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RESUME

L’éfavirenz est un inhibiteur sélectif non nucléosidique de la transcriptase inverse du virus de
I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) se caractérisant par un index thérapeutique étroit et une forte
variabilité inter-individuelle dans ses paramétres pharmacocinétiques. L’objectif de ce travail était de développer
et valider une méthode rapide et simple de dosage plasmatique de 1’éfavirenz par chromatographie liquide haute
performance. Le développement a été effectué en utilisant une colonne C8 (100 x 4,6 mm, 5 um) et une phase
mobile constituée d’un mélange acétonitrile-eau, (55-45 v/v). Le débit et la longueur d’onde de détection étaient
respectivement de 1 mL/min et 246 nm. Le temps de rétention de I’éfavirenz était de 6,2 minutes. Aucun étalon
interne n’a été utilisé dans cette méthode. L’étude de validation a montré que la méthode mise au point était
spécifique, linéaire, exacte et précise dans I’intervalle de concentration de 0,5 a 10 mg/L. La méthode ainsi
développée et validée pourrait étre utilisée pour déterminer la concentration plasmatique de 1’éfavirenz dans le
cadre d’un suivi thérapeutique pharmacologique des patients Sous antirétroviraux.
© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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Development and validation of a rapid, simple, and selective method for
determination of efavirenz in human plasma using high performance liquid
chromatography

ABSTRACT

Efavirenz is an anti-viral agent non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor category used for the
treatment of infections of human immune deficiency virus type-1 (HIV-1). It is characterized by a narrow
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therapeutic window and a high variability in its pharmacokinetic parameters. The objective of this work consisted
of developing and validating a rapid and simple method for determination of efavirenz in human plasma using
high performance liquid chromatography. The method was developed using a C8 column (100 x 4.6 mm, 5 um)
and a mobile phase consisting of acetonitrile and water 55/45, v/v. A flow rate of 1 mL/min and a wavelength of
246 nm was used. The retention time of efavirenz was 6.2 min. No internal standard was employed. The
validation study showed that the developed method was selective, linear, accurate et precise over the
concentration range of 0.5-10 mg/L. The developed and validated method could be used for the therapeutic and

pharmacokinetic monitoring of efavirenz.

© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

L’¢éfavirenz (EFV) est un inhibiteur
sélectif non nucléosidique de la transcriptase
inverse du virus de I’immunodéficience
humaine de type 1 (VIH-1). C’est une molécule
qui demeure dans les schémas thérapeutiques
de I’organisation mondiale de la santé pour le
traitement du VIH-1 chez I’adulte et ’enfant
(WHO, 2019). Il est généralement pris en
association avec deux inhibiteurs
nucléosidiques analogues de la transcriptase
inverse (Tittikpina et al., 2020 ; Vrouenraets et
al., 2007). Principalement métabolisé par le
cytochrome P450 2B6, ’EFV présente une
grande variabilité des parametres
pharmacocinétiques entre les individus, ce qui
entraine une hétérogénéité de la réponse
thérapeutique (Kwara et al., 2011; Wang et al.,
2019). En outre, il a une fenétre thérapeutique
étroite (1-4 mg/L) avec une concentration
plasmatique étroitement liée a son activité
antivirale et a la survenue d’effets indésirables
(Kappelhoff et al., 2004; Marzolini et al.,
2001). En effet, une concentration plasmatique
inférieure a 1 mg/L, expose les patients a un
échec thérapeutique et/ou une apparition de
résistance. Par contre une concentration
supérieure a 4 mg/L augmente I’incidence des
effets indésirables tels que des troubles
neuropsychiques (Kappelhoff et al., 2004).

L’index thérapeutique étroit de I’EFV et
la forte variabilité inter et intra individuelle des
parametres pharmacocinétiques font qu’un
suivi thérapeutique pharmacologique pourrait
aider a optimiser la prise en charge des patients
vivant avec le VIH. Selon une étude réalisée au
Burkina Faso, seulement 19% des patients sous

traitement avait une charge virale indétectable
(Ministére de la Santé du Burkina Faso, 2021).
L’optimisation des traitements antirétroviraux
grace a un suivi thérapeutique
pharmacologique s’avére ainsi nécessaire pour
une meilleure prise en charge des patients. Bien
qu’il soit reconnu que le suivi thérapeutique
pharmacologique contribue a une meilleure
prise en charge des patients, il est faiblement
mis en ceuvre dans les pays en voie de
développement par manque d’équipements
et/ou de ressource qualifiés.

La détermination de la concentration
plasmatique est une étape indispensable a la
mise en place d’un suivi thérapeutique
pharmacologique. La chromatographie liquide
haute performance (CLHP) est 'une des
techniques les plus utilisées pour le dosage
plasmatique des médicaments (Yabré et al.,
2018). Dans la littérature, il existe des
méthodes de CLHP de dosage de I’EFV dans le
plasma (Bienvenu et al., 2013; Gupta et al.,
2017; Hoffman et al., 2013; Kappelhoff et al.,
2003). Cependant, ces méthodes sont souvent
longues, complexes et colteuses, donc peu
commaodes pour les laboratoires dans les pays
a ressources limitées. L’objectif de ce travail
était de développer et valider une méthode de
CLHP de dosage plasmatique de I’EFV qui soit
rapide, fiable et de mise en ceuvre relativement
facile.

MATERIEL ET METHODES
Réactifs et produits chimiques

Le standard analytique d’EFV, avec
99,8% de pureté, a été acquis chez Sigma
Aldrich®. L’acétonitrile de grade HPLC
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provenait de chez  Himedia®. Le
diméthylsufloxide  provenait de  chez
Honeywell Riedel-de-Haen®. L’eau ultrapure
utilisée pour 1’analyse chromatographique était
produite sur place en utilisant 1’appareil
Simplicity® UV. Le plasma blanc utilisé était
du plasma frais congelé testé négatif au VIH
provenant du Centre Régional de Transfusion
Sanguine de Bobo Dioulasso. Les comprimés
antirétroviraux, ténofir /emtricitabine 200/245,
ténofovir /lamivudine /dolutégravir
300/300/50, abacavir/ lamivudine 60/30,
utilisés lors de 1’étude de spécificité, ont été
fournis par le Département de Pharmacie du
Centre Hospitalier Universitaire Sour6 Sanou
de Bobo Dioulasso.

Appareillage

La chaine de chromatographie liquide
haute performance, utilisée lors de cette étude,
était de marque Agilent 1260®. Cette chaine
était constituée d’une pompe quaternaire, d’un
autosampler, d’un four pour la colonne et d’un
détecteur & barrette de diodes. La chaine
chromatographique était pilotée par un
ordinateur utilisant, pour 1’acquisition des
données, le logiciel Agilent OpenLAB Control
Panel.

Préparation de la solution standard

Une solution mére d’EFV a 1000 mg/L
a été préparée en dissolvant 25 mg du standard
analytique dans une fiole jaugée de 25 mL en
utilisant du dimethylsufoxide comme solvant.
La fiole a été ensuite complétée jusqu’au trait
de jauge. Une solution fille d’EFV a 100 mg/L
a été ensuite préparée en diluant une quantité
appropriée de la solution mére dans un volume
adéquat de plasma blanc (dilution au 1 :10).
Différentes  solutions de travail de
concentrations comprises entre 0,5 et 10 mg/L
ont été préparées en diluant des volumes
appropriés de la solution fille d’EFV a 100
mg/L dans des volumes adéquats de plasma
blanc.

Préparation des échantillons
Les échantillons plasmatiques d’EFV
ont été traités avant I’analyse

chromatographique. Un volume de 500 pL de
I’échantillon de plasma a été transféré dans un
tube dans lequel un volume de 500 pL
d’acétonitrile a été ajouté pour précipiter les
protéines plasmatiques. Le mélange obtenu a
été ensuite homogénéisé a I’aide d’un agitateur
de type Vortex® de la marque Heidolph® puis
centrifugé pendant 15 min a 4500 tours/min en
utilisant une centrifugeuse Rotina 380 R de la
marque Hettich®. Enfin, un volume de 50 pL
du surnageant a été prélevé et injecté dans la
chaine chromatographique.

Développement de la méthode

Une colonne Luna C8 (100 x 4,6 mm,
5,0 um) précédée d’une pré-colonne de chez
Phenomenex® ont été utilisées lors de 1’étude.
Le débit, le volume d’injection et la longueur
d’onde de détection utilisés  étaient
respectivement de 1 mL/min, 50 pL et 246 nm.
La phase mobile était constituée d’un mélange
d’acétonitrile (ACN) et d’eau ultrapure.
Différentes proportions de ces deux solvants
ont été testées afin de déterminer la
composition permettant d’obtenir le temps de
rétention de I’EFV le plus court tout en ayant
une spécificité adéquate.

Validation de la méthode

Afin de montrer que la méthode
développée était appropriée pour doser I’EFV
dans le plasma, une procédure de validation a
été appliquée. La validation de la méthode
bioanalytique a été effectuée selon les
directives de la conférence internationale sur
I’harmonisation (ICH) et de [’agence
européenne du médicament (EMA) (European
Medicines Agency (EMA), 2011; ICH, 2019).
Les paramétres de validation étaient la
spécificité, la linéarité, la répétabilité, la
fidélité intermédiaire, la justesse, les limites de
quantification et de détection (KPAIBE et al.,
2017).
Spécificité

La spécificité se définit comme étant la
propriété qui fait qu’une méthode d’analyse
rend compte sans ambiguité de la substance
analysée en présence d’autres substances (ICH,
2005). L’évaluation de la spécificité a consisté
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a analyser des échantillons de plasma blanc et
de certains médicaments antirétroviraux
(lamuvidine, emtricitabine, tenofovir)
couramment administrés concomitamment
avec I’éfavirenz. La méthode a été dite
spécifique si les temps de rétention des pics
obtenus avec ces échantillons étaient différents
du temps de rétention de I’EFV.
Linéarité

La linéarité d’une procédure analytique
est sa capacité (dans une plage donnée) a
obtenir des résultats d’essai qui sont
directement proportionnels a la concentration
d’analyte dans 1’échantillon (ICH, 2005). Afin
de démontrer la linéarité de la méthode
développée, une gamme  d’étalonnage
constituée de six niveaux de concentration
(05;1;2;4;8et10mg/L) a été préparée en
diluant un volume appropri¢ d’une solution
d’EFV a 100 mg/L avec le volume adéquat de
plasma blanc. Chaque concentration de la
gamme a été préparée en double. L’évaluation
de la linéarité a été effectuée en calculant
I’équation de la droite d’étalonnage y = ax +
b (y étant I’aire du pic chromatographique, x la
concentration, a et b respectivement la pente et
I’ordonnée a I’origine) et le coefficient de
détermination R? grace a la méthode des
moindres carrés.
Précision et exactitude

L’exactitude d’une méthode exprime
I'étroitesse de I'accord entre la valeur acceptée
comme conventionnellement vraie ou comme
valeur de référence (concentration théorique),
et la valeur trouvée par la méthode analytique.
Quant a la précision, elle exprime 1’étroitesse
de l’accord entre une séric de mesures
provenant de multiples prises d’un méme
échantillon homogene dans des conditions
prescrites (ICH, 2005). La précision a été
évaluée a deux niveaux: répétabilité
(exprimant la précision intra-jour) et la fidélité
intermédiaire (exprimant la précision inter-
jour). Afin d’évaluer la répétabilité, la fidélité
intermédiaire et 1’exactitude de la méthode
développée, une gamme de validation ou de
contrble qualité constituée de cing (5) niveaux
de concentration (0,5;1,5;5; 7,5 et 10 mg/L)

a été préparée conformément aux directives
ICH sur la validation des méthodes
bioanalytiques (ICH, 2019). Les points de
validation ont été préparés en utilisant une
solution mere différente de celle qui a été
utilisée pour préparer la gamme d’étalonnage.
Chaque point de contrdle qualité a été préparé
en quintuple (cing répétitions) en effectuant
des dilutions indépendantes d’une solution fille
a 100 mg/L (préparée avec une solution mére
de validation) avec du plasma. Toute la
procédure de validation (gamme d’étalonnage
et gamme de contrdle qualité) a été répétée sur
trois jours différents.

L’équation de la droite obtenue avec la
gamme d’étalonnage a été utilisée pour
calculer les concentrations réelles a partir des
aires mesurées pour chaque point de controle
qualité.

Les parameétres d’estimation de la
répétabilité et de la fidélité intermédiaire
étaient le coefficient de variation. Quant a
I’exactitude, elle a été estimée a travers le
calcul du biais relatif et du taux de
recouvrement en pourcentage.

Limite de quantification et limite de détection

La limite de quantification (LQ) d'une
méthode est la plus petite quantité de 1’analyte
qui peut étre quantifiée, dans un échantillon,
avec une exactitude et une fidélité appropriées
(ICH, 2005). Quant a la limite de détection
(LD), elle correspond a la plus petite quantité
de la substance considérée qui peut étre
détectée dans un échantillon, sans forcément
pouvoir étre quantifiée de fagon exacte (ICH,
2005). Dans notre étude, la LQ et la LD ont été
déterminées & travers les formules suivantes :
LQ = 10s/aet LD = 3 s/a avec s étant 1’écart-
type de la droite d’étalonnage et a étant la pente
de cette droite (Ganse et al., 2011).

Analyse d’échantillons de patients

Afin de démontrer 1’applicabilité de la
méthode, des échantillons réels de plasma de
36 patients, connus sous un schéma
thérapeutique contenant de I’EFV, ont été
analysés avec la méthode développée.
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RESULTATS
Développement et optimisation de la
méthode

Le Tableau 1 présente les conditions
chromatographiques finales obtenues lors du
développement de la méthode. Le volume
d’injection a été fixé a 50 puL car un volume
d’injection inférieur entrafnait un rapport
signal sur bruit insuffisant (inférieur a 10) avec
une concentration d’EFV a 0,5 mg/L. La phase
mobile utilisée était un mélange d’acétonitrile
et d’eau. Un mélange initial composé¢ de
I’ACN : Eau, 70/30 (v/v) a été utilisé mais cela
entrainait une trés faible rétention de ’EFV et
une interférence de certains pics provenant du
plasma. Un mélange ACN : Eau 60/40 (v/v)
permettait d’avoir une bonne rétention de
I’EFV a 4,2 min mais la résolution n’était pas
suffisante pour séparer I’EFV des pics du
plasma. La composition de la phase mobile
adéquate et finalement retenue était le mélange
ACN : Eau 55/45 viv. Le temps de rétention de
I’EFV obtenu était 6,2 min. Une bonne forme
de pic était obtenue avec un facteur de symétrie
de 1,1. Le développement a été effectué sans
I’utilisation d’un étalon interne. La Figure 1B
présente le chromatogramme obtenu.

Validation de la méthode
Spécificité

L’analyse du plasma blanc seul n’a
montré aucun pic interférent avec celui ’EFV
(Figure 1A). Aussi, les échantillons de
médicaments potentiellement co-administrés
avec ’EFV présentaient des temps de rétention
différents du celui de 'EFV (Figure 2).
Linéarité

Le Tableau 2 présente les données de
linéarité obtenues avec la gamme d’étalonnage.

L’équation de la droite d’étalonnage moyenne
obtenue sur les 3 jours de validation était : y =
65,34x + 2,27 avec un coefficient de
détermination R? moyen de 0,9997. La
méthode développée était donc linéaire sur la
gamme de concentration comprise entre 0,5 et
10,0 mg/L.
Précision et exactitude

Le Tableau 3 montre les données de
répétabilité, de fidélité intermédiaire et
d’exactitude obtenues avec la gamme de
validation ou de contréle qualité pour chaque
niveau de concentration étudiée. Pour chaque
niveau de concentration, le biais relatif, les
coefficients de variation de répétabilité et de
fidélité intermédiaire étaient inférieurs a 5%
chacun.
Limite de détection et limite de quantification

Les limites de  détection et
quantification déterminées pour la méthode
mise au point étaient respectivement de 0,13 et
0,45 mg/L.

Analyse d’échantillons plasmatiques de
patients

Afin de démontrer 1’applicabilité de la
méthode, des échantillons de plasma de 36
patients, connus sous un schéma thérapeutique
contenant de I’EFV, ont été analysés avec la
méthode développée. La Figure 1C présente un
chromatogramme obtenu avec un échantillon
réel de patient sous traitement antirétroviral
comprenant ’EFV. L’analyse des résultats
obtenus a montré que 22 patients (soit 61%)
avaient des concentrations plasmatiques
comprises entre 1 et 4 mg/L, 10 patients (28%)
avaient des concentrations inférieures & 1 mg/L
et 4 patients (11%) avaient des concentrations
supérieures & 4 mg/L.

Tableau 1: Conditions chromatographiques optimisées.

Parametres Caractéristiques
Phase mobile Acétonitrile-Eau (55/45; viv)
Colonne Luna C8 (100 x 4,6 mm, 5,0 um)

Volume d’injection
Débit

Longueur d’onde

50 pL
1 mL/min

246 nm
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Figure 1: chromatogrammes d'échantillons de plasma blanc (A), de plasma contenant de 1’éfavirenz
a 1 mg/L (B) et d’un échantillon réel de patients sous traitement antirétroviral incluant 1’éfavirenz
©).

(A), de plasma contenant de I’éfavirenz a 1 mg/L (B) et d’un échantillon réel de patients sous traitement antirétroviral incluant

I’éfavirenz (C). Colonne : Luna C8 (100 x 4,6 mm, 5 um) ; phase mobile : ACN/Eau 55/45 v/v ; Débit : 1 mL/min ; volume
d’injection : 50 pL ; Détection a 246 nm.
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Figure 2: Chromatogrammes de médicaments potentiellement coadministrés avec 1’éfavirenz.

A : Efavirenz ; B : abacavir (ABC) /lamivudine (3TC), C : ténofovir (TDF) /emtricitabine (FTC) ; ténofovir (TDF) /lamivudine
(3TC) /dolutégravir (DTG). Colonne : Luna C8 (100 x 4,6 mm, 5 um) ; phase mobile : ACN/Eau 55/45 v/v ; Débit : 1 mL/min ;
volume d’injection : 50 pL ; Détection a 246 nm.
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Tableau 2: Paramétres de linéarité de la méthode.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Moyenne Ecart-type
Plage de concentration 0,5-10,0 mg/L
Pente 68,64 65,84 61,527 65,34 3,58
Ordonnée a ’origine 3,57 2,62 0,61 2,27 2,27
R? 0,9996 0,9997 0,9999 0,9997 0,0002

Tableau 3: Données de précision et d’exactitude de la méthode.

Concentration (mg/L) 0,50 1,50 5,00 7,50 10,00
Exactitude  Biais relatif (%) 2,38 1,37 0,82 -0,07 2,45
Taux de recouvrement (%) 102,38 101,37 100,82 99,93 102,45
Précision Répétabilité (CV en %) 3,66 2,25 2,28 1,54 2,62
Fideélité intermédiaire (CV en %) 4,13 2,71 2,28 2,30 2,62

CV : coefficient de variation

DISCUSSION
Développement de la méthode

Le but de cette étude était de mettre au
point une méthode de CLHP rapide et simple
pour le dosage de I’EFV dans le plasma. Le
temps de rétention de I’EFV était 6,2 min. Un
temps d’analyse de moins de 10 min était ainsi
obtenu, ce qui démontre de la rapidité de la
méthode développée. Afin d’améliorer la
simplicité de la méthode, aucun tampon n’a été
ajouté dans la phase mobile contrairement aux
méthodes existantes dans la littérature qui
emploient généralement un tampon phosphate
pH acide du fait du caractére acide faible de
I’EFV (Bienvenu et al.,, 2013; Gupta et al.,
2017; Hoffman et al., 2013). Malgré 1’absence
de tampon, une bonne forme de pic (facteur de
symétrie de 1,1) et un temps de rétention
répétable de I’EFV ont été obtenus. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que I’EFV est en
réalité un acide trés faible (pka supérieur a 10)
si bien qu’elle se comporte comme une
molécule neutre qui ne s’ionise pas dans nos
conditions de phase mobile et donc la forme du
pic et la rétention ne sont pas influencées par le

pH (Gallicano, 2000). Une autre explication
serait I’utilisation d’une colonne (Luna C8)
dont le greffon C8 a été optimisé pour
améliorer la forme des pics des composés
(Phenomenex, 2015).

Dans le but de simplifier la préparation
des échantillons, aucun étalon interne n’a pas
été utilisé dans la méthode développée
contrairement a la plupart des méthodes
existantes dans la littérature (Bienvenu et al.,
2013; Gupta et al., 2017; Kappelhoff et al.,
2003). L’¢étalon interne est généralement utilisé
afin d’obtenir des résultats de meilleure
précision surtout lorsque le volume d’injection
ou la phase d’extraction des échantillons
présente des probléemes de répétabilité.
Cependant son utilisation rend la méthode plus
colteuse du fait de la cherté des standards
analytiques. Malgré 1’absence d’un étalon
interne dans notre méthode, les résultats
obtenus sont satisfaisants comme le montrent
les données de validation de la méthode
développée.
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Validation de la méthode

Le but de la validation était de
démontrer que la méthode développée était
appropriée pour l'usage prévu a savoir le
dosage de I’EFV dans le plasma. La plage de
concentration comprise entre 0,5 et 10 mg/L a
été choisie en tenant compte de ’intervalle de
concentration plasmatique efficace de ’'EFV
comprise entre 1 et 4 mg/L (Kappelhoff et al.,
2004). Le coefficient de détermination obtenu
(0,9997) sur cette plage démontre de la
linéarit¢ de la méthode. Les valeurs de
répétabilité et de fidélit¢ intermédiaires
inférieures a 5% montrent que la méthode mise
au point avait une précision adéquate, la valeur
limite admise étant de 15% pour les méthodes
bioanalytiques (ICH, 2019 ; EMA, 2011). Le
biais relatif maximum obtenu avec notre
méthode était largement inférieur a 5%, le biais
relatif maximal admis étant de 15% (ICH,
2019 ; EMA, 2011). Notre méthode était donc
exacte. Une limite de quantification de 0,45
mg/L a été trouvée, ce qui était suffisant pour
I’objectif de la méthode qui était de déterminer
la concentration plasmatique de I’EFV chez
des patients sous traitement, la plage de
concentration plasmatique efficace de ’EFV
étant comprise entre 1 et 4 mg/L. L’analyse des
autres antirétroviraux généralement
administrés concomitamment avec I’EFV n’a
montré aucune interférence avec le pic de
I’EFV. Cela permet donc de dire que la
méthode développée était spécifique et qu’elle
pouvait donc étre utilisée pour doser ’EFV en
présence des autres antirétroviraux.

L’étude de validation menée permet de
conclure que la méthode mise au point pour le
dosage plasmatique de ’EFV était spécifique,
linéaire, précise et exacte dans ’intervalle de
concentration comprise entre 0,5 et 10 mg/L.
L’applicabilité de la méthode ainsi mise au
point a pu aussi étre démontrée a travers
I’analyse d’échantillons réels de patients sous
un traitement antirétroviral contenant de
’EFV.

Conclusion

Le suivi thérapeutique
pharmacologique bien que contribuant a une
meilleure prise en charge des patients, est

faiblement mis en ceuvre dans les pays en voie
de développement par manque d’équipements
et/ou de ressource qualifiés. L objectif de ce
travail était de mettre au point une méthode
CLHP rapide, simple et fiable de dosage
plasmatique de I’EFV caractérisé par un index
thérapeutique étroit et une grande variabilité
inter-individuelle des parametres
pharmacocinétiques. Afin de réduire le colt de
mise en ccuvre de la méthode, elle a été
développée sans utiliser un étalon interne.
L’étude de validation a montré que la méthode
mise au point était spécifique, linéaire, exacte,
précise et adapté pour le dosage de I’EFV dans
le plasma. La méthode ainsi développée et
validée pourrait donc étre utilisée pour
déterminer la concentration plasmatique de
I’EFV dans le cadre d’un suivi thérapeutique
pharmacologique des patients ou d’autres
études pharmacocinétiques.
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