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Selon I’OMS le cancer constitue la premiere cause de mortalité dans le
monde avec des prévisions de 12 millions de décés dans le monde d’ici 2030. 1!
En effet, cette affection gagne de plus en plus de terrain, particulierement en
Afrique.

En Cdte d’Ivoire ’OMS estime entre 15000 et 20000 le nombre de cas de
cancer enregistré par an. Il s’agit donc d’un véritable probleme de santé
publique. De plus les colts des diagnostics et traitements de longue durée
rebutent certains patients, si bien que la pathologie s’installe et passe a un stade

critique avant le dépistage. En Afrique plus de 70% des cas sont dépistés quand

il est trop tard. !

C’est ainsi que, les pays les plus financiérement défavorisés adoptent des
stratégies leur permettant de proposer aux patients des traitements et diagnostics

efficaces a moindre couts.

C’est dans le cadre de cette stratégie que s’inscrit la création du
Programme National de Lutte Contre le Cancer (PNLCa) en Juin 2007 par le
Ministére de la Santé et de I’hygiéne publique 7).

Cette structure a mis ’accent sur la lutte contre le cancer chez la femme qui
représente 80% des cancers enregistrés dans le pays notamment celui du sein.

C’est dans le but de fournir une thérapeutique conforme a la situation
socio-économique des patients que le programme s’intéresse tout
particulicrement aux médicaments génériques qui sont censés offrir une
efficacité thérapeutique identique aux spécialités et a des colits réduits.

Cependant I’essor du marché des génériques comme il en serait pour tout
autre secteur en développement, entraine des €carts surtout dans notre continent
ou les mesures de sécurité tardent souvent a se mettre en place. L’OMS estime

pour sa part qu’'un quart des médicaments utilisés dans les pays en voie de
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développement sont faux ou encore de qualité¢ inferieure aux produits princeps.
[30].

Aussi, une €tude réalisée au Tchad de 1995 a 1996 sur la qualité des
médicaments génériques antituberculeux utilisés dans le programme de lutte
contre la tuberculose, a révélé dans un méme lot, la présence d’échantillons
conformes et non conformes, traduisant probablement des processus de
fabrication mal maitrisés [8].

Face a de telles observations, il apparaissait donc nécessaire de controler
la qualité des génériques commercialisés sur le marché ivoirien et de s’assurer
d’une bonne base méthodologique en ce qui concerne 1’analyse qualitative et

quantitative des principes actifs contenus dans ces médicaments.

Le département de Chimie Analytique et Bromatologie de I’'UFR des
Sciences Pharmaceutiques et Biologiques en collaboration avec la Direction de
la Pharmacie et du Médicament (DPM) et le laboratoire d’analyse de CIPHARM
a donc entrepris de procéder au développement d’une méthode d’analyse de

molécules anticancéreuses.

Dans I’arsenal thérapeutique anticancéreux disponible, le chlorhydrate de
doxorubicine est employé pour le traitement de manifestations néoplasiques de
différentes sortes seules ou en polychimiothérapie dans certains protocoles en
vigueur en Cote d’Ivoire.

De ce fait un certain nombre de produits génériques a base de

doxorubicine sont en cours d’enregistrement en Cote d’Ivoire.

L’objectif général de ce travail était donc de contribuer au contrdle de
qualité¢ de médicaments génériques a base de chlorhydrate de doxorubicine en

cours d’homologation en Cote d’Ivoire.
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Les objectifs spécifiques étaient de:

Mettre au point une méthode de dosage de la doxorubicine dans des
poudres pour préparation injectables ;

Valider la méthode proposée ;

Appliquer cette méthode a certains médicaments génériques en cours
d’enregistrement a la Direction de la Pharmacie et du Médicament

(DPM).

Cette étude comporte trois parties :

des rappels bibliographiques qui porteront sur le cancer et les voies
thérapeutiques disponibles ainsi que sur les données relatives a la
doxorubicine et son dosage dans des formes pharmaceutiques ;

la partie expérimentale comprenant la méthodologie suivie des
résultats obtenus et la discussion qui en découle ;

des recommandations et une conclusion.
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I- DEFINITION DU CANCER

Le cancer du grec karkino est une affection caractérisée par une prolifération
cellulaire anarchique et incontr6lée au sein d'un tissu normal de I'organisme. Ces
cellules dérivent toutes d'un méme clone, cellule initiatrice du cancer qui a
acquis certaines caractéristiques lui permettant de se diviser indéfiniment. Le
phénomene affecte la plupart des tissus de 1’organisme.

Il existe de nombreux facteurs favorisant la carcinogénése, pouvant Etre
d’origine :

- interne : prédispositions héréditaires, hormonales,

- externe : Induction par un agent extérieur, tels que les radiations ou les
produits chimiques qualifiés de carcinogenes, les virus, les bactéries de type

Helicobacter pylori et I’alimentation...

Plusieurs types de cancers semblent en augmentation, pour des raisons
environnementales ou de modes de vie, ainsi que pour une partie des cas
seulement - en raison du vieillissement de la population. Les taux de cancers
détectés augmentent dans chaque tranche d'age, I’apparition de nouveaux modes

de détection plus efficaces ayant aussi un réle dans cette augmentation [49].

II- TYPOLOGIE DES CANCERS

Les cancers se distinguent cliniquement en :

o Carcinomes : cancer d'un épithélium, c'est-a-dire une surface composée
uniquement de cellules

o Sarcomes : cancers proliférant dans des tissus « de support » comme les
0S.

« Cancers hématopoictiques : cancer des cellules sanguines.

« Cancers du tissu neuro-épidermique

« Cancers du tissu embryonnaire
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Les cancers peuvent étre classés par organes touchés :

o Le cancer du sein

o Le cancer du c6lon et des annexes

« Le cancer du pancréas

o Le myélome multiple : cancer de la moelle osseuse

o Les leucémies

o Le sarcome de Kaposi : cancer des vaisseaux sanguins

o Les lymphomes : cancer des organes contenant du tissu lymphoide (rate,
moelle osseuse).

« Le cancer des testicules

o Le cancer de I’ceil

o Le cancer du col de I’utérus

o Les cancers de la peau

« Le cancer du rein [49].

Photographie 1 : Tumeur inflammatoire du sein droit [39]
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Photographie 3 : Tumeur ulcéro-bourgeonnante de la cavité buccale [39]

Il existe presque autant de sources de cancer que de tissus dans l'organisme.
Certains cancers sont toutefois plus fréquents que d'autres et les nouvelles

habitudes socioculturelles ont favorisées 1’apparition des cancers tels que :

« Le cancer du poumon

e Le cancer de I’ceil
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III- MECANISME D’APPARITION DES CANCERS

Les cancers sont des pathologies génétiques c’est-a-dire qu’ils ont pour
origine une modification quantitative et/ou qualitative des génes. Comme il
s’agit d’altérations génétiques somatiques qui ne sont présentes que dans le tissu
malade, la plupart des cancers ne sont donc pas eux-mémes héréditaires, seul un

terrain plus ou moins favorable pouvant I'étre [2].

Les cancers familiaux (10% des cancers humains) sont associés a une
altération constitutionnelle (ou germinale) d’un gene. Cette altération est donc
présente dans toutes les cellules de notre organisme, gametes incluses. Elle peut

étre transmise a la descendance.

Il y a trois grandes catégories de genes associ€s aux pathologies cancéreuses :
les oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs et les génes de réparation de

I’ADN [2].

- Les oncogénes (appelés également proto-oncogenes ou c-onc) sont les
régulateurs positifs de la prolifération cellulaire. Ils deviennent
hyperactifs et leur modification est dominante car il suffit qu'une des
deux copies du geéne soit modifiée. Sont actuellement identifiés plus de

100 oncogenes. Les plus connus sont les génes Ha-ras, myc, ou abl.

- La seconde catégorie comprend les génes suppresseurs de tumeurs qui
sont des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire (les freins). Les

deux copies de ces génes sont inactivées dans les cancers.

- La troisieme catégorie correspond aux geénes des multiples systémes de
réparation qui sont capables de détecter et de réparer les lésions de

I’ADN qui ont modifié les oncogenes ou les geénes suppresseurs de
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tumeur. Ces systémes de réparation sont également inactivés dans les

cellules cancéreuses [2].

IV- CHRONOLOGIE DE LA TRANSFORMATION CANCEREUSE

La formation d'un cancer au sens strict comporte 3 étapes distinctes et

nécessairement successives [2] :

o La carcinogencse
o La cancérogencse

o Latumorogenese

IV-1- La carcinogenése

Il s'agit de l'action de substances dites carcinogenes. Elles entrainent des
anomalies génétiques touchant l'architecture ou une séquence de I'ADN. A ce
stade, le cancer en formation n'est cliniquement pas observable et n'a pas de

conséquence fonctionnelle.

IV-2- La cancérogenese
Ce stade de la transformation cancéreuse nécessite trois étapes :
L'initiation ;
- la promotion ;
- la progression.

Ces trois €tapes sont obligatoirement successives et l'initiation précede
toujours la promotion, sans quoi le processus cancéreux s'arréte. L'initiation

correspond a I'accumulation des anomalies génétiques, la promotion a la
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réception par la cellule de facteurs de prolifération qui vont entrainer les

divisions et la progression en une sélection des cellules les plus malignes.
La transformation cellulaire nécessite deux éléments majeurs,

» Pimmortalisation : les cellules deviennent incapables
d'initier leur propre mort (apoptose) ou deviennent
indépendantes aux signaux extérieurs qui la déclenche ;

> la perte d’homéostasie : caractérisée normalement par une
balance divisions/mort qui assure le maintien de la taille et de
la fonctionnalité d'un organe, les cellules cancéreuses perdent

la sensibilité aux signaux qui régulent la prolifération [2].
IV-2-1- L'initiation

C’est la conséquence de la carcinogenése. L'action des carcinogénes
mute des génes importants dans le maintien de 1'intégrité et des caractéristiques
de chaque type cellulaire. Il en résulte des pertes ou gains de fonctions
cellulaires : activation ou dépression d'un oncogene, inhibition ou répression
d'un géne suppresseur de tumeur. Cette étape est irréversible et assimilable a

I’ « immortalisation cellulaire ».

Les oncogenes sont souvent des activateurs de la multiplication ou des
inhibiteurs de l'apoptose tandis que les genes suppresseurs sont inducteurs de

'apoptose ou bloquent le cycle cellulaire [2].
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IV-2-2- La promotion

Elle est caractérisée par une grande instabilité génomique et une augmentation
de la perte d'homéostasie. L'instabilité génomique est due a des mutations de

deux types de génes :

o Gate keeper genes: ils assurent le controle du passage a une étape
ultérieure du cycle cellulaire, ce sont des "points de contréle" du cycle
cellulaire. Une perte de fonction de ces geénes permet a la cellule
cancéreuse de passer rapidement a la phase ultérieure du cycle cellulaire,
donc in fine de proliférer de fagon incontrolée.

o Care taker genes: ils assurent physiologiquement la réparation des
anomalies liées a I'ADN. Leur inactivation entraine une instabilité accrue
et une accumulation d'anomalies génétiques (mutation, perte
d'hétérozygotie, modifications épigénétiques : hypo/hyperméthylation,

désacétylation...).

A ce niveau d’évolution, le cancer est a un stade infra clinique: c'est une
masse de cellules qui survit dans I'organisme. L'environnement des cellules
cancéreuses (ou stroma, microenvironnement) est dit non coopératif : il ne
fournit pas aux cellules cancéreuses les nutriments et le soutien que leur

développement réclame.

Cette phase est critique dans le développement clinique du cancer : si le
stroma reste non-permissif, le cancer n'évolue pas, ou alors tres lentement. Si en
revanche il s'établit une réciprocité de maintien entre cancer et stroma (le cancer
envoie des signaux permissifs au stroma, qui se modifie en faveur du cancer et
va lui apporter nutriments et soutien, le cancer grossit, produit de plus en plus de
signaux permissifs, etc.), 1'évolution du cancer reprend et passe a un stade

clinique. Le stroma devient permissif lorsqu'il est le sieége d'une néoangiogenese
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(sécrétion par la tumeur de facteurs de croissance antigéniques, apparition des
récepteurs a ces facteurs sur le stroma) et de 'apparition de récepteurs tumoraux
aux facteurs de croissances cellulaires (boucle autocrine) ou micro

environnementaux (boucle paracrine) [2].
IV-2-3- La progression

Il s’agit également d’une série d’évenements que subissent les cellules
filles transformées descendantes des cellules promues. Il existe durant cette
phase une sélection permanente des clones les plus malins, c'est-a-dire ceux
ayant le comportement le plus agressif (temps de doublement, capacité
d’invasion, de dissémination). L.’aboutissement de ce processus de sélection est

celui de cellules capables de métastaser dans I’organisme [2].
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IV-3- La Tumorogenese

Il s'agit du développement du cancer donnant des conséquences
cliniques : il grossit dans des limites histologiques précises puis les dépasse et

devient donc invasif avec production trés probable de métastases.

La néoangiogenese et la mise en place d'une circulation sanguine stable et
relativement efficace est préalable et indispensable a cette phase : la croissance
tumorale est telle qu'elle ne peut plus se contenter d'une diffusion a partir d'un

stroma non permissif mais nécessite des apports importants et dédiés.

La
tumeur grossit jusqu'a atteindre la lame basale : le cancer est dit in situ et son
risque de métastase est faible. La croissance tumorale continue et la membrane
basale se rompt, le cancer devient invasif : les cellules cancéreuses ont alors de
grandes facilités a atteindre les courants métastatiques (circulations lymphatique
pour les carcinomes et veineuse pour les sarcomes) et la dissémination dans le

corps débute [2].

V- PROLIFERATION CELLULAIRE
V-1- Cycle cellulaire

Une bonne compréhension du cycle cellulaire est une étape importante pour
connaitre les mécanismes d’action des agents anticancéreux. Ainsi, les cellules
dans le tissu vivant se trouvent dans I’un des trois états suivants :

- la division active (le cycle cellulaire proprement dit),
- la différenciation,

- la phase de repos (ou GO).
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Le cycle cellulaire se divise en quatre phases bien distinctes (Figure 2) :

- la phase G1 est la phase post-mitotique. La cellule fabrique I’ARNm, les

protéines et ’ensemble du matériel nécessaire a son bon fonctionnement,

- la phase S, constitue la phase pendant laquelle la cellule fabrique tous les
¢léments indispensables pour la formation des deux cellules filles, notamment
I’ADN. Ainsi, a la fin de la phase S, la cellule a une quantité¢ double d’ADN. De
plus les enzymes telles que les ADN ou ARN polymérases, les topoisomérases |

et II voient leur activité amplifiée,

- la phase G2 est la phase pré-mitotique, pendant laquelle la cellule continue a
synthétiser de I’ARN, des protéines et controle que la réplication de ’ADN a
bien été réalisée (réparation post-réplicative),

- la phase M (mitose) est la phase pendant laquelle, les chromosomes cellulaires
se dédoublent et se séparent, conduisant ainsi a deux cellules filles, identiques a

la cellule mere.
Au cours de cette période active qu’est le cycle cellulaire, la cellule peut entrer

en phase de repos (ou G0), pendant laquelle elle est susceptible de débuter un

nouveau cycle a tout moment.
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Figure 2 : Représentation schématique du cycle cellulaire [S0]

V-2- Régulateurs du cycle cellulaire

La compréhension des mécanismes de controle du cycle cellulaire a connu
une grande avancée dans les années 1970-1980, grace aux recherches et
découvertes des trois lauréats du prix Nobel de Physiologie et Médecine en 2001
que sont les scientifiques, Hartwell, Nurse et Hunt.

Ils ont identifié les molécules clés qui régulent le cycle cellulaire chez tous
les organismes eucaryotes.

Ainsi, a la fin des années 1980, la conception du cycle cellulaire s’est
enrichie par la démonstration que les transitions au sein d’un cycle cellulaire
sont universellement controlées par les variations d’activité de protéines kinases

spécialisées [2].
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Ces protéines se divisent en deux sous-unités :

- La sous-unité catalytique appartenant a la famille des CDK (Cyclin
Dependent Kinase), nous pouvons citer :
» les CDKI1 a CDK4 et CDKG6 intervenant dans le cycle cellulaire,
» les CDK7, CDK8 et CDK9 agissant sur la régulation de la
transcription,
» la CDK7 jouant également un réle d’activateur de ces CDK parents,
» la CDKS5 intervenant dans les mécanismes de différenciation

neuronale

- La sous-unité régulatrice appartenant a la famille des Cyclines.

L’activité des complexes CDK / Cyclines est parfois dépendante de mécanismes
de surveillance (point de restriction) empéchant la cellule de poursuivre son
cycle si un défaut est constaté. Cet arrét du cycle cellulaire est mis a contribution
pour réparer les erreurs constatées, avant que la cellule ne progresse a un stade
ou toute réparation serait impossible.

La connaissance de ces molécules permet de mieux comprendre les mécanismes
viraux et chimiques de cancérisation, et d’élaborer des inhibiteurs sélectifs de

ces complexes CDK / Cyclines [2].

VI- EPIDEMIOLOGIE DU CANCER

VI-1- Situation dans le monde

Le cancer est une cause majeure de déces dans le monde a l'origine de 7,4
millions de déces en 2004, soit 13% de la mortalité mondiale.
Les cancers du poumon, de 1’estomac, du foie, du colon et du sein sont chaque

année les plus meurtriers.
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Les cancers les plus fréquents ne sont pas les mémes chez ’homme et chez la
femme.

L’ OMS estime que d'ici 2030, le nombre de déces par cancer devrait poursuivre
sa progression et atteindre 12 millions de personnes [49].

Charge mondiale du cancer

Les principaux types de cancer responsables de la mortalité cancéreuse sont les

suivants:

- cancer du poumon (1,3 million de déces);
- cancer de I’estomac (803 000 déces);

- cancer du foie (639 000 déces);

- cancer du colon (610 000 déces);

- cancer du sein (519 000 déces),

Plus de 70% des déces par cancer surviennent dans les pays a faible revenu ou a

revenu intermédiaire.

Dans le monde, les types de cancer les plus fréquents, en fonction du nombre de

décés au niveau mondial, sont:

- chez I’homme: les cancers du poumon, de I’estomac, du foie, du colon
et rectum, de I’cesophage et de la prostate;
- chez la femme: les cancers du sein, du poumon, de I’estomac, du colon

et rectum et du col de I’utérus [49].
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VI-2- Situation en Cote d’Ivoire

En Coéte d’lvoire, cette affection est en nette progression avec une
incidence aujourd’hui estimée a 100 cas pour 100 000 habitants.

Les plus fréquents sont ceux de la prostate et du foie chez I'homme, ceux
du sein et du col de l'utérus chez la femme et le lymphome de Burkitt chez
l'enfant. Leur diagnostic est souvent fait a un stade tardif dans la majorité des
cas 4,

A ce titre, la lutte contre le cancer est une priorité gouvernementale qui fait
I’objet depuis 2007 d’un plan de lutte mis en ceuvre avec le Programme National

de Lutte Contre le Cancer (PNLCa).

VII- DIFFERENTES VOIES THERAPEUTIQUES

Aujourd’hui, dans les traitements du cancer, six armes sont employées,
seules ou en association, pour combattre la croissance anarchique des cellules

cancéreuses, 1’invasion des tissus cellulaires et la formation de métastases.

VII-1- La chirurgie
Elle consiste a enlever la tumeur ou les tissus détériorés par le cancer. C’est
le principal mode de traitement des tumeurs solides localisées. Son efficacité est

maximale lorsque le dépistage est précoce [10].

VII-2- La radiothérapie
Elle est utilisée seule ou en association avec la chirurgie. La tumeur est
traitée en utilisant des rayonnements ionisants de I’extérieur ou de I’intérieur.

Ainsi, on distingue :

Thése pour 'obtention du dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie Page 21

SOUMAHORO ISAIE BASILE



« La radiothérapie externe ou la source d'irradiation est située a 1'extérieur
du malade (appareils a RX, source de Cobalt, accélérateurs) ;
o La curiethérapie ou les sources radioactives sont placées a l'intérieur de
l'organisme :
» curiethérapie par sources scellées (solides)
- curiethérapie interstitielle : sources placées dans la tumeur,
- curiethérapie endocavitaire : sources placées a l'intérieur de la

cavité naturelle dans laquelle se développe la tumeur

» curiethérapie par sources non scellées (radiothérapie métabolique): I

131’ P32, St189, .. [30]

VII-3- La chimiothérapie

Consiste en I’emploi d’agents chimiques ayant la propriété de tuer les
cellules en cours de division. Cette arme thérapeutique s’est révélée efficace
face a un certain nombre de maladies, comme la leucémie, le cancer des
testicules, les lymphomes ou encore contre les tumeurs malignes. Cependant les
anticancéreux utilisés cliniquement manquent de sélectivité, ils détruisent de
nombreuses cellules saines entrainant parfois des effets secondaires (anémie,
diarrhée, chute des cheveux, nausées, ...) [45].

Cette alternative thérapeutique sera développée plus loin avec plus de détails

concernant les molécules utilisées.
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VII-4- L’hormonothérapie

Elle est utilisée pour les cancers affectant des organes dont le fonctionnement
est hormonodépendant (sein, prostate, thyroide). Il s’agit d’injecter dans
I’organisme des substances inhibitrices de la production hormonale (anti-
cestrogenes dans le cas du cancer du sein) de sorte a dérégler le cycle de
production des cellules tumorales [30].
Sont inclus parmi les cancers hormono-dépendants :

« Le cancer du sein ;

« le cancer de la prostate ;

« le cancer du col de 'utérus ;

« le cancer de la thyroide ;

« le cancer des ovaires ;

« le cancer des reins.

VII-5- L’immunothérapie

Elle consiste a stimuler de facon sélective le systtme immunitaire, chargé
d’inhiber le développement des tumeurs cancéreuses. Actuellement, les
traitements sont peu sélectifs, et engendrent un renforcement de 1’activité
globale de ce systéme immunitaire plutdt que I’activation sélective de molécules
et / ou de cellules, pouvant combattre les cellules cancéreuses. Néanmoins, les
progres récents dans la compréhension du systetme immunitaire laissent a
espérer la fabrication de nouvelles armes plus spécifiques contre le cancer,
comme les vaccins peptidiques anti tumoraux [25].

L’une des molécules a avoir atteint le stade III de développement clinique est

le MAGE-A3 [48].
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VII-6- La nano-thérapie

Le principe de cette technique repose sur la possibilité¢ de transférer des
genes de fagon tres ciblé dans les cellules cancéreuses. Cela a été possible en
enrobant ces genes de nanoparticules qui ne pénetrent qu’a I’intérieur des
cellules cancéreuses. Une fois a I’intérieur des cellules cancéreuses, les génes
stimulent la production de protéines qui détruisent les tumeurs.

Plusieurs projets de recherche sont en cours pour appliquer la
nanotechnologie a la thérapie anticancéreuses [4].
Des particules a cceur magnétique ou des protéines pourront ainsi étre utilisées
pour cibler et détruire les cellules anormales.
D’autres applications s’orientent vers le diagnostic précoce avec 'utilisation de

sondes microscopiques capables d’analyser en temps réel le métabolisme [27].

VIII- LA CHIMIOTHERAPIE ANTICANCEREUSE

La chimiothérapie anti tumorale est le traitement dans lequel les chimistes
sont les plus impliqués par 'utilisation d’un ensemble de substances chimiques,
pouvant par divers mécanismes, tuer les cellules cancéreuses actives. Ces
substances peuvent agir :
- en interférant (le plus souvent) avec la biosynthése de macromolécules (ADN,
ARN, protéines) pour entrainer la destruction des cellules cancéreuses. Ce sont
les anticancéreux cytotoxiques
- en inhibant la prolifération cellulaire. Ce sont les anticancéreux
cytostatiques.

Chaque famille d’agents anticancéreux agit spécifiquement sur une phase

déterminée du cycle cellulaire. Une classification peut-€tre effectuée suivant :
- leur mode d’action et ’impact sur le cycle cellulaire

- leur pharmaco-chimie.
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VIII-1- CLASSIFICATION SELON LE MODE D’ACTION ET L’IMPACT
SUR LE CYCLE CELLULAIRE

VIII-1-1- Classification selon le mode d’action
> Les médicaments altérant ' ADN

Il s’agit des :

- alkylants ;

- intercalants ;

- inhibiteurs de la topoisomérase [ et II ;

- ant1 métabolites.

> Les médicaments entrainant une altération du fuseau mitotique :
Ce sont les antimitotiques

» Cytokines :
Le représentant utilisé a I’heure actuelle est I’interféron alpha.

» M¢édicaments agissant sur le syst¢éme hormonal :

Ils sont dits antihormonaux [30].

VIII-1-2- Classification selon I’impact sur le cycle cellulaire

Poisons Cisplatine
du fuseau

Taxanes

Bléomycine

MTX

Alkylants
Intercalants  Anti-
topoisomerase

Figure 3 : Cible des anticancéreux au niveau du cycle cellulaire [47]
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VIII-2- CLASSIFICATION PHARMACO-CHIMIQUE

Les agents anticancéreux se distinguent du point de vue pharmaco-

thérapeutique par leur mécanisme d’action qui peut €tre une action :

- Cytotoxique par lyse des cellules cancéreuses

o Les Alkylants

o Les Intercalants

o Les Inhibiteurs de la topoisomérase

« Les Antimitotiques

o Les Inhibiteurs de la synthése protéique

« Les Anti métabolites

- Cytostatique par altération irréversible des fonctions vitales de la

cellule cancéreuse.

« Les médicaments hormonaux et antthormonaux.
« Les inhibiteurs de la réponse cellulaire
> Les interférons

> Les interleukines

VIII-2-1- Les Alkylants

Ce sont des substances qui posseédent un ou plusieurs groupements alkyles
ou alcoyles tres nucléophiles interagissant avec différentes macromolécules
(ADN, ARN...) en établissant des liaisons covalentes sur certains des atomes des
bases puriques et pyrimidiques de I’ADN.
Les alkylants inhibent la transcription et la réplication de I'ADN par induction de

Iésions cellulaires létales en libérant des radicaux libres entrainant des cassures
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de la chaine d’ADN. Ce sont également des agents mutagénes a potentiel

leucémogene.
1) Moutardes a 1'azote

Cyclophosphamide Estramustine

Cl Cl cH, 1

Figure 4 : Structure chimique des moutardes a I’azote
2) Les nitrosourées

Elles nécessitent d'étre catabolisées pour étre actives, les catabolites se
comportent comme des alkylants.

Le représentant de cette classe est la Carmustine

0
I H
M

o=

Figure S : Structure de la Carmustine
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3) Les alkylants apparentés
» Sels de platine

L’un des représentants est le Cisplatine

N cl

/Pt
H,N Ne

Figure 6 : Structure du cisplatine
VIII-2-2- Les intercalants

Anticancéreux cytotoxiques d’origine extractive et de synthése qui ont la
capacité¢ de détruire les cellules cancéreuses en s’intercalant entre les bases
nucléotidiques de I’ADN.

Une telle action étant a 1’origine de :
- La création de 1ésions 1étales
- L’inhibition d’un certain nombre d’activités enzymatiques telles

que D’action des polymérases et des topoisomérases.
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Ils se distinguent en :

« Intercalants antibiotiques (Anthracyclines)

Daunorubicine Doxorubicine

OH - A 0 i
NH, \.ﬂm
Ha H

Figure 7 : Structure chimique des intercalants anthracycliques

o Intercalants agents scindants

Bléomycine

O MNH2

Figure 8 : Structure chimique de la Bléomycine
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VIII-2-3- Les inhibiteurs de topoisomérases

La topoisomérase I (enzyme permettant de couper un seul brin d’ADN) et la
topoisomérase II (enzyme permettant la rupture de deux brins d’ADN) [35] sont
des enzymes capables de réguler la topologie de I’ADN durant la transcription,
en effectuant une rupture transitoire et réversible d’une liaison phosphodiester
de I’ADN. Ces agents anticancéreux, inhibiteurs de topoisomérases, stabilisent
ces ruptures de ’ADN, et empéchent le phénomene de réplication et de
réparation de ’ADN [16].

Certains de ces dérivés sont également décrits comme agents intercalants. Ce
concept d’intercalation, proposé par Lerman en 1961, décrit la capacité de ces
composeés a s’insérer entre les paires de bases de I’ADN [20]. Ce phénomene
d’intercalation participe sans doute a la toxicité de ces agents anti tumoraux,

mais il ne I’explique pas de fagon exhaustive.

Le tableau I rapporte quelques exemples d’agents intercalants a effet anti-

topoisomeérase.
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Tableau I : Exemple d’agents intercalants a effets anti topoisomérase [19]

Inhibiteur de

Topoisomérase-1

Inhibiteur de

Topoisomérase-11

Inhibiteur mixte

(Topo-I et Topo-

(Topo-I) (Topo-I1) IT)
Acridines
Effet intercalant | Indolocarbazoles Actinomycine D Ellipticines
Intoplicine Anthracyclines
Naphtoquinones
Sans effet Camptothécine | Indoloquinolinedione Etoposides
intercalant Ténoposides
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VII-2-3-1- Les inhibiteurs de la Topoisomérase I

1) La camptothécine et ses dérivés [52] (Topotécan [18] et I’Irinotécan

[19], ...).

Figure 9 : Structure de la camptothécine et de ses dérivés

2) Les indolocarbazoles [53]

Ce sont des dérivés d’une substance microbienne appelée le BE 13793.

NB-506 R= OH, R'=NHCHO, A=OH
ED-110 R=OH, R'=H, A=OH
Rébeccamycine R= OMe, R'= H, A= Cl

Figure 10 : Structure chimique des indolocarbazoles
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VII-2-3-2- Les inhibiteurs des topoisomérases I et 11

- L’ Actinomycine D

- L’intoplicine [31].

L- Me‘v“al L-Meval
|
43/ Sar

|
L-lPrD L- Prn
D-Val -Val
| N;’
o Lanr L- an H \
i H_-

Actinomycine D Intoplicine

Figure 11 : Structure chimiques de I’Actinomycine D et de I’Intoplicine
VII-2-3-3- Les inhibiteurs de la topoisomérase II
- Les acridines (Amsacrine, ...).
- Les ellipticines (Acétate d’ellipticinium, ...).

- Les anthracyclines[3] (Mitoxantrone, Daunorubicine, Doxorubicine,..)

- Les épipodophyllotoxines[13] (Podophyllotoxine, Etoposide, Ténoposide).
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Amsacrine

R=H  Daunorubicine SR Etoposide : R =Me
R=0H Doxorubicine e Téniposide - R = 2hiény

Figure 12 :Structure chimique de différents

inhibiteurs de topoisomérases Il

VII-2-4- Les antimétabolites

Les antimétabolites sont des composés qui empéchent la synthese des acides
nucléiques, soit en inhibant des enzymes nécessaires a cette biosynthése, soit en
s’insérant dans les acides nucléiques tels que I’ADN ou I’ARN [26]. Il existe

trois classes :
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V11-2-4-1- Les antifolates

Ce sont des analogues structuraux de [Dacide folique (Méthotrexate,

Aminoptérine, ...).

R=NH,, R =CH, Méthotrexate

HZN\“/NH N\x Ilql
M. = N/ M o R=NH, R =H Aminoptérine
R

=—T

CH

Figure 13 : Structure chimique de I’Aminoptérine et du Méthotrexate
VII-2-4-2- Les antipurines

Ce sont des analogues structuraux des bases puriques, [6-Mercaptopurine, 6-
Thioguanine, Cladribine, la Pertostatine,...].
SH SH
N PN
NT N HNT N7 N
H H

B-mercaptopurine G-thioguanine

Figure 14 : Structure chimique de quelques antipurines

VII-2-4-3- Les antipyrimidines

Ce sont des analogues structuraux des bases pyrimidiques, [S-Fluorouracile,

Cytarabine ,...].
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| N\f’_,l:l
N
F ~H
S-Fluorouracile Cytarabine

Figure 15 : Structure chimique de quelques antipyrimidines

VII-2-5- Les antimitotiques ou agents tubulo-affins

La tubuline est une autre cible, apres I’ADN, des agents anti tumoraux. C’est
une protéine, permettant la répartition symétrique des différents chromosomes
lors de la division cellulaire.
Elle se présente soit sous la forme d’un dimére, soit sous forme d’un polymere
(microtubules).

Certaines substances sont capables de bloquer la polymérisation ou la

dépolymérisation de la tubuline. La Vincristine, la Vinblastine ou Vindésine se
fixent sur la tubuline et inhibent sa polymérisation, tandis que le Paclitaxel ou le

Docétaxel inhibent sa dépolymérisation [15].
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R=CH;, R =C00OCH,, R"=0COCH; Vinblastine R =Ph, R'=Ac, Paclitaxel
R=CHO, R'=C00CH, R"=0COCH; Vincristine R=0-Bu, R=H, Docétaxel
R=CH;, R=CONH,, R"=0CH Vindésine

Figure 16 : Structure chimique des antimitotiques

VII-2-6- Les inhibiteurs de la synthése protéique

Ils représentent une classe d’anticancéreux cytotoxiques et cytostatiques qui
ont la capacité d’inhiber la synthése de la matiere protéique cellulaire en
hydrolysant un ou plusieurs acides aminés nécessaires a sa constitution [30].

A TI’heure actuelle, il n’existe qu’un seul représentant : L.’ Asparaginase

NH, 0

HO
NH,

0

Figure 17 : Structure chimique de I’Asparaginase

VII-2-7- Les agents hormonaux

L’existence de tumeurs hormono-dépendantes (cancer du sein, de la prostate,
de l'utérus, ...) a été a l’origine de ['utilisation de composés analogues aux
hormones dans les traitements anticancéreux, tels que 1’Acétate de
méthoxyprogestérone, le Tamoxifene et le Raloxiféne[36].
En effet, les récepteurs hormonaux jouent un role fondamental dans le

développement des cellules cancéreuses[23].
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Acétate de médroxyprogestérone Tamoxiféne Raloxiféne

Figure 18 : Structure chimique d’agents hormonaux anticancéreux

Toutes ces molécules présentent a plus moins grande mesure des effets
secondaires trés génants pour le malade. Avec le mode de traitement au long
court, la thérapie subit des mauvaises observances. De telles observations ont
donc suscité la recherche de nouvelles alternatives comme 1I’immunothérapie et

la nanothérapie énoncés plus haut.
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I- HISTORIQUE

La Doxorubicine est une substance antibiotique antinéoplasique a effet
cytotoxique isolé en Italie en 1965.

Elle est le chef de file de la famille des anthracyclines. Son nom usuel,
adriamycine, rappelle son origine italienne. En effet elle est produite par une
souche bactérienne d'actinomycetes que l'on trouve sur les rivages de la mer

adriatique [45].

II- PRESENTATION CHIMIQUE

II-1- Nomenclature du produit
» La Doxorubicine (ou Adriamycine) est le (8S,10S)-10-(4-
amino-5-hydroxy-6-méthyl-tétrahydro-2H-pyranyl-2-oxy)-
6,8, 11-trihydroxy-8-(2-hydroxyacétyl)-1-méthoxy-7,8,9,10-
tétrahydrotétracene-5, 12-dione.
PM= 543,5 g/mol.
» Le chlorhydrate de doxorubicine
Cy7H30CINOo[41].

PM= 563,5 g/mol.

II-2- Structure chimique

Figure 19 : Structure chimique de la doxorubicine
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III- PROPRIETES PHARMACOLOGIQUE

Elle possede la double propriété d’intercalant de base nucléotidiques et
d’inhibiteur de topoisomérase, lui valant ainsi son indication en chimiothérapie

anticancéreuse [31].

IV-  CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES
La doxorubicine se présente sous forme de poudre de couleur rouge orangée
intense hygroscopique. Elle est soluble dans 1’eau et dans les acides minéraux,
d’ou son utilisation sous forme de chlorhydrate de Doxorubicine. Elle est

cependant peu soluble dans le méthanol [22].

V- PHARMACOLOGIE

V-1- Mécanisme d’action pharmacologique
Anticancéreux cytotoxiques immunosuppresseur, possédant a la fois des
propriétés d’intercalant des bases puriques et celles d’inhibition de la
Topoisomérase 1.
Elle agit par :
e (réation de lésions Iétales
e Inhibition d’un certain nombre d’activités enzymatiques (action des
polymérases et des topoisomérase I1)
Tout ceci résulte en une inhibition de la réplication de ’ADN et partant une

mort cellulaire.
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IV-2- Pharmacocinétique

IV-2-1- Absorption
Le chlorhydrate de doxorubicine est administré par voie injectable.

Une fois administrée, 5% de la dose est résorbés par le tractus gastro-intestinal

[22].

IV-2-2- Répartition

La liaison aux protéines est de 50-85%. La molécule quitte ensuite
rapidement le plasma pour se fixer sur les tissus sous forme active non
métabolisée (principalement les reins, le foie, la rate, le cceur et les poumons).
Elle ne franchit pas la barriere hémato-encéphalique, mais peut franchir la
barriere placentaire. Le chlorhydrate de doxorubicine passe dans le lait

maternel[22].

La molécule subit une élimination triphasique correspondant respectivement
au captage tissulaire, au métabolisme et au relargage de la substance a partir de
ses sites de liaison. Les demi-vies correspondantes sont de 10 a 30 minutes, de

10 heures et de 24 a 48 heures.

IV-2-3- Métabolisme
Son métabolisme reste a ce jour mal connu. Toutefois il est a noter qu’il
s'effectue a la fois au niveau du plasma et du foie (Figure 20).

Quelque soit le lieu, la doxorubicine (I) subit :

- Une transformation en molécules inactives (III et V) qui sont des
déoxyaglycones,
- une réduction en doxorubicinol (IT) qui posséde une activité anti

tumorale et retrouvée dans le plasma et dans 'urine.
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Le doxorubicinol est ensuite métabolisé en :
» Aglycone de doxorubicinol (VI) ou en
> Aglycone de déoxydoxorubicinol (IV)

L’aglycone de doxorubicinol sera ensuite métabolisé par glucuroconjugaison et
sulfoconjugaison en o-glucuronides et o-sulfates dont 1’activité reste encore a

déterminer [12]

Vi Il v

o-glucoronide and o-sulfate derivatives

Figure 20 : Métabolisme de la doxorubicine
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IV-2-4- Elimination

Elle s’effectue principalement par voie biliaire sous forme de produit
inchangé et de métabolites : 40 a 50% de la dose en 7 jours.

Des cas d’exposition accrue au doxorubicinol probablement due a la
saturation de l'excrétion biliaire de ce composé en fin de perfusion ont été
rapportés apres perfusion continue de 120 mg/m? pendant 6 heures.

La seconde voie d’¢élimination est la voie fécale : environ 50% de la dose
administrée sont retrouvés dans les féces 7 jours apres 'administration.

La voie rénale élimine quant a elle moins de 5% de la dose administrée
par voie intraveineuse en 5 jours et environ 25% en une semaine, principalement

sous forme de produit inchangé [46].

VI- ASPECTS THERAPEUTIQUES

V-1- Indications
Elles sont nombreuses en fonction de la nature du cancer. Seule, la molécule est
utilisée pour le traitement de :

- Leucémie aigue lymphoblastique .

- Leucémie aigue my¢loblastique .

- Leucémie my¢loide chronique (crise blastique) .

- Maladie de Hodgkin [46]

En association elle est utilisée selon différents protocoles pour le traitement de :
- Lymphome diffus a grandes cellules :
» Cyclophosphamide, Vincristine, Doxorubicine, Prednisone (protocole

CHOP).
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» Bléomycine, Doxorubicine, Cyclophosphamide, Vincristine, Prednisone,
Méthotrexate, avec Leucovorine comme protecteur (protocole M-

BACOP).

» Prednisone, M¢éthotrexate-Leucovorine, Doxorubicine,
Cyclophosphamide, Etoposide et Meéchloréthamine, Vincristine,

Procarbazine, Prednisone (protocole PROMACE-MOPP).

» Bléomycine, Doxorubicine, Cyclophosphamide, Vincristine, Prednisone,

Procarbazine (protocole COP-BLAM)

» Bléomycine, Doxorubicine, Cyclophosphamide, Vincristine, Prednisone

(protocole BACOP).

- Cancer du poumon a petites cellules :
La Doxorubicine est associée au Cyclophosphamide a la Vincristine, au

Cisplatine e a I’Etoposide.

- Cancer du sein métastasé :

Associée au 5-Fluorouracile et au Cyclophosphamide (protocole FAC).

- Cancer de l'ovaire
- Cancer de la vessie :
Elle est dans ce cas associée au Méthotrexate, la Vincristine et le

Cyclophosphamide (protocole MVAC).

-  Myélome multiple :

Associée a la Vincristine et la Dexaméthasone (protocole VAD).
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- Neuroblastome : Chez I'enfant.
- Sarcome d'EWING
Associée au Cyclophosphamide et a la Vincristine.

- Sarcome des parties molles :

Elle a déja été utilisée en monothérapie, notamment dans les formes
mdétastatiques, avec des réponses objectives de l'ordre de 20 %.

- Cancer de la prostate (en deuxiéme intention)

- Cancer de l'estomac (en deuxi¢me intention)

- Tumeur carcinoide (en deuxieme intention)

- Nephroblastome (en deuxiéme intention)

- Insulinome pancréatique

La molécule n’a cependant pas montré d’efficacité dans 1’insulinome
malin méme avec [I’association habituelle a la  Streptozocine.

- Sarcome de Kaposi (en deuxieme intention) [2].

V-2- Effets secondaires

Les effets secondaires imputables a la doxorubicine sont :

» Au niveau cardio-vasculaire :
Elle peut étre a 1’origine d’une cardiotoxicité de différentes manifestations.

Cette cardiotoxicité serait due a une réduction sous l'effet d'un stress
oxydatif de la transcription du gene codant la protéine transporteuse de calcium,
SERCA 2 avec :

e des troubles de la repolarisation ;
e une tachycardie sinusale ;

¢ une insuffisance cardiaque chronique :
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Celle-ci est favorisée par des doses supérieures a 550 mg/m’, et la
préexistence de facteurs de risque.

Un tel effet impliquant une surveillance ¢&chographique et
angiographique stricte.

Une insuffisance cardiaque apparaitrait chez 5 % des enfants dans
les 15 ans suivant le traitement par une anthracycline.
Une dose cumulée supérieure a 450 mg / m” constituerait un facteur de

risque.

Une extrasystole auriculaire :

Celle-ci serait potentialisée par I’hyperthermie.
La doxorubicine, en 5 cures a 3 semaines d'intervalle, ne semblerait pas
provoquer d'arythmie, méme s'il existe des antécédents de troubles du

rythme.

parfois une extrasystole auriculaire et ventriculaire potentialisée par

I’hyperthermie.

Une myocardite peut en général étre observée dans les cas de traitement
prolongé, mais peut également se voir au début du traitement et semble
étre annoncée par un microvoltage a 1'ECG et des troubles de la
repolarisation. Cette myocardite est rarement réversible.

une péricardite ;

un arrét cardiaque.

Thése pour 'obtention du dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie Page 47

SOUMAHORO ISAIE BASILE



» Au niveau hématologique
La doxorubicine est a I’origine d’une
- Aplasie médullaire
- une leucopénie
- une thrombopénie

- une anémie

» Au niveau de la peau et des muqueuses

La doxorubicine peut étre a I’origine de :

- Cancer de la peau

- Extravasation periveineuse

- une ulcération de la bouche

- une ulcération de la muqueuse nasale

- une nécrose cutanée au point d’injection

- Une modification de la coloration de la peau au niveau des paumes, des
ongles et le long des veines injectées

- Une épidermolyse aigué favorisée par une irradiation cutanée diffuse

- une stomatite

» Des troubles digestifs
Ils sont a type de :
- diarrhée
- de nausée et de vomissements qui surviennent 3 a 6 heures apres
I'injection.
» Sur I’état général du malade
- delafievre

- T’alopécie
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- Elle entraine parfois des réactions d’hypersensibilité.

» Au niveau de I’ceil
Il a été rapporté des cas d’oedemes périorbitaires, de blépharoblasme, et
de réduction de ’acuité visuelle.
La doxorubicine est aussi a l’origine de photophobies persistantes et
associée a une inflammation chronique de 1'eil avec larmoiement et/ou
conjonctivite

» Les effets d’ordre métabolique

La doxorubicine entraine une augmentation de 1’uricémie et des CPK.

» Au niveau des sécrétions, il est a noter une coloration rouge des urines

pendant 24-48 heures, apres injection.

» Au niveau des ongles, la doxorubicine est a 1’origine d’une onycholyse.

V-3- Contre-indications

» De nature physiologique
Elles concernent certains ¢états de la femme :

- La Grossesse

La Doxorubicine est embryotoxique chez I'animal.

- L’allaitement

» Contre-indications liées a des troubles hématologiques :
Il s’agit des cas de :

— leucopénie ;

— thrombopénie ;

déficit en G6PD et

— d’aplasie médullaire.

» Contre-indications liés a des troubles cardio-vasculaires :
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Seule D’insuffisance cardiaque constitue une contre-indication absolue au

traitement [46].

V-4- Posologies utilisées dans les protocoles appliqués en Cote d’Ivoire

La
doxorubicine est administrée la plupart du temps en association avec d’autres
agents anticancéreux et entre en Cote d’Ivoire dans la prise en charge de

plusieurs affections cancéreuses :

* Tumeurs malignes primitives osseuses (TPMO)
* Manifestations ORL de la maladie de KAPOSI
* Cancers du sein

* Cancers des tissus mous. ..

Pour toutes ces pathologies la posologie est de 50mg/m® de surface
corporelle a administrer toutes les 3 semaines. Dans le cas du cancer du
sein, il existe un protocole d’administration a 60 mg/m2 de surface

corporelle [38].

VII- DIFFERENTES METHODES DE RECHERCHE ET DE
DOSAGE DE LA DOXORUBICINE

VII-1- Méthodes d’identification de la doxorubicine

» Méthode 1 :
Déposer une petite quantité de substance d'essai sur une plaque de
céramique blanche et ajouter 1 goutte de formaldéhyde dans I'acide

sulfurique ; la couleur rouge-orangé¢ de la substance vire au violet[43].
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» Méthode 2 :
Dissoudre environ 2 mg de substance d'essai dans 2 ml de méthanol et
ajouter 2 ml d'eau et 1 goutte d'hydroxyde de sodium a 80 g/l; la couleur
rouge-orangé de la solution vire au bleu-violet[43].

» Méthode 3 :
Dissoudre 0,05 g de substance d'essai dans 1 ml d'eau, ajouter 5 gouttes
d'ammoniaque al00 g/l et filtrer. Acidifier le filtrat avec de l'acide
nitrique a130 g/l et ajouter 1 ml de nitrate d'argent 40 g/l ; il se forme un
précipité blanc caillebotté soluble dans I'ammoniaque a 100 g/l mais

pratiquement insoluble dans I'acide nitrique a 1000 g/1 [43].

VI-2- Méthodes de dosage de la doxorubicine

VI-2-1- Les méthodes titrimétriques

Le dosage titrimétrique a ¢té exploité par Leverge et coll. Il se fait a
I’aide a l'aide de solution d'hydroxyde de sodium 0,1N en présence de chlorure
de potassium pour la forme non chlorhydraté et directement pour le

chlorhydrate. L’indicateur coloré est la phénolphtaléine.

Dans le premier cas le chlorure de potassium est dissout dans de 1’eau

distillée et cette solution est utilisée pour dissoudre la doxorubicine [21].

VI-2-2- Les méthodes spectrales

VI-2-2-1- La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse a déja été utilisée dans de nombreux travaux
pour le dosage de la doxorubicine, notamment dans des dosages simultanés avec

d’autres agents antindoplasiques. L’exemple d’une telle application est celui des
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travaux de Sottani et coll. qui ont mis a contribution le systtme avec un
couplage CLHP pour la détection et le dosage simultané de la Doxorubicine, de
I’Ifosfamide, du Cyclofosfamide, de I’Epirubicine et de la Daunorubicine dans
I’urine. Le domaine de linéarité obtenue était de 0,2-4ug/l pour la Doxorubicine
[51].
VI-2-2-2- La spectrophotométrie d’absorption et la
spectrofluorimétrie
Pietrzak et coll. ont utilis€¢ ces deux méthodes pour le dosage de la
doxorubicine lors d’une étude d’interaction de la molécule avec I’ADN [28].
Le solvant utilisé est un mélange d’acide chlorhydrique (30 mM) et de
chlorure de sodium (50mM) a pH 7,4.
» Pour la spectrophotométrie d’absorption la longueur d’onde a été fixée a
324 nm.
» Pour la spectrofluorimétrie, les longueurs d’onde d’excitation et

d’émission ont €t respectivement fixée a 422 nm et 526 nm.

VI-2-2-4- La cytométrie de flux

Cette méthode a ¢été décrite dans des études d’évaluation d’une
combinaison anticancéreuse dans le traitement du cancer du sein. C’est le cas
avec les travaux de Serrano et coll. pour I’évaluation quantitative d’une
combinaison Gemcitabine-Doxorubicine-Paclitaxel dans les cellules mammaires

chez des patientes atteintes de cancer du sein [37].
VI-2-3- Les méthodes chromatographiques
VI-2-3-1- La chromatographie liquide haute performance

La CLHP est couramment utilisée pour le dosage de la doxorubicine dans

différentes mati¢res (pharmaceutiques ou liquides biologiques).
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Les méthodes décrites font état de 1’utilisation de détecteur a fluorescence
et de détecteur UV.

1) Ping et coll. dans leurs travaux sur le dosage de la Doxorubicine dans des
implants ont utilisé un systéme constitué¢ d’ un chromatographe liquide haute
performance et un détecteur a fluorescence avec une longueur d’onde
d’excitation fixée a 505nm et une longueur d’onde d’absorption a 550 nm.

Le systéme utilisait une phase stationnaire greffé apolaire en C18 micro
calibre et une phase mobile constituée d’Eau, d’Acétonitrile et d’Acide
acétique (80 :19 :1). Le temps de rétention de la Doxorubicine était de 2,7
minutes. Le domaine de linéarité s’étendait de 0,01 — 0,1 pg/l.

La méthode a également permis d’identifier la Daunorubicine, substance

apparentée a la Doxorubicine [29].

De nombreux autres travaux ont été effectués avec le méme systeme pour
la détermination de la concentration en chlorhydrate de doxorubicine dans
le sang. C’est le cas des travaux de Jacquet et coll. qui ont obtenu un
domaine de linéarité allant de 10 — 200 ng/ml et un temps de rétention de
10,8min [17].

La phase mobile était constituée d’acétonitrile, d’acide citrique (30/70,
v/v) ajustée a pH4 par de I’acide formique.

D’autres auteurs tels que Reossi et coll. ou encore Beijnen et coll. dans
leurs travaux sur le dosage plasmatique du chlorhydrate de doxorubicine
chez des patients atteints du Syndrome de I’Immunodéficience Acquise,

ont utilisé le méme mode de détection. [33], [5]

2) Certaines ¢tudes rapportent des méthodes utilisant comme systeme de

détection I’absorption dans 1’Ultra-violet.

Thése pour 'obtention du dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie Page 53

SOUMAHORO ISAIE BASILE



C’est ainsi que Rodney et coll ont utilisé un systetme constitué¢ d’un
chromatographe CLHP muni d’une colonne C 18 classique et d’un détecteur UV
a une longueur d’onde de 216 nm.
Le systéme utilisait une phase mobile constituée d’Acétonitrile et de
tampon phosphate (pH 6) éluée a un débit de 1ml/min [32].
Le temps de rétention de la Doxorubicine était alors de 15,61 minutes.
Le domaine de linéarité obtenu était de 0,5-5mg/1.
D’autres auteurs tels que Mikan et coll ont expérimenté le dosage par
ultra-violet aprés extraction sanguine et obtenue d’excellents résultats
avec une longueur d’onde fixée a 254 nm.

La limite de détection du composé était de 10ng/ml [24].

Pour la réalisation de nos expériences nous nous sommes inspiré des différentes
méthodes disponibles pour un dosage par CLHP et avons ainsi entrepris la mise
au point et la validation d’une méthode de dosage et son application a des

médicaments génériques.
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Notre étude s’est déroulée de Janvier a Juin 2010. Elle a été conduite dans
les laboratoires de contréle de la CIPHARM (Céte d’Ivoire Pharmacie) unité

industrielle sise a Cocody Riviera Atoban.
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I- MATERIEL

I-1- Echantillonnage

L’application de la méthode a porté sur un médicament générique en
cours d’enregistrement en Cote d’Ivoire. Elle a concerné deux lots de
médicaments dosés a 50 mg (Echantillon A) et un lot de médicaments dosés a 10
mg (Echantillon B) sous forme de lyophilisat micronisé pour préparation
injectable.

Tous les échantillons ont été mis a notre disposition par la Direction de
la Pharmacie et du Médicament.

Au total, 17 et 30 échantillons de A et 30 échantillons de B ont été

analysés, soit 77 échantillons.

Tableau II : Tableau récapitulatif de présentation des échantillons analysés

Désignation du Numéro de lot Date de péremption
médicament
A 93 06/2011
99 11/2011
B 104 01/2012

I-2- Appareillage

Les appareils utilisés sont :

v" Un chromatographe liquide a haute performance SHIMADZU composé

de :

e une pompe LC-20A

e un intégrateur CR-20A
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Ecran

d'affichage
des résultats

Réservoir de
phase mobilke

e ————

Colonne
chromatographique

Injecteur a boucle

Compartiment de
la pompe

Photographie 4 : Systétme CLHP utilisé

Une colonne de phase stationnaire C18, 254 x 4mm, de granulométrie 5
wm.

une balance Voyager OHAUS 2 10 ™ de sensibilité.

un agitateur magnétique BIOBLOCK SCIENTIFIC

un pH-meétre Mettler Toledo munit d’un enregistreur numérique
HANNA HI 98150,

Spectrophotométre d’absorption UV-2401 PC Shimadzu.

Appareil a ultrasons Bioblock Scientific Geprifte Sicheleif.

[-3- Verrerie

La verrerie classique de laboratoire a été utilisée :

Fioles jaugées :
10 ml

25 ml

50 ml

100 ml

Pipettes jaugées :

1 ml
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e 2ml

e 5Sml

e 10ml

- Une burette de 1000ml
- Un bécher de 100 ml

I-4- Produits de références et réactifs
I-4-1- Produit de référence
Le Chlorhydrate de doxorubicine de référence a été fourni par la Direction

de la Pharmacie et du Médicament.

I-4-2- Réactifs
Les réactifs utilisés sont tous de qualité analytique:

Méthyl paraben (CIPHARM)

Acétonitrile pour Chromatographie Liquide (ACI)
Acide acétique (CS DISTRIBUTION)
Eau distillée

II- METHODES

II-1- Mode de préparation du solvant de travail et des solutions
II-1-1- Préparation du solvant de travail

Le solvant de travail est constitué d’un mélange d’Eau, d’Acétonitrile et

d’Acide acétique (80/19/1, v/v/v) a pH=3.
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I1-1-2- Préparation des solutions de référence

Afin de s’assurer de I’identification du chlorhydrate de doxorubicine, un étalon
interne a savoir le méthyl paraben a ¢té ajouté au produit de référence.

50mg de chlorhydrate de doxorubicine de référence et 5 mg de Méthyl paraben
sont donc dissous dans 50ml de solution de travail pour obtenir la solution mere
a 1mg/ml de doxorubicine et 0,1mg/ml de Méthyl paraben.

1 ml de cette solution mere est introduit dans une fiole de 100 ml et on complete
au trait de jauge avec la phase mobile pour obtenir la solution de référence

10mg/1 de doxorubicine et 1mg/l de Méthyl paraben.

Les chromatogrammes ainsi obtenus seront identifi¢ suite a [’injection
respective de :

- une solution de méthyl paraben a 1mg/l dans le solvant de travail,

- une solution de chlorhydrate de doxorubicine a 10 mg/l dans le méme

solvant.

I1-1-3- Préparation des solutions essais

Elles sont préparées a partir des échantillons a analyser selon la méme
procédure que la solution de référence pour les échantillons dosés a 50mg.

Pour les échantillons dosés a 10 mg, la poudre est dissoute dans 10 ml de
solvant de travail et la solution obtenue est diluée au 1/100° comme

précédemment.

I1-1-4- Préparation de la gamme étalon

Une gamme ¢€talon est préparée pour les études de validation de méthode a partir
de la solution mere de référence a Img/ml.

Cinq niveaux de concentrations sont obtenus : 8mg/l, 9mg/l, 10mg/l, 11mg/1 et

12mg/l.
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II-2- Mise au point de la méthode
La mise au point de la méthode de dosage par chromatographie liquide
haute performance porte essentiellement sur :
1) Le choix de la longueur d’onde,
2) La composition de la phase mobile.
Cette mise au point est guidée par des travaux antérieurs effectués sur le

dosage du chlorhydrate de doxorubicine par CLHP.

II-2-1- Choix de la longueur d’onde

La longueur d’onde a été fixée par analyse spectrale. Le solvant de travail
précédemment préparé a permis de réaliser le blanc.

Le balayage des longueurs d’onde d’absorption est effectué entre 200-
600 nm. La longueur d’onde choisit est celle pour laquelle 1’absorption du

chlorhydrate de doxorubicine est maximale dans 1’ultra-violet.

I1-2-2- Choix de la phase mobile
Des essais préliminaires ont été réalisés en utilisant plusieurs mélanges de
solution :
1) Un mélange d’eau, d’acétonitrile et d’acide acétique (80,19,1,

v/viv), pH 3 tel que décrit dans les travaux de Ping et coll [29].

2) Un mélange d’eau, d’acétonitrile et d’acide acétique (75,24,1,
v/v/v), pH 3. Cette augmentation de la proportion en solvant grande
force d’élution a savoir 1’acétonitrile ayant pour objectif

I’amélioration du temps de rétention du composé.

3) Un mélange d’acétonitrile et tampon phosphate (22,75/77,25,
v/v), pH 6 tel que décrit dans les travaux de Rodney et coll. [32]
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Le tampon phosphate est préparé par dissolution de 1,1936 g de phosphate
monobasique (KH,PO,) et 0,2143 g de phosphate dibasique (K,HPO,) dans une

fiole de 1000 ml avec de I’eau distillée.

II-3- Paramétres de conformité

» Facteurs de rétention :
o Le temps de rétention (Tr) qui est le temps au bout duquel un composé est
¢lué de la colonne et détecté.
o Volume de rétention (Vr).
C’est le volume de phase mobile nécessaire pour €luer tout le composé analysé

[34].

Vr=Dx Tr |[; D= Débit d’¢lution de la phase mobile.

o La capacité (k)

kr N Tr-To _ Tr'
a To To

Il représente le coefficient de distribution du composé analysé entre la phase
mobile et la phase stationnaire.

I1 doit étre compris entre 1 et 10.

To = Temps d’élution de la phase mobile seule.

» Facteur de séparation

o La sélectivité (a)

Ce facteur exprime la distance entre les sommets de deux pics consécutifs.
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Tr2 _ k2
—=—0>1
Tr1 k1

o Larésolution (Rs)
Ce facteur exprime la distance entre deux pics voisins et évalue ainsi le degré de

séparation des composés de I’analyte.

Rs = Tr2-Trl) : Rs>2

wil+w?2

o L’efficacité
Elle est évaluée par le nombre de plateaux théoriques N. La colonne est d’autant

plus efficace que ce facteur est grand.

N=16 (%)2 ; W, = Largeur du pic a la base.

II-4- Validation de la méthode
La validation d’une méthode se définit comme étant le processus par

lequel I’on établit que les caractéristiques de la méthode correspondent a 1’usage
pour lequel elle est prévue [11].
Les critéres de validation étudiés sont les suivants :

- la linéarité

- la précision

- I’exactitude

- la sensibilité
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I1-4-1- Linéarité

Définition
La linéarité est la capacité¢ d’une méthode a fournir a I’intérieur d’un
intervalle des résultats directement proportionnels a la concentration en

substance a analyser dans 1I’échantillon [34].

L’étude de la linéarit¢ du chlorhydrate de doxorubicine a été faite sur une
gamme ¢talon obtenue par dilution de la solution meére de référence. Cing
niveaux de dilutions compris entre 8 et 12 mg/l ont été analysées chacun a trois

reprises.

A partir des résultats obtenus, les parametres suivants sont déterminés :
Coefficient de corrélation r
Coefficient de détermination r?
Equation de la droite de régression Y =a X +b.
Y=Surface des pics chromatographiques.

X= Concentration en chlorhydrate de doxorubicine de la solution analysée

(mg/l)

I1-4-2- La précision

La précision ou fidélité traduit 1’étroitesse de 1’accord (degré de
dispersion) entre une série de mesures provenant de multiples prises d’un méme
¢chantillon homogene dans des conditions précises.

La répétabilité¢ exprime la fidélité sous des conditions identiques : méme
analyse, méme équipement, méme réactif, et dans des conditions aussi stables

que possible sur un intervalle de temps court [34].
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I1-4-2-1- Répétabilité¢ d’une solution de référence de chlorhydrate de
doxorubicine

3 solutions de références a différents niveaux de concentrations (9; 10 et 11
mg/l) en chlorhydrate de doxorubicine sont analysées a 6 reprises puis les

coefficients de variation sont ensuite calculés.

100 x o
CV = c = écart type X = moyenne

11-4-2-2- Répétabilité testée sur un extrait d’un échantillon de médicament.

Un échantillon est soumis au traitement préalable puis analysé a 6 reprises
selon les conditions chromatographiques retenues. Un coefficient de variation

(CV) est ensuite calculé.

I1-4-2-3- Répétabilité de la procédure d’analyse
Six échantillons du générique sont soumis a la procédure d’analyse selon
les conditions retenues. Le coefficient de variation (CV) est ensuite calculé sur

I’ensemble des résultats obtenus.
11-4-3- Exactitude de la méthode
Définition
L’exactitude exprime 1’étroitesse de I’accord entre une valeur exacte ou

acceptée et la valeur (ou la moyenne des valeurs) obtenues en appliquant la

procédure d’analyse un certain nombre de fois [34].
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Méthode des ajouts dosés

A une quantité¢ d’échantillon correspondant & 80% en chlorhydrate de
doxorubicine, trois ajouts a différentes concentrations de solutions de référence
(1, 2, et 3 mg/l) sont effectués. Ces échantillons sont ensuite analysé a trois
reprises chacun. Les pourcentages de récupération évaluant 1’exactitude sont

calculés a partir des concentrations obtenues apres dosage avec ou sans ajout.

11-4-4- La sensibilité de la méthode

Ce terme englobe la limite de détection et la limite de quantification du composé
d’intérét pour une méthode donnée.

La limite de quantification est la plus petite concentration qui produit un
signal détectable et quantifiable c'est-a-dire qui posséde une bonne répétabilité.
Le rapport signal/bruit est estimé a 10.

La limite de détection est la plus petite concentration qui produit un signal
mais non quantifiable. Le rapport signal/bruit est estimé a 3 [34].

Les
limites de détection et de quantification ont été évaluées a partir de dilutions

successives de la solution mere de référence a 1mg/ml.

II-5- Evaluation de la teneur en chlorhydrate de doxorubicine dans les
génériques analysés

Chacune des solutions essais est analysée a deux (2) reprises dans les conditions
fixées et les moyennes des teneurs obtenues permettent de calculer un écart type
sur le lot et de comparer la valeur moyenne a la valeur de référence représentée

par I’intervalle de conformité de 5%.
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I- Mise au point de la méthode de dosage du chlorhydrate de doxorubicine

I-1- Analyse spectrale

L’analyse spectrale de la solution de référence a 10mg/l de chlorhydrate

de doxorubicine a donné des maximas d’absorption entre 200-300nm.

L’absorption maximale idéale pour la suite du travail était de 0,5296 avec

une longueur d’onde de 254 nm.
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Figure 21: Analyse spectrale du chlorhydrate de doxorubicine
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I-2- Choix de la phase mobile
Les

3 types de phases mobiles mis a I’essai ont donné les résultats suivants :

» Mélange Eau, acétonitrile, acide acétique (80,19,1, v/v/v),
pH3
Cette analyse a montré deux pics chromatographiques :
- Celui du méthyl paraben avec un temps de rétention de 7,814 min
- Celui du chlorhydrate de doxorubicine avec un temps de rétention de

12,234 min

!k/ Chlorhydrate de doxorubicine

Méthyl paraben

Figure 22 : Chromatogramme d’une solution 2 10mg/l de doxorubicine +

1mg/1 de méthyl paraben obtenu en utilisant une phase mobile

Eau, acétonitrile, acide acétique (80/19/1, v/v/v), pH 3
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» Meélange Eau, acétonitrile, acide acétique (75/24/1, v/v/v)
L’utilisation de cette phase mobile a donnée les mémes pics que précédemment
avec une amélioration des temps de rétention qui sont passé respectivement a
5,547 min et 7,776 min pour le méthyl paraben et le chlorhydrate de

doxorubicine.
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Figure 23 : Chromatogramme d’une solution témoin a 10mg/1 de

chlorhydrate de doxorubicine + 1mg/l de méthyl paraben obtenu avec une

phase mobile Eau, acétonitrile, acide acétique (75/24/1, v/v/v), pH 3
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» Un mélange Acétonitrile, tampon phosphate (22,75/77,25 ;
v/v) pH 6.

L’analyse avec une telle phase mobile n’a donnée qu’un seul pic, identifié
ensuite comme étant celui du méthyl paraben avec un temps de rétention de
7,762 min. L’élution a été arrétée au bout de 20 min sans détection du

chlorhydrate de doxorubicine.
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Figure 24 : Chromatogramme d’une solution 2 10mg/l de chlorhydrate de

doxorubicine + 1 mg/l de méthyl paraben

obtenu avec une phase mobile acétonitrile : tampon phosphate (22,75/77,25,

v/v) pH 6
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Compte tenu de ces différents résultats, la phase mobile retenue est le mélange
Eau, acétonitrile, acide acétique (75/24/1, v/v/v), pH 3.

Cette phase mobile permet en effet la détection des deux composés, le
chlorhydrate de doxorubicine et 1’étalon interne avec des temps de rétention

satisfaisants.

I-3- Conditions analytiques retenues
Les essais précédents ont permis de fixer les parametres analytiques a
savoir une analyse a réaliser avec :
- Phase stationnaire C18, 254 x 4mm d’une granulométrie de 5 um,
- Phase mobile composé d’eau, d’acétonitrile et d’acide acétique dans les
proportions 75/24/1 ,v/v/v a pH=3,
- Débit d’élution a 1ml/min,
- Détection réalisée a I’ultra violet a 254 nm.
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Figure 25 : Chromatogramme d’un échantillon du générique A
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II- Paramétres de conformité du systeme chromatographique

» Grandeurs de rétention :
o Le temps de rétention (Tr)

Tr = 7,776 minutes

« Volume de rétention (Vr)

Vr=7,8 ml

o Lacapacité (k)

k’>=5,16

Une telle valeur comprise entre 1 et 10 montre qu’il ya une trés bonne
distribution de I’échantillon entre la phase stationnaire et la phase mobile a

I’intérieur de la colonne [34].

» Grandeur de séparation

o L’efficacité de la colonne

N=1482,25

Le nombre de plateaux théoriques ainsi élevé montre que la phase stationnaire
choisit pour I’analyse est efficace pour la séparation du chlorhydrate de
doxorubicine.

o Lasélectivité (a)

o=145>1

La distance entre les sommets des deux pics obtenus est suffisante pour leur
identification [34].

o La résolution

Rs=3,14>2

Cette résolution montre que les pics de méthyl paraben et de chlorhydrate de

doxorubicine sont bien séparés.
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III- Validation de la méthode de dosage

[II-1- Linéarité de la méthode

Ce domaine de linéarité est compris entre 8 mg/l et 12mg/I.

Tableau I11: Etalonnage de la méthode de dosage

Concentration (mg/1) Surface
8 427019
9 483550
10 543225
11 591512
12 639873
y =53367x + 3365.8
—600000— =
Surfaces ¢ Sériel
200000 —— Linéaire (Sériel)
5 0 5 10 15
Concentrations (mg/L)

Figure 26 : Droite d’étalonnage des surfaces des pics en fonction de la

concentration des solutions étalons
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La méthode est donc linéaire dans un intervalle de concentration de 8 a 12mg/I1.
L’équation de la droite de régression est : Y= 53 367 X + 3 365,8
Le coefficient de détermination r* = 0,997 et le coefficient de corrélation r=

0,998.

[1I-2- Précision de la méthode

III-2-1- Répétabilité de I’analyse chromatographique

II1-2-1-1- Répétabilité des solutions de référence

Tableau I'V: Répétabilité des solutions de référence

Concentrations | Surface des | Ecart type Moyenne de la Coefficient de variation

(mg/l) pics surface des pics

479 983

482 353

473 559
9 482 847 3374,735 479751,3 0,70 %

478 844
480 922

559 695
562 305

562 288
10 558 599 2819,694 562080 0,50%

562913

566 680

606 541

601 742

608 998
11 602720 | 2697,636 605093,8 0,45%

604 254
606 308
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De telles coefficients de variation < 2% montrent que la répétabilité des

solutions de référence est satisfaisante [6].

III-2-1-2- Répétabilité d’un échantillon de générique

Tableau V: Répétabilité de I’analyse chromatographique

Surface des

Concentration pics Concentration | Moyenne des | Coefficient de
(mg/1) (mg/1) concentrations variation
629959 10,01
629456 9,99
10 636430 10,10 10,06 0,92 %
628841 9,98
642215 10,20
638849 10,15

Le coefficient de variation est de 0,92% < 2% pour I’échantillon de générique.

Cette valeur montre que la répétabilité de I’échantillon est satisfaisante [6].
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I1-2-2- Répétabilité de la procédure

Tableau VI: Répétabilité de I’ensemble de la procédure de dosage

Surface | Concentration

concentration | des pics obtenue Moyenne des Coefficient

(mg/1) (mg/1) concentrations(mg/l) | de variation
599043 9,87
605103 9,98
591918 9,75
10 594466 9,79 9,90 1,39 %

601867 9,91
615354 10,13

Le coefficient de variation de la procédure est de 1,39% < 5% et est donc

conforme a la norme ce qui signifie que la procédure analytique est répétable.
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I1-3- Exactitude de la méthode

Tableau VII: Exactitude de 1a méthode

Quantité de | Quantité de | Pourcentage | Erreur | Pourcentage | Erreur
chlorhydrate | chlorhydrate de relative de relative
de de récupération (%) récupération | moyenne
doxorubicine | doxorubicine (%) moyen (%)
ajoutée retrouvée
(mg/1) (mg/1)
1 1,03 103,00 +3
0,96 96,00 -4 97,66 -2,33
0,94 94,00 -6
2 1,98 99,00 -1
1,96 98,05 -1,95 98,66 -1,34
1,99 99,93 -1,07
3 3,08 102,60 +2,6
2,97 98,60 -1,4 98,84 -1,16
2,86 95,33 -4,67
Pourcentage de récupération moyen 98,39
(%0)
Erreur relative moyenne (%) -1,61

Les pourcentages de récupération exprimant 1’exactitude de la méthode

sont compris entre 90 % et 110 % [11].
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[1-4- Sensibilité de la méthode

Tableau VIII: Limite de quantification du chlorhydrate de doxorubicine

Surface Coefficient de
Concentration (mg/l) moyenne variation
4 224674 0,54%
2 115235 1,87%
1 54027 2,07%
0,8 43224 2,05%
0,08 4751 2,4%
0,04 Non intégrable VM

Au-dela de 2mg/l, les chromatogrammes obtenus ne sont plus quantifiable car
sur trois (3) analyses répétées par dilution le coefficient de variation est
supérieure a 2%.

La limite de quantification est donc de 2 mg/I.

Tableau IX: Limite de détection du chlorhydrate de doxorubicine

Concentration (mg/l) Surface
0,8 43224
0,08 4751
0,04 | - *)

(*) :Au-dela de 0,08 mg/l, les pics obtenus ne sont pas intégrable et le rapport
signal/bruit est estimé a 3 pour une concentration de 0,08mg/I.

La limite de détection est donc de 0,08 pg/ml.
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IV- Dosage quantitatif des échantillons

Tableau X: Teneur en chlorhydrate de doxorubicine dans le lot 93 du

médicament A :

Echantillon (n=17) Teneur obtenue Teneur (mg)

1 48,43
51,41 49,92

2 49,59
49,18 49,38

3 49,68
49,39 49,53

4 48,23
50,45 49,34

5 50,90
50,70 50,80

6 50,81
50,10 50,45

7 50,00
50,63 50,31

8 50,94
50,66 50,80

9 48,43
52,23 50,33

10 50,92
50,89 50,91

11 48,99
49,37 49,18

12 49,34
49,63 49,48

13 49,57
49,46 49,51

14 48,96
49,48 49,22

15 50,59
50,65 50,62

16 50,24
50,45 50,35

17 50,15
49,43 49,79
Moyenne 49,99
Ecart type 0,60
Quantité déclarée 50 mg

Intervalle de
conformité a 5% [47,5-52,5] mg
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Tableau XI : Teneur en chlorhydrate de doxorubicine dans le lot 99 du

médicament A.

Echantillon | Teneurs Teneur Echantillon | Teneurs Teneur
(n=30) obtenues | moyenne(mg) (n=30) obtenues | moyenne
1a15 (mg) 16 a 30 (mg) (mg)

1 49,60 16 49,78
50,36 49,98 49,29 49,54
2 49,37 17 48,40
48,66 49,02 49,10 48,75
3 49,61 18 50,00
49,60 49,61 49,07 49,54
4 51,16 19 48,22
50,00 50,59 48,65 48,44
5 49,33 20 49,92
50,12 49,73 48,96 49,45
6 49,15 21 48,97
49,97 49,57 47,96 48,47
7 49,92 22 50,19
50,22 50,08 48,07 49,14
8 56,19 23 48,80
44,94 50,57 49,32 49,06
9 49,37 24 48,93
49,83 49,61 47,94 48,44
10 48,71 25 49,61
48,09 48,41 48,40 49,01
11 48,66 26 49,06
48,73 48,70 48,89 48,98
12 53,10 27 51,75
45,21 49,16 49,15 50,46
13 49,09 28 48,91
49,11 49,11 48,19 48,56
14 51,56 29 48,46
48,10 49,84 48,51 48,49
15 48,96 30 49,26
48,99 48,99 48,89 49,08
Moyenne 49,28
(mg)
Ecart type 0,64
Quantité
déclarée
(mg) 50 mg
Intervalle
de
confiance a
5% [47,5-52,5] mg
Thése pour 'obtention du dipléme d’Etat de Docteur en Pharmacie Page 83

SOUMAHORO ISAIE BASILE



Tableau XII : Teneur en chlorhydrate de doxorubicine dans le médicament

B.

Echantillon | Teneurs Teneur Echantillon | Teneurs Teneur
(n=30) obtenues | moyenne(mg) (n=30) obtenues | moyenne
1a15 (mg) 16 a 30 (mg) (mg)

1 9,77 16 9,61
10,71 10,24 10,05 9,83
2 9,60 17 10,32
9,00 9,30 9,43 9,87
3 10,46 18 10,44
10,03 10,25 9,98 10,22
4 10,50 19 10,52
9,89 10,20 10,18 10,35
5 9,93 20 10,29
10,34 10,13 10,32 10,31
6 10,32 21 9,61
9,88 10,10 10,93 10,27
7 9,92 22 10,15
10,53 10,22 10,37 10,26
8 9,79 23 9,94
8,91 9,35 10,53 10,23
9 8,96 24 10,28
10,17 9,57 10,20 10,24
10 9,59 25 9,59
9,53 9,56 9,59 9,60
11 9,54 26 10,31
9,69 9,62 10,27 10,30
12 10,47 27 10,44
10,02 10,25 10,00 10,22
13 10,25 28 10,19
9,42 9,84 10,21 10,20
14 9,91 29 9,12
9,83 9,87 10,05 9,60
15 9,80 30 9,92
9,77 9,78 10,50 10,21
Moyenne 9,99
(mg)
Ecart type 0,31
Quantité
déclarée
(mg) 10 mg
Intervalle
de
confiance a
5% [9,5-10,5] mg
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I- Méthode d’analyse

I-1- Analyse spectrale

Pour notre étude il était important de déterminer une longueur d’onde
d’absorption permettant une absorption maximale du chlorhydrate de
doxorubicine.

Une telle approche ayant pour but d’obtenir une quantification optimale
du composé. Les données recueillies dans la pharmacopée européenne ont
montré une longueur d’onde de 254 nm et les études de Rodney et coll. une
longueur d’onde de 216 nm [32].

L’analyse spectrale effectuée par balayage sur une plage de 200-600 nm a
donnée des résultats similaires avec des maximas d’absorption a 234 et 254 nm.

La longueur d’onde a donc été fixée a 254 nm pour la suite des analyses.

I-2- Choix de la phase mobile

Afin d’obtenir des temps de rétention plus réduit, la phase mobile a été
¢laborée selon des travaux antérieurs effectués sur le chlorhydrate de
doxorubicine par Rodney et coll. [32] et par Ping et coll. [29].

Les temps de rétention obtenus était de :

» 12,234 min avec un mélange eau, acétonitrile, acide acétique
(80/19/1, v/v/v pH 3)

» 7,776 min avec un mélange eau, acétonitrile, acide acétique
(75/24/1, v/v/v pH 3)

» Le mélange acétonitrile, tampon phosphate (22,75/77,25, v/v
pH 6) utilisé€ par Rodney et coll. n’a pas permis la détection de
la doxorubicine dans les conditions fixées.

La phase mobile finalement retenue est le mélange d’eau, d’acétonitrile et

d’acide acétique dans les proportions (75/24/1 ; v/v/v) a pH=3 car le temps de
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rétention du composé est satisfaisant avec une bonne séparation des pics du

méthyl paraben et du chlorhydrate de doxorubicine (Figure 23).

I-3- Conditions d’analyse

Pour le dosage du chlorhydrate de doxorubicine, nous avons donc utilisé
une phase stationnaire C 18 254 x 4mm de 5Sp de diameétre, une phase mobile
eau, acétonitrile, acide acétique (75/24/1, v/v/v), pH 3, a un débit d’élution de

Iml/min et une détection du composé en ultra violet a 254 nm.

II- Parameétres de conformité

II-1- Facteurs de rétention

> Le temps de rétention
Le temps de rétention de 7, 7 min obtenue dans les conditions analytiques fixées
est inférieur a celui obtenu dans les travaux de Rodney et coll. (17,50 min). Ce
temps de rétention est pourtant supérieur a celui obtenu dans les travaux de
Chin et coll. [9] (4,8 min) avec une phase mobile acétate de sodium :acétonitrile
(72/28, v/v).
La méthode mise au point permet donc une élution relativement rapide du
composé.

» Le volume de rétention
Il est de 7,8 ml.

» La capacité (k)
La valeur de 5,16 a démontré qu’il y avait une bonne distribution de

I’échantillon entre la phase stationnaire et la phase mobile utilisée.
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II-2- Facteurs de séparation

» La sélectivité a
Elle est supérieur a 1 et démontre une bonne séparation des pics de la solution
analysée.

» Larésolution Rs
Elle est supérieure a 2. La méthode choisit permet donc une séparation nette
entre 1’étalon interne (le méthyl paraben) et le chlorhydrate de doxorubicine.

» L’efficacité
Le nombre de plateaux théoriques est €élevé (1482,25) et démontre que la phase

stationnaire choisit est efficace.

Les différents parametres de conformité analysés sont satisfaisants, le
systéme chromatographique est donc adapté a 1’analyse du chlorhydrate de

doxorubicine.

III- Validation de la méthode de dosage

ITI-1- Linéarité de la méthode

Les coefficients de détermination (r*= 0,997) et de corrélation (r= 0,9985)
sont proche de 1. Les valeurs de ces parametres attestent d’une linéarité
satisfaisante avec un domaine de linéarité qui s’étend de 8 mg/l a 12 mg/1 contre
un coefficient de détermination (r>= 0,9883) dans les conditions utilisées dans
les travaux de Rodney et coll. (2003) pour un systeme de détection UV avec un

domaine de linéarité de 0,5 a 5 mg/1 [32].
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III-2- Précision de la méthode

La répétabilité de la solution de référence donne des coefficients de
variation de 0,70% ; 0,50% et 0,45%, satisfaisants car la norme exige un
coefficient de variation inférieur a 2% [11].

La répétabilit¢ de 1’analyse d’un échantillon donne un coefficient de
variation de 0,92% conforme aux normes car inferieur a 2% [11].

La répétabilité de la procédure d’analyse d’un échantillon A donne un
coefficient de variation de 1,39%.

Ces résultats sont conformes aux normes car inferieur a 5% [11] et sont proche
de ceux de Ping et coll. (1,9%) [29].
Ces résultats sont meilleurs que ceux obtenus par Chin et coll. qui ont obtenus

des coefficients de variation autour de 10% [9].

II1-3- Exactitude de la méthode
Les pourcentages de récupération de la méthode (97,66%, 98,66% et
98,84%) sont conformes a la norme car compris entre 90 et 100%.Nos résultats

sont proches de ceux de Ping et coll. qui ont rapporté des valeurs de 98,09% ;

99,20% et 98,66% [29].

[11-4- Sensibilité¢ de la méthode

La limite de quantification est de 2 mg/l et en dessous de cette
concentration, les résultats obtenus ne sont plus répétables.

La limite de détection est de 0,08 pg/ml. Cette valeur est proche de celle
de Rodney et coll. qui ont obtenu une limite de détection de 0,1 pg/ml mais
largement inférieure a celle de Gavenda et coll. qui ont obtenu une limite de
détection correspondant a 0,5 pg/l avec une phase mobile constituée d’un

mélange méthanol/tampon phosphate (40/60). [32], [14].
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Les travaux de Ping et coll. ont cependant démontré une meilleure
sensibilité avec une limite de détection de 0,0015 pg/ml ces derniers ayant
utilisé un détecteur fluorimétrique.

Les résultats des critéres de validation ont justifié¢ 1’application de cette
méthode au dosage quantitatif des médicaments a base de Chlorhydrate de

doxorubicine.

IV- Application de la méthode a D’analyse de génériques a base de

chlorhydrate de doxorubicine.

Toutes les formulations de Chlorhydrate de doxorubicine ont été
analysées par chromatographie liquide selon la méthode validée précédemment
décrite. L’analyse de ces médicaments génériques a donnée les résultats

suivants :

IV-1- Analyse qualitative

Le chlorhydrate de doxorubicine a bien ét¢ mis en évidence dans chacun

des échantillons analysés.

IV-2- Analyse quantitative

Tous les lots de médicaments examinés ont une teneur moyenne en
chlorhydrate de doxorubicine comprise dans I’intervalle de conformité.
Pour les médicaments dosés a S0mg cet intervalle de conformité se situait entre

[47,5-52,5]mg et pour ceux dosés a 10mg, il se situait entre [9,5-10,5] mg [28].
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L’étude réalisée a permis de mettre au point une méthode de dosage

rapide et sensible du chlorhydrate de doxorubicine.
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Cette méthode utilise :

- une phase stationnaire C 18 ; 254 x 4 mm de Spum de diamétre,

- une phase mobile constituée d’eau, d’acétonitrile et d’acide acétique
(74/24/1, v/v/v) a pH=3,

- un débit de 1ml/min,

- une détection UV a 254 nm.

Les parametres de conformité et les tests de validation ont montré que
cette méthode peut étre appliquée au dosage du chlorhydrate de doxorubicine
dans des formes médicamenteuses.

L’application de cette méthode a des médicaments sous forme de poudres
pour préparation injectable a permis de contribuer au controle de génériques a
base de Chlorhydrate de doxorubicine en cours d’enregistrement en Cote
d’Ivoire. Ainsi, trois médicaments génériques ont été analysés dont deux étaient

dosés a 50mg et un a 10mg.

Du point de vue qualitatif, les médicaments analysés au cours de notre
¢tude contiennent tous le principe actif.
Du point de vue quantitatif, les teneurs moyennes pour chaque lot sont toutes

conformes aux normes pharmaceutiques.
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A LA DIRECTION DE LA PHARMACIE ET DUMEDICAMENT

Au vue des résultats obtenus sur les différents échantillons, nous pouvons
avancer que les lots de produits analysés sont tous conformes aux normes en

vigueur aussi bien du point de vue qualitatif que quantitatif.

AUX LABORATOIRES DE CONTROLE

— Prendre en compte la méthode proposée pour le contréle de la qualité en

routine des médicaments a base de chlorhydrate de doxorubicine

— La méthode mise au point est applicable a toutes les formes galéniques

existantes pour le produit.

A LA POPULATION

- Les médicaments génériques analysés sont de la qualité requise et peuvent
donc étre utilisés dans le cadre d’une thérapie comprenant la
doxorubicine.

- Consulter régulierement un médecin spécialis¢ tout au long de la thérapie

pour détecter et prévenir les risques d’apparition d’effets secondaires.
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ANNEXE I : Chromatogramme du méthyl paraben dans les conditions retenues

pour I’expérience
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ANNEXE II : Chromatogramme du mélange méthyl paraben + échantillon de

générique
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ANNEXE III: Chromatogramme obtenu en utilisant une phase mobile avec

19% d’acétonitrile
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ANNEXE IV : Superposition des chromatogrammes de 1’étalonnage.
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Résumé

La doxorubicine est I’'une des molécules les plus utilisées en

chimiothérapie anticancéreuse en Cote d’Ivoire.

Une méthode par Chromatographie Liquide haute Performance
simple et sensible a été développée pour le dosage du chlorhydrate de

doxorubicine dans des lyophilisats pour préparation injectable.

Cette méthode utilise une phase stationnaire C18 (250 x 4,6mm)
et une détection dans 1’ultra-violet a 254nm. La phase mobile utilisée est
un mélange eau, acétonitrile, acide acétique (75/24/1 ; v/v/v ; pH 3.0)
avec un débit de 1ml/min. le méthyl parabéne a été utilisé comme étalon
interne. Le temps de rétention obtenu pour la doxorubicine édtait de
7,7min, avec une limite de quantification de 2mg/l et une limite de

détection de 0,08 pg/ml.

La méthode a ensuite ¢été validé et la linéarité, la précision et
I’exactitude étaient toutes satisfaisantes pour permettre son application

au dosage de la doxorubicine dans des matrices médicamenteuses.

Cette méthode a permis de mettre en évidence et de doser le
compos¢ dans des génériques en cours d’homologation et ainsi de

contribuer au controle de leur qualité.

Mots clés: doxorubicine, Chromatographie Liquide haute
Performance, ultra-violet, lyophilisat pour préparation injectable,

génériques.




