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AAS
ACN
AINS
AS
CLHP
Eau PPI
HCI
HS
m/m
MPUP
NaOH
UM
u.T
PA
PM
SCR
p.e
QSP
Tp P.

viv

Abréviations

Acide acétyl salicylique

Acétonitrile

Anti-inflammatoire(s) non stéroidien(s)
Acide salicylique

Chromatographie Liquide Haute Performance
Eau pour préparations injectables

Acide chlorhydrique

Hypersensibilité

Masse / masse

Matieres premieres a usage pharmaceutique
Hydroxyde de Sodium

Uniformité de masse

Uniformité de teneur

Principe actif

Phase mobile

Substance chimique de référence

Prise d’essai

Quantité suffisante pour

Tampon phosphate

Volume / volume
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Introduction

L'infarctus du myocarde, communément appelé crise cardiaque est une affection
cardiaque grave, engageant le pronostic vital, survenant lors de I'obstruction d’une artére
coronaire alimentant le cceur en sang et donc en oxygéne (1,2). En 2014, Santé publique
France dénombre de l'ordre de 100 000 cas par an en France, hospitalisés pour un

syndrome coronarien aigu dont plus de 60.000 pour un infarctus du myocarde (2).

L'aspirine, ou acide acétylsalicylique (AAS), joue un réle crucial dans la prévention
secondaire et dans la prise en charge de linfarctus du myocarde en raison de ses
propriétés antiplaguettaires (3). Elle agit en réduisant entre autres la formation de caillots
sanguins en inhibant l'activité plaquettaire par blocage de la synthese du Thromboxane
A2 (4). Cette action préventive de l'aspirine compte tenu de son rapport bénéfice risque

lui confere un service médical rendu important (5).

Selon les données de I'étude permanente sur la prescription médicale d'IMS Health (IMS-
EPPM), la spécialité Kardegic® a fait I'objet de prés de 12 millions de prescriptions, dont
plus de 9 millions pour le dosage a 75 mg utilisé comme anti agrégant plaquettaire (cumul

mobile annuel du printemps 2016) (5).

Cependant, malgré l'intérét thérapeutique élevé de I'aspirine dans cette prise en charge,
certains patients peuvent présenter une intolérance ou une hypersensibilité a ce
médicament. Certaines études (6,7) montrent que les effets indésirables liés aux
médicaments seraient responsables d’environ 6% des hospitalisations. Parmi les classes
de médicaments causant des effets indésirables, les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) représentent 29,6% des cas, avec I'aspirine en téte (61% des effets indésirables
suite a la prise d’'un AINS). Ces réactions indésirables liées a I'aspirine peuvent aller
d'une simple éruption cutanée (urticaire), dyspnée, ou rhinorrhée, a des complications
graves (angicedéme), voire potentiellement mortelles(7,8). La prévalence de cette
hypersensibilité avoisine 0,6 a 2,5% de la population générale, et entre 4,3 et 11% des

adultes asthmatique (7).
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Cette hypersensibilité aux AINS dont fait partie I'aspirine a été décrite pour la premiére
fois par Widal en 1922 (9), puis documentée dans un syndrome plus global par Samter
et Bers en 1967 (10,11) associant dans un tableau clinique appelé Triade de Samter :

un asthme, une polypose nasale et une intolérance a I'aspirine (12).

La publication de Stevenson en 1984 (13), rapporte le premier cas de patients présentant
un asthme aggraveé par I'ASA désensibilisés, ceci ouvrant la voie & la réintroduction de

I'aspirine chez des patients précédemment contre indiqués.

Cette désensibilisation consiste a diminuer la sensibilité allergique d’un sujet, grace a une
induction de tolérance. Elle vise a réintroduire un médicament en administrant des doses

faibles progressivement croissantes, jusqu’a la dose compléte thérapeutique (14-16).

A la suite des travaux de Stevenson (13), des protocoles de désensibilisation a I'aspirine
ont été proposés par différents auteurs avec une posologie initiale différente selon les

auteurs, comme indiqué dans le tableau 1 :

Tableau 1 : Protocoles de désensibilisation a I'aspirine

Références Protocoles

Szmidt et al, | Dose initiale variable selon patient (5, 20, 40, 60 mg) puis augmentation

1987 (8) progressive, 20 mg par 24h, jusqu’a 300 mg

Wong et al 2000, | Suspension buvable : Augmentation de posologie toutes les 10 a 30
a7 minutes selon les patients (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 20, 40, 81, 162, 325 mg)
Silberman et al, | Gélules : dose initiale de 5 mg, puis augmentation, toutes les 30
2005 (18) minutes (10, 20, 40, 75 mg)

Christou et al, | Suspension buvable : Augmentation de la posologie toute les 15 a 25
2011 (19) minutes (0.1, 0.3, 10, 30, 40, 81, 162, 325 mg)

Cortellini et al, | Suspension buvable : Augmentation de la posologie toute les 20
2017 (20) minutes (0.1, 1, 2, 3, 4, 5, 10mg) puis 40 min (15, 20, 25, 35 mg)
Rossini et al, 2017 | Suspension buvable : Administration toutes les 30 minutes (1, 5, 10, 20
(22) mg), puis 120 minutes (40, 100 mg)

Jackson et al, | Suspension buvable : dose initiale de 5 mg, augmentation de la dose
2019 (22) toutes les 30 minutes (10, 20,40, 75 mg)
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Ces protocoles sont toujours réalisés en milieu hospitalier dans un service formé aux
pratiques de réanimation médicale, commencant a la dose la plus faible possible afin de
prévenir I'apparition d’effets indésirables (14). Les recommandations actuelles sont

d’initier le protocole a une posologie de 0,1 mg suivie d’une autre a 1 mg (20).

Parmi les spécialités pharmaceutiques contenant de I'aspirine disposant d’'une AMM (cf
Annexe 1), aucune ne propose un dosage inférieur a 75 mg. La pratique actuelle au CHU
de Lille consiste a préparer dans les services, par le personnel soignant, des suspensions
buvables extemporanées a 10 mg.mL™* a partir d'une forme commerciale en sachet puis
a administrer une dose cible de 0,1 et 1 mg a l'aide d’'une seringue graduée de 1 mL.
Cependant, les imprécisions et variabilités d’'une telle pratique (pour des volumes de 10
et 100 pL) menent a des écarts entre dose administrée et dose prescrite évalués
précédemment a 87% en moyenne (23), rendant ce protocole incompatible avec la

sécurisation de la prise en charge médicamenteuse.

L’article 8 de I'’Arrété du 6 avril 2011, mis a jour le 15 octobre 2022, relatif au management
de la qualité de la prise en charge médicamenteuse et aux médicaments dans les
établissements de santé (24), dispose que I'étude des risques encourus par les patients
lors de la prise en charge médicamenteuse doit notamment: « garantir que le
médicament & administrer, la dose a administrer, la forme pharmaceutique a administrer,
la voie d'administration, le schéma posologique, la préparation et le suivi thérapeutique

sont conformes a ceux de la prescription médicale ».

Ainsi, 'absence de spécialité pharmaceutique adaptée a une réintroduction initiale de 0,1
mg et 1 mg d’aspirine tout comme les limites du protocole utilisé actuellement, nous
conduisent a évaluer la faisabilité d’'une préparation hospitaliere de gélules dosées a 0,1

mg et 1 mg.

Ce travail a pour but de déterminer la faisabilité de deux préparations hospitalieres de
gélules d’acide acétylsalicylique a 0,1 et 1 mg, afin d’améliorer et de sécuriser le circuit

pharmaceutique autour de cette préparation.

26



L’évaluation de plusieurs excipients (amidon de mais, cellulose, lactose, mannitol) sera
réalisée en termes de facilité de mélange, d'uniformité de masse, de teneur et
d’uniformité de teneur ainsi que de stabilité. Les formulations retenues devront étre

conformes aux différentes exigences en termes de stabilité (25,26).

Il est décrit que 'AAS est particulierement sensible a I'hydrolyse, en milieu acide et
basique, et se dégrade principalement en acide salicylique (AS) (27). Ceci nous conduit
a évaluer la teneur en eau des différents excipients et a évaluer I'impact éventuel de
celle-ci sur la stabilité des gélules. Deux méthodes seront mises en ceuvre : la perte a la

dessiccation et la méthode de Karl Fischer.

La méthode analytique utilisée afin d’évaluer la teneur des gélules en AAS devra avoir
prouveé sa sélectivité vis-a-vis des excipients et produits de dégradation (28). Pour cela
une étude de dégradation forcée sera réalisée par chromatographie liquide haute

performance (CLHP).

L’étude de la stabilité des lots produits (répondant aux exigences d’uniformité de masse

et de teneur) permettra d’évaluer la péremption des préparations.

27



| — Hypersensibilité et désensibilisation a

I’aspirine

1 L’aspirine

1.1 Historique

Avant le 18%™e siécle, des écrits évoquaient I'utilisation de la salicyline pour traiter divers

rhumatismes a partir d’'une poudre extraite de I'écorce de saule blanc (Salix alba).

Au 19¢me sigcle, le chimiste francais Gerhardt synthétisa pour la premiére fois en 1853
un sel impur et instable qui sera plus tard identifi¢ comme étant de [l'acide

acétylsalicylique.

Les laboratoires Bayer® fondés en 1863, ont commencé a s’intéresser a cette nouvelle
famille chimique au début des années 1980. Le premier procédé de production d’AAS
stable fut mis au point par Hoffmann en 1897 suite a la reprise des travaux de Gerhardt
et a une amélioration du processus d’hémisynthése par une acétylation du groupement
phénol composant I'acide salicylique. Cette acétylation se fait via 'anhydride acétique en

présence d’acide salicylique, en chauffant pendant 3 heures (29,30).

Initialement administrée pour ses propriétés antipyrétiques, anti inflammatoires et
antalgiques, 'AAS a par la suite été employée comme antithrombotique suite a la
compréhension du mécanisme d’action ayant valu a sir John Vane le prix Nobel de
médecine de 1982 (31).

De nos jours, I'aspirine est considérée parmi les médicaments les plus consommeés au

monde, avec une production annuelle d’environ 44 000 tonnes (32).
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1.2 Monographie

L’aspirine, ou acide acétylsalicylique dispose d’'une monographie a la Pharmacopée

Européenne (27).
Caracteres :
Aspect : poudre cristalline, blanche ou sensiblement blanche, cristaux incolores

Solubilité : peu soluble dans I'eau, facilement soluble dans I'éthanol a 96 pour cent.

Nom chimique : Acide 2-(acétyloxy)benzoique

o) OH
H3C\”/O
o

Figure 1 : Acide acétylsalicylique (AAS)

Formule chimique : CoHs04

La principale impureté est I'acide 2-hydroxybenzenecarboxylique, autrement appelé
acide salicylique (AS). La formation de ce composé se fait par une hydrolyse de la

fonction ester de 'AAS.

OH OH

Figure 2 : Acide salicylique (AS)
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1.3 Indications et posologies

L’AAS dispose de nombreuses indications directement en rapport avec les posologies
administrées. Dans une indication antipyrétique ou antalgique les posologies peuvent
aller jusque 3 grammes par jour (33). Tandis que pour bénéficier de I'action anti
thrombotique (par un effet anti agrégant plaquettaire) les posologies employées sont de
I'ordre de 75 a 160 mg par jour (3,34).

En tant qu’analgésique non opioide de catégorie 1 selon I'’échelle de TOMS (Organisation
Mondiale de la Santé) (35), l'aspirine est utilisée dans le traitement de diverses
pathologies tel que des douleurs d’intensité Iégére a modérée, les rhumatismes

inflammatoires aigus et chroniques de 'adulte et de I'enfant (33).

En cardiologie cette molécule est indiquée dans la prévention primaire et secondaire des
complications cardiovasculaires et cérébrovasculaires liées a I'athérosclérose (chez des
patients a haut risque vasculaire ayant une pathologie artérielle ischémique confirmée),
ainsi que la prévention des accidents vasculaires cérébraux chez des patients ayant une

fibrillation auriculaire contre indiqués ou non indiqués aux antivitamine K (36).
1.4 Pharmacocinétique

L’absorption de I'aspirine se fait sous forme d’AAS au niveau gastro intestinal. L’hydrolyse
plasmatique conduit a la formation d’AS, avec un taux sanguin atteignant son pic entre
30 et 40 minutes.

La distribution se fait dans tout 'organisme par liaison aux protéines plasmatiques. L’AAS
est rapidement métabolisé en AS (moins actif), puis une inactivation hépatique par
conjugaison et hydroxylation. L’inactivation se fait par transformation en différents
métabolites : acide salicylurique, acide gentisique et en dérivés glucuronoconjugués (37).
L’élimination sous forme d’AS et des métabolites, se fait par voie rénale avec une
clairance augmentant avec le pH, tandis que la demie vie d’élimination est dose
dépendante (36).

30



1.5 Effets indésirables et contre-indications

Concernant les effets indésirables, la prise d’aspirine peut conduire a des effets gastro
intestinaux (ulceres gastriques et hémorragies digestives), hématologiques (avec des
syndromes hémorragiques type épistaxis, purpura ...) et des réactions d’hypersensibilité

(urticaire, asthme, cedéme de Quincke, accident anaphylactique).

Ces éléments entrainent des précautions d’emplois chez les patients présentant des
antécédents d’ulcéres gastrique ou duodénal ainsi que des hémorragies digestives ou en

cas d’insuffisance rénale.

Parmi les nombreuses contre-indications figurant sur les résumés des caractéristiques
des produits (RCP), celles en rapport avec des manifestations affectant le systéme
immunitaire sont les suivantes :

- hypersensibilité a la substance active ou a I'un des excipients, ou aux autres
AINS (réaction croisée),

- asthme ou antécédents d’asthme avec ou sans polypes nasaux induits par les

salicylés ou les substances d’activité proche notamment les AINS (36).

Les autres contre-indications comprennent les ulcéres gastro duodénaux en évolution,
toute maladie hémorragique constitutionnelle ou acquise, les insuffisances d’organes
séveres (hépatique, rénale, cardiaque) et I'association a certains traitements en fonction

des posologies (méthotrexate, anticoagulants oraux ...) (38).
En ce qui concerne I'’hypersensibilité a la substance active ou des antécédents d’asthme

induits par 'administration de salicylés (notamment les AINS), le RCP des différentes

spécialités a partir d’aspirine contre indiquent I'utilisation de celle-ci (33,36,38).

31



2 Mécanisme d’action, hypersensibilité et désensibilisation

Comme tout AINS, I’'AAS a un mécanisme d’action qui passe par une inhibition des COX
(Cyclooxygenase) par aceétylation du site actif sur des résidus sérine (39). L’aspirine agit
de facon irréversible et non sélective sur les isoformes de la COX : 1 et 2. Néanmoins
cette inhibition se fait préférentiellement sur l'isoforme 1 grace a une affinité a 20 a 50

fois supérieure a celle de l'isoforme 2 (40).

Tandis que la COX 1 est constitutive participant ainsi a I'équilibre homéostatique
(plaguettes, endothélium, muqueuse gastrique, reins), la COX 2 est inductible (par des
cytokines ou facteurs de croissance) conduisant a la production de nombreux médiateurs
(41).

Le réle physiologique de ces COX est de métaboliser I'acide arachidonique membranaire,
en PGH2 (prostaglandine) permettant par la suite de former d’autres métabolites
(prostaglandines, prostacyclines, et thromboxane) (42). Cet effet inhibiteur sur la
production de prostaglandines a partir de I'acide arachidonique a été démontré dans les

années 1970 par Vane et al (43).

Les COX aussi appelées PGHS (prostaglandine endoperoxyde synthétase) possedent
deux sites actifs, un premier possédant une activité cyclo oxygénase transformant I'acide
arachidonique en PGG2 (prostaglandine G2). Le second site disposant de l'activité
peroxydase qui permet de transformer ce PGG2 en PGH2 (prostaglandine H2). A partir
de cette molécule en découle la production d’autres médiateurs a savoir les
prostacyclines (PGI2) par la paroi vasculaire endothéliale, le thromboxane A2 (TXA2) par

les plaquettes et les prostaglandines (E2, D2, F2, 12) par 'estomac et le rein (42).

Le mécanisme d’action de I'aspirine passe par une inhibition de cette cyclooxygénase de
type 1 réduisant d’autant la production de I'ensemble de ces médiateurs conduisant aux
effets recherchés : antithrombotique par réduction de la production de Thromboxane A2
plaquettaire et de prostacycline endothéliale qui ont un effet prothrombotique. La
diminution de production de prostaglandines par les muqueuses gastriques réduit la

synthese de mucus expliquant ses effets indésirables gastriques (40).
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La baisse de production des prostaglandines rénales (PGE2 et PGI2) peut conduire a un
ensemble de perturbations rénales pouvant aller jusqu’a l'insuffisance rénale aigué par
diminution de la vasodilatation des artéres afférentes, une baisse du flux sanguin rénal

et une diminution du débit de filtration glomérulaire (44).

Parallélement a cette voie de métabolisation de I'acide arachidonique par les COX, il
existe une seconde voie faisant intervenir la 5LOX (5 Lipo Oxygenase). Cette voie
permet la synthese de leucotriéne A4 (LTA4) rapidement métabolisé en leucotriéne B4

(LTB4), et d’autres cysteinyl leucotrienes (CysLT).

Physiologiquement il existe un équilibre entre ces deux voies (COX vs 5LOX). La prise
d’aspirine inhibant les COX conduit a une hausse du métabolisme au travers de la 5LOX
ce qui conduit a favoriser la production de leucotrienes. Ces molécules ont un effet
chimiotactique augmentation l'inflammation par les éosinophiles qui produisent des
CysLT, et entrainent une bronchoconstriction par activation des récepteurs bronchiques

aux leucotriénes chez les patients atteints d’hypersensibilité a I'aspirine (12).

Le mécanisme global de I'hypersensibilit¢ a I'aspirine ferait intervenir un exces de
production de cysteinyl leucotriénes (CysLT) (45).

Il semble également y avoir une action de la LCT4 synthase, enzyme produisant les
sulfido peptido leucotriénes (LTC4, LTD4, LTE4) qui présente une surexpression au
niveau de certaines biopsies bronchiques (mastocytes et éosinophiles) chez des patients

asthmatiques présentant une intolérance a I'aspirine (46).

Afin de désensibiliser les patients de nombreux protocoles existent comme mentionnés
sur le tableau 1. Une méta analyse de 1990 a 2018 publiée en 2019 par Chopra et al
montre I'absence de différence statistique entre des protocoles d’'une durée inférieure a
2 heures et ceux supérieurs a une durée de 2 heures. Néanmoins les protocoles
comportant plus de 6 escalades de doses étaient associés a des taux de réussite plus

élevés que ceux comportant moins de 6 doses.
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Il - Matériels et méthodes

1. Matieres premieres a usage pharmaceutique (MPUP)

L’acide acétylsalicylique, I'acide salicylique et le lactose monohydrate ont été obtenus
aupres d’Inresa® (Bartenheim, France)

- Aspirine : lot 22000047006, péremption le 31/03/2024,

- Acide salicylique : lot 20003823001, péremption le 30/11/2024,

- Lactose monohydrate : lot 8118, péremption le 31/10/2023,

- Lactose monohydrate : lot 8546, péremption le 31/08/2025.
L’amidon de mais, la cellulose microcristalline ainsi que le mannitol ont été obtenus
auprés de la Cooper® (Melun, France)

- Amidon de mais : lot 21100030/A/B, péremption le 30/09/2025,

- Cellulose microcristalline : lot 22030127/A, péremption le 28/02/2026

- Cellulose microcristalline : lot 21020125/B, péremption le 30/09/2024

- Mannitol : lot 21030170/B, péremption le 30/11/2023
Plusieurs lots de gélules de taille N°4 ont été fournies par LGA (La Seyne-sur-Mer,

France).
2. Liste des réactifs

L’ensemble des réactifs utilisés sont de qualité analytique et compatibles a une utilisation
en CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance).
L’acide acétylsalicylique de qualité SCR (Substance Chimique de Référence) utilisé pour
préparer les solutions standards est fourni par la direction européenne de la qualité du
médicament et des soins de santé de la Pharmacopée Européenne.
Les produits suivants ont été obtenus auprés de VWR Chemicals® (Fontenay-sous-Bois,
France) :

- Le dihydrogénophosphate de potassium (KH2POa) : lot 21G094104, péremption
le 14/06/2026,

- Acétonitrile (ACN) : lot 22G224007, péremption le 21/07/2025,

- Normadose HCI 1N : lot 211028C004, péremption au 10/2024,

- Normadose NaOH 1N : lot 220602C003, péremption au 06/2025.

34



3. Evaluation de lateneur en eau des excipients

1. Perte a la dessication
Tous les essais sont réalisés a l'aide d’un four thermostaté. Les essais de perte a la

dessication suivent les monographies de chacun des excipients testés (47—-49).

Tableau 2 : Essais de perte a la dessication selon les monographies de la Ph.Eur

o ) Cellulose )
Excipient Amidon de mais ] o Mannitol
microcristalline
Maximum accepté 15,0% 7,0% 0,5%
Température 130°C 105°C 105°C
Durée 90 min 3h 4h
Prise d’essai 1,000g 1,000g 1,0009g

Aucun essai n’est préconisé sur la monographie du lactose monohydrate (50).

La pesée est réalisée dans un cristallisoir préalablement taré a I'aide d’'une balance de
précision. Aprés la durée préconisée, le cristallisoir est immédiatement pesé afin de
pouvoir calculer la perte a la dessication.

La perte a la dessication étant la différence de masse de I'’échantillon avant et aprés

dessication en pourcentage (51), se calcule comme suit :

ml —m?2

perte a la dessication (%) = —
ml

- m1 : masse avant dessication

- m2 : masse apres dessication
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2. Méthode de Karl Fischer

La teneur en eau des différents excipients a également été évaluée par la méthode de
Karl Fischer a I'aide d’'un dispositif Metronm® 701 KF Titrino + 703 Ti Stand apres
solubilisation d’'un volume variable de poudre dans 75 mL d’un mélange 50 : 50

(méthanol : chloroforme).

La réaction de Karl Fischer fait intervenir une réaction d’oxydo-réduction : réduction du
diiode en présence deau (contenue dans les échantillons a doser) par le
monométhysulfite d’ammonium formé extemporanément par réaction entre le réactif
titrant et le méthanol (le réactif titrant contenant notamment du diiode, du dioxyde de

soufre et de la pyridine) (52).

Préalablement au dosage des excipients, I'appareil a été étalonné afin de déterminer la
guantité nécessaire de solution titrante (Hydranal®, Fluka), pour neutraliser une quantité
donnée d’eau. Cette valeur a été calculée en faisant la moyenne obtenue suite a 4

injections d’eau dans le milieu réactionnel.

Afin de connaitre la quantité exacte d’échantillon introduite dans le milieu réactionnel,
celle-ci est calculée par une pesée du sabot avant et apres introduction. La teneur en eau
est calculée par le dispositif et exprimée en % m/m qui correspond a la masse d’eau

contenue dans I'échantillon en rapport de la masse totale de I'’échantillon (en mg).
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4. Analyse par CLHP-UV et étude de dégradation forcée

Le laboratoire de contréle de la pharmacie du CHRU de Lille dispose d’'un systéme CLHP-
UV Dionex Ultimate 3000 (Thermo-scientific®) équipé d’'une pompe quaternaire, d’'un
systéme de dégazage en ligne, d’'un passeur d’échantillons automatique WPS-3000TSL
et d’'un détecteur a barrettes de photodiodes. La collecte et le traitement des données se
fait par le logiciel Chromeleon® (version 7.1) provenant du méme fournisseur.

Les analyses sont réalisées a I'aide d’'une colonne Cis Accucore AQ de dimensions 100
X 2,1 mm (2,6 um) précédée d’une pré-colonne de méme nature de dimensions 10 x 2,1
mm (2,6 um). La phase mobile est composée d’'un mélange Acétonitrile (ACN) / tampon
phosphate (Tp P.) (10 mM, pH=2,0) avec une proportion 20/80 (v/v), préalablement
dégazée dont le débit est fixé a 0,4 mL.min"t. La colonne est thermostatée a 25°C, le
volume d’injection est de 2L et les analytes sont détectés a 247 nm.

Le tampon phosphate est préparé par dissolution de 1,36 gramme de
dihydrogénophosphate de potassium (KH2PQO4) dans une fiole jaugée de 1000 mL et avec
un ajustement du pH a 2,0 par du HCI 1N. Le tampon est utilisé apreés filtration sous vide

(filtre cellulose 0,22um) et dégazage aux ultrasons pendant 10 minutes.

1. Méthode de dosage par CLHP

Les dosages sont réalisés a l'aide d'une méthode de dosage, qui a été validée
antérieurement a linitiation de ce travail sur une gamme de concentrations en aspirine
de 7 a 13 pg.mL* (23). Les performances de la méthode (notamment sa justesse et sa

sélectivité) ont été vérifiées.

Afin de s’assurer de la justesse de la méthode, une série de 4 échantillons de contréle
qualité (QC)a 7,9, 11, 13 ug.mL* est préparée a chaque dosage a partir de la substance
chimique de référence (SCR) de I’AAS fournie par 'TEDQM.

Le flacon de SCR 10 mg est conservé a une température comprise entre 2 et 8°C. Des
aliquots sont réalisés en diluant le SCR dans de ’ACN afin d’obtenir une concentration a

1 mg.mL! afin d’étre conservés au congélateur a -18°C.
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Lors de la réalisation des QC, un aliquot est décongelé puis dilué au 1/10°™¢ dans de
I’ACN pour avoir une solution a 0,1 mg.mL servant aux dilutions, comme précisé sur le

tableau 3 ci-dessous.

Tableau 3 : Préparation des échantillons de Contrdle Qualité

CcQ1 CcQ2 CQ3 CQ4
7 ug.mL? 9ug.mL1 11 pg.mL? 13 pg.mL?
Solution
SCR AAS 70 pL 90 pL 110 pL 130 pL
0,1 mg.mL1
ACN 930 uL 910 pL 890 uL 870 uL

Afin d’évaluer la sélectivité de la méthode de dosage, et donc son aptitude a quantifier
'analyte et a le séparer des produits de dégradation, une étude de dégradation forcée de

’AAS a été réalisée.

2. Etude de dégradation forcée

L’étude de dégradation forcée a été réalisée en suivant les recommandations du « Guide
meéthodologique des études de stabilité des préparations » (28) issu d'une collaboration
entre le groupe stabilité de la SFPC (Société Francaise de Pharmacie Clinique) et le
GERPAC (Groupe d'Evaluation et de Recherche sur la Protection en Atmosphére
Contrélée).

Le but de cette étude est de soumettre le principe actif a des conditions
environnementales extrémes afin de le dégrader volontairement et de s’assurer que la
meéthode d’analyse est capable de séparer les produits de dégradation du principe actif.
Ceci permet ainsi d’évaluer le caractére « indicateur de stabilité » de la méthode (53).
Les conditions de stress doivent couvrir un panel de conditions extrémes : conditions

chimiques (acide, basique, oxydant), et physiques (chaleur et lumiére) (54,55). Le but de
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cette étude d’obtenir une dégradation du PA de 'ordre de 20% afin d’éviter la formation

de produits de dégradations secondaires (28).

L’ensemble des tests ont été réalisés avec des MPUP conformes aux spécifications de
la Pharmacopée Européenne (27,56). Le principal produit de dégradation décrit étant
'acide salicylique, nous avons réalisé en paralléle une solution a partir de la matiére
premiére pour I'identification de son pic chromatographique.

Le tableau 4 ci-dessous résume I'ensemble des tests réalisés. La neutralisation de I'effet
a pour but de limiter au maximum la poursuite de la dégradation du principe actif au cours

du temps avant le dosage.

Tableau 4 : Conditions physicochimiques employées lors des tests de dégradation.

Condition Dégradation par Neutralisation de I'effet
Acide HCI NaOH
Basique NaOH HCI
Oxydante H202 Dilution (ACN)
Température Bain marie Refroidissement
Luminosité Lampe UV Arrét de I'exposition

a) Préparation des solutions subissant une dégradation forcée

A partir de la matiére premiére d’AAS, une pesée de 40 mg est réalisée dans une fiole
jaugée de 10 mL pour obtenir, aprés solubilisation dans 'ACN, une solution mere a 4000
ug.mL1. Cette solution est utilisée pour réaliser deux dilutions : une premiére au 1/10eme
(pour les essais en milieu acide, basique, et oxydant) et une seconde au 1/40%™¢ (pour
'exposition a la chaleur et aux UV).

b) Milieu acide : HCI

Les essais en milieu acide sont réalisés en placant la solution a dégrader obtenue par un
mélange volume a volume de la solution d’AAS et d’acide dans un bain marie a une
température stable de 60°C pendant 1 heure (cf Annexe 2)

Deux concentrations d’HCI ont été testées: 0,5N et 1N pendant 1 heure. Aprés

neutralisation (par ajout d’'un volume équivalent de NaOH 0,5N et 1N), la solution est
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diluée au 1/10¢™¢ dans la phase mobile pour avoir une concentration en AAS proche de

10 pg/mL (milieu de gamme d’étalonnage).

¢) Milieu basique : NaOH

Les essais en milieu basique ont été réalisés aux mémes concentrations qu’en milieu
acide, en utilisant de la soude. Par la suite d’autres essais ont été développés avec des
concentrations plus faibles en NaOH (0,01N et 0,1N) avec des temps de prélévement

plus rapprochés. Six prélevements intermédiaires ont été effectuées (cf Annexes 3, 4).

d) Milieu oxydant : H,0;
Les essais en milieu oxydant sont mis en ceuvre sur une durée de 180 minutes a partir

d’une solution d’eau oxygénée H202a 3% (cf Annexe 5).

e) Exposition a la chaleur et aux UV

Le protocole de dilution est identique pour les essais d’exposition a la chaleur et aux UV
(cf Annexe 6). Les essais de dégradation par la chaleur ont été conduits a 60°C et 80°C
en utilisant un bain marie, pendant une durée de 6 heures. Les essais d’exposition aux
UV se sont déroulés dans un premier temps a une longueur d’'onde de 365nm pendant

6h, puis & 254 nm pendant 72h.

40



5. Production des gélules d’aspirine

La production des gélules est réalisée par des préparateurs en pharmacie hospitaliére

formés, dans le respect des Bonnes Pratiques de Préparation (BPP) (57).

1. Préparation et évaluation de la teneur des poudres

La fabrication des lots de gélules nécessite préalablement de produire extemporanément
les poudres entrant dans leur composition.

La quantité de poudre a préparer dépend de la taille des gélules utilisées (ici Taille 4 soit
0,21 mL par gélule) et de la capacité du gélulier (gélulier LGA® ; d’'une capacité de 100

gélules), ce qui donne 21 mL de poudre par lot.

La premiere étape de fabrication consiste a peser le principe actif (PA).

Alors que pour la préparation d’un lot de 100 gélules a 1 mg, la précision de la balance
utilisée permet d’effectuer une pesée précise (100 mg), il n’en est pas de méme pour les
gélules a 0,1 mg (10 mg étant le seuil de précision de la balance). Ainsi, la préparation
des gélules a 0,1 mg a été réalisée en deux étapes par dilution dans I'excipient d’'une
poudre mere préparée a 10% m/m dans le méme excipient.

La poudre meére est réalisée au mortier avec 100,00 mg de PA pour 900,00 mg
d’excipient. Ceci permet ensuite une pesée de 100 mg de cette poudre mére pour la

fabrication d’un lot de 100 gélules a 0,1 mg d’aspirine.

Dans un second temps la quantité adéquate d’excipient doit étre ajoutée et mélangée au
principe actif. Cette quantité a été mesurée de deux manieres différentes : par volume ou
par masse. Le protocole usuel est de travailler en volume mais il semblait intéressant,
pour ces poudres trés faiblement concentrées, de travailler en masse de maniére a
réduire 'impact d’'un changement de préparateur au cours de I'étude (le tassement de la
poudre pouvant étre opérateur-dépendant).

La premiere méthode (par volume) a consisté a considérer le volume de principe actif
comme négligeable et donc de mesurer a l'aide d’'une éprouvette graduée les 21 mL
d’excipient en évitant autant que possible de tasser la poudre. La seconde méthode (par

masse) a necessité au préalable de déterminer la masse moyenne de poudre pouvant
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étre contenue dans une gélule pour chaque excipient. Pour ce faire, la masse a été
déterminée en calculant la masse moyenne de poudre contenue dans une gélule de 0,21

mL a partir d’un lot gélules contenant I'excipient considéré.

L’ensemble des mélanges sont réalisés au mortier un lot a la fois. Apres avoir pesé la
guantité nécessaire de PA, celle-ci est versée en intégralité dans le mortier, tandis que

I'excipient est ajouté au fur et a mesure du mélange jusqu’a homogénéisation.

La teneur en aspirine des poudres est déterminée par dosage en CLHP-UV apres
solubilisation de celles-ci dans ’ACN afin d’atteindre une concentration théorique en AAS

de 10 pg.mL* (milieu de la gamme d’étalonnage).

2. Fabrication des gélules

La fabrication des gélules se fait dans le respect des BPP (57). Les quantités nécessaires

de PA et d’excipients sont résumés dans le tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5 : Fabrication d’'un lot de 100 gélules d’AAS, taille 4 (quel que soit I'excipient)

Dosage 0,1 mg 1mg
1 — Fabrication de la 100,0 mg AAS
Poudre mére + N/A
(10% AAS) 900, 0 mg Excipient

100,0 mg de poudre mére a
2 — Pesée de la quantité 10% d’AAS 100,0 mg AAS MPUP
nécessaire d'AAS (soit 10,0 mg AAS)

. . Saoit utilisation d’'un volume d’excipient : ve = 21,00 mL
3 — Prélévement de la quantité . o
o Soit une masse d’excipient, me = 21,00 mL* masse moyenne de
d’excipient pour un lot .
poudre dans une gélule.
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Immédiatement aprés la réalisation du mélange entre le PA et I'excipient, la poudre est
répartie dans des gélules afin de fabriquer des lots de 100 unités a l'aide d’'un gélulier.
La répartition se fait de telle sorte a obtenir une uniformité de remplissage des gélules
par arasement et sans tassement. Apres scellement des gélules, celles-ci sont mises en
blister (PVC/Aluminium) afin d’assurer leur conservation avant la réalisation des

différents controles.

3. Contrble des gélules
La Pharmacopée Européenne décrit pour les préparations unidoses 2 tests d’uniformité :

'uniformité de masse (25) et I'uniformité de teneur (26).

i. Uniformité de masse
Les essais d’'uniformité de masse sont réalisés une seule fois apres fabrication, a I'aide
d’'une balance de précision conformément a la monographie de la Ph.Eur (26). Les
pesées sont réalisées apres tarage de la balance a I'aide d’'une gélule vide. La masse
moyenne de poudre est calculée sur un total de 20 gélules. Ainsi les écarts limites tolérés
sont :
- pour des gélules de moins de 300 mg : +/- 10% (intervalle retenu)

- pour des gélules de plus de 300 mg : +/- 7,5%

Tout au plus 2 gélules peuvent présenter un écart de masse supérieure a ce pourcentage
sans toutefois avoir un écart supérieur a 2 fois ce pourcentage (+/- 20% dans notre cas).
L’uniformité de teneur est réalisée a la condition que 'uniformité de masse soit conforme,

le cas échéant les lots non conformes sont refabriqués.

ii. Uniformité de teneur
Les essais d'uniformité de teneur sont réalisés sur 10 gélules par lot (excepté pour le
suivi hebdomadaire de la stabilité : (6 gélules par lot). La limite fixée par la Pharmacopée
Européenne est de +/- 15% avec tout au plus 1 gélule en dehors de cet intervalle sans
toutefois dépasser l'intervalle fixé a +/- 25% de la teneur moyenne (26). Dans notre cas
en ce qui concerne la teneur moyenne, la valeur limite d’acceptation a été fixée a +/- 10%

de la teneur théorique.
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Le dosage des gélules se fait par une dissolution de leur contenu dans une fiole jaugée
de 10 mL avec de I'ACN. Cette étape se fait a 'aide d’un entonnoir en prenant soin de
rincer abondamment le corps et I'enveloppe de la gélule.

Les fioles sont mises aux ultrasons pendant 5 minutes pour assurer la solubilisation du
principe actif.

A cette étape, les solutions contenant la poudre issue des gélules d’AAS dosées a 0,1
mg ont une concentration théorique de 10 pg.mL? (milieu de la gamme d’étalonnage).
Pour les solutions préparées a partir des gélules d’AAS a 1 mg, une dilution au 1/10 dans
I’ACN est nécessaire pour obtenir la méme concentration théorique.

Ensuite les solutions sont filtrées sur seringue a l'aide de filtres a 0,2 um avant analyse

chromatographique.
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6 - Etude de stabilité des gélules

L’étude de stabilité est menée sur plusieurs lots de gélules d’AAS, préparées avec
différents excipients. Ces excipients sont préalablement sélectionnés en fonction de leur
capacité a assurer a une homogéneité optimale. Cette étude réalisée sur plusieurs
semaines a pour but de déterminer, pour chaque excipient testé, I'évolution de différents
paramétres en fonction du temps, permettant d’identifier la ou les formulation(s) assurant
la meilleure stabilité et ainsi de définir une durée d’utilisation adaptée (durée avant

péremption).

1. Choix des formulations et fabrication des lots pour
I’étude de stabilité

Afin de sélectionner les formulations adaptées pour chaque dosage (0,1 et 1 mg), deux
lots ont étés fabriqués pour chaque excipient (0,1 et 1 mg), afin de ne retenir que ceux
présentant les meilleurs résultats en termes de teneurs moyennes, d’uniformités de
masse et d'uniformité de teneur (analyse des extremums, étendue, écart type et
coefficient de variation).
Aprés avoir choisi les excipients pouvant étre utilisés pour chacun des dosages, une

étude de stabilité est initiée pour chaque formulation sur 4 lots fabriqués le méme jour.

2. Conditions et durée de conservation
Les recommandations issues des ICH Q1(R2) sont une conservation de 12 mois a une
température de 25°C (+/- 2°C) et une humidité relative a 60% (+/- 5%) (54). Apres
blistérisation les lots sont conservés a I'abri de la lumiére dans une piéce climatisée a

une température inférieure a 25°C et une humidité relative inférieure a 60%.

3. Dosages et évaluation de la stabilité
Pour I'étude de stabilité, les dosages ont lieu avec un intervalle hebdomadaire sur une
série de 6 gélules prélevées aléatoirement par lot. La durée de stabilité a été définie
comme étant la durée durant laquelle la dégradation moyenne du principe actif dans un
lot, ne dépasse pas 10% de la concentration initiale (teneur moyenne au JO).
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lll - Résultats

1. Performances de la méthode de dosage

Une méthode de dosage de 'AAS avait été préalablement développée et validée au
laboratoire de contrdle (23). Une fonction de réponse de type linéaire avait été établie

pour une gamme d’étalonnage en ASS de 6 a 14 pg.mL* avec pour équation de droite :
y = 0,0443x + 0,0059

Les résultats de validation sont présentés en Annexe 7 (courbe d’étalonnage) et 8 (profil

d’exactitude).
Lors de cette validation de méthode, les biais relatifs ainsi que les coefficients de variation
(CV) de répétabilité et de fidélité intermédiaire obtenus par I'analyse des échantillons de

CQ sont résumés dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 : Caractéristiques de la méthode de dosage lors de sa validation

Concentration Biais relatif CV répétabilité CV fidélité intermédiaire
7 ug.mL?t -0,23% 2,14% 2,59%
9 pg.mL? 0,56% 2,03% 2,56%
11 pg.mL? -0,54% 0,77% 0,77%
13 pg.mL? 0,23% 0,60% 0,60%

Afin de vérifier les performances de la méthode analytique et notamment sa justesse, de
nouveaux échantillons de CQ ont été préparés (en triplicat) puis analysés. Les résultats

sont résumeés dans le tableau 7 ci-dessous.
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Tableau 7 : Résultat d’analyse des échantillons de CQ

Congen.tration Concentrgtion Biais (%)

t?ﬁg/rr'r?f)e Tueélé:ﬁf (mesurée/théorique) S ()
7 6,87 -1,83
7 6,97 -0,38 2,49%
7 7,21 2,98
9 8,68 -3,54
9 8,66 -3,76 1,46%
9 8,89 -1,18
11 10,40 -5,44
11 10,50 -4,55 3,34%
11 11,06 0,59
13 12,36 -4,90
13 12,42 -4,47 1,09%
13 12,62 -2,91

Les résultats montrent que la méthode précédemment validée a gardé ses
caractéristiques en termes de quantification de I'AAS, avec des biais compris dans un
intervalle entre +/- 10% et un CV < 5%.

La sélectivité de la méthode n’avait été que partiellement étudiée en vérifiant la
séparation chromatographique entre 'AAS et 'AS, principal produit de dégradation décrit.
Sur le chromatogramme de la Figure 3, obtenu par I'analyse d’'un mélange des 2
composés, on observe que le pic d’AAS a un temps de rétention inférieur a celui de I'AS,

avec une résolution de 4,78 permettant une intégration correcte de chacun.

UV_MS_2 WVL:24T
7,00 =5 o

3 |

375 11-Ac acelylsalicylique - 2,210

2 - Ac salicylique - 3,557

000 055 050 075 100 155 140 178 250 258 25 27 300 355 350 378 400 435 450 478 500

Figure 3 : Chromatogramme d’un échantillon contenant de I'AAS et de I'AS

Afin de compléter les données concernant la sélectivité de la méthode nous avons

entrepris une étude de dégradation forcée de I'AAS.
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2. Etude de dégradation forcée

Afin de s’assurer que la méthode est indicatrice de stabilité, c’est-a-dire capable de
séparer avec une résolution correcte, le principe actif du ou des produit(s) de dégradation
qui pourraient étre formés lors de I'étude de stabilité, une étude de dégradation forcée a

été réalisée.

1. Milieu acide
Aprés une heure d’exposition en présence de HCI 0,5N, 'AAS est dégradé a hauteur de
20%. Le chromatogramme de la figure 4 ci-dessous met en évidence I'apparition d’'un
seul pic au temps de rétention de I'acide salicylique. Le spectre correspond a celui de
I'AS et confirme ainsi 'apparition de ce produit de dégradation. Au bout d’'une heure on
obtient une dégradation de I'ordre de 40% avec du HCI 1N (Cf Annexe 9). Aucun autre

produit de dégradation n’est apparu sur le chromatogramme.

il Essai Amin 01022023 - Dégradation forcée-HCI +NaoH ¥7 [manipulated, 2 peak(s) manually assigned] UV_VIS_2 WVL:247 nm

mAL
4

4,2 - Ac salicylique - 3,777

0,00 125 2,50 3,75 5,00 625 7,50 875 10,00 125 12,50 13,75 15,00 16,25 17,50 18,75 20,00 21,25 2250 23,75 25

Figure 4 : Chromatogramme d’une solution d’AAS en présence d’HCI 0,5N pendant 1 heure.
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2. Milieu basique
En condition basique, 'AAS est totalement hydrolysé en AS et ce dés la concentration la
plus faible a 0,1N comme le montre le chromatogramme ci-dessous (figure 5).
L’AAS est indétectable au bout d’'une heure avec les 3 concentrations initialement testées
1N, 0,5 et 0,1N.

il Essal Amin 01022023 -Dégradation forcée-HC1+NaoH #13 Solution 7 - Solution + HaOH 1N +HCIIN + PR (1/17171) UV MIS_2WWVL.247 nm
mAl
4,004 1-Acsalicylique - 3,627

450 -

3,00 4

2,00

1,00 4

0,00 4 v

min

_U ¥ EU B
0.0 20 40 &0 80 10,0 120 140 16,0 18,0 20,0 220 240 280

Figure 5 : Chromatogramme d’une solution d’AAS en présence de NaOH 1N pendant heure

Un second essai a été réalisé a une concentration en NaOH plus faible (0,1N) avec des
dosages intermédiaires entre To et Teomin €n prélevant dans le méme tube a intervalle de
temps régulier. Dés Toun échantillon est prélevé puis neutralisé avec du HCI 0,1N pour
stopper la réaction avant analyse.

Cet échantillon subit une dégradation de l'ordre de 30%. Par la suite les autres
prélevements ne contiennent plus d’AAS dés Tsmin.

Afin d’obtenir une dégradation de I'ordre de 20% (28), un dernier essai a été réalisé en
diluant le NaOH a 0,01N. Le graphique ci-dessous (figure 6) montre une dégradation plus

lente conduisant a former de I'AS.
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Dégradation en milieu basique (0,01N)

1,2000 120,00
96,52
1,0000 100,00
= <
0,8000 E 80,00
* (%]
=) <
< <C
€ 5
0,6000 " 560,00
O ©
2 3
wv —
(] \bD
0,40002 240,00
<
0,2000 20,00
2,85
0,0000 0,00
TO min T5 min T10 min T15 min T20 min T30 min T45 min T60 min
Solutions

H Aire AAS B Aire AS === 9%Dégradation AAS

Figure 6 : Dégradation de I'’AAS en présence de NaOH (0,01N) pour une durée d’exposition
totale de 60 minutes

Le chromatogramme ci-dessous (figure 7) est le résultat d’'une dégradation de 'AAS en
présence de NaOH (0,01N) a Tsmin.

4 pg _ [ ESsai Amin 06022023 - Dégradation broge-H202NaOH UV 365 nm +T60°C #45[1 peak(s) manually assigned] 52-NaOH 0,01-T5- 15h47 UV_MIS_2 WVL:247 nm
! mAU 2 - Ac salicylique - 3,560

@,1- Ac acetylsplicylique - 2,230

min

0,00 125 250 B 500 625 750 875 10,00 11,25 12,50 13,75 15,00 16,25 1750 18,75 20,00 21,25 22,50 23,75 25,00

Figure 7 : Chromatogramme d’une solution d’AAS en présence de NaOH 0,01N apres une
exposition de 5 minutes

Ce chromatogramme permet de conclure a I'absence d’autres produits de dégradation
que I'’AS dans ces conditions.
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3. Milieu oxydant
Pour la dégradation en milieu oxydant, le peroxyde d’hydrogéne (H202) & une
concentration de 3% pendant une durée de 3 heures permet d’obtenir une dégradation

atteignant les 20% (cf Annexe 11)

Le chromatogramme ci-dessous (figure 8) représente la dégradation de 20% du PA au

bout d’'une heure.

Essai Amin 06022023 - Dégradation forcée-H202Na0H UV385nm = T60°C #31[1 peak(s) manually assigned] H202 3% (60°C) - T6O - 15h33 UV_MS_2 WVL:247 nm

mAl

4y 1-Ac acetylsalicylique - 2,243

12- Ac salicylique - 3,587

0.0 125 250 37s 500 525 750 a7s 10,00 1125 1250 1378 15100 1625 750 Te7s 20,00 2125 2250 2275

Figure 8 : Chromatogramme des essais de dégradation forcée de '’AAS en présence d’'H202
3% pendant 1 heure

On peut voir sur cette figure un premier pic aux alentours de 40 secondes qui correspond
a I'H202 (identifié par le passage d’un blanc H202 sans AAS). On peut ensuite identifier
deux autres pics avec I'AAS élué en premier puis I'AS, et 'absence d’autres produits de

dégradations sur une durée de 25 minutes.

4. Exposition a la chaleur
Les essais ont dans un premier temps été réalisés a 60°C, cette température étant celle
utilisée lors des essais en milieu acide, basique et oxydant. Ceci afin de pouvoir identifier
une potentielle influence de la chaleur sur la formation des produits de dégradation. Le
chromatogramme obtenu aprés une durée de 6 heures a 60°C correspond a la figure 9

ci-dessous.
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i Essai Amin 05022023 - Dégradation forcée-H202Na0H UV 355 nm + TE0°C #70 [2 peak(s) manually assigned] T*C 60°-T360 - 18n10

UV_VIS_2 WVL24T nm

mAU
6,00 - &)1 - Ac acetylsalicylique - 2,223
5,00
4,00 4
3,00
2,00
1,00
4,2 - Ac salicylique - 3,557
0,00
min
1o, T T T T T T T T 5 T T T T T T T T T T ]
0,00 125 250 375 5,00 6,25 7.50 87s 10,00 125 12,50 1375 15,00 16,25 17,50 18,75 20,00 2125 2250 23,75 25,00

Figure 9 : Chromatogramme des essais de dégradation forcée de 'AAS a 60°C pendant 6

heures

A une température de 60°C pendant une durée de 6 heures le chromatogramme ci-

dessus (figure 9) ne montre aucun produit de dégradation autre que I'AS.

Par la suite un essai a été réalisé a une température de 80°C pendant 6 heures (figure

10) :

o9 [[ ESS81AMIn 17022023 -Dégradation foreée-T80'C + UV 264 m#25(2peak(s) manually assigned] T'Cen

UV_MIS_2 WhL:247 nm

mAl

80 &1 - Ac acetylsalicylique - 2,203

70

60

40

@2 - Ac salicylique - 3,683
00

0,00 125 25 275 500 s 750 ats 10,00 125 12,50 127 1500 625

17,50 Ta7s 20000 2125 2250 227s

Figure 10 : Chromatogramme des essais de dégradation forcée de 'AAS a 80°C pendant 6

heures

A une température de 80°C pendant une durée de 6 heures, une légére dégradation de

I'AAS en AS, sans qu’on puisse voir I'apparition d’autres pics.

La chaleur dans les conditions testées, ne semble pas étre un élément pouvant conduire

a la dégradation de 'AAS en d’autres produits que I'AS.
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5. Exposition aux UV
Les essais d’exposition aux UV ont débuté avec une longueur d’'onde de 365 nm.
La figure 11 ci-dessous correspond au chromatogramme aprés 6 heures d’exposition a

une lampe UV a 365 nm.

7.00 - il Essai Amin 06022023 - Dégradation forcée-H202 NaOH UV385nm + TE0°C #83 [2 peak(s) manually assigned] UV385nm -T360-18h 10 UV VIS 2 WVL:247 nm

mAU &1 - Ac acetylsalicylique - 2,240
| ”‘(’J 4,2 - Ac salicylique - 3,570
0,004 v .JA,V,..\.N__

Figure 11 : Chromatogramme des essais de dégradation forcée de 'AAS a 365 nm
pendant 6 heures

Apres 6 heures, 'AAS s’est Iégérement dégradé en AS, et aucun autre pic n’apparait sur
le chromatogramme.
Afin d’augmenter les effets liés aux UV, la longueur a été abaissée a 254 nm, et I'essai
reproduit sur une durée cette fois-ci de 72h, ce qui nous permet d’avoir le
chromatogramme suivant (figure 12).
o 1 Essai Amin 17022023 -Dégradation forcée-T80°C + UV #25 [2 peak(s) man ually assign ed] T°C 80°-Solution dégradée par latempérature injection le 20/02/2023. UV_VIS_2 WWL:247 nm
80 @, 1- Ac acetylsalicylique - 2,293
" MAESEWWE&W

Figure 12 : Chromatogramme des essais de dégradation forcée de 'AAS a 254 nm pendant 72
heures
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On observe une apparition d’AS au bout de 72 heures, sans toutefois étre accompagnée

d’autres produits de dégradation.

Les résultats obtenus dans les différentes conditions de dégradation forcée montrent
gu’un seul produit de dégradation est retrouvé : I'AS.
Celui-ci étant correctement séparé de 'AAS, sa présence n'impactera pas l'intégration

du pic d’AAS et donc sa quantification lors de I'étude de stabilité.

La méthode développée apparait donc indicatrice de stabilité.

Remarque : Le risque d’'une co-élution d’un produit de dégradation avec 'AAS ne peut
pas étre totalement écarté méme si aucune modification spectrale n'a été détectée.
L’utilisation d’'une autre méthode chromatographique, d'un détecteur spécifique

(spectromeétre de masse) ou d’'une technique orthogonale permettrait de s’en assurer.

Ces éléments permettent de passer a I'étape suivante qui porte sur la faisabilité des

préparations de gélules, ainsi que I'étude de stabilité.
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3. Etude de stabilité des gélules d’aspirine

1. Préparation des gélules : évaluation de l'uniformité

de masse et de teneur

Dans le but de déterminer la faisabilité de la préparation hospitaliere des gélules d’AAS
a 0,1 et 1 mg, différents lots ont été fabriqués a partir des 4 excipients suivants : amidon
de mais, cellulose microcristalline, lactose monohydrate et mannitol.

L’ensemble de ces fabrications se sont déroulées selon la premiére méthode de
production consistant a prélever un volume d’excipient, avec une quantité suffisante pour
(QSP) 21 gélules.

Un essai d’'uniformité de masse est réalisé sur un échantillon de 20 gélules, tandis que
l'essai d’uniformité de teneur est déterminé sur un autre échantillon de 10 gélules.
Concernant la teneur des gélules, quelques criteres d’évaluation ont été calculés a savoir

I'étendue (différence entre la teneur la plus élevée et la plus faible), la moyenne, et le CV.
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a. Lots dosés a 1 mg d’AAS

Pour chacun des 4 excipients, un lot de 100 gélules a 1 mg d’AAS a été prépare.
Les résultats des uniformités de masse sont présentés en Annexe 12.
Pour chaque lot, la totalité des gélules ont une masse de poudre comprise dans

l'intervalle a +/- 10% calculée a partir de la moyenne des 20 gélules échantillonnées.

Les résultats des teneurs des 10 gélules échantillonnées puis dosées par CLHP sont sur

le tableau 8, avec les valeurs hors intervalle soulignées :

Tableau 8 : Teneur (%) des gélules dosées a 1 mg d’AAS

Excipient Amidon de mais Cellulose Lactose Mannitol
microcristalline monohydrate
Gélule 1 96,8 98,2 103,5 100,1
Gélule 2 95,8 105,5 111,6 95,9
Gélule 3 90,8 97,4 106,5 98,5
Gélule 4 98,3 102 108,9 103,7
Gélule 5 96,5 99,7 102,6 91,2
Gélule 6 97,6 101,9 110 98,3
Gélule 7 104,5 105,6 109,4 97,1
Gélule 8 97,68 102,9 106 101
Gélule 9 108,05 97,7 95,0 100,8
Gélule 10 94,12 102,9 108,4 95
Moyenne 98,0 101,4 106,2 98,2
Intervalle teneur [83,3-112,7] [86,2 — 116,6] [90,3 - 122,1] [83,4-112,9]
+/- 15%
Etendue 17,2 8,1 16,6 12,5
CV% 5,0 3,0 4,6 3,6

Ces premiers résultats montrent des uniformités des teneurs permettant d’avoir
'ensemble des gélules a une teneur comprise entre 85 et 115% de la teneur moyenne.
La teneur individuelle de chaque gélule est également conforme pour 'ensemble des lots

produits, toutes comprises entre 90 et 110% de la valeur théorique.
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b. Lots dosés a 0,1 mg d’AAS

Comme indiqué précédemment, la préparation des gélules a 0,1 mg, a nécessité de
recourir & des poudres meres contenant 10% d’AAS. Les gélules préparées a partir de
ces poudres meres ont ensuite été contrblées. Les résultats des uniformités de masse

des gélules présentés en Annexe 13 sont conformes pour 'ensemble des excipients.

Les teneurs déterminées par dosages en CLHP, sont résumées sur le tableau 9:

Tableau 9 : Teneur (%) des gélules dosées a 0,1 mg d’AAS

Excipient Amidon de mais .CeIIu.Iose- Lactose Mannitol
microcristalline monohydrate
Gélule 1 104,3 92,6 146,1 1211
Gélule 2 106,7 107,1 141,6 118,9
Gélule 3 127,0 1481 141,8 119,1
Gélule 4 104,3 114,6 1419 116,3
Gélule 5 128,9 90,7 143,0 108,0
Gélule 6 109,0 91,8 1427 114,0
Gélule 7 106,6 59.3 142,8 117,4
Gélule 8 1339 117,9 145,0 118,4
Gélule 9 108,4 99,7 146,6 110,9
Gélule 10 128,7 110,3 145,6 112,6
Moyenne 115,8 103,2 143,7 115,7
Intervalle teneur [98,4 — 133,1] [87,7 - 118,7] [122,2 — 165,3] [98,3 — 133,0]

+/- 15%

Etendue 29,6 88,8 5 13,1

CV% 10,5 22,3 1,3 3,6

En termes de teneur moyenne, il apparait un surdosage des gélules d’AAS a base de
mannitol, de lactose et d’'amidon de mais. Seule la teneur moyenne obtenue pour les
gélules préparées avec la cellulose serait dans les normes. Toutefois, une trés grande
hétérogénéité est mise en évidence pour ces gélules (CV de 22,3%). Les résultats
montrent des étendues variables particulierement importantes dans le cas des gélules
préparées avec I'amidon de mais (29,6) et la cellulose microcristalline (88,7).

En ce qui concerne l'uniformité de teneur, pour le lactose et le mannitol 'ensemble des
gélules dosées sont comprises dans lintervalle a +/-15%, avec toutefois un meilleur CV

pour le lactose. Bien que le lot avec la cellulose microcristalline soit le seul a avoir une
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teneur moyenne fixé dans l'intervalle théorique (90-110%), ce lot dispose aussi de la plus
forte hétérogénéité.
Le tableau 10 résume les résultats des teneurs des poudres meéres utilisées pour la

préparation de ces geélules dosées a 0,1 mg d’AAS.

Tableau 10 : Teneur des poudres méres d’AAS 10% pour chaque excipient

. . , . Teneur

Echantillons (p.e = prise d’essai) Teneur (%) moyenne (%) CV (%)
Poudre amidon de mais Al: p.e =19.8 mg 96,1

Poudre amidon de mais A2 : p.e =22.6 mg 103,6 98,4 4,55%
Poudre amidon de mais A3 : p.e =20.7 mg 95,6
Poudre cellulose microcristalline : p.e =20.5 mg 88,9

Poudre cellulose microcristalline : p.e =20.7 mg 92,7 89,7 3,00%
Poudre cellulose microcristalline : p.e = 20.6 mg 87,5
Poudre lactose L1 : p.e =21,6 mg 95,6

Poudre lactose L2 : p.e = 24,2 mg 87,6 92,6 4,73%
Poudre lactose L3 : p.e =21,1 mg 94,7
Poudre mannitol M1 : pe = 25,5 mg 93,6

Poudre mannitol M2 : pe =21,0 mg 90,3 92,2 1,87%
Poudre mannitol M3 : pe = 28,3 mg 92,8

Ces mesures montrent que ces poudres sont globalement sous dosées et n’expliquent
pas les surdosages des gélules observés.

La présence de gélules surdosées dans les lots peut s’expliquer par différents éléments.
En ce qui concerne la fabrication, une variabilité inter opérateur peut expliquer ces
résultats en termes de volume d’excipient prélevé ou encore une variabilité au niveau de
la zone de prélévement au niveau de la poudre mére, ou encore du tassement lors de la
répartition de la poudre dans les gélules. Pour la partie analytique des biais peuvent

apparaitre en ce qui concerne I'échantillonnage.

A partir de ces résultats, pour le dosage a 0,1 mg compte tenu de la faible dispersion des
valeurs en termes d’uniformité de masse pour les gélules préparées a partir de lactose
(CV de 1,3%, il a été décidé de retenir cet excipient. Une modification du protocole de
fabrication sera toutefois entreprise de maniére a obtenir des teneurs moyennes

conformes.
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Pour les gélules d’AAS dosées a 1 mg, les 4 excipients montrent des dispersions
acceptables. Du fait de son caractére d’excipient a effet notoire sans seuil (58) et de la
présence d’autres alternatives, le lactose n’a pas été retenu pour la réalisation de ces
préparations.

Le but de tester ces 3 excipients est d’identifier celui montrant les meilleurs résultats en

termes d’homogénéité et de stabilité, et d’optimiser le procédé de fabrication.
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2. Etude préliminaire de la stabilité des gélules

Compte tenu des précédents résultats des essais de faisabilité, il a été décidé de
fabriquer 3 lots de gélules d’AAS a 1 mg pour chacun des 3 excipients retenus (amidon

de mais, cellulose microcristalline et mannitol) et 3 lots de gélules d’AAS a 0,1 mg avec

le lactose (seul excipient retenu)

a. Fabrication de lots pour une étude de stabilité

En ce qui concerne la fabrication des gélules, celles-ci sont réalisées par prélevement de
I'excipient en volume (QSP 100 gélules) pour 'ensemble des lots.

Le tableau 11 présente les teneurs d’AAS pour chacun des excipients, ainsi que le
pourcentage de dégradation de 'AAS pour chacun des lots entre le J1 (dosage réalisé le

lendemain de la fabrication) et le 33™ jour, avec une moyenne réalisée sur 10 gélules

par lot.

Tableau 11 : Evolution des teneurs d’AAS apres 1 mois de conservation pour les différents lots
de gélules fabriqués.

Dosage Gélules d’AAS 1 mg Gélules d’AAS 0,1 mg
Excipient Amidon de mais Cellulose microcristalline Mannitol Lactose
Lots Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 1 Lot 2 Lot 3
J1 99,4% | 100,0% | 104,1% | 98,3% | 99,2% | 103,1% | 97,6% | 99,1% | 99,4% | 94,8% | 101,8% | 109,2%
133 91,0% | 95,5% | 93,2% | 85,9% | 92,0% | 88,1% | 89,6% | 98,1% | 97,7% | 68,5% | 87,5% 79%
o 2 -
% Deg/;/"_"\gat"’n 8,4% | 45% | 104% | 12,6% | 7,3% | 14,5% | 82% | 11% | 1,7% | 27,7% | 14,0% | 27,7%
0,
A;,moyen.de 7.8% 11,5% 3,6% 23,1%
dégradation

Remarque : les différences entre les pourcentages de dégradation selon les lots (pour un

méme excipient) peuvent s’expliquer par un manque d’homogénéité des gélules intra-lot.

Le pourcentage de dégradation sur une période de 1 mois, conduit a une perte d’AAS de
lordre de 7,8% en moyenne avec l'amidon de mais, 11,5% avec la cellulose
microcristalline et seulement 3,6% avec le mannitol. Pour les gélules a 0,1 mg d’AAS a

partir de lactose la perte s’éleve a 23,1% sur 33 jours.
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Afin de visualiser 'ensemble des résultats, ceux-ci sont représentés sous forme de
boxplot en annexe (14 a 17), en ce qui concerne la dispersion et la variation des teneurs
entre J1 et J33.

Ces résultats mettent en évidence une forte variabilité de la dégradation de 'AAS au
cours du temps en fonction des excipients (de 3,6 a 11,5% pour le dosage a 1 mg).
Etant donné la sensibilité de 'AAS a I'hydrolyse, cette dégradation peut potentiellement
étre liée a la teneur en eau de chaque excipient.

Afin de déterminer un potentiel lien entre dégradation et la quantité d’eau présente dans

chaque excipient, nous avons procédeé a une détermination de celle-ci.

b. Détermination de la teneur en eau des excipients

La détermination de la teneur en eau des excipients a été réalisée par une perte a la

dessication et la méthode de Karl Fischer.

i. Perte a la dessication

Les résultats de perte a la dessication des excipients sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Perte a la dessication de I'amidon de mais, cellulose microcristalline et
mannitol.

o ) ) Cellulose )
Excipient Amidon de mais ) ) _ Mannitol
microcristalline

Perte a la dessication -13,03% - 5,65% -1,45%
(%)

Aucun essai n’étant proposé par la Pharmacopée Européenne pour le lactose
monohydrate (50), la perte a la dessication n’a pas été réalisée.
Ces résultats sont conformes aux spécifications de la Pharmacopée Européenne pour

chaque excipient comme indiqué sur le tableau 2.
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Compte tenu de la confiance moyenne que I'on a accordé a ces résultats (incertitude sur
capacité du four a «thermostater» exactement a la température voulue, et
réhumidification de la poudre des la sortie du four pendant la pesée) ainsi que I'absence
de test décrit pour le lactose, nous avons choisi de déterminer les teneurs en eau par la

méthode de Karl Fischer.

ii. Test de Karl Fischer
La réalisation du test de Karl Fischer a été décidée compte tenu des éléments cités
précédemment et du fait de sa plus grande précision et spécificité vis-a-vis de I'eau
contenue dans chaque échantillon.
Nous avons procédé a une série de 3 mesures par excipient. Les résultats sont présentés

dans le tableau 13.

Tableau 13 : Teneurs en eau (% m/m) des excipients par le procédé de Karl

Fischer
Echantillon Prise d’essai (mg) Veq (ML) Teneur (% m/m) Teneur
moyenne
Amidon de mais_E1 300,3 6,588 10,71%
Amidon de mais_E2 300,9 6,834 11,08% 11,07%
Amidon de mais_E3 136,4 3,19 11,41%
Cellulose 1_E1 207,4 2,018 4,75%
Cellulose 2_E2 193,4 1,993 5,03% 5,02%
Cellulose 3_E3 202,8 2,188 5,27%
Lactose 1_E1 298,4 3,375 5,52%
Lactose 2_E2 301,4 3,25 5,26% 5,37%
Lactose 3_E3 194,6 2,13 5,34%
Mannitol 1_E1 401,3 0,09 0,11%
Mannitol 2_E2 520,7 0,059 0,06% 0,07%
Mannitol 3_E3 1585,1 0,112 0,03%

La quantité d’eau contenue dans ce lot de mannitol est de I'ordre de 0,07% en moyenne,
et d’environ 5 a 5,3% en moyenne pour le lactose et la cellulose microcristalline. En
revanche I'amidon de mais est I'excipient contenant le plus d’eau avoisinant les 11,07%.
Les résultats des deux tests réalisés (perte a la dessication vs Karl Fischer) conduisent
a obtenir des résultats du méme ordre de grandeur.

Ces résultats, associés a ceux obtenus lors de I'étude de stabilité préliminaire, montrent
que la teneur en eau pourrait un facteur influengant la dégradation de I'AAS, car le
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pourcentage de dégradation le plus faible observé est obtenu avec le mannitol (3,6% au
bout d’'un mois).

Cependant la dégradation de I'AAS pour les lots contenant de 'amidon de mais est de
I'ordre de 7,8% contre 11,5% pour la cellulose microcristalline, avec pourtant des teneurs
respectives en eau de 11% et 5%.

La teneur en eau de la MP de lactose est de 5,37% en moyenne, tandis que la
dégradation de I'AAS au bout d’'un mois était de 23,1% en moyenne. Dans ce cas on peut
éventuellement se poser la question de l'influence de la quantité d’AAS contenue dans

les gélules sur la dégradation (ces gélules étant a 0,1 mg contre 1 mg)

3. Etude de stabilité des gélules

A la suite des essais préliminaires montrant une dégradation relativement importante au
bout d’un mois, nous avons convenu de la nécessité de réaliser I'étude de stabilité avec
des dosages hebdomadaires. A la différence de I'étude préliminaire, étant donné les
variations observées entre les lots d'une méme formulation, nous avons réalisé cette
étude de stabilité avec 4 lots par excipient (au lieu de 3). En contrepartie compte tenu du
nombre d’analyses a réaliser, le nombre de gélules dosées par lot a été diminué a 6 (au
lieu de 10).

Les résultats préliminaires n’étant pas concluants lors de I'utilisation de la cellulose
microcristalline, il a été décidé de poursuivre les essais uniquement avec I'amidon de
mais et le mannitol pour les gélules d’AAS a 1 mg, tandis que pour les gélules a 0,1 mg

les essais ont été poursuivis avec le lactose (en évaluant deux procédés de fabrication).

Les résultats d’'uniformité de masse sont conformes pour I'ensemble des lots fabriqués
(cf Annexe 19).
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Le tableau 14 présente le nombre de gélules hors intervalle (teneur moyenne < 90% ou

> 110%) pour chaque lot en fonction du temps.

Tableau 14 : Etude de stabilité : nombre de gélules hors intervalles par lot en fonction du temps.
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volume!: la quantité d’excipient nécessaire pour 100 gélules taille 4 est de 21 mL, prélevé a
I'aide d’une éprouvette graduée sans tassement.
Masse? : la quantité d’excipient nécessaire pour 100 gélules taille 4 est de 16,21 g, a I'aide d’une

balance de précision

Les variations liées a une augmentation ou une baisse du nombre de gélules non
conformes d’'une semaine a l'autre peut s’expliquer par le caractére aléatoire de
I'échantillonnage. En revanche on observe une dispersion initiale plus forte pour certains
lots pouvant s’expliquer par les conditions opératoires de fabrication. Enfin une
augmentation du nombre de gélules hors intervalle au cours du temps, est observée

laissant présager une instabilité plus ou moins importante selon les excipients.
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a. Gélules d’AAS 1 mg dans le mannitol
Les analyses réalisées sur 6 gélules de chacun des 4 lots produits indiquent une teneur
moyenne conforme de 94,3%. Par ailleurs, I'uniformité de teneur semblerait correcte
(mais ne porte que sur un échantillon de 6 gélules par lot). L’ensemble des gélules au J1

pour les 4 lots sont comprises dans l'intervalle a +/- 15% de la teneur moyenne (cf Annexe
20).

La figure 13 présente les teneurs moyennes de 4 lots de gélules d’AAS 0,1 mg dans le

mannitol entre J1 et J21.

Gélules d’AAS 1 mg dans le mannitol : teneur moyenne des lots de
J1aJ35

120,00 95,85
94,26 95 23 98,40 f 92,84
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Figure 13 : Teneur moyenne des lots de gélules d’AAS 1 mg a partir de mannitol, de J1 a J35.
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Cette représentation nous permet de voir que la teneur moyenne des lots reste stable
entre J1 et J28. La teneur de certains lots semble augmenter au fil du temps, ce qui peut

s’expliquer par des variations dues aux différents échantillonnages.

Afin d’avoir plus d’informations sur la répartition des teneurs individuelles dans chaque
lot, le boxplot ci-dessous (Figure 14) présente la répartition des teneurs des gélules par

lot et journée de dosage.

Gélules d’AAS 1 mg dans le mannitol
Evolution de la teneur des gélules en fonction du temps
140,00

130,00

120,00

SN N IR

80,00
70,00

60,00
1 17 J13 J21 128 135

Wiotl1 Miot2 M Lot3 [ Lot4

Figure 14 : Répartition de la teneur des gélules d’AAS 1 mg a partir de mannitol entre J1 et J35.
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Le tableau 15 présente les évolutions des teneurs pour chaque lot par rapport au J1.

Tableau 15 : Evolution de la teneur des lots d’AAS 1 mg a base de mannitol, par rapport au J1.

17 J13 J21 128 135
Lot1 -0,4% 4,0% -1,3% -3,9% -5,3%
Lot 2 3,1% 7,7% 1,8% 5,4% 5,6%
Lot 3 5,2% 7,5% 4,5% 9,5% -0,7%
Lot 4 0,5% -1,6% 0,9% -4,3% -5,6%

Les résultats montrent une variabilité relativement importante des teneurs, a la fois entre
les lots et au cours du temps. Le caractere aléatoire des échantillonnages permet de
révéler une forte disparité au niveau des teneurs des gélules au sein de chaque lot, qui
s’exprime sur chaque journée de dosage avec une variation de la teneur moyenne (a la
hausse ou a la baisse). Aussi il est difficile de définir une tendance a la baisse ou non

des teneurs aprés un mois.
Au bout d’'un mois, cette formulation ne semblerait en tout cas pas subir une dégradation

de plus de 10%.
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b. Gélules d’AAS 1 mg dans I’'amidon de mai's
Les analyses réalisées sur 6 gélules de chacun des 4 lots produits indiquent une teneur
moyenne conforme de 97,8%. Par ailleurs, I'uniformité de teneur semblerait correcte
(mais ne porte que sur un échantillon de 6 gélules par lot). L’ensemble des gélules

LY

dosées au J1 pour les 4 lots sont comprises dans lintervalle a +/- 15% de la teneur

moyenne (cf Annexe 20) a I'exception d’'une gélule du lot 2 restant dans l'intervalle +/-
25%.

La figure 15 présente les teneurs moyennes de 4 lots de gélules d’AAS 1 mg dans

'amidon de mais entre J1 et J21.

Gélules d’AAS 1 mg dans I'amidon de mais (teneur moyenne des lots)
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Figure 15 : Teneur moyenne des 4 lots de gélules d’AAS 1 mg a partir d’amidon de mais,
de J1 & J35.

Cette figure met en évidence qu’avec 'amidon de mais la teneur moyenne de chaque lot
est dans l'intervalle recherché jusque J7 pour les 4 lots. Le premier lot qui est semble-t-il

sous dosé en comparaison des autres poursuit une baisse le faisant sortir de I'intervalle
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(2 compter du J13, permettant a seulement 3 lots d’étre en moyenne dans lintervalle
jusque J28.

A J35 plus qu’un seul lot, celui initialement le plus dosé (103,88%) permet d’obtenir une
teneur dans les limites & 94,25%.

La figure 16 présente pour chaque lot ’AAS 1 mg a partir d’amidon de mais la répartition

des teneurs des gélules.

Gélules d’AAS 1 mg dans I'amidon de mais
Evolution de la teneur des gélules en fonction du temps
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Figure 16 : Répartition de la teneur des gélules d’AAS 1 mg a partir d’amidon de mais,
entre J1 et J35.

Le tableau 16 présente les variations des teneurs pour chaque lot par rapport au J1, afin

de déterminer le pourcentage de dégradation en fonction du temps.

Tableau 16 : Evolution des teneurs des lots d’AAS 1 mg a base d’amidon de mais, par rapport au J1.

17 J13 121 128 135
Lot1 1,66% -4,26% -7,34% -6,41% -9,80%
Lot 2 0,22% -4,70% -8,58% -4,46% -8,83%
Lot 3 -0,81% -1,04% -4,99% -5,01% -8,86%
Lot 4 -0,23% -0,66% -0,60% -0,92% -9,98%
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Ces résultats indiqguent une moindre variabilité inter-lot que celle observée avec le
mannitol et facilitent l'interprétation des résultats. lls semblent montrer une dégradation
progressive de 'AAS au cours du temps jusqu’a atteindre une dégradation de 9,4% en
moyenne a J35.

Ces résultats indigueraient donc que cette formulation reste stable sur une période de 35
jours en tenant compte du critere principal, a savoir une dégradation de 'AAS inférieure

a 10% par rapport au J1.

c. Gélules d’AAS 0,1 mg dans le lactose

i) Préparation des gélules par mesure de la quantité de lactose en volume.

Les analyses réalisées sur 6 gélules de chacun des 4 lots produits indiquent une teneur
moyenne de 111,3%. Par ailleurs, l'uniformité de teneur ne semblerait correcte (mais ne
porte que sur un échantillon de 6 gélules par lot) que pour les lots 1, 3 et 4. Le lot 1
présente une gélule en dehors de l'intervalle, sans toutefois dépasser une différence de
25% par rapport a la teneur moyenne. Le lot 2 présente en revanche 2 gélules situées
en dehors de l'intervalle.

Bien que la teneur moyenne se situe en dehors de la cible pour les lots 1 et 2 (+/- 10%
de la teneur théorique) ces lots ont été gardés afin d’évaluer I'évolution des teneurs de
I'AAS au fil du temps.

La figure 17 présente les teneurs moyennes de 4 lots de gélules d’AAS a 0,1 mg dans le

lactose (21 mL de lactose) entre J1 et J21.
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Teneur moyenne des lots de gélules d’AAS 0,1 mg dans le lactose,

avec un remplissage en volume
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Figure 17 : Teneur moyenne des 4 lots de gélules d’AAS 0,1 mg a partir de lactose,
de J1 & J21, fabriqués selon un remplissage en volume.

Des J1 on peut voir une disparité importante des teneurs entre les différents lots. Le
premier lot étant le plus dosé, avec une teneur moyenne de J1 a J21 dépassant les limites
recherchées (passant de 132 a 117%). Seuls 2 lots semblent montrer en moyenne une
teneur dans les normes sur la premiere semaine (lots 3 et 4).

La figure 18 présente la répartition des teneurs des gélules (6 échantillons par lot) par
une représentation en box-plot.

71



Gélules d’AAS 0,1 mg dans le lactose (remplissage en volume)
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Figure 18 : Evolution de la teneur des gélules d’AAS 0,1 mg a partir de lactose,
par lot de J1 a J21, fabriqués selon un remplissage en volume.

Cette représentation met en évidence les fortes disparités entre les lots. Le premier est
celui qui présente la plus forte dispersion, contrairement aux lots 3 et 4 qui semblent plus
homogénes. Le second parait aussi étendu que le premier, au J1 avec une amélioration
des valeurs a J7 pouvant s’expliquer par I'’échantillonnage aléatoire des gélules.

On observe une forte décroissance des teneurs dés le J7, avec une accentuation de
celle-ci a J21 tous lots confondus, avec la totalité des gélules hors intervalle pour les lots
3et4.
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i) Préparation des gélules par mesure de la quantité de lactose en masse
Compte tenu des résultats obtenus en mesurant la quantité nécessaire de lactose en
volume lors de la préparation de la poudre, il a été décidé de reproduire les essais en
mesurant la quantité de lactose en masse. La quantité de lactose suffisante pour 100

gélules est de 16,21g.

Les analyses réalisées sur 6 gélules de chacun des 4 lots produits indiquent cette fois
une teneur moyenne conforme de 105,3%. Par ailleurs, I'uniformité de teneur semblerait
correcte (mais ne porte que sur un échantillon de 6 gélules par lot). L’ensemble des
gélules au J1 pour les 1 et 3 lots sont comprises dans l'intervalle a +/- 15% de la teneur
moyenne (cf Annexe 20).

Pour les lots 2 et 4, 1 gélule par lot est situé hors de cet intervalle sans toutefois dépasser

I'intervalle +/- 25%.

Les résultats en termes de teneur moyenne et d’homogénéité des teneurs sont améliorés

par la mesure de la quantité d’excipient en masse plutét qu’en volume.

La figure 19 présente la teneur moyenne de 4 lots de gélules d’AAS 0,1 mg dans le
lactose selon un procédé de fabrication consistant a peser la quantité nécessaire de

lactose pour le remplissage des gélules.

73



Gélules d’AAS 0,1 mg dans le lactose, avec un remplissage en
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Figure 19 : Teneur moyenne des 4 lots de gélules d’AAS a 0,1 mg a partir de lactose,
de J1 & J13, fabriqués selon un remplissage en masse.

Le box plot suivant (figure 20) présente la répartition des teneurs des gélules au sein de

chaque lot.
Gelules d’AAS 0,1 mg dans le lactose (remplissage en masse)
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Figure 20 : Répartition de la teneur des gélules d’AAS a 0,1 mg a partir de lactose, par lot de J1
a J21, fabriqués selon un remplissage en volume
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Les résultats montrent une stabilité a 7 jours, avec une baisse de la moyenne pour

'’ensemble des lots a J13 mettant le lot 2 totalement hors intervalle.

Le tableau 17 présente I'évolution des teneurs des gélules d’AAS a 0,1 mg réalisés a

partir du lactose avec les 2 procédés (remplissage en volume et en masse).

Tableau 17 : Evolution des teneurs des lots d’AAS 0,1 mg a base de lactose par rapport au

J1.
Lactose (volume) 17 J13 121
Lot 1 -3,74% -5,55% -11,56%
Lot 2 -7,26% -17,60% -24,93%
Lot 3 -6,70% -9,19% -28,51%
Lot 4 -5,50% -12,78% -25,01%
Moyenne -5,80% -11,28% -22,50%
Lactose (masse) 17 J13 121
Lot 1 -2,89% -10,61% -
Lot 2 -4,15% -19,77% -
Lot 3 -8,43% -10,74% -
Lot 4 -12,59% -17,24% -
Moyenne -7,02% -14,59%

Les résultats ci-dessus montrent une hausse de la dégradation au fil du temps.

Pour les lots répartis en volume, on observe un pourcentage de dégradation de 'AAS de
l'ordre de 5,8% au bout de 7 jours, puis 11,28% a J13 et enfin 22,50% a J21.
Pour les lots répartis en masse, on observe une dégradation de I'ordre de 7,02% a J7
contre 14,59% a J13.

L’ensemble de ces résultats ne permet pas d’envisager une durée de stabilité supérieure

a 7 jours (dégradation > 10% au-dela).
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d. Gélules d’AAS 0,1 mg dans I'amidon de mais

Compte tenu de la grande instabilité des gélules d’AAS 0,1 mg préparés dans le lactose
et du fait que I'amidon de mais permet, pour les gélules d’AAS 1 mg, d’obtenir les
meilleurs résultats en termes de stabilité et d’homogénéité, nous avons finalement choisi
d’évaluer I'intérét de cet excipient pour la préparation des gélules d’AAS 0,1 mg.

De plus, contrairement au lactose, il ne présente pas d’effet notoire et il y aurait un intérét
a employer le méme excipient pour les 2 dosages. Contrairement aux premiers essais
réalisés pour les gélules d’AAS 0,1 mg avec I'amidon, la poudre a ici été préparée en
prélevant une masse d’excipient en vue d’améliorer ’homogénéité des gélules (12,19 g
pour 100 gélules).

La figure 21 présente la répartition des teneurs des 6 gélules de 4 lots d’AAS 0,1 mg a

partir damidon de mais.
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Figure 21 : Répartition des teneurs des 4 lots de gélules d’AAS 0,1 mg a partir d’amidon de
mais, selon un remplissage en masse.

Entre les 4 lots on observe une disparité concernant les teneurs moyennes, passant de
92% pour le lot 2 & 127% pour le lot 1. On peut observer des disparités intra lot avec des
teneurs individuelles passant de 73 a 96% pour le lot 2, ou encore de 84 a 123% pour le
lot 4
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Sur un total de 6 gélules dosées par lot, aucune ne se situe dans l'intervalle fixé entre 90
et 110% pour le premier lot, contre seulement une gélule pour le second. Les lots suivants
présentent respectivement 3 gélules et 4 gélules dans l'intervalle fixé avec néanmoins
une étendue de 39,47 pour celui-ci. Il est a noter qu’une erreur au moment de 'analyse

a conduit a n’avoir que 5 gélules dosées au lieu des 6 prévues pour le lot 3.
La répartition des gélules sur la base d’une pesée et non sur un volume mesuré ne permet

pas d’améliorer 'homogénéité des teneurs pour 'amidon de mais a ce dosage, sur la

base de ces résulats. L'étude de stabilité sur cette formulation n’a ainsi pas été conduite.
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Discussion et Conclusion

La premiere partie de ce travail a consisté a réévaluer une méthode de dosage de
'acide acétylsalicylique (AAS) préalablement mise au point au laboratoire de contrdle,
afin de s’assurer que cette méthode est indicatrice de stabilité. Pour cela une étude de
dégradation forcée a permis de tester diverses conditions physiques (exposition a la
chaleur et aux UV) et chimiques (conditions en milieu acide, basique, et oxydant).
L’ensemble de ces tests ont plus ou moins permis une dégradation de 'AAS en acide
salicylique (AS) sans qu’aucune condition n’engendre I'apparition d’autres produits de
dégradation.

Le caractére indicateur de stabilité de cette méthode a été démontré compte tenu de sa
capacité a séparer le principe actif de son produit de dégradation (avec une résolution

supérieure a 4), nous permettant de pouvoir quantifier sélectivement 'AAS.

Par la suite nous avons pu réaliser une étude de faisabilité pour la fabrication de gélules
d’AAS a 0,1 et 1 mg, en sélectionnant un total de 4 excipients couramment utilisés pour
la production des gélules au préparatoire du CHRU : 'amidon de mais, la cellulose

microcristalline, le lactose monohydrate et le mannitol.

Bien que la granulométrie des matiéres premiéres soit considérée comme un facteur
influencant les phénomeénes de mélange et de démélange, celle-ci n’a pas pu étre prise
en compte, les seules données fournies par les fabricants ne permettant pas une
comparaison entre les différents excipients. Par manque de matériel adéquat, il n’a pas
été possible d’évaluer la taille des particules par diffraction laser tel que recommandé par

la Pharmacopée Européenne (59).

Pour la fabrication des gélules, la préparation des poudres nécessaire s’est faite par la
réalisation des differents melanges entre 'AAS et les excipients a l'aide d’'un mortier et
d’un pilon sans utilisation d’'un mélangeur automatique. Ce type de mélangeur aurait pu
apporter une meilleure répétabilité dans le processus de fabrication des poudres, mais
n'a pas été retenu compte tenu du volume d’une jarre (plusieurs litres) par rapport au

volume nécessaire pour la fabrication d’un lot (seulement 21 mL de poudre). En ce qui
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concerne la mesure de la quantité nécessaire d’excipient, nous avons procédé soit par

mesure du volume soit par mesure de la masse.

Pour les gélules dosées a 1 mg, chacun des 4 excipients a permis d’obtenir des résultats
conformes en termes d’uniformité de masse (+/- 10% de la masse moyenne de poudre
contenue dans les gélules), et d’'uniformité de teneur sur un échantillon de 10 gélules

dosées.

Pour les gélules faiblement dosées a 0,1 mg d’AAS, la faible quantité de principe actif
par gélule nous a conduit a fabriquer de maniére extemporanée pour chaqgue formulation
1 gramme de poudre mére a 10% (dans I'excipient choisi) permettant de s’affranchir des
limites imposées par la balance de précision.

Alors que I'ensemble des excipients permettent I'obtention d’'une uniformité de masse
conforme, les uniformités de teneur se trouvent en revanche fortement impactées par la
faible quantité de principe actif par gélule avec une homogénéité variant selon les
excipients. L’excipient présentant les meilleures propriétés en termes d’homogénéité est

le lactose. Il a donc été retenu pour ces gélules dosées a 0,1 mg.

A partir de ces éléments nous avons procedé a la réalisation d’'une étude de stabilité en
retenant, pour les gélules a 1 mg, 'amidon de mais, la cellulose et le mannitol (le lactose
a été écarté compte tenu de son caractéere d’excipient a effet notoire (58) et du fait de la
présence d’autres alternatives). En revanche les résultats obtenus pour les gélules

dosées a 0,1 mg nous ont conduit & retenir uniquement le lactose en guise d’excipient.

Une premiere étude de stabilité a été réalisée avec un contrble des teneurs a J1 et J33,
le critere principal définissant la stabilité étant la durée qui permet de maintenir une teneur

en AAS supérieure a 90% de la teneur initiale.
Les gélules d’AAS 1 mg a partir de cellulose microcristalline ont un pourcentage de

dégradation de 'AAS de l'ordre de 11,5%, contre 7,8% pour I'amidon de mais et 3,6%

pour le mannitol.
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Bien que les gélules a base d’amidon de mais disposent d’'un taux de dégradation de
I’AAS deux fois supérieur a celui du mannitol, on observe une meilleure homogénéité en

ce qui concerne la dispersion des teneurs des gélules.

Concernant les essais realisés pour les gélules d’AAS 0,1 mg a partir de lactose, on

observe une dégradation au bout d’'un mois de 'ordre de 23,1%.

Afin d’expliquer I'influence de la nature de I'excipient sur la stabilité des gélules, nous
nous sommes intéresseés a la teneur en eau de ceux-ci puisque la sensibilité de 'AAS a
I'hydrolyse est connue (27).

La teneur en eau (% masse/masse) est évaluée a 11,07% d’eau (% m/m) pour 'amidon
de mais, 5,65% pour la cellulose microcristalline, 0,07% pour le mannitol et enfin 5,37%
pour le lactose. L’excipient qui présente la plus faible teneur en eau (mannitol) est celui
qui présenterait la meilleure stabilité. Pour les autres excipients, un autre facteur pourrait

intervenir puisqu’il N’y pas de lien entre teneur en eau et pourcentage de dégradation.

Suite a I'étude de stabilité préliminaire a un mois, il a été décidé de réaliser une nouvelle
étude avec des dosages hebdomadaires afin de permettre un meilleur suivi de I'évolution
des teneurs d’AAS en fonction du temps sur un plus grand nombre de lots. Les résultats
préliminaires ont permis de sélectionner pour les gélules d’AAS a 1 mg deux excipients :
'amidon de mais et le mannitol. Pour les gélules d’AAS a 0,1 mg seul le lactose a été
retenu, en apportant toutefois des évolutions au niveau du procédé de fabrication :

mesure du volume d’excipient nécessaire en volume et en masse.

En ce qui concerne les lots de gélules d’AAS a 1 mg a base de mannitol, une dégradation
de I'AAS de l'ordre de 5% sur 35 jours est observée mais de fortes variations des teneurs
d’'une semaine a l'autre liées a une distribution présentant une certaine hétérogénéité de

la teneur des gélules est observée et compliquent l'interprétation des résultats.
En ce qui concerne 'amidon de mais I'évolution des teneurs, semaine aprés semaine,

semble plus cohérente, avec une hausse de la dégradation au fil du temps jusqu’a

atteindre un pourcentage moyen de dégradation sur 4 lots de I'ordre de 9,4% a J35.
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Enfin en ce qui concerne les gélules d’AAS 0,1 mg préparés avec le lactose, la mesure
de la quantité d’excipient par pesée plutét que par volume lors de la préparation des
poudres conduit a une meilleure homogénéité entre les lots. Une dégradation rapide est
mise en évidence, dépassant 10% entre 1 et 2 semaines apres fabrication.

D’un point de vue général, en ce qui concerne la détermination de la date de péremption
selon les BPP, il est indiqué que dans le cas ou la réflexion sur la stabilité ne permet pas
d’établir une date de péremption, il convient de fixer pour les gélules une date de
péremption la plus proche de la date de fin de traitement ou 30 jours maximum (55). Les
données préliminaires avaient montré au bout de 30 jours des pourcentages de
dégradation ne permettant pas une stabilité. Ceci montre I'importance de réaliser une
étude de stabilité afin de déterminer les conditions optimales de conservation et d'y

apposer une date de péremption adaptée.

Compte tenu des résultats obtenus nous pouvons établir que la stabilité des gélules
d’AAS a partir d’'amidon de mais pour le dosage a 1 mg serait de 30jours, contre une

stabilité de 7 jours pour les gélules a base de lactose a 0,1 mg d’AAS.

Malgré I'hétérogénéité des teneurs en AAS avec le mannitol, cet excipient semble étre
celui qui permet I'obtention de gélules d’ASS présentant une meilleure stabilité par
rapport aux autres excipients testés.

Il serait peut-étre intéressant d’améliorer le procédé de fabrication des gélules en utilisant
cet excipient, afin d’'améliorer les résultats obtenus en termes de teneur moyenne (objectif
a 0,1 mg d’AAS), ainsi que d’'uniformité de teneur cela pour développer une formulation

qui pourrait obtenir une péremption supérieure a 1 mois.
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Annexes

Annexe 1 : Spécialités contenant de I'acide acétylsalicylique, Base de données publique
du médicament, le 12/07/2023

ACIDE ACETYLSALICYLIQUE EG LABO CONSEIL 500 mg, comprimé
ACIDE ACETYLSALICYLIQUE VIATRIS 100 mg, comprimé gastro-résistant
ASPIRINE 500 mg VITAMINE C OBERLIN, comprimé effervescent
ASPIRINE ARROW 100 mg, comprimé gastro-résistant
ASPIRINE DU RHONE 500 mg, comprimé
ASPIRINE DU RHONE 500 mg, comprimé a croquer
ASPIRINE pH 8 500 mg, comprimé gastro-résistant
ASPIRINE PROTECT 100 mg, comprimé gastro-résistant
ASPIRINE PROTECT 300 mg, comprimé gastro-résistant
ASPIRINE UPSA 500 mg, comprimé effervescent
ASPIRINE UPSA TAMPONNEE EFFERVESCENTE 1000 mg, comprimé
effervescent
ASPRO 320 mg, comprimé
ASPRO 500 EFFERVESCENT, comprimé effervescent
ASPROFLASH 500 mg, comprimé enrobé
RESITUNE 100 mg, comprimé gastro-résistant
RESITUNE 75 mg, comprimé gastro-résistant
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Annexe 2 : Etude de dégradation forcée en

milieu acide

Bain marie a 60°C

S2:400 pg.mL?t
HCIO,5N
HCI1N

Dégradation
Neutralisation par
NaOH 0,5 N
NaOH 1 N
PM : Tp/ACN (80/20)

N°1

1mL

1mL

N°2 N°3
1mL 1mL
1mL -

- 1mL

60 °C pendant 1 heure

1mL -
- 1mL
1mL 1mL

La solution est diluée au 1/10%™ pour obtenir les conditions égales a la phase mobile.

Annexe 3 : Préparation des échantillons en milieu basique : 0.1N, 0.5N, 1N

Bain marie a 60°C

S2:400 pg.mL?
NaOH 0,1 N
NaOH 0,5 N

NaOH 1 N

Dégradation
Neutralisation par
HCI 0,1 N
HCIO0,5N
HCI1N
PM : Tp/ACN (80/20)

1mL
1mL

1mL

1mL

N°6 N°7
1mL 1 mL
1mL -

- 1 mL

60 °C pendant 1 heure

1mL -
- 1 mL
1mL 1 mL

N°8

0 mL

1mL

1mL
2mL

La solution est diluée au 1/10%™e pour obtenir les conditions égales a la phase mobile.
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Annexe 4 : Préparation des échantillons, en milieu basique : 0.1N et 1N, 8 prélévements

en 1 heure
Temps TO T5 T10 T15 T20 T30 T45 T60
S2:400 pg.mL? Ajout - - - - - - -
2mL
NaOHO0,10oulN Ajout - - - - - - -
2mL
Bain marie 60°C TO T5 T10 T15 T20 T30 T45 T60
Tube & hémolyse A B C D E F G H
Prélevement Sz 100puL 100pL 100pL 100pL  100pL  100pL  100pL  100pL
Neutralisation par 50uL  50pL  50pL 50uL  50pL  50pL 50uL  50pL
HCI0,10ulN H H H H H H H H
Tp/ACN (80/20) 50uL 50uL 50uL 50uL 50pL 50uL 50uL 50pL
La solution est diluée au 1/10%™e pour obtenir les conditions égales a la phase mobile.
Annexe 5 : Préparation des échantillons, en milieu oxydant (H.O2 3%)
Temps TO T5 T10 T15 T20 T30 T60 T120 T180
S2:400 pg.mL? Ajout - - - - - - - -
2mL
H202 - - - - - - - -
30% ou 10% ou Ajout
3% 2mL
Bain marie 60°C
TO T5 T10 T15 T20 T30 T60 T120 T180
Tube a hémolyse I J K L M N @) P Q

Prélevement S:
Tp/ACN (80/20)

100uL  100pL  100pL  100pL
100uL  100pL  100pL  100pL

100puL  100pL  100pL  100uL  100pL
100puL  100pL  100pL  100uL  100pL

La solution est diluée au 1/10%™e pour obtenir les conditions égales a la phase mobile.
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Annexe 6 : Préparation des échantillons pour les essais d’exposition a la chaleur ou UV

Temps TO T60 T120 T180 T240 T300 T360
Ss:100 pg.mL?t 2mL - - - - - _

Dégradation par la chaleur (Bain marie a 80°C)
ou

Dégradation par les UV (Utilisation lampe UV Xnm ou Ynm)

Vials R S T U Vv w X
1 - Tp phosphate 800uL  800pL  800pL  800uL  800pL  800uL  800pL
2 - ACN 100pL  100pL  100pL  100pL  100pL  100pL  100uL
3 — Solution dégradée 100puL  100pL  100pL  2100pL  100pL  100pL  100uL

Annexe 7 : Courbe d’étalonnage obtenue lors de la validation de méthode.

Validation de méthode : courbe d’étalonnage

0,7
’ y = 0,0443x + 0,0059
R? =0,9999 o
0,6
X
0,5
.".'.
04 -
.
03
.
0,2
0,1
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Annexe 8 : Profil d’exactitude de la méthode CLHP pour le dosage de I'aspirine.

Profil d'exactitude

Solution témoin HCI 0,5N (1h) HCI 1IN (1h)
(10 pg/mlL)

B Aire AAS  m Aire AS

94

15,00%
)
N 10,00%
—
L 500% k A~
]
)
O 0,00% : ; —
": 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10 ,00 14,00
S5 -5,00% &
(V]
= -10,00%
w
-15,00%
Concentration (pg/mL)
e Borne inférieure e====Borne supérieure === Biais relatif (%)
sfes L imite inférieure eshe=Limite supérieure
Annexe 9 : Dégradation en milieu acide (0,5N et 1N) pendant 1 heure.
Dégradation en milieu acide (T,
0,5000
0,4500
0,4000
5
£ 0,3500
*
2 0,3000
E
o 0,2500
O
a
» 0,2000
()
©
© 0,1500
£
0,1000
0,0500
0,0000




Annexe 10 : Dégradation en milieu basique (1N, 0,5N, 0,1N) pendant 1 heure.

1,0000
0,9000
0,8000
0,7000
0,6000
0,5000
0,4000
0,3000

Aire des pics (mAU*min)

0,2000
0,1000
0,0000

Solution témoin

Dégradation en milieu basique (Tgomin)

NaOH 0,5N (1h) NaOH 1N (1h)

(10 pg/mL)

NaOH 0,1N (1h)

H Aire AAS

Solutions

= Aire AS

Annexe 11 : Dégradation en milieu oxydant (H202 3%) pendant 3 heures.

0,8000

0,7000

0,6000

0,5000

0,4000

0,3000

Aire des pics (mMAU*min)

0,2000

0,1000

0,0000

Dégradation en milieu oxydant (H,0, 3%)

61,47

TO min

T5 min T10 min

. Aire AAS

T20min T30 min  T60 min  T120 min T180 min
Solutions
I Aire AS === 9%Dégradation AAS

95

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

Dégradation AAS (%)



Annexe 12 : Uniformité de masse (g) des lots de faisabilité a 1 mg d’AAS

Lot Amidon Cellulose Lactose Mannitol
de mais microcristalline monohydrate

G1 0,1008 0,0694 0,1631 0,1182
G2 0,0978 0,0719 0,1635 0,1151
G3 0,0954 0,0759 0,1594 0,1155
G4 0,1016 0,0694 0,1605 0,1135
G5 0,0981 0,0709 0,1606 0,1215
G6 0,0950 0,0727 0,1588 0,1146
G7 0,1019 0,0718 0,1630 0,1107
G8 0,0986 0,0703 0,1605 0,1145
G9 0,0942 0,0693 0,1601 0,1224
G10 0,0975 0,0734 0,1584 0,1151
G11 0,0929 0,0655 0,1526 0,1214
G12 0,0959 0,0695 0,1549 0,1142
G13 0,0936 0,0753 0,1614 0,1134
G14 0,0995 0,0744 0,1666 0,1150
G15 0,1009 0,0703 0,1513 0,1145
G16 0,0979 0,0723 0,1616 0,1211
G17 0,0989 0,0704 0,1645 0,1201
G18 0,0974 0,0703 0,1612 0,1216
G19 0,1010 0,0722 0,1627 0,1177
G20 0,0983 0,0739 0,1608 0,1103
Min 0,0929 0,0655 0,1513 0,1103
Moyenne 0,09786 0,07146 0,16028 0,11652
Max 0,1019 0,0759 0,1666 0,1224
Ecart type 0,0027 0,0024 0,0038 0,0037
cv 2,7458 3,4267 2,3465 3,1932
[Borne inf; 0,0881 0,0643 0,1442 0,1049
; Borne sup] 0,1076 0,0786 0,1763 0,1282
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Annexe 13 : Uniformité de masse (g) des lots de faisabilité a 0,1 mg d’AAS

Lot Amidon Cellulose Lactose Mannitol
de mais microcristalline monohydrate
G1 0,1038 0,0739 0,1613 0,1289
G2 0,1046 0,0755 0,1597 0,1261
G3 0,1043 0,0751 0,1616 0,1373
G4 0,1013 0,0751 0,1583 0,1336
G5 0,1048 0,0744 0,1613 0,1396
G6 0,1015 0,0743 0,1594 0,1325
G7 0,1024 0,0712 0,1606 0,1363
G8 0,1032 0,0762 0,1603 0,1302
G9 0,1059 0,0745 0,1623 0,1343
G10 0,1054 0,0726 0,1600 0,1392
G11 0,1082 0,0743 0,1617 0,1319
G12 0,1031 0,0759 0,1583 0,1384
G13 0,1028 0,0748 0,1644 0,1368
G14 0,1063 0,0758 0,1623 0,1360
G15 0,1013 0,0766 0,1602 0,1368
G16 0,1085 0,0731 0,1598 0,1293
G17 0,1035 0,0761 0,1547 0,1353
G18 0,1044 0,0730 0,1600 0,0,1361
G19 0,1057 0,0743 0,1586 0,1328
G20 0,1016 0,0741 0,1615 0,1277
Min 0,1013 0,0712 0,1547 0,1261
Moyenne 0,10413 0,07454 0,16032 0,13384
Max 0,1085 0,0766 0,1644 0,1396
Ecart type 0,0021 0,0014 0,0020 0,0040
cv 2,0298 1,8116 1,2463 2,9877
[Borne inf; 0,0937 0,0671 0,1443 0,1205
; Borne sup] 0,1145 0,0820 0,1763 0,1472
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Annexe 14 : Répartition des teneurs de 3 lots d’AAS a partir d’amidon de mais a 1 mg
entre J1 et J33 (échantillons = 10 gélules).

Gélules d’AAS 1 mg dans I'amidon de mais
Evolution de la teneur des gélules en fonction du temps
120,00
115,00

110,00
105,00
95,00 %
90,00
85,00 X
80,00

1 133

Miotl1 M iot2 M Lot3

Annexe 15 : Répartition des teneurs de 3 lots d’AAS a partir de cellulose microcristalline a 1 mg
entre J1 et J33 (échantillons = 10 gélules).

Gélules d’AAS 1 mg dans la cellulose microcristalline
Evolution de la teneur des gélules en fonction du temps
125,00
120,00
115,00
110,00

105,00
100,00
95,00
90,00 —
85,00

80,00
75,00

1 133

M otl M lot2 M Lot3
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Annexe 16 : Répartition des teneurs de 3 lots d’AAS a partir de mannitol a 1 mg entre J1 et J33
(échantillons = 10 gélules).

Gélules d’AAS 1 mg dans le mannitol
Evolution de la teneur des gélules en fonction du temps
120,00

115,00
110,00
105,00
100,00

95,00

90,00
85,00

80,00
J1 133

W iot1 M lot2 M Lot3

Annexe 17 : Répartition des teneurs de 3 lots d’AAS a partir de lactose a 0,1 mg entre J1 et J33
(échantillons = 10 gélules).

Gélules d’AAS 1 mg dans le lactose
Evolution de la teneur des gélules en fonction du temps
120,00

110,00
100,00
90,00

80,00

70,00 *

60,00

1 133

W iot1 M Llot2 M Lot3
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Excipient
Lot
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
G13
G14
G15
G16
G17
G18
G19
G20
Min
Moyenne
Max

cv

[Borne inférieure
(-10%) ;

; Borne supérieure
(+10%)]

Lot1
0,1036
0,1053
0,1059
0,1065
0,1054
0,1020
0,1027
0,1036
0,1003
0,1025
0,1071
0,1041
0,1047
0,1043
0,1019
0,0974
0,1020
0,1038
0,0949
0,1018
0,0949

0,10299
0,1071
2,8606

0,0927

0,1133

Annexe 18 :

AAS 1 mg (amidon mais)

Lot 2
0,1063
0,1014
0,1014
0,1009
0,1121
0,1020
0,1014
0,1022
0,1062
0,1057
0,1052
0,1091
0,1102
0,1112
0,1034
0,1096
0,1034
0,1093
0,1081
0,1059
0,1009
0,10575
0,1121
3,4495

0,0952

0,1163

Lot3
0,1041
0,0963
0,1041
0,1086
0,1035
0,1063
0,1153
0,1070
0,1042
0,1086
0,1010
0,1044
0,1033
0,1074
0,1086
0,1089
0,1084
0,1044
0,1096
0,1031
0,0963

0,10586
0,1153
3,7107

0,0953

0,1164

Uniformités de masse (g) des lots de « 'étude préliminaire »

AAS 1 mg (cellulose microcristalline)

Lot1
0,0772
0,0738
0,0750
0,0788
0,0747
0,0756
0,0748
0,0731
0,0737
0,0759
0,0743
0,0692
0,0735
0,0756
0,0764
0,0767
0,0756
0,0740
0,0716
0,0732
0,0692

0,07464
0,0788
2,7904
0,0672

0,0821

Lot 2
0,0735
0,0740
0,0750
0,0776
0,0776
0,0766
0,0758
0,0707
0,0773
0,0735
0,0728
0,0742
0,0779
0,0755
0,0743
0,0745
0,0752
0,0752
0,0749
0,0728
0,0707
0,07495
0,0779
2,4821
0,0675

0,0824

Lot 3
0,0694
0,0684
0,0665
0,0649
0,0663
0,0679
0,0675
0,0705
0,0661
0,0707
0,0651
0,0670
0,0660
0,0752
0,0742
0,0690
0,0752
0,0707
0,0679
0,0718
0,0649
0,06902
0,0752
4,6054
0,0621

0,0759

100

AAS 1 mg (mannitol)

Lot1
0,1269
0,1199
0,1227
0,1194
0,1197
0,1293
0,1196
0,1220
0,1177
0,1191
0,1244
0,1226
0,1239
0,1246
0,1230
0,1210
0,1189
0,1259
0,1232
0,1145
0,1145

0,12192
0,1293
2,8399

0,1097

0,1341

Lot 2
0,1383
0,1313
0,1294
0,1339
0,1300
0,1313
0,1318
0,1300
0,1271
0,1334
0,1293
0,1329
0,1333
0,1290
0,1267
0,1268
0,1337
0,1325
0,1333
0,1347
0,1267
0,13144
0,1383
2,2401

0,1183

0,1446

Lot 3
0,1261
0,1264
0,1238
0,1217
0,1252
0,1259
0,1292
0,1227
0,1241
0,1218
0,1226
0,1273
0,1263
0,1208
0,1182
0,1211
0,1206
0,1229
0,1192
0,1223
0,1182
0,12341
0,1292
2,3241

0,1111

0,1358

AAS 0,1 mg (lactose)

Lot1
0,2339
0,2315
0,2400
0,2416
0,2409
0,2333
0,2413
0,2356
0,2364
0,2408
0,2439
0,2334
0,2393
0,2373
0,2382
0,2360
0,2325
0,2412
0,2303
0,2315
0,2303

0,23695
0,2439
1,7199
0,2133

0,2606

Lot 2
0,2310
0,2373
0,2365
0,2343
0,2275
0,2378
0,2359
0,2351
0,2245
0,2343
0,2348
0,2373
0,2353
0,2345
0,2343
0,2324
0,2352
0,2299
0,2354
0,2360
0,2245
0,23397
0,2378
1,4491
0,2106

0,2574

Lot3
0,2421
0,2450
0,2414
0,2425
0,2406
0,2410
0,2411
0,2404
0,2416
0,2454
0,2443
0,2393
0,2430
0,2404
0,2399
0,2415
0,2457
0,2413
0,2397
0,2421
0,2393

0,24192
0,2457
0,7809
0,2177

0,2661



Annexe 19 : Uniformités de masse (g) des lots de « I'étude de stabilité JO a J35»

Excipient AAS 1 mg (amidon mais) AAS 1 mg (mannitol) AAS 0,1 mg (lactose) AAS 0,1 mg (lactose) AAS 1 mg (amidon mais)
N° Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4

G1 0,1058 0,042 0,1017 0,039 0,330 0,106 0,103 01270 0,584 01690 01610 01627 01598 0,607 0,1656 0,594 0,1001 0,1048 0,0950 0,101

G2 01024 0,087 0,1120 0,069 0,356 0,1164 0,158 0,1190 01582 01697 0,1679 04592 0,1631 0,1627 0,614 0,1617 0,982 00906 0,1033 0,0978

G3 01119 01056 0,1014 00981 0,322 01098 01179 01271 01549 01661 01603 01627 01595 0,604 01604 01615 0,026 01024 0,009 0,1012

G4 01123 00996 0,1012 0,006 0,357 0,1139 0,205 0,1313 01466 01690 0,1634 0,556 0,1597 0,603 0,1596 0,1625 01056 0,0957 0,1005 0,1015

G5 01120 0,972 0,1001 0,020 0,359 01138 01125 01252 0,588 01672 01614 01641 01625 01612 01625 01609 01012 00998 00936 0,1041

G6 01114 0,980 0,1033 0,046 011265 01215 0,179 01195 01609 01651 0,577 0,582 0,1595 0,615 0,1627 0,623 0,1008 00924 0,020 0,1031

G7 0,1061 0,989 0,080 0,1047 0,1315 0,1134 01166 0,250 0,553 0,1703 01574 0,1611 01625 0,613 01624 0,1624 00993 0,016 0,074 0,1030

G8 01084 0,097 00986 01039 01336 01160 0,094 0,1252 0,1584 0,671 0,1595 0,608 0,1633 0,1595 0,1594 0,1625 0,046 0,1039 0,1015 0,1068

G9 0,1046 0,038 01036 0,1074 0,1401 0,1113 01174 0,288 011615 01648 0,571 0,1587 01593 0,613 01617 0,1581 0,1034 0,1003 0,138 0,1097
G10 01151 0,000 0,1048 01105 0,258 0,1179 0,142 0,1310 01604 01733 01624 01631 0,1606 0,635 0,1503 0,592 0,1028 0,1019 0,1079 0,1012
G11 0,114 00930 0,068 0,1024 0,1315 0,1128 0,197 0,250 0,587 01671 01626 0,1619 01616 0,607 011549 0,1637 0,1082 0,1010 0,1034 0,1072
G12 01046 0,014 0,1090 0,045 0,262 01191 0,109 01246 01576 01657 0,591 0,619 0,1549 0,609 0,1593 0,1637 0,977 0,1040 01055 0,1022
G13 0,1070  0,0971 0,0960 0,990 0,1291 0,1105 0,183 0,273 0,576 01692 01624 0,1581 01602 011612 0,579 0,1561 0,0998 0,0918 0,104 0,0982
G14 01140 00952 0,1031 0,079 0,376 01094 0,115 0,1208 01610 0,695 01653 0,601 0,617 01615 01665 0,1624 0,0989 0,1068 0,052 0,1140
G15 01152 00964 0,1048 0,052 0,390 0,1126 0,185 0,1238 0,525 0,677 0,592 0,1603 0,1545 0,620 0,1554 0,569 0,1054 0,1018 0,1074 0,1012
G16 0,1086 0,0979 0,983 01048 0,292 0,1150 0,143 0,1290 0,1584 01684 0,1626 0,597 0,633 01622 01625 0,1652 0,058 0,1015 0,0970 0,1110
G17 0,1067 0,956 0,1027 0,044 0,298 0,1169 0,123 0,1318 0,589 0,706 0,1614 01610 0,1554 0,597 0,1629 0,642 0,1059 0,1109 0,1036 0,0983
G18 01084 0,068 0,1088 0,066 0,261 01149 0,133 01345 01618 01714 01621 01618 01623 0,576 01637 0,607 0,022 01029 0,1066 0,0953
G19 0,1074 0,048 0,1061 0,022 0,332 0,1090 0,151 0,1203 0,561 0,704 01667 0,613 0,1652 0,577 0,1554 0,1620 0,0964 0,1010 0,012 0,1061
G20 01067 0,059 0,1045 0,027 0,359 01145 0,130 0,1284 10,1588 0,703 0,1652 0,571 0,1557 0,1586 0,1593 0,1594 0,022 0,1040 0,060 0,1129
Min 0,1024 0,0930 0,0960 00981 0,258 0,1090 0,1094 0,1190 0,466 01648 0,571 0,556 0,1545 0,576 0,1503 0,561 0,0964 0,0906 0,0936  0,0953
Moyenne 01090 0,010 0,1037 0,041 0,324 01140 0,150 01262 01577 01686 0,617 01605 01602 0,607 01602 01612 0,021 01010 0,1036 0,1042
Max 01152 0,097 0,1120 0,105 0,401 0,1215 0,205 0,1345 0,1618 0,733 0,1679 011641 0,1652 0,1635 0,1665 0,1652 0,082 0,1109 0,1138 0,1140
cv 33900 48192 38581 28742 33065 29612 28593 33771 22184 13215 18517 1,3466 19105 09470 24551 14980 3,316 49624 47791 50869
[B"“(’_elggf)“;e“re 0,0981 0,909 00934 00937 01191 01026 0,035 0,1136 0,1420 0,517 0,1456 0,444 0,1442 0,1447 0,442 0,1451 00918 0,909 0,0932 0,0938
i Borr(‘fls(‘]‘f/oé)?e“re 01199 041111 0,1141 01145 01456 01254 0,265 0,1389 0,735 0,855 0,779 01765 01763 01768 01762 01774 041123 01111 01140 0,1147
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Annexe 20 : Uniformités de teneur des lots de « I'étude de stabilité JO a J35» au J1.

AAS 1 mg AAS 0,1 mg
Lot Amidon de mais Mannitol Lactose : répartition en volume Lactose : répartition en masse
Lot Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Gl 90,20 99,30 94,92 93,31 98,45 96,84 90,10 90,97 148,54 | 104,36 92,83 98,00 103,22 98,69 109,96 | 108,62
G2 91,40 116,37 96,89 98,34 90,06 96,20 99,30 93,37 136,54 94,72 97,89 100,08 | 106,11 97,97 99,99 107,06
G3 99,50 99,17 | 104,01 | 93,98 | 103,39 | 86,70 87,78 94,11 | 125,71 | 104,99 | 98,14 | 103,56 | 109,62 | 108,14 | 111,95 | 108,10
G4 90,03 | 102,51 | 94,77 92,74 93,58 89,78 97,10 89,90 | 120,51 | 139,50 | 101,14 | 102,62 | 116,30 | 103,27 | 97,24 | 108,12
G5 91,49 | 101,51 | 96,71 | 100,07 | 102,07 | 102,00 | 97,57 97,79 | 106,83 | 121,84 | 102,63 | 99,18 97,48 | 106,79 | 94,51 | 107,80
G6 97,20 | 101,42 | 99,63 | 101,96 | 82,51 92,32 93,82 96,51 | 153,96 | 112,51 | 102,90 | 100,57 | 109,77 | 103,94 | 105,41 | 108,40
Moyenne | 93,3 103,4 97,8 96,7 95,0 94,0 94,3 93,8 132,0 113,0 99,3 100,7 96,4 103,1 92,9 97,2
intervalle 79,3 87,9 83,1 82,2 80,8 79,9 80,2 79,7 112,2 96,1 84,4 85,6 81,9 87,6 79 82,6
- 15% 107,3 118,9 112,5 111,2 109,3 108,1 108,4 107,9 151,8 130,0 114,2 115,8 110,9 118,6 106,8 111,8
Nombre
de gélule
hors 0 1 0 0 1 2 1 1 5 3 0 0 0 1 0 1
intervalle
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Résumé :

La nécessité d’administrer de I'aspirine ou acide acétylsalicylique (AAS) suite a un événement
cardiovasculaire (type infarctus du myocarde) conduit a avoir recours a un protocole de
désensibilisation chez les patients présentant une hypersensibilité a I'aspirine.

Les recommandations de I'EEACI (European Academy Of Allergy and Clinical Immunology)
proposent une initiation a une posologie initiale de 0,1 mg, suivie d'une augmentation progressive
jusqu'a la dose cible de 100 mg en quelques heures.

Actuellement, pour les dosages a 0,1 et 1 mg, la pratique consiste a préparer des suspensions
buvables extemporanées a partir de la forme commerciale en sachet entrainant des imprécisions
importantes. Ceci nous améne donc a étudier la faisabilité de préparations hospitalieres de
gélules d’aspirine dosées a 0,1 mg et 1 mg afin de garantir la sécurité et I'efficacité lors de
I'administration.

Dans un premier temps, ce travail a consisté, via une étude de dégradation forcée, & mettre au
point une méthode de dosage de I’AAS indicatrice de stabilité par chromatographie liquide haute
performance assurant que la méthode d’analyse permet de distinguer le principe actif de ses
produits de dégradation.

Dans un second temps des essais de faisabilité des préparations hospitaliéres ont été mis en
place avec différents excipients afin de les évaluer en termes de teneurs moyennes et
d’homogénéité des teneurs ce qui nous a permis de retenir 3 excipients afin de réaliser une étude
de stabilité pour le dosage a 1 mg (amidon de mais, cellulose microcristalline, mannitol) et
seulement un excipient pour le dosage a 0,1 mg (lactose monohydrate).

Les premiers résultats de I'étude de stabilité prévue initialement pour 3 mois, montrent une
dégradation au bout d’'un mois dépassant les limites de stabilité. Une seconde étude a été mise
en place afin de suivre I'évolution des teneurs semaine aprés semaine.

Les résultats de ces essais montrent une stabilité pour les gélules d’aspirine dosées a 0,1 mg
sur une durée de 7 jours. Concernant les gélules dosées a 1 mg, le mannitol conduit a des
disparités ne permettant pas d’avoir une homogénéité suffisante. En revanche les meilleurs
résultats en termes de teneur et d’homogénéité sont obtenus avec 'amidon de mais avec une
stabilité sur 30 jours (permettant une dégradation moyenne de I'AAS inférieure a 10%).
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