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CTD:  Common Technical Document
CYP: Cytochrome P

DJA : Dose journaliere admissible
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EMA :  European Medicines Agency (Agence Européenne du Médicament) -
anciennement EMEA

FDA : Food and Drug Administration

HPLC : Chromatographie liquide haute performance

IC: Intervalle de Confiance

ICH : International Conference of Harmonization

ICP: Inductively Coupled Plasma (technique analytique a plasma induit)
IPG : Impuretes génotoxiques

IR: Infra rouge

I1SO: Organisation Internationale de la Santé




LAZER : Light amplification by stimulated emission of radiation (émetteur de vibrations
lumineuses simultanée)

NAPQI : N-acétyl p-benzoquinine-imine

OMS :  Organisation Mondiale de la Santée=WHO

PA : Principe Actif
PF : Produit fini
Ph : Potentiel hydrogene

Ph Eur : Pharmacopée européenne

PISC: Programme international sur la sécurité des substances chimiques
PKa: Logarithme négatif de constante d'acidité (ka)

SAA :  Spectroscopie d’absorption atomique

SCR:  Substance Chimique de Référence

SFSTP : Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
SM: Spectrométrie de masse

SR: Solvants résiduels

TTC :Seuil toxicologique critique acceptable
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INTRODUCTION

A nos jours, la démarche qualité est devenue une priorité dans tous les domaines d’activité.

Le domaine de la santé publique n’échappe pas a cette évolution. Les Laboratoires
gouvernementaux de contrdle des médicaments prennent toutes les mesures de contréle pour
que la sécurité et I’efficacité des médicaments soient acceptables.

Le médicament qui est un produit essentiel (efficace) dans le traitement préventif ou curatif
des maladies. Il peut contenir parmi ses éléments constituants (principe actif + excipients) des
substances qui peuvent altérer son efficacité et augmenter ses effets indésirables, parmi
lesquelles les impuretés. Ces impuretés présentent un danger remarquable pour la santé. Donc
quelles sont les méthodes utilisées pour la recherche et le dosage des impuretés dans la
matiere premiere médicamenteuse selon la réglementation en vigueur en industrie
pharmaceutique

Notre mémoire s’articule en deux parties :
Partie théorique rassemble 5 chapitres essentiels :

Dans le premier et le deuxieme chapitre en parle généralement sur le médicament et Le
contréle qualité des médicaments qui est une étape essentielle et indispensables pour assurer
la qualité des médicaments car un médicament de moindre qualité peut:

- Réduire voire annuler I’efficacité thérapeutique du produit
- Constituer un danger pour la santé du patient

Dans le troisieme et quatrieme chapitre nous avons effectué une étude descriptive sur les
impuretés, leurs toxicités et normes qui gérent leurs teneurs dans les médicaments. Et les
différents types d’impuretés principalement rencontrées dans les matieres premieres utilisées
dans I’industrie pharmaceutique, ainsi que leur origine.

Dans le cinquiéme chapitre en évoquant les tendances d’évolutions et de mises a jour
opérées au cours des diverses éditions de la Pharmacopée Européenne de ces dix derniéres
années, a savoir de 1’édition 4.0 en vigueur au 1° Janvier 2002 a 1’édition 7.2 en vigueur a
partir du 1° Juillet 2011 (3, 4, 5, 6) concernant les méthodes d’analyse des impuretés.

La Pharmacopée Européenne tend a diminuer le plus possible les essais pratiqués selon les
méthodes CCM au profit des méthodes CLHP ou CPG. En effet, I’expression des résultats
obtenus au terme de ces nouvelles méthodes sont plus facilement et plus précisément
interprétables. Dans son guide Pharmaeuropa régissant la création des nouvelles
monographies, elle préconise d’ailleurs le remplacement de toute CCM d’impureté si une
technique CLHP ou CPG a pu étre développe en remplacement.

Partie pratique dans laquelle nous avons réalisé une étude approfondie sur le dosage des
impuretés de paracétamol par la méthode de HPLC et faire une interprétation des résultats
obtenus par la pharmacopée et celle de I’ICH.
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CHAPITRE | : MEDICAMENT PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Définition de médicament :

I.1.1 Selon la loi de la santé publique algérienne :
Loi n° 85-05 du 16 février 1985 relative a la protection et a la promotion de la santé, p. 122.
On entend par médicament, au sent de la présente loi :

« Toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventive a égard des maladies humaines ou animale, et tous produit pouvant étre
administrés a I’homme ou a I’animal en vue d’établir un diagnostic médicale ou de restaurer;
corriger et modifier ses fonction organique». [17]

1.2 Mise en forme d’un médicament :

Un médicament se compose d’un ou de plusieurs principe actifs et d’excipients. [30]

é )

Médicament

Figure 1 : Mise en forme d’un médicament

1.2.1 Principe actif :

Le principe actif d’un médicament est une substance d’origine chimique ou naturelle
caractérisée par un mécanisme d’action curatif ou préventif précis dans I’organisme. Son
dosage est établi en fonction de la puissance du patient (enfant, adulte) la plupart du temps, en
trés faible proportion dans le médicament par rapport aux excipients. [4] [17]

1.2.2 Les excipients (additif) :

L’excipient est une substance d’origine chimique ou naturelle qui facilitent 1’utilisation du
médicament mais ne présentent pas d’effet curatif ou préventif. [4]

La fonction d’un excipient est de servir de vecteur (véhicule ou base) au principe actif
ou d’entrer dans la composition du vecteur contribuant ainsi a certaines propriétés du produit
telles que la stabilité, le profil bio pharmaceutique, I’aspect et 1’acceptabilité pour le patient et
la facilité de fabrication. [15]
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11.1 Introduction :

L’industrie pharmaceutique doit fabriquer et fournir des médicaments adaptés a 1’emploi,
répondant aux exigences du dossier d’autorisation de mise sur le marché (AMM) et
n’exposant les utilisations a aucun risque lié a des carences en matiére de sécurité, de qualité,
ou d’efficacité. La réalisation de cet objectif de qualité engage la responsabilité de la
direction. De I’entreprise et le pharmacien responsable. Elle requiert la participation et
I’engagement du personnel dans les différents départements et a tous les niveaux de
I’entreprise, de ses fournisseurs et des distributeurs. Pour atteindre plus surement cet objectif,
I’entreprise doit posséder un systéme d’assurance qualité, bien congu, correctement mis en
ceuvre et effectivement controlé, systéme qui inclut le concept des pratiques de fabrication et
ses regles de fonctionnement constitue le moteur de la qualité dans [I’industrie
pharmaceutique. [23]

Selon Le format « Common Technical Document » qu’est une forme de présentation du
dossier pharmaceutique qui a révolutionné les processus réglementaires régissant le
médicament on a cing modules. Le module 1 est spécifique a chaque région. Les modules 2,
3, 4 et 5 sont communs a toutes les régions. Le respect de cette directive est la garantie que
ces quatre modules soient fournis dans un format accepté par I'OMS et les autorités
réglementaires.

Tableau 1: Résumé des différents modules du dossier ’AMM dans le format CTD

Module 1 Données administratives relatives a I’information sur le produit, il n’est
pas objet d’une harmonisation, sa composition varie d’un pays a un autre,
selon son exigence.

Module 2 | Synthéses des données relatives a la qualiteé, précliniques et cliniques
«Quality Overall Summary»

Module 3 | Données chimiques, pharmaceutiques et biologiques relatives au(x)
principe(s) actif(s) et au produit fini.

Module 4 | Données non cliniques*

Module 5 | Données cliniques d’efficacité et de sécurité **

Globalement, le module 3 comprend les informations détaillées concernant la qualité de la
substance active et celle du produit fini.

1.2 Controle de la qualité (CQ) :

Le guide des Bonnes Pratiques de Fabrication définit le controle de la qualité comme étant la
verification ou le contrdle de la conformité aux spécifications. L’Organisation Mondiale de la
Santé le définit, de facon plus détaillée, comme étant toute mesure prise, incluant : mise au
point de specifications, échantillonnage, analyse, et traitement des données analytiques, afin
de confirmer que les matieres premiéres, les produits intermédiaires, les articles de
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conditionnement et le produit pharmaceutique final sont conformes aux spécifications établies
d’identification, dosage, pureté et autres caractéristiques (OMS). [27]

11.3 But du contrdle de la qualité :

Le controle de qualité consiste a déceler les erreurs dépassants les limites jugées
raisonnables, de maniere a en corriger les causes ou a les prévenir. En général dans tout
laboratoire de biologie, le contréle de vérifier le fonctionnement des appareils, la
manipulation ainsi que la précision et I’exactitude d’une technique. [32]

Le contrdle effectu¢ a des points clés (points critiques) évite d’engager inopportunément des
frais couteux dans la suite des opérations. Le contrdle final détermine la conformité du produit
aux objectif et le contrdle de la conformité ont pour finalité de confirmer que le produit
fabriqué localement ou importé répond aux normes homologuées et /ou aux spécifications
légales et réglementaire qui le concernent, et en particulier aux prescriptions de I’article 3 de
la loi n 89 - 09 de 07 février 1989 (analyses de qualité, contrdle de conformité) : Décret
exécutif n® 92 - 65 au 12 février 1992 relatif au contrdle de la conformité des produits
fabriqués localement ou importés. [2]

I11.4 Stratégie de controle

Un panel de contréles préétablis, basé sur les connaissances acquises sur le produit et le
procéde, qui garantit la performance du procédé et la qualité du produit. Les contrdles peuvent
inclure les parametres et attributs liées :

e A la substance active, aux matiéres premiéres et aux composants du produit.

¢ Aux installations et conditions de fonctionnement des équipements.

e Aux contrles en cours de fabrication.

o Aux spécifications du produit fini.

¢ Ainsi qu’aux méthodes associées et a la fréquence de surveillance et de contréle .[14] [27]

11.5 Controle qualité du médicament :

Le controle des matiéres premiéres et des produits finis est obligatoire et pour assurer
I’efficacité et la sécurité, il faut, en plus des laboratoires bien équipés, un personnel gqualifié,
une organisation rigoureuse.

D'une maniere générale, cette organisation est fondée sur les principes suivants:

1-Les médicaments sont fabriqué par lots chacun des lots est le résultat d’une seule et méme
série d’opérations et porte un numéro. A chacun des lots correspond une feuille de fabrication
sur laquelle sont enregistreés tous les stades de fabrication et tous les contrdles, depuis la sortie
des matieres premieres du magasin jusqu'au stockage des produits finis.

2 -Le contrOle s'exerce a tous les stades:
- Sur les matiéres premieéres.

- Sur le produit en cours de fabrication.
- Sur le produit fini.
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3 -Les prélevements a tous les stades, doivent étre faits exclusivement par des agents du
contréle de qualité aucun lot de produits ne peut passer d'un stade a un autre sans
I'autorisation de la Direction du Contrdle.

4-L'organisation doit se matérialiser par un systéme d’imprimés et d'étiquettes, dont la feuille
de fabrication fait partie et donnant des indications sans ambiguiteé.

L’OMS s’occupe non seulement des aspects pharmaceutiques de la qualité des médicaments
mais encore de I’innocuité et de I’efficacité intrinséque de leurs principes actifs. [3]

11.5.1 Contr6le de Substance active :

La fiche de spécifications détaillant les tests que devra subir chaque lot de matiére en vue de sa
libération, c’est-a-dire les tests « de routine », les méthodes analytiques, décrites sans ambiguité,
ainsi que leur validation. [27]

Contrdle qualité des PA se fait selon les standards internationaux:

[1Pharmacopées en vigueur (PH EUR 8 et USP 39).
[INormes ICH.

[1Directives de I’OMS.

[1Directives Européennes.

[1Directives américaines (FDA et CANADA).
[IBPF (février 2016).

+ Principe actif d’origine végétale :

IIs proviennent des différentes plantes médicinales et sont naturellement présents dans les
différentes parties de ces plante : feuilles, tiges, racine, fleurs. Soit on les utilise a 1’état brut
ou sous forme d’extraits. L’évaluation de la qualité passe par plusieurs essais :

- Essais d’identification.

- Essais de pureté (comprenant les limites des impuretés).

- Caractéristique physiques et chimiques.

- Controle biologiques/immunologiques.

- Degré de pollution : contamination potentielle par des microorganismes, des pesticides, des
métaux toxiques, de la radioactivité.

+ les principes actifs chimiques :

Ce sont des principes actifs de synthese, avec une structure chimique bien définie qui
nécessite des controles :

-D’identification, (structure chimique, isoméries potentielles).
-Caractérisation physico-chimique (solubilité, polymorphisme, pKa et pH).

+ Les principes actifs biologiques-biotechnologiques:

Issu du systéme de production auxquels participent des organismes vivants. L’évaluation de
la qualité passe par différentes étapes : analyse de la matiére premiere de départ du principe
actif, du principe actif lui-méme.
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v’ Controles physico-chimiques:

[11dentification.

[1Dosage.

[1Dosage des impuretés.

[1Granulométrie par granulométrie LAZER.
[1Polymorphisme par DRX.

[1Teneur en eau : perte a la dessiccation ou Karl Fisher.
[1Isomérie potentielle.

[1Dosage des solvants résiduels.

[1Dosage des métaux lourds et cendres sulfuriques.

v" Controbles microbiologiques:

[JQualité microbiologique.
[1Stérilité.

[TEndotoxines bactériennes.
[JPyrogenes.

11.5.2 Controéles d’Autres composants (excipients)

De méme que pour les principes actifs plusieurs contrdles sont effectués pour les excipients
tels que les controles :
-Caractéristiques physique-chimiques.
-ldentification et pureté biologiques/immunologiques.
-Dosages et évaluation des cas échéants.

11.5.3 Control de Produit fini
11.5.3.1 Contr6le Physico-chimique :

Il aura pour role de vérifier la structure de la molécule et d’établir les propriétés physiques
et chimiques. [1]
Pour toute forme pharmaceutique: en général

*Conformité de I’étiquetage, du conditionnement

*Caracteres organoleptiques: Odeur, aspect, Couleur, taille

NB : Certains parametres physico-chimiques sont indiqués seulement pour des formes
galéniques précises comme le pH dans le cas des préparations injectables et sirops
[dentification et dosage des impuretés et substances apparentés, produits de dégradation
Détermination du titre du principe actif

Détermination du titre de certains excipients comme les conservateurs

11.5.3.2 Essais pharmaco techniques:

*Tests de désagrégation, de friabilité, de dureté.
*Uniformité du volume.

*Résistance a la rupture, Uniformité de masse.
*Test de dissolution.
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11.5.3.3 Controle Microbiologique :

Pour les formes pharmaceutiques liquides, semi solides ou reconstituées
Les contrdles microbiologiques doivent permettre de garantir une bonne qualité hygiénique et
marchande du produit fabriqué, et minimisent les pertes dues aux mauvaises conditions de
fabrication. [29]

e Produits qui doivent étre stériles:

-Essai de steérilité:
-Recherche de microorganismes.
-Recherche d’endotoxines.

e Produits non stériles:

-Dénombrement des germes aérobies viables totaux.

-Dénombrement des Levures et moisissures.

-Recherche de microorganismes spécifiés:

E. coli, Salmonella, Pseudomonas aeruginosaet Staphylococcus aureus

On a deux méthodes complémentaires permettant:

- L’identification des principes actifs ARV.
- Le dosage des ARV dans le produit fini. [9]

11.5.3.4 Controle toxicologique :

Les molécules destinées a la thérapeutique humaine doivent subir avant tout essai clinique
des tests de toxicité aigué et chronique sur les animaux.

Les études toxicologiques permettent d’¢liminer de trés nombreuses molécules dont les
risques outrepassent les avantages. [18]

11.5.4 Controles des articles de conditionnements :

Les contenants doivent apporter une protection suffisante contre toute détérioration ou
contamination de I’intermédiaire ou de la substance active qui pourrait survenir lors du
transport et du stockage dans les conditions recommandées cependant des contréles doivent
étre effectués :

Contrdle d’ impuretés.
Contrdle de la matiére des matériaux.
Contrdle de conformité et 1’étanchéité. [9]
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111.1 Définition :

Tout constituant de la substance médicamenteuse qui n'est pas I'entité chimique définie
comme étant la substance médicamenteuse et ils apparaissent pendant la synthese du principe
actif. Elles peuvent comprendre les produits de dégradation, de synthése, des produits de
réactions secondaires, etc. [34]

Elles devraient étre identifiées, qualifiées et étudiées sur le plan toxicologique.

111.2 Classification des impuretés : [22]

Les impuretés peuvent étre classées dans les catégories suivantes:

« Impuretés organiques (liées au procédé et au médicament).
« Impuretés inorganiques.
* Solvants résiduels.
Les impuretés organiques peuvent apparaitre durant la fabrication et (ou) I'entreposage de
la substance médicamenteuse. Elles peuvent étre connues ou non, volatiles ou non et elles
comprennent:

* Les produits de base.

* Les sous-produits.

* Les intermédiaires de synthese.

* Les produits de dégradation.

* Les réactifs, les ligands et les catalyseurs.

Les impuretés inorganiques peuvent provenir du procédé de fabrication. Généralement,
elles sont connues et identifiées et comprennent:

* Les réactifs, les ligands et les catalyseurs.

* Les metaux lourds et autres métaux résiduels.

* Les sels inorganiques.

« D'autres substances (p. ex. les adjuvants de filtration, le charbon de bois).

Les solvants sont des liquides organiques ou inorganiques utilisés comme veéhicule dans la
préparation de solutions ou de suspensions utilisés dans la synthése d’une substance
médicamenteuse.

Les solvants résiduels sont dans la plupart des cas des liquides organiques ou par fois
inorganiques utilisés généralement dans la derniére étape de purification ou recristallisation de
la substance active.
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Selon leur toxicité on peut les classé en 3 classes :

v" Classe 1 : Solvants a éviter

Carcinogenes humains connus ou fortement suspectés, dangereux pour 1’environnement.
Exemple : Benzene.

v Classe 2 : Solvants dont ’utilisation est soumise a limitation
Carcinogénes animaux non-génotoxiques ou éventuels agents causals d’autres effets
toxiques irréversibles tels que la neurotoxicité ou la tératogénicité. Exemple : Acétonitrile.

v Classe 3 : Solvants a faible potentiel toxique
Solvants a faible potentiel toxique pour ’homme ; aucune limite relative a 1I’exposition n’est
exigée. Exemple : Acide acétique.

En plus de ces trois grandes catégories d’impuretés, nous aborderons le cas des
produits frauduleux, leur présence étant de plus en plus démasquée ou suspectée.

= Cas des fraudes :

Il existe des impuretés extrémement difficiles a détecter car elles sont issues de «
I’innovation » des contre fagonniers [39]. Certains fournisseurs peuvent avoir recours a des
subterfuges afin d’obtenir un produit moins cofiteux a la production, ou pour palier une
pénurie d’un des constituants du produit.

Un produit contenant une telle « impureté » ne peut étre déclaré conforme. Cependant, ces
fraudes sont difficilement détectables. Ces substituts, d’origine souvent inconnue,

Voire le tableau 1 dans I’annexe 11 P : 111
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Les impuretés Les impuretés
organiques inorganiques Solvants résiduels Cas des fraudes
Classe 1 Classe 2 Classe 3
Les réactifs, les ligands Solvants a éviter Solvants dont I"utilisation Solvants 4 faible potentiel
et les catalyseurs; est soumise & limitation toxique

Figure 3 : Schéma de la classification des impuretés

11.3 Origine des impureteés : [13]

e I111.3.1 PourunPA':

Les impuretés peuvent étre de nature tres variés et avoir un impact considérable sur le
devenir du PA comme les impuretés organigques proviennent souvent du procédé de
production Et /ou du stockage de la substance ,elles peuvent étre volatile ou non et peuvent
étre identifiées, un résumé de toutes ces impuretés organique (réelles et théorique )doit étre
réalisé ,celui-ci s’appuie sur 1’étude du procédés de production et de dégradation du PA mais
aussi d’apres les résultats obtenus lors de la phase de développement et des études de
dégradation forcées , et les impuretés inorganigues sont issues de la production du PA et
sont connue

e [11.3.2 PourunPF:

C’est le guide ICH Q3B (R2) qui traite des impuretés pour les produits finis, utilise le
terme d’impureté de dégradation qui regroupe les produits de dégradation de la substance
et/ou le systéeme de de conditionnement

I11.4 Notions de toxicité

Ces impuretés, présentes dans les excipients aussi bien que dans les substances actives
utilisees dans les médicaments, peuvent engendrer des conséquences plus ou moins graves et
plus ou moins réversibles en termes de santé publique. Ces effets toxiques peuvent de plus
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s’exprimer aussi bien faiblement et de fagon trés localisée, que toucher un organe entier, voire
I’organisme au complet, avec plus ou moins de virulence.

Cette toxicité est a prendre en compte de fagon encore plus importante pour les
médicaments destinés a étre administrés uniquement a des patients dont I’organisme est déja
soumis & des stress ou des complications non physiologiques. Les effets toxiques peuvent
donc étre potentialisés du fait de cet état général déficient présenté par les patients.

D’abord Pour les impuretés organiques on va voir par exemple le paracétamol qui peut se
dégrader facilement en 4-aminophénol. Hors, selon la fiche de données de sécurité de celui-ci,
disponible aupres des fournisseurs de matiére premiere [42], le 4-aminophénol peut étre tres
dangereux en cas de contact avec la peau, d’ingestion ou d’inhalation. Méme si aucune
précision sur les risques d’effets carcinogenes, tératogénes ou mutagenes n’est apportée par la
fiche de sécurité, il est impératif de vérifier la non dégradation du paracétamol. D’autant plus
que le 4-aminophénol posséde également des propriétés néphrotiques. [35]

La levodopa est un Isomeres précurseur de la dopamine, utilisé dans le traitement de la
maladie de Parkinson. Il possede un centre de chiralité qui permet la formation de 2
énantiomeres. Seul I’énantiomére 1évogyre (S)-(-) est conservé dans ce médicament. L’ autre
énantiomere, dextrogyre (R)-(+), est quant a lui toxique, et entraine des risques
d’agranulocytose. Il ne doit donc pas étre présent dans le médicament final, ou du moins en
quantité tres faible conformément aux limites tolérées.

En suite ; Parmi les impuretés inorganiques on a le plomb, qui est un des métaux lourds et
un ¢élément le plus fréquemment rencontré, est utilisé comme mode d’expression des résultats
de I’essai : « ppm de plomb ».

Par exemple, I’intoxication au plomb peut étre extrémement dangereuse que ce soit chez
I’adulte ou chez la femme enceinte, ou allaitant son bébé. En effet, le plomb franchit sans
difficulté la barriere placentaire et passe également dans le lait maternel. Chez I’enfant, ces
effets peuvent étre potentialisés car leurs organes sont en plein développement, et leur
absorption intestinale est approximativement trois fois plus importante que chez ’adulte. [38]
[40]

L’intoxication infantile au plomb s’appelle le saturnisme [37]. C’est une maladie
extrémement grave, qui peut laisser des séquelles tres handicapantes.

En fin Solvants résiduels Cette toxicité s’exprime également sur le systéme nerveux
central, et peut se manifester aussi bien par de légers états d’ébriété, que par des troubles du
sommeil ; des difficultés de concentration ; des pertes de la mémoire et sont également trés
toxiques pour le foie et le rein, ces deux organes étant chargés de 1’élimination de toutes les
substances néfastes pour 1I’organisme. Les solvants halogénés sont particuliérement actifs sur
ces organes. Ils entrainent fréquemment des insuffisances rénales pouvant méme aller jusqu’a

des nécroses rénales et hépatiques en cas d’exposition importante.

Les solvants les plus toxiques, tels que le benzéne ou le tétrachlorure de carbone, peuvent
avoir des effets mutagenes, carcinogenes et toxiques pour la reproduction. [33]
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Un exemple de fraude dont les répercussions sur la santé publique se sont révélées
désastreuses est le cas de I’héparine frauduleuse survenu entre novembre 2007 et aott 2008.

Cette affaire est a I’origine de la mort de 130 personnes environ (dont plus de 80 aux Etats-
Unis).

En effet, pour faire face a la demande croissante d’héparine, certains sites chinois avaient
utilisé de la chondroitine persulfatée dans leurs héparines sodiques. Cette substance
contaminant est retrouvée sur des produits fabriqués a partir de sources chinoises sur une
partie de I’année 2007 (10) lots de produits finis et 2 lots de matiéres premiéres). Des
impuretés naturelles ont également été mises en évidence, dont I’une est le dermatan sulfate,
présent dans 35 lots de produits finis et dans 21 lots de matiéres premieres, tous correspondant
a une production d’origine chinoise. [33]

Il existe certaines impuretés dont leurs dangerosités nous amenent a parler de quelques
notions comme les génotoxiques.

D’abord ; les impuretés génotoxiques peuvent induire des 1ésions de I’ADN quel que soit le
niveau d’exposition.

De telles lésions peuvent conduire ou contribuer & augmenter les incidences des tumeurs.
Mais on doit distinguer deux types des impuretés mutagenes :
-Mutageénes sans seuil —~ pasde dose sans risque

-Mutagénes avec un mécanisme a seuil ———> niveau de dose sans risque. [24]

Evaluation du risque

o

Ne réagissant pas Réagissant
directement avec avec I’ADN
I’ADN

Avec seuil Avec seuil
démontré demontre

Evaluation du Evaluation du
risque basée sur risque basée
la NOEL-> PDE* sur le TTC

PDE = permitted daily exposure

Pr Daniel Marzin — Congrés de la SFT, 25 et 26 octobre 2007, Montpellier — Copyright € SFT — Tous droits réservés

Figure 4 : Evaluation du risque des impuretés génotoxiques
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[11.5 Exposition Journaliere Admissible:[s]

Le terme « apport quotidien tolérable » (AQT) est utilisé par le Programme international sur
la sécurité des substances chimiques (PISC) pour décrire les limites d’exposition a des
produits chimiques toxiques, alors que le terme « dose journaliere admissible » (DJA) est
utilisé par I’Organisation mondiale de la santé (OMS) et d’autres organismes et instituts de
santé nationaux et internationaux. Le nouveau terme « exposition journaliére admissible »
(EJA) est défini dans la directive du CIH Q3C comme 1’apport admissible de solvants
résiduels sur le plan pharmaceutique, dans le but d’éviter la confusion avec des valeurs
differentes de DJA pour la méme substance.

s I111.5.1 Lesimpuretés organiques :
LES SEUILS:

e Seuil de déclaration

e Seuil d’identification

«Limite au-dela de laquelle une impureté doit étre identifiée»

e Seuil de qualification

«Limite au-dela de laquelle il y a lieu de qualifier une impureté»

% Qualification

«Processus d’acquisition et d’évaluation des données établissant I’innocuité biologique d’une
impureté spécifique ou d’un profil d’impuretés donné, a la teneur ou aux teneurs spécifiées»
% Domaine d’application

1) Nouvelles entités préparées par synthese chimique et non encore enregistrées

2) Ne s’applique pas aux nouvelles substances en cours d’études cliniques lors du
développement

3) Ne sont pas couverts par ces seuils :

Les produits biologiques ou biotechnologiques, les produits radio pharmaceutiques, les
produits a base de plantes et les produits bruts d’origine animale ou végétale

Tableau 2 : Seuil pour les différents types d’impuretés pour les PA (ICH Q3A R2)

Dose Seuil de Seuil Seuil de
journaliére déclaration d’identification qualification
Maximale
<2 g/jour 0,05 % 0,10 % ou 0,15 % ou
1 mg/jour 1 mg/jour
(la plus petite valeur) (la plus petite
valeur)
>2 gl/jour 0,03 % 0,05 % 0,05 %
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s 111.5.2 Les impuretés inorganiques (catalyseurs): [11]

Tableau 3 : Exposition de classe et limites de concentration pour les catalyseurs métalliques
individuels et les réactifs métalliques

Classification Exposition oral Exposition parentéral
EJA Concentration EJA Concentration
(ug/jour) (Ppm) (ug/jour) (Ppm)
Classe 1A : 100 10 10 1
Pt, Pd
Classe 1B : 100 10 10 1
Ir, Rh, Ru, Os
Classe 1C : 300 30 30 3
Mo, NI, Cr, V
Classe 2 : 2500 250 250 25
Cu, Mn
Classe 3 : 13000 13000 13000 130
Fe, Zn

< 111.5.3 Solvants résiduels : [13]

Principes genéraux de classification des solvants résiduels :
En premier lieu, ce chapitre détermine 3 classes de solvants, présentées ci-dessous, en
fonction de leur toxicité et leurs risques sur la santé humaine.

v 111.5.3.1 Classe 1 : Solvants a éviter
voir tableau 2 dans ’annexes II P : Il

v 111.5.3.2 Classe 2 : Solvants dont ’utilisation est soumise a limitation
Voir le tableau 3 dans ’annexes II P : IV

v  111.56.3.3 Classe 3 : Solvants a faible potentiel toxique
Voir le tableau 4 dans I’annexes I P: V

Chaque solvant a une Exposition Journaliére Admissible (EJA) qui lui est propre et qui
refléte son niveau de toxicité. Ce terme d’EJA est la nouvelle expression consacrée par ce
chapitre, qui correspond a la dose de solvants résiduels admissible du point de vue de ’'usage
pharmaceutique, ce qui permet d’éviter toute confusion entre les différentes valeurs de Dose
Journaliere Tolérable ou Dose Journaliere Admissible pour une méme substance, ces deux
derniers termes étant utilisés respectivement par 1’International Program of Chemical Safety
d’une part, et par ’OMS et diverses autorités et instituts (nationaux et internationaux) de santé
publique d’autre part.

Il existe un 4° groupe de solvants : ceux pour lesquels les données toxicologiques font
défaut et ne permettent pas de déterminer une EJA. Lorsque ceux-ci sont utilisés, les
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fabricants doivent fournir les justifications relatives aux teneurs résiduelles de ces solvants
dans les produits a usage pharmaceutique.

< 111.5.4 Impuretés génotoxiques :

Les IPG, en raison de leur capacité a induire des mutations génétiques et réarrangements
chromosomiques, peuvent étre cancérigéne pour I'homme. Les principes actifs sels de
mesilates, tosilates et besilates. [13] [16] [31]

OTTC (seuil toxicologique critique acceptable) : niveau de seuil d’exposition a des composés
chimiques qui ne correspond pas a un risque de carcinogénicité ou d’autres effets toxiques.

OTTC = 1,5 pg/jour : augmentation théorique du risque de cancer de < 1 sur 100 000 pour
une exposition pendant toute la durée de vie (durée moyenne de TTT > 10 ans).

OTTC > 1,5 pg/jour peuvent étre justifiées dans certains cas : traitement de faible durée,
espérance de vie inférieure a 5 ans,...etc.

Approche TTC n’est pas applicable pour groupe de substances mutagenes présentant une
puissance cancéerogene tres élevée comprend les composés semblables aux aflatoxines, les
composeés nitroseés et les composes alkylés azoxyques.

Evaluation du potentiel génotoxique d’une IPG : essai mutation bactérienne (test d'Ames) et
essai de Iésions chromosomiques.

111.6 les études de stress ou études de dégradation forcées:[12]

Ces études ont pour but de mettre en évidence le profil de dégradation des substances
observées il convient de rappeler que pour ce type d’étude, il faut d’abord chercher les
éventuels changements de propriétés physiques (apparence, couleur de la solution...) avant de
réaliser des analyses sur les produit de dégradation formes.

e [11.6.1 PourunPA:

11 s’agit de la premiére partie qui est développée dans le guide ICH Q1A. Cette étape est
réalisée, une fois que le PA a satisfait aux études préclinigue et clinique, et consiste a étudier
son profil de dégradation. En effet la connaissance des principaux produits de dégradation du
PA permet d’avoir une premiere idée sur la stabilité intrinséque de ce PA mais aussi de mettre
au point puis de valides les méthodes analytique pour rechercher ces produit de dégradation

Comme le préconise également le guide « stabilité » de I’OMS, il existe plusieurs types
d’analyses qui peuvent étre réalisée dans le cadre de ces études de dégradation.

v  111.6.1.1 Etude physico-chimique :

Une des études les plus courantes consiste a soumettre le PA, a des conditions de
températures et /ou d’ humidité trés fortes. Par exemple, voici les conditions proposées par
I’'ICH :
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Tableau 4 : Tests de dégradation forcé pour les nouveaux PA

Stress Conditions

Chaleur Au-dessus de la condition accélérée ICH
Et par incrémentation de 10°C en 10°C

Chaleur et humidite Au minimum 75% d’humidité relative
Et a la température retenue pour le stress
chaleur

Oxydation Analyse a différents pH (en solution ou en

suspension)

Il est & noter que tous les tests sont réalisés a I’abri de la lumicres .La réaction d’hydrolyse
est généralement favorisée par certains facteurs tels que : la température, le solvant utilisé, un
exemple est décrit par la SFSTP.

Dans celui-ci, les conditions typiques a adopter sont les suivantes :
pH basique : NaOH : 0,1 a 1M dans un contenant étanche et inerte, a température ambiante et
a I’abri de la lumiere, pH acide: 0,1 a 1M dans un contenant étanche et inerte, a température
ambiante et a I’abri de la lumicre, il est aussi possible de réaliser ces tests dans des conditions
encore plus drastiques, pour cela, la solution utilisée doit étre a une concentration de 1M et
d’analyse doit étre réalisée pendant dix jours a une température de 60°C.

v  111.6.1.2 Etude de photosensibilité :

Enfin un des tests les plus importants réalisés lors de ces études est celui de la
photosensibilité, il est d’ailleurs spécifiquement détaillé dans le guide ICH Q1B, dans celui-ci,
plusieurs méthodes sont décrites afin de vérifier I’impact de la lumiere sur le PA a étudier
mais dans tous les cas, une source lumineuse conforme a la norme D65 étant la norme
internationalement reconnue et définie dans la norme 10977(1993) de I’ internationalement
organisation for standardisation(ISO), les source lumineuses utilisée doivent émettre un
rayonnement aux environs de 320nm , a défaut, des filtres peuvent étre utilisée, ensuite des
analyse physico-chimiques sont réalisées

A la suite de ces études en conditions forcées, il convient de réaliser une étude de
confirmation qui est comparative, pour cela, les échantillons exposés doivent recevoir au
moins 1’équivalent de 1,2 millions de lux heures et une énergie dans le proche ultra-
violet(UV) d’au moins 200 Watts par heure et par m

Afin de s’assurer du bon fonctionnement des lampes fluorescentes dans le proche ultra-
violet, il existe plusieurs méthodes de vérification, qui sont décrites dans 1’annexe du guide
ICH Q1B, Elles sont basées sur 1’actinométrie chimique de la quinine,

Ensuite, le second point abordé décrit les conditions a respecter pour sélectionner les lots
qui vont étre utilisés, Le test doit étre réalisé pour trois lots, ceux-ci doivent au minimum étre
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des lots pilotes, c¢’est-a-dire des lots dont la taille représente 10% d’un lot commercial, ils
doivent également avoir été produits selon le méme procedé de production (méme
équipement, méme voie de synthése...).

Enfin le conditionnement utilisé doit étre le méme que celui qui sera utilisé en routine pour
la distribution et le stockage.

e I11.6.2 PourunPF:

Ce sont principalement les etudes de photosensibilité qui sont réalisées pour le PF avec les
autres études de I’humidité et la lumicére. En effet, si des études physico-chimique étaient
réalisées, le profil de dégradation du PF serait trés proche de celui obtenu avec le PA, car la
plupart des impuretés de degradation viendraient du PA.il est nécessaire de realiser des études
physico-chimiques supplémentaires.

Dans le cadre de ces études, la photosensibilité est, dans un premier temps, testée sur le PF
seul, puis sur le PF dans son conditionnement primaire et enfin dans son emballage finale.
L’objectif est de démontrer que le PF est correctement protégé contre 1’exposition a la
lumiere en effectuant des études comparatives. Classiquement cette étude est réalisée sur un
seul lot, mais deux autres lots de PF peuvent étre analysés si les résultats obtenus sont
équivoques

Néanmoins, en fonction du PF concerné, il est possible d’adapter les études de dégradation
forcee. Ainsi, pour un aérosol dont le contenu est inclus dans une cartouche en aluminium a
’abri de la lumiére, les étapes de photosensibilité ne sont pas nécessaires car elles ne
présentent pas d’intérét.

A contrario il faut parfois réaliser des études additionnelles .C’est par exemple le cas pour
des spécialités telle que des liquides de perfusion ou bien des cremes pour application
cutanee. En effet, celle-ci ne sont pas seulement exposées a la lumi¢re comme peut 1’étre un
comprimé a travers un blister mais il existe un contact prolongé avec la peau qui peut
entrainer des brulures si la creme est sensible a la lumiere.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

IV.1 Selon la pharmacopée européenne :

Chapitre 5.10.Contrdle des impuretés dans les substances pour usage
pharmaceutique :

Ce chapitre n’existe dans la Pharmacopée Européenne que depuis 1’édition 5.0.

Auparavant, il existait des prescriptions de contréle des impuretés, cependant celles-ci ne
faisaient pas 1’objet d’une monographie générale. Ces prescriptions apportent des
compléments d’information concernant I’essai des « Substances apparentées » exigé dans la
plupart des monographies spécifiques. Une aide a I’interprétation des résultats en termes
d’impuretés est également développée dans ce chapitre en complément de la monographie
spécifique de la substance active considérée. Cette aide se présente aussi bien sous la forme
d’un « arbre de décision relatif a I’interprétation des critéres généraux d’acceptation pour les «
autres » impuretés dans les monographies », que sous la forme d’un glossaire rassemblant les
termes appropriés pour définir les diverses catégories de ces « autres impuretés », tels que «
autres impuretés décelables », « impureté non spécifiée », « impureté potentielle », etc...

Ce texte souligne également la nécessité, si besoin, d’identifier et de qualifier une impureté
détectée ne faisant pas partie des impuretés spécifiées dans la monographie spécifique. De
méme, si aucun essai de substances apparentées n’est présent dans la monographie
considérée, 1’utilisateur doit s’assurer que le contrdle des impuretés organiques est
satisfaisant, et le cas échéant, développer une méthode d’analyse pertinente tout en demandant
une révision de la monographie mise en cause.

De la méme fagon, lors d’un essai de substances apparentées, s’il apparait une impureté non
spécifiée ou non décrite dans la monographie spécifique de la substance active, il convient
tout de méme de la déclarer, I’identifier ou la qualifier, en fonction de sa concentration et des
limites décrites dans le tableau suivant. [22]

Tableau 5 : Déclaration, identification et qualification des impuretés organiques dans les

substances actives

Utilisation Dose maximale Seuil de Seuil Seuil de
Journaliére déclaration d’identification gualification
Usage humain | <2 g/jour > 0,05 pour cent | Soit>0,10 pour | Soit > 0,15 pour
ou usage cent soit > 1,0 mg | cent soit > 1,0 mg
humain et par jour, en par jour, en
vétérinaire prenant le plus prenant le plus
petit des deux petit des deux
Usage humain | > 2 g/jour > 0,03 pour cent | > 0,05 pour cent | > 0,05 pour cent
Ou usage
humain et
vetérinaire
Usage Non applicable | > 0,10 pour cent | > 0,20 pour cent | > 0,50 pour cent
vetérinaire
uniguement
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IV.2 Selon ICH :

IV.2.1 Critéres de Qualification et de Contréle des Impuretes :

Le demandeur doit présenter un résumé des impuretés et de celles potentiellement les plus
susceptibles d'apparaitre, méme théoriquement, pendant la synthése, la purification et
I'entreposage de la substance médicamenteuse.

Cette liste des impuretés doit étre établie d'apres une appréciation scientifique solide des
réactions chimiques de la synthese, des impuretés présentes dans les matieres premiéres et qui
pourraient influer sur le profil des impuretés de la substance médicamenteuse, et des produits
de dégradation éventuels. Cette évaluation peut se limiter aux impuretés que I'on peut
raisonnablement s‘attendre a voir apparaitre, compte tenu des réactions chimiques et des
conditions opérationnelles.

De plus, le demandeur doit donner un résumé des études de laboratoire effectuées pour
détecter les impuretés dans la substance medicamenteuse. Ce résumé inclus les résultats de
tests réalisés sur des lots fabriqués pendant le développement et sur des lots fabriqués selon le
procédé commercial envisagé, ainsi que les résultats de stabilité accélérée (voir le document
d’orientation de I’ICH Q1A sur la stabilité) ayant servi a déceler les impuretés éventuelles
susceptibles d’apparaitre pendant I'entreposage. Le profil des impuretés des lots de la
substance médicamenteuse destinés a étre commercialisés doit &tre comparé a celui des lots
utilisés pour le développement du produit et toute différence doit étre expliquée.

Dans ces études il est important de noter les impuretés et établir leur structure qui présentes
dans la substance médicamenteuse a un taux supérieur au seuil d’identification dans les lots
fabriqués selon le procédé commercial envisagé fourni a I’annexe <la> (p. ex. calculé a I’aide
du facteur de réponse de la substance médicamenteuse) doivent étre décrites. Il en va de
méme pour les produits de dégradation mis en évidence dans les études de stabilité effectuées
dans les conditions d'entreposage recommandées si leur niveau excéde le niveau (>)
d’identification. Lorsqu'il est impossible de caractériser une impureté, il faut joindre a la
demande un résumé des essais en laboratoire prouvant que les tentatives effectuées ont été
infructueuses. Si des essais ont été réalisés pour caractériser des impuretés présentes a un taux
inférieur au seuil d’identification, il est bon d'en faire état.

De fagon générale, il n'est pas nécessaire d’identifier les impuretés dont le taux apparent est
inférieur ou égal au seuil de caractérisation. Il faut toutefois mettre au point des methodes
d’analyse appropriées pour détecter et mesurer les impuretés éventuelles que l'on croit douées
d’une forte action, produisant un effet toxique ou pharmacologique & un taux inférieur ou égal
au seuil d’identification. Dans tous les cas, les impuretés doivent étre qualifiées de la fagon
décrite plus loin. Voir tableau 7.

La présentation doit comprendre des données prouvant que les méthodes d'analyse ont été
validées et permettent la détection et I’analyse quantitative des impuretés (voir les documents
d’orientation de I’'ICH Q2A et Q2B sur la validation des analyses). Des facteurs techniques
comme la capacité de fabrication et les méthodes de contrdle peuvent faire partie de la
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justification pour le choix de seuils alternatifs appuyés par I’expérience de fabrication selon le
procédé proposé par la fabrication a 1’échelle commerciale. L’expression du seuil
quantitativement a la deuxieme décimale (voir annexe <l1a>) ne refléte pas nécessairement la
précision de méthode d’analyse utilisée dans le contrdle régulier de la qualité. Par conséquent,
le recours a des techniques moins sensibles (p. ex. chromatographie en couche mince) est
parfois acceptable lorsqu’elles sont justifiées et validées de la maniére appropriée. Les
différences entre les méthodes d'analyse utilisées au cours du développement du produit et
celles proposées pour I’analyse du produit commercial doivent étre expliquées dans la
présentation.

Le seuil de détection de la méthode d’analyse doit étre inférieur ou égale au seuil de
déclaration.

Les impuretés organiques peuvent étre dosées a l'aide de différentes techniques, incluant
celles qui comparent le résultat analytique d'une impureté a celui d’un standard de référence
approprié ou au résultat obtenu pour la substance médicamenteuse elle-méme. Les standards
de référence utilisée dans les analyses destinées au contr6le des impuretés doivent étre
évaluées et caractérisées en fonction de leur utilisation projetée. Il est permis d'utiliser la
substance médicamenteuse a titre de standard pour estimer la teneur en impuretés. Méme dans
les cas ou les facteurs de réponse de la substance médicamenteuse et de I’impureté en cause
ne sont pas rapproches, cette méthode peut quand méme étre acceptable a condition qu'un
facteur de correction soit appliqué ou que le taux d'impuretés soit surestime. Les critéres
d’acceptabilité et les méthodes d'analyse utilisées pour estimer la teneur en impuretés connues
ou inconnues peuvent étre fondées sur des postulats d'analyse (p. ex. une réponse semblable
du détecteur) les postulats doivent étre exposes dans la présentation

IV.2.2 Qualification des Impuretés :

On appelle qualification le processus d’obtention et d'évaluation des données prouvant
I'innocuité biologique d'une impureté donnée ou du profil donné d'une impureté au(x) taux
spécifié(s). Le demandeur doit justifier I’établissement des critéres d’acceptation d’une
I'impureté en incluant sur des données d'innocuité. La concentration de toute impureté
présente dans une substance médicamenteuse qui a été correctement évaluée au cours
d'études sur I'innocuité ou d'essais cliniques serait considérée comme qualifiée. Les impuretés
qui sont aussi des métabolites importants soit chez I'animal et (ou) I'étre humain sont
généralement considérées comme qualifiées. Un taux d'une impureté qualifiée supérieur a
celui que I'on trouve dans une substance médicamenteuse peut egalement se justifier par
I'analyse des quantités réelles d'impuretés contenu dans le mateériel utilisé au cours d'études
d'innocuité antérieures. [13]
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V.1Introduction :

Si le but d’un médicament est de guérir une pathologie ou de la prévenir, on sait également
que toute molécule pharmaceutique, réellement active, peut présenter intrinsequement une
certaine toxicité. Tout doit donc étre fait pour éviter d’introduire d’autres sources de toxicité
comme celle qui pourrait provenir des impuretés issues du principe actif, des excipients ou de
la fabrication du produit pharmaceutique final ou forme galénique (comprimes, gélules,
solutions buvables et injectables, etc.).

Les impuretés présentes dans les substances médicamenteuses sont traitées sous deux angles
différents :

e L 'aspect chimigue : Comprenant la classification et la caractérisation des impuretés, la
production de rapports, I’énumération des impuretés dans les spécifications et un bref
exposé des méthodes d'analyse.

e L'aspect de I'innocuité : Une fois la quantité de I’impureté est connue il est
indispensable d’établir la relation quantité-innocuité en se basant premierement sur la
réglementation en vigueur et sur 1’analyse toxicologique. [33]

V.3 Les essais des impuretes : [33]

Cette monographie se compose par des essais quantitatifs, pour déterminer avec précision la
pureté de la substance examinée et des essais semi-quantitatifs pour but de déterminer des
limites d’impuretés.

Les essais des impuretés permettent une évaluation exacte de la teneur en impuretés d’une
substance (les impuretés organiques, les impuretés inorganiques et les solvants résiduels).

Les techniques analytiques utilisées pour I’essai des impuretés organiques sont :

e La chromatographie sur couche mince.
e La chromatographie en phase gazeuse.
e HPLC.

Pour I’identification et contrdle des solvants résiduels, il est préconisé d’opérer par
chromatographie en phase gazeuse.

Tandis que plusieurs techniques analytiques permettant I’identification et la quantification
des impuretés inorganiques seront préconisées.

e Spectrométrie d’absorption atomique
e ICP
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Les impuretés Les impuretés o
: " . Les solvants résiduels
organiques inorganiques

*Chromatographi
*Chromatographie
O . s

Figure 5 : Schéma des essais des impuretés

V.3 Evolution des techniques analytiques au cours des éditions
de la Pharmacopée Européenne :

V.3.1 Passage CCM a HPLC ou CPG :

Une révision tres fréquente a porté sur une baisse d’utilisation de la CCM dans les essais de
Substances apparentées au profit de la CPG ou la CLHP.

L’ajout de cette nouvelle méthode a entrainé une baisse du seuil d’impureté et 1’ajout de
toutes les impuretés spécifiées connues a I’heure actuelle ainsi que leurs limites
correspondantes.

On a comme un exemple, le chlorhydrate de méthadone qui a vu son essai de substances
apparentées initialement fait par CCM remplacé par de la CPG
Cette mise a jour a permis non seulement de modifier la méthode d’analyse des substances
pparentées, mais également d’introduire toutes les impuretés spécifiees de la méthadone
connues a ce jour. Une limite d’impuretés totales a également ét¢€ introduite a cette occasion.

Dans le méme esprit, le paracétamol a subi une révision la sortie de ’addendum 4.4 de la
Pharmacopée Européenne

Durant celle-ci, non seulement la CCM des substances apparentées a été remplacée par une
CLHP, mais de plus, I’essai spécifique de recherche du 4- aminophénol, précédemment
réalisé grace a une seconde CCM, a été intégré a cette méme méthode de CLHP.
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V.3.2 Conservation ou ajout d’une CCM :

Malgré la tendance générale a remplacer CCM par HPLC ou CPG, celle-ci n’est pas
abandonnée pour autant. Notamment, quand d’autres méthodes alternatives ne peuvent étre
utilisées ou mises en place facilement, ou simplement quand aucune autre méthode n’existe.
La mise a jour de la monographie du midazolam lors de I’édition 6.0 de la Pharmacopée
Européenne présente de nombreuses impuretés spécifiées supplémentaires. Aussi, 1’essai des
substances apparentées, mettant en ceuvre une CLHP, permet la détection de toutes ces
nouvelles impuretés. Cependant, cette nouvelle méthode ne permet pas de détecter I’impureté
C. Le Conseil de I’Europe a donc maintenu la technique CCM pour la recherche de cette
impureté.

Cet exemple démontre que la méthode CCM reste efficace et nécessaire selon
les applications recherchées, méme si les préférences actuelles du Conseil de 1’Europe sont de
remplacer la CCM par la CPG ou la CLHP.

V.3.3 Modification des limites d’impuretés :

Certaines modifications appliquées lors des évolutions de la Pharmacopée Européenne
n’influent pas sur les analyses elles-mémes, mais plutdt sur le rendu des résultats. C’est le cas
de la modification des limites autorisées.

Cet ajustement est le plus souvent une baisse des limites autorisées, afin de diminuer les
éventuels risques liés aux produits de dégradation.

Le fait de la toxicité potentielle du chloroacétanilide, la monographie du
paracétamol définie une limite de cette impureté cing fois inférieure a celle prescrite
précédemment (0,005 pour cent a 10 ppm).

L’ajout d’impuretés spécifiées dans les monographies spécifiques a entrainé 1’adjonction
extrémement fréquente d’une rubrique « somme des impuretés », afin de limiter la quantité
totale d’impuretés. L’utilisation de méthodes quantitatives telles que la CLHP et la CPG
permettent 1’application en routine de ces nouvelles normes beaucoup plus facilement qu’avec
des méthodes réalisées par CCM. [33]

V.4 Les méthodes d’analyses :
V.4.1 Lachromatographie :

Historiquement, la chromatographie est le principal outil d’analyse de I’industrie
pharmaceutique. Les techniques de chromatographie couplées a la spectrométrie de masse
sont de plus en plus prisées par les laboratoires pharmaceutiques du fait d’une orientation
accrue des recherches vers des substances biochimiques et biologiques pour 1’élaboration de
nouveaux meédicaments.

Une technologie adaptée a chaque étape de votre activité...
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Figure 6 : Photo du la chromatographie

La chromatographie est une méthode séparative séquentielle reposant sur la distribution des
composants de 1’échantillon entre deux phases.

L’une stationnaire et 1’autre mobile. La phase stationnaire peut étre un solide ou un gel ou
liquide. Elle peut étre contenue dans une colonne, étalée en couche, deposée sous forme de
film. La phase mobile peut étre gazeuse ou liquide. La séparation peut reposer sur des
phénomeénes tels que 1’absorption, la distribution, 1’échange d’ions, etc.

Il existe trois grandes familles de chromatographie
CPG : chromatographie en phase gazeuse

HPLC : chromatographie liquide haute performance
CCM : chromatographie sur couche mince.

V.4.1.1 Chromatographie en phase gazeuse (GC — GC/MS) :

Le principe de la chromatographie en phase gazeuse est au-dessous en I’annexe schéma 1
La chromatographie en phase gazeuse est utilisée principalement pour le contrdle qualité des
matieres premieres et produits finis (identification et quantification des impuretés) ainsi que le
contrdle de certains gaz a usage médical (protoxyde d’azote, ...). Par exemple la
chromatographie en phase gazeuse avec injection automatique d’espace de téte permet la
verification de la présence de solvant résiduel dans les principes actifs.

Couplé a la spectrométrie de masse (GC/MS) elle combine une technique séparative et une
technique d’identification et de quantification de trace capable de repérer de trés faibles
quantités d’impuretés. Elle est utilisée pour les analyses de toxicologie, de screening
pharmacologique ou de biodisponibilité (recherche de principe actif dans le sang, les urines
Ou autres tissus).
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Schéma d'un appareil de CPG

Le chromatographe est équipé d'un injecteur diviseur, d'une colonne
capillaire et d'un détecteur a ionisation de flamme. Les données sont traitées
par un systéme informatique.

injecteur détecteur DIF

régulateur de débi(\

I 1 1o @)

N —~ =
Av| |n He L

2 colonne ,|
exploitation

~

_XYL_

I gaz pour DIF

La figure 7 : Schéma d’un appareil de CPG

™ gaz vecteur des données

V.4.1.2 Chromatographie sur couche mince :

Figure 8: Photo de I’appareille CCM

Historiquement la chromatographie sur couche mince (CCM) est la premiére technique a
avoir été employée dans le domaine pharmaceutique pour le contréle de la pureté des matieres
premiéres et des produits de synthese. La figure VI présente le schéma du principe de CCM
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Figure 9 : Présente le schéma de CCM

V.4.1.3 Chromatographie en phase liquide (HPLC) :

Figure 10 : Photo de HPLC

L’HPLC est utilisée dans tous les secteurs de I’industrie pharmaceutique (R&D, contrdle
qualité, validation du nettoyage).

Schéma de principe
d'une chaine d'HPL.C

Systeme
d'intégration et
dicateur de d'impression

pression et débit

Reésevoir de solvant

Figure 11: Schéma de principe d’une chaine d’HPLC

V.4.2 Ana lyses Inorganiques :
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Dans le processus de production certains éléments inorganiques entrent dans la composition
méme des médicaments (Li, Mg...), alors que d’autres ne doivent pas dépasser un certain
seuil de concentration pour assurer leur innocuité. L’analyse élémentaire tient de ce fait un
role important en matiére de dosage et de mélange pour aboutir a libération rapide d’un lot.
L’équipement adapté a votre application dépendra de différents critéres tels que la limite de
détection, la vitesse d’analyse ou la quantité d’échantillon disponible.

Forte d’une gamme compléte de solutions d’analyses inorganiques, HTDS est en mesure de
vous proposer une solution adaptée a votre application pharmaceutique depuis le spectrometre

d’absorption atomique flamme jusqu’a I’ICP-MS.
Une technologie adaptée a chaque étape de votre activité...

V.4.2.1 Absorption Atomique (AA) (photométrie de flemme) :

Figure 12 : Photo de AA

Un faisceau lumineux traverse une flamme dans laquelle les atomes sont excités. Or il reste
dans la flamme une forte proportion d’atomes a 1’état fondamental qui vont absorber la
lumiére du faisceau lumineux a des longueurs d’ondes caractéristiques de 1’élément.

On détermine la concentration en mesurant 1’absorption de lumiére par les atomes restés a
I’état fondamental.

o Application :

-Déterminer et vérifier la concentration des liquides
-Dosage des métaux lourds, et les ions Na, K, Li, Ba et Ca, Dissout

La SAA permet ’analyse des éléments individuels a teneur élevée ou basse selon la
technologie utilisée (Flamme ou Four). En analyse pharmaceutique la SAA mode flamme est
fréqguemment utilisé pour le dosage de divers éléments, notamment des métaux lourds ou par
exemple le dosage du plomb dans le sucre. Les analyses par SAA en mode four permettront la
détection d’éléments a des concentrations extrémement faibles.
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: source
. flamme

: réseau + fente = monochromateur
. détecteur

-
£ b0 —

Spectrophotométre d'absorption atomique

Figure 13 : Schéma du spectrophotométre d’absorption atomique

V.4.2.2 ICP Optique :

Figurel4: Photo d’ICP Optique

Si les limites de détection atteintes sont meilleures avec la technologie SAA four graphite,
I’analyse ICP permettra surtout de répondre a des cadences analytiques élevées (nombreux
échantillons et nombreux éléments par échantillons) sur tout type de matrice.

Une série d’innovations vous garantit une prise en main facile : stabilisation dynamique de

la longueur d’onde, maintenance simplifiée, grand choix de raies, ... De méme, grace a la
double visée, vos analyses sont efficaces sur une large gamme de concentration.
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Cone du plasma

Zone d'observation analytique normale
T=5000-8000K

Zone de radiation mninale

Zone d'induction (T= 10000K)

zone de réchauffement
(désolvatation, evaporation, dissociation)
arrivée solution

gaz plasmagéne—1 [~ gncrCingerant

| Il

Figure 15 : Schéma de principe du ICP optique.
V.4.23 ICP-MS:

Figure 16 : Photo d’ICP-MS

L’ICP-MS permet la détection des teneurs les plus basses pour la détermination d’élément
souvent inférieur au ppt. Tout comme les ICP optiques, elle permet des cadences analytiques
¢levées, quel que soit le nombre d’échantillons.

L’ICP-MS est une solution idéale aussi bien pour des analyses completes que pour la
recherche de traces ou ultra-traces, notamment pour mesurer les métaux traces dans les
produits pharmaceutiques et les matieres premiéres. Pour des médicaments trés onéreux, tels
que les protéines et les peptides, des limites de détection inférieures a 1 ppm peuvent étre
obtenues avec des échantillons de 10mg seulement.
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V.4.3 La spectroscopie :

V.4.3.1 La spectrophotométrie :

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espece est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalités
énoncées par la loi de Beer- Lambert.

Dans le domaine de ’ultraviolet visible, L’identification nécessite I’emploi d’une substance
de référence. On enregistre d’abord le spectre de référence puis dans les mémes conditions
celui de la substance a identifier et /ou a doser.

Diaphragme ___ Cellule photoélectrique Afficheur
T I |

Source polychromatique .- I :
\ ( |}—| >—0,024 A
Jl L \,

7 Echantillon

mplificateur

Monochromateur Cuve

Figure 17 : Schéma de principe du spectrophotométre
La spectroscopie est I’étude des interactions d’un rayonnement électromagnétique avec la
matiere

Des paquets d’énergie apportés par des ondes électromagnétique frape I’échantillon et sont
absorbées. La quantité d’énergie absorbée dépend de la longueur d’onde du faisceau incident,
suivant la valeur de la fréquence de la radiation électromagnétique. Différentes transissions
peuvent se produire entre les divers état d’énergie propre aux molécules de I’échantillon.

V.4.3.2 Différents type de spectroscopie :

i : = i
0.9, 3 = S .
= = (=T = ]
23 § ¢ 3 2F o5 3
gibr & ! B @msr g 1 &
[HER 3 ' 1 ' < ' (=}
s [»] ' 3 et S ] ' =
[N = 1 = Qo = [ [0
a8 &, § Qg 0 =
'3 § : 32 Aol SHE )
- . bt . énergie d'un
1 I i 1 1 | 1 1 | 1 1 1 | 1 1 hoto
A T T e > p n
1 101
10° 10 10 10 E(eV)
e fiequence
longueur ¥ g S PP & v(H2)
onde g e
A(m) 10 1 10 10° 10’ 10 16"

Figure 18 : Classification des ondes électromagnétiques en fonction de leur longueur d'onde,
de leur fréquence ou de I'énergie des photons
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V.4.3.3 Spectroscopie visible et ultraviolet UV Vis :

S LR m

- ——

-y
T

Figure 19 : Photo de spectroscopie visible et UV

La spectroscopie ultraviolet-visible ou spectrométrie ultraviolet visible est une technique de
spectroscopie mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde sont dans le domaine des
ultraviolet (100nm— 400 nm), du visible(400nm -800nm), et jusqu'au proche infrarouge (800
nm -1 400 nm).

Soumises a un rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules subissent
une transition électronique.

La spectroscopie ultraviolet-visible est une méthode utilisée en routine pour I'étude
quantitative des solutions de métaux de transition et des composés organiques fortement
conjugues.

Notre gamme permet de répondre aux besoins de tous laboratoires : pour une simple mesure
de DO, un dosage, un spectre, une cinétique ou pour des applications plus précises comme le
point de fusion ADN, cinétique enzymatique, dosage de pureté, et aussi pour les laboratoires
soumis a des impératifs de validation ou de qualification (IQOQ) tels que les laboratoires
pharmaceutiques.
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l. Introduction :

Nous avons réalisé notre partie pratique au niveau de saidal d’Harrache Mohammedia qui a
été créée en avril 1982 a la suite de la restructuration de la Pharmacie Centrale Algérienne
(PCA) et a bénéficié. [41]

[ —
gt 1B

SAIDAL a pour mission de développer, de produire et de commercialiser des produits
pharmaceutiques a usage humain.

On a choisis le paracétamol qui est devenu un des analgésiques et des antipyrétiques les
plus utilisés chez I’homme. Plus de 160 spécialités pharmaceutiques commercialisées sont a
base de paracétamol. Il est présent notamment dans le «Doliprane®», 1’ «Efferalgan®» ou
encore le «Paralgan® » qui sont les spécialités les plus vendues en officine. Son efficacite, sa
bonne tolérance, son profil pharmacocinétique, son codt et son acceptabilité en font le
médicament de premiére intention dans le traitement de la douleur d’intensité légere a
modérée. Il est généralement disponible en comprimés de 500 mg, et également disponible
sous forme soluble (sachets, comprimés effervescents). 1l est méme décliné sous forme des
préparations liquides pour les jeunes enfants.

Néanmoins, la stabilité du paracétamol a été peu étudiée dans la littérature. En effet, le
paracétamol est instable en solution aqueuse et reste tres sensible a I’humidité, ce qui
représente un inconvénient majeur lors de sa production en industrie. Ainsi, lors de la
dégradation du paracétamol, il se produit du 4- aminophénol et de 4’-cloroacetanilide qui sont
tous deux connus pour leur effet cytotoxique. Cette dégradation est accentuée par une
température élevée et I’exposition du paracétamol a la lumicere.

Notre travail consiste en la détermination du profile d’impuretés dans le produit Paralgon
fabriqué par le groupe SAIDAL afin de s’assurer de 1’innocuité

Les impuretés éventuellement existantes dans le paracétamol sont :
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R3
R2 R4
O
r1 M
N
H

A.R1 = R3 = R4 = H, R2 = OH : N-(2-hydroxyphényl)acétamide,

B. R1 = CH,;, R2 = R3 = H, R4 = OH : N-(4-hydroxyphényl)propanamide,

C.R1=R2=H, R3=Cl, R4 = OH : N-(3-chloro-4-hydroxyphényl)acétamide,

D. R1 = R2 = R3 = R4 = H : N-phénylacétamide,

H. R1 = R2 = R3 = H, R4 = O-CO-CH, : acétate de 4-(acétylamino)phényle,

J. R1 =R2 =R3 = H, R4 = Cl : N-(4-chlorophényl)acétamide (chloroacétanilide),
R2 R4

HiC
X
E. X =0, R2 =H, R4 = OH : 1-(4-hydroxyphényl)éthanone,

G. X =N-0OH, R2 = H, R4 = OH : 1-(4-hydroxyphényl)éthanone-oxime,
I. X=0, R2 =0H, R4 =H : 1-(2-hydroxyphényl)éthanone,

R

Une attention particuliére est accordée au 4- aminophénol et 4’-cloroacetanilide

F. R = NO; : 4-nitrophénal,
K. R = NH: : 4-aminophénol.

Tous d’abord 4-aminophénol est une impureté tres dangereuse absorbé par les voies
respiratoires, la peau et les voies digestives. On a des effets aigus qui présenté par Irritation
possible: peau, yeux; méthémoglobinémie. Et des effets chroniques présentent par une atteinte
du systéme nerveux central. Méme si aucune précision sur les risques d’effets carcinogénes,
tératogénes ou mutagénes n’est apportée par la fiche de sécurité, il est impératif de vérifier la
non dégradation du paracétamol. D’autant plus que le 4-aminophénol posséde également des
propriétés néphrotiques

Le 4-cloroacétanilide a pour effets d’irritation possible des tissus affectés. C ‘est la cause de
Iésion oculaire grave (irritation oculaire) ; corrosion cutanée (irritation cutanée et une toxicité
spécifique pour certains organes cibles
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Il. Généraliteé :

Paracetamol

(antalgique)

Figure 20 : La structure atomique du paracétamol

11.1 Définition :

C'est un analgésique en vente libre sans ordonnance. Sa classe thérapeutique est: Antalgique
antipyrétique ou Analgésique. Le paracétamol, aussi appelé acétaminophéne, est la substance
active de nombreuses spécialités médicamenteuses de la classe des antalgiques antipyrétiques.

Le paracétamol est le médicament le plus prescrit en France: les trois médicaments les plus
prescrits (noms commerciaux: Doliprane ; Paralgan, Efferalgan) sont tous abase de
paracétamol. [36]

Doliprane

g 1000-,

S rasligeranrwwe

WA Jewas gy
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11.2 Structure:

Le paracétamol a été synthétisé pour la premiére fois par Morse, en réduisant dupara-
nitrophénol a I’aide de 1I’étain en milieu acétique : ¢’est le N-acétyl-paranitrophénol.
Chimiquement, il s’agit de I’hydroxy-1-acétamido-4-benzéne (abrégéNAPAP). [20]

Il fait partie de la classe chimique des acétanilides.
Formule brute: CSHINO?2
Masse molaire : 151,17 g/mol.
Densité: 1,263
Temperature de fusion: 169°C

O
HO

Figure 21: Formule chimique de paracétamol

11.3 Propriétés biologiques :

e Antipyrétique (combat la fievre) et antalgique (combat la douleur). [6] [7]

e Action sur le SNC [10]

o Inhibe de cyclo-oxygénases(Cox) [30]
Diminution de la production de prostaglandines processus de douleur et fievre)

o Sur les neurones sérotoninergiques [5] [26]
Inhibe des voies de la douleur

o Par I’intermédiaire des endorphines
1.4 Conditions de conservation :
A conserver a une température ne dépassant pas 25° C.
A conserver dans I'emballage extérieur d'origine, a I'abri de la lumiere.
Ne pas mettre au réfrigérateur.

Ne pas congeler.
A usage unique seulement. Le produit doit étre utilisé immédiatement apres ouverture. Toute

solution non-utilisée doit étre jetée.
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Apreés dilution dans du glucose 5 % ou du chlorure de sodium 0,9 %, la stabilité
physicochimique a été démontrée pendant 1 heure a 25°C. La solution diluée doit étre utilisée

dans I'neure qui suit sa preparation, incluant le temps de perfusion.
1.5 Posologie :
11.5.1 Dose thérapeutique :
Selon la pharmacopée de différents pays [21]
Adulte : 500-1000 mg/prise ; 4h entre chaque prise ; 4g/j max

Enfant : 50mg/kg/j en 4 ou 6 en France, il est recommandé une posologie de 20 a 30
mg/kg/jour ; la Pharmacopée britannique autorise une dose de 65 mg/kg/jour. La
pharmacopée des Etats Unis et de la République Fédérale d’ Allemagne préconisent aussi des
posologies plus importantes que celles figurant dans la pharmacopée frangaise Xéme édition.

Tableau 6 : Posologies moyennes du paracétamol en fonction de 1’age. [28]

Age Posologie par prise Dose maximale par jour
Enfants

3 mois-lans 60 mg 240 mg

lan-6 ans 60 a 120 mg 240 a 480 mg

6 ans — 12 ans 240 mg 960 mg

Adultes 500 a 1000 mg 3000 a 4000 mg

11.5.2 Dose toxique :

En une prise
Adulte : 8g, 150 mg/kg
Enfant : 100-150 mg/kg
Et leurs symptdémes sont: Vomissements et nausees puis stabilisation puis coma et mort. [19]
I1.6 Meécanisme d’action :
Le point essentiel est que le métabolisme du paracétamol dépend de la dose administrée.

A dose «thérapeutique» (I 3 g/jour), plus de 85% du paracétamol administré sera gluco- ou
sulfo-conjugué, générant ainsi des métabolites hydrosolubles excrétés dans les urines (Figure

Page 37



GENERALITE PARTIE EXPERIMENTALE

22).Une fraction minime (5-8%) sera métabolisée via le cytochrome P-450 (surtout l'isoforme
CYP-2E1, accessoirement les isoformes CYP-1A2 et CYP-3A4) en un intermédiaire
électrophile hautement réactif et toxique : le N-acétyl p-benzoquinine-imine (NAPQI). Celui-
ci, produit en quantité infime a dose thérapeutique, est cependant conjugué au glutathion
hépatique donnant lieu a des conjugues de mercaptate, avant élimination dans l'urine.

SULPHATE | sLucuroniDE |
B5%.

raceiamo

—

5-8%

—
C_CYP-2E1 2}

(ARG |GIuE:athion|

=~ Mearcaptate

Figure 22 : Métabolisme du paracétamol a dose thérapeutique

A dose «supra-thérapeutique» (Figure 23), il se produit une saturation des voies de
glucuronidation et de sulfation, de telle sorte qu'une fraction beaucoup plus importante de
paracétamol est dérivée vers la voie du cytochrome P-450, donnant lieu a une production
accrue de dérivé toxique NAPQI. La concentration de ce métabolite actif dépasse alors les
capacités de prise en charge par le glutathion. Le NAPQI, hautement réactif, forme des
liaisons covalentes avec le groupe cystéine des protéines hépatocytaires, donnant lieu a des
Iésions oxydatives et a une nécrose centro-lobulaire (nécrose de zone 3 du lobule hépatique).
[25]
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Figure 23 : Métabolisme du paracétamol a dose supra-thérapeutique
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11.7 Toxicité :

Le surdosage en paracétamol entraine une atteinte hépatique sévere et parfois une nécrose

tubulaire (toxicite rénal) [25].

Forme inchangée 3%
\ M Surdosage

Paracetamol
Insuffisance hépatique

/ W”
Glucuronoconjugués
Sulfoconjugués
ETAI ES
rotéines I LI1

Abgence de GT (CT)

FOMOOCN, épatiques MOO-CN | [QUF
MEI‘ABOLI'I‘ES
TOXIQUES
on Toxicité hépatocytaire
0
. Glutathion
b[;{;\:;g}] Epwsement en GSH conjugué
GS 71 (
p-benzoquinonéimine NH - CO -CH g : = “ ]‘
N-CO-CH 3 (8]

3

Accumulation \

METABOLITES
TOXIQUES

Radicaux libres

Figure 24 : Hepato-toxicité

Et parfois le surdosage entraine une cancérogene et tératogéne et des lésions oculaire

Dans les conditions normales d’utilisation le paracétamol est un produit bien toléré
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1. Dosage de 4-aminophénol et 4’-chloroacétanilide du
Paralgan 1000 mg :

I11.1 Mateériel et méthode :
111.1.1 Matériel :
111.1.1.1 PARALGAN® 1000 MG :

DCI Paracétamol

Dosage1000 mg

Formes et préparations: Comprimé

Classe pharmaco-thérapeutique : Antalgigue.

111.1.1.2 Réactifs :

-Méthanol grade HPLC.

-Solution d’hydroxyde de a 40% (tetrabutylammonium).
-Phasphate dissodique R (Na2HPO4).

-Phosphate sodique R-Eau distillée R (NaH2PO4).

111.1.1.3 Matérielle et Verrerie :

-Becher

-Fiole jaugée
-Eprouvette graduée
-Agitateur magneétique
-Pipette

-Mortier et pilon
-Pissette (eau distillé)

111.1.1.4 Appareillage :

-Chromatographe en phase liquide a haute performance Waters, équipé d’un détecteur PDA
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-Colonne Zorbax Rx C8 ou équivalent (250mm, 5um, 4,6 mm)
-Bain ultrason

-Balance de précision analytique

-Agitateur magnétique

-Dispositif de filtration sous vide

111.1.1.5 Condition opératoires :

Phase mobile : 250 volume de méthanol contenant 1 ,15g de la solution d’hydroxyde de
tetrabutylammonium a 40% et 375 volumes de phosphate dissodique a 0,05M et 375
volumes de solution de phosphate sodique 0,05M

-Débit ; 1,5ml /min

-Température de la colonne : 35°C

-Longueur d’onde : 245nm

-Volume d’injection : 20pl

-Temps d’analyse : 12fois le temps de rétention du pic principal (correspondant au
paracétamol) obtenu avec la solution(1)

111.1.1.6 Conformité du systeme :

Le teste n’est valide que si dans le chromatogramme obtenu avec la solution(3), le facteur
de résolution entre les deux pics principaux est supérieur ou égal a 4,0%

111.1.2 Meéthode :
La méthode est décrite la pharmacopée britannique BP 2017
111.1.2.1 Preparation de la phase mobile :

1) Préparations des solutions du Na2HPO4 et NaH2PO4 :
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= Les quantités utilisées pour la préparation des solutions de NaH2PO4 et
Naz2HPO4 :

a) NaH2PO4

NaH2PO4 (156,01g) — 1L  —— 1PM
7,8005g — 1L —> 0,05PM

On a pesé 7.8005 g de NaH2PO4

b) Na2HPOA4
Na2HPO4 (177,99g) — » 1L ___, 1PM
8,8995 ¢ — 1L — 0,05PM
On a pesé 8.8995 g de Na2HPO4

= Dans un bicher delL, on introduire 7,8005 g de NaH2PO4, sous agitation.
= Dans un bicher de 1L, on introduire 8,8995 g deNa2HPO4, sous agitation.

2) Préparation du THB :

= Onapesé 1,15¢g de la solution d’hydroxyde de tetrabutylammonium et mélanger
ce derniére avec 250ml de méthanol, sous agitation.

3) On préléve 375ml de NaH2PO4 et 375ml de Na2HPO4 et250ml de la
solution de methanol dans une fiole de 1L, sous agitation :

Figure 25 : La phase mobile apres une filtration
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111.1.2.2 Préparation des solutions :

Les solutions doivent étre préparées immédiatement avant I’emploi, protégé a I’abri de la
lumiére

111.1.2.2.1 Préparation de la solution(1) :

-Dans une fiole de 10ml, dissoudre une quantité de poudre de PARALGAN?, correspondant
a 0,2g de paracétamol dans 8ml de phase mobile, en utilisant un bain ultrason

-Compléter a 10ml avec la phase mobile
-Bien agiter et filtrer

Il faut connaitre le poids réelle de paralgon correspondant a 0.2 g qui dissout en 8 ml de phase
mobile donc :

On Broie 5 a 10 comprimés de paralgon puis les pesé.
On obtient 5.4834q ; ce résultat pour 5 camps de paralgon ; on calcule la moyenne

Pt=54834g —— > Pm = 1.096689

Donc

1g PA — > Pm = 1.09668 g
0.2g PA —_—> X

x=0.2194 g

On a pesé 0.2194g du paralgon broyé puis on dissout dans 8 ml de phase mobil

Apres on le met pour 10 minutes dans le bain ultrason et complete a 10 ml aves la phase
mobile sous 1’agitation.

111.1.2.2.2 Préparation de solution(2) :

- On fait une filtration par seringue de la solution (1)

- Dans une fiole de 20ml, introduire 1ml de la solution (1)

- Compléter au volume avec la phase mobile

- Dans une fiole de 20ml, introduire 1ml de la solution obtenue
- Compléter au volume avec la phase mobile

R : On fait une filtration par seringue de la solution (1) pour les dilutions suivantes

o Ladilution N1 : 1ml de (S1) et compléter avec la phase mobile.
o Ladilution NO2 : 1ml de S2(1) et compléter avec la phase mobile.
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111.1.2.2.3 Préparation de la solution(3) :

Introduire 20mg de 4-aminophénol dans une fiole de 100ml (solution A).
Introduire 20mg de paracétamol dans une fiole de 100ml (solution B).

Introduire 1ml de chaque solution dans une fiole de 10ml et compléter au volume
avec la phase mobile.

(la solution ainsi obtenue a une concentration de 0,002%(m /v) en 4-aminophénol et
en paracétamol).

111.1.2.2.4 Préparation de la solution(4) :

Dans une fiole de 100ml, dissoudre une prise d’essai exactement pesée de 20mg en
4’-chloroacétanilide avec du méthanol (la concentration ainsi obtenue est de 0,02% en
4’-chloroacétanilide).

Introduire 1ml de cette solution dans une fiole de 100ml et compléter au volume avec
la phase mobile .

Introduire Iml de la solution ainsi obtenue dans une fiole de 10ml et compléter au
volume avec la phase mobile (la concentration ainsi obtenue est de 0,00002% en 4°-
chloroacétanilide.
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PARTIE EXPERIMENTALE

IVV.2 Discutions :
o Limite:

Tableau 7 :

Les limites des impuretés du paralgon

TESTS

NORME

substance apparentée par HPLC
4-aminophenol

4’-chloroacetanilide

Toute autre impureté

Dans le chromatogramme obtenu avec solution (1) :
La surface du pic correspondant au 4-aminophénol
n’est pas plus importante que la surface du pic obtenu
avec la solution (3) (0,1%)

La surface du pic correspondant au 4’-chloroacétanilide
n’est pas plus importante que la surface du pic principal
dans la solution(4) (10ppm)

aucune autre impureté ne présente une surface plus
importante que celle du pic principal obtenu avec la
solution(2) (0,25%)

Selon :

e Lesysteme de Conformité:

Le teste n’est valide que si dans le chromatogramme obtenu avec la solution(3), le facteur de
résolution entre les deux pics principaux est supérieur ou égal a 4,0%

Calcule de la résolution :

1.18*(tr2-tr1)

Rs =

Whi+Wh2

——>RS=476>14

tr1 : temps de rétention de pic de 4-aminophénol
tr2 :temps de rétention de pic de paracétamol
Wha1 :la largeur mi-hauteur de pic de 4-aminophénol
Wh2 : la largeur mi-hauteur de pic de paracétamol

On conclut que notre essai est valable pour interpreéter les résultats

obtenus
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Dans le chromatogramme obtenu avec la solution (1) :

v" Pour le 4-aminophénol :

% Selon la pharmacopée britannique :
La surface du pic correspondant au 4-aminophénol Dans la solution (1) est
égale 2341qui n’est pas plus importante que la surface du pic obtenu avec la solution

(3) qui est égale 514007.Donc on dit que le 4-aminophénol est répond aux normes de
la pharmacopée britannique.

e Lasolution (1) contient 0,29 de paracétamol dans 10ml de la phase mobile
Csol(1) = 0,2/10 =0,02g/mI=20pg/ml

La solution(3) contient 0.002%p/v de 4-aminophénol

Donc : Csol(3) = 0,002/100ml =2mg/100mI= 0.02pg/ml
20pg/ml — 100%
0,02ug/ml —— X — X =(0,02*100)/ 20 =0,1%

514007 —» 0,1%
2341  — X —» X=(2341*0,1)/514007 = 0,00045%

+ selon ICH :

Tableaux : Déclaration, identification et qualification des impuretés organiques dans les
substances actives

Utilisation Dose maximale Seuil de Seuil Seuil de
Journaliere déclaration d’identification qualification
Usage humain | <2 g/jour > 0,05 pour cent | Soit>0,10 pour | Soit > 0,15 pour
Ou usage cent soit > 1,0 mg | centsoit > 1,0 mg
humain et par jour, en par jour, en
vétérinaire prenant le plus prenant le plus
petit des deux petit des deux
Usage humain | > 2 g/jour > 0,03 pour cent | > 0,05 pour cent | > 0,05 pour cent
Ou usage
humain et
vétérinaire
Usage Non applicable | > 0,10 pour cent | > 0,20 pour cent | > 0,50 pour cent
vétérinaire
uniquement
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On déduit que La valeur de 4-aminophénol correspondant a (0,00045%) qui est inferieur a
seuil de déclaration (0.03%). et a Seuil d’identification (0,05%) et a Seuil de qualification
(0,05%).Donc on dit que le 4-aminophénol est répond aux normes de ICH.

v" Pour le 4’-chloroacétanilide :

+¢* Selon la pharmacopée britannigue :
La surface du pic correspondant au 4’-chloroacétanilide dans I’échantillon(0) est plus
faible que la surface du pic principal dans la solution(4) qui est égale a 12931.Donc on
dit que le4’-chloroacétanilide est répond aux normes de la pharmacopée
britannique.

e Ona Csol(1) =20pg/ml

La solution (4) contient 0,00002%p/v de 4’-chloroacétanilide

Csol(4) =0, 00002g/100mI=0,02mg/100mI=0,0002ug/ml
20ug/ml — 5 100%
0,0002ug/ml ____, X ___, X =(0,0002 *1000)/20= 0,001% ——=> 10ppm
% selon ICH :
On déduit que La valeur de 4-chloracétanilide correspondant & (0%6) qui est inferieur a
seuil de déclaration (0.03%). et a Seuil d’identification (0,05%) et a Seuil de

qualification (0,05%) . Donc on dit que le 4’-chloroacétanilide est répond aux normes
de ICH .

v" Pour toute autre impureté :

% Selon la pharmacopée britannigue : aucune autre impureté ne présente une surface
plus importante que celle du pic principal obtenu avec la solution(2) qui est égale a
3640211. Donc on dit que les autre impuretés sont répond aux normes de la
pharmacopée britannique.

e les autres impuretés détecté qui sont :

» impureté inconnue (1) de 4,8763 a une surface de 3850 qui et largement inférieur a la
surface du pic principale (3640211).

» Impureté inconnue (2) de 7,902 une surface de 4842 qui largement inférieure a une
surface du pic principale (3640211).

» Impureté inconnue (3) del0, 797 une surface de 3274 qui largement inférieure a une
surface du pic principale (3640211).

» Impureté inconnue (4) de unel4, 281 SURFACE DE 3920 qui largement inférieure a
une surface du pic principale (3640211).
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e Ona Csol(1) =20pg/ml
Pour la solution(2) on réalise 2 dilutions chacune a 1/20 pour avoir une
concentration :

Csol(2)=20pg/mI*1/20*1/20=0,05ug/ml

20pg/ml — 100%
0,05pg/ml ——5 X ——5 X =(0,05*100)/20 =0,25%

NB : Dans notre travail on intéresse a détailler un peu le 4-aminophénol comme impureté de
paracétamol, cela est pour confirmer qu’on peut les séparer car leur temps de rétention est
égale 2.58 qui est proche au TR du paracétamol qui est égal 3.26 Par contre le temps de
rétention 4’-chloroacétanilide est égal 20.37 qui trés loin a celle de paracétamol
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CONCLUSION

La plus grande rigueur a toujours été apportée a la fabrication des médicaments. En effet,
ceux-ci doivent avoir une qualité définie en termes de sécurité d’emploi et de protection de la
santé publique. Cette qualite est assurée par le respect des procédures de contrdles présentees
dans le dossier d’AMM déposé en vue de la commercialisation du médicament.

Le dosage des impuretés présente une grande importance dans le control qualité pour
garantir I’efficacité, et la securité du médicament,

Notre travail a porté sur le dosage des impuretés du paracétamol par HPLC.

Dans cette étude on utilise le HPLC pour doser le 4-aminophénol et 4’-chloroacétanilide.
Ce dosage a conclu a un résultat conforme aux normes en vigueur.

Toute fois I’analyse a porté seulement sur 4-aminophénol et 4’-chloroacétanilide et puisque
on ne trouve que ce qu’on cherche en chimie analytique, il est difficile de statuer sur la
présence ou I’absence d’autres impuretés issues d’un procédé de syntheése différent ou d’une
voie de dégradation différente.

A cet effet nous recommandons 1’analyse du DMF afin de détecter d’éventuelles nouvelles
impuretés qui émanent d’un procédé de synthese différent, de réaliser une étude de
dégradation forcée puis trouver la méthode analytique adéquate dans ce cas pour le dosage.
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ANNEXE I: LISTES DES FIGURES

Figure 1 : Arbre décisionnel pour I’identification et la qualification des impuretés pour les
PA (ICH Q3A R2) (Octobre 2006)
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Figure 2 : Les différents seuils des déférents types d’impuretés pour les PF (ICH Q3B R2) en
fonction de la dose maximale journaliére :

Attachment 1: Thresholds for Degradation Products in New Drug Products
Reporting Thresholds

Maximum Daily Dose* Threshold**
<lg 0.1%
lg 0.05%

Identification Thresholds

Maximum Daily Dose* Threshold™*
1 mg 1.0% or 5 ng TDI, whichever is lower
1 mg- 10 mg 0.5% or 20 ng TDI. whichever is lower
10mg-2¢g 0.2% or 2 mg TDI. whichever is lower
2g 0.10%

Qualification Thresholds

Maximum Daily Dose* Threshold™*
10 mg 1.0% or 50 ng TDI. whichever is lower
10 mg - 100 mg 0.5% or 200 ng TDI, whichever is lower
-100mg-2¢g 0.2% or 3 mg TDI. whichever is lower

2g 0.15%
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Figure 3 : Schéma de CCM
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ANNEXES Il : LISTES DES TABLEAUX:

Tableau 1 : Classification des impuretés en fonction du potentiel mutagéne et mesures de

contréle a prendre :

Catégorie | Définition Mesure de controle proposée
(détails aux sections 7 et 8)
1 Substances mutagénes et cancérogénes Contréler a la limite acceptable
connues propre au composé ou en dega
2 Substances mutagénes connues dont le Contréler aux limites acceptables
potentiel cancérogéne est inconnu (résultats | (SPT approprié) ou en deca
positifs pour la mutagénicité bactérienne®,
aucune donnée sur la cancérogeénicité chez
les rongeurs)
3 Structure préoccupante, non liée a la Contréler aux limites acceptables
structure de la substance médicamenteuse; | (SPT appropri¢) ou en dega, ou
aucune donnée sur la mutagénicité effectuer un essai de mutagénicité
bactérienne :
Si I'impureté n’est pas mutagéne =
catégorie 5
Si I'impureté est mutagéne =
catégorie 2
4 Structure préoccupante, avec une alerte Traiter comme une impureté non
identique dans la substance mutagéne
médicamenteuse ou les composés liés a la
substance médicamenteuse (p. ex., produits
intermédiaires) qui ont été testés et ne sont
pas mutagénes
5 Aucune alerte structurelle, ou structure Traiter comme une impureté non
préoccupante avec des données suffisantes | mutagéne
pour démontrer la non-mutagénicité ou la
non-cancérogénicité
Tableau 2 : Solvants de classe 1 dans les produits a usage pharmaceutique solvant a éviter)
Solvant Limite de concentration Risque
(Ppm)
Benzene 2 Carcinogéne
Tétrachlorure de carbone 4 Toxique et dangereux pour
I’environnement
1,2-Dichloroéthane 5 Toxique
1,1-Dichloroéthene 8 Toxique
1, 1,1-Trichloroéthane 1500 Dangereux pour
I’environnement
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Tableau 3 : Solvants de classe 2 dans les produits a usage pharmaceutique

Solvant EJA Limite de concentration
(mg/jour) (ppm)
Acétonitrile 4,1 410
Chlorobenzéne 3,6 360
Chloroforme 0,6 60
Cyclohexane 38,8 3880
1,2-Dichloroéthene 18,7 1870
Dichlorométhane 6,0 600
1,2-Diméthoxyéthane 1,0 100
N,N-Diméthylacétamide 10,9 1090
N,N-Diméthylformamide 8,8 880
1,4-Dioxane 3,8 380
2-Ethoxyéthanol 1,6 160
Ethyléneglycol 6,2 620
Formamide 2,2 220
Hexane 2,9 290
Meéthanol 30,0 3000
2-Méthoxyéthanol 0,5 50
Méthylbutylcétone 0,5 50
Meéthylcyclohexane 11,8 1180
N-Méthylpyrrolidone 53 530
Nitrométhane 0,5 50
Pyrridine 2,0 200
Sulfolane 1,6 160
Tétrahydrofurane 7,2 720
Tétraline 1,0 100
Toluéne 8,9 890
1,1,2-Trichloroéthéne 0,8 80
Xyléne* 21,7 2170
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Tableau 4 : Solvants de classe 3 devant étre limités par les BPF ou par d'autres exigences de

qualité
Acide acétique Ethanol 3-Methyl-1-butanol
Acétone Acétate d’éthyle Méthyléthylcétone
Anisole Ether éthylique Méthylisobutylcétone
1-Butanol Formate d’éthyle 2-Méthyl-1-propanol
2-Butanol Acide formique Pentane
Acétate de butyle Heptane 1-Pentanol
tert-Butylméthyléther Acétate d’isobutyle 1-Propanol
Cumene Acétate d’isopropyle 2-Propanol

Diméthylsulfoxyde

Acétate de méthyle

Acétate de propyle
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ANNEXES 11l : MATERIELS ET VERRERIE UTILISES

I111.1 Matériels :

-Bain marie- -Balance de précision-

Agitateur magnétique mortier et pilon

Vi
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-HPLC- - bain ultrason-

-Seringue pour filtration-

I11.2 Verrerie :
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ANNEXELIV : Réactifs utiliseés :

l AN

-Phosphate sodique R- -Phasphate dissodique R-

-Solution d’hydroxyde de a 40- - méthanol grade HPLC-
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Résume :
La sécurité et I’efficacité du médicament constituent le principal objectif en industrie
pharmaceutique.

La détermination du profil des impuretés refléte a la fois la qualité de la substance active et
du produit fini.

Le 4-aminophénol et le chloroacétanilide sont les principales impuretés recherches dans le
cas du paracétamol par la méthode HPLC.

Dans notre travail le taux de ces 2 impuretés dans le produit fini paracétamol était dans les
limites autorisées par la pharmacopée européenne et I’ICH.

Les mots clés : Impureté, industrie pharmaceutique, méthode d’analyse, HPLC, Paracétamol,
Dosage, contrdle, Qualité

Abstract:

The safety and efficacy of the drug are the main objective in the pharmaceutical industry.

The determination of the impurity profile reflects both the quality of the active substance
and the finished product.

4-Aminophenol and 4’-chloroacetanilide are the main impurities sought in the case of
paracetamol by the HPLC method.

In our work the level of these 2 impurities in the finished product paracetamol was within
the limits allowed by the European Pharmacopoeia and ICH.

Key words: Impurities, the pharmaceutical industry, method of analysis, HPLC, Paracetamol,
control, Quality




PARTIE THEORIOUE



CHAPITRE |

MEDICAMENT



CHAPITRE Il

CONTROLE
QUALITE



CHAPITRE 111

LES IMPURETES



CHAPITRE IV

ASPECT
REGLEMENTAIRE



CHAPITRE V

METODES
D’ANALYSES



PARTIE PRATIOUE



INTRODUCTION



GENERALITE



DOSAGE DES
IMPURETES



RESULTAS ET
DISCUSSION



CONCLUSION



REFERENCE



ANNEXES



BENSAID Kaouther TOUBRINET Somia
Adresse mail. Adresse mail.
Abdouamir980@gmail.com Dr.soumia70@gmail.com
Résumé :

La sécurité et 1’efficacité du médicament constituent le principal objectif en industrie
pharmaceutique.

La détermination du profil des impuretés refléte a la fois la qualité de la substance active et
du produit fini.

Le 4-aminophénol et le chloroacétanilide sont les principales impuretés recherches dans le
cas du paracétamol par la méthode HPLC.

Dans notre travail le taux de ces impuretés dans le produit fini paracétamol était dans les
limites autorisées par la pharmacopée européenne et I’'ICH.

Les mots clés : Impureté, industrie pharmaceutique, méthode d’analyse, HPLC, Paracétamol,
Dosage, controle, Qualité

Abstract:

The safety and efficacy of the drug are the main objective in the pharmaceutical industry.

The determination of the impurity profile reflects both the quality of the active substance
and the finished product.

4-Aminophenol and 4’-chloroacetanilide are the main impurities sought in the case of
paracetamol by the HPLC method.

In our work the level of these impurities in the finished product paracetamol was within the
limits allowed by the European Pharmacopoeia and ICH.

Key words: Impurities, the pharmaceutical industry, method of analysis, HPLC, Paracetamol,
control, Quality
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RESULTATS ET DISCUSSION PARTIE EXPERIMENTALE

1VV. Reésultats et discussions :

IV.1 Résultats :

IV.1.1 Solution (1) :

Chromatogramme obtenue par la S(1)
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IV.1.2 Solution (2) :

Chromatogramme obtenue par la S(2)
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IV.1.3 Solution (3) :

Chromatogramme obtenue par la S(3)
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IV.1.3 Solution (4) :

Chromatogramme obtenue par la S(4)
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