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RESUME

En Cobte d'lvoire, plus de 12000 cas de cancer ahteéregistrés avec prés de 500 nouveaux cas
chaque année. Un programme national de lutte cdmtmancer a développé des stratégies permettant au
patients de disposer de traitements efficacesnsbiadres codts. Un accent a été mis sur |'appaviEment
des pharmacies hospitalieres en médicaments géréri@nticancéreux a base de chlorhydrate de
doxorubicine, utilisé en polychimiothérapie avéautres médicaments dans les protocoles thérapmsign
vigueur en Coéte d’'lvoire. Une méthode de dosagechlorhydrate de doxorubicine par chromatographie
liquide a été validée. Les résultats des criteeesatidation ont été définis. C'est une méthode Erapmettre
en ceuvre pour le dosage de routine du chlorhydtateloxorubicine. Elle a été appliquée au dosage du
chlorhydrate de doxorubicine dans 77 médicamemerggues anticancéreux. La teneur en chlorhydrate d
doxorubicine dans ces médicaments a été conformepcifications des fabricants.
© 2016 International Formulae Group. All rights mrged.
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A validated HPLC assay method for doxorubicin hydrahloride cancer drug
in lyophilised powder for injection preparation
ABSTRACT
In Coéte d'lvoire, more than 12000 cancer cases haea recorded, with almost 500 new cases each
year. A national program develops strategies fdiepts to have effective and cheap treatments.idabat

emphasis was placed on supplying hospitals withoddicin hydrochloride based cancer drugs, used in
chemotherapy with other drugs in the therapeutamaqmols of Cote d'lvoire. A doxorubicin hydrochlagid
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dosage method by liquid chromatography was devel@pel validated. The results of the validationecid
have been defined. The developed method is simplaglement in routine control. It has been apptiedhe
determination of doxorubicin hydrochloride in 77 tiazancer generic drugs. The content of these
pharmaceuticals formulation (lyophilised Powderetition) of doxorubicin hydrochloride determined wias
good agreement with the manufacturers' specifinatio
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INTRODUCTION Clest ainsi gu’'une politique
Depuis plusieurs années, le cancer d’approvisionnement des centres de traitement
demeure un véritable probléeme de santé en médicaments génériques a été mise en
publique. Il constitue I'une des principales place. Elle a rendu disponibles et accessibles
causes de mortalité dans le monde (Jaryum, les médicaments anticancéreux dans les
2008). En 2012, les maladies cancéreuses ontcentres hospitaliers. L'accent a été mis sur le
fait pres de quatorze (14) milions de chlorhydrate de doxorubicine (Figurel) qui est
nouveaux cas et 8,2 millions de déces. Plus de utilisé dans le traitement de manifestations
60% des nouveaux cas de cancer sont néoplasiques (Lucas et al, 2016) de
retrouvés en Afrique, en Asie, en Amérique différentes sortes, seule ou en
centrale et latine, (Stewart, 2015). En Co6te polychimiothérapie dans les protocoles
d’lvoire, plus de 12000 cas de cancer ont été thérapeutiques en  vigueur. Plusieurs
enregistrés avec plus de 500 nouveaux cas médicaments génériques a base de
chaque année (Echimane et al., 2000 ; Effi et chlorhydrate de doxorubicine ont été mis a la
al.,, 2013). Les colts élevés des traitements disposition des malades dans les centres de
anticancéreux ont pendant plusieurs années soins en Cote d’lvoire. Cependant, la qualité
rebuté les malades de sorte que les traitementsdes médicaments génériques dispensés aux
étaient dans la plupart des cas amorcés a desmalades demeure une nécessité a considérer.
stades tres avancés de la maladie (Toure et al.,En effet, 'OMS a rapporté qu'un quart des
2013). Plus de 70% de cas de cancer sont médicaments distribués dans les pays en
dépistés  tardivement (Stewart, 2015), développement sont de mauvaises qualités
entrainant de graves conséquences cliniques. (WHO, 2003; Almuzaini et al., 2013). Ces
De fait, pour améliorer les conditions de prise médicaments sont des spécialités
en charge de la maladie cancéreuse, un pharmaceutiques et des génériques contrefaits
programme national de lutte contre le cancer (Ba, 2006). Dans ce contexte, il apparait
(PNLCa) a été mis en place depuis juin 2007 indispensable d'effectuer un contrdle de
par le ministere en charge de la santé de Céteconformité de la substance active
d’'lvoire. Ce programme a élaboré des (chlorhydrate de  doxorubicine) avant
stratégies permettant aux patients de disposerl'administration aux malades.
de traitements efficaces a moindre co(t Cet article décrit une méthode
(Touré et al., 2013). d'analyse chromatographique de routine du
chlorhydrate de doxorubicine validée pour un
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contrdle de routine des lots de médicaments
disponibles en milieu hospitalier.

MATERIEL ET METHODES
Réactifs, substances de
échantillons

L’acétonitrile, et l'acide acétique
provenaient d’ACI chemicals (Asie). La
poudre de chlorhydrate de doxorubicine
provenait de Sigma-Aldrich (France). L'eau
désionisée a été utilisée. Tous les réactifs
utilisés étaient de qualité analytique. L'étude a
porté sur deux marques de médicaments
anticancéreux a base de chlorhydrate de
doxorubicine, présentés sous forme de
lyophilisats micronisés pour préparation
injectable. Les deux marques ont été codifiées
échantillon A et échantillon B au cours de
I'étude. Deux (02) lots (lot 1 et lot 2) pour
I'échantillon A dosé a 50 mg/ml et un (01) lot
pour I'échantillon B dosé a 10 mg/ml ont été
obtenus. Soixante-dix-sept (77) échantillons
dont 47 flacons pour I'échantillon A (17
flacons du lot 1 et 30 flacons du lot 2), et 30
flacons pour I'échantillon B ont été analysés.

référence et

Equipements et solutions

Le matériel était composé d’'une chaine
de chromatographie liquide haute
performance (Waters, USA), d'une étuve
(Prolabo, France), d'une balance de précision
(Sartorius, France), d’'un agitateur magnétique
(Bioblock Scientifique, France), d'un pH-
metre  (Metler Toledo, France), d'un
spectrophotomeétre d’absorption uv
(Schimadzu, France) et de verreries classiques
de laboratoire.

La solution de référence du
chlorhydrate de doxorubicine a été préparée
en dissolvant 50 mg de poudre de
chlorhydrate de doxorubicine dans une fiole
jaugée de 50 ml avec une solution de
dissolution constituée du mélange
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eau/acetonitrile/acide acétique (75/24/1 viviv).
Le mélange a été effectué a l'aide d'un
agitateur magnétique a 400 tours/min pendant
15 minutes. Une solution concentrée
contenant 1 mg/ml de chlorhydrate de
doxorubicine a été obtenue. Ensuite une
gamme étalon de chlorhydrate de
doxorubicine a 5 niveaux de concentration (8
pag/ml, 9 pg/ml, 10 pg/ml, 11 pg/ml, 12

pg/ml) a été obtenue par dilution de la
solution de chlorhydrate de doxorubicine

concentré a 1 mg/ml avec la solution de
dissolution.

Les échantillons A et B dosés a 50
mg/ml et a 10 mg/ml ont été dissous
respectivement dans 50 ml et dans 10 ml de la
solution de dissolution. Les solutions obtenues
ont été agitées a 400 tours/min pendant 15
minutes, puis diluées au 108 avec la
solution de dissolution pour obtenir une
concentration de 10 pg/ml en chlorhydrate de
doxorubicine.

Conditions opératoires

Les conditions d’analyse
chromatographique ont été définies et
optimisées. La longueur d’'onde d’absorption a
été  obtenue par  spectrophotométrie
d'absorption UV suite a un balayage de
longueur d’onde d’absorption entre 200 nm et
600 nm réalisé sur la solution de référence
dosée a 1 mg/ml de doxorubicine . La phase
stationnaire était constituée d’'une colonne
C18 (245 mmx4 mm, 5 um). La phase mobile
a été obtenue en comparant deux solutions du
mélange eau/acétonitrile/acide acétique de
différentes proportions. Une solution de
proportion 80/19/1 viviv (Ping et al., 1999) et
une solution de proportion 75/24/1 viviv, a
pH 3. Le débit a été fixé a 1 mi/min.

Validation de la méthode

Les criteres de validation de la
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méthode pour l'analyse des échantillons de
chlorhydrate de doxorubicine ont été la
linéarité, la répétabilité, I'exactitude, la limit
de détection et la limite de quantification
(Badea et al., 2005; ICH Harmonised
Tripartite, 2005; Briot et al., 2016). La
linéarité a été déterminée (n=3) sur une
gamme d’étalons de solution de référence de
concentration en chlorhydrate de doxorubicine
comprise entre 8 pg/ml et 12 pg/ml. La
répétabilité (n=6) sur la solution de référence
de chlorhydrate de doxorubicine et sur un
échantillon de générique de chlorhydrate de
doxorubicine concentré a 10 pg/ml a été
réalisée. L'exactitude (n=3) a été déterminée
par la méthode des ajouts dosés sur la solution
de référence concentrée a 8 ug/ml. Les limites
de détection et de quantification ont été
évaluées a partir de dilutions successives de
solutions de référence de chlorhydrate de
doxorubicine.

Application de la méthode

La méthode validée a été appliquée au
dosage des échantillons de chlorhydrate de
doxorubicine dans les échantillons prélevés.
Chaque échantillon a été analysé en double
dans les conditions fixées. Les valeurs
moyennes des concentrations de chlorhydrate
de doxorubicine obtenues ont été comparées
aux spécifications des fabricants.

RESULTATS

L'analyse de la solution de référence
de chlorhydrate de doxorubicine au
spectrophotomeétre UV, a révélé des maxima
d’absorbance entre 200 nm et 300 nm (Figure
2). La longueur d'onde de 254 mn a été
retenue pour la suite de I'étude. Concernant le
choix de la phase mobile, I'analyse de la
solution de référence avec pour phase mobile
le mélange eau/acétonitrile/acide acétique
(80/19/1 wviviv) a pH3 a révélé sur le
chromatogramme obtenu le pic du
chlorhydrate de doxorubicine a 12,234 min.
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En outre L'analyse de la solution de référence
avec pour phase mobile le mélange
eau/acétonitrile/acide acétique (75/24/1 viviv)
a pH3 a révélé sur le chromatogramme
obtenu, le pic du chlorhydrate de doxorubicine
a 7,776 minutes (Figure 3). La phase mobile
constituée du mélange eau/acétonitrile/acide
acétique (75/24/1 viviv) a pH 3 a été retenue
pour la suite des analyses. En ce qui concerne
la validation de la méthode, le domaine de
linéarité a porté sur des concentrations en
chlorhydrate de doxorubicine comprises entre
8 ug/ml et 12 pg/ml avec une droite de
régression Y=53367X-3365,8 (Figure 4) et un
coefficient de détermination dé=0,997. Les
coefficients de variations obtenus a l'issue de
I'étude de répétabilité sur les concentrations
de 9 pg/ml, 10 pg/ml et 11 pg/ml de la
solution de référence ont rapporté des
coefficients de variation (CV) de 0,70%,
0,50% et 0,45%. La répétabilite sur
I'échantillon de concentration 10 pg/mL a
révélé un CV de 0,92% (Tableau 1). Le
pourcentage moyen de récupération obtenu,
exprimant I'exactitude a été de 98,49%
(Tableau 2). Les limites de détection et de
quantification ont été respectivement de 0,08
pag/ml et de 0,8 pg/ml.

Les conditions d’analyse optimums
utilisant une phase stationnaire C 18 (254 mm
X 4 mm, 5um), une phase mobile composé du
mélange  eau/acétonitrile/acide  acétique
(75/24/1, viviv, pH 3), un débit d’élution de 1
ml/min et une longueur d’onde de détection de
254 nm ont été appliqués aux dosages du

chlorhydrate de doxorubicine dans les
échantillons A et B (Tableau 3). Les

concentrations en chlorhydrate de
doxorubicine ont été conformes aux

spécifications (ICH Harmonised Tripartite,

2005). Elles sont comprises dans les
intervalles de conformité définis entre [49,5-
50,5] mg/l pour les échantillons dosées a 50
mg/ml et [9,5-10,5] mg/l pour les échantillons

dosées a 10 mg/l (Pietrzak et al., 2003).
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Figure 1: Structure chimique de la doxorubicine.
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Figure 2: Spectre d'absorption UV du chlorhydrate de doxmink.
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Figure 3: Chromatogrammes d’'une solution de référence a nifdl de chlorhydrate de
doxorubicine avec pour phase mobile (A) le mélagaa@/acétonitrile/acide acétique (80/19/1 viviv)
a pH 3. (B) le mélange eau/acétonitrile/acide goéti(75/24/1 viviv) a pH 3.
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Figure 4 : Linéarité des concentrations de chlorhydrate deddicine.

Tableau 1 : Répétabilité de la méthode sur des concentratiensolution de chlorhydrate de
doxorubicine.

Répétabilité Concentrations Moyenne de la Ecart type Coefficient de
(n=6) (mgll) surface des pics variation
Solution de 9 479751,3 3374,735 0,70%
référence 10 562080 2819,694 0,50%

11 605093,8 2697,636 0,45%

Echantillons de
médicament 10 9,90 1,39%

Tableau 2 : Exactitude de la méthode sur des concentrationdadsolution de référence du
chlorhydrate de doxorubicine.

Quantité de chorhydrate de Pourcentage de récupération Pourcentage de récupération

doxorubicine ajoutée (ug/ml) (%) moyen (%)
1 97,66

2 98,99 98,49

3 89,84

Tableau 3: Teneurs en chlorhydrate de doxorubicine des éitloaustanalysés.

Numeéro d’échantillon Teneur Teneur Teneur

(n=30) moyenne moyenne moyenne
Echantillon A Echantillon A Echantillon B
Lot 1 (50mg/l) Lot 2 (50mg/l) (10mg/l)

Concentration 49,99 49,28 9,99
moyenne

Ecart type 0,60 0,64 0,31
CV% 1,2 1,29 3,1
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DISCUSSION

Le contréle des médicaments
anticancéreux a base de chlorhydrate de
doxorubicine par chromatographie liquide
dans les conditions retenues a révélé le pic du
chlorhydrate de doxorubicine a 7,776
minutes. Ce temps de rétention se rapproche
des spécifications de la pharmacopée
européenne (2011) qui rapportent un temps
de rétention de 8 minutes.

Dans le but d'obtenir des temps de
rétention réduits pour des temps d'analyses
plus courts a moindre codt, le mélange
eau/acétonitrile/acide acétique de proportion
75/24/1, viviv a pH 3, a été retenu comme
phase mobile d'analyse car le temps de
rétention obtenu pour le chlorhydrate de
doxorubicine (7,776 minutes) a été
satisfaisant contrairement aux travaux de
Larson et al. (2003) qui ont rapporté un
temps de rétention plus long (15 minutes).
De plus, les solvants que compose cette
phase mobile sont d’'usage courant, pouvant
ainsi réduire le col(t des analyses dans le
cadre de contrdle de routine.

Les résultats des critéres de validation
de la méthode que sont la linéarité, la
répétabilité et [I'exactitude ont été
satisfaisants. Le domaine de linéarité a été
mis en évidence avec une droite de
régression (Y=53 367X-3365,8) et un
coefficient de  détermination (0,997)
significatifs. Les coefficients de variations
obtenus a l'issue des tests de répétabilité pour
les solutions de référence (0,70%, 0,50%,
0,45%) et pour I'échantillon de générique
(0,92%) ont été conformes a la norme (2%).
Le pourcentage moyen de récupération
(98,49%) obtenu, exprimant I'exactitude a
été conforme a la norme comprise entre 90%
et 110%. Les limites de détection et de
guantification obtenues ont rapporté des CV
(2,05% et 2,4%) satisfaisants (ICH
Harmonised Tripartite, 2005; Farooqui et al.,
2010; Sharmin et al., 2016).

Le dosage des médicaments a base de
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chlorhydrate de doxorubicine dans les
échantillons prélevés a montré que le
chlorhydrate de doxorubicine a été identifié
dans tous les échantillons analysés. Les
concentrations moyennes en chlorhydrate de
doxorubicine ont été conformes aux
indications des fabricants. Les résultats
obtenus attestent de la bonne qualité des
médicaments a base de chlorhydrate de
doxorubicine utilisés dans les structures
sanitaires de la Cote d’lvoire. Cette méthode
contribuerait a assurer la conformité des lots
de médicaments a base de chlorhydrate de
doxorubicine avant Il'administration aux
malades et a détecter les contrefagcons qui
pourraient circuler en milieux hospitaliers
(Hollein et al.,, 2016 ; Krakowska et al.,
2016). Elle pourrait concourir  a
l'instauration systématique de contrble post-
distribution de médicaments anticancéreux a
base de chlorhydrate de doxorubicine de
Céte d'lvoire. En outre, dans le cadre du
suivi clinique des malades traités, cette
méthode de limite de quantification faible
(0,08 pg/mL) pourrait étre utilisée pour le
dosage de la doxorubicine dans les liquides
biologiques aprés la mise en ceuvre dune
procédure d’extraction adaptée (Al-Abd et
al., 2009).

Conclusion

La présente étude a permis de mettre
au point une méthode chromatographique de
dosage du chlorhydrate de doxorubicine en
routine. Les parameétres de de validation de la
méthode ont révélé que la méthode constitue
un moyen de contréle de la conformité des
teneurs en chlorhydrate de doxorubicine dans
les formulations pharmaceutiques.
L'application de la méthode a l'analyse de
médicaments génériques a base de
chlorhydrate de doxorubicine a révélé que les
teneurs en substances actives de ces
échantillons  étaient  conformes  aux
spécifications des fabricants. Cette méthode
peut étre donc proposée aux structures en
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charge du contrdle de qualité des
médicaments pour le contréle de routine des
médicaments anticancéreux a base de
chlorhydrate de doxorubicine en milieu
hospitalier.
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