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Résumé

Résumé

La contrefacon des médicaments est un probléme d’ampleur mondiale dont les
répercussions sont importantes sur le plan social et économique. Au Maroc, la famille
thérapeutique des troubles de 1’érection constitue la principale classe des médicaments
contrefaits. En vue de lutter contre ce fléau, le développement de méthodes analytiques

spécifiques et de screening rapides des contrefagcons pharmaceutiques s’avere indispensable.

Dans ce contexte, ce mémoire de thése a été consacré, au développement d’une
nouvelle méthode UPLC rapide et fiable pour la détermination en temps réel de quatre
substances inhibitrices de la Phosphodiestérase type-5 (PDE-5i) dans les médicaments

falsifiés.

Au premier abord, la méthodologiec des plans d’expériences et le design space
recommandé par ICH Q8 ont été exploités cote a cbte, en phase de développement, pour
définir les parametres optimaux ainsi que le domaine de robustesse de la méthode
chromatographique. Une haute résolution entre les chromatogrammes des quatre principes
actifs PDE-5i et un temps d’analyse inférieur a 1.6 min ont été obtenus au terme de cette

phase d’optimisation.

Par ailleurs, les profils d’incertitude et de risque dérivés a partir de I’intervalle de
tolérance ont été investigués, en phase de validation, pour trancher sur la performance de
ladite méthode. Ultérieurement, notre procédure a été appliquée avec succes, en phase de
routine, a I’identification de 23 formulations médicamenteuses illicites de trouble de

I’érection.

D’autre part, nous avons mis en exergue l’applicabilité et la flexibilit¢ du profil
d’incertitude a statuer sur la validit¢ de différentes techniques analytiques destinées a

combattre la falsification des médicaments.

Mots Clés : Médicament Contrefait ; PDE-5i ; UPLC ; Plan d’expérience ; Design space ;

Profil d’incertitude ; Profil de risque ; Techniques analytiques.
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Abstract

Abstract

Counterfeit medicines are a global problem with significant social and economic
repercussions. In Morocco, the therapeutic family of erectile dysfunction is the main class of
counterfeit medicines. In order to combat this scourge, the development of specific analytical

methods and rapid screening of pharmaceutical counterfeits is essential.

In this context, this dissertation was devoted to the development of a new rapid and
reliable UPLC method for the real-time determination of four phosphodiesterase type-5

(PDE-5i) inhibitory substances in falsified drugs.

At first glance, the experimental design methodology and space design recommended
by ICH Q8 were exploited side by side, in the development phase, to define the optimal
parameters as well as the robustness domain of the chromatographic method. A high
resolution between the chromatograms of the four active ingredients PDE-5i and an analysis
time of less than 1.6 min were obtained at the end of this optimization phase.

Moreover, the uncertainty and risk profiles derived from the tolerance interval were
investigated, during the validation phase, to decide on the performance of this method.
Subsequently, our procedure was successfully applied, in the routine phase, to the
identification of 23 illicit drug formulations of erectile dysfunction.

On the other hand, we have highlighted the applicability and flexibility of the
uncertainty profile to rule on the validity of different analytical techniques designed to combat

the falsification of drugs.

Keywords : Counterfeit drug ; PDE-5i ; UPLC ; Design of experiment ; Design space ;
Uncertainty profile ; Risk profile ; Analytical techniques.
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La contrefagon des médicaments est un fléau en pleine progression, difficile a
identifier et a maitriser, elle s’est considérablement industrialisée et mondialisée en
empruntant des voies illégales trés organisées. Malgré les risques présentés, ce phénoméne
prend différentes formes et touche a la fois le médicament et son conditionnement, il
s’amplifie vers différentes classes thérapeutiques et il s’oriente vers les produits qui touchent

des pathologies lourdes.

Selon OMS, I’accessibilité au médicament contrefait, incluant la consommation
réguliere, a des conséquences graves sur la santé des patients. Les produits contrefaits peuvent
nuire aux patients et ne pas traiter les maladies auxquelles ils sont destinés. D’ailleurs, ces
produits sont par nature trés difficiles a détecter, ils sont souvent congus pour paraitre

identiques au produit authentique.

Les PDE-5i, congus pour le traitement de la dysfonction érectile, constituent
désormais une avanceée scientifique a cause de leurs implications médicinales dans différents
domaines. Cependant, en dehors du systéeme officiel de santé, les substances illicites des PDE-

5i ont prévalu dans de nombreux pays.

Aujourd’hui, les laboratoires pharmaceutiques en collaboration avec les autorités de
santé doivent impérativement mettre en place des mesures préventives et des solutions
techniques, non seulement pour protéger 1’authenticité des produits pharmaceutiques, mais
également pour veiller sur la vie des patients. Pour percevoir ces objectifs, de nouvelles

méthodes analytiques ont été mises en place.

Récemment, plusieurs techniques analytiques ont été utilisées pour caractériser une
contrefagcon a savoir: (LC-UV, LC-MS, IR, RMN, X-ray diffraction, etc.). Certaines
techniques ont pour but d’identifier I’empreinte chimique du produit, tandis que d’autres
s’appliquent pour déterminer la composition en matiere de principe actif, composés toxiques
et impuretés. En particulier, la chromatographie en phase liquide couplée a divers détecteurs

est la technique fréquemment utilisée pour I’analyse de ces substances illicites.

A ce jour, différentes méthodes chromatographiques pour la caractérisation simultanée
des substances inhibitrices de la PDE-5 ont été développées. Egalement, presque tous les
auteurs avaient recours a la technique d’optimisation univariée (variation of one variable-at-a-
time) (OVAT), afin d’optimiser les paramétres expérimentaux de leurs méthodes analytiques.

Cependant, la technique OVAT n’aboutit pas souvent a fournir des résultats satisfaisants, et
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elle est parfois incapable de répondre aux exigences recommandées par la directive ICH Q8 a
savoir : la définition d’un espace de conception auquel la méthode conserve les performances

nonobstant des fluctuations de certains parametres.

D’autre part, un survol de la littérature a montré que les méthodes chromatographiques
proposees sont focalisées uniquement sur I’identification de trois substances inhibitrices de la
PDE-5 autorisée ainsi que leurs analogues. A contrario, aucune méthode HPLC ou UPLC n’a
été signalée pour la détermination simultanée du sildénafil, tadalafil, vardénafil et udénafil, en

préparations pharmaceutiques ou en médicaments contrefaits.

Dans ce contexte, I’objectif principal de ce travail sera dédié¢ au développement d’une
nouvelle stratégie analytique pour lutter contre la contrefagcon des médicaments de trouble
d’érection. Notre objectif est de combiner un ensemble d’outils chimiométriques pour mettre
au point une méthode chromatographique qui va servir de dispositif analytique pour lutter
contre les médicaments contrefaits. En agissant de la sorte, on désire proposer une procédure
performante capable de détecter les comprimés originaux des comprimés illégaux des

différentes molécules PDE-5i, en particulier : sildénafil, tadalafil, vardénafil et udénafil.
Ce mémoire de these est scindé en quatre chapitres

Le premier chapitre dresse un état des lieux de la situation des médicaments
contrefaits. Il présente également les techniques analytiques utilisées pour la caractérisation

des médicaments falsifiés.

Le deuxiéme chapitre vise a éclaircir, par le biais d’un examen de la littérature,
I’utilisation des outils chimiométriques pour la lutte contre la contrefacon des produits
pharmaceutiques. En effet, Le chapitre début par une présentation générale de certains outils
chimiométriques ainsi que leur intérét d’application. Ensuite, les principales étapes de cycle
de vie d’une méthode analytique sont exposées. Puis, dans un deuxiéme temps, il dévoile les
bases statistiques de I’optimisation multicritére via le design space nécessaire a définir la zone
de robustesse des procédures d’analyse. En dernier lieu, nous bouclons cette partie en mettant

la lumiére sur les avantages des profils d’incertitude et de risque.

Le troisieme chapitre offre une étude longitudinale dans laquelle nous confrontons, la
théorie a la pratique. En effet, nous proposons une nouvelle méthode UPLC rapide et fiable
pour la détermination en temps reel de quatre substances inhibitrices de Ila
Phosphodiestérase type-5 (PDE-5i) dans les médicaments falsifiés. Au premier abord, nous

avons exploité la méthodologie des plans d’expériences et le design space recommandé par
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ICH Q8 cote a cote, en phase de développement, pour définir les parametres optimaux ainsi
que le domaine de robustesse de la méthode chromatographique. Par ailleurs, les profils
d’incertitude et de risque découlés a partir de I’intervalle de tolérance ont été investigués, en
phase de validation, pour décider sur la performance de ladite méthode. Néanmoins, pour
cerner les points forts et les lacunes, notre procédure UPLC est testée, en phase de routine,

afin d’identifier 23 formulations médicamenteuses illicites de trouble de 1’érection.

Enfin, nous consacrons le dernier chapitre a évaluer la capacité du profil d’incertitude
a statuer sur la validité des méthodes destinées a ’analyse des médicaments contrefaits. En

résume, ce chapitre expose les résultats de la validation de quatre techniques analytiques :

- Le dosage de la quinine sulfate dans des comprimés de qualité inférieure par
Spectrophotométrie UV-Visible.

- La caractérisationde la Quinine dihydrochoride dans des gouttes
oralescontrefaitespar la Spectroscopie NIR.

- La caractérisation des solvants résiduels dans les médicaments falsifiés par une
méthode GC-MS.

- Et la caractérisation d’un médicamenta base de sulbactam et céftriaxon de qualité

inférieure une méthode HPLC.

16



Chapitre 1. Phénomeéne de la contrefacon

Chapitre 1. Phénomene de la contrefacon

17



Chapitre I. Phénomene de la contrefagon

I. Historique

Volé une idée afin de I’exploiter commercialement est une démarche qui remonte a la
nuit des temps. Du point de vue juridique, «la contrefacon est un moyen par lequel le
contrefacteur crée une confusion entre le produit original et le produit contrefait au détriment
de celui qui dispose des droits de propriété intellectuelle ». Dés le moyen age un vigneron
gaulois illettré en (2e siecle av. J.-C.) essaya de faire passer sa production locale pour I’un des
meilleurs crus italiens. Il imita les lettres qu’apposaient habituellement les commercants sur
les bouchons d’amphores destinées a abriter le breuvage. Mais notre homme s’y prit bien

maladroitement, et se fit prendre [1].

Au XIXe siécle, la profession de ceux que I’on nomme désormais les pharmaciens est
bouleversée par la révolution industrielle. Comme la production de médicaments authentiques
elle-méme, leur contrefacon augmente dans des proportions inquiétantes. Malgré les efforts
des laboratoires producteurs pour le contenir, le phénoméne n’épargnera bientét aucun
continent. Les Etats-Unis sont un des premiers recenseurs du phénoméne. En 1820, ils
établissent des normes qui concernent la production, le contr6le qualité et la composition
chimique du médicament. Une loi approuvée en (1848) sur I’importation de médicaments est
votée par le congres qui renforce les controles via l’intervention de fonctionnaires des
douanes. Citons aussi I’évenement tragique en (1937), plus d’une centaine d’ Américains sont
tués suite a I’ingestion d’un médicament contenant le dangereux solvant diéthyléne glycol.
Malheureusement apres 70 ans plus tard le méme solvant a été retrouvé dans un sirop contre

la toux prescrit a une centaine d’enfants en 2006 au Panama. Tous succomberont [1].

Quelques dates clés dans I’histoire de la contrefagon sont présentées dans le
Tableau I-1:

Tableau I-1 : Dates clés dans I’histoire de la contrefagon

Dates Payé/Organisme Evénement

Une loi sur I’importation de médicaments est votée par le
1848 Etats-Unis Congres. Elle renforce les contrdles via I’intervention de
fonctionnaires des douanes.

o Une conférence porte le probléme des médicaments
1985 Nairobi contrefaits pour la premiére fois sur la scéne internationale.

. Aboutit a la premiere definition officielle d’un médicament
1992 Geneve contrefait dans une réunion internationale.

18



Chapitre I. Phénomene de la contrefagon

2006

Rome

La mise en place du groupe International Medical Products
Anti-Counterfeiting Taskforce (IMPACT), suite a la
conférence organisé par 1’Organisation mondiale de santé
(OMS) qui porté sur : La contrefacon de médicaments est
reconnue comme une infraction criminelle vile et grave qui
met en danger des vies humaines et sape la crédibilité des
systemes de santé.

2009

Cotonou

Jacques Chirac lance un appel a la communauté
internationale, afin de se mobiliser contre le trafic de faux
médicaments. 50 chefs d’Etats ont signé cet appel et sont
engagés dans cette lutte contre la contrefacon de
médicaments.

Mai 2010

OMS

La 63e assemblée de L’OMS créé un groupe de travail axé
sur les produits médicaux de qualité inférieure, faux,
faussement étiquetés, falsifiés, contrefaits, appelés Produits
médicaux de qualité inférieure / faux / faussement étiquetés /
falsifiés / contrefaits (SSFFC).

Novembre
2010

Caraibes
Pacifique

92e session du Conseil des Ministres Afrique: Résolution
adoptée portant sur la lutte contre la production et la
commercialisation de faux médicaments. Mise en place et
renforcement des actions de lutte contre le faux médicament.

décembre
2010

a
avril 2011

Nations Unies

20e session de la commission pour la prévention du crime et
la justice pénale des Nations Unies (ONU).

L’ONU adopte la résolution 20/6 définissant le rble de
I’Office des Nations Unies contre la drogue et le crime,
(PONUDC), dans la lutte contre les médicaments
frauduleux.

juin 2011

Parlement
Européen

Validation de la directive 2011/62/UE : renforcer les
instruments de lutte contre les médicaments falsifiés en
sécurisant le circuit de distribution des médicaments en
particulier sur internet.

2014

Pangea VII : rassemblait 111 pays, permettait de fermer 10
600 sites web, de saisir 20 000 colis et d’arréter 239
personnes.

I1. Contrefacon des médicaments

11.1. Definition de la contrefacon

La contrefagon est ’action de reproduire une ceuvre (littéraire, artistique ou

industrielle) au préjudice de I’auteur ou de I’inventeur et du consommateur. Dans le cas de

biens de consommation, la contrefagcon est une imitation frauduleuse (pouvant étre une

imitation a 1’identique) qui inclut la notion de tromperie : le but du contrefacteur est de créer

une confusion entre le produit original (contrefait) et I’imitation qu’il propose (contrefaisant).
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II cherche ainsi a s’approprier la notoriété et I’image d’une marque, d’un produit ou d’une
personne physique ou morale a son insu. Précisions que, dans certains cas, le consommateur
est lui-méme dupé, mais qu’il peut également se rendre complices du contrefacteur en

achetant sciemment un faux.

Dans le cas du médicament, le patient est escroqué, car il ignore que le produit acheté
peut étre faux, donc dangereux pour sa santé [1].

11.2. Meédicament contrefait

La contrefacon et une activité illégale trés organisée (en progression), elle affecte un
grand nombre d’entreprises et crée un sérieux probléme économique. En effet, elle est capable
de trahir la conscience des individus afin de favoriser la consommation des produits falsifiés
au lieu des produits authentique. Actuellement, la contrefacon n’exclut aucun produit et
s’attaque aux produits de grande valeur, ainsi aux produits dont la nécessité est importante a

savoir : médicament, textile, bijoux, composantes électriques et bien d’autres [2, 3].

En réalité, lorsqu’il s’agit d’'un médicament les choses passent au sérieux, puisqu’un
médicament n’est pas un produit comme les autres. Une reglementation et une surveillance

sont nécessaires surtout lorsque la santé des patients est exposée au danger.
Plusieurs définitions ont été fournies par des organismes officiels a savoir :

Selon POMS pour les spécifications des produits pharmaceutiques, un médicament
contrefait est « un médicament qui est délibérément et frauduleusement mal étiqueté avec le
respect d’identité et/ou de sa source. La contrefagon peut s appliquer aux produits de marque
comme aux produits génériques et peut étre constituée d’ingrédients corrects ou différents,
sans principes actifs ou en quantité insuffisante ou encore avoir un faux conditionnement »
[4,5].

Le groupe IMPACT, dont le Secrétariat est assuré par I’OMS, a proposé¢ une
définition élargie aux produits de santé contrefaits lors de sa réunion annuelle, tenue a

Hammamet, en Tunisie, en décembre 2008.

« Un produit médical est contrefait lorsqu’il y a une fausse représentation de son
identité et/ou de sa source. Cela s’applique au produit, a son conditionnement ou a toute
autre information concernant l’emballage ou [’étiquetage. La contrefagon peut s appliquer a
des spécialités ou a des produits génériques. Les produits contrefaits peuvent étre des

produits contenant les bons ingrédients/composants ou de mauvais ingrédients/composants,
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pas de principe actif ou un principe actif en quantité insuffisante ou encore des produits, dont

le conditionnement, ont été falsifiés. »

Quant a la convention « Médicrime » du Conseil de I’Europe, clle définit le terme

« contrefagcon » comme la présentation trompeuse de I’identité et/ou de la source.

Par ailleurs, on ne doit pas confondre un médicament contrefait avec un médicament
générique, car les médicaments génériques sont de vrais médicaments. Ils ont la méme
composition qualitative et quantitative en principe actif, la méme forme pharmaceutique et la
méme efficacité thérapeutique. Donc, la contrefacon des médicaments ne doit pas remettre en
cause I’acces aux thérapeutiques efficaces et financiérement plus accessibles que constituent

les médicaments génériques [6].

11.3. Type des médicaments contrefaits

Auparavant, les médicaments victime de la contrefacon recouvrent les spécialités les
plus couteuses, les spécialités qui ne sont pas prises en charge [7], ou encore les produits dits
de confort [8]. Aujourd’hui, les orientations des contrefacteurs se dirigent vers les
médicaments dans la nécessité répond au besoin des patients [9]. Ce phénomeéne concerne une
importante variété de spécialités pharmaceutiques, quoique certaines classes thérapeutiques

aient prévalu d’autres.

En 2016, I'institut de sécurité pharmaceutique (PSI) a évalué ’activité de contrefagon
a 3147 «incidents », soit une augmentation de 1’ordre de 15 % par rapport a I’année 2015 a
I’échelle internationale. Selon le méme institut, aucune classe thérapeutique n’échappe a la
contrefacon. Il a ainsi relevé que les médicaments les plus fréquemment ciblés par les

contrefacteurs sont :

Les médicaments genito-urinaires, les médicaments anti-infectieux, et du systeme
nerveux central (SNC) [10].

En Europe, les spécialités pharmaceutiques les plus touchées sont [11] :

- Les antibiotiques ;

- Les médicaments de la dysfonction érectile ;

- Les hormones, les stéroides et les médicaments anorexigénes (ou anti-obesité) ;
- Les médicaments antipyrétiques et les analgésiques ;

- Les médicaments antiasthmatiques et antiallergiques ;

- Les médicaments antiulcéreux ;
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- Les vitamines.
EN Afrique, les médicaments les plus concernés par la contrefacon sont ceux destinés
au paludisme, VIH/sida, et la tuberculose [12]. En particulier, le Viagra destiné au traitement
pour le dysfonctionnement érectile est considéré comme étant le médicament le plus

contrefait dans le monde [7, 13].

11.4. Aspect de la contrefacon des médicaments

Généralement, la contrefagcon de médicaments peut emprunter plusieurs voies :

Elle peut affecter le conditionnement extérieur du médicament (I’emballage et les
différentes mentions obligatoires) comme elle peut atteindre son conditionnement primaire

qui enveloppe le produit (le blister) ou encore le médicament lui-méme [4].

Comme le montre la Figure I-1, on peut distinguer généralement plusieurs types de

contrefagcons pharmaceutiques selon la classification de L’OMS :

- Produits sans principes actifs.

- Produits contenant des quantités incorrectes du principe actif.

- Produits contenant de mauvais ingrédients.

- Produits avec des quantités correctes des principes actifs, mais avec un faux
emballage.

- Produits présentant des niveaux élevés d’impuretés et des contaminants peuvent

engendrer des effets indésirables.

Figure I-1 : Aspect de médicaments contrefaits
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La contrefagon des marques de médicaments peut adopter deux aspects :

Le premier aspect dans lequel les marques et les emballages sont similaires aux

produits ciblés, il correspond a la contrefacon par imitation (Figure 1-2) [7].

Figure 1-2 : Exemple de cas de contrefacon par imitation de la spécialité PLAVIX®

Le deuxieme aspect recouvre toute utilisation de marque d’un tiers sans 1’autorisation

de son titulaire, il représente la contrefagon par reproduction (Figure 1-3).

Figure 1-3 : Exemple de cas de contrefacon par reproduction de la spécialité VIAGRA®

11.5. Origines de la contrefacon

La production des médicaments contrefaits emprunt un aspect multinational, en effet
I’Asie demeure le premier incubateur, quant a I’Inde et la Chine sont les deux principaux
artisans mondiaux (Figure 1-4). A Dorigine, plusieurs facteurs peuvent contribuer a
I’évolution du circuit de la contrefagon. Ces facteurs peuvent étre d’ordre socio-économique,

bien qu’ils puissent étre reglementaires [4].

La pauvreté, 1’accés aux technologies de pointe, I’intensification du commerce
international et le développement du commerce en ligne [6], tous ces facteurs peuvent réagir

exponentiellement sur le profit de ce marche.

En 2008, I’Organisation de Coopération et de Développement économiques (OCDE)

estimait que 75 % des contrefagons mondiales de médicaments provenaient d’Inde [14].
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Figure 1-4 : Provenance principale des produits contrefaits et piratés [15]

La Chine, quant a elle, est connue comme 1’empire de la contrefagon : 54 % des saisies
réalisées dans 1’Union européenne (UE) en 2008 concernaient des produits « made in China ».
Mais, les autorités chinoises sont conscientes de ce probléme, et s’impliquent depuis déja
plusieurs années dans le démantélement des réseaux de contrefagon. En 2001 par exemple, la
Chine aurait fermé 1300 usines de contrefacons pharmaceutiques. En 2009, la France et la

Chine signent un accord de coopération spécifiquement dédié a la lutte anti-contrefacon [6].

11.6. Contrefacon en chiffre

L’OMS estime depuis 2010 que la prévalence mondiale des médicaments
contrefaisants est d’environ 10 %. Il existe cependant une forte inégalité entre les pays
développés, ou la prévalence de médicaments contrefaits serait de moins de 1 %, et les pays

en développement ou la prévalence atteindrait 10 a 30 % des médicaments en vente [16].

Les ventes mondiales de médicaments contrefaits pourraient atteindre cette année 75
milliards, soit 90 % de hausse en cing ans, selon une estimation publiée par le Center for
Medicine in the public Interest des Etats-Unis d’Amérique. Il est difficile de mesurer
I’ampleur du probleme lorsqu’il y a tant de sources d’information et de définitions différentes

des « contrefagons » [17].

La contrefacon au Maroc continue de faire des ravages, il touche plusieurs secteurs
(Figure 1-5). Son chiffre d’affaires atteint en moyenne prés de 13 milliards de DH par an, soit
autant de marchés perdus pour les industriels locaux. Elle constitue aussi un manque a gagner
d’un milliard de DH pour le Fisc, mais le plus grave est qu’elle entraine la perte de 30.000
emplois par an [18].
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Figure I-5 : Secteurs touchés par la contrefagon au Maroc

Compte tenu du développement de ce phénomene, difficile a appréhender en raison de
la nature méme de I’activité informelle et souterraine. Le Comité national pour la propriété
industrielle et anti-contrefagon (CONPIAC) a commandité fin 2011 une étude visant a réaliser
un premier exercice d’analyse et de chiffrage de la contrefacon au Maroc. Afin de donner plus
de visibilité sur I’ampleur et les incidences de ce phénoméne et de formuler un plan d’action

pour améliorer I’efficacité des programmes et outils de lutte contre la contrefagon au Maroc

[19].

Selon le méme Comité CONPIAC, les secteurs les plus concernés par la contrefagon

sont : le textile, le cuir, I’électrique, les pieces de rechange automobiles et le cosmétique [18].

Selon Adil EI Maliki, directeur général de L’Office marocain de la Propriété
industrielle et commerciale (OMPIC), le secteur de médicament n’est pas trop touché au
Maroc, méme si la contrebande surtout a I’Oriental et les achats via internet commencent a
inquiéter. La cause est due, a la présence d’un réseau de distribution solide, bien encadré et

organisé.

11.7. Facteurs encourageant la contrefacon des medicaments

La contrefagcon des médicaments est un fléau mondialement reconnu. Elle existe dans
les pays développés ainsi que dans les pays en développement. L’absence d’une définition
générale d’un médicament contrefait est un facteur clé qui contribue a la propagation de ce
commerce. De nombreux pays ont leur propre definition de la contrefagon, ceci pose un
probléme dans la definition du terme produit contrefait. Par conséquent, une contrefacon dans
un pays peut ne pas étre considérée comme contrefacon dans un autre. Cela indique a quel
point il est important d’avoir une définition universelle a appliquer dans tous les pays [20,

21].
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En parall¢le, d’autres facteurs existent a savoir :

- Le gain financier généré par cette activité, puisque les produits pharmaceutiques
contrefaits s’échappent a toutes les normes de fabrication ainsi aux bonnes pratiques
de fabrication (BPF) qui sont souvent tres couteuses.

- Le prix ¢élevé des médicaments authentiques et la couverture de 1’assurance maladie
insuffisante, en particulier dans les pays en développement, ont conduit les
consommateurs a chercher des médicaments moins chers, éventuellement contrefaits.
Cela explique le fait que les segments les plus pauvres des sociétés sont les plus
touchés par la contrefagon.

- L’utilisation de technologies pour produire des emballages de haute qualité afin de
reproduire des médicaments légitimes rend difficile la distinction entre les
médicaments réels et les médicaments contrefaits.

- L’achat des médicaments sur internet et par courrier, en particulier en paye

développée, offre au contrefacteur une opportunité de vendre leurs produits [20].

11.8. Consequence de la contrefacon des médicaments

11.8.1. Impact économique

De nos jours, la contrefacon des produits de santé est estimée a plus de 10 % sur le
marché mondial, équivalent de 75 milliards de dollars. Cet investissement produit une force
destructrice sur le secteur recherche et développement (R&D) qui occupe une place
prépondérante dans I’industrie pharmaceutique. En effet, I’orientation vers le développement
de nouveaux outils ainsi que de nouvelle méthode et moyen pour lutter contre la contrefacon,
détourne 1’objectif réel fixé par I’industrie pharmaceutique, en conséquence, entrainer
I’industrie pharmaceutique des dégats nombrables. Par ailleurs, une perte économique

certaine, pour les entreprises et pour les états.

La contrefagon des produits de santé est un vrai ralentisseur du secteur R&D. En effet,
elle présente une atteinte directe a la propriété intellectuelle d’un produit authentique ainsi
qu’a la détérioration de son image [7]. Les consequences de ce phénomeéne se répercutent sur

les pertes financicres des entreprises, créant ainsi une crise en matiére d’emplois [6].

Ce phénomene fait subir aux laboratoires pharmaceutiques des dégats aussi
importants. Il les incite d’abord a investir davantage dans des plateformes et des unités de
pointe contre les fraudes puis, il les convie pour la mise en place des outils fulgurants de lutte

anti-contrefagon. Prenons 1I’exemple du Groupe Sanofi-Aventis : une partie intégrante de son
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programme pour lutter contre la contrefacon, a été basée sur la création du laboratoire central
d’analyse des contrefagons (LCAC) en 2008. Sa mission principale : ’analyse des produits
suspectés étre des falsifications de medicaments du groupe. Par conséquent, un coup

d’investissement considérable [22].
11.8.2. Conséquence sur la santé publique

D’aprés Eric Noehrenberg, de la fédération internationale des industries du
médicament (IFPMA), « la contrefagon de médicament est une menace pour la santé avant

d’étre une menace pour les entreprises, I’emploi ou la propriété intellectuelle » [23].

La santé des individus est exposée a de sérieux problémes lors de I’utilisation a long
terme d’un produit contrefait. En réalité, le risque associé a ce fait est lié étroitement a la
composition inconnue du produit, les mauvaises conditions de la fabrication, et le non-respect
des consignes préalables de sécurité [24]. Ces produits peuvent parfois contenir le bon
principe actif avec des quantités incorrectes, mais souvent ils comportent de mauvais
ingrédients qui sont parfois des matieres toxiques, des éléments inadéquats ou inutiles [25].
Entrainant ainsi un échec thérapeutique et favorisant 1’apparition d’une résistance aux
médicaments ; mais dans bien de cas elle peut étre mortelle [26]. Quelques exemples de

contrefacon de produits de santé sont présentés dans le Tableau I-2.
Deux types de risques peuvent se présenter chez les patients :

Pour les médicaments qui ne contiennent pas la bonne quantité en principe actif, ils
conduisent a 1’absence du traitement pour le patient. Alors que si le produit contrefait contient

des maticres toxiques, il encourt a I’empoisonnement du patient [8, 27].

Par ailleurs, la contrefagon de produits de santé constitue donc une menace pour la

santé, elle doit faire 1’objet d’une préoccupation majeure.

Tableau I-2 : Exemples de contrefagon de produits de santé dans le monde [6]

Médicaments contrefait Pays/Année Rapport

Contenait 6 fois La dose indiquée, entrainant une forte

Glibenclamide Chine, 2009 hypoglycémie. Bilan 2 morts, 9 hospitalisations
Aiguilles pour injection | Royaume-Uni, Aiguilles de mauvaise qualité, identifiées dans le
Novo Nordisk 2009 circuit légal

Metakelfin® Dosage insuffisant en principe actif, découvert dans 40

Tanzanie, 2009

(antipaludique) pharmacies

MyPikin®
(paracétamol)

Sirop contenant du diéthylene glycol*, administré a

Nigeéria, 2009 111 enfant. Bilan : 84 morts
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Héparine provenant de Chine, contaminée par du
Héparine Etats-Unis, 2008 sulfate de chondroitine sulfaté et du sulfate de
dermatane. Bilan : 84 morts

Zvorexa® Royaume-Uni, Dosage insuffisant en principe actif. Détecté dans la
yp 2007 chaine d’approvisionnement légale.

Lentilles de contact Lentilles de mauvaise qualité, n’ayant entrainé
France, 2004 \ .

Proclear® et Surevue® aucun probleme de santé

VaC(_:in contre la Lors d’une épidémie, 50 000 personnes sont

meéningite Niger, 1995 vaccinées par une contrefagon ne contenant que de

I’eau

I11. Lutte contre la contrefacon

La contrefacon des médicaments est un phénomene en pleine progression, elle prend
de plus en plus d’ampleur et envahit tous les continents. Malgré les retombées négatives de
cette ampleur, la santé publique reste parmi les atouts a préserver. En effet, la santé publique

est un enjeu majeur dans la lutte contre la contrefacon des médicaments.

Une action qui passe tout d’abord par I’investigation policiére et par les procédures
judiciaires. La lutte contre la contrefacon s’appuie principalement sur 1’analyse chimique, elle

constitue I’une des actions importantes a anticiper par les laboratoires d’analyses.

Dans cette perspective, les techniques analytiques restent un moyen robuste pour faire
face a ce fleau [28]. En effet, les laboratoires d’analyse sont tenus de développer une stratégie
de lutte permettant la caractérisation d’un échantillon falsifié. Une stratégie qui commence par
I’observation d’échantillon et son conditionnement, elle peut atteindre 1’utilisation des

techniques plus développés tels que : les techniques spectrométriques et chromatographiques.
Cette stratégie doit répondre a deux questions primordiales :

- Le produit est-il falsifié ?

- Le produit est-il dangereux pour la santé du patient ?
Apres I’introduction de la problématique, ce paragraphe est consacré a la présentation des
techniques et approches déployées par les laboratoires pour garantir la sécurité des

médicaments. De plus, une étude bibliographique des différentes techniques analytiques

utilisées pour la lutte contre la contrefacon est présentée.
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I11.1. Approche classique pour lutter contre la contrefagon des médicaments

Le trafic des médicaments falsifiés existe depuis longtemps, sa récession nécessite une
bonne mise en place des mesures préventives. Ces mesures suscitent I’intérét commun des
différents acteurs dans le secteur pharmaceutique a savoir : les autorités réglementaires,
sanitaires, policiéres, douaniéres et judiciaires, non seulement pour cadrer ce phénomeéne,
mais également pour lutter contre sa prolifération. Par ailleurs, la lutte contre la contrefacon
requiert aussi I’implication des fabricants des produits pharmaceutiques ainsi que tous les

intervenants au circuit de distribution.

Auparavant, le trafic des médicaments falsifié échappe a toute sorte de contréle.

Aujourd’hui, plusieurs actions sont mobilisées pour mieux cerner ce phénomene.

Dans ce paragraphe, plusieurs outils mis en place pour la lutte anti-contrefacon seront

présentés.
I11.1.1. Tracabilité

La mise en place d’un systtme de tragabilit¢ dans le monde de I’industrie
pharmaceutique répond donc a une demande réglementaire. Elle a pour objectif de garantir la
qualité des produits, de retracer I’historique en cas de retrait de lot, de retrouver ou

comprendre un probléme ou une erreur et de lutter contre la falsification.

La tracabilité peut aussi avoir des avantages « capitalisables ». Elle établit des
relations de confiance, améliore la performance (efficacité, compétitivité), crée de la valeur
(différenciation des produits, de I’entreprise), prévient les risques internes et externes (non-
conformité, responsabilité, falsification, détournement de marque ou de réseau de distribution,
contrefacon...). Selon bon nombre, elle est un support essentiel du développement durable.
Ainsi, la tracabilité permet, au-dela du lien de confiance établi avec le patient et les agences
reglementaires, de valoriser la chaine de production et de distribution du médicament. Elle

apporte de la valeur ajoutée au produit [29].

Le contrdle du circuit du medicament au sein des éetablissements pharmaceutiques
constitue une étape primaire de lutte contre la contrefagon. En effet, la mise en place des
avancées technologiques (Figure 1-6) au service de la tragabilité permet désormais d’identifier
la localisation d’un produit donné, par conséquent, lutté¢ efficacement contre la contrefagon

des médicaments [30].

La tracabilité est une recommandation reglementaire dans 1’industrie pharmaceutique,

elle figure parmi les orientations exigées par le référentiel européen des médicaments : les
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BPF Bonnes pratiques de fabrication. C’est ainsi que la tragabilité contribue a I’amélioration

continue de la qualité et veille sur la mise en ceuvre des objectifs normatifs [4].

Figure 1-6 : Code-barres matriciel Datamatrix (gauche) et transpondeur RFID (droite)
I111.1.2. Sécuriser la chaine d’approvisionnement

L’industrie pharmaceutique intervient de mani¢re a minimiser les risques associés a
I’insertion des médicaments falsifiés sur le marché légal. En effet, cette deuxiéeme étape
consiste a securiser la chaine d’approvisionnement d’un médicament. Elle est considérée
comme une étape primordiale, car elle protége la chaine d’approvisionnement 1égale contre
I’insertion des produits frauduleux qui constitue un vrai défi, tant pour les industriels que pour

les pharmaciens [3].
111.1.3. Conditionnement du médicament

Le conditionnement qui constitue en premier lieu une protection physique du
médicament représente la derniére source d’informations a laquelle I'utilisateur a acces avant
I’administration du médicament. Ainsi, le conditionnement des médicaments (Figure I-7) a
beaucoup changé au cours du temps et est désormais un outil complexe auquel ont été
attribués de nombreux roles. En effet, aujourd’hui le conditionnement des médicaments
participe activement a leur bon usage, mais également a la sécurisation de I’ensemble de la

chaine pharmaceutique jusqu’a la prise du médicament [31].

Figure I-7 : Exemple de conditionnement primaire et secondaire destiné a la protection de
I’authenticité d’un médicament (étiquette de sureté, boite pré-perforé, étiquette multicouche,
bague d’inviolabilité)
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111.1.4. Moyens technologiques anti-contrefagon

L’étape suivante consiste a déployer un ensemble de moyens technologiques
d’identification applicable au conditionnement et au médicament, permettant ainsi le contrdle
du produit au cours de la chaine d’approvisionnement. lls permettent également de

reconnaitre visuellement 1’authenticité du produit.

Les deux technologies utilisées par les laboratoires pharmaceutiques pour identifier un

médicament falsifié comprennent :

- les images a effets variables (OVD : optically variable devices) tels que les
hologrammes, ou les cinégrammes qui sont des étiquettes, dont les images, et des
couleurs changeantes en fonction de 1’angle d’observation.

- Les encres de couleurs variables (OVI : optically variable inks) dont la couleur varie
selon I’angle d’incidence [3].

Les instruments d’analyses employées par 1’industrie pharmaceutique ont un potentiel
capital pour évaluer I’empreinte digitale d’'un médicament. Ils s’avérer utiles de mettre en
place des méthodes analytiques de détection rapides et fiables pour édifier la quatrieme étape
dans le cursus de lutte anti contrefacon [11, 32]. Cette étape permettra de percevoir les

finalités du phénomeéne a plusieurs niveaux :

111.2. Techniques analytiques

Le controle rigoureux de la qualit¢ d’un médicament est le seul moyen pour justifier
I’adéquation de ces caractéristiques aux normes, il est considéré comme un indicateur
primaire de sa détérioration. De plus, c’est un outil permettant d’évaluer au mieux les risques
de la santé publique. Dans ce sens, trois éléments essentiels doivent étre assurés a savoir :
I’efficacité, la sécurité et la qualité des médicaments. Plusieurs techniques analytiques sont a
la disposition des laboratoires. Elles peuvent contribuer massivement a fournir des

informations pour mettre en évidence un échantillon falsifié.

Diverses techniques analytiques utilisées dans cette problématique sont présentées.
Ces techniques sont regroupées selon leur intervention dans le processus de la lutte contre la
contrefacon. Elles sont classées en deux grandes familles a savoir: les techniques
spectrométriques et les techniques seéparatives. Elles interviennent dans 1’observation du
conditionnement et elles peuvent atteindre la formulation du médicament. L’objectif principal

devant I’utilisation de ces techniques est d’obtenir le maximum d’information sur la qualité
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des médicaments. Ainsi, de repérer leurs authenticités par rapport aux échantillons de

références.
111.2.1. Caractérisation des échantillons
111.2.1.1. Echantillonnage

Dans le cas des medicaments contrefaits, un échantillon est représentatif si est
seulement s’il provient d’'un méme échantillon comportant plusieurs unités. En effet, les
travaux de Venhuis et al. [33] ont montré que la variabilité des unités de dose dans des
emballages individuels de médicaments contrefaits est importante. L’analyse d’un
médicament destiné au dysfonctionnement érectile a montré que certains comprimés
contenaient du sildénafil, alors que d’autres étaient qu’un placébo. Cette variabilité peut
contribuer a de faux résultats, par conséquent, a une évaluation inexacte des risques

considérable pour la santé. D’ou, I’importance de 1’étape d’échantillonnage.

Sur la base des recommandations de I’office des Nations Unies contre la drogue et le
crime (UNODC) [34], Degardin et al. [35] ont proposé une approche rationnelle pour la
veérification des échantillons contrefaits. C’est une approche qui se base sur la quantité

disponible d’échantillons afin de caractériser au mieux le produit & analyse.

- Sin <10, alors toutes les unités sont analysées ;
- Si 10 <n <100, alors 10 unités sont aléatoirement choisies pour 1’analyse ;

- Sin> 100, alors vn Unités aléatoires choisies pour 1’analyse.
Avec n : la quantité disponible en échantillons contrefaits.

La caractérisation peut étre réalisée par une méthode non destructrice telle que la
spectrométrie proche infrarouge.

111.2.1.2. Examen visuel

Le premier niveau d’évaluation consiste a effectuer une observation macroscopique
d’un échantillon (conditionnement, comprimés, gélule, etc.), il permet de relever si
I’échantillon a ét¢ manipulé dans des conditions préalables. La dénomination de la spécialite,
numero de lot, date de peremption, point de collage des boites, police d’écriture ou encore
pliage de la notice, etc. sont des informations utiles pour identifier la source de chaque
médicament [34]. Mais, parfois il est difficile de repérer 1’authenticité d’'un médicament a

cause du manque de certaines informations telles que : I’absence de la notice ou encore
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inexistante de certaines informations d’étiquetage [36]. Ce manque d’informations induit une

mauvaise interprétation des résultats d’analyse.

Cependant, d’autres éléments importants peuvent favoriser la détection d’un
échantillon contrefait tels que : I’observation du conditionnement sous des sources lumineuses
(par exemple 254 nm), la détérioration de I’aluminium d’une plaquette (un blister) ou encore

I’apparence, la taille et la couleur du comprimé.

Pour faciliter I’examen, la Fédération internationale pharmaceutique (FIP), avec USP
et le Conseil international des infirmiéres (ICN) ont développé une liste de contréle pour une
inspection visuelle des médicaments afin de faciliter I’identification des produits suspects
pour un examen plus approfondi [37].

Le Tableau I-3 présente un exemple utilisé dans I’examen visuel recommandé par
World Health Professions Alliance (WHPA).

Tableau I-3 : liste de contréle utilisé pour I’examen visuel

Non  Autres observations

Le nom commercial est-il rédigé correctement?

Le médicament (nom commercial) est-il enregistré
dans le pays?

Le médicament est-il vendu légalement dans le
pays?

Le symbole ® suit-il le nom commercial?

L’examen visuel montre ainsi son réle comme un outil efficace pour repérer un
médicament contrefait. En effet, plusieurs travaux dans la littérature soulignent le réle de
I’examen visuel pour identifier I’authenticité d’un médicament. Les travaux de Newton et al.
[38] ont mis en évidence 1’aspect contrefait de plusieurs specialités pharmaceutiques sur la
base du conditionnement. L’examen visuel proposé en Figure I-8 du médicament DUO-
COTECXIN montre que 1’emballage du médicament suspect contenait des erreurs de langue,

également le texte était moins clair et inexistante d’hologramme.
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Figure 1-8 : Comparaison du conditionnement d’un échantillon de la spécialité DUO-
COTECXIN (d’apres [38])

111.2.1.3. Caractérisation physique

Le deuxiéme niveau de caractérisation consiste a réaliser des essais physiques. Il s’agit
principalement des essais galéniques que sont la dissolution, la désagrégation, la masse
moyenne, la mesure de la couleur et la dimension des échantillons ainsi que 1’analyse
thermique. Ces essais sont facilement entrepris par les laboratoires de controle, ils permettent
d’évaluer la qualité d’un médicament avec précision. Ils sont décrits dans la Pharmacopée

Européenne et I’United State Pharmacopeia.

Considérant le travail Custers et al. [39], des essais physiques sont réalisés pour la
caractérisation d’échantillons a base de Tadalafil. lls s’appuient principalement sur 5
caractéristiques a savoir : la couleur, la masse, I’épaisseur, la longueur et largueur. Cette étude
montre que seulement la masse et la longueur sont les caractéristiques physiques clés qui

déterminent la discrimination observée a 1’aide d’une évaluation chimiométrique des données.

Dans une autre étude similaire a la précédente [40], des essais de présélection simple
et abordable sont réalisés. Un examen préliminaire est effectué¢ a I’aide d’un colorimétre, il
permet une caractérisation spécifique de la couleur d’un échantillon suspect. Cette méthode a
été utilisée dans le but d’obtenir une distinction fondamentale entre des ¢chantillons

authentiques et contrefaits du Viagra, du Cialis et du Levitra. La méthode consiste a mesurer
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la couleur de la surface des comprimés authentique, sur la base de ces mesures un modéle est
établi, ensuite I’analyse des échantillons suspects est réalisée. L’analyse a permis d’identifier
les échantillons suspects parmi les échantillons analysés, les résultats obtenus ont été

démontrés par la spectrométrie infrarouge.

Un exemple d’analyse de teinte de couleur de plusieurs comprimé de la spécialité

Viagra® est présente dans la Figure 1-9.

Figure 1-9 : Différentes teintes de couleur de comprimé observées pour des échantillons de

Viagra®. L’¢échantillon authentique est indiqué par le cercle vert (d’aprés [39])

Selon S.Wilczynski. [41], une méthode efficace, peu couteuse et rapide a été
développée, il s’agit d’une technique utilisant 1’analyse thermique. Elle permet de distinguer
les médicaments authentiques et les médicaments contrefaits. Le principe de cette technique
est de mesurer la variation de masse d’un échantillon en fonction de la température. Elle
permet d’obtenir le profil analytique d’échantillons analysé, en conséquence elle fournit des

informations sur le type des excipients et le principe actif utilisé dans la fabrication.

Un exemple un thermogramme obtenu lors de I’analyse thermique de deux

échantillons de la spécialité Viagra® est présenté dans la Figure 1-10.

Figure 1-10 : Thermogrammes de comprimés a) authentique et b) contrefaits de la spécialité
viagra [41]
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111.2.1.4. Caractérisation chimique

Toutes les techniques abordées précédemment présentent systématiquement un certain
nombre d’inconvénients, il est alors fortement recommandé de chercher un autre outil de
caractérisation capable d’identifi¢ un médicament contrefait. La caractérisation chimique est
une technique qui met en jeux des réactions de précipitation, complexation, acido-basique et
des réactions d’oxydoréductions. Elle identifie I’existence du principe actif par la coloration

induit sur le produit de la réaction chimique.

L’équipe Dgreen et al. [42] a mise au point un test colorimétrique pour déterminer
authenticité de I'Artésunate dans des échantillons suspects. L’essai est basé sur une réaction
entre un produit de décomposition alcalin de l'artésunate et un sel de diazonium, rouge rapide
TR (FRTR). C’est une réaction spécifique, il indique la présence de 1’Artésunate par

I’apparition d’une couleur jaune sur le produit de la réaction.
111.2.2. Techniques spectroscopiques

Les techniques spectroscopiques sont des techniques d’analyse permettant de sonder la
matiére par différentes méthodes, elles mettent en jeux des radiations électromagnétiques pour
en déduire des informations spectrales sur la structure des molécules qui composent cette
matiere. Ceci constitue le point de départ des méthodes spectroscopiques. En effet, ces
techniques ont aussi un réle assez important dans la lutte contre la contrefagon. Plusieurs
études scientifiques dans la littérature ont mis en évidence ce role telles que: I’étude
présentée par Custer et al. [39] dans laquelle 1’auteur montre le réle du proche et moyen
infrarouge pour distinguer entre les échantillons authentiques et les échantillons contrefaits de
Viagra et de Cialis. Mateescu et al. [43] propose une étude par spectroscopie Raman pour la
détection rapide des inhibiteurs de la PDE-5i dans des compléments alimentaires a base de
plantes adultérées. Combiné aux techniques chimiométriques, la spectroscopie Raman
constitue un outil puissant d’analyse et de détermination des médicaments contrefaits. En
effet Nuberger et al. [44] démontrent que la spectroscopie Raman associée a 1’analyse
multivariee des données fournit une méthodologie puissante pour la caractérisation rapide et

facile de médicaments authentiques et contrefaits.
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Figure I-11 : Spectres Raman standard de deux tablettes dans I’intervalle spectral 320-1720
cm : comparaison des données brutes provenant du mélange C (noir) et du mélange D
(rouge) (d’apres [44])

Une différence remarquable entre les deux spectres a été retrouvée dans la partie qui
rassemble les deux bandes a savoir: 1320 et 1360 cm™(Figure 1-11). Ces deux bandes
correspondent simultanément a la caféine et la quinine sulfate dihydrate. L’intensité de la
quinine sulfate dihydrate est importante dans le mélange D (spectre rouge), par contre, la
quantité de la caféine et moins important que celle dans le mélange C (spectre noir). Ainsi, il
est possible de distinguer les deux mélanges uniquement par inspection visuelle, alors que de

grandes différences dans la composition chimique sont présentes.

D’autres techniques spectroscopiques interviennent dans le processus de lutte contre la
contrefacon telle que : la spectroscopie de fluorescence X (X-Ray Fluorescence) (XRF), la
spectroscopie de masse, spectroscopie a plasma a couplage inductif et la spectroscopie de
mobilité ionique.

La XRF est une technique analytique semi-quantitative, elle permet la caractérisation
des éléments inorganiques [45]. C’est une technique appropriée pour contrdler la qualité des
nouvelles formulations pharmaceutiques, elle permet de faire la distinction entre les

comprimés authentiques et les comprimés contrefaits. Ainsi, Ortiz et al. [46] ont mis le point
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sur la technique. Couplée a I’analyse en composante principale (ACP), la XRF a permit de
caractériser et de classer des échantillons authentique et contrefait de Cialis et de Viagra.
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Figure 1-12 : Discrimination de comprimés contrefaits et de comprimés authentiques par
analyse ACP (d’aprés [46])

Dans cet exemple les résultats de la méthode ont été soumis a une évaluation
chimiométrique par ACP. Le but était d’évaluer statistiquement la performance des spectres
de la XRF dans la classification des échantillons & base de sildénafil et de tadalafil. D’apres la
Figure 1-12, les 2 premieres composantes principales (PC) ont été choisies pour 1’évaluation
puisqu’ils représentent 94 % de la variance totale. Dans cette présentation graphique, on
observe une séparation en deux grands groupes correspondant aux échantillons contrefaits
(groupes A, B, C et D et groupe E,) et des échantillons authentique (groupes F et G). Cette
séparation est principalement due aux variables Ca et Ti, ou elles ont une influence

significative sur la charge en PC1.

Un exemple de spectres de la XRF obtenu lors de 1’analyse de plusieurs échantillons
de la spécialité Viagra® est présenté dans la Figure 1-13.
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Figure I1-13 : Spectre de la XRF de comprimes de Viagra® authentique (a) et de comprimés
de Viagra® contrefaits (b, ¢ et d) (d’apres [46])

111.2.3. Techniques séparatives

L’analyse avec des techniques séparatives est initi€e, si un cas de contrefagon a été
confirmé. Il consiste a recenser 1’existence ou non du principe actif, des impuretés et des
produits toxiques. Dans cette étape [’utilisation des méthodes chromatographiques est
essentielle, car la détermination des composés inconnus s’effectue a I’échelle de trace et a des

quantités plus ou moins importantes [22].

La chromatographie est une technique importante utilisée pour la séparation de
différents composants dans des mélanges. Il est également utilisé pour I’identification et la
guantification de composés dans le processus de développement de médicaments [47]. Les
composés sont entrainés par une phase mobile (liquide, gaz ou fluide supercritique) le long d’une
phase stationnaire (silice, polymere, silice greffée, etc.) contenue dans une colonne

chromatographique.

En fonction de la nature de la phase mobile, il s’agira de chromatographie gazeuse
(CPG), de chromatographie liquide (LC) ou de chromatographie supercritique. Chaque
composé se deplace a une vitesse propre dépendant de ses caractéristiques et de celles des
deux phases. Ainsi, il ne peut y avoir séparation que si les caractéristiques des composés sont
différentes et si leurs interactions avec la phase stationnaire et/ou la phase mobile sont
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différentes. Cette technique séparative peut étre couplée a un (ou plusieurs) détecteur en vue
d’une analyse qualitative ou quantitative [48]. Les techniques chromatographiques ont été
largement utilisées dans la détection et la caractérisation des médicaments contrefaits et de
préparations pharmaceutiques illicites. Elles ont été utilisées pour I’identification, la

détection, la séparation et la quantification des principes actifs dans les échantillons suspects.
111.2.3.1. Chromatographie sur couche mince

Dans une étude réalisée par Sherma [49], I’auteur a ainsi mis en évidence une méthode
de chromatographie sur couche mince (CCM) pour I’identification d’un échantillon contrefait.
La Figure 1-14 présente une plague CCM dans laquelle un produit pharmaceutique de
mauvaise qualité a été détecté sur la piste n° 3.

Figure 1-14 : Identification de la sulfaméthoxazole dans un comprimé suspect par CCM
(d’apres [49])

111.2.3.2. Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique hautement qualifiée
pour la caractérisation des medicaments contrefaits. Elle est utilisée principalement pour

I’analyse des solvants résiduels.

Deconinck et al. [50] ont mis en évidence la différence en solvant résiduel présent

dans un échantillon authentique et contrefait du Viagra.
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Figure 1-15 : Chromatogramme obtenu d’un échantillon authentique et contrefait de Viagra
par CPG

La Figure 1-15 montre une différence importante dans la concentration des solvants résiduels
entre un échantillon authentique et contrefait. Par conséquent, une concentration élevée en

solvant résiduel peut indiquer I’aspect contrefait d’un médicament.
111.2.3.3. Chromatographie liquide

La chromatographie liquide haute performance (CLHP) est une technique d’analyse
quantitative et qualitative, elle est utilisée comme méthode pour le screening de substances
chimiques ou encore comme méthode d’évaluation de la qualité pharmaceutique d’un
médicament. Elle permet une bonne identification des médicaments contrefaits, par voie
d’évaluation d’impuretés spécifiques qui sont susceptibles de se former lors de la synthése

d’un principe actif.

Plusieurs méthodes CLHP présentées dans la littérature ont été mises on ceuvre pour la
lutte contre la contrefagon : le développement et la validation d’une méthode CLHP portant
sur ’analyse de 9 substances stéroidiennes [51], la validation d’une méthode CLHP pour
I’analyse simultanée de certains antibiotiques contrefaits [52], ou encore le developpement
d’une méthode CLHP-MS/MS pour la détection de plusieurs principes actifs de

dysfonctionnement érectile [53].

La Figure 1-16 présente un exemple de chromatogramme obtenu lors de la

caractérisation d’un échantillon contrefait par HPLC.
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Figure 1-16 : Chromatogrammes d’un comprimé contrefait de Viagra (A) et d’un comprimé
authentique (B) (d’apres [54])

111.2.3.4. Chromatographie liquide ultra-performante

UPLC est une technique moderne qui donne une nouvelle vision a la chromatographie
en phase liquide. UPLC se référe a la chromatographie liquide ultra performante, il améliore
principalement trois notions chromatographiques a savoir: «la vitesse d’analyse, la

résolution et la sensibilité ».

La chromatographie liquide ultra performante (UPLC) applicable aux particules de
moins de 2 um de diameétre permet une meilleure résolution, ainsi une vitesse et sensibilité

importante par rapport a la chromatographie liquide haute performance (HPLC).

Cette technique a été aussi utilisée dans le domaine de la lutte contre la contrefacon
notamment dans le travail de Sacré et al. [55] pour le développement et la validation d’une
méthode UHPLC-UV pour la détection et quantification des médicaments contre la

dysfonction érectile dans les médicaments contrefaits.
111.2.4. Techniques d’analyse avancées

IlIs existent d’autres techniques analytiques au service de la lutte contre la contrefagon
tels que : la spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN), la diffraction des
rayons X sur poudre ou encore la microscopie électronique a balayage. Ces techniques

requiérent une expertise scientifique avancée.

La RMN est une technique qui n’est pas encore utilisée en routine pour le controle de
qualité¢ des médicaments, ¢’est une méthode d’analyse globale, puisqu’elle permet de prendre

en considération la formulation d’un médicament [56]. Ainsi, la Figure 1-17 présente un
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exemple d’étude par RMN pour la caractérisation de la formulation des échantillons suspects
a base de Sildénafil.

Figure 1-17 : Spectres RMN DOSY de formulations authentique (a gauche) et contrefaite (a
droite) de Viagra (d’apres [56])

Le Tableau I-4 ci-aprés présente plusieurs méthodes utilisées principalement dans la
caractérisation des médicaments contrefaits, il met le point sur la classe thérapeutique de
chaque médicament, et les techniques analytiques utilisées pour la caractérisation, ainsi, il

présente I’information obtenue.

D’aprés le Tableau I-4, plusieurs classes thérapeutiques sont visées par la
contrefacon : antibiotique, antidépresseur, amaigrissant, antirétroviraux, antipaludéen,

antiparasitaire systémique ou encore, les fameux inhibiteurs de la phosphodiestérase type 5.

Il est donc impératif que la méthode d’analyse choisie pour la caractérisation d’une

contrefacon soit régie par plusieurs critéres a savoir :

- Durée d’analyse ;

- Quantité d’échantillons disponible ;

- Objectif de I’analyse et nature du résultat ;
- Disponibilité d’appareillage :

- Etniveau d’expertise des analystes.
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Tableau I-4: Technique analytique utilisée pour la caractérisation des médicaments contrefaits

Classe
thérapeutique

Substance et formulation

Techniques analytiques

Informations obtenues

Antibiotique

Sulfaméthoxazole

Chromatographie sur couche mince

Identification d’un échantillon suspect

Ciprofloxacin

Spectroscopie proche infrarouge

Discrimination d’un médicament contrefait

Sulbatcam Chromatographie liquide haute performance Caractérisation de I’association du sulbactame et
Céftriaxone ceftriaxone dans des comprimes de qualite
inférieure
Antidépresseurs Fluoxetine Spectroscopie proche infrarouge Discrimination d’un médicament contrefait
Prozac Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire | Caractérisation de la formulation d’un médicament

contrefait

Antiparasitaires
systémiques

Quinine Sulfate déhydrate

Spectroscopie Raman

Détermination d’un médicament contrefait

Antipaludéen

Sulphadoxine-
pyrimethamine et
Amodiaquine

Chromatographie liquide haute performance
couplée a un détecteur -UV

Evaluation de la qualité des médicaments

Chloroquine, quinine et
mefloquine

Chromatographie liquide haute performance
couplée a un détecteur-DAD

Identification des constituants des médicaments

Cotecxin

Chromatographie liquide haute performance

Détection d’un médicament contrefait

Artesunate, Amodiaquine

Electrophorése capillaire

Détermination de la teneur des substances dans des
comprimés

Antiagrégant
plaquettaire

Plavix

Spectroscopie de fluorescence X

Contribution pour I’analyse des produits falsifié¢e

Amaigrissant

Caféine, Clenbuterol
Nicotinamide, Rimonabant
Subitramine, Synephrine

Chromatographie liquide ultra haute performance

Détection des substances dans des formulations de
mauvaise qualité (formulations adultérées)
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Antirétroviraux

Zalcitabine, Lamivudine
Amdoxovir, Emtricitabine
Didanosine, Stavudine
Zidovudine, Abacavir

Chromatographie liquide haute performance

Détermination des substances dans des
échantillons suspects

Solvant résiduel

Chromatographie en phase gazeuse

Détermination et la quantification des solvants
résiduels dans des comprimés contrefaits

Inhibiteurs de la
Phosphodiestérase
type 5 (PDE-5i)

Viagra Analyse thermique : Discrimination entre un médicament contrefait et
Thermogravimétrie authentique
Analyse thermique différentielle
Viagra Spectroscopie infrarouge Discrimination entre des médicaments contrefait et
Cialis authentique

Impureté issue de la
synthese du sildénafil

Chromatographie liquide haute performance
couplée a un détecteur -UV et DAD

Détermination des impuretés issues de la synthése
du sildénafil

Sildénafil Chromatographie liquide haute performance Détermination quantitative dans des médicaments
Tadalafil couplée a un détecteur UV contrefaits

Sildénafil Chromatographie liquide ultra haute performance Quatifiction des substances dans des échantillons
Tadalafil couplée a un détecteur DAD contrefaits

Vardénafil

Analogue du PDE-5i

Chromatographie liquide haute performance
couplée a un détecteur CAD

Détection de nouvelle substance analogue des
PDE-5i

Complément alimentaire
100 % naturel

Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire

Identifier la présence de substances suspectes pour
I’amélioration des performances sexuelles

Cialis, Viagra

Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire

Caractérisation de la formulation d’échantillons
contrefaits
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Ainsi, une méthodologie générale a été proposée dans I’étude de Sacré [57], elle
présente une approche générique pour detecter les médicaments contrefaits contenant de la
PDES5-i (Figure 1-18).

Figure 1-18 : Stratégie appliquée pour la détection et la classification des échantillons suspects
contenant PDE5-i [57]

Rappelons que la classe thérapeutique des PDE-5i trone I’ensemble des classes
thérapeutiques. En effet, un nombre important d’articles scientifiques rapportent la
caractérisation des inhibiteurs de la PDE-5i dans le domaine de la lutte contre la contrefacon.
Le Tableau I-5 met en perspective quelques travaux de littérature, ainsi, il présente les
techniques analytiques et les conditions expérimentales utilisees pour la caractérisation des
inhibiteurs de la PDE-5i et leurs substances analogues. A noter que la technique présentée
dans ce tableau et la chromatographie liquide liée a différent détecteur. Par ailleurs, les
informations dans ce tableau peuvent étre affinées par d’autres techniques analytiques selon le

cas d’études.
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Tableau I-5 : Conditions expérimentales utilisées pour la caractérisation des inhibiteurs de la PDE-5

Techniques

Modes

Débit

Substances . Colonnes p Phases mobiles : Auteurs
analytiques d’élutions (ml/min)

Tadalafil LC-MS/MS | Hypersil BDS C18 Isocratique Méthanol / acétate d'ammonium 0.2 Bo Ma et al. [58]
(100 x 2.1 mm, 2.4 (52:48 viv)
Hm)

Thiono analogue LC-UV XTerra MS-C18 (100 | Isocratique Méthanol / eau acidifiée 0.25 Blok-Tip et al.[59]

du sildenafil x 2.1 mm, 3.5 um) (50:50 v/v)

Aildenafil LC-DAD-MS | XTerra MS-C18 (100 | Gradient Méthanol / eau acidifiée 0.25 Venhuis et al. [60]

analogue du x 2.1 mm, 3.5 um)

sildénafil

Trans-tadalafil, LC-UV Symmetry C18 (150 x | Isocratique Méthanol/eau* *(0.1% acide 1 Venhuis et al.[61]

tadalafil, and 3.9mm, 5um) formique) (v/v)

sildenafil

Thiosildenafil UPLC-DAD éigwty UPLC BEH Gradient Eau purifiée*/ Acétonitrile*(v/v) 0.3 Vaysse et al. [62]
(50 x 2.1 mm, 1.7um) *(0.1% acide trifluoroacetique)

Sildénafil- LC-DAD Zorbax SB-C18 (250 | Gradient Formate d’ammonium / 1 Wollein et al.[63]

analogues x 4.6 mm, 5um) acétonitrile

Sulfoaildenafil LC-MS Zorbax SB-C18 (150 | Gradient Acide formique dans I’eau / 0.2 Gratz et al. [64]

analogue du x 2.1 mm, 3.5um) acétonitrile

sildénafil

Thioketone LC-MS Zorbax SB-C18 (150 | Gradient Acide formique dans I’eau / 1 Reepmeyer et al.
x 4.6 mm, 5um) Acide formique dans acétonitrile [65]

Sildénafil, UHPLC-UV | XTerra RP18 (150 x | Gradient Tampons formate d’ammonium/ 1 Sacré et al. [55]

Tadalafil 4.6 mm, 5um) acetonitrile

vardénafil et

quelques

analogues

Acetildenafil LC-MS Zorbax SB-C18 Gradient Acide formique dans I’eau / 1 Reepmeyer et

(150 x 4.6 mm, 5um)

Acide formique dans acétonitrile

al.[66]
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(2-hydroxypro- LC-MS Zorbax SB-C18 Gradient Acide formique dans I’eau / 0.2 Toomey et al. [67]
-pylnortadalafil) (150 x 2.1 mm, Acide formique dans acétonitrile
(n-butylnortada- - 3.5um)
lafil)
analogues du
tadalafil
Aminotadalafil LC-UV Hypersil BDS C18 Gradient Dihydrogéno-phosphate de 1 Haberli et al. [68]
analogues du (200 x 4.6 mm, 5 um) sodium/eau
tadalafil
Analogue du LC-DAD Zorbax XDB-C8 (150 | Gradient Dihydrogéno-phosphate de 1 Lam et al.[69]
vardénafil x 4.6 mm, 5 um) potassium / acétonitrile
Analogue du LC-UV Shiseido Capcell PAK | Isocratique Hexanesulfonate de sodium 0.1 Lee et al.[70]
vardénafil C18 MG |1 (250 x 4.6 0,1% et acide phosphorique /

mm, 5um) acétonitrile

(5:95 v/iv)

Deux analogues LC-UV Shiseido Capcell PAK | Gradient Hexanesulfonate de sodium 1.2 Choi et al.[71]

du sildénafil et
du vardénafil

C18 (250 x 4.6 mm,
5um)

0,1% et acide phosphorique /
acétonitrile
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D’aprés le Tableau I-5, plusieurs substances analogues des inhibiteurs de la PDE-5i
ont été mises en évidence par la chromatographie liquide. De plus, on remarque bien que les

conditions expérimentales different d’une étude a une autre.
IVV. Conclusion

Les pratiques de la contrefagon ont évolué au cours du temps, en effet, avec
I’apparition des technologies de pointe, le phénomene a pris une avancée technique. La lutte
contre la contrefacon des médicaments est une procédure assez délicate, elle requiert un
ensemble de mesure dans le but d’assurer la sécurité sanitaire des patients. Elle doit porter sur
I’¢laboration d’une stratégie pour I’expertise des échantillons suspects. Elle doit veiller sur

deux éléments essentiels a savoir : la fiabilité et la rapidité d’analyse.

La caractérisation d’échantillon contrefait implique un aspect important qui est le
conditionnement du produit, en effet ’utilisation des matériaux de qualité inférieure peut
entrainer une dégradation des matiéres utilisées par conséquent de produit toxique peuvent
apparaitre et nuire a la santé des patients. Un autre aspect primordial est celui de
I’identification et la qualification des substances chimiques contenue dans un médicament
contrefait, de plus, I’analyse peut toucher d’autres éléments figurant dans la composition du

produit tels que : les solvants résiduels et les impuretés organiques et inorganiques.

L’analyse dépend principalement de la quantité d’échantillons disponible, elle
s’appuie en premier lieu sur des techniques analytiques non destructives, ensuite si la quantité
d’échantillon est suffisante I’analyse peut s’orienter vers des techniques plus spécifiques. De
plus, la combinaison des résultats obtenus par chaque technique contribue a la caractérisation

d’un échantillon contrefait.
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Chapitre 1. Approches chimiométriques pour la lutte contre la

contrefagon
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I. Introduction

La chimiométrie est une discipline de la chimie, elle a été introduite par un groupe de
recherche en chimie a la fin des années 1960 dans les domaines de la chimie analytique et de
la chimie organique. Elle repose sur 1’utilisation des méthodes mathématiques, statistiques et
informatiques pour choisir et définir les bonnes expériences ainsi que les procédures
optimales. Egalement, elle permet d’extraire le maximum d’information utile, présente dans

des données de mesures [72].

L’application des outils de chimiométrie est apparue depuis que les statistiques
univariées n’étaient plus capables de décrire et de modéliser des expériences chimiques [72].
Aujourd’hui, d’autres éléments essentiels contribuent a la fleuraisons de cette discipline,
notamment I’accessibilit¢ a des logiciels statistiques robustes, et également I’attitude

évolutive d’utilisation de la statistique dans la chimie analytique [73].

Dans ce sens, une approche chimiométrique typique ne repose pas sur des principes de
base axée sur les données, mais elle vise a créer des modeles empiriques, pour ensuite fournir
un résultat qualitatif ou quantitatif [48, 74, 75]. En effet, les outils chimiométriques assistent
I’analyste en lui proposant des algorithmes pour structurer les données, de plus, elles

permettent de montrer les relations qui existent entre les variables et les échantillons [45].

Dans le cadre de la lutte contre la contrefacon, plusieurs approches chimiométriques
utilisées principalement dans le cycle de vie d’une méthode analytique seront discutées dans
ce paragraphe a savoir: les plans d’expériences, 1’espace de robustesse en phase de
développement ou encore les profils d’incertitude et de risque en phase la validation

analytique.
I1. Approches chimiométriques et intérét d’application

Les approches chimiométriques ont un effet dissuasif face a I’interprétation des
résultats du laboratoire. En effet, elle rend le caractere des résultats techniqguement plus
exploitable et pratiquement plus opérationnel. Etant plus accessibles, les approches

chimiométriques gagnent du terrain, en encourageant leur application.

Par ailleurs, les approches chimiométriques permettent de donner un nouveau souffle a
la caractérisation des médicaments contrefaits, elles s’adaptent en fonction de 1’objectif de la

méthode analytique, et la technique utilisée.
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Une méthode analytique est une réponse matérialisée a un probléme donné. C’est une
entité vivante qui parcourt un chemin vital depuis la naissance jusqu’a I’abandon. Il existe
deux types de méthode dans le domaine analytique a savoir : les méthodes qualitatives et
quantitatives. L’objectif d’'une méthode analytique peut se résumer en sa capacité a quantifier
chacune des quantités inconnues présentes dans un échantillon contrefait. Ainsi, pour mettre
en ceuvre une méthode analytique, il convient de donner un petit apergu sur les différentes

étapes de son cycle de vie [76].

Le cycle de vie d’une méthode analytique regroupe plusieurs approches

chimiométriques, il peut se décomposer généralement en quatre grandes phases (Figure 11-1):

- Une phase de sélection ou des objectifs et des conditions opératoires initiales sont
définis ;

- Une phase de développement, avec ou sans optimisation au moyen de plans
d’expériences ;

- Une phase de validation (Validation interne/externe) précédée, selon les cas, d’une
phase de prévalidation ;

- Une phase d’application en routine (usage en routine), incluant le plus souvent une

validation en routine et parfois une validation partielle ou une revalidation.

Plan expérimental
Test de Optimisation des
Expertise de robustesse | paraméfres instrumenizux,
I'analyste des conditions opératoires,
SELECTION 3 | DEVELOFPEMENT er.a'b.l'aa.semetlrdeal;
— procedures opérafoires
Choix dez analytes, -
: standardizees
Type de technique,
Signal
REVALIDATION
W Frocédures de
Tests d'aptitudes wvalidation

VALIDATION

USAGE EN

INTERNE S - SElechivits
e | T o st
dez aptitudes Précizion, Exactitude,
Planification des contrdles, Fonction de réponze,
Filan déchanfilonnage, Limites de défection ef
Capacité de mesure de guaniification
Optionnelle

VALIDATION
EXTERNE

Etudes inter- Reproductibilite £
laboratoires Répétabilité

Figure 11-1 : Cycle de vie d’une méthode analytique [77]
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La Figure II-1 présente les différentes étapes de cycle de vie d’une méthode
analytique, également, elle donne un petit apercu des différentes approches chimiométrique

utilisé pour la caractérisation d’un médicament contrefait.
I11.  Sélection de la méthode analytique

La sélection d’une méthode analytique est une étape d’une grande importance pour
toutes analyses quantitatives, son choix, parfois difficile, nécessite de 1’expérience et
I’intuition. En effet, le niveau d’exactitude souhaité est un critére de sélection crucial dans la
caractérisation des medicaments contrefaits. Cependant, une haute fiabilité requiert un grand
investissement en temps. La méthode retenue représente habituellement un compromis entre

I’exactitude souhaitée et le temps et le budget disponible pour 1’analyse [78].

Selon le choix rigoureux de l’analyste, une bonne méthode analytique pour lutter
contre la contrefagon est une méthode axée sur un objectif bien défini avec une problématique
bien cernée conformément a des guidelines normatifs et a partir des méthodes publiées dans

des journaux scientifiques.

Selon la norme ISO 17025 : « Le laboratoire doit utiliser des méthodes d’essai et/ou
d’étalonnage, y compris des méthodes d’échantillonnage, qui répondent aux besoins du client
et qui conviennent aux essais et/ou étalonnages qu’il effectue, de préférence les méthodes

publiées comme normes internationales, régionales ou nationales » [79].

Etant le point de départ de la validation analytique [80], le choix d’une méthode
analytique dépend principalement des décisions qui seront prises au cours des différentes
étapes de cycle de vie d’une méthode analytique. De ce fait, un probleme mal structuré
conduit a des décisions inappropriées, par conséquent, la perte de temps, de réactifs et
d’argent[81].

Avant de choisir une méthode, il faut faire une étude technique sur la capacité du
laboratoire. Ce choix doit étre adapté le mieux possible avec les instruments et les réactifs

disponibles au laboratoire, le colt des mesures effectuées et les vertus exigees [73].
IVV. Développement analytique et plans d’expériences

Le développement analytique est synonyme d’optimisation des différentes étapes du
mode opératoire, il peut prendre deux chemins différents selon les dispositifs mis en place par

I’analyste.
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Le développement peut emprunter le mode classique, c’est un mode de développement
dans lequel on parcourt des expériences aléatoires simples et univariées (OVAT), c’est un
processus complexe qui nécessite beaucoup d’expériences et de temps. Par contre, I’utilisation des
plans d’expériences permet de suivre un cheminement précis et non pas de simplement réaliser
des expériences aléatoires, afin de maitriser la programmation des essais et les délais. Ainsi, il
permet de developper les différents paramétres du protocole opératoire, également, il permet

de les adapter aux conditions opératoires d’utilisation de la méthode.

IV.1. Plans d’expériences

Les plans d’expériences constituent une alternative puissante des méthodes classiques
univariées d’optimisation. lIs sont des méthodes de planification optimale d’expériences qui
accompagnent une recherche scientifique ou bien des études industrielles, ainsi, regroupant un
ensemble d’outils statistiques. Les plans d’expériences peuvent ameliorer et optimiser les
performances du fonctionnement d’un processus, et peuvent atteindre plusieurs disciplines
dont leurs processus s’accordent avec des méthodologies des systémes modélisés, définis par

un modéle mathématique approximatif sous la forme suivante :
Y = f(x;) Eq. 11-1

Ils fournissent le maximum d’information avec le minimum d’expériences on adoptant

une démarche rigoureuse, et on respectant différentes regles mathématiques [82].

Dans la méthodologie des plans d’expérience, 1’analyste cherche a déterminer et a

établir les liens entre deux types de variable :

- Laréponse : grandeur physique étudiée,
- Les facteurs : grandeur physique modifiable par 1’expérimentateur, censé influer sur les

variations de la réponse.

Elle vise aussi a comprendre la relation entre la réponse et les facteurs, que les facteurs

entrent eux, via 1’établissement d’un modele mathématique approprié.
IV.1.1. Modélisation mathématique

Au terme d’une planification expérimental, le modele mathématique est un indicateur
préalable de la relation entre une réponse et les facteurs issue d’un systetme modélisé
(technique d’analyse, procédure industrielle..), il est valable que dans le domaine d’étude. Il

peut étre représenté par 1’équation suivante :
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- yestlaréponse ou la grandeur d’intérét,

Avec :

- X représente un niveau du facteur i,
- X représente un niveau du facteur j,

- bo, by, bij, bii sont les coefficients du polyndme.

Deux composantes doivent étre ajoutées au modeéle précédemment décrit a savoir : le

manque d’ajustement (8) et erreurs aléatoires ou expérimentales (g).

Le manque d’ajustement traduit 1’écart entre le modele choisi avant I’expérimentation
et le modele réel qui décrit le phénomene étudié. De plus, I’erreur aléatoire montre la
dispersion des résultats obtenus depuis les répétitions de la mesure dans le méme point
expérimental [83].

C’est ainsi que le modéle postulé devient comme suit :

y=f(X, X5, X35, ...X,)+8+¢€ Eqg. 11-3

IVV.1.2.Classification des plans d’expériences

Plusieurs types de plans sont définis pour réaliser les expériences et sont décrits dans
la littérature. Cependant, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est pas
subordonné au choix préalable d’un modé¢le mathématique [84]. Le choix adéquat un plan
d’expérience peut se baser sur des prérequis, tels que 1’objectif poursuivi par 1’analyste, le
type et le nombre de facteurs a étudier, les informations a recueillir, et méme les exigences de
I’expérimentateur [81]. On peut trouver parmi les plans d’expériences : plan pour criblage des

facteurs, plan pour surface de réponse (RSM) et plan de mélange.

Le Tableau Il-1, donne une classification des plans d’expériences.
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Tableau I1-1 : Classification des plans d’expériences [85]

Classe Type de plan sélectionné
Plans de Plackett-Burman
Criblage des facteurs Plans Factoriels

Plans de Taguchi

Plans Central composite
Optimisation des facteurs Plans de Box-Behnken
Plans de Doehlert

Plans de Scheffé

Extreme vertices design
Comparer un grand nombre de produit | Blocs incomplets équilibrés

Optimisation d’un mélange

IV.1.2.1. Plan de criblage

Une stratégie de recherche optimale est une stratégie a vocation méthodologique facile
et utilisable par 1’expérimentateur. L’étape de criblage est une étape clé dans 1’approche
simultanée des plans d’expériences. Il permet de repérer les facteurs expérimentaux
susceptibles d’influencer le résultat avec un nombre minimal d’expériences afin de définir

leurs domaines expérimentaux réels.

Dans la plupart des expériences qui posséde un nombre élevé des facteurs, le choix du
plan factoriel complet et/ou les plans factoriels fractionnaires a deux niveaux peut emmener a
réaliser une matrice expérimentale avec plusieurs expériences a cause du nombre élever de
facteur. Cependant, le but ici c’est de réaliser le strict minimum d’expérience, pour cela les
plans de Plackett-Burman sont les plus utilisés. En fait, P. L. Plackett et J. P. Burman ont
inventé, en 1946, les conceptions alternatives a deux niveaux qui sont des multiples de quatre
c-a-d des séries de 12, 20 et 28. lls ont un intérét particulier, car ils comblent les lacunes dans

les modeles standards [83].

Les matrices de calcul de ces plans sont des matrices d’Hadamard, parce que ces
matrices ont 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 lignes, ctc. Elles permettent donc d’effectuer des
expérimentations ayant un nombre d’essais intermédiaire de celui des plans factoriels qui,
eux, ont seulement 2 k lignes (4, 8, 16, 32, etc.). Les plans de Plackett-Burman sont le plus

souvent saturés. Le modéle mathématique approximatif est alors un modele sans interaction :

Y=a0+ZaiXi Eq“-4
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IV.1.2.2. Plans pour surface de réponse

Les modeles d’ordre 1 discuter précédemment ne permettent pas toujours de rendre
compte correctement du phénomeéne étudier. 1l existe en effet des situations ou de tels
modeles vont s’avérer trop pauvres, principalement parce qu’ils ne comportent pas de termes
quadratiques aptes a traduire une « courbure » dans la réponse étudiée. Afin de pallier ce type
de probleme, il est possible d’ajuster cette fois un modele polynomial complet de degré deux.

On dit alors que 1’on ajuste une surface de réponse [84].

Les plans pour surfaces de réponse constituent le second volet de I’approche
simultanée des plans d’expériences. C’est une application succédant a 1’étude de criblage,
puisque logiquement, elle n’utilise que les facteurs précédemment jugés influents. Ils tiennent
compte de facteurs a plus de deux niveaux [86]. Cette technique vise a déterminer d’une fagon
guantitative les variations de la fonction réponse vis-a-vis des facteurs d’influence

significative [83].

Les plans pour surface de réponse sont utilisés pour la determination des conditions
optimales. Elles illustrent graphiquement la relation entre les différentes variables expérimentales
et les réponses. En effet, elles permettent de schématiser la variation de la réponse prédite dans
I’espace des facteurs quantitatifs les plus importants sous la forme d’une représentation
géométrique. En d’autres termes, les facteurs influents subissent une concaténation d’opération a
I’aide de la méthodologie de la surface de réponse, dans le but de repérer un éventuel optimum

dans un domaine expérimental donné [87].

La mise en pratique de telles méthodologies nécessite I’application de plans d’expériences
adéquate, parmi lesquels peuvent étre cités les plans composites centrés, le plan de Box-
Behnken et le plan de Dohlert. Dans le présent travail, nous allons détailler le calcul de

surface de réponse par le plan de Box-Behnken.
- Plans de Box-Behnken

Box et Behnken ont proposé en 1960 des plans qui permettent d’établir directement
des modeles du second degré. Tous les facteurs ont trois niveaux : -1, 0 et +1. Ces plans sont
faciles a mettre en ceuvre et possedent la propriété de sequentialite. On peut entreprendre
I’étude des k premiers facteurs en se réservant la possibilité d’en rajouter de nouveau sans

perdre les résultats des essais déja effectués [83, 86].

Le plus connu des plans de Box-Behnken est celui qui permet d’étudier trois facteurs.

Les points expérimentaux sont au milieu des arétes de chacun des c6tés du cube (Figure 11-2).
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Ce plan comporte douze essais auxquels on peut ajouter un (ou plusieurs) point(s) central
[86].

Le plan Box-Behnken ne posséde pas des points expérimentaux aux extrémités des
arréts du cube, chaque point dans la conception se positionne sur une sphére ou au centre
d’une sphére. Dans ce cas-la, ’erreur de prévision des réponses est la méme pour tous les
points, ceci est un critére d’isovariance par rotation, chose qui donne une valeur particuliére a

ce type des plans.

Factor A

Figure 11-2 : Plan de Box-Behnken a trois facteurs

Le plan box-Behnken est un plan alternatif du plan factoriel 3k, ce plan est formé en
combinant un plan factoriel 2k, avec un plan en blocs incomplet [86]. Il tient compte de
facteurs a plus de deux niveaux et il est destiné aux procédures ayant plus de deux facteurs. I

permet d’évaluer les surfaces de réponse en les ajustant a des modéles polynomiaux d’ordre 2.

Le nombre d’essais nécessaires pour exécuter le plan Box-Behnken suit la formule

suivante :

N=2fx(f-1)+n Eq. I1-5
Avec
N : Nombres d’expériences;
f : Nombres de facteur ;
n: Nombre de répétitions au centre.
Le nombre total d’essais pour un plan Box-Behnken de trois facteurs est de 15 essais
(Tableau 11-2), moins que les 17 essais requis pour un plan composite centré avec le méme

nombre de répétitions et les 27 essais requis pour un plan factoriel complet 33 sans
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répétitions. Par conséquent, le plan de Box-Behnken permet d’optimiser un procédé en

utilisant le minimum d’essais expérimentaux.

Tableau 11-2 : Plan de Box-Behnken a 3 niveaux et 3 facteurs

Essais Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3
1 -1 -1 0
2 -1 1 0
3 1 -1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 -1 0 1
7 1 0 -1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 -1 1
11 0 1 -1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Le Tableau II-2 présente la matrice expérimentale du plan Box-Behnken avec 12
essais et 3 points au centre. Ce type de plan ordonne des résultats satisfaisants, il permet
d’aligner 1’objectif du présent travail avec [’étude d’optimisation dans le cas de

développement des méthodes chromatographiques.

Généralement, la réalisation d’un plan d’expérience exige une préparation soignée et

s’effectue en respectant les étapes suivantes [88] :

- Définition des objectifs de 1’étude ;

- Choix des réponses ;

- Etablissement de la liste des facteurs influents ;

- Choix du domaine de variation des facteurs ;

- Etablir la liste de I’ensemble des contraintes si possible ;

- Choix et construction du plan d’expériences ;

- Expérience aux bornes du domaine d’étude ;

- Eviter les confusions d’effet en recherchant I’orthogonalité entre des facteurs
- Utiliser les logiciels de construction de plans d’expériences quand cela est possible ;
- Validation statistique du modele postulé ;

- Interprétation des résultats ;

- Conclusion de I’étude.
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V. Optimisation multicritére et espace de robustesse

Il est relativement difficile de trouver les conditions optimales de variation de chaque
facteur dans I’analyse chromatographique, en particulier lorsque la relation entre la réponse
choisie et les facteurs étudiés ne soient pas modélisable par les outils mathématiques usuels.
En paralléle, la situation peut devenir encore plus complexe lorsqu’on veut optimiser
plusieurs réponses simultanément. Effectivement, on se trouve confronté & une multiplicité de
mesures qui doivent étre équilibrées les unes par rapport aux autres, pondérées en fonction de
leur importance relative, et diversement manipulées pour obtenir un jugement optimal. Si, par
certains moyens, les différentes propriétés pouvaient étre mesurées en unités cohérentes ou,
mieux encore, exprimées en nombres sur une échelle commune et sans dimension, les

opérations arithmetiques destinées a combiner ces mesures deviendraient possibles [89].

V.1. Fonction de désirabilité

C’est dans ce sens que I’approche de la fonction désirabilité a été proposée par
Harrington en (1980), elle vise a optimiser simultanément plusieurs équations. L’approche est
basée essentiellement sur la transformation de toutes les réponses obtenues a partir de
différentes échelles de mesure en une échelle identique de désirabilité et sans dimension [81,
90]. Les valeurs des fonctions de désirabilité (di) sont comprises entre 0 et 1. Comme la
montre la (Figure 11-3) la valeur de O est attribuée lorsque les facteurs conduisent a une
réponse inacceptable (non désirable) et celle de 1 lorsque la réponse représente la

performance maximale désirée pour les facteurs considérés.

Figure 11-3 : Désirabilité (di) d’une réponse Yi pour un facteur considéré [91]
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Les valeurs de la désirabilité individuelle peuvent étre ainsi obtenues par la relation

suivante :
( 0 if Vi < Yimin
! Vi — Yimin) *
' U Yimin < Yi <Yi Eq. 11-6
l((yi.max - Yi.min)> f Yimin <Yi < Yimax
1 if Vi > Yimax
Avec

- Yimin : la valeur en dessous de laquelle la réponse Yi ne convient pas (dm = 0) ;

- Yimax : la valeur cible au-dessus de laquelle la réponse Yi est tres satisfaisante (dm =
1);

- s: le facteur modifiant ’importance d’une augmentation de la réponse Yi pour la
désirabilité individuelle considérée. Cela correspond a la pondération du facteur
dépendant de I’utilisateur en fonction du degré de désirabilité que 1’on voudrait avoir

pour une réponse donnée entre Yimin €t Yimax.

Ensuite, I’ensemble des désirabilités individuelles est rassemblé en une seule
désirabilité globale D qui est leur moyenne géométrique. La valeur de D la plus élevée est
obtenue dans les conditions ou la combinaison des différentes réponses est globalement

optimale.
1
D = (d1d2d3 ...dn)n Eq -7

V.2. Espace de robustesse

Selon la directive ICH Q8 (R2), le design space (DS) est défini comme un sous-
ensemble de I’espace de travail (le domaine expérimental) a 1’intérieur duquel les critéres de
qualité associés aux parametres critiques du processus sont rencontrés tout en considérant
I’incertitude associée a leur prédiction [92]. Il ressort donc que par ce concept de DS, le risque
associé au développement d’une méthode analytique est évalué. La directive définit d’ailleurs
que, méme si des changements de conditions opératoires a I’intérieur de cet espace de
conception interviennent, cela ne doit pas étre considéré comme une déviation par rapport au
mode opératoire. Suivant cette définition et celle de la robustesse évoquée dans la directive
ICH Q2 (R1) [93], le DS est définie comme étant une zone de la robustesse de la méthode

analytique. Par ce concept, on voit que 1’étape d’évaluation de la robustesse de la méthode,
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conventionnellement entreprise a la suite de la validation de la méthode, est directement

comprise dans la phase de développement de la méthode [94].

La Figure 1lI-4 présente le schéma générale d’un DS a l’intérieur du domaine
expérimental définie a I’aide d’une probabilité de succes fixée (nps) pour le critére S > 0 et ce,

en fonction des parametres X du processus.

Figure I1-4 : Représentation schématique de I’espace de robustesse (DS) [94]

La pertinence de I’approche DS a été démontrée dans plusieurs cas notamment dans
I’application du développement des méthodes analytiques. Une étude portant sur 1’utilisation
du DS [95] a ainsi mis en évidence le développement et I’optimisation d’une méthode
analytique pour la séparation de trois composes chiraux. Dans cette étude, 1’application de
I’approche DS a permis de trouver une bonne corrélation entre des données obtenues a partir
de I'utilisation du plan composite central avec le comportement chromatographique prédit.
Egalement, 1’équipe de MilosSevic et al. [96], a mis en lumiére I’utilisation de I’approche DoE-
DS pour le développement d’une méthode analytique. La méthode consiste a séparée des
analytes a caractére basique (la dichlorhydrate de trimétazidine et deux impuretés) par HPLC
en phase inverse (RP-HPLC). En utilisant un agent chaotropique, 1’approche DS s’est révélée
appropriée pour ajuster la rétention, améliorer la symétrie maximale et I’efficacité¢ de

séparation des substances pharmaceutiques basique dans les systemes RP-HPLC.

La Figure I1-5 présente un exemple de DS permettant de fournir des attribus de
contr6le de quaité préalablement définie avec une probabilité donnée pour la séparations

optimale das analytes a caractére basique.
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Figure 11-5 : Représentation tridimensionnelle du DS réalisant des CQA prédéfinis avec une
probabilité = > 95% (d’apres [96])

Dans le cadre de la lutte contre la contrefagon des médicaments, I’approche DS a été
utilisée. Une étude [97] a mis en évidence I’application de I’approche DS dans le
développement d’une méthode chromatographique permettant de détecter et de déterminer 18
anti-inflammatoires non stéroidiens et 5 conservateurs pharmaceutiques. En effet, 5 produits
pharmaceutiques analysés n’était pas conforme aux spécifications de I'Agence européenne des
médicaments. Par conséquent, I’approche s’est révélée trés utile pour optimiser la séparation

des molécules testées, en permettant leur quantification.

La Figure 11-6 présente un DS dans lequel la couleur verte représente une zone critique
de robustesse. En effet, la probabilité d'obtenir une séparation optimale est relativement
faible, alors que la couleur blanche décrit la zone de robustesse optimale ou la probabilité
d'obtenir une séparation optimale est plus élevée.

Figure 11-6 : Représentation bidimensionnelle du DS (d’apres [97])
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Le DS est une approche adaptée particulierement au développement des méthodes
analytiques comme mentionné dans les exemples précédents, mais peut avoir un intérét dans
d’autre application. L’avantage principal de I’approche DS réside dans la possibilité d’évaluer

simultanément la robustesse et d’identifier les conditions optimales dépendantes du composé.
V1. Validation analytique

Le controle analytique d’un médicament ou de certains de ses constituants est
indispensable pour garantir que le médicament en question restera sir et efficace pendant
toute sa durée de validité proposée, c’est-a-dire pendant les phases de stockage, de
distribution et d’utilisation. Ce controle doit autant que possible étre effectué selon des
specifications élaborées et validées lors de la mise au point du produit. Ainsi, on aura
I’assurance que les spécifications de qualité sont applicables non seulement a la préparation
pharmaceutique qui a servi a établir les caractéristiques biologiques des principes actifs, mais

aussi aux formes galéniques mises sur le marché.

La validation des méthodes analytiques a pour principal objectif de s’assurer qu’une
méthode analytique donnée donnera des résultats suffisamment fiables et reproductibles,
compte tenu du but de I’analyse. Il faut donc définir correctement a la fois les conditions dans
lesquelles la méthode sera utilisée et le but dans lequel elle sera employée. Ces principes
s’appliquent a toutes les méthodes utilisées par un fabricant de produits pharmaceutiques,

qu’elles soient ou non décrites dans une pharmacopée [98].

Selon la norme 1SO17025 : « La validation est la confirmation par examen et [ apport
de preuves objectives du fait que les prescriptions particulieres en vue d’une utilisation

prévue déterminée sont remplies » [79].

La validation analytique s’exécute suivant différentes approches, elle doit couvrir les
critéres suivants :

a- Sélectivité/spécificité ;

b- Fonction d’étalonnage ;

c- Fidélité;

d- Justesse ;

e- Exactitude ;

f- Limite de détection et de détermination ;

g- Robustesse ;

h- Incertitude de mesure.
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Tous ces critéres sont décrits dans la ligne directrice « ICH » relative a la validation
analytique (Q2 R1) [99]. Le Tableau I1-3 décrit les différents criteres de la validation en

fonction de type de la méthode d’analyse.

Tableau 11-3 : Classification des critéres de validation selon le type d’analyse (-) caractére non

évalué (+) caractére évalué

Type d’analyse Identification ?r%?aal?fe?éess Essai limite Tae:tei\l:il:[ ée t
Justesse / Exactitude - + - +
Fidélité:

- Répétabilité - + - +

- Fidélité intermédiaire - + - +
Spécificité + + + +
Limite de détection - - + -
Limite de quantification - + - -
Linéarité - + - +
Intervalle d’utilisation - + - +

La conformité de I’ensemble des résultats finaux d’une validation analytique est le
seul critére permettant le passage a 1’étape suivante (la mise en routine). En cas d’échec, un

retour a 1’étape de développement peut s’avérer nécessaire [29].

V1.1. Criteres de la validation analytique

Il convient de signaler que d’apres plusieurs guidelines, le nombre de termes et de
critéres proposés pour caractériser les performances des méthodes d’analyses est tout a fait
impressionnant. Il est hors question de faire une revue exhaustive de leurs définitions,
d’autant plus que celles-ci peuvent varier d’une source a 1’autre ou, pour une méme source,
d’une édition a 1’autre [80]. Depuis le début des années 2000, des tentatives d’harmonisation ont
été initiées, car au sein méme d’un secteur d’activités tel que 1’industrie pharmaceutique, la
terminologie employeée differe [94].

- Spécificité

La spécificité d’une procédure analytique quantitative est la capacité a établir de
maniére univoque l’existence de la substance a analyser en présence d’autres composants
potentiellement présents. Une procédure d’analyse est dite « spécifique » lorsqu’elle permet
de garantir que le signal mesuré provient seulement de la substance a analyser ou qu’elle

permet de mesurer quantitativement un parametre physicochimique ou un groupement

fonctionnel d’une ou de plusieurs substance(s) dans I’échantillon.
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Selon cette définition, il s’agit bien de démontrer que la ou les substance(s)
quantifiée(s) au sein de la matrice sont bien le ou les analyte(s) recherché(s). Tres souvent, la
spécificité se fonde sur une absence d’interférences. Elle peut étre démontrée par différents
moyens. C’est ainsi qu’elle peut étre inhérente a la technique (par exemple : identification par
spectrométrie infrarouge ou spectrométrie de masse), elle peut étre obtenue par séparation
préalable (par exemple : chromatographie), de facon mathématique (par exemple : résolution

d’équations simultanées) ou de fagon biochimique (réactions a I’aide d’enzymes) [100].
- Fonction de réponse

Pour un grand nombre de méthodes quantitatives, la quantification se fait a I’aide
d’une fonction de réponse. C’est un élément important de la mesure, car la fonction de
réponse doit étre établie de facon exacte et doit permettre de sélectionner un modeéle
d’étalonnage qui sera utilisé en routine. Le mod¢le doit décrire au mieux la relation entre la
variable dépendante Y, généralement une réponse instrumentale, et la variable X qui
représente la quantité d’analyte et qui est une variable indépendante génératrice de la réponse

Y [100]. Elle permet donc d’obtenir les résultats servant a estimer les différentes sources

d’erreurs [94].

La courbe d’étalonnage n’est pas forcément linéaire, elle peut se rattacher a différents
modeles plus complexes. En général, des situations particuliéres ou la non-linéarité existe, ils
sont liés soit aux instruments de mesure (systemes de détection) soit a I’étendue de I’intervalle
de dosage. En revanche, la fonction de réponse doit &tre monotone (strictement croissante ou
décroissante), son estimation par la méthode des moindres carrés insiste sur la constance de la
variabilité de la réponse a tous les niveaux de concentration (homoscédasticité) ; chose qui

n’est pas vérifiée lorsque I’intervalle de dosage est plus étendu.

La fonction de réponse utilisée, est celle qui va répondre a ces prérequis, il permet
d’ajuster la variabilité maximale des réponses, qui ont une influence directe sur le calcule des

résultats et donc sur I’estimation des erreurs résultantes.
- Linéarité
La linéarité est la relation entre la quantité introduite (définie grace aux échantillons de
concentrations connues) et la quantité calculée a postériori a partir de la courbe d’étalonnage
(la fonction de réponse) [94]. La linéarité de la méthode est donc sa capacité, a 1’intérieur

d’un intervalle de dosage, d’obtenir des résultats directement proportionnels a Ia

concentration en analyte dans 1’échantillon. La linéarité permet donc la démonstration de
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I’adéquation de la méthode par rapport a son utilisation, mais n’est en aucun cas un outil
décisionnel [101].
- Fidélité
La fidélité exprime 1’étroitesse de 1’accord entre une série de mesures provenant de
multiples prises d’un méme échantillon homogene dans des conditions prescrites. La fidélité
fournit une indication sur les erreurs liées au hasard [50]. Elle peut étre évaluée a trois
niveaux (Figure 11-7) : a savoir la répétabilité, la fidélité intermédiaire et la reproductibilité.

La reproductibilité n’est envisagée que dans le cas d’étude inter-laboratoires [102].

Figure 11-7 : Composantes de la fidélité: répétabilite, fidélité intermédiaire et reproductibilité

Les mesures quantitatives de la fidélité dépendent de facon critique des conditions

stipulées, ainsi, elles se distinguent par les conditions suivantes :

Répétabilité : conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus par la
méme méthode sur des échantillons d’essai identiques dans le méme laboratoire, par le méme

opérateur, utilisant le méme équipement et pendant un court intervalle de temps.

Fidélité intermédiaire : conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus
par la méme méthode sur des échantillons d’essai identiques dans le méme laboratoire, avec
différents opérateurs et utilisant des équipements différents et pendant un intervalle de temps

donné.

Reproductibilité : conditions ou les résultats d’essai sont obtenus par la méme méthode
sur des échantillons d’essais identiques dans différents laboratoires, avec différents opérateurs

et utilisant des équipements différents.
- Justesse

La justesse exprime 1’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne obtenue a partir

d’une série homogene de résultats d’essais et une valeur qui est acceptée soit comme une
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valeur conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée. La mesure de
la justesse est généralement exprimée en termes de recouvrement et de biais absolu ou relatif

(erreur systématique).
- Exactitude

L’exactitude exprime I’étroitesse de 1’accord entre le résultat d’essai et la valeur de
référence acceptée, aussi appelée valeur conventionnellement vraie. L’étroitesse de 1’accord
ainsi observeée est la résultante de la somme des erreurs systématiques et aléatoires en d’autres
termes 1’erreur totale liée au résultat. Par conséquent, 1’exactitude est 1’expression de la

somme de la justesse et de la fidélité.
- Limite de détection (LD)

La limite de détection (LD) d’une procédure d’analyse est la plus petite quantité de
I’analyte dans un échantillon pouvant étre détectée, mais non quantifiée comme une valeur

exacte dans les conditions expérimentales décrites dans la procédure.
- Limite de quantification (LQ)

La limite de quantification (LQ) ou limite de dosage d’une procédure est la plus petite
quantité de P’analyte dans un échantillon pouvant étre dosée dans les conditions

expérimentales décrites avec une exactitude definie.

V1.2. Approches de la validation analytique

Les techniques de la validation analytique regroupent deux grandes stratégies a
savoir : les approches classiques et les approches qui se basent sur ’utilisation de I’intervalle
de tolérance. Dans ce paragraphe, une bréve présentation sera consacrée aux approches
classiques de la validation analytique. Par ailleurs, dans le cadre de cette étude, une mise au
point de la validation analytique par le profil d’incertitude sera détaillée, en parallele la mise

en ceuvre des différentes étapes de la stratégie sera explicitée ultérieurement dans ce travail.
V1.2.1. Approche de validation classique

La validation analytique par les approches classiques consiste a démontrer la fiabilité
d’une méthode a travers ses criteres de performance. Elle exige 1’utilisation de test statistique
pour démontrer si une méthode analytique est adaptée a ses objectifs, ainsi elle permet
I’évaluation séparée des critéres de performance de la méthode. Parallélement, elles se
caractérisent par 1’évaluation séparée de la justesse et la fidélité (Figure 11-8) (erreurs

systématiques et aléatoires).
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Figure 11-8 : Méthodologie de validation analytique par les approches classiques (d’apres
[100])

Les testes statistiques utilisées pour la mise en ouvre des approches classiques sont :

- Test de valeurs aberrantes (test de Dixon et Grubbs) ;

- Test d’homogénéité des variances (test de Cochran) ;

- Test d’égalité de deux variables et calcul d’intervalle de confiance (test de Student) ;
- Test d’adéquation du mode¢le (test de Fisher) ;

- Test d’égalité de plusieurs moyennes (test d’ANOVA).

Ces testes requiérent en particulier I’emploi d’hypothéses, ainsi, la démarche pour

tester une hypothése repose sur plusieurs étapes :

- Définir I’hypothése nulle (notée Ho) a contrdler et I’hypothése alternative (notée Hi) ;
- Définir le niveau de signification du test ou région critique notée o ;

- Choisir un test statistique ou une statistique pour contréler Ho ;

- Calculer, a partir des données fournies par 1’échantillon, la valeur de la statistique ;

- Prendre une décision concernant I’hypothése posée et faire une interprétation.

Afin valider une méthode analytique, les approches classiques désigne trois approches
conventionnelles a savoir : I’approche descriptive, I’approche de différence et 1’approche

d’équivalence.
VI1.2.1.1. Approche descriptive

L’approche descriptive utilise seulement des estimations des parameétres statistiques :

3 TV
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chaque niveau de concentration des standards de validation et sont comparées aux limites
d’acceptabilité fixées a priori.
Pour le dosage d’un principe actif dans un médicament, une méthode est juste si est

seulement si le biais estimé est inclus dans I’intervalle de [-2 %, +2 %]. De plus, si le CVr est

plus petit que 3 %, la fidelité de la méthode est acceptée.
VI1.2.1.2. Approche de différence

L’approche de différence est basée sur les tests d‘hypothéses comme le test de Student
[103-105].

Le critere de justesse (ou le biais de la méthode) est évalué en utilisant un test bilatéral
de Student dont les hypothéses nulles et alternatives sont données par les équations 8 et 9.
Ceci peut étre vérifié en comparant I’intervalle de confiance a 95 % du biais global estimé a la

valeur 0 % de biais relatifs.

Hypothese nulle :

Ho : biais = 0 & Ho : biais relatif = 0 % < Ho : recouvrement =100 %  Eq. 11-8
Hypothése alternative :

Ho: biais # 0 & Hp : biais relatif # 0 % < Ho : recouvrement # 100 % Eqg. 11-9
Avec
- biais = X - pr,
- le biais relatif = (xj - /ur)*100

- le recouvrement = (Xi/ur)*100

Si cet intervalle contient 0 % de biais, la justesse de méthode est acceptée, sinon, elle

devrait étre rejetée comme illustre dans la Figure 11-9 (a).

Figure 11-9 : Regles de décisions selon 1’approche de validation analytique par différence
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La Figure 11-9 illustre les régles de décision de validité des méthodes analytique pour 5
situations différentes (1a 5) selon le biais relatif de la méthode ; (a) ’approche de différence

du biais relatif, (b) I’approche d’équivalence du biais relatif avec les limites de décision fixées

a*5%
VI1.2.1.3. Approche d’équivalence

L approche d’équivalence différe des précédentes par le fait qu’au lieu de vérifier si le
biais relatif estimé ou le CVr estimé est inclus dans les limites d’acceptation, elle vérifie si la
vraie valeur de ces parametres est incluse dans leurs limites d’acceptabilité respectives, cela
pour chaque niveau de concentration des standards de validation étudiée comme le montre la
Figure 11-9 (b). Cela consiste a comparer des intervalles de confiance des paramétres étudiés
aux limites d’acceptabilité [104, 105].

Pour le critere de justesse, I’intervalle de confiance a 95 % du biais relatif est calculé
pour chaque niveau de concentration et comparé par exemple aux limites d’acceptabilité de
12 %.

L hypotheése statistique de ce test est maintenant :

Ho: : Biais relatif < - A vs Ha1 : biais relatif > - A
Eq. 11-10
Et Ho2 : Biais relatif > A vs Hiz : biais relatif < A

Ou A(%) est la limite de décision, a savoir la différence maximale tolérée pour le biais

relatif de la méthode (par exemple 2%).

Comme illustrée par les deux lignes horizontales représentant les limites de décision
de £ 5 % au niveau de la Figure 11-9 (b), la regle de décision a changé. Avec cette nouvelle
regle, les procédures 4 et 5 sont rejetées, alors que la procédure 2 est maintenant considérée
comme valide. Pour le critere de Fidelite, c’est la limite supérieure de I’intervalle de
confiance a 95 % du CVr qui est comparée a, par exemple, la limite de 3 % et qui doit étre

plus petite que cette valeur maximale.
V1.2.2.Nouvelle approche de la validation analytique

Les nouvelles approches de la validation analytique regroupent le profil d’exactitude
qui met en jeu I’intervalle de tolérance de type (P expectation), ainsi que le profil d’incertitude
qui est basé principalement sur le calcul de I’intervalle de tolérance de type (B, y-content). La
prise de décision dans ces approches repose sur la combinaison des caractéristiques de
justesse (biais ou erreur systématique) et de fidélité (erreur aléatoire) (Figure 11-10).
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Figure 11-10 : Hllustration de la méthodologie de la validation analytique basée sur un critére
unique (d’apres [100])

VI1.2.2.1. Profil d’exactitude

Le profil d’exactitude est un outil graphique (Figure 11-11), permet de prendre une
décision sur la validité d’une méthode analytique [100]. Il est construit a partir des estimés de
I’intervalle de tolérance d’espérance [ de mesures attendues a chaque niveau de

concentration.

Le principe de cette stratégie de validation peut étre traduit par 1’équation Eq. 11-11,
qui stipule que la différence entre une mesure (x) et sa vraie valeur (p) doit étre inférieure a la

limite d’acceptabilité (A) définie a priori.

—A<x—u<le|x—ul<a Eq. I1-11
Les limites d’acceptabilité vont étre définies dans la mesure du possible, en se référant
I’objectif de la méthode analytique. C’est un premier critere permettant a ’analyste de
prendre des décisions. Par exemple, la limite d’acceptabilité définie pour le dosage de
principes actifs dans une matiére premiéere est de 1% ou 2%, pour les formes
pharmaceutiques elle est de 5% et pour les analyses dans les matrices biologiques ou
environnementales elle est définie a 15 % [102, 103]. Pour la détermination des impuretés,

une limite d’acceptabilité minimale de 10 % est communément admise [106, 107].

Une bonne procedure analytique avec un risque connu peut se traduire par la relation

suivante :

Prilx —ul<A]=p Eq. 1I-12
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Avec B la proportion de mesures dans les limites d’acceptation, et A la grandeur
définissant les limites d’acceptabilité fixées a priori en fonction des contraintes du secteur
d’activité.

La planification des essais pour évaluer les criteres de performance implique
généralement des répétitions et plusieurs niveaux de concentration. De ce fait, la garantie des
résultats doit se faire pour un intervalle de concentration. Pour satisfaire cette condition, il
convient de construire un intervalle de tolérance de mesures attendues sur le domaine couvert
par les concentrations. Cet intervalle de confiance de mesures attendues au niveau [

s’exprime par (Eq. 11-13) :

Egs{Prllx —ul <21/ fim,6u} = B Eq. 11-13

Avec E signifie « valeur attendue » ou estimée a I’instant des mesures en fonction des
estimateurs du biais (fi,,) et de la variance () a disposition de 1’analyste. La Figure 11-11

illustre un profil d’exactitude.

160

Biais (%)

Nivgaux

Domaine de validité

Domaine de validation

-
“*

Figure 11-11 : Hllustration d’un profil d’exactitude
VI1.2.2.2. L’erreur totale

En pratique, la variabilité des mesures observées d’un laboratoire remet toujours en
question 1’adéquation d’un modele de régression approprié, pour cela il est important de

définir les principales composantes de 1’erreur, a savoir :

- L’erreur systématique (ou justesse) représentant 1’étroitesse de 1’accord entre une
valeur de référence (acceptée comme telle) et la valeur déduite expérimentalement,

- L’erreur aléatoire (ou fidélité) directement liée a la dispersion des résultats et pouvant
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étre estimée a 2 niveaux,
- L’erreur totale (ou exactitude) qui n’est autre que la somme des deux précédente et qui

se rapporte a un resultat individuel.

Le concept de I’erreur totale est une voie de réflexion considérable qui s’impose
actuellement pour la prise de décision sur la validité des méthodes analytiques, ainsi que
I’interprétation des résultats de mesures. Egalement, ¢’est un consensus important qui facilite
la mise en évidence d’une étape fondamentale du cycle de vie des méthodes analytiques

qu’est la validation.

A partir de ce concept, un résultat de mesures (Yi) est régi par trois composantes a
savoir : la vraie valeur de 1’échantillon (ut), I’écart entre la moyenne des mesures (Ym) et la
vraie valeur (Y,,_ur) et, finalement, de la dispersion de ces mesures autour de la

Z [yi_l'lT]Z

moyenne(cr2 =
N-1

). En d’autres termes, le résultat se compose de la vraie valeur (pr)

additionnée de la somme des erreurs de mesures, a savoir : I’erreur systématique (la justesse)
et de I’erreur aléatoire (la fidélité) telle que représentée a la Figure 11-12. En routine, il est
impossible de décomposer le résultat de la sorte étant donné que la vraie valeur de
I’échantillon est et restera inconnue. Il est donc indispensable d’estimer ces sources d’erreurs

lors de la phase de validation.

Figure 11-12 : Représentation schématique des sources d’erreurs selon le concept d’erreur

totale

Par ailleurs, la somme de I’erreur de la justesse et ’erreur de la fidélité désigne
I’erreur totale, ces deux ¢léments de I’erreur analytique constituent 1’exactitude d’une
méthode. En d’autres termes, 1’erreur totale d’une procédure analytique est un bon indicateur

de ’exactitude.
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L’exactitude d’un résultat exprime 1’étroitesse de 1’accord entre le résultat d’essai et la

valeur de référence acceptée, aussi appelée valeur conventionnellement vraie.

Des lors, il est important de rappeler que la justesse et la fidélité sont deux criteres
associés a la performance de la méthode alors que I’exactitude est un critére associé au

résultat individuel.

En routine, afin de se rapprocher a la vraie valeur d’un échantillon inconnu il est
nécessaire d’avoir un grand nombre de mesures, cependant ceci aura un cout considérable.
Dés lors, un outil se basant sur ce concept de I’erreur totale, li¢ aux futurs résultats, s’impose

comme un outil décisionnel adéquat dans le cadre de la validation analytique.

V1.3. Profil d’incertitude et intervalle de tolérance

Le profil d’incertitude est une approche décisionnelle pour rapporter la validit¢ d’une
méthode analytique [108, 109], il rassemble deux concepts importants a savoir la validation
analytique et I’incertitude de mesure. C’est un outil graphique (Figure 11-13) qui utilise la notion
de I’incertitude basée sur 1’erreur totale pour évaluer la performance des méthodes analytiques
[110]. Egalement, il intégre Iutilisation des intervalles de tolérance de type (By-CCTI) pour
prédire les performances quantitatives applicables en routine. Tout au plus, I’approche permet

une bonne estimation de 1’incertitude de mesure en utilisant les données de la validation.

Figure 11-13 : Présentation du profil d’incertitude

Le profil d’incertitude fournit une approche d’analyse intelligente en termes de rdles et
de fonctions. En effet, I’analyste est a disposition d’un outil trés performant lui permettant
d’éviter I'utilisation excessive des tests statistiques, ainsi, d’évaluer les performances des

méthodes analytiques.
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Par ailleurs, un avantage majeur de notre travail réside dans D’intégration de
I’intervalle de type (By-CCTI) pour la validit¢ d’une méthode chromatographique. Dans ce

paragraphe trois méthodes de calcul de I’intervalle de tolérance seront présentées a savoir :

- Approximation de Satterthwaite ;
- Simulation de Monte-Carlo ;
- Procédure MLS.

V1.3.1.Planification des essais et organisation des données

Lors d’une validation analytique, il est nécessaire de prévoir des expériences selon un plan
approprié afin d’estimer correctement les sources d’erreurs. Ces expériences doivent couvrir la

gamme de concentration envisagée pour les analytes.
Les échantillons intervenant dans la validation sont de deux types :
VI1.3.1.1. Les standards de validation

Les standards de validation sont des échantillons de concentrations connues, ils sont
préparés dans la matrice ou ce qu’on appelle la forme pharmaceutique reconstituée. Ils sont
préparés de sorte a mimer les futurs échantillons qui seront rencontrés en routine, également, ils
doivent intégrer au maximum la variabilité inhérente a la mise en ceuvre de la méthode. Par

conséquent, ils doivent étre préparés de maniere indépendante.

Afin de mieux organiser le plan d’expérience de la validation, il est indispensable de

prévoir un ensemble de parametres qui facilitent la réalisation du plan a savoir :

- Le nombre de séries s et on note 1< i < s. Une série peut étre représentée par un jour,
mais aussi par une combinaison de diverses sources d’incertitude, comme plusieurs
appareils, plusieurs opérateurs et plusieurs jours. Le nombre de séries s doit étre au
minimum égal a 3.

- Pour chaque série, r répétitions sont effectuées 1< j <r. le nombre de répétions est égal
ou supérieur a 2, et doit étre constant pour chaque série.

- C le nombre de niveaux de concentration couvrant le domaine d’application de la
méthode 1<k < C. Avec C égal ou supérieur a 3, chose qui permettra alors de vérifier
la linéarité entre les concentrations des valeurs de référence et les concentrations
retrouvées : on a besoin de 3 niveaux pour conduire cette vérification. Mais, lorsqu’il
est nécessaire de valider la méthode a proximité de sa LQ, il est conseillé de choisir K

égal ou supeérieur a 4 [111].
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V1.3.1.2. Les standards d’étalonnage

Les standards d’étalonnage sont préparés a partir des substances références de
I’échantillon qu’on veut analyser. Un plan d’étalonnage est nécessaire a pour permettre
I’estimation des coefficients du modele de la courbe d’étalonnage. Le dispositif expérimental
utilisé doit refléter le plus exactement possible ce qui sera fait en routine. Pour réaliser ce

plan, il faut choisir les paramétres minimums suivants [111] :

- Prévoir s séries. Ce nombre doit absolument étre le méme que pour le plan de
validation ;

- 1’ désigne le nombre de répétition d’'une mesure pour chaque série 1< j < r’, r’ peut
étre différent de r choisi pour le plan de validation. Le choix de r’ dépend de
I’analyste, cependant il est recommand¢ de prendre 1’22 ;

- C’ est le nombre de niveaux des concentrations connues couvrant la gamme
d’¢étalonnage, il est choisi pour étre effectué pour chaque série. Le nombre de niveaux
C’ peut étre différent du nombre C choisi pour le plan de validation. Par exemple, on
peut choisir C’=1 si on est sdr que la courbe d’étalonnage est une droite qui passe par
le 0.

V1.3.2. Réalisation des essais et organisation des données

Lors de la validation analytique, les conditions de travail doivent é&tre similaires a ceux
utilisés en routine, de plus, le domaine d’application doit comporter tous les niveaux de
concentration choisis. Geénéralement, les mesures étant réalisées en condition de fidélité
intermédiaire ou de reproductibilité, elles permettent de prendre en compte plusieurs sources
d’incertitude possible. La réalisation des essais (standards de validation et les standards
d’étalonnage), ainsi que l’organisation des données suivent un plan préalablement défini
(Tableau 11-4). Les données recueillies sont organisées dans un tableau afin de faciliter leur

évaluation, le tableau peut étre construit sous la forme suivante :
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Tableau I1-4 : Organisation des mesures de validation et de calibration
Niveaux Séries Répétitions | Concentration des Réponses instrumentals de
1<k<C 1sis<s |1<j<r échantillons de validation X | validation Y
ou ou ou Ou
I<k<C I<j<r ¢chantiilons d’étalonnage X* | d’étalonnage Y’
1 1 1 X1/ X111 Y1/ Y
2
rour’ Xu X1ir Y Yur
2
S
Xlsr/ X’lsr’ Ylsr/ Y’lsr’
2
CouC
XsCr/ X’scr YsCr/ Y’scr

V1.3.3.Fonction de réponse

Le choix de la fonction de réponse est important dans la validation analytique, il est

tributaire de plusieurs criteres: le type de la méthode, la qualité de la prediction inverse et la

fiabilité des résultats obtenus de la validation.

Le point de départ d’un étalonnage repose sur le choix d’un modéle correct [112]. Le

modele d’étalonnage permet de relier la réponse instrumentale (Y) a la variable explicative

(X). Le modele établi lors de la validation est celui qui sera utilisé en routine. Il sera estimé

par des parameétres statistiques. Ce modele doit étre cohérent, afin de mieux choisir la relation
entre X et Y [100].
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Pour établir une fonction d’étalonnage, les standards d’étalonnage sont utilisés.
Généralement, les parameétres du modele sont estimés par la méthode des moindres carrés, il
est préférable de prendre un niveau de concentration de plus que de coefficients a estimer. Par
exemple, si la relation d’étalonnage est un modele linéaire, défini par deux coefficients, il est
judicieux de prendre 3 niveaux. Pour une fonction d’étalonnage d’équation logistique a 4

coefficients, il faut au minimum avoir 5 niveaux.

La répartition des points dépend du type de modele. Une répartition équidistante n’est
pas forcément une répartition optimale. Dans le cas d’un domaine étendu, des points peu
espaces, pres des LOQ inférieures et supérieures, sont souhaitables. Une étude pilote sur la
fonction d’étalonnage permettra d’optimiser le plan expérimental final. Dans le cas ou une

étude pilote ne pourra étre réalisée, le nombre de niveaux sera augmente.

Dans la majorité des cas, les méthodes s’appuient sur des phénoménes physico-
chimiques qui peuvent se ramener & un modele linéaire, au moins pour une certaine gamme de
concentration. Mais, pour certains types de détermination, les mécanismes sont moins bien
connus et on doit utiliser des modeéles plus compliqués non linéarisables. Le modele approprié
est celui qui expliquera au mieux la variabilité maximale des mesures. Ainsi, il représentera
de la meilleure fagon les réponses obtenues en fonction des concentrations introduites. Les
différentes combinaisons possibles de niveaux, de séries et de répétitions en fonction de

quelques modeles classiques de fonction d’étalonnage sont indiquées dans le Tableau I1-5.

Tableau 11-5 : Modéles usuels de fonctions d’étalonnages pour la prédiction inverse des

concentrations [100]

Nombre Nombre de Nombre
Fonction de . . . - Nombre de minimal S minimal de
. Equation Concentration prédite . répétition e
réponse coefficients de - répétitions
. par niveau L
niveaux par série
Lo y—a
Linéaire y=a+bx x==— 2 3 2 3
Quadratique | y=a+ bx +cx? x:_b+\'b22_4c(a_y> 3 4 2 3
Cc
1
Logistique a _ a—b a—b 7d
4 paramétres Y=t G x:C[ —b_l] ’ ° ? ’
_ In(y) InG)-a
Logarithme | _ , 4 p In(x) Xegl =€ b 2 3 2 3
2
. , — y-a
Racine carré | Y = a+ bVx Xcal = (\/_b ) 2 3 2 3
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Chapitre I1. Approches chimiométriques pour la lutte contre la contrefacon

Geénéralement, sur le plan statistique, la qualité de la relation entre la variable X et la
variable Y est décrite par le calcul du coefficient de détermination R2. Ce paramétre n’est pas

tellement apprécier pour évaluer la relation de proportionnalité entre les variables X et Y.

Une bonne approche pour sélectionner un modele d’étalonnage est I’étude de la
distribution des résidus standardisés entre les valeurs obtenues et les valeurs prédites par le
modele. Par définition, les résidus standardises sont les résidus « normalisés » par leur écart-
type. Si D’écart-type est determiné de facon empirique, le résidu est appelé résidu
« studentisé ». La Figure 11-14 présente un exemple de distribution de résidus. La distribution

de ces résidus studentisés doit étre dans 1’intervalle = 2 et ne doit pas étre structurée.

Figure 11-14 : Exemple de distributions de résidus (valeurs trouvées - valeurs attendues)

obtenues pour différents modeles d’étalonnage

11 peut étre également vérifié que 1’erreur générée par le modele ne soit pas supérieur a
I’erreur expérimentale, car cela démontrerait que 1’erreur vient essentiellement du modele et

non de la méthode. Cette analyse peut se faire par une ANOVA.

Les tests statistiques utilisés pour vérifier I’existence d’une pente et d’une ordonnée a
I’origine ne sont pas conseillés, car les tests utilisés sont perfectibles et conduisent parfois a

rejeter a tort I’existence d’une pente.
V1.3.3.1. Alignement des mesures

Compte tenu de 1’'indépendance des pesées pour un niveau de concentration donné, il
est souvent difficile que les quantités introduites pour toutes les séries soient identiques. Pour
cela, il est nécessaire de procéder a un alignement sur la concentration moyenne. Il convient
de transformer les réponses instrumentales observees a des réponses calculées ( yixj = Yikjc)
afin de les aligner sur cette concentration moyenne. Cet alignement est effectué par

interpolation, en ajoutant a la réponse observée, la différence entre la valeur de la fonction de
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réponse considérée a la concentration moyenne f (x;;) et la valeur de la fonction de réponse
considérée a la concentration introduite f (x;x;). Ainsi, 1’alignement des répétitions nik du

niveau de concentration C de la série s est effectué comme suit :

Yikje = Yikj T f i) — f (Xixj) Eq. 11-14
Avec :
I, K et j sont respectivement des indices de séries, de niveaux, et de répétitions ;
- Yikj.c est laréponse calculée ;

Yikj €st la réponse obtenue ;

Dans la validation analytique, I’alignement s’applique aux réponses obtenues avec les
échantillons de validation en utilisant la fonction de réponse choisie a partir des standards de
calibration.

Le Tableau 11-6 présente les régles d’alignement pour trois différentes fonctions

réponses.
Tableau I1-6 : Regles d’alignement pour différentes fonctions de réponses
Fonction de réponse Régle d’alignement
Linéaire YVikje = Yirj + Bil X — xij]
. —_ 5 [= s [=2 2
Quadratique YVikje = Yiej + Bil%ue — xuj] + 7:[ %5 — xikj]

1 1
1+ @i/%)P 4 4 (?i/fikj)ﬁi

Logistique & 4 paramétres | Yikj,c = Yixj + (8 — @;)

V1.3.3.2. Calcul des concentrations prédites

Dans cette approche de validation, les calculs se font avec les concentrations prédites
et non pas avec les réponses. En effet, une fois les données sont alignées, il convient
maintenant de calculer les concentrations prédites a partir des réponses de validation
obtenues.

La prédiction est facile, il suffit d’utiliser la fonction inverse de la fonction de réponse
déja choisie a partir des données de calibration, selon le modéle mathématique (Eq.I1.15)

suivant :
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Xear = f 1Y) Eq. 1I-15

Avec :
- Xx.q est la concentration calculée ou concentration retrouvée ;

- f7I(Y) est I’équation de prédiction inverse.
V1.3.4.Critere de validation et intervalle de tolérance
VI1.3.4.1. Estimation de la justesse

La justesse fournit une indication sur les erreurs systématiques de la procédure
analytique. Elle est exprimée par la différence entre la moyenne d’une série des valeurs
mesurées et la valeur moyenne des concentrations calculées. Il existe plusieurs modes
d’expression de la justesse, elle est exprimée en termes de biais absolu, biais relatif ou sous

forme de recouvrement par rapport aux mesures réalisées :

biaisk = ﬁk — fk.in Eq 11-16
1 —
biais, (%) = Hie — Thin o 100 Eq. 11-17
Xk.in
recouvrement; (%) = _‘uk x 100 Eq. 11-18
Xc.in
Avec
s Mk
R 1
fp = Zs—zzxikj,c Eq. 11-19
i=1 ik i=17r=1

- [l est la moyenne des concentrations calculées au niveau C.
- Xy.in €St la moyenne des concentrations introduites du niveau C.
- Xijcest la moyenne des concentrations calculées du niveau de concentration k de la
série .
Nous rappelons que :
- 1est’indice de série : 1<1<s.
- kest I’indice du niveau de concentration : 1<k <C.

- jest’indice de répétition : 1<j<r.
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V1.3.4.2. Estimation de la fidélité

La fidélité traduit uniquement la distribution des erreurs aléatoires liées au hasard, elle
exprime I’étroitesse de 1’accord entre une série de mesures provenant de multiples prises d’un
méme échantillon homogéne dans des conditions prescrites. Elle permet d’estimer 1’amplitude
avec laquelle une méthode disperse les répétitions. C’est un critére trés important pour
I’interprétation finale d’un résultat et une caractéristique clé pour une méthode [80]. La
fidélité est calculée a partir de I’écart-type des résultats d’essais. Elle est évaluée a deux

niveaux : la répétabilité, la fidélité intermédiaire (intra laboratoire).

L estimation de la variance intra-série 65, est une estimation de la variance de la
répétabilité, tandis que la somme des estimations des variances intra — et inter-séries donne

une estimation de la variance de la fidélité intermédiaire 67, [113].
- Larépétabilité :

- La fidélité intermédiaire :
61:2_1 = 632,]( + 61?,]( Eq “‘21

V1.3.4.3. Démarche de calcul des intervalles de tolérance

Les intervalles de tolérances ont recu une réflexion accrue ces dernieres décennies, en
fait, le pouvoir prédictif de ces intervalles permet de tisser une bonne relation entre les
performances quantitative définie lors de I’étape de validation et celle obtenue en routine. A
ce niveau, la contribution des intervalles de tolérance est d’une importance particulieére
puisqu’il va « routiniser » certaines pratiques pour renforcer la fiabilité des performances

d’une méthode analytique, par conséquent, assurer son maintien au cours du temps.

Actuellement, les intervalles de tolérance ont gagné une place importante dans

plusieurs secteurs tels que : le contrdle de qualité, I’environnement, la santé et autres. ..
Parmi les types d’intervalles de tolérance, on trouve :

- PB-expectation tolerance interval » (B-ETI) ;

- B-content, y-confidence tolerance interval (By-CCT]I).

Le calcul des limites de I’intervalle de tolérance de type B-content et y-confidence est
basé sur plusieurs approches a savoir : I’approximation de Satterthwaite selon 1’approche de
Mee [114]; I’approche de Hofman-Kringle par simulation de Monte Carlo [115] et I’approche
de liao-lin-layer selon la procédure Modified large sample (MLS) [116].
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V1.3.4.4. Approximation de Satterthwaite

Durant I’étape de validation analytique, un plan expérimental consiste a faire des
mesures répétitives dans des jours différents. Le modele statistique pour décrire les valeurs

mesurées est donné par :

Yik =u+b; + ey Eq. 11-22
Avec k=1,2,..,C;i=1,2,..,s
Ol Yik désigne la mesure du ké"eme répétition faite au i*™*™ jour, p la moyenne générale
inconnue, bi représente 1’effet aléatoire inter-séries, eix représente les termes d’erreur intra-

séries. On suppose que bi et e sont tous indépendants ayant des distributions b;~N (0, 67)
et eik"'N(O, O'ez)

Donc Yik~N(u, of + 03) et of et o2 représentent les deux composantes de la variance du

model.
Nous définissons :

1 s I 1 I S N Cc
Y =EZZ Yie .Y =EZ Yir, SS, = cZ(Yi —Y)?etSS, = ZZ(Yik -1)? Eq. 1-23
k=1 i=1

i=1 k=1 i=1k=1

Egalement, les carrés moyens sont définis par les modéles suivants :

My = 22 e cm S
b_S—le e_S(C_l) Eq“'24
Les estimateurs ANOVA de of et 62 sont donnés par :
~2 1 ~2
Op = E(CMb —CM,) et 6; = CM, Eq. 11-25

Les intervalles de tolérance bilatéraux de type « P, y-content » que nous allons construire sont

en fonctions de ¥, 62 et 62. lls ont la forme suivante :

Y + kép, Eq. 11-26
Ou:

6% = 6% + 62 Eq. 11-27
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Et, k est le facteur de tolérance a déterminer. Ainsi, k doit satisfaire la condition suivante :
Piagﬁg{Py[Y — k6, <Y<Y +ké,|Y,6,]=p=y Eqg. 11-28

avec P et y sont respectivement la proportion minimale et le niveau de confiance de la

population contenue entre les limites bilatérales.
_ o2
Puisque Y~N (u, b*9 ) indépendamment de N(y, of + 62), nous avons :

Y —-¥ NOD Eq. 11-29
Jeteoooize

Si nous utilisons I'approximatlon de Satterthwalte pour obtenir une approximation du khi-

carré de la distribution associé a ;5. Nous écrivons :

R_&g (R 6 +O'e R+1 Eg. 11-30
Tz T 62162 T R+ 1
Il faut noter que :
SSp SS Eq. 11-31
C— ~Xi1 et — Xs(c 1)
€
Ensuite, on peut conclure que :
% X_}g Eq. 11-32
om f

La condition & satisfaire par k peut étre exprimeée par :

Eq. 11-33
Y-Y

<
J(og o) + £

Compte tenu de I’approximation de Satterthwaite, le facteur k peut étre obtenu selon la

p| —k <k|=p

distribution de Student. Cela donne :

Eq. 11-34
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Avec

Eq. 11-35

Cependant, I’intervalle de tolérance ne peut pas étre calculé en utilisant le facteur k ci-dessus,
2

car il dépend de Ro, qui est une fonction du ratio de variances inconnues % Mee [38]
e

recommande de remplacer R par I'estimation :

R= ol(Msb 1) Eq. 11-36
_max[,c s, ] g. -

Ainsi I’estimation de f est donnée par :

7= (R + 1)?
~(R+n D)2 (1-c0) Eq. 11-37
Jis-1* /(s)

Par conséquent 1’estimation de k est :

—t 18 /1+ SR ,/61% Eqg. 11-38

Finalement, le B-expectation tolérance intervalle est donné par :

1
Y+t g [LH o ,/0{% Eq. 11-39
0

VI1.3.4.5. Simulation de Monte Carlo

Afin d’estimer le B, y-content tolérance intervalle, Lin et al. ont adopté le méme
concept utilisé pour le calcul de B-expectation tolérance intervalle [116]. Leur procédure

consiste sur la forme de 1’intervalle de tolérance suivante :

Y+D Eq. 11-40

Avec D est la marge d’erreur statistique a déterminer. La condition a remplir par D est

la suivante :
PY,Aﬁ,ag{PY[Y_D <Y<)7+D|Y,6m] Zﬁ}:y Eq “_41
Nous définissons :

noj + aé Eq. 11-42

2 — 2 2 2 _
o =o0p +ogetoy =
an
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D’aprés 1’équation (Eq. 11-43) nous pouvons écrire :
1\ no# + o? 1
012+022=(1+—)#+<1——>032 Eq. 11-43
a an n
Pour calculer D, il faut déterminer la limite de confiance supérieure pour o + a2 en
utilisant le concept de I’intervalle de confiance pivotale généralisé et la simulation de Monte

Carlo.

L’algorithme suivant peut étre utilisé pour calculer la marge d'erreur statistique D et,

par conséquent, pour estimer l'intervalle de tolérance de type (B,y-content) bilatéral :
Algorithme

1 A partir des données de validation, calculer les valeurs observées Y , ssb et sse ;
2 Soit M désigne le nombre de simulations. Pour i =1, 2, ...., M, effectuez les étapes
suivantes :

3 Générer les variables aléatoires indépendantes

Upi~Xa-1 et Usi~Xam-1) Eq. 11-44
4 Calculer
1 1 1
_ (ﬁ) (1 + E) SSb (1 B ﬁ) SSe Eq. 11-45
Dli - 2 + 2
‘ Ub,i Ue,i

Le y quantile des D1 valeur donne une estimation de la limite supérieure y de

confiance pour a2 + oZ.

La racine carrée de cette limite de confiance multiplié par Z-+py> fournit la marge

d’erreur statistique D nécessaire pour le calcul du B, y-content tolérance intervalle.
VI1.3.4.6. Procedure MLS

La méthode proposée par Hoffman-Kringle s’applique a la construction des intervalles
de tolérances pour des modéles a effet aléatoire. Elle est appliquée lorsqu’on a un jeu de

données équilibrées ou non [115].
Pour illustrer cette méthode dans un modele aléatoire a sens unique équilibre, on

définit :

noy’ +0.* Eq. 11-46

2 2 2 2
0% =0,° 4+ 0,” and 0, =
1 b € 2 an

87



Chapitre I1. Approches chimiométriques pour la lutte contre la contrefacon

Ensuite depuis I’équation Eq. 11-46, on peut écrire :

1\ nop? + 0,2 1
oy = (142) 2k (1- )02 Eq. 11-47

La borne supérieure de confiance de la MLS procédure est donnée par la relation

suivante :

1\ no,? + 0,2 1
S= [(1+—>¥+(1——)%2]
a n n

) 1\* (nop,2 +0,2)?( a—1 )
( _) n? Xa-11—9% Eq. 11-48

2 210.5
i 1 L alm—1)
+(1-=) gt |———= -1
n Xa(n—l);l—y

L’intervalle de tolérance avec un niveau de confiance y est calculé par la relation

+

suivante :

V1.3.5. Estimation d’incertitude par le profil d’incertitude

L’incertitude de mesure est définie comme étant « un paramétre associé au résultat
d’une mesure, qui caractérise la dispersion des valeurs et pourrait étre raisonnablement attribué au
mesurande » [117, 118]. En fait, le processus d’estimation de ce paramétre comporte un ensemble
d’étapes complexes, il prend toujours en considération les petits détails que parfois méme les
laboratoires n’arrivent pas a maitriser. Par conséquent, plusieurs approches flexibles sont
apparues dans un seul but d’aider les laboratoires a valoriser ce paramétre par 1’alliance de
stratégies de la validation analytique avec 1’estimation d’incertitude de mesure qui est un

acquis normatif 1ISO 17025.

L’approche du profil d’incertitude pour la validation des méthodes analytiques a été
récemment introduite par notre laboratoire. Elle offre un cadre théorique intégrateur dans la
mesure ou elle prend en considération les données issues de la validation analytique. Elle

présente, de ce fait, une perspective dynamique pour I’évaluation de I’incertitude de mesures.

Dans ce paragraphe, nous allons présenter la démarche d’estimation d’incertitude a
partir du profil d’incertitude. En effet, en considérant le protocole LGC/VAM [119]et les
recommandations du guide ISO/DTS 21748 [120], le modé¢le de base qui formule I’incertitude
d’un mesurande Z est :
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w?(Y) = 5% +u?(8) + z C2u2(x;) Eq. 11-50
Avec
- Sr: I’écart-type de reproductibilité ;
- u(S ) : incertitude type liée au biais de la méthode ;
- Y C2u?(x;) : la somme des effets due & la déviation.
Selon I’approche du profil d’exactitude proposé par Feinberg et al [80]. Le modeéle
d’incertitude ne tient pas compte du troisiéme terme dans 1’équation (Eq. 11-50), puisque son

effet est considéré comme faible devant les composantes principales d’incertitude. Par

conséquent, 1’équation d’incertitude devient comme suite :

u?(Y) = S§ + 2 Eq. I1-51
On considérant la méthode de Mee, la construction du profil d’exactitude en utilisant

le B-expectation tolérance intervalle est exprimée par la présente équation:
Y +t(9)ké,, Eq. 11-52
Or on sait que 6, est égale a SR, donc on peut facilement montrer que :
u?(Y) = K262, Eq. 11-53
C’est ainsi que le modele mathématique qui rassemble 1’incertitude de mesure et
I’intervalle de tolérance est exprimé par la relation suivante :
Y £ t(@)u(Y) Eqg. 11-54

Si on développe I’équation (EQ. 11-54), les limites d’incertitude seront comme suite :

U=Y+t(@®u(Y) Eq. 11-55
Et

L=Y —t@u(y) Eq. 11-56
Avec
- U : lalimite de tolérance supérieure;

- L : lalimite de tolérance inférieure.

Finalement, I’expression de I’incertitude de mesure devient sous la forme suivante :

U-L

v =25

Eq. 11-57

Avec
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- t(v) est (1+y)/2 quartile de la distribution t de student avec v degré de liberté.

Par ailleurs, Saffaj et al, ont proposé une équation pour construire le profil

d’incertitude, qui sera utilisée comme outils de décision pour la validation analytique.

|V + ku(Y)| < 2 Eq. I1-58

Avec

-k le facteur de couverture qui est égale a 2 lorsque le niveau de confiance est a
(approximativement égal a) I’entourage de 95 % ;
- Y : lamoyenne des résultats estimés ;

- A :lalimite d’acceptation.

Egalement le profil d’incertitude peut étre exprimé par ’équation suivante :

|Biais + ku(Y)| < A Eqg. 11-59
V1.3.6.Construction du profil d’incertitude

La mise en ceuvre du profil d’incertitude est réalisée selon les étapes suivantes :

- Choisir des limites d’acceptabilité appropriées en tenant compte de I’utilisation prévue
de la méthode ;

- Générer tous les modeles d’étalonnage possible, en utilisant les données de
calibration ;

- Calculer les concentrations prédites de tous les standards de validation en fonction du
modele de calibration sélectionné ;

- Calculer les B,y-content tolérance intervalles bilatéraux pour chaque niveau, selon
I’une des trois méthodes statistiques proposées ;

- Déterminer I’incertitude pour chaque niveau en utilisant I’équation (Eqg. 11-57) ;

- Construire le profil de I’incertitude conformément a I’équation (Eq. 11-59) et établir le
graphique 2D comme fonction de la concentration, les limites d’acceptabilité et de
I’incertitude ;

- Comparer I’intervalle d’incertitude avec les limites d’acceptabilité (-A, 1) ;

- Si I'intervalle d’incertitude tombe totalement dans (-A, A), la méthode est acceptée,

sinon, la méthode n’est pas valide.
VI1.3.7. Interprétation du profil d’incertitude

Les limites d’acceptabilité £A. Elles servent a traduire les objectifs pratiques des

utilisateurs. Elles délimitent un intervalle autour de la valeur de référence. Le plus souvent,
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ces limites sont réglementaires ou issues de la réglementation. Mais dans le cas ou il n’existe
pas de référence établie, il convient de prendre en compte les attentes des utilisateurs finaux

ou déterminées par consensus des specialistes ;

La proportion B. Elle représente la proportion de futurs résultats qui seront en
moyenne compris dans les intervalles de tolérance. La valeur choisie pour B dépend largement
du champ d’application (contrdle sanitaire, controle de fabrication, etc.). Il est évident que
plus B est petit, par exemple 70 %, plus la méthode risque de produire des résultats qui ne

correspondent point aux spécifications annonceées.

Le terme de confiance y. Il représente la probabilit¢ d’avoir une proportion  des
futurs résultats inclus dans les limites d’acceptation. Une valeur de y égale a 95 % signifie

qu’on a une probabilité de 95 % d’avoir la proportion B dans les limites +A.

Dans un souci de suivre 1’évolution de I’approche du profil d’incertitude ainsi que son
application dans le domaine pharmaceutique deux applications seront consacré dans ce

manuscrit;

- Une application sur des données de littérature ;

- Etune application sur de données expérimentales.

V1.4. Profil de risque

L’évaluation du risque est un outil récemment recommandé pour acquérir diverses
informations permettant de comprendre et d’améliorer les procédures analytiques. Il permet
une premiere confirmation des décisions prises a 1’étape de la validation par profil
d’incertitude, également, il fournit une probabilité de fiabilité nécessaire pour la mise en

routine d’une méthode analytique [121].

Cette approche consiste a estimer la probabilité (mpr) d’obtenir un futur résultat en
dehors des limites d’acceptation. Tout d’abord, Dewé et al. [122] a adapté 1’utilisation de
cette approche dans le transfert des méthodes analytiques. Elle consiste a calculer la
probabilité d’obtenir des résultats compris dans les limites d’acceptation spécifiées [-A, + A]
sur la base de la formule des intervalles de tolérance statistiques. En utilisant ’intervalle de
tolérance de type (B-expectation), la probabilité de fiabilité est calculée pour chaque niveau de

concentration comme suit :

Beti

nfe = P[Y; > pr; — A] + P[Y; < py + 4] Eq.11-60
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(.uT,i - /1) ~¥
6riV1+ ((iRi41)/N(R; + 1))
(uri+2) -,
Ori/1+ ((IRis1)/N(R: + 1))

=P

t(f) >

+P

t(f) <

Ou s est le nombre d'essais et i le nombre de répétition par série, N = si. Y; est la
concentration moyenne des résultats obtenus par la méthode pour le i®™ niveau de
concentration et 6 ; est I'écart type de la fidélité intermédiaire pour chaque i*™ niveau de
concentration. t (f) est une distribution selon la loi de Student avec f degrés de liberté calculés
sur la base de l'approximation de Satterthwaite [123] et R; est le rapport entre la variance
inter-série (fidélité intermédiaire) et la variance intra-série (ou de répétabilité) de chaque

niveau de concentration .

Ensuite, Govaerts et al. [49], a utilisé I’évaluation du risque pour prendre une décision
sur la validité d’une méthode analytique a deux niveaux : la validation préalable qui vise a
démontrer que la méthode sera en mesure d’atteindre Ses objectifs avant 1’utilisation, et la

validation en routine qui vise a vérifier si une méthode analytique reste valable dans le temps.

Selon I’approche une méthode analytique est considérée comme valide s’il est possible
de prouver qu’une proportion suffisante des résultats analytiques devrait &tre comprise dans

les limites d’acceptation données [—A, A] autour de la valeur nominale.

L’estimation de la probabilité de fiabilitt maximale par vraisemblance selon la

deuxi¢me stratégie est donnée par 1’équation suivante :

—A) -V
Ml = p Z>(“T'l _ )" +P|Z<
OF,i

Avec Z est une variable de la loi normale standard.

(.uT,i + /1) - Yl
O,

Eq.11-61

Récemment introduite par notre laboratoire, le profil de risque (Figure 11-15) est un
outil graphique simple et efficace, capable de juger la validité des méthodes analytiques en
exploitant leurs critéres de performances a savoir : le biais et ’incertitude [124]. Nous avons
démontreé la relation entre I'intervalle de tolérance et I'incertitude de mesure, ainsi nous avons
proposé une formule innovante pour calculer le risque sur la base de I'incertitude de mesure:

—A(%) — biais(%

Rk = plt(v) > )
0

M%) — biais(%)l

)
o ] Eq.11-62

+P [t(v) <
Avec
- A :lalimite d’acceptation;
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- bias (%) : le biais relative de la méthode;
- U (%) : uncertitude relative de la méthode;
- t(v) est le quantil B de la distribution de student avec v degrés de liberté calculée a

I'aide de I'approximation de Satterthwaite [108].

La formule pour le calcul de la probabilité de fiabilité a été sollicitée pour évaluer le
risque que les futures mesures d’une méthode d’analyse franchissent les limites

d’acceptabilité, en tenant compte de chaque niveau de concentration utilisé pour la validation.

Figure 11-15 : Présentation du profil de risque
VII. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons montré 1’importance d’utiliser des approches
chimiométriques pour la lutte contre la contrefacon. En effet, nous avons présenté les
différentes étapes pour le développement et la validation d’une méthode analytique destinée
principalement & la caractérisation des médicaments contrefaits. Ensuite, nous avons détaillé
I’utilisation de la stratégie du DS relative a I’optimisation multicritére et ’espace de
robustesse. En paralléle, afin de répondre clairement au probléme de la validation analytique,
une démarche statistique a été bien détaillée pour la mise en évidence du profil d’incertitude
et du profil de risque. Enfin, pour la mise en ceuvre des approches chimiométrique énoncées
dans ce chapitre, nous avons proposé plusieurs applications pour la caractérisation des

médicaments contrefaits dans les chapitres suivants.
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Chapitre 11l. Développement et validation d’une nouvelle méthode UPLC pour

lutter contre la contrefacon des médicaments de trouble d’érection
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Chapitre 111. Développement et validation d’une nouvelle méthode UPLC pour lutter
contre la contrefacon des médicaments de trouble d’érection

I. Introduction

Aujourd’hui, les laboratoires pharmaceutiques en collaboration avec les autorités de
santé doivent impérativement mettre en place des mesures préventives et des solutions
techniques, non seulement pour protéger I’authenticité des produits pharmaceutiques, mais
également pour veiller sur la vie des patients. Pour percevoir ces objectifs, de nouvelles
méthodes analytiques ont été mises en place.

Devant cet état de fait, plusieurs techniques analytiques ont été utilisées pour
caractériser une contrefacon a savoir : (LC-UV, LC-MS, IR, RMN, X-ray diffraction, etc.)
[70, 125-135]. Certaines techniques ont pour but d’identifier I’empreinte chimique du produit,
tandis que d’autres s’appliquent pour déterminer la composition en matiére de principe actif,
composés toxiques et impuretés. En particulier, la chromatographie en phase liquide couplée a

divers détecteurs est la technique fréquemment utilisée pour I’analyse de ces substances

illicites [55, 129, 136-145].

A ce jour, différentes méthodes chromatographiques pour la caractérisation simultanée
des substances inhibitrices de la PDE-5 ont été développées [55, 138, 144-148]. Egalement,
presque tous les auteurs avaient recours a la technique d’optimisation univariée (variation of
one variable-at-a-time) (OVAT), afin d’optimiser les paramétres expérimentaux de leurs
méthodes analytiques. Cependant, la technique OVAT n’aboutit pas souvent a fournir des
résultats satisfaisants, et elle est parfois incapable de répondre aux exigences recommandées
par la directive ICH Q8 & savoir : la définition d’un espace de conception auquel la méthode

conserve les performances nonobstant des fluctuations de certains paramétres.

D’autre part, un survol de la littérature a montré que les méthodes chromatographiques
proposees sont focalisées uniquement sur I’identification de trois substances inhibitrices de la
PDE-5 autorisée ainsi que leurs analogues. A contrario, aucune méthode HPLC ou UPLC n’a
été signalée pour la détermination simultanée du sildénafil, tadalafil, vardénafil et udénafil, en

préparations pharmaceutiques ou en médicaments contrefaits.

Dans ce contexte, 1’objectif principal de ce travail sera dédi¢ au développement d’une
nouvelle stratégie analytique pour lutter contre la contrefacon des médicaments de trouble
d’érection. Notre objectif est de combiner un ensemble d’outils chimiométriques pour mettre
au point une méthode chromatographique qui va servir de dispositif analytique pour lutter

contre les médicaments contrefaits. En agissant de la sorte, on désire proposer une procedure
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performante capable de détecter les comprimés originaux des comprimés illégaux des
différentes molécules PDE-5i, en particulier : sildénafil, tadalafil, vardénafil et udénafil.

Dans un premier temps, plusieurs facteurs ont été sélectionnés tels que le pH, le débit
de la phase mobile et le pourcentage du modificateur organique, afin de maximiser les
chances d’identifier une séparation optimale. Ensuite, afin de fixer les valeurs optimales de
chaque facteur influant, une optimisation par un plan de surface de type Box-Behnken a été

exécutée a cet égard.

Par ailleurs, dans le but de combiner I’objectif de la méthode développée avec les
principes directeurs de I’'ICH Q8 [149], un espace de conception a été établi pour définir la
zone de robustesse de la méthode optimisée. Cet espace de conception va permettre de mieux
assimiler les parametres critiques de la méthode UPLC et d’avoir le maximum de
connaissance et d’information sur son mode opératoire. Par voie de conséquence, les données
scientifiques qui découlent de cet espace peuvent servir de fondements a la gestion des risques

relatifs a la qualité lors de 1’utilisation future de la méthode en phase routine.

Cependant, I’espace de conception est incapable a lui seul de prédire les performances
analytiques de la méthode une fois appliquée en phase routine. Il doit impérativement étre
soutenu par la validation analytique. A ce stade, la méthode chromatographique sera soumise
a une évaluation de sa performance analytique a travers deux approches de validation a
caractere holistique, récemment, proposee par notre laboratoire, nommée profil d’incertitude
et profil de risque [108, 110, 121, 150]. Ces deux profils dérivés a partir de I’intervalle de
tolérance et le concept d’incertitude seront exploités pour apprécier 1’efficacité¢ des mesures
générées par la procédure UPLC. En dernier lieu, nous allons confronter la théorie a la
pratique a travers 1’analyse de 23 échantillons contrefaits contenant les 4 substances
inhibitrices de PDE-5, pour refléter de maniére vivante les points forts et les points faibles de

notre procédure chromatographique.

1. Sélection de la méthode de dosage des PDE-5i

11.1. Appareil

Les analyses d’optimisation et de validation ont été réalisées avec un chromatographe
de type Acquity UPLC® H CLASS system Waters. Le systéme se compose principalement
d’un manager de solvant quaternaire, ainsi qu’un manager d’échantillon de type FTN et un

détecteur de type PDA. Le traitement des données a été réalisé avec logiciel Empower3.
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L’eau distillée a été produite en utilisant le CLASSIC UV ELGA LABWATER. Le pH de la
solution tampon, a été contrélé par Schott ProLab 3000 (Germany).

I11.2. Standard
Les standards de référence udénafil, tadalafil, sildénafil citrate et vardénafil ont été

fournis par le laboratoire national de contr6le de médicament (LNCM).

11.3. Solvant et reactif
L’ Acétonitrile (HPLC — Grade), 1’acide formique (98 %) et I’ammonium formate ont

été fournis par LNCM.

La matrice utilisée dans la phase de validation comporte des excipients fonctionnels,
elle permet de garantir les propriétés requises de la forme pharmaceutique. Elle comporte les
composés suivant : Corn starch, sodium lauryl sulphate, colloidal silicone dioxide, lactose,
Hydroxypropyl cellulose, talc, magnésium stearate, cellulose microcristalline, croscarmellose
sodique et Instacoat.

11.4. Conditions chromatographiques

Les séparations ont été effectuées sur une colonne ACQUITY UPLC ® BEH C18-
1.7um 2.1x50 nm a une température qui varie entre 40 et 50°C en mode isocratique. Les
expériences ont été effectuées avec un débit inférieur & ImL/min et le volume d’injection était
de 1pL. La phase mobile se compose d’un mélange d’une solution tampon : acide formiate
d’ammonium de concentration 10 mM avec un pH (3.3) et d’ Acétonitrile avec une proportion
de (69 :31 v/v).

11.5. Préparation des échantillons pour la détection des médicaments contrefaits

A partir de 10 comprimés de chaque spécialité pharmaceutique pesés et broyés, une
quantité égale a 800 mg de sildénafil, 520 mg d’udénafil, 150 mg de tadalafil et 150 mg de
vardenafil ont été pesees, puis dissoutes dans un mélange ACN/EAU (70/30) dans une fiole
de 50 ml. Ensuite, 1 ml de cette solution est transferé dans une fiole de 25 ml contenant
10 mL du méme mélange dissout pendant 5 min au bain ultrason puis complétés jusqu’au trait
de jauge avec I’¢luant. Les solutions ont été directement filtrées a travers des filtres de

0.45 pm de diamétre des pores.

11.6. Préparation des standards
Un mélange de 4 inhibiteurs de la PDE-5 a été utilisé et préparé comme suit : dans une
fiole de 25 mL, 5 mg ont été pesées de sildénafil, vardénafil, tadalafil et udénafil puis ont été
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dissouts dans 1’éluant. Ensuite, 1 ml de la solution mere est dilué dans une fiole de 50 ml avec
un mélange ACN/EAU (70/30).

La concentration finale est de 0.004 mg/ml de chaque substance étudiée.

Pour les standards d’étalonnage (SE), des dilutions successives ont été réalisées en vue
d’obtenir cinq niveaux de concentration. Trois répétitions pour chaque niveau de

concentration ont été effectuées sur trois différents jours.

Pour les standards de validation (SV), une solution mere contenant tous les principes
actifs a été préparée de la méme maniere que les SE, les excipients de chaque formulation
pharmaceutique ont été ajoutés a la solution mére. La gamme d’étalonnage couvre un

intervalle de 50 % a 150 % de la valeur nominale afin de respecter le guideline ICH.

Les SV ont été préparés dans la matrice, de maniére a simuler le plus possible la
formulation de médicament. Pour chaque niveau de concentration, trois répétitions (r = 3)

indépendantes ont été effectuées pendant trois différents jours (s = 3).

1.7. Calcul
L’¢tude des plans d’expérience ainsi que la construction de 1’espace de conception ont
été effectuées en utilisant le logiciel JMP 7. Le profil d’incertitude y compris les résultats de

validation et I’estimation de I’incertitude ont été obtenus avec le logiciel MatlabR2006a.

I11. Développement analytique

111.1. Objectif

Le développement analytique est une étape d’une grande importance dans le cycle de
vie d’une méthode analytique. En effet grace a I’utilisation des plans d’expérience, la mise au
point d’une méthode devient facile a exécuter. La réalisation des expériences permet de

retrouver les valeurs optimales des variables susceptibles d’influencer la réponse a optimiser.

Dans ce sens, nous avons choisi de passer directement a I’optimisation en nous servant
des plans de surface de réponse. Pour aboutir a cet objectif, nous nous sommes servis du Box-
Behnken comme plans d’optimisation, ainsi, nous avons opté pour un modele d’ordre 2 pour

obtenir une représentation optimale de la réponse dans le domaine expérimental d’intérét.

L'expérimentation a consisté a mettre en évidence les effets de trois facteurs a savoir :

le ph, le pourcentage du modificateur organique, et le débit sur la réponse étudiée.

98



Chapitre I11. Développement et validation d’une nouvelle méthode UPLC pour lutter
contre la contrefacon des médicaments de trouble d’érection

111.2. Ajustement d’un modéle d’ordre 2

Nous avons utilisé le plan de Box et Behnken dans le but de chercher les valeurs
optimales des facteurs les plus influents. Ainsi, pour définir un modéle bien adapté (Eq.l111-1),
capable de mieux expliquer la relation qui existe entre les réponses et les facteurs et leurs

interactions.

Y = by + b Xy + byXy + b3 X3 + b1 X1 Xy + bi3X X3 + b3 Xo X3 + by X2 + byy X5 + by X2+ e Eq.lll-1
Ou
Y étant la réponse, X1, X2, X3 correspond étroitement aux facteurs pH, proportion en
Aceétonitrile et le débit, by, by, bs sont les effets linaires de ces facteurs, bii, b2, bas leurs

effets quadratiques, b1z, b23, b1z correspond aux effets des interactions entre deux facteurs et e

Perreur résiduelle.
Le choix des niveaux hauts et bas des trois facteurs retenus sont :

- Le pH de la phase mobile ;
- Le pourcentage du modificateur organique ;
- Le débit de la phase mobile (en ml par minute).

Les facteurs, niveaux de variation et unités sont regroupées dans le (Tableau I11-1) :

Tableau I11-1 : Facteurs indépendants et niveaux de variation retenus pour 1’étude

d’optimisation par le plan de Box-Behnken pour le dosage de quatre substances PDE-5i

Facteurs Indépendant | Facteurs codés | Niveaux de variation | Unités | Niveaux codé
3.3 -1
pH X1 35 - 0
3.7 1
31 -1
ACN X2 34 % 0
37 1
0.55 -1
Débit X3 0.6 (ml/min) 0
0.65 1

Les réponses choisies sont : le temps de rétention et les résolutions entre vardénafil-

sildénafil, sildénafil-udénafil et udénafil-tadalafil.

Le plan d’expérience (DoE) consiste donc a réaliser 15 essais, comportant trois points

au centre du domaine d’étude, afin d’estimer 1’erreur expérimentale (Tableau I11-2).
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Tableau I11-2 : Plan expérimental de Box-Behnken pour le dosage des substances PDE-5i

Essai n° X1 X2 X3 Tr R: R> R3
1 33 31 0,6 1,57 4,02 8,86 4,59
2 3,5 37 0,65 0,75 2,44 4,43 5,13
3 3,5 34 0,6 1,09 3,10 6,27 5,20
4 33 37 0,6 0,81 2,49 4,78 5,30
5 33 34 0,55 1,18 3,15 6,54 5,35
6 3,5 34 0,6 1,09 3,06 6,19 5,25
7 3,5 31 0,55 1,71 3,92 8,54 4,72
8 33 34 0,65 1,18 3,15 6,55 5,39
9 3,7 34 0,65 1,02 2,91 6,24 5,24
10 3,7 37 0,6 0,81 2,35 4,62 5,46
11 3,7 34 0,55 1,21 2,96 6,38 5,35
12 3,5 31 0,65 1,46 3,85 8,48 4,42
13 3,5 34 0,6 1,09 3,07 6,47 5,35
14 3,5 37 0,55 0,88 2,48 4,48 5,43
15 3,7 31 0,6 1,56 3,73 8,41 4,83

111.2.1. Validation statistique du modele

Les résultats d’analyses de la variance effectuees a partir des modeles quadratiques

calculés pour quatre réponses sont présentés dans les (Tableau I11-3 a Tableau I11-6).

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons conclure que I’effet principal du modéle
est significatif puisque la probabilité de la signification du risque p-value est inférieure a 0,05,
cette valeur de p-value représente le risque de se tremper en acceptant I’hypotheése H1 qui dit

que la variabilité due au modeéle est supérieure a celle due aux résidus.

Tableau I11-3 : Analyse de variance restituée par le modéle quadratique pour le temps de

rétention
Source de variation Dl?ggftge SOL:\T&SES n?g;;i Fisher p-value
Modele 3 1.231437 0.41047 166.1516 <0.0001
Résidus 11 0.027175 0.00247
Défaut d’ajustement 0.013299 0.00266 1.1501 0.4275
L’erreur pure 0.013879 0.002313
Total 14 1.2586
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Tableau I11-4 : Analyse de variance restituée par le modele quadratique pour la résolution 1

Source de variation Dl?ggftge SOLZTI%S% rig{/:?] Fisher p-value
Modele 9 4.291393 0.47682 1069.866 <0.0001
Résidus 5 0.002228 0.00044

Défaut d’ajustement 3 0.000995 0.00033 0.538 0.7013
L’erreur pure 2 0.001232 0.00061

Total 14 4.29362

Tableau I11-5 : Analyse de variance restituée par le modele quadratique pour la résolution 2

Source de variation D(_egré c,ie Somme/ des Carré Fisher p-value
liberté carres moyen

Modéle 9 32.3496 3.59441 355.664 <0.0001

Résidus 5 0.05053 0.01011

Défaut d’ajustement 3 0.01018 0.00339 0.1683 0.9095

L’erreur pure 2 0.04034 0.02017

Total 14 32.4001

Tableau I11-6 : Analyse de variance restituée par le modele quadratique pour la résolution 3

I Degré de Somme des Carre .

Source de variation ; X , Fisher p-value

liberté carrés moyen
Modeéle 4 1.41297 0.35304 34.524 <0.0001
Résidus 10 0.10225 0.01022
Défaut d’ajustement 0.03845 0.00961 0.9039 0.5170
L’erreur pure 6 0.06380 0.01063
Total 14 1.51445

De plus, la somme des carrés due a ’erreur est trés faible par rapport a la somme
totale. Ceci indique que le modéle est bien ajusté. L’analyse de la variance proposée ici est
une analyse détaillée, en effet, la somme des carrés due aux résidus a été décomposée en
somme due au manque d’ajustement et en somme due a « ’erreur pure ». Les répliques
exécutées au centre du domaine expérimental ont permis de retrouver 1’erreur pure, par

conséquent ils ont permis d’effectuer le test du manque d’ajustement.

Les p-value obtenus indiquent que le test ne détecte aucune inadéquation de
I’ajustement, par conséquent, il permet de tester I’hypothése Ho : « le modéle est bien ajusté

€n moyenne».
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La figure ci-dessous indique une bonne relation entre les courbes des valeurs

observées et des valeurs prévues, Figure I11-1.
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Figure 111-1 : Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs estimées pour (le temps de

rétention, la résolution 1, la résolution 2 et la résolution 3)

Le modéle rend correctement compte de la relation entre la réponse et les prédicteurs,

puisque les courbes obtenues ont parfaitement ’allure d'une droite.
111.2.2. Evaluation statistique et graphique des résidus

Une analyse plus fine des résidus permettant de juger de maniere plus précise la
qualité des modeles postulés est réalisée. Les Tableau 111-7, 8, 9, 10 présentent les valeurs des
résidus qui correspondent a la différence entre les valeurs observées expérimentalement et les

valeurs estimées par le modele.

La distribution des erreurs résiduelles suit donc une loi normale ei~N(0, ¢°), o est
estimée par CMr = 0,002, 0,0004, 0,0101 et 0,0102 simultanément pour le temps de rétention,

résolution 1, résolution 2 et la résolution 3. Les résidus standardisés calculés par la relation
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ei/Se, nous donnent une indication sur les expériences dont le résultat est susceptible d’étre
aberrant. En général, une valeur supérieure a 2 ou inférieure a -2 est relative a un essai dont le

résultat observé peut influencer significativement le modéle [151].
Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau ci-dessous:

Tableau I11-7 : Résidus entre les valeurs observées et les valeurs prévues pour le temps de

rétention
N°EXp | Yexp Ycac | Résidu | Résidu standardisé
1 1,578 | 1,595 | -0,017 -0,82
2 1,567 | 1,555 | 0,012 0,58
3 0,811 | 0,823 | -0,012 -0,58
4 0,812 | 0,796 | 0,016 0,77
5 1,181 | 1,19 | -0,009 -0,43
6 1,218 | 1,256 | -0,038 -1,83
7 1,182 | 1,144 | 0,038 1,83
8 1,02 | 1,011 | 0,009 0,43
9 1,712 | 1,687 | 0,025 1,21
10 0,882 | 0,861 | 0,021 1,01
11 1,46 1,481 | -0,021 -1,01
12 0,751 | 0,776 | -0,025 -1,21
13 1,094 | 1,096 | -0,002 -0,10
14 1,095 | 1,096 | -0,001 -0,05
15 1,098 | 1,096 | 0,002 0,10

Tableau 111-8 : Résidus entre les valeurs observées et les valeurs prévues pour la résolution 1

N°EXp | Yexp | Ycac | Reésidu | Résidu standardise
1 4,027 | 4,018 0,009 0,69
2 3,736 | 3,728 | 0,008 0,61
3 2,493 | 2,501 | -0,008 -0,61
4 2,355 | 2,364 | -0,009 -0,69
5 3,15 | 3,157 | -0,007 -0,54
6 2,968 | 2,974 | -0,006 -0,46
7 3,155 | 3,149 0,006 0,46
8 2,911 | 2,904 | 0,007 0,54
9 3,921 | 3,923 | -0,002 -0,15
10 2,489 | 2,473 0,016 1,23
11 3,858 | 3,874 | -0,016 -1,23
12 2,446 | 2,444 | 0,002 0,15
13 3,109 | 3,081 0,028 2,15
14 3,061 | 3,081 | -0,020 -1,53
15 3,074 | 3,081 | -0,007 -0,54
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Tableau 111-9 : Résidus entre les valeurs observées et les valeurs prévues pour la résolution 2

N°Exp Yexp Yeac | Résidu | Résidu standardisé
1 8,862 | 8,875 | -0,013 -0,21
2 8,413 | 8,457 -0,044 -0,72
3 4,768 | 4,724 0,044 0,72
4 4,62 4,607 0,013 0,21
5 6,543 | 6,555 -0,012 -0,20
6 6,383 | 6,364 0,019 0,31
7 6,551 6,57 -0,019 -0,31
8 6,24 6,228 0,012 0,20
9 8,542 | 8,517 0,025 0,41
10 4,483 | 4,515 -0,032 -0,52
11 8,486 | 8,454 0,032 0,52
12 4,431 | 4,456 -0,025 -0,41
13 6,278 | 6,314 -0,036 -0,59
14 6,194 | 6,314 -0,12 -1,96
15 6,471 | 6,314 0,157 2,56

Tableau I11-10 : Résidus entre les valeurs observées et les valeurs prévues pour la résolution 3

N°Exp Yexp Y calc Résidu | Reésidu standardisé
1 4,599 4,656 -0,057 -0,71
2 4,837 4,758 0,079 0,98
3 5,303 5,381 -0,078 -0,97
4 5,46 5,403 0,057 0,71
5 5,354 5,353 0,001 0,01
6 5,358 5,492 -0,134 -1,66
7 5,391 5,257 0,134 1,66
8 5,241 5,242 -0,001 -0,01
9 4,729 4,673 0,056 0,69
10 5,433 5,356 0,077 0,95
11 4,42 4,497 -0,077 -0,95
12 5,13 5,186 -0,056 -0,69
13 5,2 5,268 -0,068 -0,84
14 5,253 5,268 -0,015 -0,19
15 5,352 5,268 0,084 1,04

Les résultats des Tableau IlI-7, Tableau 111-8, Tableau I11-9 et Tableau I111-10
d’analyses des résidus indiquent qu’aucun résidu standardisé ne dépasse la valeur de 2 pour le
temps de rétention et la résolution 3. Cependant, la plus grande erreur d’ajustement commise
pour les deux réponses a savoir la résolution1 et 2 (de I’ordre de 0.028 et 0.157,
simultanément pour des réponses observees de 3.109 et 6.471) correspond a I’une des
expériences dites « centrales » (expériences 13, 14 et 15). Ceci était prévisible, car il est

impossible que la réponse moyenne prédite au centre du domaine par le modele soit
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parfaitement ajustée aux trois valeurs différentes obtenues lors des trois répétitions de
I’expérience (3.109, 3.061 et 3.074) et (6.278, 6.194 et 6.471). Au sens des moindres carrés,
la meilleure réponse moyenne que peut prédire le modele correspond a la moyenne de ces
trois réponses, c¢’est-a-dire 3.08 et 6.3 ici (d’ailleurs, ces valeurs sont tres proches de celles

donnés par les modéles ajustés).

Les différents résidus peuvent aussi étre représentés sous forme graphique.

Résidus Probabilité
N .
0.04
. -
. N
002 1 o —
. -
. R ~
. ¥ Calaulé v
0.00 * > ~
0.78 0.99 121 143 165 —
. ¢ -
.
-0.02 -
* =
0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04
-0.04 - Résidus

Figure 111-2 : A Gauche : graphe de dispersion des valeurs de résidus, a droite : courbe
d’Henry pour la vérification de normalité du Temps de rétention
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Figure 111-3 : A Gauche : graphe de dispersion des valeurs de résidus, & droite : courbe

d’Henry pour la vérification de normalité de la Résolution 1
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Figure I11-4 : A Gauche : graphe de dispersion des valeurs de résidus, a droite : courbe
d’Henry pour la vérification de normalité de la Résolution 2
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Figure 111-5 : A Gauche : graphe de dispersion des valeurs de résidus, a droite : courbe

d’Henry pour la vérification de normalité de la Résolution 3

La représentation graphique des résidus en fonction des expériences réalisées
(Figure 111-2 a Figure 111-5) indique une dispersion aléatoire. Par ailleurs, le test d'Henry pour
confirmer la normalité illustre clairement I'allure d'une droite. Ces résultats nous amenent a
dire que ces résidus suivent pratiquement la loi normale, donc le choix du modele peut étre

considéré judicieux.
111.2.3. Signification des effets des facteurs

Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-Student et
la probabilité observée (p-value) sont regroupés dans le Tableau Il1I-11, Tableau 111-12,
Tableau I11-13 et Tableau I11-14. Les valeurs de t-Student sont employées pour déterminer la
signification des coefficients de chaque parametre, alors que les p-value sont définies comme
plus petit niveau d'importance menant au rejet de I'nypothése Ho (bi=0, a=0,05). En général,
plus le p-value est petit, plus la grandeur de t est élevé, et plus le terme correspondant de

coefficient est significatif.

Tableau I11-11 : Effets des coefficients des modéles reliant le temps de rétention aux facteurs

Facteur Coefficient Effet Ecart-type | T-Student p-value
Intercepte bo 1.095 0.0012 911.65 <0.01 ***
pH o] -0.016 0.0007 -22.93 0.190 **
% ACN b2 -0.382 0.0007 -519.89 < 0.01 ***
Débit bs -0.072 0.0007 -98.51 0.0103 ***
pH*pH bi1 0.022 0.0010 20.92 0.228 **
%ACN*% ACN b 0.073 0.0010 68.00 0.0216 ***
Débit*Débit bs.3 0.031 0.0010 29.46 0.115 **
% ACN*pH b1 0.003 0.0010 2.88 10.2
débit*pH D13 -0.049 0.0010 -47.80 0.0437 ***
%ACN*Débit bos 0.030 0.0010 29.06 0.118 **

106




Chapitre I11. Développement et validation d’une nouvelle méthode UPLC pour lutter
contre la contrefacon des médicaments de trouble d’érection

Tableau I11-12 : Effets des coefficients des modeéles reliant la résolution 1 aux facteurs

Facteur Coefficient Effet Ecart-type | T-Student p-value
Intercepte bo 3.081 0.01218 252.81 <0.01 ***
pH b: -0.107 0.00746 -14.32 <0.01 ***
% ACN b> -0.720 0.00746 -96.45 < 0.01 ***
Débit bs -0.020 0.00746 -2.65 4.56 *
pH*pH P11 -0.031 0.01098 -2.78 3.89 *
%ACN*% ACN b2.2 0.102 0.01098 9.28 0.0244 ***
Débit*Débit P33 -0.005 0.01098 -0.44 68.1
% ACN*pH D12 0.038 0.01055 3.62 152 *
débit*pH D13 -0.015 0.01055 -1.47 20.2
%ACN*Débit P23 0.005 0.01055 0.47 65.6

Tableau I11-13 : Effets des coefficients des modeéles reliant la résolution 2 aux facteurs

Facteur Coefficient Effet Ecart-type | T-Student p-value
Intercepte bo 6.314 0.05707 110.63 < 0.01 ***
pH b1 -0.133 0.03495 -3.82 1.24*

% ACN b> -2.000 0.03495 -57.23 < 0.01 ***

Débit b3 -0.030 0.03495 -0.87 42.5
pH*pH P11 0.148 0.05144 2.87 3.50*
%ACN*% ACN D2- 0.204 0.05144 3.96 1.07 *

Débit*Débit P33 -0.033 0.05144 -0.63 55.3
% ACN*pH b1 0.075 0.04942 1.52 18.8
débit*pH P13 -0.038 0.04942 -0.76 47.9
%ACN*Débit P23 0.001 0.04942 0.02 98.5

Tableau I11-14 : Effets des coefficients des modeéles reliant la résolution 3 aux facteurs

Facteur Coefficient Effet Ecart-type | T-Student p-value
Intercepte bo 5.268 0.07519 70.06 < (0.01 ***
pH b1 0.031 0.04604 0.68 52.9
% ACN b, 0.343 0.04604 7.44 0.0691 ***
Débit b3 -0.087 0.04604 -1.88 11.9
pH*pH D11 0.095 0.06777 1.40 22.1
%ACN*% ACN D2-2 -0.313 0.06777 -4.62 0.572 **
Débit*Débit b33 -0.027 0.06777 -0.40 70.6
% ACN*pH P12 -0.020 0.06512 -0.31 76.8
débit*pH P13 -0.038 0.06512 -0.59 58.0
%ACN*Débit D2-3 0.002 0.06512 0.02 98.3

(*** . Coefficient hautement significatif; **

significatif)

. Coefficient trés significatif; * : Coefficient
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Les valeurs contenues dans les Tableau Ill-11 & Tableau 1l1-14 présentent les
coefficients du modele mathématique calculé pour quatre réponses. Ainsi, les valeurs de p-

value permettent de contrdler si I’effet considéré est significativement différent de zéro.

D’apres les tableaux précédents, on remarque d’une part que la proportion en
Acétonitrile est le facteur le plus significatif qui affecte toutes les réponses, d’autre part, le
débit affecte le temps de rétention et la résolution 1, le pH affecte les résolutions 1 et 2. De
plus, les termes quadratiques ont également un effet significatif tel que : le terme quadratique
(pH-pH) contribue significativement sur les quatre réponses et le terme quadratique (% ACN-
% ACN) affecte respectivement les résolutions 1 et 2. Il est aussi important de remarquer que
I’effet d’interaction entre les facteurs 1-3 (entre le débit et le pH) génére un effet hautement
significatif sur le temps de rétention, alors que I’interaction entre les facteurs 2 et 3 (entre le
pourcentage du modificateur organique [% ACN] et le débit) génere un effet tres significatif
sur la méme réponse. Egalement, 1’effet de ’interaction entre les facteurs 1 et 2 (entre le
pourcentage du modificateur organique [% ACN] et le pH) semble étre significativement
différent de zéro et génére un effet important sur la résolution 1 (entre Sildénafil et
Vardénafil). 11 ne semble donc pas y avoir d’effet d’interaction significatif entre le
pourcentage du modificateur organique et le pH pour le temps de rétention, résolution 2 et
résolution 3, de méme pour I’interaction débit et pH sur la résolution 1, 2 et 3 ou bien

I’interaction entre le pourcentage du modificateur organique et le débit sur la résolution 2 et 3.
111.2.4. Modéle retenu

D’apres les résultats obtenus précédemment les réponses moyennes prédites ont été

modélisées au sens des moindres carrés sous la forme suivante :

Y, = 1.095 — 0.382X; — 0.072X, + 0.073X2 — 0.049X, X5 Eq.111-2
Y, = 3.081 — 0.71X; — 0.019X, — 0.106X5 + 0.101XZ — 0.030XZ + 0.038X, X, Eq.111-3
Y; = 6.314 — 0.135X; — 1.997X, + 0.149X2 + 0.206X2 Eq.l11-4
Y, = 5.268 + 0.342X, — 0.313X?2 Eq.l11-5

Les modeéles ont été simplifié par élimination des termes jugés non significatifs dans
I’analyse précédente (p-value>0,05), en fait, ces modéles gardent la méme qualité

d’ajustement.
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Le pourcentage de variation expliquée par les modéles mathématiques obtenus est

présenté dans le Tableau I11-15.

Tableau I11-15 : Facteurs Influent et variation explique par les modéles pour quatre réponses

Réponse Facteurs Influent et interaction | Variation expliquée par le modéle

%ACN
Tembs de rétenti Debit 99.95%

emps de rétention (%ACNX%ACN) IR
(DébitxpH)

%ACN
Débit
pH
(%ACNX%ACN)
(%ACNxpH)
(pHxpH)
%ACN
: i pH 0
Résolution 2 (%ACNX%ACN) 99.56%
(pHx*pH)
%ACN
(%ACNx%ACN)

Résolution 1 99.86%

Résolution 3 94.40%

Le modele calculé pour la résolution 3 rend compte d’environ 94 % de la variation des
résultats expérimentaux. Les modeles calculés pour le temps de rétention, résolution 1 et

résolution 2 dépassent 99 %.
111.2.5. Recherche des conditions optimales

L’ajustement de bonne qualité ayant été réalisé, 1’étape finale consiste a rechercher les
conditions optimales pour le probléme posé c’est-a-dire les valeurs du pourcentage en
modificateur organique (%ACN), du débit ainsi que le pH amenant a optimiser le temps de

rétention ainsi que la résolution des quatre substances.
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New i PH %ACN Débit
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D: 1,000 o, [3.30] [31.0] [0,6350]
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Figure I11-6 : Profil de désirabilité pour identifier les réponses Optimales. (Performance
maximale d=1, (pH=3.30, %ACN=31 et débit=0.635))

Selon la Figure 111-6, les conditions expérimentales donnant la valeur maximale de
désirabilité (D = 1) sont: modificateur organique de 31%, le pH de 3.30, et débit de 0.635
ml/min. Les valeurs des réponses prédites correspondant a la derniere valeur de D qui sont:
tr = 1.573 min, Rs12 = 4.00, Rsz;3 = 8,86, Rsz4 = 4,60. L'efficacite de prédiction du modéle a
été confirmée en effectuant I'expérience dans les conditions optimales et le chromatogramme

correspondant est présenté a la Figure 111-9.

111.3. Robustesse et espace de robustesse
Base sur les modeéles statistiques prédictifs du temps de rétention et des résolutions, un
espace de conception a été établi, il a permis de déterminer les conditions expérimentales

finales de la méthode, ainsi que I’évaluation de la robustesse sur le domaine expérimentale.

Le maintien de certaines conditions potentiel est primordial afin de construire 1’espace
de conception : une premiére condition requise pour la méthode; une bonne résolution
suppose que (Rs=>1.5), une deuxieme considération a savoir le plus court temps de rétention

(Tr). Enfin, une derniere considération peut étre adressée a la tolérance de robustesse d’un
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parametre ; plus le domaine de robustesse d’un paramétre est large plus le résultat sera

flexible et durable.

L’espace de conception modélise I’influence simultanée de trois parameétres sur la
réponse critique (Rs et Tr). La zone de robustesse de la méthode peut étre visualisée par la
zone blanche (Figure 111-7), dans laquelle les résolutions critiques ne peuvent pas étre

inférieures a la valeur fixée pour un temps de rétention inférieur 1.6 minute.

Figure 111-7 : Espace de robustesse représentant la zone robuste de toutes les réponses
sélectionnées par rapport aux trois facteurs indépendants (le pH de la solution tampon X1 et le
débit X3), avec % ACN=31

La Figure I11-7 montre un espace de conception (débit-pH-%ACN) dans lequel la
robustesse peut étre définie comme : débit 0.6 + 0.025 ml/min, pH 3.5 £+ 0.1, et un niveau
constant en % ACN (% ACN=31).

Pour appuyer ces resultats, nous avons realisé un test de robustesse par le plan de
Plackett-Burman [152]. Le choix des facteurs et leurs niveaux de variation, ainsi que la
sélection du plan expérimental et les réponses ont été effectués sur la base des parameétres de
I’espace de conception élaborés ci-dessus. Ensuite, apres 1’exécution des expériences et
I’obtention des resultats, nous avons évalue les effets des facteurs sur les réponses
guantitatives en parcourant deux outils analytiques, a savoir : test statistique et approche

graphique.
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L’effet de chaque facteur est calculé par 1’équation suivante :

_xY@® _XYQ) Eq.111-6

E=72 "Nz

Avec ZY(1) et XY(j) les sommes des réponses lorsque le facteur X est respectivement

aux niveaux +1 et —1, N le nombre d’expériences du plan.

La signification des effets de chaque facteur a été statistiquement évaluée par
comparaison avec le seuil critique (effet critique ou Ecritique) dérivé a partir de la loi t de
Student [153]:

Ecritique = teritique: (Ser) Eq.ll1-7
Avec (Ser) I’erreur type estimée sur un effet et teritique 1a Valeur du t de Student.

Un effet est considéré comme significatif si sa valeur absolue est plus grande que celle
de I’effet critique (ou le p-value correspondante est inférieure a 0,05). L’erreur type (Eer) est

estimée a partir des répétitions réalisées au centre du domaine expérimental.

Tableau I11-16 : Estimation des effets de facteurs par le plan de Plackett-Burman (analyse

statistique)
Facteurs Temps de rétention | Résolutionl | Résolution2 | Résolution3
pH 0.177 0.434 0.545 0.345
% ACN 0.378 0.932 0.867 0.104
Colonne [A] 0.767 0.826 0.867 0.456
Flow rate 0.869 0.849 0.945 0.054
Température 0.900 0.965 0.940 0.393

* effet non significatif p-value>0.05

Au vu des résultats des calculs statistiques (Tableau I11-16), nous remarquons gque nos
résultats ne sont pas affectés par de faibles modifications délibérées des parameétres

analytiques.
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Figure 111-8 : Graphique des quantiles demi-normaux pour I’estimation des effets de chaque

facteur sur les réponses

Par ailleurs, les effets des facteurs peuvent aussi étre interprétés graphiquement, donc
pour évaluer la signification de chaque facteur, la distribution des effets estimés a été utilisée.
La différence entre les valeurs moyennes des réponses obtenues aux deux niveaux du plan
expérimental (-1) et (+1), indique ’effet de chaque facteur sur la réponse. Les marqueurs
comprenant des facteurs ayant des effets faibles ou insignifiants (la différence observée entre
les deux moyennes est faible) sur la réponse vont décrire (approximativement) une droite sur
le graphique des quantiles demi-normaux (Figure I11-8). Deés lors, plusieurs graphes peuvent

étre dessinés pour une évaluation visuelle rapide.

A partir des graphes des quantiles demi-normaux (Figure I11-8), nous avons constaté
qu’aucun facteur n’affecte la détermination des (PDE-5i). Ainsi, en considérant ces résultats,
les différentes conditions expérimentales ont permis d’obtenir une séparation optimale avec

un temps de rétention réduit.
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I11.4. Conclusion de I’étude du développement

Cette étude a montré qu’un modéle polynomial d’ordre 2 semble modéliser
correctement la dite méthode chromatographique étudiée ici. Egalement, 1l apparait que les
conditions expérimentales optimales, ¢’est-a-dire celles permettant de minimiser le temps de

rétention et de maximiser la séparation entre les différents pics chromatographiques sont
obtenues pour les niveaux codés suivants :

X1= 3.5, X»=31, X3= 0.6.

En revenant aux unités initiales ceci correspond donc aux réglages donnés ci-dessous :
pH de 3.5, modificateur organique (% ACN=31) et débit de 0.6 ml/min.

Il convient maintenant de réaliser concrétement une ou plusieurs expériences en fixant
ces niveaux-la afin de Vvérifier si le temps de rétention ainsi que les résolutions obtenues

correspondent bien aux valeurs moyennes prédites par les modeles (Figure 111-9).
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Figure 111-9 : Chromatogramme obtenu lors du dosage de quatre substances inhibitrices de la

PDE-5i dans des les conditions optimales

Dans un cadre trés innovant la méthodologie des plans d’expériences a été utilisée
conjointement avec le design space, afin d’optimiser simultanément 1 analyse

chromatographique et estimer la robustesse de la méthode sur le domaine expérimental.

1. Prévalidation

IV.1. Conformité du systéeme

Le test d’aptitude du systéme analytique est évalué a partir de la comparaison des
coefficients de variation d’une méthode de dosage obtenu avec les valeurs de référence.

L’USP [154] insiste sur le fait que le coefficient de variation d’une méthode de dosage doit
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étre inférieur ou égal a 2 %. On remarque bien que les coefficients de variation du temps de
rétention CV % -(Tr) et les coefficients de variation des aires de pics CV %-Aire pic) ne
dépassent pas 2 % pour 6 injections répétitives (Tableau 111-17) [155]. Par ailleurs, le Centre
D’évaluation des Médicaments et de Recherche (CEDR) recommande une résolution Rs > 2
entre le pic d’intérét et le pic d’interférence potentielle le plus proche (impureté, excipient,

produit de dégradation, étalon interne, etc.) [156].

Tableau I11-17 : Test d’aptitude du systéme analytique (CV<2%)

Vardénafil | Sildénafil | Tadalafil | Udénafil

CV%-(Tr) 0.19 0.22 0.15 0.17
CV%-(Aire pic) 0.5 0.8 0.9 0.5
Résolution - 3.74 3.51 7.25

IV.2. La sélectivité

La sélectivité de la méthode a été évaluée par la comparaison des chromatogrammes
typiques obtenus en analysant une solution de blanc (la phase mobile), une solution de
standard d’étalonnage (étalon) et une solution de standard de validation (étalon + excipient).
Les résultats obtenus indiquent I’absence absolue de pics ou d’interférence au temps de

rétention qui correspond aux pics de quatre substances (Figure 111-10).

Figure 111-10 : Chromatogramme typique de ’analyse de standard d’étalonnage, de validation

et la phase mobile
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1V.3. Détermination d’intervalle de dosage
Nous avons choisi une gamme de concentration similaire pour chaque substance PDE-
5i, afin de démontrer I’existence d’une relation linéaire entre les concentrations et les

réponses (aires) :
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Figure 111-11 : Intervalle de dosage de sildénafil 0.002 a 0.006 mg/ml
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Figure I11-12 : Intervalle de dosage de vardénafil 0.002 a 0.006 mg/ml
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Figure 111-13 : Intervalle de dosage de udénafil 0.002 a 0.006 mg/ml
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Figure I11-14 : Intervalle de dosage de tadalafil 0.002 a 0.006 mg/ml

D’apres les (Figure I11-11 a Figure 111-14), on constate 1’existence d’une relation

linéaire entre les concentrations et les réponses (aires). Sur la base de ces résultats, le

protocole expérimental établi pour 1’étude de validation est résumé par le Tableau 111-18 et le

Tableau I11-19.
Tableau 111-18 : Protocole expérimental des standards de calibration
Niveau Niveau (%) | Pec(M@) | Var(MI) | Pear (MI) | Va2 (ml) | Conc (pg/ml)
1 50 100 0.002
2 75 200 0.003
2 100 5 25 1 50 0.004
4 125 2.5 100 0.005
5 150 3 100 0.006
Nombre de serie 3 séries, a raison d’une série par jour
Nombre de répétition 3 répétitions, pour chaque niveau dans chaque série
Tableau 111-19 : Protocole expérimental des standards de validation
Niveau Niveau (%) | Pee (M@) | Var(MI) | Peaz (MI) | Va2 (M) | Conc (ng/ml)
1 50 100 0.002
2 75 200 0.003
2 100 5 25 1 50 0.004
4 125 2.5 100 0.005
5 150 3 100 0.006

Nombre de série

3 séries, a raison d’une série par jour

Nombre de répétition

3 répétitions, pour chaque niveau dans chaque série
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V. Validation de la méthode de caractérisation des PDE-5i

V.1. Choix de la fonction de réponse
Avant de passer a la détermination de la fonction réponse, une évaluation

d’alignement des résultats est nécessaire.
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Figure 111-15 : Plans d’étalonnage et de validation du composé sildénafil. Les réponses de

validation sont représentées par des carres noirs, celles d’étalonnage par cercle jaune
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Figure 111-16 : Plans d’étalonnage et de validation du composé vardénafil. Les réponses de

validation sont représentées par des carrés noirs, celles d’étalonnage par cercle jaune
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Figure 111-17 : Plans d’étalonnage et de validation du composé udénafil. Les réponses de

validation sont représentées par des carrés noirs, celles d’étalonnage par cercle jaune
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Figure 111-18 : Plans d’étalonnage et de validation du composé udénafil. Les réponses de

validation sont représentées par des carres noirs, celles d’étalonnage par cercle jaune

Le Figures 111-15, 1I-16, I11-17 et 111-18 illustrent simultanément les données des
plans d’étalonnage et de validation des substances PDE-5i, les quatre substances présentent le
méme aspect, a savoir un bon alignement. On remarque que les réponses sont bien alignées
verticalement. Par conséquent, on n’aura pas besoin d’aligner nos résultats pour la

construction du profil d’incertitude.
Le choix de la fonction de réponse peut emprunter deux voies distinctes et différentes :

La premiere méthode est basée sur 1’é¢tude de la distribution des résidus standardisés

entre les valeurs obtenues et les valeurs prédites par le modele (Figure I11-19 a Figure 111-22).

Les modeles suivants ont été sélectionnés pour évaluer les paramétres de la validation:
modeéle de régression linéaire simple, modele de régression linéaire passant par 0 en utilisant
le niveau de concentration le plus élevé (0-Max), modéle de régression linéaire pondéré (1/x,
1/x?), modéle de régression linéaire quadratique, modéle de régression linaire aprés une

transformation logarithmique et une transformation racine carreée.
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Figure 111-19 : Distribution de résidus obtenus pour différents mod¢les d’étalonnage pour la
substance sildénafil. (A) Modele linéaire simple, (B) Modéle 0-Max, (C) Modele linéaire
quadratique, (D) Modele linéaire simple pondéré, (E) Modéle quadratique pondéré, (F)

Modeéle linéaire apres transformation racine carrée

D’apres la Figure 111-19, il est intéressant de remarquer que les résidus obtenus par le
modele linéaire simple et le modéle linéaire pondérer (1/x) appartient a I’intervalle + 2.

Cependant le modéle 0-Max présent un résidu a I’extérieur de I’intervalle +2 au niveau de

120



Chapitre I11. Développement et validation d’une nouvelle méthode UPLC pour lutter
contre la contrefacon des médicaments de trouble d’érection

concentration 0.002 pg/ml, également, plusieurs résidus sortent de 1’intervalle £2 au niveau de
concentration 0.006 pg/ml pour le modele de régression linéaire quadratique, modéle de

régression linéaire quadratique pondéré et le modeéle de régression linéaire aprés

transformation racine carrée.
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Figure I11-20 : Distribution de résidus obtenus pour différents modeéles d’étalonnage pour la
substance vardénafil. (A) Modéle linéaire simple, (B) Modéle 0-Max, (C) Modele linéaire
quadratique, (D) Modele linéaire simple pondéré, (E) Modéle quadratique ponderé, (F)

Modele linéaire aprés transformation racine carrée
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Figure 111-21 : Distribution de résidus obtenus pour différents mod¢les d’étalonnage pour la

substance udénafil. (A) Modele linéaire simple, (B) Modele 0-Max, (C) Modéle linéaire

quadratique, (D) Modéle linéaire simple pondéré, (E) Modéle quadratique pondéré, (F)

Modeéle linéaire apres transformation racine carrée
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Figure 111-22 : Distribution de résidus obtenus pour différents mod¢les d’étalonnage pour la
substance tadalafil. (A) Modele linéaire simple, (B) Modele 0-Max, (C) Modéle linéaire
quadratique, (D) Modéle linéaire simple pondéré, (E) Modéle quadratique pondéré, (F)

Modeéle linéaire apres transformation racine carrée
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Le résidu standardisé le plus élevé (de 1’ordre de -2.38 pour le niveau de concentration
0.006) correspond a I’'une des expériences qui sorte de I’intervalle £2 pour le modele de
régression linéaire simple, également, ces résidus élevés sont retrouvées dans la 1’ensemble
des modéles de régression a 1’exception du modele 0-Max (Figure 111-20). Pour ce modele, il
est prévisible que la plupart des résidus restent a 1’intérieur de I’intervalle +2, par conséquent,
ce modele sera considéré par la suite pour le calcul des autres paramétres pour la substance

vardénafil.

Concernant la substance udénafil, on vérifie aisément la distribution des résidus avec
les deux modéles a savoir: modéle de régression lineaire simple, modéle de régression
linéaire quadratique et le modele de régression linéaire quadratique pondéré (Figure I11-21).
Pour la substance tadalafil les résidus qui appartient a 1’intervalle £2 ont été obtenus avec les
modeles suivants : modéle de régression linéaire simple, modéle de régression linéaire simple
pondérée et le modéle de régression linéaire aprés une transformation racine carrée
(Figure 111-22). Remarquons que pour les modéles 0-Max, le modele de régression linéaire
quadratique et le modéle de régression linéaire quadratique pondéré présentent un résidu a

I’extérieur de I’intervalle £2 pour le biveau de concentration 0.006ug/ml.

La deuxiéme méthode consiste a évaluer les limites d’incertitude a I’intérieur des limites

d’acceptabilité.

Selon les recommandations de 1’USP, et pour avoir une idée sur I’efficacité d’un principe
actif, ’intervalle standard d’activité des produits manufacturés est compris entre 95% et 105% ou
entre 90% et 110% de la quantité étiqueté [157, 158] . De plus, aucune méthode officielle
d'analyse de l'uniformité de la teneur par HPLC n'a été rapportée dans la pharmacopée américaine
(USP), la British Pharmacopoeia (BP) ou I’European Pharmacopoeia (EP) pour les quatre
substances PDE-5i, pour cela nous avons decidé de choisir £10% comme valeur pou les limites

d’acceptation.
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Figure I11-23 : Evaluation des limites d’incertitude a I’intérieur des limites d’acceptabilité
pour différents modéles d’étalonnage pour la substance sildénafil. (A) Mode¢le linéaire simple,
(B) Modele 0-Max, (C) Modele linéaire quadratique, (D) Modele lineaire simple pondéreé, (E)

Modeéle quadratique pondéré, (F) Modéle linéaire apres transformation racine carrée

D’aprées la Figure 111-23, il est intéressant de remarquer que les limites d’incertitude
obtenues par le modeéle linéaire simple, le modéle linéaire pondérer (1/x) et le modeéle linéaire
apres transformation racine carrée appartient aux limites d’acceptabilité +10%. Cependant, le
modele 0-Max présent des valeurs d’incertitude a 1’extérieur des limites d’acceptabilité a
plusieurs niveaux de concentration, également, des valeurs d’incertitude sortent des limites
d’acceptabilité au niveau de concentration 0.002 mg/ml pour le modele de régression linéaire
quadratique et modele de régression linéaire quadratique pondeéré.
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Figure I11-24 : Evaluation des limites d’incertitude a I’intérieur des limites d’acceptabilité
pour différents mode¢les d’étalonnage pour la substance vardénafil. (A) Mode¢le linéaire
simple, (B) Modeéle 0-Max, (C) Modele linéaire quadratique, (D) Modeéle linéaire simple
pondéré, (E) Modele quadratique pondéré, (F) Modele linéaire aprés transformation racine

carrée

126



Chapitre 111. Développement et validation d’une nouvelle méthode UPLC pour lutter
contre la contrefacon des médicaments de trouble d’érection

15 - \A 30 ~ \E

10 = e e e e e e e e = = - 20

%5- S 10 = = = - - - - -
20 - S o

8.5 - 10 tm= == b e = - - = - -
= =

T10 e e e e e e en e e e e - = .20 -

-15 T 1 -30 T 1

0,002 0,004 0,006 0,002 0,004 0,006
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)

15 - Cl 15 - D
Alo———————————— 10 o oo oo oo o e e e e o e
S S
g 5 1 5 O
2 0- So-

g 5 - 85 -
£ £
0 s e o e an e e e s - 10 e e e e en an e e e e e o
-15 T ) -15 T )
0,002 0,004 0,006 0,002 0,004 0,006
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)

)
Rl

10 e e = = = = = = - - 10 = e e e e e e e = = - .

g g

S 5 - ~ 5 -

° °

2 0 2 0

S0 e e - e - e - - - - T0 e s an s e s e s e e w= o«
-15 . . -15 . .
0,002 0,004 0,006 0,002 0,004 0,006

Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)

Figure I11-25 : Evaluation des limites d’incertitude a I’intérieur des limites d’acceptabilité
pour différents modeles d’étalonnage pour la substance udénafil. (A) Mode¢le linéaire simple,
(B) Modele 0-Max, (C) Modéle linéaire quadratique, (D) Modele linéaire simple pondéré, (E)

Modele quadratique pondéré, (F) Modéle linéaire apres transformation racine carrée
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Figure 111-26 : Evaluation des limites d’incertitude a I’intérieur des limites d’acceptabilité
pour différents modeéles d’étalonnage pour la substance tadalafil. (A) Modéle linéaire simple,
(B) Modele 0-Max, (C) Modele linéaire quadratique, (D) Modele linéaire simple pondéré, (E)

Modele quadratique pondéré, (F) Modeéle linéaire apres transformation racine carrée

L’évaluation des limites d’incertitude vis-a-vis les limites d’acceptabilité conduit a
définir le mode¢le de régression le plus adéquat. D’apres la Figure 111-23 & Figure 111-26, on

constate que les profils les plus favorables qui permettent d’atteindre notre objectif sont ceux
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obtenus avec le modéle de régression linéaire simple, linéaire simple pondéré et apres
transformation racine carrée pour ’ensemble des substances PDE-5i, également, le modele
linéaire quadratique pondéré semble évaluer correctement les limites d’incertitude pour la
substance tadalafil. Par contre, avec le modéle 0-Max, le modéle de régression linéaire
quadratique et le modéle de régression quadratique pondéré il est impossible d’obtenir des

limites d’incertitude a I’intérieur des limites d’acceptabilité.

Maintenant que le choix de la fonction réponse a été réalisé par les deux méthodes,
I’étape qui suit consiste a évaluer ces résultats. Nous remarquons une étroite corrélation entre
les résultats obtenus par les deux méthodes pour le sildénafil, udénafil et tadalafil, cependant,
il est difficile de retrouver cette concordance pour le vardénafil. Pour cela nous avons décidé

d’opter pour la méthode flexible qui offre plus de choix qui n’est autre que la deuxi¢me.

A travers le modéle de calibration retenu (Tableau 111-20), les concentrations de
standards de validation ont été¢ calculées en retour ce qui permet d’obtenir le biais relatif
moyen pour chaque niveau de concentration et de retrouver les limites supérieures et

inférieures d’incertitude pour une proportion 3 et une confiance y.

Tableau 111-20 : Modg¢les de régression retenus pour 1’évaluation des critéres de la validation

analytique
Substances Modele_de Séries Or,dopr?ee a Pente R2(%)
regression P’origine
Série n°1 496,73 1806200 99
Sildenafil | Linéaire simple |Série n°2 566,73 1762033 99,2
Série n°3 710,27 1735133 98,8
Série n°1 59.3 1658067 99,5
Vardénafil | Linéaire simple | Série n°2 217.4 1596367 99,6
Série n°3 346.1 1583133 99,1
Série n°1 120.6 2333567 98,6
Udénafil | Linéaire simple [Série n°2 268.7 2260600 98,3
Série n°3 194.6 2298000 97,8
Série n°1 170,4 3214100 99,6
Tadalafil | Linéaire simple [ Série n°2 673,7 3063367 99,6
Série n°3 604,3 3081300 98,6

Pour chaque série de mesure, et en s’appuyant sur les modeéles de régression retrouvés,

les concentrations de standards de validation ont été calculées en retour.
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A travers le calcul précédant, nous avons obtenu le biais relatif moyen pour tous les
niveaux de concentration, ainsi que I’intervalle de tolérance de futures mesures pour une

proportion B égale a 95 % avec un niveau de confiance y égale a 95 %.

Nous avons examiné les profils d’incertitudes obtenus pour quatre substances. Ainsi,
en considérant le modéle de régression linéaire simple, les limites d’incertitude relative (LIR)

n’excedent pas les limites d’acceptabilité de 10 % pour les quatre substances (Figure 111-27).

Etant donné que les (LIR) n’excédent pas les limites d’acceptabilité a différents
niveaux de concentration, I’objectif de ladite méthode demeure atteint. Cet objectif repose sur
le fait de caractériser les substances inhibitrices de la PDE-5 dans des échantillons contrefaits

avec une probabilité de futures mesures qui ne dépasse pas la limite d’acceptabilité de 10 %.

En conséquence, le modele de régression linéaire simple a été le plus adéquat pour la
prédiction inverse. Il a assuré des résultats fiables qui s’accordent avec 1’objectif de cette
méthode. Le choix des profils d’incertitude a ét¢ effectué a travers les résultats (de la

Figure 111-23 a Figure 111-26).
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Figure 111-27 : Profil d’incertitude du dosage des (PDE-5) par UPLC-DAD dans une matrice
pharmaceutique. (A : Sildénafil, B : Vardénafil, C : Udénafil et D : Tadalafil), (Fonction de

réponse : lineaire simple), les limites d'acceptabilité definis a 10%
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V.2. Justesse

La justesse est un critére considérable dans la validation analytique, il évalue 1’erreur
systématique d’une méthode analytique [101]. Elle est représentée par les biais relatifs, qui
sont déterminés a partir des concentrations retrouvées. Les biais relatifs obtenus pour
I’ensemble des substances sont inférieurs a 2 % (Tableau 111-21). En considérant ces résultats,

la justesse de la méthode est satisfaisante.

V.3. Fidélité
La Fidélité est une indication de I’erreur aléatoire [101]. Elle a été estimée a deux
niveaux a savoir la répétabilité et la fidélité intermédiaire, en considérant chaque niveau de

concentration utilisé en validation.

Le Tableau I11-21 résume les coefficients de variation de répétabilité et de la précision
intermédiaire. Les résultats n’excédent pas la valeur de 1.4 %, ils ont un rapport de Horwitz
maximal inférieur a 0.5 [159]. Ces valeurs indiquent une homogénéité des échantillons de

validation, par conséquent, une fidélité acceptable de la méthode développée.

Tableau I11-21 : Résultats de la fidélité et la justesse pour une méthode de dosage des PDE-5

Justesse Fidélité
Substance | Niveau de concentration (pg/ml)
Biais (%) | Recouvrement | Répétabilité (%0) | Fidélité intermédiaire (%0)
0,002 -1,04 98,96 0,67 0,93
0,003 -2,15 97,85 0,59 0,59
Sildénafil 0,004 1,29 101,29 0,54 0,90
0,005 1,25 101,25 1,34 1,34
0,006 0,55 100,55 1,22 1,22
0,002 -0,24 99,76 0,78 0,86
0,003 -0,02 99,98 1,15 1,30
Vardenafil 0,004 -0,33 99,67 1,08 1,08
0,005 -0,18 99,82 0,57 0,69
0,006 0,04 100,04 0,55 1,20
0,002 0,57 100,57 0,76 1,00
0,003 -1,98 98,02 0,59 0,72
Udenafil 0,004 -0,47 99,53 0,39 0,84
0,005 -0,28 99,72 0,30 0,97
0,006 -0,89 99,11 0,39 0,55
0,002 -1,02 98,98 0,67 0,69
0,003 1,98 101,98 0,64 0,64
Tadalafil 0,004 0,61 100,61 0,31 0,93
0,005 0,14 100,14 1,86 1,86
0,006 0,37 100,37 0,57 0,60

131




Chapitre I11. Développement et validation d’une nouvelle méthode UPLC pour lutter
contre la contrefacon des médicaments de trouble d’érection

V.4. Profil d’incertitude

Les intervalles de tolérance ont été établis selon la méthode de Mee [114], les valeurs
de B et y ont été fixés a 95 % et 95 % respectivement. Les limites d’incertitude calculées sont
exprimées en valeurs relatives (Tableau I11-22). D’aprés les résultats du Tableau, la méthode a
été validée avec succes pour le dosage des quatre substances, étant donné que valeurs des

limites d’incertitude relative ne dépassent pas limite d’acceptations de + 10 %.

Les profils ainsi obtenus Figure 111-27, montrent qu’aucune limite d’incertitude n’a
dépassé les limites d’acceptabilité £10%. Cet outil décisionnel déclare la validité de la

méthode.

Tableau 111-22 : Résultats de la validation analytique du dosage des (PDE-5) par UPLC-DAD

dans une matrice pharmaceutique en utilisant le profil d’incertitude

Paramétres estimé Niveaude | oy icocit | Vardénafil | Udénafil Tadalafil
Concentration
1 -1.05 -0.23 0.22 0
2 2.18 -0.01 -0.03 0.03
Biais (%) 3 1.30 20.32 20.25 20.02
4 1.26 -0.17 0.22 -0.04
5 0.53 0.037 -0.22 0
1 0.68 0.78 0.17 0.37
Répétanilit 2 0.58 1.15 0.40 0.25
3 0.54 1.08 0.28 0.25
(RSD%) 4 1.30 057 0.22 0.07
5 1.19 0.55 0.12 0.27
1 1.02 0.86 0.41 0.45
Fidelité intermediaire 2 0.58 1.30 0.43 0.26
3 0.95 1.08 0.43 0.34
(RSD%) 4 1.30 0.69 0.22 0.22
5 1.19 1.20 0.38 0.38
1 [-3.6, 1.5] | [-2.4, 1.9] | [-1.98, 2.42] | [-2.94, 2.94]
[-3.5, -
Limites dPincertitude 2 0] [-3.3,3.3] | [2.72, 2.65] | [-1.60, 1.67]
o 3 [15,3.0] | [-2.9,2.2] | [-2.92, 2.42] | [-2.21, 2.15]
relative (%) 4 [19,4.4] | [-2.0,1.7] | [0.88, 1.33] | [-1.16, 1.07]
5 [-2.1,3.2] | [5.2,5.3] | [-2.16, 1.71] | [-2.42, 2.42]
R 1 5.97 5.46 2.20 2.94
:gfaet:f,';”de Clargie 2 2.84 8.34 2.68 1.64
3 5.72 5.47 2.67 2.18
4 6.85 4.49 111 111
5 4.13 6.69 1.94 2.42
1 0.92 0.13 0.36 0.009
2 0.10 1.08 0.00 0.00
Risque (%) 3 2.37 0.27 0.07 0.008
4 1.48 0.08 0.00 0.14
5 0.52 4.14 0.42 0.02
Décision Valide Valide Valide Valide
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V.5. Limite de quantification

La limite de quantification est la plus faible quantité de substance analysée dans des
conditions expérimentales bien définies [160]. Elle a été estimée en utilisant la relation
suivante :

LQ =10 x Sail‘) Eq.111-8

avec

Sa0: I'écart type de la réponse ;

a1 : la pente de la courbe d'étalonnage.

Tableau I11-23 : Valeurs estimées de la Limite de Quantification pour les quatre (PDE-5i)

Substances LQ (ug/ml)
Sildénafil 0.00034
Vardénafil 0.00093
Udénafil 0.00218
Tadalafil 0.00115

Le Tableau I11-23, donne un apercu de la LQ estimée pour chacun des substances

considérées.

V.6. Lineéarité
La linéarit¢ d’une procédure analytique est sa capacité a obtenir, a I’intérieur d’un
certain intervalle de dosage, des résultats directement proportionnels a la concentration de la

substance a examiner dans 1’échantillon [101].

Nous avons appliqué I’approche basée sur les intervalles de tolérances absolues (ITA).
Ainsi pour qu’une méthode soit démontrée linéaire, il faudrait que les limites de tolérance

absolues soient comprises dans les limites d’acceptabilité prédéfinies.
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Figure 111-28 : Profil de linéarité de la méthode UPLC pour la détermination de : Sildénafil
(A)-Vardenafil (B)-Udénafil (C) et Tadalafil (D)

Effectivement, la Figure 111-28 montres clairement que les limites de tolérance
absolues sont comprises dans les limites d’acceptabilité de + 5 %, donc la linéarité de la

méthode UPLC développée est ainsi démontrée.

V.7. Profil de risque

Le profil de risque a été examiné en considérant chaque niveau de concentration utilisé
en validation. C’est un outil récemment recommandé pour acquérir diverses informations
capables de comprendre et améliorer les procédures analytiques [121]. Plusieurs fonctions de
réponse ont été évaluées pour calculer la probabilité que les futures mesures générées par

notre méthode chromatographique outrepassent les limites d’acceptation.

Seules trois fonctions de réponse permettent d’estimer le risque de futures mesures a

I’intérieur des limites d’acceptation, a savoir : linaire simple, linéaire pondéré et le modele
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apres une transformation de racine carrée (Figure 111-29). Cependant en considérant les deux
derniers mod¢les, le risque d’avoir des mesures futures en dehors des limites d’acceptabilité
de 5 % est important pour le vardénafil au niveau de concentration 0.006 mg/mL. Par contre,
le modéle de régression linéaire simple est capable de fournir de futures mesures incluses
dans la limite d’acceptation. Pour se faire et pour rester dans 1’unicité du modele appliqué,
nous avons considéré le modele de régression linéaire simple pour établir le profil de risque

afin de justifier les résultats obtenus avec le profil d’incertitude.
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Figure 111-29 : Profil de risque de la méthode UPLC-UV pour la détermination des quatre
substances inhibitrice de la PDE-5 dans une matrice pharmaceutique pour la limite
d’acceptabilité 5%. Le risque maximal toléré a été fixé a 5%. (A : Sildénafil, B : Vardénafil,
C : Udénafil et D : Tadalafil)

La Figure 111-29 montre que le risque d’avoir de futures mesures en dehors des limites
d’acceptabilité¢ de 5% est pratiquement faible pour tous les niveaux de concentration

examinés. Ces résultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus par le profil
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d’incertitude. En considérant le modele de régression simple, le risque ne dépasse pas 5%

pour les quatre substances, on conclut que la méthode est valide.

V.8. Application sur des échantillons réels

La méthode proposée a été appliquée a 1’analyse de 23 échantillons réels, y compris

des suppléments alimentaires, des médicaments contrefaits et des préparations a base d’herbes

destineées pour le Dysfonctionnement érectile. Les préparations de ces échantillons ont été

adaptées de maniere a ce que les concentrations se situent dans les intervalles de dosage. Les

chromatogrammes obtenus dans 1’analyse de ses échantillons sont présentés dans I’annexe 1.

Tableau I11-24 : Taux de récupération des substances actif dans des échantillons contrefaits

. Taux de récupération en principe actif (%) Impureté
Echantillons | Type Sildénafil | Tadalafil | Vardenafil | Udénafil | inconnu
M1 Comprimé 147 - - - -

M2 Comprimé 392 - - - -
M3 Comprimé <1 - - - +1
M4 Comprimé 176 - - - -
M5 Comprimé 113 - - - -
M6 Comprimé 50 - - - -
M7 Comprimé 142 - - - -
M8 Comprimé 156 - - - -
M9 Comprimé 5 - - - -
M10 Gélule 52 - - - -
M11 Gélule <1 <1 <1 <1 -
M12 Sirop 1mg per g - - - -
M13 Sirop 1mg perg - - - -
CA Miel 53 (1dose) - - - -
CA Miel 41 (1dose) - - - -
CA Miel 56 (3dose) - - - -
CA Miel 56 (3dose) - - - -
CA Préparation a base de | <1 <1 ) )
plantes
CA Préparation abase de | _; i i ) 3
plantes
CA Préparation a base de | i i ) )
plantes
C1l Bonbon <1 - - - -
C2 Bonbon <1 <1 - - +1
C3 Bonbon - <1l - - +5
(M : médicament, CA : complément alimentaire, C : bonbon), (- : non détecté, + : au moins

une impureté détecte).

La quantité nominale revendiquée en sildénafil égale a 100 mg, le taux de récupération d’un

échantillon conforme est compris entre 98% et 102%.
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Les concentrations des 4 (PDE-5i) détectées dans les échantillons contrefaits sont
présentées en taux de récupération par rapport aux quantités nominales revendiquées
(Tableau 111-24). Les résultats ont montré que (91 %) d’échantillons contenaient au moins un
des composés ciblés. Parmi les échantillons étudiés, le sildénafil a été retrouvé dans 78 %
d’échantillons a des concentrations allant de 0.18 mg a 400 mg par union posologique. De
plus, le tadalafil a été retrouve dans 17 % d’échantillons avec une variation inférieure a 1 mg

par échantillons, par contre, la composition d’un seul échantillon était négative.

Dans la plupart des échantillons, la substance sildenafil a été retrouvée, mais, comme
le montre le Tableau 8, la plupart des produits étaient d’une maniére ou d’une autre non
conformes. Par exemple, la teneur en sildénafil doit se situer entre (98,0 et 102.0 pour cent
selon la pharmacopée européenne 8.0) par rapport a la quantité nominale déclarée [161]. Pour
les échantillons codés M1—M9 (Tableau I11-24), la quantité de sildénafil récupérée varie
entre (6 %-392 %) par rapport a la quantité nominale revendiquée de 100 mg, alors que pour
I’échantillon M6, 98 % de la quantité revendiquer pour 50 mg a été mesurée, de plus, la
quantité des autres inhibiteurs mesurée dans ces échantillons était faible voir inexistante.
Compte tenu la (sous/sur-estimation) des quantités revendiquées en principe actif, ces
échantillons sont toutefois considérés comme non conforme. De méme, les autres échantillons
codés (M10—M13, CA et C) n’étaient pas conformes, car le contenu des 4 principes actifs

était inférieur aux critéres d’acceptation.
VI. Conclusion

Dans ce chapitre, une nouvelle stratégie analytique a été développée et appliquée avec
succes pour la caractérisation des médicaments de trouble d’érection contrefait. Des outils
chimiométriques, ont été exploités pour mettre au point notre méthode UPLC. Il s’agissait de
I’utilisation de la méthodologie des plans d’expérience, le design space ainsi que les profils
d’incertitude et de risque pour démontrer que notre procédure chromatographique fonctionne

de maniére fiable et peut étre utilisé conformément a 1’usage pour lequel elle est prévue.

En phase de développement, nous avons constaté que la separation de quatre
substances inhibitrices de la Phosphodiestérase type 5 par la méthode UPLC semble étre
parfaitement modélisé par un modele polynomial d’ordre deux. En effet, la méthodologie des
plans d’expériences a permis de mettre en évidence I’impact de variation du pH de la phase

mobile, du pourcentage du modificateur organique ainsi que I’influence du débit de la phase
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mobile. De plus, le concept « design space » a permis de définir la zone de robustesse de la

méthode.

En ce qui concerne la qualité et la fiabilité des mesures générés, notre technique
séparative a fait ’objet d’une validation analytique via deux approches a savoir : le profil
d’incertitude et le profil de risque. Les résultats obtenus montrent que I’incertitude des futures
mesures ne dépasse pas les limites d’acceptabilité pour un risque inférieur a 5 %. Cela revient
a dire que ladite méthode est disponible et apte pour le contréle routinier des médicaments

contrefaits.
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Chapitre IV. Capacité du profil d’incertitude a statuer sur la validité des
méthodes destinées a I’analyse des médicaments contrefaits
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Chapitre 1V. Capacité du profil d’incertitude a statuer sur la validité des méthodes
destinées a I’analyse des médicaments contrefaits

I. Introduction

Le contrdle analytique d’un médicament est indispensable pour démontrer son
efficacité pendant toute sa durée de validité. Ainsi, les laboratoires pharmaceutiques sont
tenus de prouver que les méthodes d’analyses employées sont parfaitement valides et fiables
non seulement pour déterminer 1’usage auquel ils sont prévus, mais également pour évaluer la

qualité de tous les échantillons futurs, authentiques ou contrefaits.

Nous consacrons le dernier chapitre a évaluer la capacité du profil d’incertitude a
statuer sur la validité des méthodes destinées a I’analyse des médicaments contrefaits. En
effet, notre objectif est de voir si cette nouvelle stratégie récemment introduite par notre
laboratoire peut éventuellement aider comme outil chimiométrique pour garantir les résultats
émanant des méthodes analytiques qui sont au service a la lutte contre la falsification des

produits pharmaceutiques.

En résumé, ce chapitre expose les résultats de la validation de quatre techniques

analytiques :

- Le dosage de la quinine sulfate dans des comprimés de qualité inférieure par
Spectrophotométrie UV-Visible.

- La caractérisation de la Quinine dihydrochoride dans des gouttes orales
contrefaites par la Spectroscopie NIR.

- La caractérisation des solvants résiduels dans les médicaments falsifiés par une
méthode GC-MS.

- Et la caractérisation d’'un médicament a base de sulbactam et céftriaxon de qualité

inférieure une méthode HPLC.

Il. Spectrophotométrie UV-Visible pour le dosage de la quinine sulfate dans des

comprimés de qualité inférieure

11.1. Domaine d’application

Dans un premier temps, nous avons exploité les données d’un exemple de méthode
spectrophotométrique « UV-Visible » utilisee principalement pour le contrdle de qualité des
médicaments de qualité inférieure [162]. La présente étude présente porte sur la validation
d’une méthode spectrophotométrique UV-Visible : méthode pour la détermination de la

quinine sulfate dans des comprimés de quinine 500 mg.
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11.2. Plan expérimental de la validation

Dans cet exemple, J. K. Mbinze et al. [162] ont développé une méthode simple et
rapide faisant intervenir la spectrophotométrie UV-Visible, concue pour le contréle de qualité
des médicaments de qualité inférieure. La stratégie analytique est hautement recommandée
afin d’avoir une idée générale sur la composition des produits, ainsi, d’analyser leurs
empreintes chimiques. Egalement, cette technique & plusieurs avantages tels que : simplicité,

rapidité et surtout la non ou peu d’utilisation des solvants organiques.

La méthode a été validée selon 1’approche du SFSTP en utilisant le B-expectation
tolérance intervalle pour construire le profil d'exactitude. Le plan expérimental pour

I'étalonnage et la validation a été réalisé respectivement comme suit :
3x3%x3=27et5x3x3=45,

Le modeéle linéaire passant par 0 est le modele de régression approprié. Le risque a été

fixé a5 %, alors que les limites d’acceptabilité A ont été fixées a +10 %.

Le Tableau IV-1 regroupe les résultats des parametres principaux de validation de la

méthode.

Tableau IV-1 : Paramétres de validation de la Méthode Spectrophotométrique UV-Visible
pour le dosage de la Quinine sulfate dans la forme (comprimé)

Concentration (ug/ml) | Biais (%) | Répétabilité (%) | Fidélité intermédiaire (%)
2 0.26 141 141
4 1.58 1.11 1.42
6 0.36 0.99 1.07
8 0.75 0.73 0.73
10 0.33 0.53 0.83

11.3. Résultats et discussion

Le profil d’incertitude est un outil décisionnel graphique a la fois simple et efficace
dont I’objectif principal est surtout de rassembler deux concepts importants a savoir la
validation analytique et I’incertitude de mesure. C’est un outil qui utilise la notion de
I’incertitude basée sur 1’erreur totale pour évaluer la performance des méthodes analytiques. Il
stipule que pour qu’une méthode soit valide si est seulement si les limites d’incertitude (L, U)

s’insere totalement dans les limites d’acceptation (-A, A).
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A partir des données du plan expérimental et moyennant différents valeurs de B-
content, les limites d’incertitude ont été estimées ainsi que leurs profils correspondant ont été

construit.

Les résultats obtenus sont résumeés dans le Tableau 1V-2. Les profils d’incertitude
obtenus est illustré sur la Figure 1V-1. Comme on peut le voir a partir des reésultats, la
méthode est valable, puisque les différentes limites d’intervalles d’incertitude ne dépassent
pas les limites d’acceptation (A= 10 %) pour toutes les proportions considérées : p = 66.7, 90
et 95 %. Tout aussi important, on constate que les valeurs d’incertitude élargie estimée par le
profil d’incertitude montrent toujours des valeurs plus importantes que celle estimée par le

profil d’exactitude Tableau I1V-3.

Tableau V-2 : Résultats de validation de la méthode Spectrophotométrique UV-Visible pour
la détermination de la Quinine sulfate (comprimé) le profil d’incertitude (B=66.7% et90%,
v=95%). (Limite d’acceptabilité A= 10%)

B.y-Content tolérance intervalle
(B=66.7 et y=95%) (B=90 et y=95%) (B=95 et y=95%)
] Limite d’incertitude (%) | Limite d’incertitude (%) | Limite d’incertitude (%)
Concentration (ug/ml) — — — — — —
Inférieur Supérieur | Inférieur Superieur Inférieur Superieur
2 -4,0766 4,0966 -6,8648 6,8848 -8,1396 8,1596
4 -4,6027 47227 -7,7653 7,8853 -9,2063 9,3263
6 -3,3512 3,3912 -5,645 5,685 -6,692 6,732
8 -2,0558 2,1758 -3,4993 3,6193 -4,1593 4,2793
10 -2,5748 2,6348 -4,3387 4,3987 -5,1416 5,2016

Il convient d’étre trés prudent avec de telle démarche, car, I’augmentation de ces
valeurs provoque un ¢€largissement de 1’intervalle d’incertitude quitte a avoir la confirmation a
postériori que certains effets d’incertitude négliger par I’approche de ’erreur totale. Cette
augmentation est en mesure d’assurer la déviation de I’intervalle d’incertitude a I’intérieur des

limites d’acceptabilité comme I’expose la Figure 1V-1.
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Tableau IV-3 : Valeurs d’incertitude élargie de la méthode Spectrophotométrique UV-Visible pour la détermination de la Quinine sulfate

Incertitude élargie (%)
Concentration B-Expectation B,y-Content tolérance intervalle
(ug/ml) tolérance intervalle (B=66.7 et . .
Hg (B=95%) \=95%) (B=90 et y=95%) | (B=95 et y=95%)
2 2,78 4,0866 6,8748 8,1496
4 3,12 4,6627 7,8253 9.2663
6 2,28 3,3712 5,665 6,732
8 1,54 2,1158 3,5593 4,2193
10 1,86 2,6048 4,3687 5,1716
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Figure IV-1 : Profil d’incertitude de la méthode de détermination de la Quinine sulfate (comprimé) (A) p=66.7 et y=95%, (B) p=90% et y=95%
et (C) B=90% et y=95%. (Limite d’acceptabilité A= £10%)
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I11. Spectrophotométrie NIR pour caractériser la Quinine dihydrochoride dans des

gouttes orales

111.1. Domaine d’application

De plus en plus utilisée dans le secteur pharmaceutique, la Spectroscopie proche
infrarouge est I’une des méthodes primaires utilisées dans la lutte contre la contrefagon des
médicaments, elle présente plusieurs avantages a savoir : 1’analyse rapide, non destructive et
ne nécessite pas d’étape de préparation. Compte tenu de ces avantages, Mbinze et al.[163]
propose le développement et la validation d’une méthode NIR capable de déterminer et

quantifier la Quinine dihydrochoride dans des solutions de gouttes orales a 20% (P/V).

111.2. Plan expérimental de la validation
Le modele prédictif NIR a été validé par I’approche de 1’erreur totale en se basant sur
le profil d’exactitude. L’évaluation des critéres de la validation a été réalisée suivant un plan

expérimental pour I'étalonnage et la validation comme suit: 3 x 3 x 3 =27 et 5 x 3 x 3 =45,

La régression des moindres carrés partiels a été utilisée pour générer le modeéle
prédictif adéquat. La méthode a été validée avec ’approche «erreur totale» dans I’intervalle
de concentration de 50 % a 150 % de la valeur nominale, la valeur de B-expectation a été
choisie égale a 95%, alors que les limites d’acceptabilité A sont fixées a +£10%. De plus, Les
résultats des parameétres principaux de validation de la méthode sont résumés dans le
Tableau 1V-4.

Tableau IV-4 : Paramétres de validation de la Méthode spectroscopique NIR pour le dosage
de la Quinine dihydrochoride

Concentration (ng/ml) Biais (%) Répétabilité (%) | Fidélité intermédiaire (%)
50 -0.19 1.12 1.36
75 0.05 0.63 0.76
100 1.63 1.24 1.24
125 0.37 0.29 1.33
150 -0.98 0.79 0.82
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111.3. Résultats et discussion

Afin de statuer sur la validité de la méthode NIR pour la caractérisation de la Quinine
dihydrochoride dans des solutions de gouttes orales, nous avons appliqué 1’approche du profil
d’incertitude. Ainsi, la validité de la méthode a été vérifiée moyennant différentes valeurs de

[-content.

Les limites supérieures et inférieures d’incertitude calculées selon la méthode de Mee
et exprimées en valeur relative (%) sont présentées sur la Figure IV-2 en fonction des

concentrations introduites.

Comme on peut le voir a partir des résultats (Tableau 1V-5), la méthode a été validée
avec succes, étant donné que les intervalles dincertitude sont inclus dans les limites

d'acceptation A = 10% pour tous les niveaux de concentration testés.

A partir des résultats du Tableau IV-6, on remarque que les incertitudes élargies relatives ne

dépassent pas les limites d’acceptabilité fixées a 10 % pour chaque niveau de concentration.

Remarquons que I’augmentation importante des valeurs d’incertitude (Tableau 1V-6)
provoque un ¢largissement de I’intervalle d’incertitude, mais sans qu’il dépasse les limites

d’acceptabilité.

Tableau IV-5 : Résultats de validation de la méthode de détermination de la Quinine
dihydrochoride par le profil d’incertitude (f=66.7%, 90, 95%, y=95%).

(Limite d’acceptabilité A= 10%)

B,y-Content tolérance intervalle

(B=66.7 et y=95%) (B=90 et y=95%) (B=95 et y=95%)
) Limited de tolérance (%) | Limite d’incertitude (%) | Limite d’incertitude (%)
Concentration (ug/ml) ——— — — — — —
Inférieur | Supérieur Inférieur | Supérieur Inférieur Supérieur

50 -4,6542 4,2742 -7,6844 7,3044 -9.07 8.69
75 -2,4431 2,5431 -4,1355 4,2355 -4.91 5.01
100 -1,9639 5,2239 -4,4159 7,6759 -5.54 8.80
125 -2,8806 3,6206 -5,0773 5,8173 -6.08 6.82
150 -3,4737 1,5137 -5,1725 3,2125 -5.95 3.99
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Tableau IV-6 : Valeurs d’incertitude élargie de la méthode de détermination de la Quinine dihydrochoride

Incertitude élargie (%)
Concentration B-Expectation B,y-Content tolérance intervalle
(ug/ml) tolérance intervalle (B=66.7 et B oro - oro
Hg (B=95%) y=95%) (B=90 et y=95%) | (B=95 et y=95%)
2 2.95 4,4642 17,4944 8.88
4 1.65 2,4931 4,1855 4.96
6 2.62 3,5939 6,0459 7.17
8 3.06 3,2506 5,4473 6.45
10 1.74 2,4937 4,1925 4.97
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--------- Limite d'incertitude inf seaxaeaee Limite d'incertitude sup — — = Limite d'acceptation inf — — = Limite d'acceptation sup

Figure IV-2 : Profil d’incertitude de la méthode de détermination de la Quinine dihydrochoride (A) : =66.7 et y=95% et (B) : p=90% et y=95%.
(Limite d’acceptabilité A= £10%)
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IV. Caractérisation des solvants résiduels dans les médicaments contrefaits par une
méthode GC-MS

IV.1. Domaine d’application

L’analyse des solvants résiduels dans les préparations pharmaceutiques est un ¢lément
important du contrdle de la qualité des médicaments. En général, une analyse quantitative
utilisant la chromatographie en phase gazeuse est utilisée afin de vérifier les limites en
solvants résiduels imposées par les autorités compétentes. Deconinck et al. [50] propose le
développement et la validation d’une méthode CG/MS pour la détection et la quantification

de solvants résiduels dans les comprimés et gélules contrefaits.

IV.2. Plan expérimental de la validation

La validation de la méthode a été effectuée conformément aux exigences de la
directive ISO17025 en utilisant D’erreur totale approche. Le plan expérimental pour
I’étalonnage et la validation a été réalisé respectivement comme suit : 3 X 3 x 3 =27 et 3 x 3

x 3 =27.

La régression linéaire par la méthode des moindres carrés et la linéarité a été
confirmée dans un intervalle de concentrations allant de 0,5 a 10 ppm, couvrant la plage dans
laquelle I’analyse du solvant résiduel est habituellement effectuée. Les limites d’acceptabilité

A sont fixées a £10 %.

Le Tableau IV-7 regroupe les résultats des parametres principaux de validation de la
méthode. Toutes ces données ont été exploitées pour estimer I’incertitude de mesure et

construire le profil d’incertitude.
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Tableau IV-7 : Paramétres de validation de la méthode GC-MS pour la détermination des

solvants résiduels

Solvant CO”‘ESB%?“O” Biais (%) | Reépétabilité (%) | .- temﬁgg’}gfﬁe %)
0.5 -1.71 0.90 2.44
Ethanol 1 -1.49 2.93 3.45
10 0.01 2.49 2.49
0.5 1.31 2.39 2.64
Isopropanol 1 0.55 1.84 1.84
10 0.00 2.25 2.25
0.5 -1.64 2.18 2.24
Acétone 1 0.69 1.10 1.47
10 -0.01 2.65 2.65
0.5 -3.06 2.15 2.44
Acétate d'éthyle 1 1.04 1.06 1.06
10 -0.02 2.32 2.32
0.5 -2.38 1.43 2.03
Chloroforme 1 0.56 2.06 2.06
10 -0.01 1.59 1.59
. 0.5 0.21 0.95 1.35
Te”ca;r';'gr:gre de 1 0.23 155 155
10 0.00 151 1.51
0.5 -0.73 1.00 1.42
Benzéne 1 111 1.85 1.85
10 0.01 1.48 1.48
0.5 -2.14 1.25 2.31
Toluene 1 -0.09 2.15 2.21
10 -0.02 1.53 1.53
0.5 -4.75 3.56 3.62
Dichlorométhane 1 1.07 1.30 1.75
10 -0.03 2.34 2.34
0.5 -2.57 1.76 2.54
Ethylbenzéne 1 0.58 2.21 2.21
10 -0.02 1.73 1.73

IV.3. Résultats et discussion

Dans ce travail, nous avons investigue les résultats du profil d’exactitude, en effet, en
considérant les résultats du Tableau V-8 ainsi que les profils d’exactitude Figure 1V-3, les
limites de tolérance inférieure obtenues pour le solvant éthanol montrent qu’il ya une légere
déviation par rapport aux limites d’acceptabilité +10 %. En d’autres termes les deux premiers
niveaux de concentration du solvant éthanol montrent un pourcentage élevé contrairement au
troisieme niveau. Ceci va poser probléme puisque cette déviation peut entrainer la non-
validité de la méthode. Afin de remédier a ce genre de situation deux solutions sont
envisageable : Considérant la classe de solvant éthanol, les solvants de la classe 3 peuvent étre
considérés comme des solvants de moindre toxicité, ne présentant que peu de dangers pour la

santé.
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La classe 3 ne contient aucun solvant connu pour présenter des risques pour la santé
dans le respect des limites autorisées pour les produits a usage pharmaceutique [164, 165]. Par
conséquent, les résultats obtenus ici restent assez corrects pour prendre une décision sur la
validité de la méthode tout au long du domaine d’application. Cependant, il n’existe pas
d’études relatives a une toxicité a long terme ou a un effet carcinogéne pour bon nombre de
solvants de la classe 3. Pour cela nous passerons a la deuxieme solution alternative qui est

I’utilisation du profil d’incertitude.

Tableau V-8 : Résultats de validation de la Méthode GC-MS. (B-Expectation tolérance
intervalle (=66.7%)

S Concentration Incertitude Limited de tolérance (%)
olvant o - -
(ppm) elargie (%) Inférieur Supérieur
0.5 5.32 -10.18 -6.76
Ethanol 1 7.26 -9.87 6.88
10 5.19 -5.77 5.80
0.5 5.49 -71.52 491
Isopropanol 1 3.86 -3.74 4.85
10 4.69 -5.23 5.22
0.5 4.60 -6.77 3.49
Acétone 1 3.18 -3.20 4.58
10 551 -6.15 6.13
0.5 5.02 -8.84 2.72
Acétate d'éthyle 1 2.23 -1.45 3.52
10 4.83 -5.40 5.37
0.5 4.28 -7.62 2.86
Chloroforme 1 4.32 -4.26 5.37
10 3.31 -3.69 3.68
, 0.5 2.03 -3.38 3.79
Tetfg&'&:gre de 1 3.22 3.82 3.35
10 3.14 -3.51 3.50
0.5 3.03 -4.44 2.08
Benzéne 1 3.90 -3.23 5.45
10 3.07 -3.41 3.43
0.5 4.96 -0.03 4,76
Toluene 1 4.62 -5.24 5.06
10 3.18 -3.56 3.52
0.5 6.02 -9.12 6.34
Dichlorométhane 1 3.900 -4.34 6.48
10 4.93 -5.86 5.80
0.5 5.35 -9.12 3.93
Ethylbenzéne 1 4.64 -4.58 5.74
10 3.60 -4.03 3.99
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Figure IV-3 : Profils d’exactitude la méthode GC-MS pour la caractérisation des solvants
résiduels. (Limites d’acceptabilité A = £10%)
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Le Tableau V-9 présente les résultats de la validation analytique de la Méthode GC-
MS pour la caractérisation des solvants résiduels par le profil d’incertitude. Nous avons

.....

solvants de classe 1 nous avons choisis un =95 % et y= 90 %.

Avec I'utilisation du profil d’incertitude, nous avons déterminé le pourcentage des
valeurs qui peuvent dévier des limites d’acceptabilité avec une probabilité de 90 % pour les
deux types de classe de solvants. Egalement, les incertitudes élargies relatives obtenues ne

dépassent pas les limites d’acceptabilité fixées a 10 % pour chaque niveau de concentration.

Tout aussi important, on constate que I’incertitude de mesure estimée par le profil
d’incertitude montre toujours une valeur plus grande que celle estimée par le profil

d’exactitude.

A partir de la Figure V-3 et Figure V-4, il est clair que les deux approches ménent a
la méme décision : la validité de la méthode tout au long du domaine d’application, puisque
les intervalles de tolérance et d’incertitude ne dépassent pas les limites d’acceptabilité fixées a

+10 %.
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destinées a I’analyse des médicaments contrefaits

Tableau IV-9 : Résultats de la validation analytique de la Méthode GC-MS pour la

caractérisation des solvants résiduels par le profil d’incertitude

Limite

Limite

Solvant Silla:l s:st Alpha-béta Coni:::‘r‘a)\tlon Incertitude | d'incertitude | d'incertitude Iénlcaer;ti:t;;?
Inf (%) Sup (%)
05 3,16 8,03 4,61 6,32
Ethanol 3 Bfg%é 1 4,81 11,12 8,14 9,63
- 10 3,04 -6,08 6,10 6,09
i 05 3,56 5,82 8,44 7,13
Isopropanol 3 Bja%; 1 2,25 3,95 5,05 4,50
' 10 2,75 5,50 5,50 5,50
0,5 2,55 6,75 3,47 5,11
Acétone 30| e 1 0,80 0,91 2,29 1,60
' 10 3,24 6,49 6,47 6,48
05 1,98 7,02 0,90 3,96
Acttate dethyle | 3| YU 1 1,29 1,55 3,63 2,59
’ 10 2,83 5,69 5,65 5,67
05 1,55 5,49 0,73 3,11
Chloroforme 2 Efgg 1 424 7,93 9,05 8,49
o 10 3,27 -6,56 6,54 6,55
] ] 05 3,83 7,46 7,88 7,67
ool IS 1 3,79 7,81 7,35 7,58
10 3,69 7,39 7,39 7,39
0,5 4,03 8,79 7,33 8,06
Benzéne 1 BV_:(;";’S 1 4,52 7,94 10,1 9,05
' 10 3,62 7,23 7,25 7,24
0,5 5,34 3.18 851 4.23
Toluéne 2| Neer 1 4,71 2.80 5.69 5.51
’ 10 3,15 187 3.76 3.72
0,5 7,63 453 138 431
Dichlorométhane | 2 Bfg%; 1 420 0.93 20.80 2.94
’ 10 4,82 2.86 575 5.69
05 3,62 29,82 4,68 7,25
Ethylbenzene | 3| YOO 1 2,70 4,89 5,91 5,40
' 10 2,11 -4,25 4,21 4,23
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Figure IV-4 : Profils d’incertitude la méthode GC-MS pour la caractérisation des solvants
résiduels. (Limites d’acceptabilité A = £10%)

153



Chapitre 1V. Capacité du profil d’incertitude a statuer sur la validité des méthodes
destinées a I’analyse des médicaments contrefaits

V. Caractérisation de I’association du sulbactam et céftriaxone par une méthode LC afin

de combattre la qualité inférieur d’un médicament

V.1. Domaine d’application

Les techniques non séparatives étudiées auparavant ne permettent pas toujours de
caractériser la composition d’'un médicament contrefait. Il existe en effet des situations ou
I’utilisation de certaines de ces techniques analytiques peut s’avérer inutile, parceque’ils sont
incapables d’identifier la formule brute d’une substance chimique. Afin de pallier a ce type de
probléme, il est possible d’utiliser la chromatographie liquide a haute performance comme
une technique alternative. A cette fin, J.K. Mbinze et al. [97] propose une nouvelle méthode
chromatographique entiérement validée pour la détermination de deux principes actifs
couramment utilisés en association, le sulbactam et la céftriaxone, et ce en utilisant le profil

d’exactitude.

V.2. Plan expérimental de la validation

La méthode de dosage de I’association céftriaxone et sulbactame a été validee selon
I’approche de I’erreur totale en se basant sur le profil d’exactitude. L’évaluation des critéres
de la validation a éte réalisée suivant un plan expérimental pour I'étalonnage et la validation
comme suit:5x3x3=45¢et5x 3 x3 =45

Le modele de régression linéaire a été utilise pour générer le modéle prédictive
adéquat. La méthode a été validée dans un intervalle de concentration de 160 a 480 pg/ml
pour céftriaxone et de 80 a 240 pg/ml pour sulbactame, la valeur de B-expectation a été
choisie égale a 95%, alors que les limites d’acceptabilité A sont fixées a £5%. Ainsi, pour

construire le profil d’incertitude, les résultats des parameétres de validation ont été considéré

(Tableau IV-10).

Tableau IV-10 : Paramétres de validation de la méthode de dosage céftriaxone et sulbactame

Solvant CO”(‘;Z’}:;?)“O” Biais (%) | Répétabilité (%) | . FIAENE )
160 -0.85 0.41 0.87
240 -0.10 0.48 0.54
Céftriaxone 320 -0.71 0.75 0.77
400 -2.38 0.44 0.73
480 -0.84 0.26 0.56
80 0.76 0.19 0.27
120 1.61 0.52 0.52
Sulbactam 160 1.14 0.68 0.74
200 0.87 0.14 0.14
240 0.43 0.24 0.32
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V.3. Résultats et discussion

Geénéralement, le choix d’une approche de validation analytique doit étre
judicieusement effectué, il dépend principalement de I’objectif poursuivi par ’analyste. Etant
donné que dans ce travail nous envisageons de mener une étude pour statuer sur la validité
d’une méthode analytique par I’application du profil d’incertitude, nous avons estimé

pertinent d’investiguer les résultats du profil d’exactitude.

D’apres les résultats du Tableau IV-11, on constate que les limites de tolérance
obtenues pour une proportion B=95 % sont toujours a I’intérieur des limites d’acceptabilité.
Mais, il convient d’étre plus prudent pour le niveau bas de la concentration 400 ug/ml, car la
limite de tolérance inférieure s’approche de la limite d’acceptabilité (Figure 1V-5). Cette
petite déviation peut entrainer la validité de la méthode dans un intervalle de concentration
compris entre 160 a 320 pug/ml pour le Céftriaxone, cependant, aucune déviation a signaler

pour le Sulbactam.

Tableau 1V-11 : Résultats de validation du dosage de la céftriaxone et sulbactam par le profil
d’exactitude. (B - Expectation tolérance intervalle (=95%)

Concentration Limite de tolérance Limite de tolérance
Substance ) sl -
Introduite (ug/ml) inférieure (%) supérieure (%)

160 -4.17 2.46

240 -1.53 1.32
Céftriaxone 320 -2.62 1.20

400 -4.81 0.04

480 -2.97 1.29

80 -0.05 1.58

120 0.34 2.88
sulbactam 160 -0.75 3.03

200 -0.25 1.99

240 -0.50 1.36
g1o Iﬁ 10 IE
R 85 == ======-
Bl T e B | e
T L S 0 eecetetteatt . iiececscccnses
%-5 B T - = = _I;"a-u'l"_ . 'g
{10 140 240 340 440 5] == === === -

10 60 110 160 210 260
Concentration (pug/ml) Concentration (ug/ml)

--------- Limite de tolérance inf :«-:«:«« Limite de tolérance sup = = = Limite d'acceptabilité sup = = = Limite d'acceptabilité inf

Figure 1V-5 : Profils d’exactitude de la méthode du dosage de A : céftriaxone et B :

sulbactam. (B-Expectation tolérance intervalle (3=95%)
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Par rapport aux exemples précédant, I’application du profil d’incertitude a entrainé une
déviation importante. En effet, pour une proportion f = 95 % avec une probabilité y = 90 %, il
existe une deviation pour trois niveaux de concentration a savoir : 160, 300 et 400 pug/ml pour
le céftriaxone. Egalement une déviation au niveau de la concentration 160 ug/ml a été relevée
pour le Sulbactam. Prenons cependant garde au fait que, avec ces caractéristiques la méthode
n’est pas valide pour le céftriaxone. Par contre, on peut se réservé a valider la méthode dans

un intervalle de concentration compris entre 80 et 140 ug/ml pour le Sulbactam.

D’apres ’évaluation des limites de tolérance et d’incertitude par rapport aux limites
d’acceptabilité, il est clair que les deux approches meénent a deux décisions différentes. La
Figure IV-5 montre que la méthode est valide pour une proportion =95 % selon 1’approche
du profil d’exactitude, alors que 1’approche du profil d’incertitude ne conduit pas a la méme

décision (Figure 1V-6 et la Figure 1V-7).

D’apres I’approche du profil d’incertitude, 1’évaluation des valeurs de 1’incertitude
¢largie par rapport aux limites d’acceptabilité permet de prendre une décision sur la validité
de la méthode. En considérant les resultats du Tableau 1V-12 et du Tableau IV-13, on
remarque que les valeurs de I’incertitude élargie ne dépassent pas les limites d’acceptabilité
pour chaque niveau de concentration, par conséquent la méthode peut étre déclarée valide. En
plus, ladite approche permet de déterminer le pourcentage des valeurs qui peuvent dévier des

limites d’acceptabilité pour différente proportion et probabilité.

D’ou I’intérét de cette approche qui réside dans sa capacité de combiner deux notions

primordiales pour 1’accréditation du laboratoire selon la norme ISO 17025.
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Tableau 1V-12 : Résultats de la validation analytique de la Méthode de dosage céftriaxone par

le profil d’incertitude

Solvant Alpha- | Concentration Incertitude Limite d'incertitude | Limite d'incertitude |Incertitude
béta (ug/ml) ! Inf (%) Sup (%) élargie (%)
160 2.33 -5.50 3.80 4.65
~0.90 240 1.47 -3.04 2.84 2.94
g;o'gs 320 2.30 -5.32 3.90 461
’ 400 2.04 -6.45 1.69 4.07
480 1.49 -3.83 2.15 2.99
160 1.96 -4.78 3.08 3.93
~0.90 240 1.46 -3.02 2.82 2.92
Ceftriaxone \[;:0'90 320 1.94 -4.60 3.18 3.89
’ 400 1.72 -5.82 1.06 3.44
480 1.26 -3.36 1.68 2.52
160 1.17 -3.19 1.49 2.34
240 0.87 -1.84 1.64 1.74
v=0,90
320 1.16 -3.02 1.60 2.31
B=0,667
400 1.03 -4.43 -0.33 2.05
480 0.75 -2.34 0.66 1.50
3 A e B
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Figure IV-6 ; Profils d’incertitude de la méthode de dosage de céftriaxone. (A : f=95%-
v=90%, B : B=90%-y=90%, C : f=66.7%-y=90%=). (Limite d’acceptabilité A=+5%)

--------- Limite d'incertitude sup

= = = Limite d'acceptation inf
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Tableau IV-13 : Résultats de la validation analytique de la Méthode de dosage sulbactam par

le profil d’incertitude

Concentration . . Limi_te . Limi_te Incertitude

Solvant Alpha-béta Incertitude | d'incertitude | d'incertitude | , “". "o

(nug/ml) Inf (%) Sup (%) élargie (%)
80 0.77 -0.77 2.29 1.53
_ 120 1.27 -0.93 4,15 2.54
g;g'gg 160 1.97 281 5.09 3.95
’ 200 0.34 0.18 1.56 0.69
240 0.91 -1.39 2.25 1.82
80 0.65 -0.54 2.06 1.30
120 1.07 -0.54 3.76 2.15
Sulbactam Eig'gg 160 1.67 -2.19 447 3.33
o 200 0.29 0.29 1.45 0.58
240 0.77 -1.11 1.97 1.54
80 0.39 -0.01 1.53 0.77
120 0.64 0.34 2.88 1.27
vy=0,90
80,667 160 0.99 -0.84 3.12 1.98
200 0.17 0.53 1.21 0.34
240 0.46 -0.48 1.34 0.91
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Figure IV-7 : profils d’incertitude de la méthode de dosage de sulbactam. (A : B=95%-y=90%,
B : B=90%-y=90%, C : f=66.7%-y=90%=). (Limite d’acceptabilité¢ A=+5%)
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V1. Bilan d’évaluation des différentes approches de la validation

Auparavant, la validation analytique fut un moyen incontournable pour la conception
et I’amélioration de nouvelles procédures analytique, de méme, elle fut employée pour
justifier la qualité des futurs résultats. Aujourd’hui, c’est une étape insuffisante pour répondre
aux exigences réglementaires : pour caractériser les performances des méthodes, ainsi que
pour faciliter I’interprétation des résultats, par conséquent, il faut que I’incertitude de mesure

soit connue.

Bien qu’il s’avere que [D’utilisation des approches métrologiques d’incertitude
(approches GUM et EURACHEM) est essentielle, mais parfois, la pratique quotidienne des
laboratoires ne résistent pas devant la complexité et le cout élevé de ses approches.

Du coup, la mise en ceuvre des deux procédures recourt actuellement a de nouvelles

méthodes, certains d’entre eux n’aboutissent pas généralement a des résultats satisfaisants.

Pour contourner ses défis, 'utilisation du profil d’incertitude devient un atout.

Appuyer 1’'usage de ladite stratégie conduite a poser quelques questions :
Comment choisir le modéle de régression le plus adéquat ?

Pouvons-nous estimer les deux composantes d’erreur : aléatoire et systématique par le

profil d’incertitude ?
Comment évaluer les critéres de la validation analytique avec notre approche ?
Avons-nous assez d’arguments pour expliquer toutes les sources d’incertitude ?

En effet, avec 1’approche conventionnelle, I’évaluation de la linéarité se fait
principalement avec 1’utilisation du test du manque d’ajustement. Effectivement, dans certains
cas ou la variabilité de I’erreur pure sera nettement inférieure au manque d’ajustement, le
rapport de Fisher sera élevé. Par conséquent, le manque d’ajustement et 1’erreur pure seront

d’un ordre de grandeur différent. Par la suite la linéarité de la méthode ne sera plus vérifiée.

De plus, I’évaluation séparée de la justesse et la fidélité ne servait pas a définir la
qualité des futurs résultats, mais il servait pour déterminer les performances d’une méthode
analytique. Ses critéres représentent simultanément 1’erreur systématique et aléatoire. Elles
peuvent étre caractérisées facilement dans une validation de méthode, lorsque plusieurs
répétitions sont a planifier. Cependant, en analyse de routine, une seule mesure est effectuée,
donc il est impossible de différencier ses deux types d’erreurs. Par conséquent, la validité de

la méthode est liée a la fois a la validité de la fidélité et la justesse.
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Il est également important de préciser qu’avec 1’approche du profil d’exactitude,
I’emploi de plusieurs fonctions réponses est valable, il adopte diverses fonctions, dont la
linéarité non requise. La fonction réponse adéquate est celle qui fournit des limites
d’exactitudes a I’intérieur des limites d’acceptations. I va de méme avec le profil

d’incertitude.

Il convient de souligner que les deux stratégies conduisent a la validit¢ d’une méthode
analytique, ils peuvent évaluer la différence entre une mesure (X) et sa vraie valeur (u). En
effet, quantifier cet écart c’est tenir compte de 1’erreur totale de mesure (erreur systématique +
erreur aléatoire). En revanche, 1I’approche du profil d’exactitude présente des faiblesses pour

I’estimation de I’incertitude avec I’intervalle de tolérance d’espérance f.

Pour éviter cela, la procédure du profil d’incertitude a été choisie, comme une
alternative pour [’estimation de [D’incertitude. Certes une différence dans [’estimation
d’incertitude de mesure a été observée, comme on le remarque dans le cas d’étude des
exemples précédant, en réalité, cette différence peut étre expliquée par deux faits : d’une part,
I’approche de I’erreur totale utilise 1’intervalle de tolérance d’espérance P, d’autre part,
I’approche de I’erreur totale néglige le terme correspondant a la somme des effets due a la
déviation dans 1’équation d’incertitude Eq. VI.1. devant les deux principales composantes
d’incertitude a savoir : 1’écart type de reproductibilité et ’incertitude type liée au biais de la

méthode.

Par conséquent, I’approche du profil d’incertitude prouve son intérét d’application, les
résultats obtenus ont montré une flexibilité de ladite approche. Ces résultats peuvent étre
généralisés dans d’autres domaines d’application. Le profil d’incertitude permet donc de
suggérer une bonne relation entre la validation analytique et I’estimation d’incertitude. Selon
Saffaj et al. [109] le profil d’incertitude surmonte plusieurs défis et examine certaines
fonctions supplémentaires sans avoir recours a des expériences complémentaires comparant a

d’autres approches pour I’estimation d’incertitude.
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A T’achévement de ce travail doctoral, nous voulons assurer que derriére ce projet se
dissimule un enthousiasme incontestable, celui de fournir aux laboratoires de contréle qualité
une procédure analytique adéquate, associée aux outils chimiométriques, afin de servir
comme stratégie infaillible pour lutter contre la contrefacon des médicaments de trouble de
I’érection. A cet égard, nous avons apporté une attention toute particuliere aux techniques
chromatographiques, car elles sont de par leurs natures, les plus puissantes et les plus robustes

pour le contréle qualité des formes pharmaceutiques.

En collaboration avec le laboratoire national de contrdle des médicaments, nous avons
mis au point une nouvelle méthode UPLC, unique en sa catégorie, édifiée de part en part, en
déployant la méthodologie des plans d’expérience ainsi que la démarche du Design Space.
Notre technique séparative a servi comme instrument capable de détecter les comprimes
originaux des comprimés illégaux des différentes molécules d’inhibiteurs de Ia
Phosphodiestérase type cinq (PDE-5i), en particulier, sildénafil, tadalafil, vardénafil et

udénafil.

Au premier abord, nous avons conduit le développement de notre méthode UPLC en
s’appuyant sur un plan de Plackett-Burman pour délimiter les parametres les plus influents.
Ensuite, un plan de surface de type Box-Behnken est utilisé pour établir les conditions
optimales du mode opératoire. Par ailleurs, dans le souci d’aligner les lignes directrices de
I’ICH Q8, nous avons instauré le concept « design space (DS) » dans le but de définir la zone
de robustesse du domaine expérimental a I’intérieur duquel, aucun changement sévére des
niveaux des attribues de Contréle de Qualité de la méthode ne doit étre observé. Il ressort de
ce concept DS que les changements délibérés des parametres critiques de notre méthode a
I’intérieur de cet espace de conception, en ’occurrence le pH du tampon, la proportion
d’ Acétonitrile et le débit, n’ont aucune influence sur la fiabilité de nos mesures. Une haute
résolution entre les chromatogrammes des quatre principes actifs et un temps d’analyse

inférieur a 1.6 min ont été parvenus au terme de cette phase de développement.

En outre, dans le but d’empécher tout échec lors de I’instauration de notre procédure
chromatographique en phase routine, nous avons entamé une démarche de validation via deux
approches pionniéres, baptisées profil d’incertitude et profil de risque. Les deux profils ont
rendu avec des preuves indiscutables que I’incertitude des futures mesures générées par notre
méthode ne dépasse nullement les limites d’acceptabilité pour un risque inférieur a 5%. Cela
revient a dire que ladite procédure est apte pour le contréle routinier des médicaments PDE-5i

contrefaits.
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Par voie de conséquence, nous avons certifié les résultats obtenus en cycle de
validation, d’un bout a l’autre, par I’identification de 23 formulations médicamenteuses

illicites de trouble de 1’érection, en phase de routine.

D’un autre c6té, nous avons poussé dans la seconde partie de ce travail, encore plus
loin notre vision pour évaluer le caractére universel du profil d’incertitude et interrogé le
statut d’un nouveau concept, plutot flexible, permettant I’acces a 1’incertitude routiniére sans
parcourir forcément les normes métrologiques coutumiéres. Cela nous a suggéré de mener
une étude comparative avec la stratégie du profil d’exactitude, recemment introduite par la
SFSTP. A la lumiere des résultats obtenus, nous avons constaté que les décisions prises via le
profil d’incertitude concordent a celles prises par le profil d’exactitude. Bien que les deux
approches soient comparables il n’en reste pas moins que le profil d’incertitude offre un
avantage manifeste et suggere une piste claire en ce qui concerne I’estimation de 1’incertitude
de mesure. Ainsi, sommes-nous arrivés a mettre a la portée des laboratoires de contréle des
médicaments une stratégie prometteuse qui servira de base pour apprécier la validité des
méthodes analytiques qui sont au service de la lutte contre la falsification des produits

pharmaceutiques.

En perspective, afin de lutter au mieux contre la falsification des produits
pharmaceutiques, nous comptons d’utiliser des nouveaux outils chimiométriques joints a des
stratégies analytiques pour mener des investigations rapides, fiables et plus performants. A cet
effet, nous voulons exploiter les méthodes statistiques d’analyse des données, exploratoires et

prédictives dans le but d’améliorer I’efficience des laboratoires pharmaceutiques.
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Résumé de la these

La contrefagon des médicaments est un probléme d’ampleur mondiale dont les répercussions
sont importantes sur le plan social et économique. Au Maroc, la famille thérapeutique des
troubles de 1’érection constitue la principale classe des médicaments contrefaits. En vue de
lutter contre ce fléau, le développement de méthodes analytiques spécifiques et de screening
rapides des contrefagons pharmaceutiques s’avére indispensable.

Dans ce contexte, ce mémoire de theése a été consacré, au développement d’une nouvelle
méthode UPLC rapide et fiable pour la détermination en temps réel de quatre substances
inhibitrices de la Phosphodiestérase type-5 (PDE-5i) dans les médicaments falsifiés.

Au premier abord, la méthodologie des plans d’expériences et le design space recommandé
par ICH Q8 ont été exploités cOte a cbte, en phase de développement, pour définir les
parametres optimaux ainsi que le domaine de robustesse de la méthode chromatographique.
Une haute résolution entre les chromatogrammes des quatre principes actifs PDE-5i et un
temps d’analyse inférieur a 1.6 min ont été obtenus au terme de cette phase d’optimisation.

Par ailleurs, les profils d’incertitude et de risque dérivés a partir de I’intervalle de tolérance
ont été investigués, en phase de validation, pour trancher sur la performance de ladite
méthode. Ultérieurement, notre procédure a été appliquée avec succes, en phase de routine, a
I’identification de 23 formulations médicamenteuses illicites de trouble de I’érection.

D’autre part, nous avons mis en exergue 1’applicabilité et la flexibilité du profil d’incertitude
a statuer sur la validité de différentes techniques analytiques destinées a combattre la
falsification des médicaments.

Mots clés : Médicament Contrefait ; PDE-5i ; UPLC ; Plan d’expérience ; Design space ;
Profil d’incertitude ; Profil de risque ; Techniques analytiques.
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