieres a I'entreprise. On peut citer a ce

sujet la mésaventure d'Abbot avec Novir®( Ritonavir). [24]
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Par conséquent, le criblage de tous les polymorphes d'un principe actif avant sa production
et sa commercialisation apparait comme une étape cruciale.

Comme les polymorphes différent par leurs structures cristallines, et que les propriétés
physiques ou chimiques varient d'une forme a l'autre, il existe un portefeuille de techniques
analytiques pour caractériser les polymorphes d'une substance , parmi eux : la spectrométrie
de diffraction des rayons X, I'analyse thermique différentielle, la spectrométrie infrarouge, le

thermomicroscopie .[40]

Pour mieux comprendre ce phénomene nous nous sommes basés dans notre travail sur
I'exemple du Paracétamol ,qui est sujet au polymorphisme .
en effet, ce dernier présente trois phases polymorphiques qui influent sur la compressibilité

de cet antalgique .
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CHAPITRE I : LE MEDICAMENT

1.1. Définition d’ un médicament :

v

Pour un scientifique : Il s’agit d” une entit¢ moléculaire ou supramoléculaire , voire
cellulaire , qui aprés une administration a un organisme , interfére avec des processus
biologiques ou pathologiques de telle sorte que l’effet final présente un intérét

thérapeutiques . Ces entités sont appelées principes actifs .

Pour un pharmacien : C’ est une forme pharmaceutique ( galénique ) contenant un ou
plusieurs principes actifs , accompagnée d’excipients ou adjuvants destinés a obtenir une

forme administrable .

Pour un médecin : C’ est un des outils thérapeutiques a sa disposition [1].

En Algérie , le médicament est défini par la loi n°® 18-11 du 18 Chaoual 1439 correspondant

au 2 juillet 2018 relative a la santé , dans son article 208 , est considéré comme médicament «

toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou

préventives a I’égard des maladies humaines ou animales, et tous produits pouvant étre

administrés a ’homme ou a I’animal en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer,

de corriger et de modifier ses fonctions physiologiques » .

De la méme loi , selon I’article 209 , « Sont considérés également comme médicaments,

notamment :

— les produits diététiques qui renferment des substances non alimentaires leur conférant des

propriétés utiles a la santé humaine .

— les produits stables dérivés du sang .

— les concentrés d’hémodialyse ou solutés de dialyse péritonéale .

— les gaz médicaux » [2] .
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I.2. Développement des médicaments :

Il s’agit d'un ensemble d'études qui suivent la découverte ou la conception d'une molécule

médicamenteuse et qui aboutissent a la demande d’Autorisation de Mise sur le Marché

(AMM ) aupres des autorités réglementaires.

Le cadre de développement d'un nouveau médicament est défini par L'environnement

réglementaire pharmaceutique dont les objectifs sont de :

- La qualité .

- L’efficacité .

- La sécurité .

Le développement d’un médicament, de la

validation d’une hypothése scientifique a la

commercialisation, prend en moyenne 10 a 15 ans. Cette période est généralement scindée en

3 étapes. (Figure 1) .
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Figure 1: Principales phases de la conception d’un médicament [3] .
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» L’étape de criblage ou « screening » :
Cette phase de recherche vise a découvrir des médicaments candidats, c'est-a-dire a savoir

les composés qui vont agir le plus efficacement sur une pathologie définie[4].

» Le développement préclinique :

Les études précliniques permettent d’obtenir les premiéres connaissances sur le
comportement d’un candidat médicament, et sont nécessaires avant les essais chez
I’homme. Les expérimentations sont essentiellement réalisées sur I’animal.

Au cours du développement préclinique, un grand nombre d’études sont menées afin de
qualifier le candidat médicament sur le plan de la pharmacologie, de
la pharmacocinétique et de la toxicologie. Ces études seront ensuite intégrées au dossier
de demande d’Autorisation de Mise sur le Marché du futur médicament, délivrée par les

autorités de santé.

e Les études de pharmacologie : Elles visent a vérifier le mécanisme d’action et

mesurer ’activité du candidat médicament .

e Les études de pharmacocinétique : permettent de décrire le comportement et

aussi le devenir du composé dans un organisme vivant .

e Les études de toxicologie : visent a établir quels sont les organes cibles et les doses

toxiques du candidat médicament .

A partir des résultats de ces études, les doses a administrer chez I’homme (lors des essais
cliniques) seront déterminées afin de réduire les risques au maximum.

Enfin, une partie du développement préclinique, appelée évaluation du risque
environnemental ,vise a mesurer 1’impact de la mise sur le marché d’un nouveau médicament

pour I’environnement.[5].

> Le développement clinique :

Les essais cliniques sont les essais systématiques d’'un médicament chez I’homme afin
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d’en vérifier les effets et/ou d’identifier tout effet indésirable et/ou d’en étudier
P’efficacité et la sécurité d’ utilisation .

Cette étape de développement correspond a 4 types d’études conduites sur I’homme :

e Les études cliniques de phase 1 : elles sont réalisées sur un petit nombre de
volontaires sains et visent a étudier la tolérance (capacité de I’organisme a tolérer
la prise d'un médicament sans effets nocifs ) et le devenir du médicament dans
I’organisme .

e Les études cliniques de phase 2 : clles sont réalisées sur des petits effectifs de
patients et visent a déterminer la dose optimale en termes d’efficacité et de
tolérance du candidat médicament .

e Les études cliniques de phase 3 : elles sont réalisées sur un grand nombre de
patients volontaires et visent a répondre a une question sur le bénéfice du
médicament pour le patient ainsi qu’a identifier les risques potentiels. Le but
ultime, est d’évaluer le rapport bénéfice/risque. Si un traitement de référence existe
déja , des études comparatives sont menées entre le candidat médicament et le
traitement de référence.

e Les essais cliniques de phase 4 :Elles sont réalisées aprés la mise sur le marché du
médicament (post-AMM) et permettent souvent d'améliorer les conditions

d'utilisation du médicament [6].
1.3. Stabilité et pureté des médicaments :

Deux critéres auxquels les médicaments fabriqués doivent répondre, 1’efficacité et
I’innocuité. Ces deux critéres doivent alors étre garantis pendant toute la durée de validité du
médicament .IIs sont évalués par des études de stabilité qui concernent avant tout le principe
actif en tant que matiére premiere puis le médicament en tant que produit fini .

Selon les recommandations et définitions de 1’ ICH (The International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human

Use) , la stabilité d’un médicament est son aptitude a conserver ses propriétés chimiques,
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physiques, microbiologiques et biopharmaceutiques dans des limites spécifiées pendant toute
sa durée de validité. Les études de stabilité ont alors pour objectif d’évaluer la qualité¢ d’un
principe actif ou d“un produit médicamenteux et de donner des informations sur la fagon dont
leur qualité varie en fonction du temps sous 1’effet de divers facteurs environnementaux [7].
L'étude de la pureté et de la stabilité des principes actifs a 1'état solide est essentielle pour la
fabrication de médicaments « de qualité ». Ces études sont principalement basées sur les
propriétés physiques et chimiques de ces substances , ce qui permet de bien les connaitre et de
maitriser les transformations ou altérations pouvant affecter la « qualité » du produit fini.
La caractérisation chimique concerne la réactivité chimique de la substance active en solution
et consiste a évaluer sa pureté, a rechercher des substances apparentées ou des produits de
dégradation sous conditions de stress, a caractériser les éventuelles impuretés présentes et

créer un schéma de dégradation de cette substance [8].
1.4. Cadre réglementaire (Stabilité du médicament) :

En 1979, Un comité de I’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢) a présenté un rapport
sur les garanties de qualité des systémes d“approvisionnement en produits pharmaceutiques.
Dans I’annexe de ce rapport, il est noté que le stockage constitue un des aspects importants de
I’assurance de la qualité. Il y est précis¢ qu’un stockage défectueux peut conduire a la
détérioration physique et a la dégradation chimique des produits, entrainant une perte
d’activité et une formation de produits de dégradation éventuellement nocifs. Plus tard, on a
commencé a envisager d’autres aspects, tels que I’instabilité microbiologique et la perte de
biodisponibilité [7].

Les principaux facteurs qui peuvent influer sur le degré et t la vitesse de détérioration des
médicaments sont les suivants :

- Facteurs environnementaux : chaleur, humidité, lumicre, oxygene de I’air et
différentes formes d’agressions et de modifications physiques (tels que :vibration ,
congélation).

- Facteurs intrinséques, notamment :

- Propriétés chimiques du principe actif et des excipients utilisés (par exemple

7
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présence de certaines impuretés, polymorphe ou forme cristalline,granulométrie,
présence éventuelle d’eau ou d’autres solvants ).
- Forme pharmaceutique et sa composition.
- Procédé de fabrication.
- Nature du récipient et de tout autre matériau de conditionnement avec lequel
le produit peut étre en contact direct ou qui peut affecter sa stabilité¢ d'une autre
manigre.
La stabilit¢ du produit final dépend dans une large mesure de la stabilit¢ de la substance
médicamenteuse qu'il contient. Il convient également de noter que la composition et le
conditionnement peuvent avoir un effet positif ou négatif sur la stabilité¢ du principe actif [7].
Le guide ICH QI1A, relatif a la stabilité des substances actives et des produits finis, stipule que
la stabilit¢ de la substance active fait partie intégrante de I’approche systématique pour
I’évaluation de la stabilité d’un médicament [8].
Les directives de surveillance de stabilité¢ des produits médicinaux et pharmaceutiques sont
proposées par I‘ICH (Conférence internationale sur I‘harmonisation des critéres
d‘homologation des produits pharmaceutiques a 1‘usage de 1‘homme). Les orientations
définitives sur les essais de stabilité ont été adoptées dans toute 1°‘Europe, au Japon et aux
Etats-Unis.
En outre, dans le 21 CFR Partie 203, la FDA stipule que les fabricants, distributeurs agréés de
médicaments et leurs représentants doivent stocker et traiter tous les échantillons de
médicaments conformément aux « conditions favorables a la préservation de leur stabilité, de
leur intégrité et de leur efficacité » tout en s'assurant que les échantillons de médicaments

soient exempts de toute contamination, détérioration et falsification [9] .
L.5. Importance de la solubilité sur la biodisponibilité des médicaments :

La solubilité est la capacité d'un soluté a se dissoudre dans un solvant pour former une
solution homogene du soluté dans le solvant. Cette propriété est affectée par la température et

la pression . Les solubilités aqueuses typiques sont indiquées dans nombreuses pharmacopées,



Chapitre I: Le médicament

y compris la pharmacopée européenne .( Tableau 1) [10]

Tableau 1 : Solubilités aqueuses selon la pharmacopée européenne,2005.

Librement soluble 100-1000 mg/ml
Soluble 33-100 mg/ml
Peu soluble 10-33 mg/ml
Légerement soluble 1-10 mg/ml
Tres 1égérement soluble 0,1-1 mg/ml
Pratiquement soluble <0,1 mg/ ml

La solubilité est une propriété essentielle des médicaments, car ils doivent se dissoudre pour
étre absorbés a travers les membranes et atteindre le site d'action. Par conséquent, la solubilité
est I'un des paramétres les plus critiques et les plus importants influencant la biodisponibilité
des médicaments, c'est-a-dire la capacité d'un médicament a é&tre disponible a une
concentration appropriée au site d'action,quels que soient la forme pharmaceutique et la voie
d'administration. .

La mauvaise solubilit¢ aqueuse est l'un des problémes majeurs rencontrés lors du
développement de nouvelles substances médicamenteuses et/ou de nouveaux produits
médicamenteux ; Jean-Paul Garnier, PDG de Glaxo Smith Kline, a déclaré qu’ « environ
50 % des candidats-médicaments qui entrent dans les essais cliniques échouent en raison de
problémes d'efficacité et de sécurité, et les 40 % restants échouent en raison de problémes de
brevets et de problémes tels que la solubilité et I'interaction médicamenteuse »[11].

Le BCS (le systeme de classification biopharmaceutique), un cadre scientifique de
classification des substances médicamenteuses en fonction de leur solubilité aqueuse et de
leur perméabilité intestinale; Prend en compte trois facteurs majeurs qui régissent le taux et
I'étendue de 1'absorption du médicament a partir des formes posologiques orales solides a

libération immédiate : la dissolution ; solubilité; et la perméabilité intestinale.

9
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Selon le BCS, les substances médicamenteuses sont classées comme suit :
Classe 1 : haute solubilité¢ — haute perméabilité .
Classe 2 : faible solubilité — haute perméabilité.
Classe 3 : haute solubilité — faible perméabilité.

Classe 4 : faible solubilité — faible perméabilité.[12]
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CHAPITRE II : LE POLYMORPHISME

I1.1. Historique :

En 1788, Claproth remarque que le carbonate de calcium cristallise sous deux formes

différentes : I'aragonite et la calcite.

En 1809, Humphry Davy suggére que le diamant et le graphite correspondent a deux
arrangements différents du carbone dans la phase solide. C'est Mitcherlich en 1821 qui fait
part de ses observations dans une publication publiée en francais concernant l'existence de
diverses formes cristallines de phosphate monosodique et introduit le terme polymorphisme.
Puis trés rapidement, il met en évidence deux formes allotropiques du soufre. D¢s lors, la

découverte de formes cristallines pour des molécules données va se multiplier.

En 1832, Wohler et Liebig découvrent deux formes cristallines différentes de la benzamide. 11

s'agit du premier cas publi¢ d'un polymorphisme d'une molécule organique.

C’est en 1870 que Lehman montre que les formes allotropiques du soufre peuvent

réversiblement transformés les uns dans les autres. [13]
Dans le domaine de la cristallographie, le terme de polymorphisme (Greek: poly =

plusieurs, morph= forme) a été utilisé pour la premicre fois par Mitscherlich en 1822 qui a
montré que le soufre (un corps simple) peut exister dans deux types de cristaux différents.
Plus tard, Macron (1965), entre autres, reprend cette observation et identifie le
polymorphisme comme «a solid crystalline phase of a given compound resulting from the
possibility of at least two different arrangements of the molecules of that compound in

the solid state ».

Un systéme est dit polymorphique si les structures cristallines sont différentes mais
conduisent aux mémes états liquide et gazeux. La définition de McCrone a été simplifiée par
Rosenstein et Lamy (1969) qui ont donné au polymorphisme la définition suivante «when a

11
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substance can exist in more than one crystalline state it is said to exhibit polymorphism».
Cette définition a ét¢ immédiatement adoptée par Burger (1983) qui a dit «If these [solids
composed of only one component] can exist in different crystal lattices, then we speak of
polymorphism ».

Reinke et al ont utilis¢é le langage de la chimie supramoléculaire pour définir le
polymorphisme comme suit « the phenomenon where supermolecular structures with
different, well-defined physical properties can be formed by chemically uniform species

both in the liquid and solid state » .[14]

12
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I1.2 Définitions :

I1.2.1. le polymorphisme et allotropie :

Le polymorphisme est I’aptitude des molécules a exister a 1’état solide sous différentes
formes cristallines. Ces différentes formes issues d’une méme molécule peuvent présenter des
propriétés physico-chimiques tres €éloignée. Le polymorphisme est un phénomeéne trés répandu

qui concerne la plupart des molécules organiques et inorganiques.[15]

Dans le cas particulier des corps simples (atomes), on utilise pour des raisons historiques le

terme allotropie.(concept introduit par le chimiste suédois Berzelius).
Exemple : allotropie du soufre, allotropie du carbone (graphite - diamant).

Un cas d'allotropie célebre, celle de I'atome de carbone (Figure 2) qui peut exister sous forme
de diamant, de graphite, de noir de charbon amorphe et maintenant sous des formes obtenues

artificiellement comme les fullerénes et autres nanotubes .[13]

r g B
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(a) Diamond (cubic) (b} Graphile (hexagonal ) {e) Fullerene

Figure 2. Formes cristallines du carbone [16].

En effet, la forme cristalline initialement obtenue peut évoluer en subissant des transitions
solide-solide incluant des transformations polymorphiques, pseudopolymorphiques (formation

d'hydrates ou de solvates) ou devenir amorphe[15] :
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» Un polymorphe :

Est la phase cristalline solide d’un composé ayant la possibilité de s’arranger, au moins, sous

deux réseaux cristallins différents .
> Pseudopolymorphisme (Hydrates/Solvates) :

Une molécule est dite présenter un pseudopolymorphisme si elle incorpore dans sa
structure cristalline des molécules de solvants (solvates) ou d'eau (hydrates) en quantités

séparées [13].

Polymorphes

Solvates Amorphes
AT RIF
2
B

- Molécules actives . Molécules de solvants

Figure 3. Différentes formes sous lesquelles une substance peut exister[17].

Un désolvate est obtenue lorsque les molécules de solvant sont ensuite retirées dun solvate
cristallin et que le réseau cristallin conserve la structure originale de la forme solvatée, avec
des espaces vides 1a ou se trouvaient les molécules de solvant . Les solvates et les désolvates

peuvent également étre polymorphes.

Lors du criblage de nouvelles formes solides, les solvates et les désolvates sont généralement
détectés aux premicres étapes du développement dun médicament.Les processus de

préparation de ces formes suivent souvent les méthodologies générales fondées sur des
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techniques de cristallisation de base courantes qui sont bien connues de la personne versée

dans l'art dans le domaine respectif . [18]

Le phénomene du pseudopolymorphisme dans la majorité des cas est réversible. En effet,
Les pseudopolymorphes obtenus par un simple chauffage peuvent évoluer en fonction des

conditions de température de séchage et récupérer leurs formes initiales [19].
» Forme amorphe :

Le terme «amorphe» a choisi par les scientifiques pour désigner une substance non cristallisée.
Le différence clé entre solide amorphe et cristallin est que les solides cristallins ont ont un
arrangement ordonnée de molécules a longue distance dans la structure,tandis que les solides

amorphes manquent d'arrangement ordonné a longue portée [17].

Lors des opérations de fabrication et/ou de stockage, les formes amorphes peuvent se
transformer en formes cristallines stables ou métastables . Pour toutes ces raisons, ces formes
amorphes ne sont généralement pas commercialisées a I’exception de certains ingrédients
actifs, tel le cas de la Novobiocine (antibiotique bactériostatique), commercialisée sous sa

forme amorphe, qui permet d’atteindre des concentrations plasmatiques adéquates [7].

Une étude récente a estimé que 80 a 90% des composés organiques sont capables d’exister

sous différentes formes cristallines [20] .

I1.2.2.Habitus ou faciés d’une particule solide :

Les termes « habitus » ou « faci¢s » désignent 1'aspect extérieur des particules qui résulte de
la croissance différenciée des différentes faces caractéristiques de la morphologie de base.
Une méme morphologie de base pourra présenter finalement des facies différents suivants les
conditions dans lesquelles s’opére la croissance cristalline (par exemple, présence d’ impuretés

apparentées bloquant la croissance de certaines faces cristallines)[21].
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La figure (4) recense certains types d’habitus qu'il rencontre couramment .

ha f"\}-a

Tabulains

P lasju ette Prizmatigque S peulan re L] g e

Figure 4. Représentation schématique des principaux types d’habitus[21].

I1.2.3. Polymorphisme de conformation :

Le polymorphisme de conformation apparait lorsque plusieurs conformations moléculaires
peuvent étre stabilisées a 1’état solide .Ce qui entraine des complications supplémentaire lors
de la cristallisation. En revanche, il est possible qu'il existe un grand nombre de structures et
que les polymorphes résultant différent non seulement par la fagon dont les molécules sont
assemblées au sein de la maille cristalline mais aussi par leurs conformations moléculaires .

La cristallisation de telles molécules est plus difficile car en solution les molécules existent
sous différents conformeres d’énergie équivalentes. Et donc le systéme doit sélectionner les

différents conformeéres qui peuvent cristalliser (Figure 5).[22]
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(c) | {d)

Figure 5. Les trois possibilités d’arrangement des différents conforméres

(cis et trans ) dans un cristal [22].

Le rectangle en pointillé représente une maille cristalline potentielle.
Avec:

(a) et (b) Polymorphes de conformation.

(¢) Isomorphisme de conformation.

(d) Synomorphisme de conformation.

I1.3. Importance de la détection du polymorphisme :

Lorsqu’un composé¢ donné posséde plusieurs phases polymorphiques, une seule phase est
stable , les autres phases sont dites métastables. Chaque phase polymorphique présentant des
propriétés physico-chimiques différentes, le polymorphisme revét alors une grande
importance dans 1’industrie pharmaceutique ou chaque polymorphe est considéré comme un

produit différent[23].
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Donc il est crucial de cribler tous les polymorphes d’un principe actif avant le dépot d’un

brevet , et le passage a 1’étape de production.

En effet, si un polymorphe plus stable apparait au milieu du processus de production, cela
peut entrainer une perte financiére colossale pour la compagnie pharmaceutique, la
mésaventure d’ Abott concernant les polymorphes du Ritonavir en est un treés bon exemple. La
production industrielle de ce principe actif a di étre arrétée suite a 1’émergence inattendue
d’une phase plus stable , il a alors été impossible de reproduire la phase initiale pour laquelle

un brevet avait été déposé engendrant une perte estimé, par Abott, a 250 M$[24].

I1.4. Cadre réglementaire :

La FDA regroupe sous le terme générique «formes polymorphes» les formes amorphes et
cristallines, les hydrates et les solvates. Elle précise que les formes polymorphes d’une
substance active présentent des propriétés physiques et chimiques différentes incluant le point
de fusion, la réactivité chimique, la solubilité apparente, la vitesse de dissolution, les

propriétés optiques et mécaniques, la pression de vapeur et la densité.

Ces propriétés peuvent avoir un impact direct sur la fabrication de la substance active ou le
médicament, mais aussi sur la stabilité, la dissolution et la biodisponibilité. Par conséquent,
le polymorphisme peuvent affecter la qualité, la sécurité et ’efficacité du médicament.[25]
Selon le guide technique pour 1’¢laboration des monographies des Pharmacopées, les
propriétés a I'état solide comprennent la cristallinité et le polymorphisme, ainsi que la taille
des particules et la surface spécifique des solides. Ces propriétés, notamment le
polymorphisme et le pseudo-polymorphisme (formation des solvates), peuvent affecter la

biodisponibilité de la substance et la fabrication du médicament[26].

IL.5. Facteurs provoquant le polymorphisme :

Lors du processus de fabrication, plusieurs parameétres peuvent contribuer a la survenance du
polymorphisme. Dans le but de préparer des gélules ou des comprimés, le principe actif peut

subir l'effet de différentes opérations mécaniques incluant : le broyage, le compactage et la
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compression.

Toute ces opérations mécaniques peuvent apporter de 1'énergie au systéme concerné par :
- un échauffement pouvant conduire a la fusion de certaines entités du mélange .

- un changement de la structure cristalline en favorisant soit I'apparition d'une nouvelle
forme cristalline soit 'amorphisation plus au moins compléte du principe actif et/ou des
excipients. Il est important de noter que méme si le taux global de phases amorphes est
faible et parfois indétectable. Ces phases se retrouvent souvent a la surface des particules .
- par la création de défauts cristallins qui sont des zones localisées des énergies ¢levées

pouvant favoriser les processus de recristallisation en des phases plus stables.[19]

I1.6. La cristallisation dans I’industrie pharmaceutique :

Dans I’industrie pharmaceutique, la cristallisation est une opération importante qui permet de
préparer les formes cristallines des produits actifs . Au cours de cette opération, le produit
obtenu peut étre sous forme solvatée. C’est le cas de certains types de médicaments tels que
les sulfamides, les stéroides, et les antibiotiques. Plusieurs substances actives sont
commercialisées sous forme d’hydrate en raison de I’utilisation fréquente de 1’eau dans les

processus de cristallisation [27].

II.7. Impact polymorphe sur la biodisponibilité et la stabilité des

médicaments peu solubles :

Parmi les différentes techniques utilisées pour améliorer la solubilité des médicaments peu
solubles figurent les modifications physiques et chimiques du médicament et des méthodes
telles que la réduction de la taille des particules, la dispersion solide, la formation de sel,
l'utilisation de surfactant et la complexation [28] .
La sélection d'une méthode d'amélioration de la solubilité dépend :

- de la propriété du médicament.

- du site d'absorption .

- des caractéristiques de la forme posologique souhaitée .[29]
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Cinétiquement, la solubilit¢ des polymorphes métastables est plus élevée que celle d'un
polymorphe plus stable, offrant, du moins en théorie, une solution aux probléemes de
biodisponibilité[30].

un polymorphe peut offrir une légere amélioration de la solubilité par rapport au composé
d'origine, cet avantage peut €tre compensé par le fait qu'il est également moins stable que
l'original, et donc il peut n'y avoir aucun avantage a choisir ce polymorphe par rapport au
composé d'origine [31].

En fait, les formes métastables et plus solubles ont tendance a se transformer en la forme
plus stable . La présence de certains excipients spécifiques, ou de procédés chimiques et/ou
technologiques particuliers peuvent accélérer le passage a 1'état solide [32].

% Les pseudo-polymorphismes (solvates/hydrates) :
La solubilité et la vitesse de dissolution d'un médicament peuvent varier considérablement

pour différents solvates, et en particulier les hydrates.

e Les hydrates peuvent avoir une vitesse de dissolution plus lente que la forme anhydre,
peut-étre parce qu'il y a moins de sites de la molécule de médicament disponibles pour
interagir avec l'eau pendant la dissolution. L.’ exemple classique est la théophylline
(bronchodilatateur) anhydratée, qui se dissout plus rapidement que sa forme
hydratée .[33]

e Dans d'autres cas, la forme hydratée présente une vitesse de dissolution plus rapide
que sa forme anhydre : par exemple, le dihydrate d'érythromycine (antibiotique
antibactérien) s'est avéré présenter une vitesse de dissolution beaucoup plus rapide que
celle des formes monohydratée et anhydre [34].

e Le glibenclamide (antidiabétique) a été isolé sous forme de solvates de pentanol et de
toluéne, et ces solvates ont montré une solubilité et un taux de dissolution plus €levés

que les deux polymorphes non solvatés [35] .

La stabilit¢ physique des hydrates et des formes anhydres dépend fortement de 1'humidité

relative et/ou de la température de lI'environnement , les transitions d'une forme a 'autre qui se
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produisent a la suite des variations des conditions de stockage et/ou des traitements
technologiques .

En particulier, des transitions anhydre vers hydrate peuvent se produire lors de la dissolution a
l'interface médicament/milieu et peuvent affecter la vitesse de dissolution et peut-étre la
biodisponibilité.[36]

I1.8. Polymorphisme / cinétique de dissolution et biodisponibilité :

C'est un aspect fondamental li¢ a tous les médicaments absorbés par voie orale tels que les
comprimés, les gélules et les suspensions. , dans la plupart du temps, Le principe actif (PA)
sous forme cristalline, est mélangé avec des excipients, eux aussi la se présentant sous forme
de poudres plus ou moins cristallines. Généralement, Le mélange résultant est soumis a des
opérations de granulation aqueuse, de séchage et de compression c'est-a-dire autant de
conditions mettant en jeu des températures, de la pression et de 1'eau. Il existe plein de raison

d'influer sur la nature cristalline des entités présentes dans la formulation[37].
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Figure 6. Description schématique d’opération de dissolution et d'absorption d'une forme
orale dans le tractus GI (Schéma de gauche). Conséquences en termes de concentration
plasmatique (Courbe de droite).[38]
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La figure 6 résume le processus in vivo de dissolution et d'absorption d'un PA a partir
d'une forme orale solide (comprimés, gélule,...) le long du tractus gastro-intestinal (GI) et de
son passage dans le flux sanguin. Hormis le cas d'actions locales, il est bien nécessaire que
le PA pénétre dans la circulation sanguine pour étre transporté vers ses sites d'action.
Une fois absorbé par la bouche, le comprimé par exemple, atteindra dans l'estomac (son
contenu peut étre simulé a partir de solutions d'acide chlorhydrique PH=12—-4.0) ou il va se

désagréger en petites particules contenant le PA cristallisé.

Le PA va progressivement se dissoudre a partir de ces agrégats d'abord dans I'estomac puis
tout le long de l'intestin (dont leur contenu peut étre simulé par un liquide aqueux de pH allant
de 4.0 2 6.5) . La remarque essentielle est que seules les molécules de PA a 1'état dissous dans
le systtme GI pourront diffuser a travers les parois bi-lipidiques séparant le tractus GI des
vaisseaux sanguins.

Plus la concentration en molécule dissoute du coté de la paroi du systéme GI est élevée , plus
de molécules ont de chances de diffuser et donc d'arriver dans la circulation sanguine

La concentration plasmatique Cp est fonction :

— de la concentration au niveau des parois, est elle-méme dépendante de la cinétique de

dissolution in vivo (J) de la molécule en dehors de sa formulation .

— de la perméabilité intrinséque (P) de la molécule en tant que telle a travers la paroi bi-
lipidique.

En particulier pour les molécules peu solubles dans le milieu aqueux, on peut avoir les trois

états représentées sur la partie droite de la figure précédente (Figure 6):

— Le cas A ,correspond a une cinétique de dissolution trop rapide menant a des Cp dépassant
le seuil de toxicité.
— Le cas C ,correspond au contraire a une cinétique trop lente conduisant a une valeur

de Cp trop faible pour permettre au médicament d'étre efficace.
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Il est donc indispensable de connaitre précisément les facteurs susceptibles de moduler la

cinétique de dissolution in vivo. Ils sont pour le moins au nombre de deux :

— La cinétique intrinséque de dissolution in vitro de la forme cristalline sélectionnée pour
le PA.

— La forme externe ou habitus des particules de PA , ainsi qu'a leur distribution
granulométrique. Ce dernier aspect joue un role au moins aussi important que le précédent
au niveau de la cinétique de dissolution sans oublier son importance sur l'aptitude a la

fabrication industrielle (par exemple: coulabilité¢ dans les trémies d'alimentation ).[37,38]

I1.9. Effet du polymorphisme sur la qualité du médicament :

plusieurs exemples de médicaments peu solubles pour lesquels les problémes de

polymorphisme se sont avérés importants . Un résumé est donné dans le tableau 2.[10]

Tableau 2 : Résumé du polymorphisme de plusieurs médicaments .

Substance Aspect du polymorphisme Problémes de biodisponibilité
médicamenteuse

Le palmitate de
chloramphénicol est une

prodrogue du chloramphénicol

aux propriétés antibiotiques . La forme B (P) se dissout plus
. Le palmitate de rapidement que la forme A (o) et a
Palmitate o
chloramphénicol existe sous une solubilité beaucoup plus
de . -
chloramphénicol trois formes polymorphes : (A, élevée .
B, C), la forme stable A De faibles taux sériques pour le
OH OH (modification biologiquement polymorphe A stable ont été
Oy HN\ﬂ/ﬂm inactive), la forme métastable observés.
o © B (modification active) et la

forme instable C .
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Les trois formes cristallines

¢taient également appelées a,

Bety.

Oxytétracycline

L'oxytétracycline est un
antibiotique a large spectre.
I1 existe sous deux

polymorphes différents .

L'oxytétracycline a montré des
différences dans les taux sanguins
des patients ou des différences dans
la dissolution in vitro des
comprimés en raison de différences

dans les formes polymorphes.

Carbamazépine

o 2

La carbamazépine est utilisée
dans le traitement de
I'épilepsie et de la névralgie du
trijumeau.
Différentes formes
polymorphes ont été
décrites . Quatre polymorphes
anhydres ont été caractérisés :
L, I, IIT et IV, respectivement
identifiés comme triclinique,
trigonal, monoclinique et

monoclinique .

tandis que l'ordre des valeurs d'ASC

Bien que différentes études aient
démontré une pharmacocinétique
similaire chez 'homme des formes
anhydre et dihydratée de la
carbamazépine et aucune différence
de biodisponibilité entre un produit
générique a base de carbamazépine
et un produit innovant , plusieurs
échecs cliniques ont été rapportés
concernant la carbamazépine , en
particulier avec les comprimés
génériques de carbamazépine . Plus
récemment, il est confirmé que la
vitesse de dissolution initiale de la
carbamazépine est de 1'ordre de

forme III > forme I > dihydrate,

est forme I > forme 11 >

dihydrate. Cet écart peut étre
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attribué a la transformation rapide
de la forme III en dihydrate dans les

liquides gastro-intestinal.

Rifaximine

La rifaximine est un dérivé
synthétique de la rifamycine,
avec une tres faible absorption
gastro-intestinale, mais
affichant toujours un large
spectre d'activité
antibactérienne .

La rifaximine présente un
polymorphisme cristallin
(poolymorphes a, 3, v, 0,
€) . Le polymorphe a est la
forme la plus
thermodynamiquement stable

et la plus commerciale.

Des études in vitro montrent
différents taux de dissolution et de
solubilité pour ces polymorphes, et
des études in vivo chez le chien ont

révélé différents schémas
pharmacocinétiques, les
polymorphes § et y affichant la
biodisponibilité systémique la plus
élevée .

La plupart des paramétres PK
étaient significativement plus élevés
apres I'administration de rifaximine
générique, en raison de la présence

a la fois de rifaximine-a et de

formes amorphes.

I1.10. Le controle du polymorphisme :

Pour I'approbation d'un nouveau médicament, la directive sur les substances médicamenteuses

de la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis souligne l'importance de contrdler

la forme cristalline d’une substance médicamenteuse au cours des différentes étapes de

développement du produit.[10]

Le guide Q6A de la Conférence Internationale on Harmonization (ICH) propose des arbres

décisionnels pour aider a controler le polymorphisme dans la substance médicamenteuse ainsi

que dans le produit fini. ( Figure 7 et 8 ) .[39]
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> Dans la substance médicamenteuse : (principe actif')

aucune autre

action

El Recherche de
polymorphisme sur substance

polymorphes différents

medicamenteuse. sont-ils formes?

Caractériser les formes :

Exp. Diffraction des rayons X sur poudre
Amnalyses thermiques —— Voir

Microscopie

Spectroscopie

Non

présentent-elles des

propriétés différentes? (solubilité.

stabilité. point de

Aucun autre test pour

la substance meédicamenteuse

F 3

La sécurité,

la performance ou Non

I’efficacité du produit finmi

est-elle affectée?

Fixer des critéres d’acceptation
de la forme polymorphique » Voir
dans le produit fini

Figure 7. Arbre décisionnel étudiant la nécessité de fixer des critéres d’acceptation pour

le polymorphisme dans la substance médicamenteuse[39] .
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>

Dans le produit fini :

Les essais

sur produit fini fournissent- Etablir des critéres

ils un résultat conforme si le rapport Oui o pour I(les) essai(s)

entre polymorphes changent (Exp. en question

Dissolution...) ?

Non

h A

Contrdler la forme polymorphique

au cours de la stabilité du produit fini

Il n’est pas nécessaire de fixer

changement Non des criteres d’acceptation pour

pouvant affecter la sécurité ou un changement polymorphique

I’efficacité se produit dans le produit fini

Etablir

des critéeres d’acceptation

compatibles avec la sécurité

et/ou I’efficacité

Figure 9 : Arbre décisionnel étudiant la nécessité de fixer des critéres d’acceptationpour

le polymorphisme dans le produit fini[39].
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CHAPITRE III : LES TECHNIQUES ANALYTIQUES POUR
LA CARACTERISATION DES POLYMORPHES.

II1. Techniques de caractérisation des polymorphes :

Etant donné que les polymorphes différent par leurs structures cristallines, et que les
propriétés physiques ou chimiques différent d’'une forme a ’autre, toute technique mesurant
les propriétés des solides peut en principe étre suffisante pour leur détection et leur
caractérisation .

Cependant parmi tous les outils disponibles, la diffraction des rayons X, la microscopie , les
analyses thermiques, et la spectrométrie sont clairement les méthodes les plus appropriées

pour étudier les polymorphes et les solvates.
IIL.1. La cristallographie : Etude de ’arrangement cristallin

La cristallographie aux rayons X est la méthode de référence, dans la mesure ou son
application aux mono-cristaux permet d’obtenir la structure cristalline, ainsi que la preuve
absolue de la structure tridimensionnelle de la molécule a 1'état solide ( telle que le
Paracétamol ).

L'autre méthode est la diffraction des rayons X sur poudre (DRXP) qui permet d'obtenir une

« empreinte digitale » de la forme cristalline comme le flurbiprofene . [37]

I11.1.1. Diffraction aux rayons X sur un monocristal:

L’arrangement tridimensionnel des atomes dans une structure cristalline est capable de
diffuser une lumiere dont la longueur d’onde est du méme ordre de grandeur que la longueur
périodique du réseau moléculaire. Cette période est de ’ordre de 10™%m et correspond 4 la
longueur d’onde des rayons X.

Toutes des techniques de diffraction des rayons X sont basées sur la loi de Bragg qui décrit la
diffraction d’un rayon X monochromatique incident a la surface d’un plan composée

d’atomes voir ( Figure 9 )[22] :
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Figure 9. Réflexion des rayons X incident a la surface plane réticulaire espacés d'une distance

d [40].

Loi de Bragg : ni = 2d sin(0)

Avec :

n : Ordre du réseau de diffraction,

A : Longueur d’onde du faisceau incident,
d : Distance entre les plans cristallins,

0 : Angle du faisceau de diffraction.

La détermination expérimentale des angles de réflexion et de diffraction permet de calculer
les parametres de maille du réseau cristallin, et les intensités associées permettent de
déterminer la structure atomique du cristal. Ainsi la cristallographie aux rayons X sur un
cristal isolé¢ donne acces a des informations trés précises sur la structure du cristal :

—Densité,

—Parameétres de la maille unitaire,
—Désordre cristallin,
—Conformation moléculaire,
—Empilement moléculaire,

—Réseau des liaisons hydrogene.
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Dans la littérature on peut trouver de nombreux exemples d’utilisation des rayons X pour
caractériser non seulement les différentes structures cristallines mais aussi pour déterminer les
origines de ces différences :liaisons hydrogéne , arrangement de différents conforméres ,
nitrofurantoine, conformation moléculaire, faible différence de conformation pour le
spironlactone .[22,40;41.]

Cependant, bien que cette méthode soit la plus précise, la nécessité d’obtenir un échantillonde
trés bonne qualité «cristal parfait» limite son champs d’applications aux cristaux isolés de
haute pureté (monocristaux). Pour cette raison, la plupart du temps, a des techniques
alternatives pour caractériser des solides qui ne sont pas parfaitement cristallins ou purs

(Powder XRD, RMN, Spectroscopie ...).[22,40,41,42]

Cimede
refigeration

Falsceall RX

Monacristal

Goniometre

Camena CCD

Figure 10. Diffractometre sur monocristal [40].
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I11.1.2. Rayons X sur des poudres ( Powder X.R.D ):

La diffraction aux rayons X sur des poudres,c’ est la technique prédominante pour étudier des

structures polycristallines : elle est utilisée comme méthode systématique pour caractérisation
des polymorphes et solvates.

Les rayons X sur poudres sont parfois utilisés pour identifier le degré de cristallinité d’un
échantillon. En effet, si les clichés a 100% et 0% de cristallinité d’un solide peuvent étre
déterminés, alors I’intégration de D’intensité des pics peut étre utilisée pour déduire le
pourcentage de cristallinité¢ de 1’échantillon. Ces méthodes ont été utilisées pour mesurer le

degré de cristallinité de la digoxine et du gluceptate de calcium.

En outre, I'utilisation d’une source de rayons X plus brillante et plus intense, telle que le
rayonnement synchrotron, permet d’obtenir des clichés RX plus fins et donc une connaissance
plus précise de la structure de 1’échantillon. Cependant, cette technique est peu utile car elle

est trés onéreuse et complexe a mettre en ceuvre.[22,43]

Détecteur Source RX

Echantillon

Figure 11. Diffractométre sur poudre[40,43] .
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Figure 12. Image obtenue en exposant d'un monocristal a un faisceau de rayons X[40] .

Figure 13. Image obtenue en exposant d'une poudre cristalline a un

faisceau de rayons X[40] .
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II1.2. Spectroscopie : Etude de I’arrangement moléculaire

La spectroscopie est 1’analyse des rayonnements émis, absorbées ou diffusées par les
molécules. En complément des méthodes de diffraction aux rayons X, sensibles aux
interactions a «longues échellesy (parametres de mailles unitaires), la spectroscopie est
sensible aux interactions «courtes échelles» (I’effet de la maille unitaire sur les liaisons) dans

les solides moléculaires[22,44].

I11.2.1. Spectroscopie Infra-Rouge et Raman :

Ces spectroscopies sont basées sur l'interaction d' ondes électromagnétiques, dont les
longueurs d'onde A sont comprises entre 0,5 um et 100 pm, avec les €lectrons de liaison inter-
atomiques des molécules. Ces liaisons sont le sieége de vibrations caractérisées par des

fréquences trés précises, dites fréquences propres de la molécule.

Lorsque les fréquences de vibrations du rayonnement ¢électromagnétique correspondent aux
fréquences propres de vibration de la molécule, il y a une absorption d’énergie du

rayonnement par la molécule.[47;48]

La spectroscopie infrarouge (IR) basée sur I'existence de moments dipolaires a l'intérieur de
la molécule, tandis que la spectroscopie Raman repose sur la polarisabilité et la variabilité
des liaisons pendant la vibration. Ces techniques sont également utilisées pour la

caractérisation des formes polymorphes.[47]

Il faut aussi savoir que les spectromeétres IR et Raman d’aujourd’hui sont fondés sur
l'utilisation de la transformée de Fourier. Si les spectres obtenus sont suffisamment différents
d'une forme cristalline a l'autre, il est possible de développer des méthodes de dosage
quantitatif, notamment en utilisant la possibilité de dérivation des spectres afin d'augmenter la

sélectivité.[45,46]
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MCT
Micro-FTIR detector

Video Camera

MIR + Binocular

source

Image +
signal
acquisition

Sample stage 15x IR objective

Image credit: Anatrac

IR path; measurement in reflectance mode e

Figure 14. Spectrometre Raman et IR [46] .

La figure suivante montre les spectres IR des formes I, II et III du flurbiprofen (matiére

premiere).
Intensite IR Intensite IR
Forme |
Forme | FVJ/})
Forme Il
- Forme Il
an
Forme Il
Forme |l
longueurs d'onde (cm™) longueurs d'onde (cm™)

Figure 15. Spectres IR des formes I, II et III du flurbiprofen[37].
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Tandis que celle-ci donne les spectres Raman des formes I et II du flurbiprofen (maticre

premicre) :
Intensite Intensite
Raman Raman
Forme | Forme |
Forme Il
—J l\‘/\JL\ Forme Il
longueurs d'onde (cm™) longueurs d'onde (cm™)

Figure 16. Spectres Raman des formes I et II du flurbiprofen[37].

On voit a quel point les spectres sont différents dans ce cas,. Cela permet d'expliquer que les
caractéristiques physico-chimiques de deux formes polymorphes ( répartition spatiale
différente des molécules a 1'état solide) d'une méme entité peuvent étre différentes, avec
I'impact potentiel sur leur aptitude a la fabrication de produits pharmaceutiques solides
(comprimés, gélules, suspension...)[37].

Les bandes de diffusion de Raman sont souvent trés fines, cette technique offre donc

une meilleure définition spectrale que celle obtenue avec la spectroscopie Infra-Rouge (peu de
Chevauchement entre les bandes d’absorption).

De par sa capacité a mesurer des vibrations a basse fréquences, la spectroscopie Raman donne
¢galement acces aux modes de vibrations du réseau cristallin. De tels travaux ont ét¢ menés
sur les diverses formes de I’ampicilline et de la griseofulvine, et des informations précieuses

ont été obtenues quant a la nature des forme solvatées[22.44].
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Autres techniques spectroscopiques : La spectroscopie proche infrarouge, et la
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire a 1’état solide sont également des techniques

utilisées pour la caractérisation des formes polymorphes.

Dans tous les cas, les spectres obtenus pour les différentes formes présenteront des différences

assez importantes[45].
I11.2.2 Spectroscopie RMN a I’état solide :

C’est une technique de plus en plus utilisée pour la caractérisation des solides d’ intérét
pharmaceutique. Elle se situe a mi-chemin entre la spectroscopie IR et la diffraction de rayons
X. Tandis que la spectroscopiec IR met en évidence des différences d’environnement
moléculaire entre polymorphes et que la diffraction de rayons X donne des informations sur
les différences de structure cristalline, la RMNS fournit des informations sur 1’environnement

de chaque atome dans la maille cristalline.

Les polymorphes se distinguent par leur structure cristalline et éventuellement par leur
conformation moléculaire, (I’environnement d’au moins un atome est varie d’une formea
I’autre), ainsi ces différences peuvent étre détectées a 1’état solide par RMN .

L’utilisation de cette technique pour caractériser les solides d’ intérét pharmaceutique
présente plusieurs avantages. D une part, le signal n’est pas affecté par la granulométrie de
I’échantillon, et d’autre part, son intensité est directement proportionnelle au nombre de

noyaux (atomes C ou H) dont il est composé.

Par conséquent, la présence d’un mélange de polymorphes peut étre détectée (superposition
des différents spectres) et un dosage quantitatif peut étre réalise. Cependant, lors de la mesure,
’échantillon peut étre soumis a des contraintes mécaniques importantes qui peuvent conduire
a un échauffement local de la poudre, suffisant pour provoquer des transitions de

phases.[40,49;50]
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I11.3. Microscopie : Etude du faciés :

La microscopie est un outil trés important pour la caractérisation des polymorphes,un cristal
est un polyedre solide délimite par des faces planes, définies par leur indices de Miller,
I’empilement des mailles €¢lémentaires suivant les trois directions de I’espace donne la
morphologie du cristal. Les microscopies photonique et électronique respectivement ont un

trés large champ d’application dans la caractérisation des polymorphes et des solvates.

Bien que le grossissement du microscope optique soit relativement faible, son utilisation est
simple et rapide a mettre en ceuvre. L’utilisation de lumiéres polarisées augmente
considérablement le champ d’application de cette technique.[50,51;52]

Le chimiste américain McCrone ( qui ¢était considéré comme un expert de premier plan en
microscopie ) a mené¢ de nombreuses études grace a 1’utilisation de la microscopie sur des
cristaux . Il conclut que la microscopie €lectronique donne des informations précises sur la
topographie et la forme des cristaux, tandis que la microscopie photonique (couplée avec des

lumicres polarisées)donne des informations sur les propriétés optiques des cristaux [53].

II1.3.1 Microscopie Photonique :

La microscopie photonique définie les propriétés optiques (biréfringence, indices deréfraction,
dispersion des couleurs ...) et les propriétés morphologiques des particules.
Cette technique est basée sur 1’observation au microscope du comportement des cristaux lors
du refroidissement ou du réchauffement de quelques grammes d’échantillons. A partir de cette

technique, il est possible de déterminer entiérement le diagramme de phase des cristaux[54].
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Figure 17. Microscope photonique[55] .
I11.3.2 Microscopie Electronique :

La microscopie ¢lectronique permet des résolutions plus importantes que le
microscopeoptique. C’est une technique de plus en plus utilisée pour les études de facies.
L’inconvénient principal de cette technique est que I’échantillon doit étre place dans une
enceinte et bombarde d’un faisceau d’électrons ; ces conditions peuvent influencer la structure

de certains matériaux [22,50].

Figure 18. Microscope électronique[56] .
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I11.4. Analyses Thermiques : Etude des transitions

L’analyse thermique regroupe un enssemble de techniques analytiques, qui permet
demesurer une propriété physique (perte de masse, propriétés dimensionnelles, flux de
chaleur,conductivité thermique...) en fonction de la température et du temps. L’échantillon est
soit chauffe, soit refroidi, soit maintenu a une température constante lorsque ses propriétés
thermophysiques sont étudiées . L’analyse thermique peut étre employée pour caractériser les
propriétés et les composants suivants [57] :

—Pureté,

—Polymorphisme et métastabilité,
—Diagrammes de phases,
—Cinétique,

—Dosage des hydrates,
—Influence des additifs,

—Etude de 1’état amorphe,

—Dénaturation des protéines...

Les deux techniques les plus employées pour la caractérisation des solides en milieu
pharmaceutique sont la calorimétrie différentielle a balayage (DSC) et la
Thermogravimétrie(TG). La DSC mesure la réponse de I’échantillon en terme de flux de
chaleur, tandis que la thermogravimétrie mesure la perte de masse en fonction de la
température et du temps.

Le couplage entre DSC et TG est particulierement important. La DSC donne des informations
sur un changement de flux thermique (du par exemple, a un changement de capacité
calorifique) et des enthalpies de transitions. En plus, la TG donne la perte de masse associée a
la disparition d’un compose volatil (solvants par exemple) ainsi que le changement de masse

attribue aux transitions.[58,59]
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Figure 19. La calorimétrie différentielle a balayage (DSC)[59,60] .
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Figure 20. Thermogravimétrie (TG) [61].
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Chapitre I'V: Le polymorphisme du paracétamol

CHAPIRE IV : LE POLYMORPHISME DU PARACETAMOL

IV. Historique :

Le paracétamol, utilisé au quotidien pour traiter la fievre et la douleur a été découvert par
hasard a la fin du XIX eme siecle. Mais ce n'est que 60 ans plus tard que sa commercialisation

débute, d'abord aux Etats-Unis, en 1955, puis en France deux ans plus tard.

Sa découverte découle d'une erreur d'approvisionnement ! En effet, deux médecins
strasbourgeois qui étudiaient I'effet du naphtaléene comme antiparasitaire, se trouverent en
rupture de naphtaléne. Pour poursuivre leurs études, ils déciderent alors de passer

commande chez un pharmacien de la ville.

Or, a leur grande surprise, ce « naphtaléne » ne présentait aucune propriété antiparasitaire. Ils
testérent alors ce « naphtalene » et découvrirent les propriétés antipyrétiques de cette
molécule, qui s'avéraient étre de l'acétanilide et non du naphtaléne. L'acétanilide donna

naissance a deux molécules, la phénacétine et le paracétamol.

En 1893, un médecin compara l'efficacité et la toxicité des ces deux molécules. Selon lui,
le paracétamol était beaucoup plus toxique pour le rein que la phénacétine, ce qui ramena le

paracétamol aux oubliettes.[62]

En 1948-49 lorsque les chercheurs américains B.B.Brodie, F.B.Flinn et A.E.Axelrod découvrent
que l'acétanilide et la phénacétine sont dégradés par I'organisme en divers produits dont le
paracétamol. Ils démontrent ensuite que seul le paracétamol est la molécule active contre la
douleur et la fievre et que les autres produits de dégradation induisent les effets toxiques
observés. La phénacétine est retiré du marché, le paracétamol obtient son autorisation de

mise sur le marché en 1955.

Cet oubli pendant un demi-siecle s'explique par I'erreur du médecin qui compara I'efficacité
des deux molécules en 1893 et par le fait qu'a cette époque les essais cliniques étaient

inexistants.[63]
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Le paracétamol est une drogue analgésique connu par trois phases polymorphiques
cristallines [64] :

- La phase I, monoclinique est le polymorphe le plus stable , ayant un facies en octaédre.

- La phase II, orthorhombique est un polymorphe métastable, il présente un faciés en aiguille.
- La phase III, monoclinique est le polymorphe le plus instable des trois, son facies n'a
jamais pu étre observé.

La phase polymorphique métastable II est préférée en industrie pharmaceutique car elle
contient des plans de glissement bien définis dans sa structure cristalline, ce qui peut faciliter

la compression directe pour la production de comprimés [65] .
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IV.2. Le paracétamol :

IV.2.1. Présentation du médicament :

Le paracétamol, aussi appelé acétaminophéne, est un composé chimique utilisé
comme antalgique (anti-douleur) et antipyrétique (anti-fieévre), qui figure parmi les
médicaments les plus communs, utilisés et prescrits au monde.

Il est indiqué dans le traitement des douleurs d'intensité faible a modérée, seul ou en
association avec d'autres analgésique opioides. Il est trés populaire car il a moins de contre-
indications que les autres antalgiques et jouit d'une bonne image aupres du public.

Le paracétamol, qui entre dans la composition d’une soixantaine de spécialités
pharmaceutiques, peut se présenter sous différentes formes ou conditionnements : sirops,

poudre a diluer, suppositoires, gélules, cachets,comprimés effervescents...[66]

IV.2.2. Descriptions de la molécule :

La formule moléculaire du paracétamol est CSHINO?2 ,
Formule chimique :

Hydroxy-4'acétanilide ou acétaminophene
CH3-CO-NH-C6H4-OH

Elle appartient a deux classes chimiques:

-Acetanilide

-Anilide

Sa structure chimique (Figure 21) compose d’ un noyau benzénique et une fonction alcool et
amide.[67]
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H\ﬂ/

O

HO

Figure 21. Structure chimique du paracétamol[67] .

IV.2.3. Synthése de la molécule :

Synthése du paracétamol : I'acylation du para-aminophénol avec 1'anhydride acétique donne
du paracétamol et de l'acide acétique. ( Figure 22 )

Equation de la synthése : C4H603 + C6H7NO — C8HINO2 + CH3COOH

Dans un erlenmeyer on dissout le 1-amino-4-hydroxybenzene dans de l'acide acétique tout en
agitant et en chauffant a 80°C au bain-marie jusqu'a ce que tout soit dissout. On refroidit alors
la solution et on ajoute le (CH2-CO)2. On plonge le tout dans un bain de glace et le
paracétamol formé précipite sous forme de cristaux.

On recristallise dans I'eau bouillante puis on filtre et seche a I'é¢tuve.[68]

@)

NH-> H3C NH

OH OH

Figure 22. Synthése du paracétamol [67].
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1V.2.4. Propriétés pharmacologiques :

C'est un analgésique qui est peu soluble dans I'eau et qui a un léger gotlit amer. Il est aussi
utilis¢é comme intermédiaire dans la synthése de nombreux produits. Il inhibe la production
des prostaglandines (substances qui déclenchent un signal de douleur transmis au cerveau) et
donc bloque l'influx nerveux qui génére la sensation de douleur dans l'encéphale. Il est utilisé
dans le traitement contre fiévre.

Il existe trois fagons de l'utiliser :

-analgésique: effet se développant 20 min apres la prise orale d'une dose de 500 mg a 1
gramme et durant environ 4 heures.

-analgésique périphérique: effet se développant 20 min apres la prise orale d'une dose de 500
mg a 1 gramme et durant environ 4 heures.

-antipyrétique : pour une dose de dix milligrammes par kilogramme :soit par forme orale ,soit

par forme suppositoire.[67,68]
IV.2.5. Pharmacocinétique :

L'absorption du paracétamol par voie orale est compléte et rapide : le maximum de
concentration plasmatique est atteint entre 15 minutes (comprimé effervescent) et 30—

60 minutes (comprimé et poudre) aprés ingestion.

Le paracétamol se distribue rapidement dans tous les tissus. Les concentrations sont
comparables dans le sang, la salive et le plasma.

Le paracétamol est métabolisé essentiellement au niveau du foie. Les deux voies métaboliques
majeures sont la glycuroconjugaison et la sulfoconjugaison. Il existe une voie métabolique
moins importante catalysée par le Cytochrome p450 (plus précisément par les isoenzymes
CYP2EIL, CYP1A2, CYP3A4), qui aboutit a la formation d'un intermédiaire réactif toxique,

la N-acétyl-p-benzoquinone imine ou NAPQI.[69]

I1 est normalement rapidement ¢liminé par réaction avec le glutathion réduit puis évacué dans

les urines aprés conjugaison a la cystéine et a 1'acide mercaptopurique .
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L'élimination du paracétamol est essentiellement urinaire : 90 % de la dose ingérée est
¢liminée par le rein en 24 heures, principalement sous forme glycuroconjuguée (60 a 80 %) et

sulfoconjuguée (20 a 30 %) et moins de 5 % est ¢liminé sous forme de paracétamol.

La demi-vie d'élimination est d'environ 2 heures.[70]

IV.2.6. Contre-indications / Précautions d'emploi :

- I'hypersensibilité au paracétamol .

- I'insuffisance hépato-cellulaire sévere et la porphyrie .

- Dans certaines formes commerciales,on peut retrouver de l'aspartame, dans ce cas le
médicament est contre-indiqué en cas de phénylcétonurie .

* Précautions d'emploi : Toxicité hépatique a fortes doses .

* Antidote : N-acétylcystéine .[67,69]
IV.2.7. Effets secondaires :

- Trés rarement : éruption cutanée avec €ruption urticarienne

- Controversé : hépatite aigué cytolytique , et insuffisance rénale chronique .

- De facon ponctuelle : hypotension, choc anaphylactique, syndrome de Lyell et syndrome de
Stevens-Johnson,purpura vasculaire,ulcération rectale.

-Une toxicité sur le foie a dose thérapeutique ne peut également étre exclue chez certaines
personnes a risques.

-Chez le tres jeune enfant, I'administration de paracétamol pourrait augmenter le risque de
survenue d'un asthme .

- A la dose de 4 grammes par jour, le paracétamol semble augmenter 1égerement la pression
artérielle, sans preuve d'une conséquence médicale .

- In vitro, le paracétamol pourrait présenter un effet tératogéne qui n'est pas présent in vivo. -

La molécule n'est donc pas contre-indiquée chez la femme enceinte .[67,69,71]
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IV.3. Le polymorphisme du paracétamol :

e Les critéres de choix :

- Avoir un nombre de polymorphe restreint : afin de diminuer le degré de complexité de
I’étude et de la modélisation de la cristallisation des phases polymorphes, il est
préférable de choisir un produit dont le nombre de polymorphes ne dépasse pas trois .
- Ne pas présenter de risque particulier : le danger d’exposition au composé choisi et
aux solvants associés doit étre minimal.

Le paracétamol est connu pour avoir trois polymorphes : la forme stable I (monoclinique),

la forme métastable II (orthorhombique) et la forme instable IIT .[64]

La forme monoclinique I utilisée dans le commerce est la plus stable et a une température de
fusion d'environ 167 a 169 ° C. La forme II est métastable et fond a environ 156 °C . Il existe

plusieurs procédures rapportées pour obtenir ces deux formes cristallines :

- Soit a partir de la solution par refroidissement, le solvant le plus utilisé est 1’éthanol .

- Soit a partir de la masse fondue par des traitements thermiques . [72]

Le troisiéme polymorphe du paracétamol ( forme III ) est instable et généralement
inaccessible en cas de prélevements massifs. Cette forme n’est retrouvée que dans des
situations particuliéres ou le paracétamol est confiné entre des plaques de verre ou dans de

fins capillaires de verre soit a partir de la masse fondue par des traitements thermiques|[64;72].

Le paracétamol est préparé par un cristalliseur tubulaire a flux laminaire (LFTC) avec un
refroidissement discontinu rapide. Dans un court laps du temps, LFTC a introduit des cristaux

plus petits par rapport au processus de cristallisation discontinue [73].

L'un des problémes clés des procédés de cristallisation pharmaceutique est une

reproductibilité relativement faible, qui peut étre améliorée par de nouvelles méthodologies
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permettant un contrdle plus précis. Récemment, la FDA et d'autres agences mondiales ont
encouragé la mise en ceuvre de la technologie d'analyse des processus (PAT) en tant que
« cadre pour le développement, la fabrication et l'assurance qualit¢ de produits

pharmaceutiques innovants » [74].

IV.3.1. Le contréle de transformation polymorphe dans le paracétamol
par spectroscopie NIR lors d'un processus de cristallisation par

refroidissement :

IV.3.1.1. Le principe :

La surveillance fiable des processus pharmaceutiques est considérée comme un outil
principale pour la mise en ceuvre compléte de la technologie d'analyse des processus. La
spectroscopie proche infrarouge (NIR) est utilisée comme méthode de surveillance du
processus de cristallisation par refroidissement du paracétamol. La poudre de médicament est
dissoute dans un co-solvant a base d'é¢thanol a 60°C et est refroidie a 1°C/min pour la
cristallisation[74]. Les spectres NIR acquis par mesure sont interprétés par analyse en
composantes principales combinée a des caractérisations par la diffraction des rayons X, la
microscopie optique et la microscopie €lectronique a transmission. Un polymorphe de forme
II métastable du paracétamol est formé et transformé en polymorphe de forme I stable sur le

chemin de la croissance de la forme I pure par cristallisation par refroidissement .
V.3.1.2. Les méthodes :

Deux types d'études est recensées concernant la cristallisation du paracétamol. Ces études ont
porté sur la caractérisation des polymorphes et le suivi des processus de cristallisation.

Pour la premicre étude, la spectroscopie Raman a transformée de Fourier est utilisée pour une
méthode d'analyse quantitative simple et rapide des mélanges de polymorphes dans la poudre
de paracétamol.

La calorimétrie différentielle a balayage (DSC) détectée par Raman est utilisée pour
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surveiller les thermodiagrammes DSC pendant la surfusion du paracétamol. Lorsque Raman
et DSC sont combinés pour la caractérisation, des transitions polymorphes thermiques sont

attribuées sans ambiguité .[72,75]
IV.3.1.2.1. Spectroscopie infrarouge proche :

Un spectrometre FT-NIR équipé d'une source tungsténe-halogeéne et d'un détecteur InGaAs
est utilisé pour la surveillance en ligne. L'appareil expérimental contient une sonde a fibre

optique qui est connectée au spectrometre NIR, , qui est illustré a la Figure 23.

Les spectres NIR sont collectés en temps réel pendant tout le processus de cristallisation via
une sonde a réflexion diffuse a fibre optique. Chaque spectre est acquis en faisant la moyenne

de 48 balayages . L'acquisition d'un spectre complet prend environ 6 s.[72,74]

(1)

(2)
—_ (5)
0 . .”
gooo — B ®
..-l ] - -] [ ]
< Dy ki
° s @
(3)

Figure 23. Appareil expérimental : ( 1) sonde a fibre optique NIR, ( 2 ) systéme informatique,
( 3) bain de réacteur de cristallisation, ( 4 ) régulateur de température PID et ( 5 ) détecteur

NIR .[74]

1V.3.1.2.2. Caractérisation des poudres de paracétamol :
Une analyse XRD de poudre est réalisée pour différencier les deux polymorphes, la forme I et
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la forme II. La différenciation de deux polymorphes est confirmée par des mesures de
calorimétrie différentielle a balayage . Des échantillons d'environ 5 mg chacun (forme I,
forme II, échantillon 1 et échantillon 2) sont chauffés de 50°C a 200°C a 10°C/min sous

atmosphere d'azote.

Une analyse par microscopie optique est réalisée pour déterminer la morphologie et la
granulométrie des poudres de paracétamol .

La microscopie ¢électronique a transmission est réalisée a une tension d'accélération de 50 a
300 kV pour permettre l'identification de la phase transitoire (forme II) par des diagrammes

de diffraction électronique .[72,75,77]

IV.3.1.3. La détection des formes polymorphes du paracétamol :

IV.3.1.3.1. Analyse XDR de poudre :

La forme I et la forme II (synthétisée) du paracétamol ont des schémas XRD distinctement
différents, comme le montre la Figure 24.

En termes de position de pic et de profil d'intensité de pic, deux schémas XRD concordent
bien avec ceux rapportés dans la littérature . La preuve du polymorphe transitoire (forme II)

est clairement détectée par analyse XRD de poudre .[77]

Form |

Infensity

Form |1
Y

10 20 30 40
2 theta

Figure 24. Modeles XRD de poudre pour la forme I et la forme II du paracétamol[77] .
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1V.3.1.3.2 Surveillance en ligne NIR :

a
| Form |1
o Form |
U - -
S b Crystallization process
To T -
S = -
o
He]
T
7000 6800 6600 6400 6200 6000 5800
Wavenumber(cm™')

Figure 25. Spectres NIR de la forme I et de la forme II du paracétamol et b Spectres NIR

pour I'ensemble du processus de cristallisation .[74]

v Figure 25 (a) illustre les spectres NIR typiques des deux poudres de référence. La
méthode de la dérivée seconde est utilisée pour prétraiter chaque spectre. Comme prévu
par les caractéristiques intrinséques de la spectroscopie NIR, les deux spectres sont
hautement reproductibles.

Comme l'illustre la figure, les deux polymorphes de référence se distinguent

distinctement dans la plage de 6 400 a 5 700 cm —1.

v’ Figure 25 (b) montre un exemple typique de la variation spectroscopique de masse NIR
en ligne pendant tout le processus de cristallisation, qui continue dans le sens de la fleche.
Les spectres d'une solution de paracétamol a un stade précoce apparaissent comme un
profil horizontal avec quelques ondulations. Ils se développent au fur et & mesure de la
cristallisation par refroidissement progressif. Les spectres NIR en partie basse sont
similaires a ceux observés pour la poudre de référence du premier modele.[72,74]
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1V.3.1.3.3. Caractérisation pour I’étalonnage hors linge :

La calorimétrie différentielle a balayage (DSC) n'est généralement pas informative pour les
¢tudes de polymorphisme dans le paracétamol, en particulier lorsqu'il est cristallisé dans des
solutions, il n'y a pas de différence appréciable entre les polymorphes en termes de

température de fusion[75,76].

La microscopie optique :

Figure 26. Micrographies optiques de poudres de paracétamol : a échantillon 1,b échantillon

2 et ¢ échantillon 3 .[74]

Figure 26 illustre des micrographies optiques typiques de diverses poudres d'échantillons :

a : échantillon 1

b : échantillon 2

¢ : échantillon 3

Comme le montre la figure 26 (a) , I'échantillon 1 est une poudre de paracétamol d'une
granulométrie de 5 a 15um et est un mélange d'octaedres et de particules en forme de batonnet.
Les particules en forme de batonnet impliquent l'existence du polymorphe de forme II.

Au fur et a mesure que la cristallisation de refroidissement progresse, les particules en forme

de batonnet disparaissent et la taille des particules augmente ,comme le montre la figure 26 (b)
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et (c). La taille de certaines particules dépasse 40 um sur la figure 26 (c).

La derniére étape de la cristallisation par refroidissement du paracétamol est caractérisée par
la transformation de la forme II en forme I, puis la croissance cristalline ultérieure de la forme
pure I. En termes de granulométrie, 1'échantillon 1 variait de 5 a 15 um tandis que

I'échantillon 3 semblait étre de 20 a 40 pum. [74,78]
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Conclusion

CONCLUSION :

I'étude des propriétés chimiques et surtout physiques s'est avérée nécessaire car elle utile
beaucoup dans plusieurs étapes du développement du médicament. Elle permet de fournir des
données nécessaires aux I' études de préformulation, au procédé de fabrication , les conditions
de stockage,et a la demande de mise sur le marché (AMM) et a la caractérisation physique,

essentielles pour la prise de brevet.

En plus, 1'¢tude du polymorphisme d'un médicament montre qu'il est important, dés sa
découverte, d'en rechercher les polymorphes éventuels, de déterminer laquelle de plus ses
formes la cristal est de définir son domaine de stabilité .

Les transitions de phase dans le médicament lui-méme peuvent entrainer une non-conformité
dans le contrdle du produit fini, entrainant le retrait de lots de médicaments.

Si la nouvelle forme est plus stable que la forme initialement mise sur le marché, un nouveau
brevet peut étre déposé pour protéger le développement d'une nouvelle forme cristalline de la

substance active.

Dans cette recherche bibliographique nous avons basé sur le paracétamol (médicament
analgésique et antipyrétique) comme étant exemple du polymorphisme .

Ce travail nous a permis de conclure, que Le paracétamol présente un polymorphisme et
existe sous trois formes. Il s'agit des formes monoclinique (Forme I, stable), orthorhombique
(Forme II, métastable) et Forme III (instable et non encore caractérisée). La plupart des
¢chantillons de médicament a base de paracétamol appartiennent a la forme monoclinique, qui
est le polymorphe le plus stable. Le produit résultant est caractérisé par le point de fusion et
des techniques spectroscopiques, telles que la spectroscopie NIR, cette derniére permettant de
surveiller le processus de cristallisation en refroidissant l'acétaminophéne. Sur la base de la

caractérisation hors ligne via la diffraction des rayons X, DSC et microscopie optique .
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RESUME :

Le polymorphisme se définissent comme la capacité d'une molécule a exister a I'état solide
sous différentes formes cristallines. Ces différentes formes d'une méme molécule peuvent
avoir des propriétés physiques et chimiques trés différentes. Les polymorphismes dans
I'évolution du contrdle de la qualité des médicaments et les relations possibles entre les
polymorphismes et la biodisponibilit¢ des médicaments sont démontrés. Des techniques de
caractérisation de polymorphes sont décrites.

Dans notre recherche bibliographique, nous nous sommes intéressés a [’étude du
polymorphisme du paracétamol ,ce dernier présente trois phases polymorphiques .

La spectroscopie proche infrarouge est utilisée comme méthode de surveillance du processus

de cristallisation par refroidissement du paracétamol .

Mots clés : Polymorphisme , biodisponibilité , caractérisation , paracétamol , controle .

ABSTRACT :

Polymorphism is defined as the ability of a molecule to exist in the solid state in different
crystalline forms. These different forms of the same molecule can have very different physical
and chemical properties. Polymorphisms in the evolution of drug quality control and possible
relationships between polymorphisms and drug bioavailability are demonstrated. Techniques
for characterizing polymorphs are described.

In our bibliographic research , we have been interested in the study of polymorphism of
paracetamol, the latter has three polymorphic phases.

Near-infrared spectroscopy is used as a method for monitoring the cooling crystallization

process of paracetamol.

Keywords: Polymorphism , bioavailability , characterization , paracetamol , control
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