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INTRODUCTION

Les maladies cardio-vasculaires constituent la gmentause de mortalité dans
le monde. En effet, avec un nombre de déces atteigas 17,5 millions par an, elles
représentent 30% de la mortalité mondiale [1, B]fait expliquant leur importance en
matiere de santé publique.Ne faisant pas exceptu®ia, Madagascar y trouve aussi un
fléau pour sa population, avec un taux de prévaleiecces maladies atteignant les 39%
en 2014 [3].

La recherche pour la couverture universelle enésdig@ssor des médicaments
génériques ou encore l'octroi du droit de substituiau pharmacien entrent dans la
contribution pour I'amélioration de la prise en @médicamenteuse de ces maladies.
En effet, les probléemes d’acces aux soins dont egumatiere de codt, ou encore les
ruptures de stock en médicaments peuvent étresenidéamment par la substitution par
les médicaments génériques.

Cependant, les données portant sur le marché dgpeede médicaments, en
particulier dans les pays en voie de développenieaitent d’'une part au chaos de
I'opinion publique; et d’autre part a la remisecause de la qualité de la prise en charge
par nous autres professionnels de la santé [4-8]plDs, le défaut ou le colt des
matériels et réactifs de laboratoire appropriéstituent un frein pour ceux qui désirent
apporter des éléments de réponsea ces questioniseomgrternant la qualité de ces
copies de médicaments. C’est le cas de I'amlodjpinemédicament antihypertenseur
couramment prescrit pour les patients Malagasy. sbhstance de référence,

indispensable pour son contrdle qualité, n’estdissonible dans le pays.

La question se pose alors : la comparaison d’AME@Rses génériques est-elle

possible,en absence du produit de référence dares pays?

Notre objectif principal est de comparer la qualtitémique d’AMLOR® et
AMLOPRES”®, une premiére étape de I'étude de bioéquivalente ées médicaments
génériques & base d'amlodipine par rapport & AMEORour I'atteindre, il faut

préparer la substance de référence, vérifier satguat I'identifier chimiquement, et



mettre au point une méthode de dosage de cetteasubsCes quatre étapes constituent
nos objectifs spécifiques.

Cet ouvrage présente trois grandes parties.

- Quelques rappels sur les médicaments génériguele droit de substitution,
sur les méthodes chimiques d’analyse et sur I'aipioe seront exposés dans
la premiere partie.

- Les méthodologies utilisées lors de nos expériniens et les résultats
obtenus seront détaillés dans la deuxieme patrtie.

- Ces résultats seront discutés dans la troisieméiepalous émettons
également quelques recommandations par rapportsarésultats dans ce

chapitre.
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I. MEDICAMENT GENERIQUE
1. Définition

On entend par médicament générique, ou copie ducamadnt de référence,
tout médicament préparé a I'avance, dont le optexipes actifs ne sont plus ou ne
sont protégés par un brevet. De plus, sa bioéaneal a été démontrée par des études
de biodisponibilitéappropriées [9, 10]. L'expiratidu brevet du médicament princeps,

permettant la production de ses génériques, es¢pi€e dans Rigure 1

LA GENESE D'UN MEDICAMENT £ 5 ans
i} 5 ans 10 ans 15 ans 20 ans maximum
| [ e ——
CHNE N ?
]?;DD 100 | il (P
mal cules A rg:'“:::{is ,.i "3 - __ o
A, udie .
l'-L.IdI . e : 10 candidats 1 médicament
médicaments ——
—
Dépat du brevet | Expiration du brevet |
[celui-ci entre dans E
le domaine public) .
Recherche Tests Recherche PFrocédures Phase de commercialisation =
exploratolire préclinigues clinique administratives et pharmacovigilance g
{prix, remboursement, -
autorisation de mise L

suf e marche )

Figure 1 : Cycle administratif de vie d’'un médicamat
Source Les Entreprises du Médicament. Cycle d’'un médicamdfEM, 2013.
Consultable a 'URL:_http://www.leem.org/node/5370onsulté le 01/09/2014].[11]

2. Types

Selon leur formulation, on distingue trois typesnkdicaments génériques [12] :

« La copie-copie auto-générigue ou encore générigue intégral est |
copieconforme du médicament original: méme prin@ptf, méme quantité,
méme forme galénique et mémes excipients.

* Le médicament similaire présente exactement la méme composition que le

médicament de spécialité a la difference des extipi



* Le médicament assimilableou équivalent par contre, differe du princeps soit
par sa forme galénique, soit par la forme chimiqueprincipe actif (différents
sels).

Ces génériques doivent dans tous les cas prouwebi@équivalence avec le princeps.

D’autre part, il existe d’autres types de prépareti qui se distinguent des
médicaments génériques. Lene-too» est un médicament completement différent du
médicament de référence mais ayant la méme indicdti3]. Le générique est a
différencier dumédicament en co-marketing cas ou une méme molécule dont le
brevet n'a pas encore expiré, est commercialisémé@mne temps par deux laboratoires
différents sous des dénominations différentes [14].

Enfin, ce terme ne désigne pas mBdicament de contrefaconqui est plutdt

une copie non autorisée [5, 6].

3. Dénominations

Le médicament générigue se reconnait par sa déatiom. Il peut s’'agir de la
dénomination commune internationale (DCI) de la éoole suivie du nom du
laboratoire génériqueur, d’'un nom de fantaisie isuilu suffixe “Gé”, ou encore d’un

nom de fantaisie pour le générique dit de marqiie [9

4. Essor des médicaments générigues

La vente des médicaments génériques a connu urssamoe constante dans le
marché mondial. Elle a été accélérée par I'octrodbit de substitution au pharmacien
au début des années 2000, et a été fortement dmem 2011 face a la concurrence des
génériques de marque et les actions des laboratiiuéaires des princeps [15]. Cette

évolution est illustrée par Bigure 2
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Evolution du marché des génériques
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Figure 2 : Evolution du marché des médicaments gériques
Source: Association des professionnels du médicamentérigue — GEMME.
Evolution du marché des médicaments génériques. BEM2015. Consultable a
'URL:http://www.medicamentsgeneriques.info/le-meginent-generique/chiffres-cles/
[Consulté le 11/02/2015][16]

[I. DROIT DE SUBSTITUTION

1. Définition

La substitution est l'acte par lequel le pharmacpeut délivrer un autre
médicament que celui qui a été prescrit par le ciad&lle peut se faire sur demande
du patient ou sur proposition du pharmacien [17].

Toutefois, ce droit nécessite le consentementigleadu patient, I'absence de
la mention « non substituable » sur 'ordonnanaesiajue I'appartenance du produit
délivré au méme groupe générique que celui quiéapétscrit. De plus, le codt du
médicament choisi doit étre inférieur a celui qétéremplacé [17].

Le droit de substitution, accordéen 1999, obliggpharmacien aindiquer sur
I'ordonnance le médicament substitué et engagerentient sa responsabilité en cas de
survenue d’effets indésirables, d’ou I'importancélgloit accorder a la composition en

excipients a effet notoire dans les formulationgd.[1
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2. Groupe générique

Un groupe génériqueonstitue I'ensemble formé par un médicament de
spécialité ou princeps et tous les médicamentggsiont les génériques.té&pertoire
des médicaments génériquesst constitué de tous les groupes génériques [18].

Tous les médicaments inscrits dans ce répertogeard étre titulaires d’'une
Autorisation de mise sur le Marché (AMM) et ayambisdes études de bioéquivalence,
sont approuvés par I’Agence Nationale de Sécutitéviédicament (ANSM) qui prend
les décisions d’inscription ou de modifications sl@ette liste. La premiéere publication
de ce répertoire a été en 1998. Aujourd’hui, il ptenplus de 7800 médicaments
génériques pour pres de 1100 spécialités de r&efés).

L’organisme équivalent a 'ANSM francaise dans aogpays est I’Agence du
Médicament de Madagascar (AGMED), structure auanivéu Ministére de la Santé,
siégeant a Tsaralalana. Il a pour mission d’asdareualité des médicaments sur le
marché national [19], et n'a pas encore publiégooe le répertoire de médicaments

génériques.

lll. BIOEQUIVALENCE
1. Définition

La bioéquivalence entre deux médicaments reléveined’ propriété
pharmacologique de ceux-ci qui est la biodispoitébiLa biodisponibilitéest la mesure
de la quantité du principe actif qui atteint lacalation sanguine, ainsi que celle de la
vitesse a laquelle il a été absorbé [20]. Elle dsfinie par les parametres
pharmacocinétiques suivants: la concentration mabemen principe actif apres
administration (Gay, accompagnée du temps correspondant a cette ratoatioen
(Tmax), €t I'aire sous la courbe des concentrationsnpddisjues en fonction du temps
(ASC). Ainsi, deux médicaments sont dits bio-éqi@nts s’il y a similarité de ces
parametres cités suite a leur administration a m@ene dose et par une méme voie

d’administration [20].



2. Etude de bioéquivalence

Une étude de bioéquivalence est sollicitée darférdiites situations possibles.
Il peut s’agir de la composition d’'un dossier biaphaceutique d’'un médicament en
vue d’'une demande de son Autorisation de Miseesttdrché (AMM) [21], ou encore
lors d’élaboration de travail de recherche scienid.

Elle consiste en la comparaison des profils phaotiaétiques du médicament
de référence et du médicament a analyser apréesiathaiion a jeun de la méme dose
par la méme voie d’administration de ces dernibez aes sujets volontaires sains, les
administrations étant espacées d’'un temps équivalerdemi-vies (f)de la molécule
concernée au minimum [17, 22].

Pour ce faire, des prélévements sanguins sonttedfe@ différents temps a
partir de I'ingestion du médicamenp)(tlls sont ensuite sujets a divers traitements
physico-chimiques afin de séparer le plasma dut oglitulaire, d’en extraire le principe
actif et de déterminer, par la méthode chromatdgogae, la concentration
correspondant en principe actif dans le plasmaagh temps respectif. Ces dosages
obtenus vont alors servir a la construction deolarlee des concentrations plasmatiques
du principe actif en fonction du temps, de lagus#eont déterminés Gz, Tmax €t ASC
[17, 22].

Une analyse statistigue concernant la comparaiggnvdriances termine cette
étude. Les deux formulations sont considérées cobiméquivalentes si les intervalles
de confiance a 90% des moyennes ge«€t ASC sont compris dans l'intervalle [80%-
125%] ; a I'exception des médicaments a marge pleétque étroite ou cet intervalle
est resserré a [90,00%-111,11%)] [15, 17, 22].

3. Détermination des concentrations plasmatiques

Le calcul des concentrations plasmatiques en ipenactif, base de la
démonstration de la bioéquivalence, nécessite wag#o dit par étalonnage. Cette
technique consiste a réaliser une série de meslerggandeur physique (ASC du pic
correspondant a l'analyte par exemple pour la Chtographie Liquide a Haute
Performance (CLHP)) pour des solutions de conceomi® connues afin de tracer la

courbe d’évolution de cette grandeur en fonctionlaleoncentration. Cette courbe



d'étalonnage, appelée aussi courbe de référenecemepesnsuite de retrouver la
concentration inconnue de la solution a doser &rpde la mesure de la grandeur
physique choisie [23].

Pour ce faire, une solution standard est requose @tablir cette courbe étalon.
Deux cas sont possibles, soit la solution est pé&pa partir d’'une substance de
référence importée ou approvisionnée au sein detstes spécialisées (telles que
'’AGMED) ; soit la molécule pure est obtenue d’umdraction a partir de préparations
pharmaceutiques commercialisées dans le pays.

D’autre part, bien que plusieurs méthodes analgtgsoient possibles pour le
dosage du principe actif (spectroscopie, chromagage...), leur choix doit se porter
sur deux critéres: spécificité de la méthode pppod a la nature chimique du produit,
et bonne séparation du produit [24]. Dans le cda @.HP, le choix de la composition

du systeme éluant est primordial pour 'identifioatdu produit a analyser.

IV. METHODES D’ANALYSE
1. Techniques chromatographiques

La chromatographie est une méthode physico-chimigumettant de séparer un
mélange en ses différents constituants. Cette atparest basée sur la différence
d’affinité de ces composés constitutifs,compte tetau leurs propriétés physico-
chimiques respectives,vis-a-vis des deux phasda deromatographie [24]. En effet,
cette technique met en jeu une phase mobile quasentrainer I'échantillon a travers
une autre phase dite stationnaire. Les polaritésededeux phases étant différentes, la
rétention des composants de I'échantillon sera iphp®rtante au niveau de I'une ou de
l'autre. Ainsi, la distance de migration des subsés sera différente, entrainant leur
séparation a travers la phase stationnaire [24].

Il existe différents types de chromatographie, patesquels figurent la
chromatographie sur couche mince, la chromatogealpiide et la chromatographie

en phase gazeuse.



1.1. Chromatographie Liquide & Haute Performance (CHP)

Elle dérive de la chromatographie liquide sur naol Les phases stationnaires
formées de micro-particules (alumine, silice grefffu non), géneérent des colonnes
garnies trés compactes qui imposent en téte deme)ale fortes pressions pour assurer
un écoulement suffisant de la phase mobile. Suivanprincipe général, a une phase
stationnaire polaire on oppose une phase mobileopepas polaire et vice-versa. La
chromatographie est dien phase normaldans le premier cas etpalarité de phase
inversée(« RP-CLHP ») dans le second. Les constituanthélange sont identifiables
grace a leur temps de rétention sur le chromatageandans des conditions

chromatographiques bien définies [24, 25].

1.2. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

La Chromatographie sur Couche Mince est une teaknipmplémentaire de la
CLHP, ayant sa propre efficacité. Il s’agit d’'unéthode chromatographique qualitative
et semi-quantitative dont la phase stationnaireeslifiée de plane, la plaque CCM. La
phase mobile se déplace par capillarité. Au termelitnoméne d’élution, le rapport
frontal (R) de chaque constituant peut étre déterminé. ltespond a sa migration

relative par rapport au solvant.

distanceparcourueparlesoluté

t= distanceparcourueparlefrontdesolvant

Il est caractéristigue d’'unesubstance dans desitamsl chromatographiques
définies [24, 25].

La réalisation d’une analyse sur CCM est schénatsé laFigure 3
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Coated TLC plate

Solvent
I front

Starting
| spots

Test portions

Figure 3: Schéma d'une CCM
SourceTissue BJ. Analytical separations. Basics of Analytical @tistry ard
Chemical Equilibria2013;10:307-406. [24]

2. Spectromdrie de masse (SM), source ESI

Cette technique d’analyse physique permet didentifun composé e
déerminant sa masse moléculi [24].

Un dectrosprayou nébulisation électrostatiqest produit en appliquant un fc
champ électriqguea pressionatmosphérique, an liquide passana travers un tube
capillaire (75um) avec un faible ébit (100 a 3000 ml/min)Ce champ provoque ul
accumulation de charge la surface du liquide, située a I'extréé du capillaire, qui va

se rompe pour former des gouttelettes hautement cles. [26]

Evaporation du solvant
ESI voltage (5 kV) T Champ électrigue
Air

\b *L S,

Echantillon/ —e— ':-'J__I" o I .

phase mobile — o 3 @ . A
= J/l“.

Nébulisation des Ejection des ions
gouttelettes

Figure 4 : Principe de I'ionisation par électrospray
L’exces de chargeélectriques dans chaque gouttelette, coliéa I'évaporation

progressive des solvants conda un point ou lesépulsions coulombiennes edent

les forces de cokén des gouttelette Ce phénomae induit unecascade d’explosions
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coulombiennes au cours de laquelle des microgettisl sont formées, permettant ainsi
la désorption de molécules multichargées. [26]

Ce mode d’ionisation a pour particularités de farntes ions pseudo-
moléculaires polychargés qui peuvent étre obterydubieurs fagons:
- En mode positif, protonation d’'un site basique : les ions sontveat du type
[M+nH]™ ol les charges sont données par les protons. ddesde cationisation (ou
adduits) sont également observés.
- En mode négatif déprotonation: la formation d’espéces ioniséesrM]" s’obtient
par déprotonation, anionisation ou perte de cocaten. [26]

ESI est une ionisation douce qui donne peu de feaggabion.

3. Spectroscopiede Résonance Magnétique NucléaiRMN)

La spectroscopie RMN est une méthode d’analysengtéaint d’identifier la
structure chimique d’une molécule. Elle consistelarmlétection de certains noyaux
atomigues ayant des propriétés magnétiques, céseadont le spin nucléaire est
différent de 0. Il peut concerner le carbone-1&), I'oxygéne-17 {'0), le fluor-19

(*F), mais le plus couramment utilisé est le protef) (24, 25].

La RMN tire des informations de l'interaction gpeut apparaitre entre les
noyaux des atomes présents dans I'échantillon quande soumet a un champ
magneétique intense et constant, produit par un rdimda spectre RMN, qui résulte de
'absorption par I'échantillon de certaines fréguesm envoyées par la source
électromagnétiqueF{gure 5. L'interprétation des signaux (position, aspéutensité)

conduit a un ensemble de renseignements sur I'éttban
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tube contenant
I'échantillon

détecteur
récepteur de radiofréguences

aimant aimant

oscillateur de radiofréquences

générateur de balayage

Figure 5: Principe de fonctionnement d’'un appareil RMN

La résomnce dépend de I'environnement de chacun de cemurdyature de
atomes et des liaisons adjaci au*H). Plus le noyau est blindglus le proton dc étre
soumis a un chamfort pour que la résonance se produieci se traduit par u
déplacement de ses pics d’absorption vers la droitetrdé du spectre, donc un
déplacement chimiqgu (5) exprimé en paie par million (ppm) faible. Inversement,
déblindage entrak une diminution de la valeur du chanécessairea la résonance et

donc un dplacement chimique pluélevé [24, 25].Ce principe est scmatisé sur la
Figure 6

Champ magnétique croissant

For

&enppm détlindage croissant

Figure 6 : Principe du déplacement chimique dans un spectre RM

Le déplacement chimique est 1€ré par rapport au tétrathylsilane (TMS).
Pour le protong varie de 0a 15 ppm.Ainsi, grace a une table de RMN
proton (préserde dans Annexe }, le specte obtenu permet cdéterminer le nombre

de protons et deonnatre différents fragments de la structurdaenolécule analysé
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Tout comme la spectroscopie RMN i, celle du**C se base sur la détection
du phénoméne de RMN mais avec comme atome cibl€dge son spin a I'état
fondamental étant égal & ¥ a la différence de cfdC qui est nul. En RMNC, il se

produit souvent des chevauchements de signawengdent le spectre moins lisible.

Dans un spectre RMNC Broadband decoupling, les signaux sont totalement
découplés des protons, aussi le spectre ne prégestedes singulets. Chaque pic
correspond a un couplage carbone-carbone. S’'iarpyas de recouvrement de carbone
sur ce spectre, ce dernier donne le nombre de marens la molécule.

L’examen du spectre permet de reconnaitre le noyaune porte pas de protons
par la faible intensité de son pic.

Une table présentant les difféerents déplacemenisiighes par rapport a
I'environnement de I'atome, spécifique diC (Annexe P est aussi nécessaire pour
I'interprétation du spectre obtenu afin d’étabéirdquelette de la molécule étudiée. Les
déplacements des résonant& dans les molécules organiques couvrent un domaine

de 250 ppm environ.

V. AMLODIPINE

1. Structure chimique

L’amlodipine appartient a la famille chimique dehydiropyridines [27]. Sa
formule brute est £H2sCIN,Os et sa dénomination chimique esRY-2-(2-
aminoéthoxyméthyl)-4-(2-chlorophényl)-6-méthyl- ddvdropyridine-3,5-
dicarboxylate de 3-O-éthyle et 5-O-méthyle. Sordpanoléculaire en tant que base est

408,9 g/mol [28]. Sa formule chimique développéeedsentée sur kBigure 7.
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Figure 7 : Formule développée de I'amlodipine base
Source: Pharmacopée Européenne. Monographies A" @&dition. Phar Eur.
2008:6(2);1271-3. [28]

L’amlodipine possede deux énantiomer®y ét (5. Dans les formulations
pharmaceutiques, il peut étre présent sous formesals: le maléate ou plus
frequemment le benzénesulfonate appelé aussileRBit

2. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques de I'amlodipinatsportées dans [Eableau

Elles nous donnent les informations sur les caresé&ido-basiques de notre
molécule, ainsi que les possibilités d’interactiauselle peut avoir (notamment avec
ses récepteurs). Ces renseignements nous sontuwilssipour le choix du systeme
d’éluants donnant une bonne séparation, mais gossgr le choix sa méthode

d’extraction.

La présence des amines confére a 'amlodipine uactre basique grace a la
présence du doublet non-liant de I'azote. Ceci pérame possibilité d’extraction en
milieu aqueux en présence d'acide fort. De plus,dmines peuvent réagir en formant

desliaisons hydrogénes.



15

Tableau | : Propriétés physico-chimiques de I'amlogbine

Aspect Poudre blanche ou sensiblement blanche
Eau Peu soluble
o Méthanol Facilement soluble
Solubilité
Ethanol Assez soluble
2-Propanoilol Peu soluble
pKa 9,45
Amineseco Amine
ndaire \ /primaire
H
Groupements
HsC
fonctionnels ’ S~ Ester
Cycle CHs;
aromatique Carbone

asymeétrique

Source: Pharmacopée Européenne. Monographies A" @&dition. Phar Eur.
2008:6(2);1271-3. [28]

D’une part, le cycle aromatique, composé de douldésons conjuguées, donnent
lieu a des liaisonst-n (interactions de Van der Waals). C'est un groupgme
hydrophobe. D’autre part, ce cycle constitue unrmplagophore, permettant la détection

de la molécule dans I'UV-visible [25].

Les groupements esters peuvent étre sujets a tetitgtions nucléophiles telles

que l'alcoolyse ou 'ammonolyse.

La présence d'un carbone asymétrique se traduitupapouvoir rotatoire de la

molécule.
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3. Mécanismed’action pharmacologique

L’amlodipine, étant une dihydropyridine, appartiestla classe pharmaco-
thérapeutique des inhibiteurs calciques vaso-ste€e ce fait, il bloque les canaux
calciques voltage-dépendants lents de type L dedesemusculaires lisses vasculaires
(CMLV) dans leur conformation inactiveFigure 8, empéchant ainsi le passage
transmembranaire des ions ‘Caans le cytoplasme. Une cascade de réactiohs Ca
dépendanted-{gure 9 est alors empéchée.

Figure 8 : Schéma d’un canal calcique voltage-dépdant lent de type L

AMLODIPINE

CEZ+
Extérieur \
Cytosol 0

Cé&*,-Calmoduline
MLC Kinase
Myosine Iégére<_> Myosine légere-PO
Actine
CONTRACTION

Calmoduline

Figure 9 : Contraction cellulaire et mécanisme d’ation de I'amlodipine au niveau
des CMLV
4. Effets thérapeutiques

D’une part, son mode d’action conduit a une reiaxafu niveau des vaisseaux

sanguins, responsable de l'effet antihypertenssans parler des effets diurétiques et
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natriurétiqgues de la molécule. Son mode d’'acti@ymassif permet d’éviter la survenue
d’'une hypotension [27, 29, 30].

D’autre part, cette diminution de linflux calciqu®nduit & une dilatation des
artérioles périphériques, d’ou la réduction de dasommation d’énergie par le coeur
ainsi gue ses besoins en oxygéne, suite a la dilmmde la résistance périphérique
totale. De plus, la dilatation au niveau des astege artérioles coronaires augmente
I'apport en oxygéne au muscle myocardique [27 3P9,

Ces propriétés justifient ainsi I'indication denlécule dans les traitements de
I'hypertension artérielle et des crises d’angortd@ngor de Prinzmétal. Elle peut, en
outre, étre associéea d’autres médicaments telfegudiurétiques, les bétabloquants ou
encore les inhibiteurs del'enzyme de conversioliamgiotensine pour augmenter son
effet antihypertenseur [27, 29, 30].

5. Propriétés pharmacocinétiques

Aprés administration par voie orale, 64 a 80% dddse d’amlodipine ingérée
arrive au niveau de la circulation générale, ouatteint sa concentration maximale au
bout de 6 a 12 heures. Sa biodisponibilité n'estgbectée par la prise d'aliments. Son
volume de distribution est de 21 L/kg. Son tauXigation aux protéines plasmatiques
est estiméa97,5% [29, 30].

L'amlodipine est ensuite principalement métabofiaé le foie en métabolites
inactifs. Sa demi-vie d’élimination varie entre 850 heures, ce qui justifie une prise
unique journaliere par le patient. Cette éliminatiénale concerne 10 % de la molécule
mere et 60 % de métabolites [29, 30].

En cas d'insuffisance hépatique, la demi-vie deddécule est plus longue et la
surface sous la courbe augmente de 40 a 60%. Qeeiraconséquence une diminution
de sa clairance. Il en est de méme chez le sugeteghez les personnes atteintes

d’insuffisance cardiaque congestive [29].

6. Médicaments a base d’amlodipine enregistrés a Magascar

Parmi la liste des médicaments enregistrés aud®=iPAGMED, ceux a base

d’amlodipine y figurent en nombre important. Cartaicontiennent uniquement de
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I'amlodipine comme principe actif, tandis que dfast sont en association fixeavec
d’autres molécules antihypertensives ou encoreétiges [31]. Leurs listes sont
portées respectivement dansTedbleaux lletlll.

Nous retrouvons AMLOR correspondant au médicament de spécialité, ainsi
gue ses nombreux génériques provenant en majaritabdratoires implantés en Inde,

développés depuis I'expiration en 2007 de son bréeenu jusque-la par PFIZER.

Tableau Il : Liste des médicaments a base d’amlodipe enregistrés a TAGMED
Nom commercial Présentation Principe actif Labarato
® Gélule, o
AMLOR™ 10MG Amlodipine
Boite de 30 PFIZER,
® Gélule, o France
AMLOR™ 5MG Amlodipine
Boite de 30
AMLODIPINE Gélule, o
Amlodipine
CRISTERS 10MG Boite de 30 CRISTERS,
AMLODIPINE Gélule, o France
Amlodipine
CRISTERS 5MG Boite de 30
AMLODIPINE Gélule, o
Amlodipine
PFIZER® 10MG Boite de 90 PFIZER,
AMLODIPINE Gélule, o France
R Amlodipine
PFIZER® 10MG Boite de 30
AMLIBON ® 10MG Comprimé, o
Amlodipine
SANDOZ Boite de 30 SANDOZ GMBH,
AMLIBON® 10MG Comprimé, o Autriche
R Amlodipine
SANDOZ Boite de 30
AMLO- Comprimé, o
® R Amlodipine
DENK™10MG Boite de 50 DENK PHARMA,
® Comprimé, o Allemagne
AMLO-DENK™ 5MG R Amlodipine
Boite de 50
® Comprimé, o AJANTA PHARMA
AMADAY = 10MG Amlodipine

Boite de 30

LTD, Inde
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AMADAY ® 5MG A Amlodipine
Boite de 30
Comprimé, o CIPLALTD,
AMLOPRES® 5MG A Amlodipine
Boite de 10 ou 100 Inde
® Comprimé, o
ADIPINT10MG ~ Amlodipine GLOBAL PHARMA
Boite de 10 ou 100
o HEALTH CARE
® Comprimé, o
APIDIN™ 5MG R Amlodipine PVT LTD, Inde
Boite de 10 ou 100
® Comprimé, o
AMLIN ™ 10MG . Amlodipine LINCOLN
Boite de 30
o PHARMACEUTICAL
® Comprimée, o
AMLIN ~ 5MG R Amlodipine LTD, Inde
Boite de 30
® Comprimé, o
AMLONG™ 10MG Amlodipine
Boite de 30 MICROLABS LTD,
® Comprimé, o Inde
AMLONG ™ 5MG R Amlodipine
Boite de 30
® Comprimé, o
AMLODIP™ 10MG Amlodipine
Boite de 100 NABROS PHARMA
® Comprimé, o PVT LTD, Inde
AMLODIP™ 5MG R Amlodipine
Boite de 100
AMEDIN® 10MG Comprimé, o
Amlodipine SANOFI WINTHROP
MEDREICH Boite de 28 ou 100
® o INDUSTRIE
AMEDIN ™ 5MG Comprimée, o
R Amlodipine (SWIND), Inde
MEDREICH Boite de 28 ou 100

Comprimé,

Source Agence du médicament de Madagascar. Liste descamdnts enregistrés a
Madagascar par titulaires d'AMM. AGMED, 2014, 35 pConsultable a
'URL:http://www.agmed.mg/Pdf/Liste AMM_2014.pdiConsulté le 01/09/2014][31]




Tableau Il : Liste des meédicaments a base d’amlogine en association fixe

enregistrés a TAGMED

Nom commercial Présentation Principe actif Laboratoire
COVERAM® Comprimé  Perindopril arginine 10mg/
10MG/10MG Boite de 30 Amlodipine 10mg
COVERAM® Comprimé, Perindopril arginine 10mg/
10MG/5SMG Boite de 30 Amlodipine 5mg SERVIER,
COVERAM® Comprimeé,  Perindopril arginine 5mg/ France
5MG/10MG Boite de 30 Amlodipine 10mg
COVERAM® Comprimé,  Perindopril arginine 5mg/

5MG/5MG Boite de 30 Amlodipine 5mg

Comprime,
APROVASC® Irbesartan 150mg/
Boite de 10 o
150MG/10MG Amlodipine 10mg
ou 100

APROVASC® Comprimé, Irbesartan 150mg/ SANOFI
150MG/5MG Boite de 14 Amlodipine 5mg AVENTIS,
APROVASC® Comprime, Irbesartan 300mg/ MEXICO
300MG/10MG Boite de 14 Amlodipine 10mg S.A,
APROVASC® Comprimé, Irbesartan 300mg/ Mexique
300MG/5MG Boite de 14 Amlodipine 5mg
APROVASC® Comprime, Irbesartan 150mg/
150MG/10MG Boite de 14 Amlodipine 10mg

EXFORGE® Comprimé, Amlodipine 10mg/
10MG/160MG Boite de 28 Valsartan 160mg

EXFORGFE’ Comprimé, Amlodipine 5mg/

NOVARTIS
5MG/160MG Boite de 28 Valsartan 160mg
_ o PHARMA
EXFORGE’ Comprimé, Amlodipine 5mg/ _
AG, Suisse
5MG/80MG Boite de 28 Valsartan 80mg
' Amlodipine 10mg/

EXFORGE HCT Comprimé,

Valsartan 160mg/
10MG/160MG/12,5MG Boite de 28

Hydrochlorothiazide 12,5mg
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_ Amlodipine 10mg/
EXFORGE HCT Comprimé,

Valsartan 160mg/
10MG/160MG/25MG  Boite de 28

Hydrochlorothiazide 25mg

_ Amlodipine 5mg/
EXFORGE HCT Comprimé,

Valsartan 160mg/
5MG/160MG/12,5MG Boite de 28

Hydrochlorothiazide 12,5mg

o Amlodipine 5mg/
EXFORGE HCT Comprimé,

Valsartan 160mg/
5MG/160MG/25MG  Boite de 28

Hydrochlorothiazide 25mg

® o MICRO
AMLOZAAR Comprimé, Losartan 50mg/
R o LABS LTD,
50MG/5MG Boite de 30 Amlodipine 5mg nd
nde

Source: Agence du médicament de Madagascar. Liste decaments enregistrés a
Madagascar par titulaires d'AMM. AGMED, 2014, 35 pConsultable a
'URL:http://www.agmed.mg/Pdf/Liste AMM_2014.pdiConsulté le 01/09/2014][31]




DEUXIEME PARTIE :
METHODES ET RESULTATS
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.METHODES

Les expériences ayant fait I'objet de ces travanbéte:
- la mise au point de la méthode d’extraction demlodipine, réalisée au sein
duLaboratoire de Pharmacognosie Appliquéede ltmstMalagasy de Recherches
Appliquées (IMRA), Fondation Albert et Suzanne RAKD-RATSIMAMANGA ;
-I'identification de I'amlodipine, la mise au poine la méthode de dosage ainsi que
I'analyse en CLHPpour la comparaison chimique déslicaments, celles-ci réalisées
au niveau du Laboratoire International Associé Aatarivo-Lyonl (LIA),sis a

Ampasapito, en collaboration avec la Faculté déesnSes.

1. Mise au point d’'une méthode d’extraction

1.1Protocole expérimental de I'extraction

Principe

Cette opération est menée dans le but d’obtenpraduit de référence,celui-ci
n'étant pas disponible a Madagascar,pour le dosagamlodipine des préparations
pharmaceutiques en CLHP.

Elle consiste a récupérer principalementle prodgtif (PA), c'est-a-dire
I'amlodipine, & partir de comprimés d’AMLO DENIG mg, un médicament générique
européen.La méthode adoptée pour ce travail esingtigode basée sur I'extraction des
alcaloides, mais expérimentée au cours de cetle @nurcelle de I'amlodipine.

Matériels
Pour mener a bien I'extraction, divers verreriesaténiels de laboratoire et

réactifs sont utilisés durant ces travaux. La ksttedonnée dans Tableau 1V.
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Tableau IV : Liste des matériels utilisés pour I'exraction

Verrerie Appareils Réactifs Autres
- Pipettes - Evaporateur rotatif, - - Mortier
Pasteur Rotavapor R-114, Ammoniaque,Prolabo- Pilon en
- Béchers Bichi - Acide acétique porcelaine
- - Pompe a vide, 100%, Prolabo - Poires
PipettesgraduéesVEM Motors Thurm - Dichlorométhane, - Pro-pipettes
- Erlenmeyers - Balance de Prolabo - Papiers filtres
- Ballon a précision, Whatman
évaporer Mettler AE 163 - Spatules en acier
- Ampoule a - pH-metre, inoxydable
décanter Dosatest pH 5,0-8,0 - Réducteurs
- Entonnoirs - Réfrigérateur - Pinces
- Tubes a essais - Congélateur - Portoir
- Fioles jaugées - Parafilm

- Coton hydrophile

Une boited’AMLO DENK dosés & 5 mg, non périmée et achetée au niveau

d’une officine privée est utilisée.

Mode opératoire

Trente-six comprimés de AMLO DENK5 mg sont broyés en fine poudre &
I'aide d’un pilon dans un mortier en porcelaine.dreyat homogene obtenu est ensuite
mouillé avec quelques gouttes de /IHH prélevées a I'aide d’une pipette Pasteur, pour
rendre le PA sous forme de base libre. Le toutrassvasé dans un bécher, dans lequel
20 ml de DCM distillésont ajoutéset laissé macpegrdant 5 min.

Au bout de ce temps, la solution est filtrée a&kad’un entonnoir en verre et
d’un papier filtre Whatmanpour étre recueillie damsballon d’évaporation. Le résidu
solide retenu dans le papier filtre est ensuitepéré dans un bécher et I'opération est
répétée deux fois.

Le volume de I'ensemble des filtrats recueillis sld& ballon d’évaporation est

réduit a I'aide d’un évaporateur rotatif a 40°Chadiobtenir environ 20 ml de solution.
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Par la suite, pour transformer le PA sous formeake libre en forme sel, 20 ml
d’acide acétiqgue 100% dilué a 2%sont ajoutés & setution de DCM. L'ensemble est
bien agité a l'aide d’'une spatule en acier inoxyeladvant d’étre introduit dans une
ampoule a décanter. Le temps de décantation éstrde.

La séparation des deux phases achevée, la phamgiqueg correspondant a la
phase inférieure, est récupérée dans un bécherdatgued sontde nouveau additionnés
20 ml d’eau distillée; tandis que la phase aguasieversée dans une fiole a part.

Cepartage liquide-liquide est répété deux fois.

La suite du protocole expérimental consiste a vepsdit a petit quelques
gouttes de NEDH prélevees a l'aide d’'une pipette Pasteur dari®la contenant les
phases aqueuses réunipsqu’a obtenir un pH 8,0 au papier pH. Cette afé@n est

réalisée afin de rendre le PA sous forme de bbee i

Soixante ml de DCM distillé sont ensuite ajoutésete solution basique. Le
tout est bien mélangé a l'aide d’'une spatule earanbxydable avant d’étre transvasé
dans une ampoule a décanter. Apres la séparatfodalx phases, la phase organique,
inférieure, est recueillie dans un ballon d’évagiora alors que la phase aqueuse
supérieureest récupérée dans un bécher. Ce rirrgad®CMest effectué trois fois, a

raison de 60 ml de DCM pour 60 ml de solution.

Enfin, le volume de 'ensemble des phases orgasiquatenu dans le ballon
d’évaporation est réduit a I'évaporateur rotatddG’C, puis transvasé dans un tube a
essais préalablement pesée, avant d’étre séché&/sleua I'évaporateur rotatif. Le résidu
est pesé a l'aide d’'une balance de précision. Apoéstraction de la tare, la masse de

I'extrait est notée.

Ce procédé d’extraction est résumé sui¢aure 1Q
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Comprimés d’AMLO
®
DENK 5mg

Broyage

Poudre

1) NH,OH
2) Macération dans DCM
3) Filtration

Filtrat, Résidu

2 X Macérations dari3CM

Filtrat,

Filtrat

1) Evaporation a 40°C
2) 3 x Partage

(DCM/Eau acide 2% : 50/50 ; v/v)
3) Décantation

Phase organique Phase aqueuse

NH,OH

pH=28

,
Phase aqueuse]

1) 3 x Partage
(H.O/DCM : 50/50 ; viv)
2) Décantation

Phase organique Phase aqueuse

Evaporation sous vide

Extrait m(g)

Figure 10 : Protocole d’extraction de I'amlodipinedans les comprimés d’AMLO
DENK®
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1.2 Identification de I'amlodipine extraite

Les analyses ayant permis de vérifier I'exactitddenotre méthode d’extraction
sont la chromatographie sur couche mince (CCM),slesctroscopies de résonance
magnétique nucléaire (RMN) du protdd et du carbone-13C) et laspectrométrie de
masse (SM). Le produit a été envoyé a I'Universitdude-Bernard Lyonl pour la

réalisation de ces trois derniéres méthodes.

1.2.1- Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Objectif

Elle permet de vérifier la pureté du produit obtenl'issue de cette méthode
d’extraction.

Une molécule pure est caractérisée par la préseéhee seule tache sur le
chromatogramme quel que soit le systeme d’éludiseu

Matériels

Cette opération a sollicité quelgues matériels tdoane plaque
chromatographique de silice 6@ksur support en feuille d’aluminium, d’épaisselt 0,
mm (Merck), une cuve chromatographique, des tulagsllaires, un séchoir et une
lampe Ultra-Violet (UV) aux longueurs d’onde 254 ebB65 nm.

Du méthanol pur (Prolabo) et du DCM (Prolabo) &&hauprés de CHIMIDIS
mais rectifié par évaporation sont utilisés pouptaparation du systéme d’éluant et

pour dissoudre le produit a analyser.

Mode opératoire

Plusieurs systemes d’éluants ont été essayés cest le mélange DCM-
Méthanol (90:10, v/v) qui a donné une bonne sémer&t qui a été utilisé pour la suite
du travail.

Pour saturer la cuve d’éluant, celui-ci est vers@jesté a environ 0,5 cm du
fond de la cuve chromatographique 15 min avanttrboluction de la plaque
chromatographique.
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La ligne de dépot est tracée a 1 cm du bord ediérde la plaque CCM. L'extrait
a analyser est déposé sous forme d’un trait firi Bnextrémités se situent chacune a 1
cm des bords latéraux d’'une plague CCM de largewwum3 Le dépdt est ensuite
rapidement séché a l'aide d’'un séche-cheveux paterée faire une tache large. La
plaque est introduite verticalement dans la cueepmpagnée d’'une deuxieme plaque
vierge, servant de témoins en cas d'impuretésmtégentes dans le solvant. La cuve est
recouverte pendant le développement.

Lorsque la position du front du solvant est a il cm de l'extrémité
supérieure, les plaques sont retirées de la cugenikeau atteint par le solvant est
marqué par un trait fin, puis les plaguessont sgxhd’air libre.

Les plaques sont ensuite observées sous lumiéra 284 nm et 365 nm et le R

est calculé.

1.2.2- Spectrométrie de masse (SM)

Objectif
L’objectif est de déterminer la masse moléculdiiecomposé par interprétation

du spectre de fragmentation.

Matériel

Les extraits sont dissous dans du méthanol avétredanalysés.

Le spectre de masse est obtenu grace a un trigldrigdle Quattro Ultima
Micromass équipé d‘une source d’ionisation par tébspray (ESI), ou nébulisation

électrostatique, en mode positif.

Méthode
Apres obtention du spectre de masse,on identigit pseudo-moléculaire
[M+H]™ pour connaitre la masse moléculaire, puis on pnéte les divers fragments

observés.
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1.2.3- Spectrométrie RMN

Objectif

Utilisée en complément de la spectrométrie de e@dadRMN a pour objectif de
déterminer la formule développée de la molécule.
Matériel

Les spectres de Résonance Magnétigue Nucléairegténenregistrés sur un
appareil BRUKER AV-500 pour la RMRH et AV-100 pour la RMNC. Toutes les
valeurs des déplacements chimiqu&sppm) sont données par rapport au TMS pris

comme référence interne.

Méthode
Apres réception des spectres RMN de notre éclamtila premiere étape est

I'identification des spectres. Cette derniére éstimée dans [Eableau V

Tableau V : Identification des spectres RMN

Identification Type de spectre

- Un seul axe dé tel que 0 <6 < 15ppm '
. . . . Spectre RMNH classique
- Présence de pics singulet et multiplet

§ o, . monodimensionnel
- Présence de courbe d’intégration

- Un seul axe dé tel que 0 < < 250ppm
a PP Spectre RMN™C Broadband

- Présence uniquement de pics singulet '
Decoupling

- Absence de courbe d’intégration

- Pour la RMN™H :
A l'aide de la courbe d'intégration, on détermine hombre relatif de protons
correspondant a chaque signal. Puis, on déterreirigpke de proton correspondant a
chaque signal en utilisant les tables de corréglagmpiriques des déplacements
chimiques en fonction des structures chimig{femexe 1d’une part, et en comparant

les valeurs dé a celles données par la littérature et le logiCieémdraw, d’autre part.
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- Pour la RMN'C Broadband Decoupling :
On compte le nombre de pics dans le spectre e¢ @orhpare au nombre de carbone
dans I'’Amlodipine, puis on procéde comme dans lax@gne partie de la RMN
'H.(Annexe 2

2. Mise au point d'une méthode de dosage en CLHP uplée au

spectrometre UV-visible

Objectif
Cette opération a pour objectif de trouver une hodde de séparation de
I'amlodipine en CLHP, dont les criteres sont lesvants: disponibilité des solvants,
moindre co0t, reproductibilité, stabilité, bonnepa@tion (pics acceptables) et
possibilité de séparation dans le plasma.
L’'optimisation d'une séparation en CLHP est le poomis entre une bonne
séparation et un temps d’analyse relativement cbhiaptimisation dépend :
- de la colonne et de ses caractéristiques
- de la phase mobile et des parametres lieés auxgesgldu chromatographe :
elle consiste a moduler les paramétres suivantsomaposition du systeme
d’éluant (polarité, pH), la longueur d’'onde de détm, I'atténuation du
signal, la surface minimale des pics au niveau kitornatogramme et le

volume d’injection.

Matériel
La séparation en CLHP a nécessité un appareil C{$timadzu) Figure 17J),
compose de :
= une pompe(Shimadzu, LC-10AS) servant a faire circuler I'éltiadepuis le
réservoir a travers la colonne. Le débit de I'élatest défini au niveau de la
pompe;
* uninjecteur par lequel I'échantillon a analyser est introdyridice & une micro-

seringue en verre a piston métallique ;
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*= unecolonneen acier inoxydable (15 cm x 4,6 mm)renfermanigdude silice
greffé a l'octadecyl C18 (Interchrom KFC,s, Kromasil) avec une taille de
particule de um ;

» undétecteurUV-visible (Shimadzu, SPD-6A);

* un enregistreur (Shimadzu, C-R6A Chromatopac) par lequel on obtlea

chromatogrammes.

Figure 11 : Photo de I'appareil CLHP du LIA (cliché de I'auteur)

En outre, une balance de précision (Mettler AE&8B)tilisée pour la pesée des
réactifs et produits dans la préparation des stdvatilisés et un pH-métre (Mettler) est
requis pour lI'ajustement du pH de la solution tamgdce systéeme d’éluant est filtré et

dégazé a I'aide d’'une pompe sous vide.

Mode opératoire
La mise au point de la méthode de dosage en ClilEkrématiséesur Rigure
12
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/ Préparation d’un €luant, \

Filtration et dégazage
Mise en route de I'appareil CLHP
Purgation des tuyaux
Choix d’'une longueur d’onde,

Paramétrage de l'atténuation du signal A
Injection d’un volume Y
\ Obtention du chromatogramme /

( Modifications
de El ouxl,
L ouA,ouV,

/ Préparation d’un €luant, \

Filtration et dégazage
Purgation des tuyaux
Choix d’'une longueur d’onde,

Paramétrage de I'atténuation du signal A
Injection d’un volume Y
\ Obtention du chromatogramme /

Modifications
de g ouxz,

f
L OuA,ouV,

/ Préparation d’un €luant, \

Filtration et dégazage
Purgation des tuyaux
Choix d’'une longueur d’onde,

Paramétrage de l'atténuation du signal A
Injection d’un volume Y
\ Obtention du chromatogramme /

v

Obtention d’'un chromatogramme satisfaisant

Figure 12 : Mise au point de la méthode de dosage tlamlodipine en CLHP

La phase stationnaire étant des gels de silicefosanés, peu polaires, de nature
plutét hydrophobe, on choisit comme phases molidles mélanges d'eau et d'un
modifiant tel le méthanol ou l'acétonitrile. En dggant la composition de la phase
mobile, donc sa polarité, on agit par l'intermédiailes coefficients de distribution K
(CJC,) sur les facteurs de rétention k des composés.
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Suivant les critéres de choix escomptés de la rétk@noncés dans I'objectif),

les différents solvants utilisés sont:

- méthanol/eau (60:40; v/v) ;

- éthanol (100%) ;

- acétate d’éthyle/éthanol (70:30; v/v) ;

- acétate d’'ammonium/méthanol (20:80; v/v). La 8olutampon estpréparée avec une
solution d’'acétate d’ammonium titréee a 10mM et ld¢ pstajustéa 4,5 en ajoutant
quelques gouttes d’acide formique.

- dihydrogénophosphate de potassium/méthanol (60:A). La concentration du
tampon phosphate est de 70 mM et le pH est aj@stdaadditionnant quelques gouttes
d’acide orthophosphorique.

- acetonitrile/dihydrogénophosphate de potassiwgtiiemol (45:35:20; v/iviv).

- acétonitrile/dihydrogénophosphate de potassiutiamdl (15:30:55; v/v/v). La
solution tampon est constituée a partir de poudee dihydrogénophosphate de
potassiummise en solution, a raison d’'une concemtrale 70mM, ramenée ensuite a
pH 3 grace a quelques gouttes d’acide orthophogpler

Les solvants utilisés sont tous de grade anaktijde marque PROLABO.Le
pH-meétre est systématiquement étalonné avant totilisation.Toutes les solutions
reconstituées sont filtrées et dégazées sous videqviter I'entrée de bulles d’air dans
la colonne.

Lorsque les chromatogrammes obtenus aprés plusessess avec un solvant
donné ne se sont pas avérés satisfaisants, laneokinles canalisations de I'appareil
CLHPsont d’abord purifiées pendant au moins unegéhau’aide de I'éluant de 'essai
suivant, avant l'injection suivante. Cette purgatie I'appareil est respectée a chaque

changement du systeme éluant.

Les atténuations sontl, 2, 3, 5, 7.

Les volumes d’injection testéssont @15 ul, et 2Qul.

Les longueurs d’onde (en nm) étudiées sont 220, 223, 227, 230, 235, 240,
246et 250.

Selon la composition de I'éluant, les débits (efmml) choisis sont 0,2 ;0,5 ; 0,7
et 1.
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L’appréciation des chromatogrammes s’est baséaglistinction des pics, leur
surface, leur reproductibilité,un temps de rétentiacceptable, ainsi que la

proportionnalité du signal par rapport a la coneditn du produit injecté.

Préparation des échantillons plasmatiques

Un échantillon plasmatique est nécessaire pouderatjue la méthode, mise au
point, extraie I'amlodipine au niveau plasmatiqu@ermette son identification. Pour ce
faire, 5 ml de sang veineux sont préleves.

Pour séparer le plasma du culot, le sang récolé da tube hémolytique est
versé dans des tubes eppendorf a couvercle paarcéttrifugé a 10000 tours/min
pendant 10 min a 4°C a l'aide d’'une centrifugeus®mostatée (Biofuge). Le plasma
est délicatement récupéré et mis dans un tube aljsen

Ensuite, 70 ng du PA sont ajoutés a 1 ml du plasinbenu. Le tout est agité sur
VORTEX pendant 1 min. Puis, 5 ml d’acétonitrile pamalyse (Merck)sont ajoutés a
cette solution formée par le plasma et le PA. Léenisle estde nouveau agité sur
VORTEX pendant 10 min avant d’étre centrifugé a ®D@ours/min a température
ambiante.La centrifugation achevée, le surnagestntéeupéré dans un tube a essais
pour étre évaporé sous vide a 40°C a I'évaporateatif (Rotavapor R-114, Biichi). Ce
résidu sec est ensuite solubilisé dans 1 ml desysEluant correspondant au mélange
aceétonitrile/dihydrogénophosphate de potassium/amétih(15:35:55; v/v/v) et est agité
au bain ultrasonique pendant 10 min avant d’ét&mestrasé dans un vial pour l'injection
en CLHP [32].

3.Applications : Comparaison des PA dans les prépations galéniques

Objectif

Cette opération a pour objectif de comparer dpae, les variations de quantité
en principe actif entre les comprimés appartenaxi@ts de médicaments générigues et
ceux du médicament de spécialité et d’autre pastyariations entre les différents lots

de médicaments génériques.
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Deux méthodes sont utilisées pour déterminerdaween principe actif de ces
médicaments, la pesée directe sur balance de ipré@s le calcul de concentration a

partir de la surface du pic en CLHP.

Matériels

Les échantillons ayant fait I'objet de ces pes@gd constitués de 3 échantillons
d’AMLOPRES® 5 mg, un médicament générique a base d’amlodiinee part, et de
3 échantillons de AMLOR 5 mg, un médicament de spécialité & base d'amitwlip
d’autre part. Chaque échantillon est formé de 5pronés ou 5 gélules selon la forme
galénique du médicament concerné.

Pour AMLOPRES, les lots auxquels les comprimés appartiennent son
KW3618, X30957 et KW3619 dont les dates de péramptsont respectivement juin,
septembre et juin 2016. Pour AMLBRles 15 gélules appartiennent au lot 1A21E, et
seront périmés en mai 2016.

Tous les principes actifs, sujets de cette op@ragsont obtenus par extraction
utilisant la mémeméthode mise au point au seiradarhtoire LPA-IMRA et décrite sur

la Figure 1

- Comparaison a la balance de précision
En plus des verreries, réactifs et appareillagdsag pour I'extraction df.
Matériels extraction), une balance de précisionuébtée pour la détermination de la

quantité des produits obtenus.

L'utilisation de la balance de précision pour lasé® nécessite une période de
pré-chauffage de 1 heure de I'appareil, pour qligi-cese stabilise. Les tubes a essais
préalablement pesés, contenant les extraits, danépun a un sur le plateau de la
balance.

La masse est notée, apres soustraction de laLiasemoyennes et écart-types

sont ensuite calculés.
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- Comparaison en CLHP

Les matériels requis pour cette opération soniriésies matériels utilisés pour
la mise au point de la méthode en CLHKP 2. Mise au point d’'une méthode de dosage
en CLHP).

Mode opératoire

Les comprimés d’AMLOPRESet les gélules d’AMLOR constituant les 6
échantillons a analyser sont pris au hasard dams koites respectives. Les difféerentes
étapes de I'extraction du principe actif.FigurelExtraction) sont les mémes pour le
médicament générique et celui de spécialité. Lempcimés d’AMLOPRESsont
broyés dans un mortier tandis que les gélules d’@REsont ouvertes pour I'obtention

de la poudre a travailler.

La phase mobile est composée du mélange acétefuiinydrogénophosphate de
potassium (KHPQy)/méthanol (15:35:55; v/viv), le tout ramené a pHgfce a
quelques gouttes d’acide orthophosphorique. Le pEitran (Mettler) utilisé est
systématiquement calibré avant toute utilisation.

La filtration et le dégazage du systéme éluant sgailisés a I'aide d’une pompe
sous vide pour éviter la présence de bulles dairsda colonne lors de la séparation.
Ont suivi la mise en route de I'appareil CLHP, lagation de la colonne et des tuyaux
avec la phase mobile filtrée et dégazée ainsi gueettoyage de la boucle d’injection.
Le débit est réglé a 1ml/min et la longueur d’oad230 nm. L’élution est faite en mode
isocratique et a température ambiante.

Un mg de chacun des 6 extraits est dissous dansdenmhéthanol pour obtenir
les 6 solutions a analyser. L'injection, dont ldwoe est de 2@l, se fait grace a une
seringue en verre aprés ringage de celle-ci agdgalht. Ensuite, plusieurs injections de
méthanol sont effectuées pour le rincage de lalbalimjection.

Apres un temps d’analyse de 15 min, le chromatograrest obtenu. Les temps
de rétention sont notés et les quantités en penagtif sont calculées selon la formule

suivante.
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c KXA -
I 74
Soit
X
_EXV o]
A
Avec :

C : Concentration de la solution injectée
K : Coefficient de réponse
A : Aire du pic

V: Volume de la solution injectée

Le calcul de la concentration en PA de la solutatoser en CLHP nécessite la
détermination au préalable d’'une grandeur caratiguie du produit appelé coefficient
de réponse K. Pour ce faire, une gamme étalon ségaligrace a différentes
concentrations du produit de référence estétablabl€au V).Pour chacune d’elles,
l'aire du pic est notée. Puis, grace a I'équatighla valeur de leur coefficient de
réponse est calculée. La moyenne de toutes casrsalenne le coefficient de réponse

du PA recherché.

Tableau VI : Gammeétalon de I'amlodipine établie par le calcul du coefficient de

réponse K

C1 G Cs Cy

Concentrations (mg/ml) 0,312 0,625 1,250 2,500
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4. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés sous forme de moyerdoatt type. L'écart-type S
est obtenu par la formule suivante.

Avec :

(7]

. écart type

=i

. moyenne
x : une valeur incluse dans I'ensemble de données
n : nombre de tests réalisés

5. Analyse statistique

Pour la comparaison de deux moyennes, la métha@halky'se de variance par le
test « t de Student » est utilisée. Une valeur de 0,05 est considérée comme
différence statistiquement significative.

6.Limites de I'étude

D’autres tests pharmacotechniques et pharmacogirgstisont nécessaires pour
vérifier la qualité des produits.

7. Considérations éthiques

Il 'y apas eu de conflit d’intérét par rapportes laboratoiresAninexe Y.
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[I. RESULTATS

1.Identification de I'amlodipine extraite
1.1.CCM

La chromatographie sur couche mince du produitdesnotre extraction,
utiisant comme éluant le mélange DCM/méthanol 100:v/v), a donné une
monotache. Le chromatogramme est présenté suglae 13 L'observation sous UV a
254 nm,met en évidence une tache de couleur bletespondant aune référence
frontale R = 0,26.

Figure 13: Chromatogramme du produit obtenu a parir des comprimés
d’AMLO DENK ®©
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1.2. Spectre de masse

L’ionisation par électrospray (ESI) en mode posléfnotre échantillon a donné:
- un pic pseudo-moléculaire de m/z = 409,2 cormdpnt a [M+H].C'est le pic de
base, son abondance relative est 100%. La masseufale de notre composéest donc
408,2. Elle correspond bien a la masse de I'amiondip
- trois pics fragments de m/z = 238,1 ; 294,1 &t,B7lls correspondent aux différents
fragments de la molécule obtenue lors de l'ionisaflableau VII).
- d’autres pics de trés faible abondance relatoreespondant a des fragments obtenus
par addition de certains éléments comme I'’hydrogéiné sodium a l'ion pseudo-

moléculaire lors du processus d’ionisation.

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.6 Bar

’ 200 °C
Fi Not active Set Capillary 1500V Set Dry Heater 5
s::rsaegin 50 miz Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 4.0 Umin
ScanEnd 1000 m/z Set Collision Cell RF 50.0 Vpp Set Divert Valve _Vt’asﬁe
Intens. +MS, 0.5-0.9min #(30-53)|
105 4092 Pin
21
34
2
238.1
14 294.1
nNe"
Qnk"
4311 9 Ve
Ii : 8173
460.1
o ' 798 s N e
200 300 400 500 600 700 800 =S

Figure 14 : Spectre de masse du produit obtenu a pa des comprimés
d’AMLO DENK ©
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Tableau VIl :Fragments du produit isolé obtenus parSM

Fragmentationproposée

+

+H

m/z 409,2

H
N

_H_
= /\/q S O/x/%
]
I T Nge
BCw WO -32Da \é—:‘k‘/\f ’
R —
Cl 0 CL\\ g j

m/z 409,2 mz 377,2

HC N
COH

BC..._
1

m/z 204,2

m/z 409,2
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1.3. Spectroscopie RMNH

L'interprétation du spectre RMRH de notre produitRigure 19 est réalisée
grace a la table de RMN du protofnfiexe Jet par comparaison avec les données de la
littérature [33, 34] et celles données par le lepi€Chemdraw. La transcription de
chaque signal par rapport a son déplacement chenigspectif, ainsi que son
environnement moléculaire nous a ensuite permigtritbaer a chacun d'eux le
groupement leur correspondant au niveau de latsteicéveloppée de I'amlodipine
(Figure 16. Les résultats sont présentés dankaleleau VIII.
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Figure 15: Spectre RMN 'H du produit obtenu & partir des comprimés
d’AMLODENK ® 4500MHz dans CROD



Tableau VIII :Interprétation du spectre RMN *H du produit isolé

Signal a b C d e f g h [ ]

Type multiplet  singulet singulet guadruplet  triplet singuletsingulet triplet singulet triplet
Déplacement
o 5,30 4,77 4,58 3,93 3,48 3,21 2,79 2,23 1,06
chimique (ppm)
Intégration 4H 1H 7H 2H S5H 3H 2H 3H 3H

Site protonique  Ar Ar-CH-Pyr PyrCH,-O CH;-CH,-O -CH,-O CH3-O -CH3;-OD CH,-NH; PyrCH; -CHs

Figure 16 : Attribution des signaux au niveau de latructure de I'amlodipine

(4%
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1.4. Spectre RMN®C Broadband decoupling

Ce spectre donne le nombre d’atomes de carboleerdelécule s’il n'y a pas de
recouvrement de carbone. Le sign&ka51,2 ppm correspond au solvant L. Mis

a part ce signal, nous dénombrons dans le spe€trpid correspondant aux 20

carbones de I'amlodipine.
L'attribution des déplacements chimiques des agabadu produitKigure 17

est donnée dans Tableau IX.

AS00Z in MeOD
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= 35
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Figure 17 : Spectre RMN *C &100MHz du produit obtenu & partir des
comprimés d’AMLODENK © dans CD;OD
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Tableau IX: Attribution des signaux du spectre RMN*3C du produit

N° atome Déplacement \° atorme Déplacement
chimiqued (ppm) chimiques (ppm)
2 147,0 12 =33
3 104,0 13 41,08
4 38,56 15 168.7
5 103,4 16 169.8
6 147,2 1 146 8
7 18,67 o 1333
8 51,18 3 130.2
9 60,92 4 1286
10 14,6 5’ 128,1
11 68,64 6 1325

Figure 18 : Formule développée et numérotation destomes de I'amlodipine

2. Mise au point d’'une méthode de dosage en CLHP

2.1. Effets du systéme d’éluants

Les effets du systeme d’éluants utilisé sur la o chromatogramme sont

montrés sur l&igure 19
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Les chromatogrammes obtenus avec le solvant Simhetteévidence I'absence
de pic de I'amlodipine dans les conditions chromgedphiques utilisées.

Les résultats obtenus avec I'éthanol n'ont pas s#tsfaisants du fait de
I'instabilité de la méthode en utilisant ce solvant

Le solvant S3 n’a pas révélé un pic correspondéiatrdodipine.

L'utilisation du solvant S4 montre un pic de I'adipine, mais avec cependant
un aspect en plateau et un temps de rétentiomtpstant (>20 min).

Le résultat obtenu avec le solvant S5 présentesmpg de rétention important
du produit (t = 27,31 min). De plus, I'absence dihontalité du signal traduit
une difficulté a la stabilisation de la méthodédisée.

L'utilisation de l'acétonitrile dans la compositiolu solvant met en évidence la
présence d’'un pic de 'amlodipine, avec un aspextptable et reproductible sur
d’autres injections du produit. La molécule soBt47 min.

L’acétonitrile ayant été jugé comme indispensabberrpl’obtention de pics
satisfaisants, son colt élevé nous a conduit @tamulation de la composition

d’un autre systéme éluant, le solvant S7.
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S1: Méthanol/Eau (60:40) S2: Ethanol (100%)
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S7: Acétonitrile/KH ,POs/Méthanol (15:30:45)
Figure 19 : Chromatogrammes obtenus en fonction du systéme d’éluants

(A : injection du méthanol B et C : 1® et Z™injection)
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2.2. Mise au point de la longueur d’onde de détecitn

La modulation de la longueur d’onde utilisée loes dnalyses a mis en évidence

la reproductibilité des pics’a= 235 nm Figure 20.

A L= R g 5
BN Al K . A2
A =223 nm Taiem 0 a T
[P MR P
l\ &
A=227nm  E% %
D == "} Al
1L
C
A =230 nm
D
A = 235 nm b2
E
El 2 oz 5 OE2

Figure 20 : Mise au point de la longueur d’'onde poul’analyse CLHP de
I'échantillon élué avec $ (Acétonitrile/KH ,PO4/Méthanol, 15:30:45;
viviv) tels que 1, 2, 3 : 48, 2™ ou F™injection
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2.3. Ebauche d’'une gamme étalon &= 235 nm

L’injection de différentes concentrations du pribda A = 235 nm révéle

I'existence d'une proportionnalité du signal pappart a la concentration injectée

(Tableau X.

Tableau X : Mise en évidence de la proportionnalitéu signal par rapport

a la concentration ak = 235 nm

Concentration
3 1 0,5
en AML (mg/ml)
TR (min) 4,827 4,922 4,983
Aire du pic 3310821 1641432 811894

2.4. Essais sur le plasma k= 235 nm

La comparaison des chromatogrammes figurant dsnssultats obtenus sur les
échantillons plasmatique$dbleau XJ nous montre que la méthode utilisant le solvant

S7permet I'identification de I'amlodipine au nivedu plasma a= 235 nm.

Tableau Xl : Mise en évidence de l'identification 8 CLHP de I'amlodipine avec le

solvant S7 d= 235 nm

Plasma +
AML 25pg/ml Plasma blanc
AML 70pg/ml
Chromatogramme = |
o g CEEY
I e |

TR (AML) 6,218




3. Applications : Comparaison des PA dans les formsegaléniques

3.1. Comparaison a la balance électronique

La pesée a la balance électronique des extrafigs idles formulations

pharmaceutiques a comparefableau XI) indigue qu'en moyenne la masse

d’AMLOPRES® est inférieurea celle AMLOR
De plus, contrairement aux échantillons AMLRAMLOPRES présente une

variation inter-lot plus marquée (22,8+1,1mg).

Tableau XlI: Détermination de la masse des échantins extraits des gélules
d’AMLOR ® et des comprimés d’AMLOPRES

Quantité de PA

Teneur relative

Produit _ Moyenne Moyenne
extrait (mg) en PA (%)
Ech 1 24,9 99,6
AMLOR® Ech 2 24.8 24,940,1 99,2 99,540,2
Ech 3 24,9 99,6
Ech 4 23,7 94,8
AMLOPRES® Ech5 21,2 22,8+1,1 84,8 91,1455
Ech 6 23,4 93,6
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3.2- Comparaison en CLHP

La comparaison des échantillons en CLHP compré&mpréciation de leurs
temps de rétention sur les chromatogrammes ob{&nysre 21 et la détermination de

la quantité en PA dans les échantillons.

Figure 21 : Chromatogrammes obtenus lors du dosagas CLHP des échantillons
a comparer A:Ech1 B: Ech 2 C:Ech3
D: Ech 4 E: Ech 5 F: Ech 6

Le Tableau Xl montre que, dans nos conditions d’analyse, le $em
rétention du PA des échantillons étudiésest congmise 5,565 et 5,671 min. Il existe

une Iégere variation de celui-ci entre les sixétihans, mais elle est inférieure a 5%.
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Tableau XIlI: Temps de rétention(TR) des échantillms extraits d’AMLOR ®
et AMLOPRES® (n=3)

Produit TR (min) CV (%)

Ech 1 5,668+0,020 0,348

AMLOR® Ech 2 5,692+0,018 0,307
Ech 3 5,565+0,018 0,316

Ech 4 5,642+0,050 0,879

AMLOPRES® Ech5 5,639+0,021 0,365
Ech6 5,671+0,003 0,047

Le calcul du coefficient de réponse Hapleau XIY est nécessairepour la

détermination de la masse du PA en CLHP.

Tableau XIV : Parametres utilisés pour le calcul ducoefficient de réponse K (n=3)

C1 G Cs Cs
Concentrations de référence
0,312 0,625 1,25 2,5
en PA (mg/ml)
Volume injecté () 10 10 10 10

TR (min) 5,56 551 5,54 5,57
Aire du pic 568679 1106692 2018429 3136173

K(10) 5,486 5,647 6,192 7,971

La moyenne des coefficients de réponse de chaainesiconcentrations donne
le coefficient de réponse K de I'amlodipine pourdesage des formes galéniques,
avecK= 6,324.18Tableau XY.La courbe étalon construite avec K en fonctiorCdest
caractérisée par I'équation y = 1,1636 x + 4,9606 earré du coefficient de corrélation

R’= 0,98. Elle a permis de calculer la concentraties solutions & doser.
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Tableau XV : Dosage du PA des extraits issus d’AMLA® et AMLOPRES® en

CLHP
Quantité de Teneur Rendement
) . Moyenne . Moyenne )
Produit PA extrait relativeen PA de I'extraction
+ET(mQ) +ET (mgQ)
(mg) (%) (%)
Ech 1 16,379 99,15
Ech 2 16,357 16,54+0,24 98,98 100,10+1,79
Ech 3 16,884 102,17
66,1
Ech 4 14,191 85,88
Ech 5 13,301 13,91+0,43 80,49 84,2+3,21
Ech 6 14,248 86,22

En prenant la moyenne des quantités de PA obteduesnédicament de
spécialité comme référence, le taux de rendemelgxteaction s’estime a 66,1%.
Les teneurs relatives en PA des 3 échantillons édicament générique sont

inférieures a 95%.



TROISIEME PARTIE :
DISCUSSION
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I. DISCUSSION
1. Etude des résultats des tests d’identificationed’amlodipine extraite

La présence d’'une seuletache sur la plaque CCNrgibunais ne traduit pas
obligatoirementla pureté du produit isolé des comgs d’AMLO DENK®.

En CCM, seule une analyse en deux dimensions (COMp2rmet d’affirmer a
elle-seule la pureté d'un analyte. Ceci explique nicessité d'autres méthodes
analytiques pour vérifier la pureté de notre prodGiette vérification est nécessaire
pour démontrer que la méthode d’extraction utiligéése au point au cours de cette
étude, soit jugée comme d'utilisation possible pbextraction de I'amlodipine ou
d’autres molécules de la méme famille chimiquepmllier I'inexistence des produits
utilisables comme références. L'amlodipine appattiea la famille des

dihydropyridines.

La phase mobile utilisée (DCM/méthanol (90:10;)vk bien séparé I'analyte,
dont la référence frontale dans cet éluant est. 0,86 valeurs des8ur I'amlodipine
trouvées dans la littérature corroborentnotre tasui35]. Les valeurs différentes
observéesdans d’autres référefid@sont dues a la dépendance du rapport frontal aux

conditions chromatographiques utilisées.

Le Rseul ne permet pas d’affirmer avec certitude, samparaison avec un
produit de référence que le produit isolé soit demlodipine. Des analyses
supplémentaires sont nécessaires afin de pouvterndiéer la structure chimique du

produit obtenu. Nous avons ainsi eu recours auxspeétriesde masse, RMN et=C.

Le spectre de masse de notre échantillon met etese un pic prédominant
correspondant a l'ion moléculaire protoné, [MHIm/z 409,2. Cet ion vient d’un

transfert d’un proton selon la réaction :
M+RH Z2=2 M..H..R =2 MH +R

Ou RH est I'ion du gaz réactif [26].
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La masse moléculaire de I'amlodipine 408,2 [28]estrésultats d’études similaires
rejoignent notre hypothese [37, 38]. La différepee rapportaces ouvrages réside dans
la présence des pics se trouvant a droite du gadwsmoléculaire au niveau de notre
spectre, c’est-a-dire de masse moléculaire plusdgraSi on en tient a la théorie, sur un
spectre de masse ne peut figurer que le pic malieules pics fragments (de masse
moléculaire inférieure au pic moléculaire) et desgibles pics isotopiques (de masse
moléculaire supérieure au pic moléculaire et egsl+d ou M+2) [24]. Cet aspect du

spectre est obtenu dans le cas des couplages SE/EM[

Dans notre cas, nous retrouvons des masses supériela masse du pic de l'ion
pseudo-moléculaire et differentes de M+1 et de MMN@us pourrions les interpréter
comme suit :

« m/z = 431,1 pourrait correspondre a lion [M+NaJAinsi, il s'agirait de
I'amlodipine qui aurait été sodé lors de lionisati L'ion N&a provient de la
matrice ;

+ m/z = 817,3 pourrait étre Iion [2M+H] Donc, il pourrait étre percu comme
deux molécules d’amlodipine monoprotonée ;

« m/z = 839,3 pourrait correspondre a I'ion [2M+Najutrement dit, il s’agirait
cette fois-ci de deux molécules d’amlodipine sodées

L’ESI est effectuée en mode positif, ceci expliqiabtention d’ions de type
[M+H] " ou [M+NaJ".

Du fait de la forte abondance naturelle du pro@®9%), le spectre RMRH
est d'utilisation trés courante pour la détermimratdu squelette hydrogéno-carboné
d’'un composeé [39].De ce fait, plusieurs autres @wstent déjaanalysé 'amlodipine par
RMN *H, contrairement & la publication de Szabo L. &,cz#lon laquelle aucune étude

RMN *H de cette molécule n'aitété reportée dans ladittge [33].

Concernant nos résultats, tous les signauxquiténh@mmeéa aj pour faciliter
leur interprétation, ont pu étre attribués aux asrd’hydrogene de la molécule.Nous

retrouvons des spectres de méme aspect dans lekatesd’'autres chercheurs
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[34,40].De méme, la comparaison des déplacemeintsiqties de notre produit aux
données du logiciel Chemdraw et Szabo & coll [38hine une analogie de ces valeurs.

Tableau XVI: Comparaison des valeurs dé 'H obtenus & celles du logiciel

Chemdraw

Déplacement chimiqu& (ppm)

Proton
Logiciel Chemdraw Echantillon Szabo & coll [33]

a + 7,00 +7,00 +7,34
b 4,43 5,30 5,31
Cc 4,04 4,76 4,63
d 4,19 4,58 3,99
e 3,63 3,93 3,66
f 3,76 3,48 3,51
h 2,82 2,79 3,09

[ 1,71 2,23 2,3

] 1,30 1,06 1,11

- Le signalf correspond a cing protons dont trois du groupem&itkadjacent au
groupement ester et deux protons appartenant ap@meent amine primaire. La valeur
du déplacement chimique de —Nptut étre tres variable;

- Le signalg est celui du solvant MeOD ;

- L'intégration 24,25 englobant les picset d, corresponda environ sept protons. lIs
comprennent deux protons du pcdeux protons du pid; les trois autres protons
pourraient provenir de trace d’eau dans le solvbanregistrement et du proton de

I'amine secondaire.

Sur le spectre RMN?C Broadband Decoupling, nous avons observé vinggt pi
gue nous avons attribués aux vingt carbones deldddipine. Les valeurs des
déplacements chimiques des carbone, comparéesles cennées par le logiciel

Chemdraw sont sensiblement les mémes
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Tableau XVII: Comparaison des valeurs dé **C obtenus & celles du logiciel

Chemdraw

Déplacement chimiqu& (ppm)

N° atome
Logiciel Chemdraw Echantillon Szabo & coll [33]

2 145,6 147,0 145,7
3 99,2 104,0 102,5
4 21,2 38,5 39,1
5 102,4 103,4 102,6
6 141,2 147,2 145,0
7 18,6 18,6 18,7
8 50,8 51,1 51
9 59,9 60,9 59,9
10 13,7 14,6 14,5
11 73,1 68,6 67,1
12 74,4 73,3 67,1
13 43,1 41,98 37,2
15 165,0 168,7 167,6
16 165,0 169,8 166,7
1 138,1 146,8
2 1345 133,3
3 128,8 130,2
4 126,9 128,6
5 126,5 128,1
6’ 130,6 132,5

Par ailleurs, les travaux effectués par Szabetlalsur I'étude spectroscopique
et théorique du bésylate d’amlodipine [33] et cdexYang Cet alsur la RMN'H et
3C de I'amlodipine [40] corroborent nos résultata. deule différence observée est la
présence d'un signal supplémentaire dans le spgatrd’on peut attribuer au solvant
MeOD & = 51,2 ppm dans notre cas et DMS©adl = 39,5 ppm dans celui de Yang
Cetal.
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Ceci souligne l'importance de la connaissanceateslitions d’analyse lors de
I'interprétation d’'un spectre RMN. Cette étude naxpose aussi que les résultats
expérimentaux de tels travaux peuvent étre diftérele la théorie. Cependant, cette
technique reste quand méme une méthode efficaaedgterminer le squelette carboné
d’'un composé.

L’enregistrement de spectres RMN 2D (NOESY, HMQ®IBC, ...) aurait été

un atout dans notre travail.

A ce stade de nos interprétations, l'identificatide la masse moléculaire de
I'amlodipine grace au spectre de masse, l'attrdyuties déplacements chimiques des
signaux du spectre RMNH aux protons au niveau de la structure chimique, e
Iattribution des vingt signaux RMNC aux vingt carbones de notre molécule permet
de déduire que le produit issu de I'extractionbésh I'amlodipine. Cependant, la pureté

du produit n’est pas encore confirmée.

2. Etude des résultats de la mise au point d'une niwde de dosage en
CLHP

L’analyse en CLHP de la molécule d’amlodipine hijeas une premiere dans le
monde de la recherche. Plusieurs de ces étudel@été rapportées dans la littérature,
avec des méthodes validées, en plus des protommemmandés dans les référentiels
approuves tels que la Pharmacopée Européenne §281B Le choix d’'une nouvelle
mise au point de la méthode de dosage de I'amioeligans ce travail est justifié par le
but initial qui était de trouver une méthode petardtune bonne identification de la
molécule étudiée mais de moindre codt et utilished solvants et réactifs facilement

accessibles a Madagascar.

Ainsi, la premiére mise au point a consistéa radtex le solvant qui pourrait
répondre aux criteres attendus énoncés précédememenbmmencant par le mélange
méthanol-eau.

Les chromatogrammes obtenus se sont avérés nefasants, présentant des
pics non acceptables, non reproductibles, avecempg de rétention trop important
(TR= 27 min), impliqguant l'utilisation d’'une plusrande quantité de solvants et
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untemps d’analyse plus long, ou parfois I'absenu@lé de pic correspondant a
I'amlodipine.

Le systeme KKHPO/MeOH a été essayeau cours de cette mise au paistdonne un
temps de rétention trop important. La compositiEnelt systeme éluant semblerait étre
le systeme acétonitrile/systeme tampon/méthandbue ajustéa pH = 3 [32,42]. Ceci
est prouvé sur |gigure 19.

La composition du solvant a tout de méme été réetiifin de réduire au maximum la
proportion en acétonitrile [43] et donc le colt dewmlyses. Nous avons nommeé ce
dernier solvant S7. Remarquons que les publicattonsernant les études réalisées sur
I'analyse en CLHP de I'amlodipine reportent la @rése d’acétonitrile et d’une solution
tampon dans la composition du systeme éluant leumgttant une bonne identification
de la molécule [28, 32, 42].

A ce stade de la mise au point, I'amlodipine aid@ntifiepar un pic simple,
d’aspect fin et symétriqgue. Ce parametre valideenbypothése émise lors les analyses

antérieures concernant la pureté de notre extrait.

Les valeurs de TR correspondant a I'amlodipineadtetrvarient de 4,80 min a
5,80 min. Nous obtenons un TR se rapprochant deséds publiées antérieurement
[36, 41]. Nous avons constaté que lorsque l'intéevde temps entre la préparation du
solvant et I'analyse est trop grand, le TR de l@aipine augmente.Ce fait pourrait étre
a l'origine de variation intra-day, un phénomeénressique en analyse sur CLHP. L’idéal
aurait été de travailler avec un solvant fraichaénpeéparé. Cependant cela ne semble
pas possible du fait de la nécessité de plusieausel pour nettoyer les canalisations de
'appareill CLHP et pour sa stabilisation. D’ailleuigs auteurs ayant aussi fait des

études semblables recommandent |'utilisation dalaast fraichement préparée [44].

La longueur d’onde a été modulée dans le but defper les résultats obtenus
lors de cette identification de I'amlodipine. Pawstre part, I'aspect des pics a été
satisfaisant et reproductiblé & 235 nm. Nous retrouvons dans la littératurehi@xcde
longueurs d’ondes apparentées pour I'identificatiercette molécule [45].
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Les premiers résultats obtenus des échantillamtiques se révelent positifs
pour notre étude car les pics obtenus sont isdlé® es’interferent pas avec d'autres
composants qui pourraient étre présents dans senplaCependant, nous avons observé
la présence de deux pics sur le chromatogrammeajuiat probablement I'oxydation

du produit dans le plasma [35, 46].

Si nous nous référons a des études menées daned’pays tels que la Chine,
la Turquie ou encore le Canada [40, 41], 'utiisatde standard interne pour le dosage
de I'amlodipine est pratiqgue courante. Par fauteédetifs, le dosage de I'amlodipine
n'a pas été effectué en utilisant un standardretan cours de notre travalil.

De plus, le choix de la méthode de dosage (enrgpdeitométrie UV-visible) a
découlé de sa disponibilité dans le laboratoirenalgses. Toutefois, la présence de
groupement pharmacophore est indispensable dangnoiécule pour pouvoir étre
détecté en UV. Plusieurs autres technigues sonsi gusssibles. La CLHP de
I'amlodipine peut étre coupléau spectrometre desmfdb], ou encore a la fluorimétrie
[47,48].

3. Comparaison des échantillons extraits d’AMLOR et de AMLOPRES"

L'objectif initial de ces différentes mises au moiconcernant la technique
d’extraction ou encore la méthode de dosage é&diide une comparaison chimique, et
méme pharmacocinétique de ces médicaments a kmstdipine commercialisés dans

notre pays (étude de bioéquivalence).

Concernant la comparaison de la quantité en amitwliplans les formes
pharmaceutiques (comprimés et gélules), les résulie la pesée a la balance
électronigue mettent en exergue ces quelques points
D’une part, nous constatons que la variation dgukntité du PA des 3 échantillons du
médicament de spécialité est faible par rapportlée ades 3 lots du médicament
générique. En effet, I'écart-type a la moyenne é& derniers est plus important que
pour '’AMLOR®mais elle est inférieure & 5%, le seuil de variatioceptable.
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D’autre part, la moyenne de la masse des échar#ilkMLOPRES est inférieure a
celle d’AMLOR® (24,9+0,1 mg pour AMLOR contre 22,8+1,1mg pour
AMLOPRES). Cette différence est considérée comme statistigut significative,
avecp=0,01

Nous pouvons déduire de ce premier constat quigtexraisemblablement une
différence dans la composition quantitative en & deux médicaments. Ce point de
non-conformité pourrait constituer la premiere peeuwde la difficulté d’affirmer
I'équivalence de ces deux médicaments. Certes,deus ont pour effet thérapeutique
la diminution de la pression artérielle du patig2f, 30], mais l'interchangement des
médicaments entre eux lors d’un traitement depngtemps établi pourrait constituer
un risque pour la santé du patient (la dose questit atteignant la circulation générale
pouvant étre faible avec 'TAMLOPRES

Si nous nous référons a la théorie, un médicamempeut étre appelé générique
que s’il contient la méme composition qualitative quantitative en PA que le
médicament princeps [17, 18]. Dans notre cas, nateeniére conclusion éliminerait
directement 'AMLOPRES des médicaments considérés comme générique de
AMLOR® 5 mg. Cependant, pour ne pas tirer de conclusitive) il nous faut nous

référer aux études similaires d’autres chercheurs.

Ainsi, I'appréciation de la quantité de PA dansflasnes pharmaceutiques a la
balance électronigue ne semble pas étre courantels Netrouvons plutét des
comparaisons de la composition en PA par specttopteéirie d’absorption dans 'Uv

utilisant la loi de Beer Lambert ou par titrimeti49].

D’autres parametres pourraient aussi expliqueréseltat, comme des erreurs
possibles dans les différentes manipulations, fi&@rdnce des formes galéniques des
médicaments (comprimés et gélules), ou encoreudeedors de I'obtention de I'extrait a
peser sous forme de pate mais non pas sous foistalligée (I'évaporation aurait pu

étre plus ou moins importante que celle voulue).



61

Ces différents points justifient la nécessité deficmer le dosage réel en PA des
médicaments a analyser au moyen d’une analyse CLHP.
Les résultats obtenus en CLHP confortent les pexiéd En effet, nous retrouvons
encore la conformité dans la masse au sein desidtdres 1, 2, et 3 (CV= 1,45%) par

rapport aux échantillons 4,5, et 6 ou la variagshplus importante (CV = 3,12%).

De plus, tout comme pour la comparaison a la bal&ectronique, la moyenne
de la masse des échantillons génériques est notableinférieure a celle des
échantillons du médicament de spécialité (13,93-:0r¢y pour AMLOPRES contre
16,54+0,24 mg pour AMLOR). En tenant compte de notre rendement d’extraafion
est de 66,1%, les cing comprimés d’AMLOPRE®ntiennent donc 21,04 mg contre
25,02 mg pour AMLOR. Ces données confirment donc les premiéres cdonkis
tirées auparavant. AMLOPREScontient moins de PA qu’AMLOR Ceci pourrait
constituer un risque pour le patient en cas detsutisn de ces médicaments en
officine, mais pourrait aussi induire une insuffisa dans l'effet thérapeutique

escomptéchez le patient pour lequel le cliniciezsprit AMLOPRES.

Les publications retrouvées dans la littératuratgmd sur le dosage de
I'amlodipine dans les médicaments ont plutdt pout la validation de méthodes
d’analyse, mais non la comparaison de la qualitéededits médicaments [50]. Il s’agit
le plus souvent d’analyses CLHP utilisant des domaé semblables a la derniere que
nous avons retenue dans notre mise au point. Lgasition en acétonitrile, solution
tampon, ainsi que I'ajustement du pH du systemeastlaux alentours de pH = 3 se
répetent dans ces publications, la solution tampenmettant d’éviter I'apparition de

pics multiples en CLHP en phase inverse [28, 4R, 44

Des études menées par d’autres chercheurs poefémttivement sur la
comparaison de la qualité de différentes formaretia base d’amlodipine. Mais leur
but n’est pas de comparer les masses en PA codtsraules médicaments, mais plutot
au niveau d’échantillons plasmatiques (études déduiivalence directement) [32, 37,
42].
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En outre, la méthode adoptée dans notre travi@reides protocoles classiques,
qui elles, consistent aétablir une courbe d'étadgen pour la détermination des
concentrations a rechercher [51]. Nous avons eaurscau calcul du coefficient de

réponse K comme expliqué dans les méthodes.

Notre étude s’est achevée a la mise au point deethode de dosage appliquée
aux échantillons plasmatiques (réglage de la maclibhHP, atténuation du signal,

deébit, calcul du coefficient de réponse) pour desrraisons.

Les différents points constatés dans les résulatsotre étude nous amenenta

ces quelques suggestions.

Le Ministére de la Santépourrait prendre en confiptgortance des missions
de TAGMED dans la promotion de la qualité des madients circulant surle territoire
national. Ainsi, la mobilisation des ressourcesémelies, financieres et humaines pour
cette structurepermettra d'optimiser le rble deleeel dans la promotion de la

santépublique.

L’AGMED, avec l'appui du Ministere de la Santé vt s’approvisionner en
substances de référence, ne serait-ce que pouesgjueédicaments essentiels, comme
dans le cas de I'amlodipine par exemple. Ainsisl@sstances de référence seraient plus

faciles d’acces pour les chercheurs désirant g¥aliss études semblables.

D’autre part, outre les données pharmacodynamiguefarmacocinétiques du
produit, la preuve de la soumission de celui-csagtedes de bioéquivalence par rapport
aun médicament de spécialité devrait aussi figiaes la liste des piéces a fournir pour
I'enregistrement des médicaments génériques. Ali&ablissement d’'un répertoire
générique a l'instar de celui de ’ANSM pour la ikca pourrait étre possible. Cette liste
comprendrait seulement les génériques ayant étéfpaaix tests de bioéquivalence et
servirait de référence pour la substitution pgsHarmacien, ou encore pour le choix des

médicaments a prescrire par le clinicien.
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Enfin, I'’Agence devrait renforcer ses actions ddas sensibilisation des
pharmaciens, cliniciens, voire méme des patienniga la notification des effets
indésirables des médicaments et produits de saat@ui n'est pas encore pratique
courante dans notre pays. Ces données, propresi@ticaments circulant dans notre
pays, notamment les génériques en provenance déel'lont le nombre est en
augmentation incessante et ne faisant nullemehjefade recommandations publiées
par TANSM, pourraient étre communiquées via le sie ’TAGMED pour l'information

des professionnels de santé.

Le pharmacien d'officine, tenant un réle primotdians la prise en charge du
patient par sa qualité de dispensateur du médidardewrait étre vigilant en cas de
substitution, notamment lors de traitements au l@oegrs comme I'hypertension
artérielle. La déstabilisation de I'équilibre teorsnel déjaétabli pourrait étre dangereuse
pour le patient, ce qui nous pousse a recommanaer @€livrer que le médicament
initialement prescrit pour I'hypertendu, ou par aléf le remplacer par un autre

médicament ayant été prouvé comme lui étant bigatgnt.

Il devrait assurer aussi une formation adéquateesx agents de comptoir

concernant les regles de la substitution en général

II. PERSPECTIVES

Notre étude s’est arrétée a la comparaison a lanta électronique et en
CLHPdes comprimés d’AMLOPRES et des gélules d’AMLOR Des études
pharmacocinétiques, c’est-a-dire au niveau plagmetipourront compléter les résultats

trouvés afin d’établir la notion de bioéquivalermeenon entre ces médicaments.

Dans le méme ordre d'idée, des études similairasrgot étre effectuées sur les
autres médicaments a base d’amlodipine commeuesatians notre pays, voire méme
tout autre médicament dihydropyridinique utiliséupde traitement de I'’hypertension

artérielle.



CONCLUSION



64

CONCLUSION

Les études portant sur la bioéquivalence de fationls a base d’amlodipine
sont trés nombreuses. Les référentiels tels quehlrmacopée Européenne ont déja
défini, eux aussi, des méthodes d’identificationledosage validées de cette molécule.
Cependant, comme le laboratoire dans lequel noassatravaillépromeut la chimie
verte a Madagascar, le défi est de ne pas saesdlifi ces protocoles recommandés,
mais au contraire d’essayer des techniques nosyeltdisant des réactifs et matériels

disponibles dans le pays.

D’une part, nos résultats ont prouvéque le martguproduit de référence dans
le pays n'a pas constitué un obstacle pour notgair Les résultats des tests
d’identification de I'amlodipine issue des comprendnontrent que la méthode
expérimentée a été efficiente dans I'extractiorPdy avec un rendement s’estimant a
66,1%. Ce produit pur obtenu peut servir de sulostale référence pour le dosage de la
molécule dans les préparations galéniques ou aaniglasmatique.

D’autre part, le principe de la recherche d'une position du systeme
d’éluantspeu colteuse pour l'identification du phidden CLHP s’est révélé peu
applicable, le solvant donnant une bonne séparatiorproduit reste I'addition de
I'acétonitrile, du méthanol et un tampon phosphséms oublier I'ajustement du pH de
cet ensemble a 3.

La comparaison de la composition quantitative en d@& deux formulations
montre le sous-dosage du médicament génériqueappont au médicament princeps.
Cette observation remet donc en question le poud®issubstitution du pharmacien

d’officine pour ce type de médicament dans notgspa

Toutefois, le recours a une substance de référanrait été plus bénéfique
pour les résultats de notre travail. De plus, cesparaisons par rapport a la quantité en
PA contenu dans ces formulations ne suffisent pafed-mémes a conclure sur le
contrble qualité de ces meédicaments. D’autres tgdtarmacotechniques sont
nécessaires, sans parler des études pharmacogesty niveau plasmatique. Nous

recommandons donc a ceux qui projetteront de comttioette étude ou comparer cette-
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fois-ci AMLOR®a un autre générique de s’approvisionner en anitglige référence

pour une bonne validité de leurs résultats.
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Annexe 1: Table RMNH

15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
I 1 1 1 1 1 1 1 8 1 I 1 |
TMS 0,00 .o e e |
=CHjy-cyclopropane 0,22 . e l.
CH, 0,23 e e e l.
CHC (saturé) L,00-0,80 ... i..
SCH,- (saturé) 135-120 | D
SCH- (5aturg) 1,65 1,80 .. oo oo e e i.....
CH,-X (X=F. CL,Br. I, OH,OR, OAr,N) 200-100 .
CH3-C=C 1,907 1,60 . oo e e e e e, n.. ..
CH,-C=0 2,60-2,00 .. ... ... |
CIL3 AT 2,50 - 2,25 oo e A..... ..
CH-S 2.80-2,10 . |
CHL5N 3,00 2,00 oo e e ...
H-C=C- (non comjugud) 2,05- 2,45 . i ...
H-C=C- (conjugué) 3.00-2,80 ... .o, | T
CH3O 4,00-330 ... 0 e ...
A¥NH,, ArNHR, Ary,NH 4,30-330. ..., .. ...
ROH (dans solvant inerte) 520-3,00.....................] [ [
CH,=C (non conjugué) 5,00 - 4,60 ......................... m.
CH=C (acyclique non conjugué) 5.80-520.. .. ... .... ..
CH=C (cyclique non conjugué) 5,70-520. ... ......... 0. ... ....................
CH,=C (conjugué) 5,90-530 .. .. . .................. I ... . ... . ... .........
CH=C (acyclique conjugué) 72,20-550 ....... . NN .. .........................
CH=C (cyclique conjugué) 6,30-570 ....... ... NI .. . .................ccc.o...
ArOH (sans liaison Hintra) 7,70-450 .. ... . .......................
H-N-CO 8,50-550........ccvvvevn... L
Ar-H 820-6,65....... ... .
RCHO 9,80-9,60 ................. | TR
RCHO (a.binsaturé) 9,65-950 .. M. . ... . .. .
ArCHO 10,00-9,70 .............. W
................... N . COOH (dimére dans un solvant non polaire) 13,20 - 11,00
...... I \OH (si liaison H intramoléculaire) 15,50 - 10,50 . .




Annexe 2: Table RMN°C

Aldehydes

Carbaxylic

Mitrile

CC

Alkyne

RCH20

R3ICH

RCHZX

R2CHz

RCH3

RICOR
Aldehydes and ketones
R{COyX
Carboylic acid derivatives
Mitrile RCMN
C=C
Alkyne R-CC-R
R-CH2-0
R4C
RACH
R-CH2-%
¥=0C=C,C=0, Br,Cl, N
R2CH2
RCH3
TME
I I I I I I 1 I I I 1
220 200 180 160 140 120 100 80 &0 40 20 o




Annexe 3 : Groupe Générique AMLODIPINE (BESILATE PE

Amlodipine 10 mg

Référent(s)

AMLOR 10MG GELULE 30
AMLOR 10MG GELULE 90

Générique(s)

AMLODIPINE 10MG ACTAVIS FL GEL 30
AMLODIPINE 10MG ACTAVIS GELULE 30
AMLODIPINE 10MG ACTAVIS GELULE 90
AMLODIPINE 10MG ALMUS GELULE 30
AMLODIPINE 10MG ALMUS GELULE 90
AMLODIPINE 10MG ALTER GELULE 30
AMLODIPINE 10MG ALTER GELULE 90
AMLODIPINE 10MG ARROW GELULE 30
AMLODIPINE 10MG ARROW GELULE 90
AMLODIPINE 10MG BIOGARAN GELULE 30
AMLODIPINE 10MG BIOGARAN GELULE 90
AMLODIPINE 10MG BOUCHARA GELULE 30
AMLODIPINE 10MG BOUCHARA GELULE 90
AMLODIPINE 10MG CRISTERS GELULE 30
AMLODIPINE 10MG CRISTERS GELULE 90
AMLODIPINE 10MG EG GELULE 30
AMLODIPINE 10MG EG GELULE 90
AMLODIPINE 10MG EVOLUGEN GELULE 30
AMLODIPINE 10MG EVOLUGEN GELULE 90
AMLODIPINE 10MG ISOMED GELULE 30
AMLODIPINE 10MG ISOMED GELULE 90
AMLODIPINE 10MG MYLAN GELULE 30
AMLODIPINE 10MG MYLAN GELULE 90
AMLODIPINE 10MG MYLAN PIL GELULE30
AMLODIPINE 10MG PFIZER GELULE 30
AMLODIPINE 10MG PFIZER GELULE 90
AMLODIPINE 10MG PHR GELULE 30
AMLODIPINE 10MG PHR GELULE 90




AMLODIPINE 10MG RANBAXY GELULE 30
AMLODIPINE 10MG RANBAXY GELULE 90
AMLODIPINE 10MG RATIO GELULE 30
AMLODIPINE 10MG SANDOZ GELULE 30
AMLODIPINE 10MG SANDOZ GELULE 90
AMLODIPINE 10MG TEVA GELULE 30
AMLODIPINE 10MG TEVA GELULE 90
AMLODIPINE 10MG ZENTIVA GELULE 30
AMLODIPINE 10MG ZENTIVA GELULE 90
AMLODIPINE 10MG Z2YDUS GELULE 30
AMLODIPINE 10MG Z2YDUS GELULE 90

Amlodipine 5 mg

Référent(s) AMLOR 5MG GELULE 30
AMLOR 5MG GELULE 90
Générique(s) AMLODIPINE 5MG ACTAVIS FL GEL 30

AMLODIPINE 5MG ACTAVIS GELULE 30
AMLODIPINE 5MG ACTAVIS GELULE 90
AMLODIPINE 5MG ALMUS GELULE 30
AMLODIPINE 5MG ALMUS GELULE 90
AMLODIPINE 5MG ALTER GELULE 30
AMLODIPINE 5MG ALTER GELULE 90
AMLODIPINE 5MG ARROW GELULE 30
AMLODIPINE 5MG ARROW GELULE 90
AMLODIPINE 5MG BIOGARAN GELULE 30
AMLODIPINE 5MG BIOGARAN GELULE 90
AMLODIPINE 5MG BOUCHARA GELULE 30
AMLODIPINE 5MG BOUCHARA GELULE 90
AMLODIPINE 5MG CRISTERS GELULE 30
AMLODIPINE 5MG CRISTERS GELULE 90
AMLODIPINE 5MG EG GELULE 30




AMLODIPINE 5MG EG GELULE 90
AMLODIPINE 5MG EVOLUGEN GELULE 30
AMLODIPINE 5MG EVOLUGEN GELULE 90
AMLODIPINE 5MG ISOMED GELULE 30
AMLODIPINE 5MG ISOMED GELULE 90
AMLODIPINE 5MG MYLAN GELULE 30
AMLODIPINE 5MG MYLAN GELULE 90
AMLODIPINE 5MG MYLAN PIL GELULE30
AMLODIPINE 5MG PFIZER GELULE 30
AMLODIPINE 5MG PFIZER GELULE 90
AMLODIPINE 5MG PHR GELULE 30
AMLODIPINE 5MG PHR GELULE 90
AMLODIPINE 5MG RANBAXY GELULE 30
AMLODIPINE 5MG RANBAXY GELULE 90
AMLODIPINE 5MG RATIO GELULE 30
AMLODIPINE 5MG RATIO GELULE 90
AMLODIPINE 5MG SANDOZ GELULE 30
AMLODIPINE 5MG SANDOZ GELULE 90
AMLODIPINE 5MG TEVA GELULE 30
AMLODIPINE 5MG TEVA GELULE 90
AMLODIPINE 5MG ZENTIVA GELULE 30
AMLODIPINE 5MG ZENTIVA GELULE 90
AMLODIPINE 5MG Z2YDUS GELULE 30
AMLODIPINE 5MG Z2YDUS GELULE 90




Annexe 4 : Récapitulatif des temps de rétentios e I'analyse des échantillons

extraits de AMLOR et AMLOPRES en CLHP

Ech 1 Ech 2 Ech 3 Ech 4 Ech 5 Ech 6
Injection1 5,645 5,675 5,547 5,616 5,617

5,668

_ Injection2 5,677 5,692 5,567 5,638 5,641 5,672
(min) Injection 3 5,681 5,710 5,582 5,711 5,658 5,673
Moyenne 5,668 5,692 5,565 5,642 5,639 5,671
Ecart-type 0,020 0,018 0,018 0,050 0,021 0,003
CV (%) 0,348 0,307 0,316 0,879 0,365 0,047

TR: Temps de rétention

CV: Coefficient de variation



Annexe 5: Aspects de quelques chromatogrammeswbters de I'analyse des
échantillons en CLHP

Analyse de I'échantillon:1
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Analyse de I'’échantillon 3:
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Annexe 6 : Résultats du dosage en PA des écluastiixtraits d’AMLOR et
AMLOPRES en CLHP

Ech 1 Ech 2 Ech 3 Ech 4 Ech 5 Ech 6

Injectionl 2597682 2582693 2680311 2257716 2103102239666
Injection 2 2582692 2649904 2689223 2194348 2107778257716
Injection 3 2589679 2639724 2639725 2221145 2098872261846
Moyenne 2590018 2623907 2669753 2224403 2103252253076
Ecart-type 7500,74 36224,9@6384,02 31809,38 4453,81 11795,56
CV (%) 0,29 1,38 0,99 1,43 0,21 0,52

Aire

du pic

Ech : Echantillon

CV : Coefficient de variation

Résultats lors de I'établissement de la gamme rétadmr le calcul du coefficient K au

niveau des comprimeés:

C G Cs Ca
Concentration en PA (mg/ml) 0,312 0,625 1,25 2,5
Volume injectéfl) 10 10 10 10

Injectionl 574077 1146332 1940600 3159994

Aire du pic Injection 2 569703 1082404 2119140 3112352
Injection 3 562258 1091341 1995548 -

Moyenne 568679 1106692 2018548 3136352
K 5486.1F 5647.1¢ 6,192.1¢ 7,971.1CF

PA: Principe actif

K: Coefficient de variation



Annexe 7:  Attestation du Laboratoire InternatioAssocié Antananarivo-Lyonl

Ampasapito
LABORATOIRE INTERNATIONAL ASSOCIE
& UNIVERSITE ANTANANARIVO — UNIVERSITE LYON 1
- Enceinte IST d’Antananarivo Ampasapito
R Tel : +261 34 17 524 64 Madagascar ou + 33 (0)4 72 43 14 07 France
e voahangy.vestalys@yahoo.fr ou marc.lemaire(@univ-lyon1.fr

Web : http://www2.univ-antananarivo.mg/lia/

A

Mme. SehenoAndriamiasy
Doctorante en Pharmacie Universite Antananarivo
+261 33 05 075 84
sehenoandriamiasy@yahoo.fr

Par la présente nous certifions qu’il n’y a pas conflit d’intérét
entre notre laboratoire d’analyse, le Laboratoire Internationale Associé

et les deux laboratoires exploitants les comprimés AMLORES et
AMLOPRES.

Fait a Antananarivo le 24 Juin 2015

Le Laboratoire International Associé
Lhry

SRR IONAL ASSBCIE
siee d r..l'h.l-anamvo
viliversits de Lyon

//

Prof Marc Lemaire



VELIRANO

Mianiana aho, eto anatrehan’ireo mpampianatra r@hetato amin‘ny
sampampampianarana momba ny fahasalamana sy nyk&ldétira ao amin‘ny aro
fenitrin‘ny farmasianina ary ireo mpiara-mianatmiko rehetra, fa :

- Hanome voninahitra ao anatin‘ny fitsipika mifehy agako ireo rehetra
namolavola sy nanofana ahy ary hahatsiaro mandvakay soa lehibe
nataon‘izy ireo ka hitandro hatrany ny fampianaraomeny ahy ;

- Hanatanteraka ny asako am-pahamendrehana sy amgatena ary
ampahamarinana ka tsy hanararaotra na hitady tombuonoatran‘izay
lazain‘'ny lalana ary hanaja an-tsakany sy an-davayyalana rehetra
manankery mifehy izany mba ho tombon-tsoa amboyifamasalamam-
bahoaka ;

- Tsy hanadino mihitsy ny adidy aman‘andraikitro aim@® marary sy ny
hasin‘ny maha-olona ;

- Tsy hanaiky mihitsy hampiasa ny fahalalako sy nlgefako mba ho
fitaovana handikana ny maha-olona sy hanatanteaah@loka famonoana

olona na amin‘inona na amin‘inona ary na rahoviagaahoviana.

Enga anie mba ho hajain‘ny mpiara-monina aho rabaaja an-tsakany sy andavany
izao ianianako izao, fa kosa ho feno henatra sydlan‘ireo mpiara-miasa raha tsy

manaja izany.
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