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I. Introduction :

En France, en 2016 les maladies respiratoires chroniques sont la troisiéme cause
de déces apres les maladies cardiovasculaires. Les bronchopneumopathies chroniques
obstructives (BPCO) sont quant a elles la troisiéme cause de mortalité dans le monde
(1). Ces maladies nécessitent un traitement par bronchodilatateurs, corticostéroides ou
antibiotiques. Pour administrer ces traitements, il est souvent nécessaire d'utiliser des
nébuliseurs ou des aérosols doseurs. Malgré leurs évolutions de mode fonctionnement
et de design, les nébuliseurs et les inhalateurs restent peu pratiques a utiliser, les
nébuliseurs sont encombrants et inconfortables pour les patients ce qui engendre
une mauvaise observance de leurs traitements. Il est donc aujourd’hui nécessaire de
trouver de nouvelles techniques d’administration de ces traitements pour faciliter la
vie du patient ce qui permettrait d’améliorer leur observance et donc 1’efficacité du

traitement.

L’une des nouvelles idées innovantes pour délivrer ces traitements est I'utilisation
de la cigarette €électronique en tant que dispositif médical. En effet, ces dernicres sont
moins encombrantes et plus simples d’utilisation que les dispositifs existants. Dans la
continuité de certains travaux réalisés sur la libération du sulfate de terbutaline par
certaines cigarettes ¢lectroniques au sein du Centre d’ingénierie et Santé de 1’Ecole
des Mines de Saint-Etienne (2) (3), cette thése a pour objectif d’étudier la libération de
principes actifs bronchodilatateurs par certaines cigarettes ¢lectroniques mais aussi de
déterminer une équivalence de dose entre ces dernieres et un nébuliseur pneumatique.
Cette ¢tude a donc pour problématique de savoir si la cigarette électronique peut étre

théoriquement utilisée pour I’administration pulmonaire de certains principes actifs.
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II.  Historique et bibliographie :
1) Les maladies respiratoires chroniques :
a) Le diagnostic :

Les maladies respiratoires chroniques sont responsables d’insuffisances
respiratoires chroniques. Parmi ces maladies nous pouvons compter 1’asthme, les
bronchopneumopathie chronique obstructives, la mucoviscidose, les cancers, les

fibroses, les bronchites chroniques ou encore les emphysémes.

Les insuffisances respiratoires provoquées par ces maladies sont de trois catégories :
- Les insuffisances respiratoires obstructives ;
- Les insuffisances respiratoires restrictives ;

- Les insuffisances respiratoires mixtes.

Les insuffisances respiratoires obstructives et restrictives sont mises en évidences et
différenciées par une exploration fonctionnelle respiratoire (EFR). Les EFRs se

composent de plusieurs examens (4) :

- La spirométrie : cet examen permet d’étudier les débits ventilatoires et les
volumes mobilisables par le patient et notamment le volume expiratoire
maximal par seconde (VEMS), ce dernier est le volume maximal que peut
expirer un patient en une seconde. En pratique, le patient inspire au maximum
et expire le plus fort possible par la bouche dans le spirométre tout en ayant le
nez bouché, le volume expiré au maximum de la force du patient lors de la
premiére seconde correspond au VEMS. La spirométrie permet aussi de
mesurer la capacité vitale du patient qui correspond au volume total mobilisé

apres une inspiration et une expiration maximale. (5)
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- La mesure du débit expiratoire de pointe (DEP): il s’agit de la vitesse
maximale a laquelle I’air est expulsé des poumons lors d’une expiration forcée
qui se mesure par peak flow. Cette derniere diminue en cas de crise d’asthme

et permet de savoir si les conditions pulmonaires du patient se détériorent. (6)

- La pléthysmographie : elle permet de mesurer ’ensemble des volumes
pulmonaires. Cet examen se réalise dans un pléthysmographe qui est un
caisson dans lequel le patient s’assoit et qui permet de mesurer les variations
de volume du thorax.

Le caisson est hermétiquement clos et a température constante, lors des
mouvements du thorax du patient le volume dans le caisson vari et donc sa
pression. Cette pression est mesurée et les volumes en sont déduits grace a la
loi de Boyle-Mariotte (5). En effet, cette loi stipule qu’a température constante
et dans un lieu clos le produit de la pression et du volume est constant (et donc

que P1V1=P2V>). L’Objectif est de mesurer :

e La capacité résiduelle fonctionnelle (CRF) qui est le volume d’air

restant dans les poumons aprés une expiration normale,

Avec :

o CRF=-Pl1AV /AP e P lapression en Pascal

e Ve volume en Litre

e Le volume résiduel qui est un volume d’air qui n’est pas mobilisable

par le patient ceci correspond au volume d’air restant aprés une
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expiration forcée (au cours de laquelle le patient expire le plus fort et le

plus longtemps possible)

e La capacité pulmonaire totale qui correspond au volume d’air maximum
que peuvent contenir les poumons aprés une inspiration forcée (le

patient inspire le plus fort et le plus longtemps possible).

Le schéma suivant représente I’ensemble des volumes pulmonaires définis ci-
dessus, et quels sont les volumes impliqués au cours d’un cycle respiratoire normal,
représenté par les pics courts du schéma et cycle respiratoire forcé, représenté par les

pics les plus grands, ainsi que les relations entre ces différents volumes.

i
l V; = Volume courant ~ 500 ml
VRI VRE = Volume de Réserve Expiratoire ~ 1,1 L
_ VRI = Volume de Réserve Inspiratoire ~ 3 L
cv CV = Capacité Vitale = V;+VRI+VRE ~ 4,6 L
VR = Volume Résiduel ~ 1,2 L
CPT = Capacité Pulmonaire Totale = VR+CV ~6 L

CRF = Capacité Résiduelle Fonctionnelle = VR+VRE

Données chiffrées indicatives valables pour un homme

denviron 40 ans de taille moyenne 1,75m a 1,80m

Figure 1. Représentation des volumes pulmonaires et équations reliant les différents volumes. (5)
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- La capacit¢ de diffusion pulmonaire : permet de connaitre le transfert de
I’oxygéne des alvéoles pulmonaires vers les vaisseaux sanguins. Cet examen est
généralement prescrit pour le diagnostic d’emphyseme, de pathologie interstitielle ou

de fibrose et d’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP).

- La gazométrie artérielle : aprés une prise de sang artériel une mesure des gaz

du sang est faite.

- D’autres examens supplémentaires peuvent €tre demandés par le pneumologue

si cela lui semble nécessaires et permet de faciliter le diagnostic.

Le rapport de la VEMS et de la CV, aussi appelé coefficient de Tiffeneau,
permet de différencier les troubles respiratoires obstructifs de ceux qui sont restrictifs
ou mixtes. Un coefficient de Tiffeneau diminué¢ marque un trouble respiratoire
obstructif comme par exemple présent dans 1’asthme ou les BPCO (6). Un coefficient
de Tiffeneau normal avec une Capacit¢ pulmonaire totale (CPT) diminuée est
synonyme de trouble respiratoire restrictif comme par exemple une altération du
parenchyme pulmonaire, une atteinte de la cage thoracique, une atteinte neuro-
musculaire, une pneumonectomie ou une lobectomie. Un trouble mixte quant a lui

regroupe la diminution du coefficient de Tiffeneau mais aussi celle de la CPT (6).

Ce projet a porté sur les troubles ventilatoires obstructifs pouvant étre traités
par bronchodilatateurs. Selon la gravité de la maladie les traitements sont différents,
en ce qui concerne les troubles obstructifs il est possible de les classifier de la maniére

suivante :

Le degré d’obstruction est quantifié¢ par la diminution du VEMS théorique déterminé

grace a la taille, au sexe, a I’age et a I’origine ethnique de la personne (5) :
- Leéger: 70% < VEMS < 80% de la VEMS théorique ;

- Modéré: 60% < VEMS < 70% de la VEMS théorique ;
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- Grave: VEMS < 50% de la VEMS théorique.

L’obstruction des voies pulmonaires peut étre due a un épaississement des parois
bronchiques ou bien a une contraction musculaire des bronches. L’asthme et les
BPCOs sont le mélange de ces deux phénomenes avec une part plus importante de
contraction musculaire dans 1’asthme que 1’épaississement des parois pulmonaires et
inversement pour les BPCOs. De plus ces maladies sont généralement accompagnées
d’inflammation des bronches. La bronchoconstriction des bronches peut étre traitée
grace a des bronchodilatateurs et I’inflammation grace a des corticostéroides sous

forme inhalée.

b) L’asthme :

L’asthme (6) est une pathologie fréquente touchant 5 a 7% des adultes, 10 a
15% des adolescents et jeunes adultes, ce pourcentage diminue avec 1’age. Il s’agit de
la pathologie la plus fréquente chez I’enfant mettant en jeu des prédispositions
génétiques mais aussi de nombreux facteurs environnementaux comme la pollution

ou le tabagisme qu’il soit actif ou passif.

L’asthme se défini par une dyspnée sifflante due a une obstruction bronchique
qui se veut la plupart du temps nocturne, cette obstruction est récidivante variable
dans le temps et réversible spontanément ou sous 1’effet d’un traitement. Chez I’enfant
de moins de 3 ans, il s’agit de tout épisode dyspnéique avec rales sibilants qui s’est

produit au moins 3 fois depuis la naissance et cela quel que soit I’age de début (6).

L’asthme peut étre catégorisé en deux parties :
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- L’asthme extrinseéque : il s’agit d’un asthme allergique c’est-a-dire déclenché
en présence d’allergénes, il s’agit de 1’asthme le plus fréquent se caractérisant
par des crises de fortes intensités. Il débute en général entre 5 et 20 ans avec
un certain terrain atopique chez le patient (prédisposition génétique a

I’accumulation d’allergies).

- L’asthme intrinséque : ¢’est un asthme qui peut se déclencher suite a des
infections pulmonaires, cet asthme touche surtout les personnes agées de plus
de 25 ans et présente une tendance a la chronicité contrairement a 1’asthme

extrinseque qui fonctionne par crise.

Parmi les catégories de I’asthme il existe aussi I’asthme a dyspnée continue, c’est
un asthme chronique grave qui évolue vers une insuffisance respiratoire chronique et
ne répondant pas aux traitements de base ce qui provoque une diminution de

I’espérance de vie du patient.

Les facteurs déclenchants des crises d’asthme sont nombreux, les facteurs
suivants peuvent é&tre énumérés de maniere non exhaustive (6): certains
allergenes , I’effort physique, ’air froid et sec, le tabac, les facteurs iatrogénes comme
les bétabloquants méme si ces derniers sont cardio-sélectifs ou administrés sous forme
de collyre ils peuvent avoir un effet broncho constricteur et donc engendrer une crise,
les parasympathomimétiques directs comme [’acétylcholine que ce soit sous forme
orale ou en collyre peuvent provoquer un asthme en particulier si ce dernier est associé
a des bétabloquants. Une crise d’asthme peut aussi €tre provoquée suite a la prise
d’aspirine si le patient présente une hypersensibilité a cette derniére qui peut étre
accrue par un syndrome de Widal, le syndrome de Widal se présente sous la forme de

rhinosinusite chronique avec polypose nasale ainsi qu’un asthme sévére et une
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intolérance clinique a l'acide acétyl salicylique (aspirine). En régle générale les anti-
inflammatoires non stéroidiens peuvent provoquer des réactions bronchospastiques
(6). Certains antibiotiques comme la pénicilline peuvent entrainer une hypersensibilité
a ces derniers avec une composante asthmatique. De plus, tout traitement (sauf ceux
ayant un effet bronchodilatateur) administrés par aérosol ou voie aérienne peut

engendrer des bronchospasmes et donc une crise d’asthme.

c) Les Bronchopneumopathies Chroniques Obstructives (BPCO) :

Aujourd’hui, 5,5 millions de personnes sont atteintes de BPCO en France, cette

maladie est responsable de plus de 18 000 déces par an (7).

La BPCO (6) est une maladie respiratoire chronique s’installant progressivement
et étant caractérisée par une diminution non complétement réversible des débits
ventilatoires. Cette derniere se refléte par une toux et des expectorations évoluant vers
une dyspnée d’effort puis de repos et pouvant aller jusque des troubles extra
respiratoires. L ’inflammation des voies aériennes provoquée par cette maladie
engendre 1’épaississement de leurs parois ainsi qu’une hypersécrétion réactionnelle
de mucus ce qui empéche le patient de respirer correctement. Cette inflammation du
tissu pulmonaire entraine aussi des perturbations du fonctionnement des cellules
pulmonaires engendrant une destruction progressive des alvéoles pulmonaires menant
a ’emphyseme et a des perturbations des échanges gazeux. Les BPCO sont dues dans
80 % des cas au tabagisme actif mais d’autres facteurs augmentent le risque

d’apparition de la maladie :
- Le tabagisme passif’;

- Lapollution de I’air intérieur et extérieur ;
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Les expositions professionnelles ou domestiques a des poussieres et des
substances chimiques (silice, poussiéres de charbon, poussiéres végétales,

moisissures) ;

- Des infections des voies respiratoires inférieures fréquentes au cours de
I’enfance peuvent aussi créer un terrain avantageux au développement retardé

de la BPCO ;
- Le tabagisme passif in utero ;
- Une composante génétique.

Comme dit précédemment cette maladie évolue progressivement, il existe donc

plusieurs stades cliniques :

Stade I : Une bronchite chronique simple qui se caractérise par une
hypersécrétion de mucus bronchique et une toux quotidienne
pendant plus de trois mois par an et pendant plus de deux ans

consécutifs.

Stade II : Une bronchite chronique avec un trouble ventilatoire
obstructif, ceci est le début de la BPCO et est représentée par une
obstruction permanente des voies aériennes, une toux chronique
grasse et une dyspnée d’effort. A ce stade le VEMS est inférieur a
80%

Stade IIl: Une bronchite chronique avec une insuffisance
respiratoire chronique, a ce stade le patient présente une hypoxie de

repos persistante, une dyspnée sévere et une cyanose.

Stade IV : L’emphyséme apparaissant au dernier stade de la
maladie provoquant une dilatation alvéolaire ce qui engendre la

distension des poumons venant comprimer la cage thoracique et les
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muscles respiratoires empéchant ainsi une respiration normale et

perturbant les gaz du sang.

Pour chacun des stades définis précédemment la VEMS est plus ou moins

modifiée (8) :

- Stade I : 1éger, VEMS supérieure ou égale a 80% ;

- Stade II : modéré, VEMS comprise entre 50 et 80% ;
- Stade III : sévere, VEMS comprise entre 30 et 50% ;

- Stade IV : trés sévere, VEMS inférieur a 30%.

d) Les traitements :

En fonction du stade et de la gravit¢ de ces maladies les traitements sont
différents (9)(10). Ils peuvent associer plusieurs principes actifs de classes différentes
comme par exemple les bronchodilatateurs, les anti-inflammatoires stéroidiens et les

antibiotiques en cas d’infection pulmonaire.

L’asthme se traite par des anti-asthmatiques qui peuvent étre de différents
groupes et agir sur les nombreuses causes responsables de I’asthme, comme il est
observable sur la Figure 2 ou sont représentés les acteurs principaux de I’asthme. En
effet, les cellules musculaires bronchiques sont responsables de la contraction des
bronches, ces cellules sont soumises a différentes influences par I’intermédiaire de
récepteurs membranaires spécifiques (9). L’épithélium bronchique est I'un des autres
acteurs et dont les cellules ciliées liberent de 1’endothéline provoquant des
bronchospasmes (11). Les macrophages et les macrocytes présents dans le
parenchyme pulmonaire libérent des médiateurs chimiques comme les leucotriénes,

I’histamine et des cytokines activant les cellules musculaires pulmonaires. De plus,
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certaines innervations vont libérer directement des médiateurs comme I’acétylcholine
et la substance P qui vont venir se fixer sur les récepteurs des cellules musculaires

bronchiques et engendrer leur contraction.

INNERVATION

// Acétylcholine, substance P, etc
MACRO :
PHAGES Ca++
% T jeukotriénes, histamine, E‘W a
&N

cytokines, etc

] endothéline, 9
etc

B 5 S CELLULE MUSCULAIRE BRONCHIQUE
EPITHELIUM
BRONCHIQUE

Figure 2. Schéma de la physiopathologie de I'asthme. (9)

Il est donc possible d’agir sur ces différents récepteurs ou sur la libération
de certains transmetteurs chimiques pour traiter 1’asthme et ses

bronchoconstrictions :

- Tout d’abord il y a les bronchodilatateurs, comme leurs noms 1’indique les
bronchodilatateurs sont utilisés en cas de constriction des bronches. Ces
derniers sont de différentes classes pharmacologiques comme par exemple les
béta-2 stimulants, les anticholinergiques, la théophylline ou encore les

antileucotriénes, chacun d’eux ont un mode d’action différent.
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o Les B2-stimulants vont venir activer les récepteurs B2 des cellules
musculaires lisses pulmonaires engendrant une cascade d’activations
protéiques. Les récepteurs 2 sont des récepteurs couplés a la protéine
G qui permet la transduction du signal dans la cellule. Une fois le
message regu par la cellule, la protéine G va engendrer une cascade
interne en réponse a ce stimulus. Les principes actifs vont venir se fixer
et stimuler les récepteurs B2 venant activer la protéine G. Dans les
cellules musculaires lisses pulmonaires, la protéine G va activer
I’adénylate  cyclase permettant de transformer de I’ATP
(adenosinetriphosphate) en AMPc (adénosine monophosphate
cyclique). L’AMPc va empécher d’une part la libération de calcium par
le réticulum sarcoplasmique de la cellule musculaire lisse et d’autre part
inhiber la myosine light chain kinase normalement responsable de la
phosphorylation de la chaine légere de la myosine permettant par la
suite a I’actine de se fixer et donc d’engendrer la contraction musculaire
en présence de calcium, cette double action permet donc d’empécher la
contraction des cellules bronchiques (12). La Figure 3 résume ’action

des B2 stimulants :
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Figure 3. Stimulation des récepteurs 62 (13)

o Les anticholinergiques se fixent sur les récepteurs muscariniques a
I’acétylcholine en bloquant ainsi la fixation de 1’acétylcholine et donc

son effet bronchoconstricteur.

o La théophylline et ses apparentés sont des inhibiteurs des
phosphodiestérases ce qui entrainent une augmentation de la libération
de I’AMPc permettant la relaxation des fibres lisses bronchiques. Ils ont

aussi un effet anti-inflammatoire.

o Les anti leucotriénes sont des antagonistes sélectifs des récepteurs aux
cysteinyl-leucotriénes qui sont des bronchoconstricteurs et sont pro-

inflammatoires.

Les anti-inflammatoires stéroidiens et plus précisément les glucocorticoides,

agissent sur les cellules de I’inflammation, endothéliales, épithéliales et
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musculaires. Permettant la limitation de la prolifération des cellules

¢osinophiles, des cellules dendritiques et des mastocytes. Ils limitent aussi la

libération des cytokines par les lymphocytes T et macrophages permettant ainsi

de limiter I’inflammation.

- Les antidégranulants et anticorps monoclonaux comme les cromones, le

kétotifene, Omalizumab, Mepolizumab peuvent aussi étre utilisés.

En fonction de la sévérité et du stade de I’asthme les traitements sont différents, les

médications envisagées et leurs alternatives en fonction du stade sont présentées

dansle tableau suivant (Tableau 1).

Sévérité de ’asthme

Traitement de premiere intention

Alternative

Intermittent

Aucun

Persistant 1éger

Glucocorticoides inhalés a faible dose

Théophylline ou cromones ou anti-

leucotriénes

Persistant modéré

Glucocorticoides inhalés a moyenne
dose associés a des P2 stimulants

inhalés

Glucocorticoides inhalés associés a
la théophylline ou Glucocorticoides
inhalés associés aux anti-

leucotriénes

Persistant séveére

Glucocorticoides inhalés a forte dose
avec des B2 stimulants inhalés et de la
théophylline ou anti-leucotriéne ou des
glucocorticoides oral ou B2 stimulant

sous forme oral

Tableau 1. Traitement de I'asthme en fonction de sa sévérité (9)

Dans certains cas d’asthme aigue grave la nébulisation pulsée de beta-2 stimulants est

nécessaire.
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En ce qui concerne les bronchopneumopathies chroniques obstructives les
traitements varient aussi en fonction du stade de la maladie qui ont été décrits plus
haut, les traitements peuvent se rapprocher de ceux de 1’asthme cependant, la premiere
des actions pour les patients est 1’arrét du tabac et se protéger contre certains facteurs
de risques comme certaines infections virales ou bactériennes pouvant toucher les
poumons, ou encore faire de la rééducation respiratoire par kinésithérapie (6) (10).
Les traitements médicamenteux consistent en I’association de bronchodilatateurs en
aérosol ou en nébulisation ainsi qu’une corticothérapie sous forme inhalée et de

traitements antibiotiques en cas d’infection bactérienne (10).

Le traitement de la BPCO va dépendre de son stade et donc de sa gravitée,
comme dit précédemment, ils peuvent donc aller d’une simple kinésithérapie et arrét
du tabac jusqu’a une oxygénothérapie dans les cas d’insuffisance respiratoire
chronique, rappelons que I’insuffisance respiratoire chronique est synonyme d’une
VEMS inférieure a 30%. Les différents types de traitements sont résumés dans le

tableau suivant (Tableau 2) :

Réduction des facteurs de risque (tabagisme) Vaccination antigrippale et

Bronchodilatateurs de courte durée d'action si besoin

Un ou plusieurs bronchodilatateurs de longue durée d'action

Glucocorticoides inhalés 32 stimulants

Oxygénothérapie et
traitements

chirurgicaux

Tableau 2. Traitement de la BPCO en fonction de son stade (10)
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Pour rappel, le but de cette étude est de savoir s’il est théoriquement possible
d’utiliser les cigarettes électroniques pour libérer certains principes actifs et plus
précisément des bronchodilatateurs, ce qui permettrait d’avoir une alternative pour les

patients utilisant des nébuliseurs.

Cette étude s’est concentrée sur trois principes actifs car ils font partis de ceux les plus

administrés en routine, ces derniers sont :
- Le salbutamol hémisulfate ;
- Le sulfate de terbutaline ;
- Le bromure d’ipratropium.

Le salbutamol hémisulfate et le sulfate de terbutaline sont des B2-stimulants et
permettront donc a terme la bronchodilatation des bronches aprés avoir engendré une
cascade d’activation protéique et une transduction du signal dans les cellules
musculaires lisses des bronches. Le bromure d’ipratropium est un anticholinergique
qui se fixe sur les récepteurs muscariniques a I’acetylcholine en bloquant ainsi son

effet bronchoconstricteur.

e) La voie d’administration :

Comme dit précédemment les maladies respiratoires sont la quatrieme cause
de décés en France apres les maladies cardiovasculaires. Parmi ces derniéres, on peut
compter la BPCO, l'asthme ou la mucoviscidose. Selon I'INSERM, la BPCO touche
5 a 10% de la population de plus de 45 ans et plus de 5 millions de personnes, avec
une forte prédominance chez les hommes (8). De plus, 4 millions de personnes
souffrent d'asthme en France, dont 3,5 millions de BPCO et 7 280 de mucoviscidose

(14).
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De par le nombre de personnes touchées par ces maladies pulmonaires il est
nécessaire de trouver des améliorations sur les traitements de ces derniéres mais aussi
sur leur mode d’administration, ainsi cela améliorerait la qualité¢ de vie des patients

mais aussi leurs observances.

Ces maladies nécessitent un traitement par bronchodilatateurs, corticostéroides
ou antibiotiques. Pour administrer ces traitements, il est souvent nécessaire d'utiliser
des nébuliseurs ou des aérosols doseurs (ou inhalateurs). Malgré leurs évolutions
techniques et de design (14), les nébuliseurs et les inhalateurs restent peu pratiques a
utiliser, les nébuliseurs sont encombrants et peu confortables pour le patient. Quant
aux inhalateurs, certains nécessitent une inspiration forcée pour déclencher la
libération de la dose de médicament et nécessitent donc un débit inspiratoire minimal
pour étre utilisés or, de nombreux patients atteint de ces maladies peuvent avoir
certaines difficultés lors de I’inspiration. Avec les aérosols doseurs liquides
pressurisés, la libération manuelle de la dose d'aérosol doit étre parfaitement
synchronisée avec le début de l'inspiration, ce qui peut diminuer l'efficacité du

traitement et 1'observance du patient car cela est difficile a réaliser (15).

La voie d’administration de ces traitements se fait par voie aérienne pour
directement se déposer sur la zone a traiter c’est-a-dire au niveau pulmonaire.

La nébulisation consiste en la transformation d’une solution liquide, par
exemple un médicament, en un aérosol qui est un ensemble de particules, solides ou
liquides, d'une substance chimique ou d'un mélange de substances, en suspension dans
un milieu gazeux. Les aérosols sont créés a partir d’ampoules de solution de principes
actifs prétes a ’emploi. Cet aérosol peut alors étre inhalé, ¢’est-a-dire inspiré par le
patient, et ainsi entrer en contact direct et rapide avec les voies aériennes.

Comme indiqué par les Figures 4 et 5, les gouttelettes inhalées par le patient
rentrent plus ou moins profondément dans les voies aériennes selon leurs diametres.

En fonction des zones a traiter visées, les particules doivent avoir une taille spécifique.
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Elles peuvent mesurer plus de 10 micromeétres permettant ainsi de traiter la
sphére ORL et les fosses nasales. Les particules supérieures a 10 micrométres vont
donc venir se fixer au niveau de I’oropharynx et seront avalées par le patient, pour les
traitements avec des corticoides il faut donc faire en sorte qu’il y est le moins de
particules supérieur a ce diametre et ainsi éviter les candidoses ou les dysphonies (16).

La majeure partie des particules atteignant les bronches sont comprises entre 5

et 4 micrometres cependant il est possible pour les particules de se fixer sur les
bronches tant qu’elles sont inférieures a 10 micrométres. Les particules plus petites
que 4 micrométres vont majoritairement se déposer au niveau des alvéoles et
sédimenter a cet endroit pour ensuite atteindre la voie systémique. En effet, un temps
de résidence prolongé des particules inférieures a 4 micrometres au niveau de la zone
périphérique alvéolaire favorise les phénomenes de sédimentation et de diffusion des
particules et par conséquent le dépot périphérique du médicament. Il est recommandé
au patient de faire une pause inspiratoire en retenant sa respiration aprés avoir inspiré
son aérosol et avant de procéder a I’expiration. Le but étant d’améliorer le dépot des
particules tres fines (16).
Le site de dépot d'une particule va dépendre principalement de sa taille qui caractérise
son comportement physique et sa cinétique comme on peut le voir sur les Figures 4 et
5.

La distribution du dépo6t des particules en fonction de leurs diametres et de la

zone a traiter est décrit dans la Figure 4 ci-dessous :
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Figure 4. Distribution du dépot des particules en fonction de leurs
diametres et des zones aériennes. (16)
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Figure 5. Schéma sur le dépot des particules tiré des ‘Recommandations sur les pratiques de
[’aérosolthérapie en pneumologie (16)

Avec : Dose nominale (= charge) : Masse de médicament disponible dans le générateur
d’aérosol. C’est une dose qui est calibrée.

Dose totale emise ou dose délivrée (DTE) : Masse de médicament réellement disponible a la
bouche du patient pour étre inhalée.
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2) Le Drug vaping :

Cette ¢étude porte sur une nouvelle méthode d'administration de principes actifs

essentiels dans la gestion des troubles respiratoires obstructifs.

a) Fonctionnement des cigarettes €¢lectroniques :

Cette nouvelle méthode se résume au principe du « vaping » médicamenteux,
c'est-a-dire 'utilisation d'un systéme électronique de délivrance de nicotine (ENDS)
aussi appelé cigarette ¢lectronique pour l'administration de traitements pulmonaires.
Comme montré sur la Figure 6, les ENDS sont des dispositifs composés de 5 parties

essentielles :

o un Drip Tip qui est I’embout de la cigarette ¢lectronique par lequel la

vapeur est aspirée ;
o unréservoir, pour accueillir le liquide a évaporer aussi appelé e-liquide ;

o une résistance, permettant de chauffer le mélange de e-liquide et de
nicotine ou autre dans le réservoir ce qui va générer une évaporation du
e-liquide et de la nicotine sous forme de vapeur qui sera inspirée par la

personne utilisant le dispositif;

o une batterie rechargeable.
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‘ Tank ou réservoir

Atomiseur

' Drip tip
T

Résistance

Base ou plateau
contentant l'airflow

Bouton Switch
Batterie

Figure 6. Schéma de la composition d’une cigarette électronique. (17)

b) Les différentes générations de cigarettes électroniques :

Le premier type de cigarette électronique a été breveté par le chinois Hon Lik (18),
ce type de cigarette électronique exploitait le principe de la nébulisation par ultrasons.
Quelques années plus tard une nouvelle génération de cigarette ¢lectronique apparait,
cette derniere utilise une résistance chauffante pour vaporiser le produit souhaité, cette
idée fut brevetée par le chinois David Yungiang Xiu sous le nom d’« Electronic
Nicotine Delivery System (ENDS) ». De plus, ces derniéres ont une batterie plus
puissante et plus durable. La troisiéme génération de e-cigarette sont aussi ENDS, la

différence est surtout liée a une puissance plus importante (19)(20).
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L'e-cigarette JUUL® fait partie des ENDS de 3-éme génération les plus populaires
de par sa taille et sa facilité d'utilisation. En effet, cette derniére mesure 95 mm de
hauteur, 15mm de largeur et 7 mm d’épaisseur et pese 14 grammes (21). De plus, la
sécrétion de vapeur se fait uniquement grace a l'aspiration de I'utilisateur sans méme
avoir besoin d'appuyer sur un bouton, aucun réglage de la résistance n'est nécessaire
contrairement a certains types d'ENDS. L’e-cigarette ZIP USONICIG® est une ENDS
faisant partie de la 3-€éme génération et est un systeme mesurant 94,2 x 34 x 19 mm
(22), fonctionnant par un systéme d’ultrasons a haute fréquence. Cette derniére a aussi

été testée dans ces essais.

Des manipulations ont été faites pour savoir si la dose des principes actifs cités
plus haut libérée par la JUUL® et la ZIP USONICIG® était comparable a la dose de

principe actif libérée lors d'une séance de nébulisation classique.

3) Principe de 'HPLC :

L HPLC (23) ou chromatographie en phase liquide haute performance est une
méthode permettant d’identifier et de quantifier des solutés en solutions. La solution
contenant les analytes a doser va étre poussée par une phase liquide appelée phase
mobile dans une colonne constituée d’une phase stationnaire. En fonction du type
d’HPLC, le mode de séparation des solutés va étre différent. En fonction des
caractéristiques des molécules a doser ainsi que celles des phases stationnaire et
mobile, les molécules vont mettre plus ou moins de temps a passer la colonne HPLC.
Une fois que la molécule aura traversé la colonne en étant transportée par les ¢luants
(phase mobile), elle sera détectée par un détecteur, souvent a ultra-violets. Ce temps
entre I’injection de la solution et la détection du soluté est appelé temps de rétention.
Il existe plusieurs types de colonne HPLC, le choix de la colonne va dépendre des

molécules a doser et du type d’HPLC voulue :
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La chromatographie d’adsorption, la phase stationnaire présente un fort
pouvoir d’adsorption et va retenir les solutés par liaisons électrostatiques tels
que les liaisons hydrogenes et les liaisons de Van der Waals. La phase
stationnaire peut étre composée d'oxyde d'aluminium, de silicates de

magnésium ou de gels de silice.

La chromatographie de partage, elle peut étre normale ou inverse, les analytes
vont étre séparés en fonction de leur polarité et leur affinité pour la phase

stationnaire :

o En phase normale, la phase stationnaire est polaire et la phase mobile
apolaire. Les solutés apolaires seront ¢lués en premier car ils ont moins
d’affinité pour la phase stationnaire que pour la phase mobile. La phase

stationnaire est en général composée de gel de silice polaire

o En phase inverse, la phase stationnaire est apolaire et la phase mobile
polaire, les analytes polaires seront €lués en premier. La phase
stationnaire est composée de gel de silice greffé¢ avec des chaines

carbonées a 8 ou 18 carbones la rendant apolaire.

La chromatographie par échange d’ions, cette méthode est utilisée si les
analytes a doser sont chargés, la colonne peut avoir une phase stationnaire
anionique ou cationique, la phase mobile sera de charge inverse. Si les
molécules sont anioniques et la colonne cationique alors ces dernieres seront
retenues par la colonne, elles auront donc un temps de rétention plus important

et inversement.

La chromatographie d’exclusion stérique, elle permet de séparer les solutés en
fonction de leurs tailles, la phase stationnaire est composée de billes poreuses

en silice ou polymeres.
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L’identification de la molécule se fait grace au temps de rétention qui est propre a
cette derni¢re en fonction du type d’HPLC, des conditions utilisées mais aussi de
I’affinité qu’a le soluté pour les ¢luants et la phase stationnaire. Cependant, il est
fréquent que pour une méme méthode le temps de rétention de plusieurs molécules
soient proches et donc peu différenciables, il est donc nécessaire de jouer sur certains
parameétres en réfléchissant a une nouvelle méthode de dosage pour modifier ces
temps de rétention et donc différencier les molécules présentent dans une méme

solution.

Le détecteur UV est reli¢ a un dispositif permettant de dessiner un
chromatogramme, la présence de la molécule d’intérét sera traduite par I’apparition
d’un pic dont I’aire sous la courbe est proportionnelle a la concentration de ce soluté
dans la solution de départ et 1’abscisse du sommet du pic correspond au temps de
rétention de la molécule. Le principe de I'HPLC est décrite dans la Figure 7 ainsi que

ses composants.

Systéme d'analyse de
Injection de I'échantillon A,J\ données
o | —
I ——N

Colonne Détecteur

collect d'échantillon et
Solvant A&B de déchets

Figure 7. Principe de ’HPLC (24)
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III. Matériel et méthode :

1) Matériel :

a) Les principes actifs :

Pour la réalisation de ce projet trois différents principes actifs bronchodilatateurs
ont été utilisés. Pour réaliser les tests avec les cigarettes €lectroniques des principes
actifs sous forme de poudre ont été utilisés. Le sulfate de terbutaline, le bromure
d’ipratropium et le salbutamol hémisulfate ont été achet¢ chez VWR, France. Des
tests avec nébuliseur ont été réalisés, pour 1’utilisation de ce dernier des ampoules de
principes actifs déja préparées et distribuées aux patients dans les officines ont été
utilisées, ces ampoules ont été fournies par la pharmacie a usage intérieur du CHU de
Saint-Etienne ; les ampoules de sulfate de terbutaline de Smg/2ml proviennent du
laboratoire Arrow ainsi que celles de bromure d’ipratropium de 0.5mg/2ml, les
ampoules de salbutamol hémisulfate de 5mg/2.5ml quant a elles provenaient du

laboratoire Mylan.

b) Chromatographie liquide haute performance :

Pour réaliser le dosage des échantillons des tests, ’HPLC de chez Shimadzu
(Japon) a été utilisée ainsi que le logiciel LABsolution permettant de créer et lire les
chromatogrammes. Cette HPLC est équipée d’un échantillonneur automatique
permettant d’injecter des échantillons a doser avec des volumes précis et de maniére
automatisée. De plus, elle est équipée d’une pompe quaternaire ce qui permet
d’utiliser jusqu’a 4 solvants différents a la fois. Le systéeme de détection se compose
d’un détecteur UV a longueur d’onde unique avec une lampe au deutérium utilisée

comme source de lumiere. Le logiciel LABsolution reli¢ a ’HPLC permet de créer
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des méthodes précises en rentrant certains parameétres choisis en fonction des besoins.
En effet, il est possible de sélectionner le mode d’HPLC (gradient ou isocratique), la
longueur d’onde d’acquisition, la température d’acquisition, la colonne HPLC se
trouvant dans un four dont la température est réglable, le débit des solvants ainsi que
leurs proportions les uns par rapport aux autres et le temps d’acquisition. Une fois la
méthode créée, les acquisitions peuvent étre programmeées en choisissant le volume
d’injection des échantillons et le nombre d’acquisitions par échantillon. Pour chacun

des échantillons une méthode différente peut étre choisie via le logiciel.

Pour la réalisation des méthodes HPLC permettant le dosage des principes actifs
plusieurs phases mobiles ont été utilisées avec les composants suivants ; le Sodium
dodecyl sulfate acheté chez VWR, France, le méthanol, le triethylamine, le potassium
dihydrogeno-orthophosphate et 1’acide orthophosphoric proviennent quant a eux de

chez Thermo Fisher scientific, France.

c) Description des cigarettes électroniques et nébuliseur :

Il a été comparé lors de cette étude deux cigarettes ¢€lectroniques avec un

nébuliseur pneumatique, le Cirrus™ 2 qui est utilisé en routine par les patients.

Les deux cigarettes électroniques utilisées sont la JUUL®, achetée au fabricant
JUUL®, France, qui fait partie des ENDS les plus populaires de par sa taille et sa
facilité d'utilisation. En effet, cette derniére mesure 95 mm x 15 par 7 mm et pése 14
grammes. La JUUL® a une résistance de 1,6 ohm et une puissance de 8 W ainsi qu’une
capacité¢ de 200 bouffées de charge (21). De plus, cette cigarette électronique est
fournie avec des réservoirs ou cartouches de recharge contenant une solution de e-
liquide composée de glycérol, de PG, ces cartouches sont jetables et ont un volume
de 0,7 ml (25). Pour les essais ces cartouches ont été vidées et lavées puis remplies
avec des solutions de remplissage formulées a cet effet avec les principes actifs et le

e-liquide choisi étant du 1,3-propandiole (PDO ou Végétol®). La puissance de la
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cigarette est unique et non modifiable. La sécrétion de vapeur se fait uniquement grace
a l'aspiration de l'utilisateur sans méme avoir besoin d'appuyer sur un bouton, aucun

réglage de la résistance n'est nécessaire contrairement a certains types d'/ENDS.

La résistance de la JUUL® permet de chauffer le mélange de e-liquide et de
principe actif dans le réservoir ce qui va générer une évaporation du e-liquide et du
principe actif sous forme de vapeur qui sera inspirée par la personne utilisant le

dispositif.

Voie d’aspiration

Voie d’aspiration

Réservoir de e-liquide
de 2.5ml

Bouton d’activation

- Réservoir jetable de 0.7 ml

L

Figure 8. ENDS JUUL et ses

, . Figure 9. ENDS ZIP a
réservoir jetables.

ultrasons.

La ZIP USONICIG® est quant a elle un dispositif fonctionnant par un systéme
d’ultrasons a haute fréquence (26), sans combustion, ce qui ¢limine le risque de
sensation de bralé. Une plaque en céramique a ultrasons fait vibrer le e-liquide a une
fréquence de 3 MHZ et le change en vapeur. Il est recommandé d’utiliser le kit avec
du e-liquide gras ayant au minimum 50% de VG (glycérine végétale) (22) . Ce
dispositif permet d’éviter la chauffe du produit et donc a dégradation par la chaleur

de certains actifs.
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Pour ’utilisation des cigarettes électroniques JUUL® et ZIP USONICIG® le
1,3-propandiole (PDO ou Végétol®) du laboratoire XERES a été utilisé comme e-

liquide ou liquide de remplissage.

Habituellement, les e-liquides les plus utilisés par les utilisateurs de cigarettes
¢lectroniques sont un mélange de propyléne glycol (PG) et de glycérine végétale (VG)
(2). Cependant, il a été¢ démontré que le propyleéne glycol provoque une sécheresse et
une irritation des voies respiratoires (2), ce qui est contraire a 1’objectif final d'utiliser
ce dispositif chez les patients souffrant de maladies pulmonaires. Le PDO est connu
pour étre utilis€é comme substitut au PG, contrairement a ce dernier le PDO est
reconnu comme ¢étant une substance « Généralement Reconnu Comme Sure » ou
« GRAS » (Generally Recognized As Safe) par la FDA (Food And Drug
Administration) (27).

Pour pouvoir comparer les doses entre les deux moyens de libération il a
d’abord fallu connaitre la dose libérée lors d’une nébulisation. Les nébuliseurs sont
des dispositifs médicaux utilisant 1‘effet venturi pour libérer 1’actif sous forme de
micro gouttelettes respirables par le patient. La té€te de nébulisation est la partie qui
contiendra le nébulisat et libérant les microgouttelettes, cette téte est reliée a un
compresseur qui génere de I’air comprimé. L’air circule a travers la solution de
substances actives et I’atomise en minuscules gouttelettes (28) comme montré sur

I’image ci-dessous.
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Figure 10. Image d’un nébuliseur.

2) Méthode :

a) Formulation du e-liquide ou liquide de remplissage :

Le but de ces essais étant de savoir si les cigarettes électroniques citées
précédemment ont la capacité de libérer certains principes actifs il d’abord été

nécessaire de formuler des solutions a base de e-liquide et des actifs concernés.

Pour remplir les réservoirs des cigarettes €lectroniques, des solutions de sulfate
de terbutaline, de bromure d’ipratropium ou de salbutamol hémisulfate avec
différentes concentrations ont ¢té formulées et utilisées. Pour le sulfate de
terbutaline 3 concentrations différentes ont été testées : pour des concentrations
finales de 1 et 2 mg/ml des solutions meres SO de 40 mg/ml ont été formulées, pour
une concentration finale de 10 mg/ml une solution mére SO de 80 mg/ml a été faite.
Les soutions méres ont été réalisées a partir de poudre de sulfate de terbutaline et

d’eau physiologique stérile a 0,9% de NaCl. Pour remplir le réservoir des cigarettes
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¢lectroniques des solutions S1 ont été faites a partir des solutions meéres et de PDO en

respectant un pourcentage final en PDO de 87,5%.

Pour le bromure d’ipratropium des tests avec deux concentrations finales ont
été réalisés, ces dernicres étaient de 0.25 mg/ml et 1.25mg/ml pour cela des solutions
méres de Smg/ml et 10mg/ml ont été réalisées a partir de poudre de bromure
d’ipratropium et d’eau physiologique stérile a 0,85% de NaCl (I’écart de
concentration d’eau physiologique avec le sulfate de terbutaline est li¢ au matériel
disponible pour ces essais) , comme pour le sulfate de terbutaline le réservoir a été
finalement remplie avec une solution contenant 87.5 % de PDO et 12,5% de solution

mere.

En ce qui concerne le salbutamol hémisulfate, deux concentrations finales de
2 et 10mg/ml ont été testées. Les solutions meres initiales avaient une concentration
de 40mg/ml pour la solution finale de 2mg/ml et 80 mg/ml pour la solution finale de
10mg/ml. Les mémes proportions de PDO que pour les deux principes actifs
précédents ont été respectées pour formuler la solution de remplissage des cigarettes

¢lectroniques.

Les protocoles de formulations des solutions de remplissage sont détaillés dans
I’Annexe 1, pour chaque solution un ratio de 87.5/12.5 PDO/solution a été respecté
car ce dernier a été validé lors d’études précédentes au sein du CIS. Le dosage des
différents échantillons a ¢été fait en respectant les méthodes HPLC choisies pour

chacun des principes actifs.
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b) Méthodes HPLC :

L’une des premiceres €tapes lors de ce projet a été de déterminer les méthodes
de dosage appropriées pour le salbutamol hémisulfate et le bromure d’ipratropium
en sachant que celle du sulfate de terbutaline a été déterminée précédemment lors

de travaux menés par une doctorante du CIS (2) et qui est résumée dans le tableau

suivant :

Chromatographie de partage en phase inverse (RP-HPLC)

Isocratique
Colonne : Hypersil GOLD™ aQ C18 column (150%4.6 mm,

3p)
Pre-colonnes : Colonnes HPLC HyperSep™

-Phase mobile A: solution de SDS [Solvant pour solutions :
lg/L eau déionisée
-Phase mobile B: methanol

-Ratio Eau SDS/methanol (40:60)

I mL/min
20 uL
218 nm
23-25°C

Tableau 3. Conditions de la méthode de dosage HPLC du sulfate de terbutaline
(16)

L’un des objectifs de base de cette étude était de déterminer une méthode

commune pour le salbutamol hémisulfate et le bromure d’ipratropium car le but
final était de créer une seule et unique solution liant les deux principes actifs. En
effet, en pratique clinique un mélange bromure d’ipratropium et salbutamol

hémisulfate est utilisé¢ par les patients lors d’une méme et unique séance de
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nébulisation. Une recherche bibliographique a donc été nécessaire pour déterminer
cette méthode. Il est a noter que pour tester les méthodes des ampoules de
nébulisation ont été utilisées, ces dernieres étaient diluées au 10-éme pour

empécher I’encrassement de la colonne.

Les différentes méthodes testées pour le bromure d’ipratropium et le
salbutamol hémisulfate ainsi que le résultat de ces tests sont décrits dans la partie

Résultats.

c) Plan de validation de méthode HPLC :

Avant de lancer les essais il a été nécessaire de valider les méthodes de dosage HPLC
pour les principes actifs, la validation de méthode du sulfate de terbutaline a été
réalisée par une doctorante du CIS (2) lors de travaux précédents, cette méthode a été
reprise pour ce travail. Lors de la validation de méthode de dosage du salbutamol

hémisulfate et du bromure d’ipratropium les trois points suivants ont ét¢ vérifiés :

- L’absence d’effet matrice des solvants et plus précisément du PDO. L’effet
matrice est I’influence d’un composé chimique sur 1’absorption détectée que
ce soit en intensité ou en longueur d’onde. Il est donc important de savoir si les
solvants ont un effet ou non sur la détection des molécules. Pour cela il est
nécessaire de connaitre la différence relative entre les coefficients directeurs
des droites représentant la concentration des solutions en fonction d’une valeur
mesurée, comme par exemple 1’air sous la courbe des pics pour le dosage

HPLC, avec le solvant dit matrice et le solvant standard. Le calcul est le

suivant :
Coefficient directeur "solvant matrice"- Coefficient directeur solvant standard X 100
Coefficient directeur "solvant matrice"
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Le résultat doit étre inférieur a 10% pour conclure a 1’absence d’effet matrice
du solvant.

- La linéarité : En effet selon les guidelines ICH Q2(R1)(29) il est nécessaire
pour valider une méthode d’analyse de tester la linéarité sur toute une gamme
de concentrations de principe actif. Cette linéarité peut &tre démontrée
directement sur la substance médicamenteuse en diluant une solution mere
standard, pouvant étre les ampoules de principes actifs pour les séances de
nébulisations délivrées aux patients ou encore une solution mére créer a partir
des principes actifs en poudre distribués par les fabricants. La linéarité doit étre
vérifiée en tracant les courbes représentants 1’aire sous la courbe des pics
HPLC en fonction de la concentration des solutions. Le calcul du coefficient
de corrélation des courbes permet de conclure quant a la linéarité ou non de la

méthode. Un minimum de 5 concentrations est recommandé selon les

guidelines ICH (29).

- Larépétabilité : il faut de plus vérifier la répétabilité de la méthode de dosage
HPLC. La répétabilité exprime la précision dans les mémes conditions de
fonctionnement sur un court intervalle de temps. La répétabilité est également
appelée précision intra-essai. Elle doit étre évaluée en utilisant : un minimum
de 9 déterminations couvrant la gamme spécifiée pour la procédure (par
exemple, 3 concentrations/3 répétitions chacune) ; ou un minimum de 6

déterminations a 100% de la concentration d'essai (29).

Pour savoir si les solvants, ici en I’occurrence le PDO, ont un effet matrice sur la
méthode de dosage il faut comparer les coefficients directeurs des droites de
calibrations de celle réalisée avec un solvant neutre comme I’eau déionisée et le

solvant a tester.
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Pour réaliser ces courbes 1’aire sous la courbe des pics de plusieurs échantillons a
été calculé ayant des concentrations différentes. Pour chacune des concentrations
I’échantillon a été dosé 3 fois de suite ce qui a aussi permis de tester la répétabilité

des méthodes.

En ce qui concerne le salbutamol hémisulfate , les courbes de calibrations ont été
créées sur 7 concentrations qui sont les suivantes : 2, 1, 0.5, 0.25, 0.126, 0.0128 et 0

mg/ml

Pour le bromure d’ipratropium ces derniéres ont été réalisées sur 5 concentrations :

0.25, 0.125, 0.025, 0.0125 et 0 mg/ml.

La linéarité de ces méthodes a donc pu étre testée car les droites ont été faites sur au

moins 5 concentrations.

Pour les deux principes actifs trois courbes ont été faites en utilisant les mémes

concentrations :

- Une courbe pour laquelle les échantillons ont été faits a partir d’ampoules

diluées pour obtenir les concentrations voulues.

- Une courbe dont les échantillons ont été créés a partir de poudre de principes

actifs et d’eau déionisée, qui est le standard.

- La dernicre des courbes a été réalisée a partir d’échantillons composés a 20%
de PDO et 80% d’eau déionisée. Le volume final des échantillons était de 1 ml
a 5 ml et les solutions méres utilisées étaient de 0,5mg/ml pour le bromure
d’ipratropium et 4 mg/ml pour le salbutamol hémisulfate . Les tableaux ci-

dessous montre comment ces solutions ont été faites :
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0,25 0,125 0,025 0,0125
0,5 0,25 0,1 0,05
0,5 0,75 1,9 1,95
0,4 0,6 1,52 1,56
0,1 0,15 0,38 0,39

1 1 2 2

0,5

Tableau 4. Formulation des échantillons de bromure d’ipratropium
pour tester [effet matrice

2 1 0.5 0.25 0.126 0.0128
0.5 0.25 0.125 0.125 0.063 0.016
0.5 0.75 0.875 1.875 1.937 4.984
0.4 0.6 0.7 1.5 1.550 3.987
0.1 0.15 0.175 0.375 0.387 0.997
1 1 1 2 2 5
4
Tableau 5. Formulation des échantillons de salbutamol pour tester [ effet
matrice
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Pour réaliser la courbe de calibration du sulfate de terbutaline, 6 concentrations
standards ont été réalisées a partir de poudre de sulfate de terbutaline dissoute dans de
I’eau déionisée, un ratio de 20/80 de solution et de PDO a été respecté. Les 6
concentration sont les suivantes: .3125 pg/mL, 3.125 pg/mL, 31.25 pg/mL,
100 pg/mL, 200 pg/mL, 1000 pg/mL , I’équation de la courbe de calibration obtenue
est la suivante : y=12,278.4 x+0 ayant un R*2 de 0.9998, avec y I’air sous la courbe

en Au et x la concentration en pg/mL (2).

Le résultat de ces tests sont décrits dans la partie Résultats.

d) Génération et récolte des condensats de puffs et nébulisat :

Un condensat de puff ou de vape est la vapeur libérée par la cigarette

¢lectronique lors de I’inspiration par une personne utilisant une cigarette électronique.

Une puff ou vape est le mécanisme d’aspiration exercé sur une cigarette

¢lectronique lors de son utilisation.

Pour pouvoir libérer ces condensats de maniere artificielle la seringue
instrumentée PDSP® (Programmable Dual Syringe Pump) fabriquée par Burghart
Messtechnik® a été utilisée (30) (Figures 11 et 13.b). Il s’agit d’une pompe a aérosol
précise et controlable par un terminal a écran tactile séparé. La pompe se compose de
deux pompes a piston linéaire dans des cylindres en verre, ces pompes sont déplacées
par un moteur, le déplacement de ces pompes mime une inspiration et une expiration.
Cet appareil permet donc de fixer de maniere étanche, pour mimer I’effet de la bouche,
la cigarette ¢électronique (Figure 13.a) et de générer artificiellement des puffs en
« aspirant » le condensat de la cigarette puis en le rejetant dans un Glass Twin

Impinger (GTI) défini ci-dessous.
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Ecran tactile

Moteur

Cylindres en verre |

Pompes

Figure 11. Composants de la seringue instrumentée PDSP (30)

Les doses de bromure d’ipratropium et de salbutamol hémisulfate libérées lors
d'une séance classique de nébulisation avec le nébuliseur Cirrus TM 2® qui est l'un
des plus utilisés ont été déterminées. Le réservoir de la téte de nébulisation a été rempli
avec 2ml d'une ampoule de bromure d’ipratropium a une concentration de 0.5mg/2ml
ou de 2 ml d’une ampoule de salbutamol hémisulfate avec une concentration de
S5mg/2.5 ml. La nébulisation a été effectuée jusqu'au début du désamorcage (bruit de
« crachotement » facilement identifiable). La té€te de nébulisation était directement
liée au GTI pour en récolter I’aérosol. En ce qui concerne la dose libérée au cours de
la nébulisation du sulfate de terbutaline, elle a pu étre déterminée au cours de travaux

précédents (2).

Le GTI (Glass Twin Impinger) (Figures 12 et 13.c) est un assemblage de
verrerie répliquant les voies respiratoires et permettant de récolter les doses de
médicament libérées par des dispositifs d'administration par inhalation orale. Cet

¢quipement est reconnu par la Pharmacopée Européenne pour séparer et différencier
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les doses respirables et non respirables d’un aérosol (32). Ses caractéristiques
aérodynamiques permettent de séparer les doses respirables et non respirables émises
par un dispositif. Il est compos¢ d’un oropharynx artificiel, d'une chambre supérieure
et d'une chambre inférieure. Le GTI utilisé lors de ces essais est un ensemble de

verrerie fabriqué sur mesure par MC2.

Ce dernier est reli¢ a une pompe (model LCPS5, fabriquée par Copley Scientific
of Nottingham, Angleterre) permettant la création d’un flux d’air ayant un certain
debit, ce débit devait étre de 60+5 L/min comme indiqué dans les notices d’utilisation
du GTI (32). Ce flux d’air ainsi que les paramétres aérodynamiques du GTI permettent

de séparer les particules émises par les dispositifs médicaux en deux catégories :

- toutes les particules inférieures a 6,4 um sont récoltées dans la chambre
inférieure, cette derniere permet de recueillir la fraction de particules dites fines

c’est-a-dire respirables du traitement (Figure 12) ;

- al’inverse les particules non respirables c’est-a-dire celles qui sont supérieures

a 6,4 um sont récoltées dans la partie supérieure du GTI (Figure 12).

Un volume de 7 ml d'eau déionisée se trouve dans la chambre supérieure et un
volume de 30 ml dans la chambre inférieure cela permet de récupérer les condensats
qui se seront dissouts au sein de cette eau, constituant ainsi les échantillons qui seront

dosés.

Pour chaque test les volumes d'eau déionisée dans la chambre supérieure ainsi que
dans la chambre inférieure ont été prélevés et respectivement mis dans une fiole
jaugée de 10 ml et 50 ml puis complété jusqu'au trait de jauge avec de I'eau déionisée,
comme indiqué dans le protocole d’utilisation du GTI en Annexe 3. Ce complément
jusqu’au trait de jauge permet d’augmenter la précision en connaissant exactement le

volume final des échantillons en cas d’évaporation d’une partie du contenu initial du
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GTI lors de son utilisation, cette dilution a bien entendu été prise en compte dans les

calculs finaux.

Apres chaque essais toutes les pieces du GTI étaient lavées a I’eau chaude et au
savon puis rincées a 1’éthanol suivi d’eau déionisée et enfin séchées a I’air comprimé.
En ce qui concerne les tuyaux ils étaient lavés entre chaque changement de principe

actif ou lors de leur encrassement.

Fr o

Chambre haute : pafticules

non respirables > 6,4 Um S | | \

Chambre basse :
particules respirables [<
6,4 Um

Figure 12. Montage du Glass Twin Impinger

Le montage utilisée pour la récolte des condensats de puffs est décrit dans la
figure suivante (Figure 13), dans le cas de I’utilisation du nébuliseur ce dernier était
directement connecté au GTI sans pass¢ par l'intermédiaire de la seringue

instrumentée.
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Tt

Figure 13. Schéma du montage entre les 4 éléments : cigarette électronique (a),
seringue instrumentée (b), le GTI (c) et la pompe (d). Les différents élements sont
connectés par des tubes de maniere étanche. (2)

La libération du sulfate de terbutaline, du bromure d’ipratropium et du
salbutamol hémisulfate a été réalisée avec les ENDS JUUL® et ZIP USONICIG® en
respectant les normes AFNOR de vapotage suivantes, pour un test, deux séries de 20

bouffées étaient faites séparées par 5 minutes de pause.

Ddurée de bouffée/vaporisation . 305£0,1s
Période des bouffées 30,0s+0,55
Nombre de bouffées par série 20

Délai entre séries | 3005+ 120
Volume pour la génération d'une bouffée 550 mL£0,3 mL
Débit maximal 18,5mL/s+ 1,0 mL/s
Perte de charge hors piégeage <50 hPa
Nombre de séries 5

Nombre total de bouffées 100

Durée totale de vaporisation 3005

Tableau 6. Parametres de vapotage préconisés par la norme AFNOR XP D 90-300-
3.(31)
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e) Plan de manipulations :

Les dosages suivants ont été réalisés :

- Pour le sulfate de terbutaline 3 concentrations ont été testées. Pour une
concentration de 2.5 mg/ml les deux cigarettes €lectroniques ont été testées, en
revanche la concentration de 10 mg/ml n’a été testée qu’avec la JUUL® suite
aux résultats peu concluant avec la ZIP USONICIG®; de plus, la ZIP
USONICIG® a été testée pour une concentration de 1mg/ml. Pour chacune des
concentrations et cigarette €¢lectroniques N=3 essais de 40 puffs ont été réalisés
pour confirmer la reproductibilité. Les échantillons de la chambre haute et
basse du GTI ont été récoltés et dosés, chacun de ces échantillons a été injecté

deux fois de suite dans la colonne HPLC et dosé pour confirmer la répétabilité.

- Des concentrations de 2 et 10 mg/ml ont été testées pour le salbutamol
hémisulfate avec la cigarette électroniques JUUL®, suite aux essais réalisés
avec le sulfate de terbutaline il a été décidé de ne plus réaliser d’essais avec la
ZIP USONICIG® car les résultats étaient peu concluants. Tout comme pour le
sulfate de terbutaline N=3 essais de 40 puffs ont ét¢ réalisés pour chacune des

concentrations, puis chaque échantillon a été dos¢ deux fois de suite par HPLC.

- En ce qui concerne le bromure d’ipratropium, il a été testé deux concentrations
avec la JUUL®, une concentration de 0.25 mg/ml et 1.25 mg/ml. Comme pour
les deux autres principes actifs N=3 essais de 40 puffs ont été réalisés et chacun

des échantillons a été dosé deux fois par HPLC.

Les concentrations de 2,5 mg/ml pour le sulfate de terbutaline, de 2 mg/ml pour le
salbutamol hémisulfate et de 0.25 mg/ml de bromure d’ipratropium ont été les

premicres concentrations testées car il s’agissait des concentrations des ampoules de
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nébulisation utilisées. En fonction des résultats obtenus ces concentrations ont été

ajustées.

De plus, il est important de noter que les cigarettes électroniques étaient chargées

au maximum avant chaque essai et le réservoir rempli au maximum.

- Pour déterminer la dose libérée lors d’une séance de nébulisation classique le
nébuliseur Cirrus™2 a été relié au GTI dans les conditions décrites dans la
partie I11.2)d). Lors de ces essais, du salbutamol hémisulfate ou du bromure
d’ipratropium en ampoule ont été utilisés avec des concentrations respectives
de Smg/2,5ml et 0.5mg/2ml. Le temps de nébulisation était €¢gal au temps entre
le démarrage du nébuliseur et le début du désamorcage de ce dernier. Tout
comme pour les tests avec les cigarettes ¢lectroniques N=3 essais ont été faits

et chacun des échantillons a été dosé deux fois de suite par HPLC.

V. Résultats :

1) Détermination des méthodes HPLC :

Suite aux recherches bibliographiques réalisées différentes méthodes de dosage du
salbutamol hémisulfate et du bromure d’ipratropium ont été testées, comme précisé

dans la partie Méthode. Ces méthodes et le résultat des tests sont décrits ci-dessous.

La premiere méthode testée pour doser le bromure d’ipratropium et le salbutamol

hémisulfate dans un méme échantillon regroupe les critéres suivants :
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Chromatographie de partage en phase inverse (RP-HPLC)

Isocratique

Colonne : Hypersil GOLD™ aQ C18 column (150x4.6 mm,

3 um)
Pre-colonnes : Colonnes HPLC HyperSep™

-Phase mobile A: solution [Solvant pour solutions : eau
tampon (pH=3 £+ 0.5) déionisée

-Phase mobile B:
acétonitrile

-Ratio  tampon/acétonitrile

(70:30)

1 mL/min
8 min

10 uL
212 nm
30-C

Tableau 7. Méthode 1 pour le dosage du salbutamol hémisulfate et du
bromure d’ipratropium (33)

Cette méthode utilise un gradient de phases mobiles. Cependant, il était visible
sur les chromatogrammes que le pic de salbutamol hémisulfate se confondait avec un
pic de solvant, certains paramétres ont donc ¢té modifiés comme par exemple le
volume d’injection, le temps de rétention, la longueur d’onde ou encore le débit.
Cependant, en modifiant ces parameétres les pics de salbutamol hémisulfate et de
bromure d’ipratropium se confondaient, en effet, en changeant par exemple le volume
d’injection et notamment en 1’augmentant le temps de rétention du salbutamol
hémisulfate était trop proche de celui de du bromure d’ipratropium. Les temps de
rétentions de nos analytes en suivant les paramétres du tableau étaient de 2,3 minutes
pour le bromure d’ipratropium et 1,8 minutes pour le salbutamol hémisulfate. Cette

méthode n’a donc pas été retenue pour le dosage simultané des deux principes actifs.
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Une autre méthode HPLC pour doser les deux principes actifs a la fois a donc

été testée et décrite dans le Tableau 8.

Chromatographie de partage en phase inverse (RP-HPLC).

Isocratique
Colonne : Hypersii GOLD™ aQ Cl18 column
(150%4.6 mm, 3 pm)

Pre-colonnes : Colonnes HPLC HyperSep™

-Phase mobile A: solution [Solvant pour solutions : eau
tampon pH=3+0.5 déionisée

-Phase mobile B:
acetonitrile

-Ratio solution
tampon/acetonitrile:

(87.5:12.5)

1,2 mL/min

10 min

40 L

205 nm pour bromure d’ipratropium 280 nm salbutamol

hémisulfate

Température ambiante

Tableau 8. Méthode 2 pour le dosage du salbutamol hemisulfate et du
bromure d’ipratropium (34)

Cette méthode est une méthode HPLC en mode normal, regroupant les mémes
phases mobiles que la méthode précédente mais avec un ratio différent ainsi qu’un

volume d’injection et des longueurs d’ondes différentes. Dans cette méthode la
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longueur d’onde n’est pas la méme en fonction de la molécule a doser. Aprés avoir
testé cette méthode, il a été conclu qu’elle n’était pas utilisable un dosage simultanés
de nos deux actifs car les pics de salbutamol hémisulfate et de bromure d’ipratropium

sont confondus.

Une troisiéme méthode a donc été testée avec les critéres suivants :

Chromatographie de partage en phase inverse (RP-
HPLC).

Gradient

Colonne : Hypersii GOLD™ aQ CI18 column
(150%4.6 mm, 3 pm)

Pre-colonnes : Colonnes HPLC HyperSep™

-Phase mobil A : [Solvant pour solutions : eau|
Potassium dihydrogen |déionisée

phosphate solution (pH
3,20+0.05)

-Phase mobile B

acétonitrile

1 mL/min

26 min
10 uL
210 nm

25°C

Tableau 9. Méthode 3 pour le dosage du salbutamol hémisulfate et du
bromure d’ipratropium (35)
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Cette méthode HPLC est une méthode en mode gradient et le gradient suivant

a été utilisé :

Time {(min) Flow Rate (mL/min) A (%) B (%)
0 1.00 95.0 5.0
10.00 1.00 80.0 20.0
15.00 1.00 80.0 20.0
16.00 1.00 95.0 5.0
25.00 1.00 95.0 5.0

Pour cette derniere méthode testée, seul un pic ressortait pour le salbutamol

hémisulfate a 7,9 minutes et aucun pour le bromure d’ipratropium.

Il a donc été¢ décidé de continuer les essais en séparant le salbutamol
hémisulfate et le bromure d’ipratropium car il n’est pas possible de les doser

ensemble avec les méthodes trouvées et testées.

En ce qui concerne la premieére méthode, elle a été choisie pour doser le
bromure d’ipratropium, en effet il n’était pas possible de 1’utiliser pour le salbutamol
hémisulfate car le pic de salbutamol hémisulfate se confondait avec le pic de solvant
et cela malgré la modification des parameétres. La troisieme méthode a été choisie pour

le dosage du salbutamol hémisulfate .

Pour les trois méthodes de dosage utilisées et pour les trois principes actifs,
trois solutions étaient a formuler chaque jour. Ces solutions sont les solutions tampons
ayant un pH et une formulation différents pour la méthode du bromure d’ipratropium
et du salbutamol hémisulfate . Pour le dosage du sulfate de terbutaline une solution de
SDS de 1g/L d’eau déionisée était a réaliser quotidiennement. Ces solutions étaient
préparées le jour méme du dosage ou le jour d’avant pour avoir des solutions

« fraiches » et donc retirer un biais en cas de probleme lors des dosages.

Voici les protocoles de formulation utilisés pour les solutions tampons des deux

méthodes :
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» M¢éthode Bromure d’ipratropium (36)

Le tampon était réalis€ comme suit :
e Dans 800 ml d’eau déionosée dissoudre 1,36 g de potassium
dihydrogéné
e Ajouter 2 ml de triméthylamine
e Ajuster le ph a 3+0.5 avec de ‘acide orthophosphorique
e Ajuster le volume de la solution a 1L avec de 1’eau distillée.

e Filtrer la solution puis dégazer pendant une heure

> M¢éthode Salbutamol hémisulfate (35)

Le tampon était réalisé de la maniére suivante :
e Dans 800 ml d’eau déionosée dissoudre 2,5 g de potassium dihydrogéne
e Ajuster le ph a 3,20+0.05 avec de ‘acide orthophosphorique
e Ajuster le volume de la solution a 1L avec de 1’eau distillée.

Le reste des phases mobiles étaient des solutions pures provenant de laboratoires.

La colonne utilisée pour ces deux méthodes est une Hypersil GOLD™ AQ C18
(150%4.6 mm, 3 um), cette derniére est une colonne ayant pour phase stationnaire du
gel de silice greffé avec des chaines carbonées de 18 carbones ce qui rend la colonne
peu polaire et hydrophobe. Ceci permet de réaliser des chromatographies en phase

inverse ce qui engendre la séparation des molécules en fonction de leur polarité.

Il est important de noter que la colonne HPLC était régénérée une fois par
semaine a minima ou des lors qu’elle présentait des signes d’encrassement, le
protocole de régénération se trouve en Annexe 2. De plus, avant chaque essai réalisé

sur des jours différents ou entre chaque essai de principe actifs différents, la colonne
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¢tait conditionnée pendant 20 minutes, le conditionnement consiste a mettre en

marche la pompe de ’'HPLC et a faire passer la phase mobile des différentes méthodes

dans la colonne pour la stabiliser. En plus de cela, la ligne de base était stabilisée avant

le début des acquisitions.

2) Résultats de la validation de méthodes HPLC :

Suite au plan de validation de méthode décrit dans la partie Matériel et Méthode,

les courbes suivantes et leurs équations ont €té obtenues :

140000000 . ;
Courbe de calibration Salbutamol
120000000
2 100000000 Y = SEriix
e R2=0.9976
2
3 80000000
; y = 5E+07x
2 60000000 Bt
o
w
&
< 40000000 y = BE+07x
RZ=0.9919
20000000
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5
CONCENTRATION MG/ML
© Salbutamol en poudre+eau deionisee Salbutamol en poudre + 20% de PDO

Ampoules de salbutamol
Linéaire (Salbutamol en poudre + 20% de PDO)

Linéaire (Ampoules de salbutamol)

Linéaire (Salbutamol en poudret+eau deionisee)

Figure 14. Courbes de calibration du salbutamol hémisulfate
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2500000

Courbes/ de calibration ipratropium

2000000
g y = 8E+06x
= R?=0.9998
=
= 1500000
8 y = 8E+06x
=] R?=0.9999
g
S 1000000
o y = 9E+06x
& R2=1
=
<
500000
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
CONCENTRATION (MG/ML)
ipratropium+20% de PDO ipratropium+ eau distillée ampoule ipratropium
= Linéaire (ipratropium+20% de PDO) == Linéaire (ipratropium+ eau distillée) = Linéaire (ampoule ipratropium)

Figure 15. Courbes de calibration de bromure d’ipratropium

La détermination de la présence d’un effet matrice se fait en calculant la différence
relative des pentes pour chaque solvant, ceux qui ont été comparés sont le PDO et
I’eau déionisée étant le standard, le résultat du calcul suivant doit étre inférieur a 10% :

Coefficient directeur "solvant matrice"- Coefficient directeur solvant standard X 100

Coefficient directeur "solvant matrice"

Pour le salbutamol hémisulfate un résultat de 0% est obtenu il n’y a donc pas d’effet

matrice provenant du PDO.

En ce qui concerne le bromure d’ipratropium un résultat de 0% est aussi obtenu, il n’y

a donc pas d’effet matrice.

De plus, la linéarité des courbes peut étre confirmée car elles ont toutes un coefficient

de corrélation supérieur ou égal a 0.99.
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Pour la suite de ce travail, la courbe 20/80 PDO/eau déionisée a été utilisée pour

déterminer les concentrations en actifs présents dans les échantillons.

Une fois les méthodes déterminées les essais ont pu commencer avec les cigarettes
¢lectroniques et le nébuliseur pour déterminer les doses libérées par les trois

dispositifs.

3) Résultats des essais :

Comme expliqué dans la partie Matériel et Méthode, les doses respirables et non
respirables de principe actifs libérés par des cigarettes électroniques ont été
déterminées mais aussi celles libérées par un nébuliseur. Les doses libérées ont été
déterminées en utilisant les courbes de calibration liant de maniére linéaire I’aire sous
la courbe des pics des chromatogrammes et les concentrations des solutions dosés.
Ces concentrations ont été par la suite ramenées a une masse totale libérée puis une

masse par puff. Les résultats sont résumés dans les tableaux suivants :

Tableau 10.Salbutamol hémisulfate Nébulisation Cirrus™?2a :

Temps moyen de | Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-

nébulisation de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)

2.1 minutes 632+ 103 13+14

Tableau 11.Salbutamol hémisulfate 2 mg/ml JUUL® :

Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)

40 40 + 8 0

1 1+0.225 0
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Tableau 12.Salbutamol hémisulfate 10mg/ml JUUL® :

Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)
40 24+ 8 0
1 0.6+0.2 0
Tableau 13.Bromure d’ipratropium Nébulisation Cirrus™2 :
Temps moyen de | Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
nébulisation de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)
3.03 minutes 175 £37 3117
Tableau 14.Bromure d’ipratropium 0.25 mg/ml JUUL® :
Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)
40 49+1.6 9.3+0.8
1 1.2 +0.04 0.2+0.02
Tableau 15.Bromure d’ipratropium 1.25mg/ml JUUL® :
Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)
40 419.5+ 14.6 80.7+4.3
1 10.5+0.4 20+0.1
Tableau 16. Sulfate de terbutaline 2.5mg/ml JUUL® :
Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)
40 285.20 + 72.80 0
1 7.13+1.82 0
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Tableau 17. Sulfate de terbutaline 10mg/ml JUUL® :

Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)

40 639.92 +27.00 128 +4.40

1 16.00 + 0.67 3.20+0.11

Tableau 18. Sulfate de terbutaline 2.5mg/ml ZIP USONICIG®:

Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(ng) hémisulfate (ug)

40 0 0

1 0 0

Tableau 19. Sulfate de terbutaline 1mg/ml ZIP USONICIG®:

Nombre de puffs Masse moyenne respirable | Masse = moyenne  non-
de salbutamol hémisulfate | respirable de salbutamol
(microgramme) hémisulfate

(microgramme)
40 0 0
1 0 0
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Ces résultats peuvent étre traduits dans les graphiques suivants :

Dose respirable liberée au cours de 40 puffs ou d'une nébulisation

1200
1100
1000

500

500
700
500
400 I
-
200 I
100
= - -

Terbutaline Terbutaline Terbutaline Salbutamol Salbutamol Salbutamol Ipratropium Ipratropium lpratropium
JUUL2S5  JUUL10  nebiluseur  JUUL2 JUUL10 nebulisation JUULO.25 JUUL 1.25 nebulisation
2.5 2 0.25

Dose respirable (pg)

Concentration (mg/ml)

m— Terbutaline Ipratropium

e Salbutamol

Figure 16. Graphique représentant la dose respirable de principe actifs libérée
par la cigarette JUUL en fonction de la concentration de la solution de
remplissage et la dose moyenne respirable de principe actif libérée au cours d’une
nébulisation ainsi que le temps de nébulisation moyen en minutes pour [’obtention
de ces doses (dans les encadrés).

La Figure 16 représente la dose moyenne respirable libérées par la JUUL pour
40 puffs pour les différents principes actifs et concentrations ainsi que celle libérée au
cours d’une séance de nébulisation. Ceci permet de comparer les doses moyennes
respirables émises par la JUUL et par le nébuliseur Cirrus ™ 2. D’aprés ce graphique
I’augmentation des concentrations de liquide de remplissage permet d’augmenter la

dose moyenne respirable des principes actifs sauf pour le salbutamol hémisulfate. La
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dose moyenne respirable libérée par la JUUL passe de pres de 300 a plus de 600 pg
en quadruplant la concentration pour le sulfate de terbutaline, pour le bromure
d’ipratropium la dose moyenne respirable passe de 49 a 419 pg en multipliant par 5
la concentration du liquide de remplissage. La dose moyenne respirable de salbutamol
hémisulfate libérée pour 40 puffs est de 40 pug pour une concentration de 2,5 mg/ml

et passe a 24 ug apres une augmentation de la concentration a 10mg/ml.

Comparaison du temps de nébulisation et du temps
d'inspiration des vapes

7,35 7,5
5 5
I I 33 3,03 3,03
i il i
[

terbutaline 2.5mg/ml terbutaline 10mg/ml ipratropium 0.25mg/ml  ipratropium 1.25mg/ml

temps en minutes
O R, N W b U1 OO N

principe actif et concentration

B temps de nébulisation moyen B temps cumulé d'inspiration de 3 secondes

Figure 17. Graphique représentant le temps moyen de nébulisation et le temps
cumulé des inspirations nécessaires avec la JUUL en fonction des différentes
concentrations de solution de remplissage pour obtenir une équivalence de dose.

La Figure 17 permet de comparer le temps de nébulisation des différents
principes actifs et le temps cumulé de puffs libérées par la JUUL qui serait nécessaire
pour obtenir une équivalence de dose pour les différents principes actifs et
concentrations de solutions de remplissage. Dans ce graphique il est considéré que
I’utilisation de la cigarette ¢lectronique se fait de maniere continue et sans pause, c’est
donc le cumul de 3 secondes par puff. Pour le sulfate de terbutaline, le temps cumulé
de puffs passe de 7,35 minutes a 3,3 minutes en passant d’une concentration de 2,5 a

10 mg/ml, pour les solutions de remplissage et de 7,5 a 0,85 minutes pour le bromure
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d’ipratropium. Les résultats pour le salbutamol hémisulfate ne sont pas présentés dans
ce graphique car ces derniers sont trés €levés et empéchent donc d’avoir un graphique
lisible. Le salbutamol hémisulfate n’est pas représenté car le nombre de puffs
nécessaires pour obtenir une équivalence de dose est trop important par rapport aux

deux autres principes actifs ce qui engendre un graphique non équilibré.

En ce qui concerne la cigarette électronique ZIP USONICIG® cette derniére ne
peut pas étre utilisée pour libérer du sulfate de terbutaline et elle n’a donc pas été

testée pour les autres principes actifs.

Apres avoir testé la JUUL® avec différents principes actifs et différentes

concentrations il peut étre dit que :
- Pour le sulfate de terbutaline:

o Pour étre équivalent a une séance de nébulisation aboutissant a la
libération d’une dose respirable moyenne de 1040 pg il est nécessaire
de réaliser 147 puffs si une concentration en sulfate de terbutaline de

2.5mg/ml est utilisée.

o Pour étre équivalent a une séance de nébulisation aboutissant a la
libération d’une dose respirable moyenne de 1040 pg, 66 puffs doivent
étre libérées avec une concentration en sulfate de terbutaline de

10mg/ml.

En ce qui concerne la dose de sulfate de terbutaline libérée par nébulisation
cette dernicre a été déterminée lors de travaux précédents et peut €tre retrouvée

dans les résultats de I’article en référence (2).
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- Pour le salbutamol hémisulfate :

o Pour étre équivalent a une séance de nébulisation aboutissant a la
libération d’une dose respirable moyenne de 632 pg, 623 puffs doivent
étre réalisées si une concentration en salbutamol hémisulfate de 2mg/ml
est utilisée, ce résultat ne change pas avec une augmentation de la

concentration.
- Pour le bromure d’ipratropium :

o Pour étre équivalent a une séance de nébulisation aboutissant a la
libération d’une dose respirable moyenne de 179 ug, 150 puffs sont a
réaliser si une concentration en bromure d’ipratropium de 0,25mg/ml

est utilisée.

o Pour étre équivalent a une séance de nébulisation aboutissant a la
libération d’une dose respirable moyenne de 179 pg il faut libérer
17puffs si une concentration en bromure d’ipratropium de 1,25mg/ml

est prise.
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Dose ug

Représentation de la dose non respirable en fonction de la dose
totale libérée
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[ |

terbutaline terbutaline salbutamol salbutamol ipratropium ipratropium nebulisation nebulisation nebulisation

2.5mg/ml  10mg/ml 2mg/ml 10mg/ml  0.25mg/ml 1.25mg/ml terbutaline salbutamol ipratropium
2.5mg/ml 2mg/ml  0.25 mg/ml

Principe actif et concentration

B Dose respirable moyenne libérée B Dose non respirable moyenne libérée

Figure 18. Graphique représentant le rapport entre la dose non respirable et
respirable libérées lors d’une nébulisation ou de ['utilisation de la cigarette
JUUL avec différents principes actifs et concentrations.

Pour avoir un autre point de vue sur ces résultats, ces derniers peuvent étre
rapportés au graphique de la Figure 18. Ce graphique permet d’observer le
pourcentage de dose non respirable par rapport a la dose totale libérée par la JUUL®

ou par le nébuliseur pour les différents principes actifs et a différentes concentrations.

72

CHAABANE
(CC BY-NC-ND 2.0)



V. Discussion :

1) Equivalence nébulisation et drug vaping. :

a) Discussion et hypotheses de la nébulisation :

Dans cette étude les doses de différents principes actifs libérées par un nébuliseur
classique et deux types de cigarettes électroniques ont été étudiées. Cette étude avait
pour objectif de comparer ces deux modes d’administration et de savoir si les
cigarettes €lectroniques testées pouvaient potentiellement étre un dispositif utilisé

pour la libération de principes actifs dans le cadre de maladie bronchopulmonaires.

La nébulisation est comme expliqué précédemment un mécanisme permettant de
transformer un liquide en microgouttelettes respirables par ’homme ce qui permet de
transporter les principes actifs jusqu’aux voies respiratoires inférieures. Les résultats
obtenus dans cette étude et les études précédentes permettent de conclure quant a dose
libérée au cours d’un certain temps de nébulisation. Ces doses libérées sont séparées
en deux catégories, les doses respirables et les doses non respirables, la dose respirable
est la dose de principe actif atteignant les voies respiratoires inférieures et donc ayant

un effet thérapeutique.

Comme il peut étre observé dans la partie Résultats, la nébulisation d’ampoule de
principe actif jusqu’au début du désamorgage permet de libérer en moyenne 632 =+
103 pg de salbutamol hémisulfate pour un temps moyen de début de désamorcage de
2,1 minutes et 175 = 37 pg de bromure d’ipratropium pour un temps moyen de
désamorcage de 3.03 minutes. En ce qui concerne le sulfate de terbutaline la dose
avait été déterminée lors de travaux précédents et était de 1040 + 33ug pour un temps
de nébulisation de 5 minutes.

Ces doses ont été libérées de maniere continue par le nébuliseur, en effet les

nébuliseurs libérent de maniére continue et sans interruption les microgouttelettes
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jusqu’a la fin du désamorgage. Or, la respiration du patient correspond a des cycles
inspirations/expirations, la dose respirable libérée et dosée au cours de la nébulisation
ne correspond donc pas a la dose respirée et atteignant les voies respiratoires du
patient.

En routine la détermination de 1’aérosol libéré par un nébuliseur est dicté par la norme
Afnor EN 13544-1:2001 (37).

Cette détermination se fait de la maniere suivante, le systeme de nébulisation
testé est connecté a une pompe sinusoidale qui simule le flux respiratoire. Un filtre est
positionné entre le systéme de nébulisation et la pompe. Le nébuliseur est rempli d'une
solution de concentration connue de fluorure de sodium et fonctionne pendant un
temps connu, au cours duquel 1'aérosol est recueilli sur le filtre. La quantité de solution
de fluorure de sodium sur le filtre est quantifiée par analyse chimique. Ce chiffre
divisé par le temps de l'essai donne le taux de sortie de 1'aérosol. De plus la pompe
doit étre réglée de tel sorte a ce que la fréquence de respiration soit de 15/min et que
le cycle inspiration/ expiration soit de 1/1 c’est-a-dire que le temps d’inspiration est
équivalent a celui de I’expiration.

S’il est considéré que le ratio inspiration/expiration du patient soit de 1/1
comme il est notifi¢ dans la norme EN 13544-1:2001 (37) alors il peut étre dit que la
moiti¢ de 1’aérosol libérée par le nébuliseur est inspirée par le patient et donc
seulement la moiti¢ de de la dose respirable libérée. L’hypothése H1 peut étre faite
que seule la moitié de la dose respirable délivrée atteint les voies respiratoires du

patient et a donc un effet sur ces dernicres.

b) Discussion et hypothéses : Sulfate de Terbutaline :

En ce qui concerne le sulfate de terbutaline les deux cigarettes électroniques
ont été testées, pour la JUUL® des concentrations de 2,5 et 10 mg/ml, pour la cigarette

ZIP USONICIG® les concentrations de 1 et 2,5 mg/ml ont été testées.
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En ce qui concerne la ZIP USONICIG® une concentration de 2,5 mg/ml a tout
d’abord été testée car il s’agit de la concentration la plus utilisée en clinique. Avec
cette dernicre des doses libérées nulles étaient obtenues qu’elles soient respirables ou
non, ces résultats étant peut-€tre dii a une saturation du systeme il a donc été décidé
de tester cette cigarette €lectronique avec une concentration plus faible pour savoir si
cela était di a un encombrement de la cigarette €lectronique. Cette saturation ne
pouvant pas provenir de la colonne HPLC, en effet une régénération de cette dernicre
a été faite pour écarter cette hypothése, de plus les essaies réalisés avec la JUUL® dans
les mémes conditions et la méme journée étaient positifs.

Pour la JUUL®, une augmentation de la concentration de la solution de
remplissage de la cigarette électroniques mene a une augmentation de la dose libérée.
En effet, la dose respirable libérée par puff passe de 7,13 + 1,82 pg/puff a 16,00 +
0,67 ug/puft, bien que cette augmentation ne soit pas proportionnelle.

I1 faudrait donc procéder a 147 puffs avec une concentrations de 2,5 mg/ml ou 66
puffs avec une concentration de 10mg/ml pour atteindre la dose respirable libérée par
le nébuliseur ou la moiti¢ de ces dernieres si I’hypothése H1 faite précédemment est

considérée.

En ce qui concerne la cigarette ZIP USONICIG®, les essais ont été commencés
avec cette derni¢re pour le dosage du sulfate de terbutaline, lors de ces essais des
concentrations de Img/ml et 2.5mg/ml ont été testées. Lors de ces derniers une
libération proche de zéro était observée que ce soit dans la chambre haute ou la

chambre basse du GTI. Trois hypothéses sur ces résultats peuvent étre émises :

- Un autre point a mettre en valeur est la potentielle dégradation du sulfate de
terbutaline par les ultrasons bien que ceci semble peu probable car le sulfate de

terbutaline en ampoule est couramment utilisé avec des nébuliseurs a ultrasons,
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de plus il n’y a aucune contre-indication a I’utilisation de nébuliseurs

ultrasoniques sur les notices des ampoules de sulfate de terbutaline (38) (39).

- La colonne HPLC était saturée et rien n’était détectée, cette hypothése semble
aussi peu probable car des tests étaient faits avec la cigarette JUUL® et ce aprés
le passage des échantillons de la cigarette ZIP USONICIG® en ayant de bons
résultats pour la JUUL®.

- Le e-liquide utilisé pour créer les solutions de remplissage ne convenait pas a
la cigarette ZIP USONICIG®, en effet, selon le fabriquant il est nécessaire
d’utiliser cette cigarette avec un mélange de 50% de VG et 50% de PG. Or, le
PG provoque des irritations des voies respiratoires, ce qui est en contradiction
avec I’objectif final qui est de pouvoir utiliser ces cigarettes ¢lectroniques dans
le cas de maladies bronchopulmonaires chroniques. De plus, si le solvant ne
convient pas a 'utilisation de la cigarette électronique alors la libération des
molécules ou d’actifs présents dans la solution ne peuvent pas étre libérés par
la cigarette ¢électronique. Il serait intéressant de tester de nouveau la ZIP
USONICIG® avec un liquide de remplissage composé de PG/VG vérifier cette
hypothese.

Pour la suite des expériences seule la cigarette JUUL® a été utilisée, la ZIP ne

présentant pas de résultats concluants.

c) Discussion et hypotheses : Salbutamol Hémisulfate:

Pour le salbutamol hémisulfate les résultats ne varient pas avec
I’augmentation de la concentration de la solution de remplissage comme il est visible
sur la Figure 16, de plus, la dose émise respirable est tres faible. En effet, pour

atteindre la dose libérée lors d’une séance de nébulisation il serait nécessaire de

76

CHAABANE
(CC BY-NC-ND 2.0)



procéder a 632 puffs avec une concentration de solution de remplissage de 2 mg/ml,
s’il est considéré que toute la dose respirable délivrée est égale a la dose absorbée par
le patient. Cette valeur descend a 316 puffs si la dose libérée lors d’une nébulisation
avec ’hypothese H1.

Certaines hypotheses peuvent étre faites sur les résultats obtenus, le salbutamol
hémisulfate peut étre dégradé par la chaleur ou la JUUL® n’est peut-étre pas adaptée
a la libération du salbutamol hémisulfate . Le salbutamol hémisulfate semble se
dégrader a partir de 200°C comme indiqué dans I’article (40). Or, la JUUL® a une
température de chauffe allant jusqu’a 215°C (41), le salbutamol hémisulfate peut donc
étre dégradée par la JUUL. Il est donc nécessaire de réfléchir aux pistes
d’améliorations pour la libération du salbutamol hémisulfate . L’augmentation de la
concentration ne semble pas permettre d’augmenter la dose libérée cependant il est
envisageable de changer de cigarette électronique pour voir si cela un impact sur la
libération du principe actif et vérifier la dégradation thermique du produit. Il faudrait
de plus comparer des chromatogrammes réalisés directement aprés la formulation de
la solution de remplissage (sans utilisation de la cigarette électronique) puis apres

chauffe de cette solution.

d) Discussion et hypothéses : Bromure d’Ipratropium :

Deux concentrations de bromure d’ipratropium avec la cigarette JUUL® ont été
testées, comme pour les principes actifs précédents une concentration de 0,25mg/ml
a tout d’abord été testée car celle-ci est équivalente a la concentration des ampoules
délivrées aux patients et utilisées pour les tests de nébulisation. Par la suite la
concentration a été augmentée a 1.25 mg/ml pour essayer d’augmenter la dose libérée
par la cigarette électronique. Pour une concentration de 0.25 mg/ml une dose
respirable libérée de 1,2 = 0,04 pg/puff a été obtenue, pour atteindre la dose

respirables libérée au cours d’une séance de nébulisation il faudrait que le patient
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inspire 150 puffs, s’il est considéré comme expliqué précédemment que le patient
n’inspire réellement que la moiti¢ de la dose respirable libérée par le nébuliseur il lui
suffirait de réaliser 75 puffs.

Lorsque la concentration des solutions de remplissage est augmentée par 5 en
passant d’une concentration de 0,25 a 1,25 mg/ml une multiplication de la dose
respirable libérée par approximativement 10 est observée, cela semble étre un peu
¢levé cependant cette multiplication par 10 est aussi présente pour la dose non
respirable comme observé sur la Figure 18. De plus, 1’écart type de ces résultats sont
assez faible permettant de conclure sur la dispersion des résultats. Avec une
concentration de 1.25 mg/ml, 17 puffs sont suffisantes pour égaliser la dose respirable

émise par le nébuliseur et méme 9 puffs si ’hypothese H1 est prise en compte.

e) Temps de vapotage et dose non respirable :

Ces résultats peuvent aussi étre traduits en temps passé par le patient pour atteindre
ces doses, en sachant qu’une puff dure 3 secondes il faudra au patient quelques
minutes en temps cumulés, ¢’est-a-dire sans compter les expirations et les pauses de
vapotage comme indiqué dans la norme AFNOR de vapotage. Pour le sulfate de
terbutaline, des temps de 7.35 et 3.3 minutes pour des concentrations respectives de
2.5 et 10 mg/ml sont atteints pour étre équivalent au 5 minutes de nébulisation avec
une ampoule de sulfate de terbutaline de 2.5 mg/ml comme observé sur la Figure 17.
Pour le bromure d’ipratropium il faudrait un temps de 7.5 minutes et 0.85 minutes
pour des concentrations de 0.25 et 1.25mg/ml pour 3.03 minutes de nébulisation
jusqu’au début du désamorgage, il est donc possible d’obtenir un temps théoriquement

plus court que la nébulisation.

Si a présent le temps de pause de 30 secondes entre chaque puff est pris en

compte les temps suivants sont obtenus, en sachant que I’inspiration dure 3 secondes,
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I’approximation qu’une puff dure 33 secondes peut étre faite sauf pour la premicre et

la derniére étant de 3 secondes :

Tableau 20. Temps de vapotage nécessaire pour atteindre
[’equivalence de dose de nébulisation.

Pour le salbutamol hémisulfate la dose libérée étant trés faible il faudrait

presque 6 heures aux patients pour atteindre les 2,1 minutes de nébulisation.

Cependant les résultats exprimés dans le tableau précédent peuvent tre divisés
par deux si ’hypotheése H1 est considérée, c’est-a-dire que le temps d’inspiration est

équivalent a celui de 1’expiration au cours de la nébulisation.
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De plus, en moyenne le ratio de la dose libérée non respirable par la dose
libérée respirable est comparable entre la cigarette électronique et la nébulisation pour
une méme concentration comme observée sur la Figure 18 pour le bromure
d’ipratropium et le salbutamol hémisulfate. Donc, la probabilit¢ qu’une particule
émise par la JUUL soit respirable ou pas est la méme que pour la nébulisation. En
effet, si le rapport de la dose respirable sur la dose non respirable est fait, les

pourcentages suivants sont obtenus :

- 16% de la dose de bromure d’ipratropium libérée par la JUUL avec une
concentration de 1.25mg/ml et 15% pour la nébulisation, ces résultats sont
donc comparables. Lors de la libération du principe actif les doses perdues

c’est-a-dire les doses non respirables sont comparables.

- En ce qui concerne le salbutamol hémisulfate , bien que la dose libérée soit
plus faible que celle libérée par nébulisation cette derniere est totalement
respirable en effet, le pourcentage de la dose non respirable de salbutamol
hémisulfate libérée par la JUUL® est de 0% ce qui reste tout de méme trés
proche de celle de la nébulisation qui est de 2%. Le pourcentage de dose non
respirable par rapport a la dose totale libérée est donc comparable entre la

cigarette électronique JUUL® et la nébulisation.

Cependant, en ce qui concerne le sulfate de terbutaline, ce ratio est plus important lors
de I'utilisation de la JUUL® que du nébuliseur, une perte de produit est donc plus

important lors de 1’utilisation de la JUUL® .
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f) Discussion dosage parallele du Salbutamol hémisulfate et du Bromure
d’lpratropium :

Un des autres objectifs posés lors du début de cette étude était de doser le
salbutamol hémisulfate et le bromure d’ipratropium dans un méme €chantillon car
cette combinaison est parfois prescrite en clinique. Cependant lors des essais, le
dosage commun du salbutamol hémisulfate et du bromure d’ipratropium a été testé
sur trois méthodes HPLC, aucune ne permettait de doser les deux actifs a la fois. la
méthode 3 ne permettait pas de doser le bromure d’ipratropium et la méthode 1 ne
permettait pas de doser le salbutamol hémisulfate car son pic se confondait avec le

pic de solvant.

De plus il est notifi¢ dans certains articles que le salbutamol hémisulfate accélere
la dégradation du bromure d’ipratropium (42), la formulation des deux principes actifs
dans une méme solution semble donc délicate a réaliser et a doser.

Cependant, il a été essayé de doser les deux actifs ensemble grace aux méthodes
déterminées mais les chromatogrammes obtenus étaient peu concluants et non
exploitables comme imaginé. L’un des points a approfondir serait de trouver une
méthode permettant de doser les deux principes actifs sans concomitance de pics ainsi
que de réaliser des échantillons a doser sur plusieurs temps aprés 1’émission par la
cigarette ¢électronique et méme directement apres la formulation. Ceci permettrait de
suivre la dégradation des principes actifs et de savoir si I’'un engendre la dégradation
de l’autre, en dosant en parallele sur plusieurs temps les échantillons avec chacun des
principes actifs seul. Comme par exemple doser une solution S1 mélangeant
salbutamol hémisulfate et bromure d’ipratropium et apres libération par la cigarette
¢lectronique et récolte des échantillons dans le GTI a t=0h, t=4h, t=24h et t=48h ainsi
que doser des échantillons de salbutamol hémisulfate et bromure d’ipratropium

séparés sur ces mémes deltas de temps.
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2) Changement des temps de rétention :

Lors des essais des méthodes HPLC permettant de quantifier les principes actifs
ont ét¢ identifiées, pour chaque principe actif le temps de rétention qui est le temps
nécessaire au principe actif transporté par le solvant pour atteindre le détecteur UV

est différent, ce temps de rétention dépend :

des ¢luants et de leurs polarité ainsi que de la polarité des molécules a doser ;

de la longueur d’onde a laquelle la détection se fait ;

du type de colonne ;

de I’état de la colonne ;

de la température a laquelle les acquisitions sont faites.

Si un seul de ces parametres est modifié alors le temps de rétention I’est aussi. Lors
de cette ¢tude le temps de rétention était variable en fonction des jours d’acquisition.
Pour le salbutamol hémisulfate les temps de rétentions €taient variables de quelques
minutes en passant de 7,9 minutes lors des tests de méthode 3 et 5 minutes par la suite,
ce qui n’apparaissaient pas au cours des tests de méthode, cependant les
chromatogrammes avaient le méme aspect.

Pour le sulfate de terbutaline le temps de rétention n’était pas le méme entre
les essais pour une concentration de 2,5 mg/ml et 10 mg/ml. En effet, les pics étaient
détectés entre 7,6 et 8 minutes pour une concentration de 2,5 mg/ml et entre 5,2 et 6,2
minutes pour 10mg/ml. En ce qui concerne le bromure d’ipratropium une légere
modification de quelques secondes du temps de rétention était observée en fonction
du jour de dosage mais elle n’était pas significative.

Suite a ces temps de rétentions qui €taient variables pour le salbutamol
hémisulfate et le sulfate de terbutaline, il est possible de se demander si ce qui était

dosé était réellement ou pas la molécule recherchée. Il est aussi nécessaire de se
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demander si cela ne provenait pas d’une dégradation du produit aprés sa chauffe par
la cigarette €électronique. Dans ce cas-ci, ces modifications de temps de rétentions ne
seraient observées uniquement apres les tests avec la cigarette électronique. Or, elles
¢taient aussi observées avec les solutions en ampoule et le mélange eau
distillée/poudre de principe actifs pour lesquels la composition était sure. De plus, le

méme phénomene é€tait observé pour des tests fait sur des jours différents.
Comme précédemment dit d’autres parametres sont a prendre en compte :

- Lalongueur d’onde de détection utilisée était constante, en effet cette dernicre
¢tait préétablie dans la méthode créée dans le logiciel LABsolution, qui permet
de créer et gérer des acquisitions tout en sélectionnant la méthode
informatiquement. Le changement des temps de rétention ne provient donc pas

de ce parametre.

- La température du four de ’HPLC et donc la température d’acquisition est un
parametre faisant varier le temps de rétention. En effet, plus la température est
¢levée plus 1’¢élution est rapide car la viscosité des €luants diminue (43) (44).
Or comme pour la longueur d’onde la température était établie dans la méthode
enregistrée dans LABsolution, I’ HPLC ne pouvant pas démarrer tant que la
température souhaitée n’est pas atteinte. La modification des temps de

rétention ne provient donc pas de ce parametre.

- Le pH des ¢luants a aussi un impact sur le temps de rétention des molécules a
quantifier. Le changement de pH a un grand impact sur les molécules polaires
car une modification de ce dernier change la charge des molécules et donc leur

¢lution, pour les molécules neutre le changement de pH n’a pas réellement
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d’impact lors de I’¢élution. Les molécules de salbutamol hémisulfate et de

bromure d’ipratropium ont les formules semi-développées suivantes :

OH
i Br®
O==S=0
b OH
HO,

Salbutamol Bromure
hémisulfate d’ipratropium

Ces dernieres sont des molécules présentant des sites de polarités. Or, il
a fallu réaliser lors de ce travail des solutions tampons pour le dosage de ces
deux molécules dont les protocoles de formulation sont détaillés dans la partie
Résultats. Ces solutions tampons étaient réalisées chaque jour avant la
réalisation des essais, cependant I’écart de pH validé dans les méthodes était
toujours respecté. Il semble donc peu probable que les écarts de temps de
rétention proviennent de ces changements bien que 1’hypothése ne soit pas

totalement a écarter.

Le dernier critere entrant en jeu dans la modification du temps de rétention est
I’état de la colonne, or dans lors des essais la colonne HPLC était souvent
régénérée ce qui peut étre considéré comme [’utilisation d’une colonne
légerement différente apreés chaque régénération. Ces changements de temps
de rétention peuvent donc venir de ceci ou d’une dégradation progressive de la
colonne. De plus, les temps de rétention changeaient a chaque fois qu’une

régénération de colonne était faite.
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Il peut étre noté que la méme colonne HPLC était utilisée pour le dosage du
salbutamol hémisulfate et du bromure d’ipratropium dans une méme journée, pour
éviter tout mélange d’¢luants dans la colonne et donc la présence d’¢éluants non
désirés pour le dosage d’une molécule ou I’autre, un conditionnement de la
colonne était réalisé lors du changement de molécule a doser ¢’est-a-dire que les
¢luants qui allaient étre utilisés pour la méthode a suivre traversaient la colonne

pendant 20 min pour la purger des anciens.

En ce qui concerne le sulfate de terbutaline le changement de temps de rétention
est apparu lorsque la colonne HPLC a été changée au cours des travaux apres la
dégradation de la premiére. Le changement de temps de rétention pour cette molécules

est donc expliqué par ce changement de matériel.

3) Discussion : conclusion

11 peut donc étre conclu que la cigarette électronique JUUL® permet de libérer
des doses théoriquement respirables de sulfate de terbutaline et de bromure
d’ipratropium en quantité différentes, contrairement a la ZIP USONICIG®.
Cependant, le salbutamol hémisulfate ne semble pas pouvoir étre libéré par la JUUL.
En effet, bien que la dose de salbutamol hémisulfate libérée par la JUUL® ne soit pas
nulle il semble que cette derniére ne soit pas adaptée a sa libération certaines
améliorations sont a faire. Pour le sulfate de terbutaline ainsi que le bromure
d’ipratropium le nombre de puffs nécessaires obtenues pour atteindre la dose libérée
par un nébuliseur est plus que convenables et réalisables par un patient. De plus, s’il
est pris en compte que les cycles respiratoires inspiration/expiration ont un ratio 1/1
alors le nombre de puffs nécessaires pour atteindre 1’équivalence de dose est encore
plus basse. De plus, la dose libérée par la JUUL® semble dépendre de la concentration

des solutions de remplissage.
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De plus pour le salbutamol hémisulfate il serait intéressant de changer de
concentration ou méme de réaliser des essais avec d’autres types de cigarettes
¢lectroniques pour vérifier si sa libération est dispositif dépendante comme il a été
observé avec le sulfate de terbutaline et la ZIP USONICIG®. En effet, avec les mémes
concentrations de solutions de remplissage des cigarettes €lectroniques, la dose

libérée respirable et non respirable n’est pas comparable entre les deux dispositifs.

I1 était aussi observable, pour le salbutamol hémisulfate des changements de
temps de rétention sont observé ce qui peut étre di a une dégradation de la colonne
HPLC ou tout simplement a I’utilisation d’une mauvaise méthode pour cette
molécule. Le changement de temps de rétention du sulfate de terbutaline est apparu
lors du changement de colonne HPLC bien que les deux étaient du méme model, ce

qui semble normal.

Malgreé ces résultats positifs, une partie de la méthode n’a pas été validée selon
la guidelines ICH Q2(R1) (29).

En effet, une des étapes ¢était de tester I’exactitude consistant en la répétition
de 6 injections de dosage HPLC, ce qui n’a pas été réalis¢, les autres étapes de
validations ont été réalisées et validées comme par exemple tester I’effet matrice du
PDO, la linéarité entre la concentration des actifs et I’aire sous la courbe des pics en
utilisant les méthodes ainsi que la répétabilité. Il serait donc intéressant de finir la

validation des méthodes.

En conclusion, il est théoriquement possible d’utiliser la cigarette électronique
JUUL® par les patients pour certain traitements bronchopulmonaires par nébulisation.
De plus, cette cigarette électronique est petite, 1€gere et simple d’utilisation, elle est
activée directement par 1’aspiration du patient. La force d’aspiration nécessaire pour

activer cette cigarette ¢lectronique est beaucoup moins importante que celle
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nécessaire pour [’utilisation des inhalateurs classiques, elle pourrait donc
théoriquement aussi étre utilisée comme nouvel inhalateur si les doses libérables et

respirables devenaient a étre plus importantes .

La cigarette JUUL® se présente avec des cartouches a usage unique jetables,
ceci permettrait de délivrer au patient son dispositif médical avec les cartouches
préremplies et ainsi éviter un potentiel mésusage du dispositif comme cela peut tre
le cas avec le nébuliseur et les ampoules. De par sa taille la cigarette électronique est
facilement transportable et n’empéche pas les mouvements du patient comme cela
peut étre le cas avec le nébuliseur, les patients peuvent donc s’en servir de partout et

de maniere discréte ce qui peut les encourager a prendre leurs traitements.
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Conclusion générale :

culté de Pharmacie de Lyon

CONCLUSTONS GENERALES

THESE SOUTENUE PAR Mme CHAABANE Maissa

Comme dit précédemment, les maladies respiratoires chroniques sont la 3™
cause de déces en France. Parmi ces derniéres nous pouvons compter I’asthme et les
bronchopneumopathies chroniques obstructives, leurs traitements peuvent nécessiter
I’utilisation d’inhalateurs ou de nébuliseur. Malgré leurs évolutions technologiques,
ces derniers sont peu confortables et difficiles a utiliser pour le patient. Le but de
cette étude a donc été de tester le nouveau principe de « Drug Vaping » c’est-a-dire

I’utilisation de cigarette ¢lectronique pour libérer des traitements par voie aérienne.

Lors de cette étude deux cigarettes €lectroniques ont été testée qui sont la
JUUL® et la ZIP USONICIG® elles ont été comparées au nébuliseur pneumatique
Cirrus TM 2®. Le but a été de comparer les doses respirables libérées de trois
principes actifs bronchodilatateurs (sulfate de terbutaline, salbutamol hémisulfate,

bromure d’ipratropium) ces trois dispositifs.

Les résultats obtenus sont encourageants pour la cigarette JUUL® notamment
pour la libération du sulfate de terbutaline et du bromure d’ipratropium. En effet,
pour atteindre la dose respirable libérée de ces deux actifs par nébulisation il suffirait
de procéder a 66 puffs de solution de remplissage a 10mg/ml de sulfate de
terbutaline pour atteindre les 1040 pg libérée lors d’une nébulisation de 5 minutes,

pour le bromure d’ipratropium il serait nécessaire de réaliser 17 puffs avec une
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concentration de solution de remplissage de 1.25 mg/ml pour atteindre les 179 ug
libérés par une nébulisation de 3 minutes. En ce qui concerne le salbutamol
hémisulfate, la JUUL® ne semble pas étre appropriée a la libération de ce principe
actif, une des hypothéses est que le salbutamol hémisulfate serait dégradé par la

chauffe de la résistance de la cigarette €¢lectronique.

La ZIP USONICIG® a été testée pour le sulfate de terbutaline uniquement,
I’utilisation de ce dispositif ne semblait pas adaptée a la libération de cet actif, elle

n’a pas été testée pour les deux autres molécules.

En conclusion, il est donc de nouveau imaginable la maniere de traiter les
patients atteint de maladies pulmonaires, ce dispositif innovant leur permettrait de
faciliter leur quotidien et améliorer leur qualité de vie ainsi que leur observance,
quand on sait que les traitements par nébulisation peuvent limiter leurs mouvements

et conditions de vie. Des essais cliniques sont donc a faire pour savoir si ce dispositif

est viable.
Le Président de la thése, Vu et permis d'imprimer, 13/12/2022
Nom ; Cyril Pailler-Mattei Lyon, le
Signature: Vu, le Directeur de [Institut des Sciences Pharmaceutiques et

Biologigues, Faculté de Pharmacie
Pour le Président de I'Université Claude Bernard Lyon 1,

Professeur C. DUSSART /
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ANNEXES
ANNEXE 1 :

Solution de sulfate de terbutaline de Img/ml :

- Préparer une solution mere SO de sulfate de terbutaline a une concentration de
40mg/ml :
o Peser dans un bécher 100mg de poudre de sulfate de terbutaline
o Ajouter 2.5 ml d’eau physiologique et agiter jusqu’a dissolution.
- Préparation de la solution S1 a 1 mg/ml de sulfate de terbutaline dans du PDO :
o Dans un récipient adapté mettre 8.75 ml de PDO
o Ajouter 0.25 mL de SO
o Ajouter 1.0 mL d’eau physiologique.

o Agiter le mélange jusqu’a homogénéisation.

Solution de sulfate de terbutaline de 10mg/ml :

- Préparer une solution mere SO de sulfate de terbutaline a une concentration de
80mg/ml :
o Peser dans un bécher 200mg de poudre de sulfate de terbutaline
o Ajouter 2.5 ml d’eau physiologique et agiter jusqu’a dissolution.
- Préparation de la solution S1 a 10 mg/ml de sulfate de terbutaline dans du
PDO:
o Dans un récipient adapté mettre 8.75 ml de PDO
o Ajouter 1.25 mL de SO
o Agiter le mélange jusqu’a homogénéisation.

Solution de sulfate de terbutaline de 2.5mg/ml :
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- Préparer une solution mere SO de sulfate de terbutaline a une concentration de
40mg/ml :
o Peser dans un bécher 100mg de poudre de sulfate de terbutaline
o Ajouter 2.5 ml d’eau physiologique et agiter jusqu’a dissolution.
- Préparation de la solution S1 a 2.5 mg/ml de sulfate de terbutaline dans du
PDO:
o Dans un récipient adapté mettre 8.75 ml de PDO
o Ajouter 0.625 mL de SO
o Ajouter 0.625 mL d’eau physiologique.

PROTOCOLE SOLUTION BROMURE D’IPRATROPIUM
Solution bromure d’ipratropium 0.25mg/ml :

- Préparer une solution mére SO d’bromure d’ipratropium a une concentration
de Smg/ml :
o Peser dans un bécher 10mg de poudre d’bromure d’ipratropium
o Ajouter 2 ml d’eau physiologique et agiter jusqu’a dissolution.
- Préparation de la solution S1 a 0.25 mg/ml d’bromure d’ipratropium dans du
PDO :
o Dans un récipient adapté mettre 8.75 ml de PDO
o Ajouter 0.5 mL de SO
o Ajouter 0.750 mL d’eau physiologique.

o Agiter le mélange jusqu’a homogénéisation.

Solution bromure d’ipratropium 1.25mg/ml :
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- Préparer une solution mére SO d’bromure d’ipratropium a une concentration
de 10mg/ml :
o Peser dans un bécher 20mg de poudre d’bromure d’ipratropium
o Ajouter 2 ml d’eau physiologique et agiter jusqu’a dissolution.
- Préparation de la solution S1 a 0.25 mg/ml d’bromure d’ipratropium dans du
PDO:
o Dans un récipient adapté mettre 8.75 ml de PDO
o Ajouter 1.25mL de SO

o Agiter le mélange jusqu’a homogénéisation.

PROTOCOLE SOLUTION SALBUTAMOL HEMISULFATE
Solution salbutamol hémisulfate 2mg/ml :

- Préparer une solution mere SO de salbutamol hémisulfate a une concentration
de 40mg/ml :
o Peser dans un bécher 100mg de poudre de salbutamol hémisulfate
o Ajouter 2.5 mL d’eau physiologique et agiter jusqu’a dissolution.
- Préparation de la solution S1 a 2 mg/ml de salbutamol hémisulfate dans du
PDO :
o Dans un récipient adapté mettre 8.75 ml de PDO
o Ajouter 0.5 mL de SO
Ajouter 0.750 mL d’eau physiologique.

o Agiter le mélange jusqu’a homogénéisation.

Solution salbutamol hémisulfate 10mg/ml

- Préparer une solution mere SO de salbutamol hémisulfate a une concentration

de 80mg/ml :

o Peser dans un bécher 160mg de poudre de salbutamol hémisulfate
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o Ajouter 2 ml d’eau physiologique et agiter jusqu’a dissolution.
- Préparation de la solution S1 a 80 mg/ml de salbutamol hémisulfate dans du
PDO :
o Dans un récipient adapté mettre 8.75 ml de PDO
o Ajouter 1.25 mL de SO

ANNEXE 2

Protocole de régénération de la colonne HPLC

I.  Objectif :

Au fil du temps, les colonnes HPLC vont petit a petit s’encrasser lorsque nous
analysons réguliérement des matrices chargées ou un produit visqueux (exemple : e-
liquide PDO). Afin de préserver la durée de vie de ces colonnes et pour restaurer
certaines de leur performance il est essentiel d’effectuer un conditionnement et une
régénération de manicre régulicre.

Plusieurs symptomes chromatographiques peuvent indiquer le dysfonctionnement de
la colonne, parmi ces ¢léments on note :

- Un décalage dans le temps de rétention,
- Un changement dans la forme du chromatogramme,
- Une augmentation de la pression dans la pompe du systéme d’HPLC

De ce fait, ce protocole a pour but de décrire le mode opératoire de régénération de
colonne HPLC.
II. Mode opératoire :

Pour la régénération de colonne, un ringage a I’aide d’une série de combinaisons de
solvants forts avec un débit de 1 ml/min est requis.

‘ Il est important de ne pas inverser le sens de la colonne lors de son
nettoyage.

v" Pour les colonnes en phase inverse, rincez la colonne avec un minimum de 20
volumes de colonne de chaque solvant, dans 1’ordre indiqué dans le tableau ci-
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dessous en commengant par 5% de méthanol dans I’eau et en allant jusqu’a une
composition en solvants fortement organique puis revenir aux conditions ini-
tiales de phase mobile :

Solvants
1. Eau: MeOH (95:5, v/v)

MeOH

IPA

n-Hexane

IPA

MeOH

Eau : MeOH (95:5, v/v)
Retourner a la phase mobile

0 [N [ | | 19

v" Pour les colonnes de phase normale, rincez avec un minimum de 20 volumes
de colonne de chaque solvant, dans I’ordre indiqué dans le tableau en commen-
cant par I’IPA et en allant jusqu’a I’éthanol puis revenez a vos conditions ini-
tiales de phase mobile.

Solvants
1. IPA
2. n-Hexane
3. Ethanol
4. Retourner a la phase mobile

Le volume de colonne peut étre calculé a 1’aide de la formule suivante :

V="Pi * r? *L
V = le volume de la colonne en
mL

r = le rayon de la colonne en cm
L= Ia longueur de la colonne en
cm

Il est fortement recommandé de ré-équilibrer la colonne dans les conditions initiales
de la méthode utilisée en effectuant une série d’injections avant de démarrer la
séquence d’injections. Apres avoir régénéré la colonne, il est important de stocker la
colonne LC avec les bouchons solidement fixés aux extrémités et dans le solvant
recommandé par le fabricant (voir certificat d’analyse de chaque colonne), que ce soit
pour un stockage a court ou long terme.
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Une méthode a déja été créée dans le logiciel labsolutions, afin de lancer la
régénération directement, cliquer sur [File], puis [open method file], et enfin
s¢lectionner [column regeneration]

Informations supplémentaires :

Afin de garder la colonne en bonne condition pour une longue durée, ci-dessous un
tableau qui montre les volumes d’injections a ne pas dépasser pour chaque type de
colonne :

1. How much sample can | inject on my LC column and still avoid band broadening?

Injection volumes, as well as optimal flow rates, are limited by the size of the column. Ideally, if your sample is in the same solvent as your mobile
phase, approximate volumes should range as follows:

Column ID Volume (pL)
2.1 mm (30-100 mm length) 1-3
3.0-3.2 mm (50-150 mm length) 212
4.6 mm (50-250 mm length) 8-40

Les débits a respecter pour chaque type de colonnes HPLC :
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Column . . Predicted Predicted
Inner Column F:artlcle Optimal Pressure for | Pressure for
Diameter Length | Diameter | Flow ra'te ACN (psi) | MeOH (psi)

(mm) (mm) (pm) (mL/min) @30C @30C
2.1 30 3 0.31 527 838
2. 30 5 0.2 122 105
2. 50 3 0.31 879 139
2. 50 5 0.2 204 324
2. 100 3 0.31 1757 2792
2. 100 5 0.2 408 649
3.0 50 3 0.65 903 1434
3.0 50 5 04 200 318
3.0 100 3 0.65 1806 2869
3.0 100 5 04 400 636
3.0 150 3 0.65 2708 4303
3.0 150 5 04 600 953
4.6 50 3 15 886 1408
4.6 50 5 1 213 338
4.6 100 3 15 1772 2816
4.6 100 5 1 425 676
4.6 150 3 15 2658 4224
4.6 150 5 1 638 1014
4.6 200 3 15 4431 7040
4.6 200 5 1 1063 1690

ANNEXE 3
Protocole GTI pour E-cig

Le systeme GTI (Glass Twin Impringer) permet de séparer 2 fractions de particules
avec un cut-off a 6.4 pum pour un flux d’air réglé a 60 L/min. Les particules inférieures
a 6.4 um sont donc collectées dans la partie basse du montage. Il convient de réaliser
les essais en n=3 pour chaques conditions expérimentales.

Matériel :
o (TI
e Débitmétre DFM3 ou DFM4
e Tubes Falcon 50mL & 15mL
e Seringue type « AFNOR » de 50mL
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e E-cigarette avec clearomiseur, et résistance

e Pipettes et multipette + cones

e E-liquide préparé a partir de Propylene glycol (PG), vegetable glycerine (VG)
ou vegetol (PDO) et principes actifs (bronchodilatateurs, etc.)

e Seringue “Croustibat” de 3L

Méthode :

Préparation du E-liquide

Les dilutions se font volume a volume.

Faire 10 mL de mélange PG/VG a 80/20 soit 8mL de PG pour 2mL de VG ou utiliser
du PDO seul.

Préparer ensuite 8 mL de e-liquide avec PA pour 3 essais soit 7mL de mélange e-
liquide 80/20 pour ImL de PA.

Mise en place du GTI

Installer le GTT en mettant 30 mL d’eau d.i. dans I’erlenmayer du bas et 7 mL d’eau
d.i. dans le ballon du haut (attention pour le GTI n°2 qui a un défaut, mettre seulement
3 mL d’eau d.i. dans le ballon du haut — Les éléments qui ne vont pas dans le GTI n°2
vont étre remplacés par le verrier de MC2 Mr CHENU).

Régler le débit de la pompe a 65+5L/min (pour tenir compte de la perte de charge
dans le montage a 1’aide du débitmeétre.

Génération de I’aérosol — Norme AFNOR

Le protocole de génération d'aérosols est en partie basé sur la directive AFNOR pour
I'évaluation des e-cigarettes et doit étre réalisé selon les étapes suivantes :

1. Chargez la batterie jusqu'a la charge complete.
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3. Remplissez le réservoir avec le e-liquide préalablement préparé (2 mL pour le GS
Air 2 et 3 mL pour le GS Tank). Attention a ne pas en faire couler dans le canal
central du clearo.

5. Initiez l'e-cigarette avec 6 bouffées de seringue Croustibat. Pour chaque bouftée,
qui devrait durer au moins 9 secondes, collectez 1'aérosol généré sous une Sorbonne
en marche. Attention a ne pas compleétement coller ’embout de la E-cig la seringue.
L’airflow doit étre ouvert au maximum.

6. Pesez la E-cig apres l'initiation.

7. Réalisez 2 bouffées suivant les directives AFNOR avec la seringue AFNOR: durée
de bouffée de 4 s, volume de bouffée de 55 mL, durée de bouffée de 30s. Pour chaque
bouffée, collectez 1'aérosol généré avec le GTI (éteindre la pompe du GTI entre 2
puffs). La e-cigarette doit étre placée avec un angle de 30° afin de mimer I’inclinaison
lors de puffs réels.

8. Pesez la E-cig apres 'expérience

9. Collectez les 30 mL dans un Falcon de 50 mL et les 7 mL (ou 3mL pour le GTI
n°2) dans un Falcon de 15 mL.

OPTION : Pour plus de précision, les 7 mL de la chambre haute peuvent étre placés
dans une fiole jaugée de 10 mL et complétés a [’eau D.I et les 30 mL de la chambre
basse peuvent étre placés dans une fiole jaugée de 50 mL et complétés a l’eau D.1I.

Conserver les échantillons a température ambiante a I’abris de la lumiére avant
analyse (spectrophotometre ou HPLC).

Si nécessaire conserver du E-liquide de départ et le E-liquide restant dans le
tank a la fin.

Entre chaque essai, démonter le GTI et placer les différentes pieces dans un
grand bécher plastique rempli d’eau chaude avec du liquide vaisselle. Laisser tremper,
nettoyer au goupillon puis rincer a ’eau claire et a I’eau d.i et/ou a 1’éthanol. Pré
sécher a I’air comprimé. La verrerie peut €tre séchée si nécessaire a 1’étuve (80°C).
Nettoyer de la méme maniere la seringue de 50cc et les différents ¢léments de la E-
cig (la meche doit €tre nettoyée a 1’alcool). La seringue et les ¢éléments de la E-cig
peuvent aussi étre séchés a I’air comprimé.
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L’ISPB - Facult¢ de Pharmacie de Lyon et I’Universit¢ Claude
Bernard Lyon 1 n’entendent donner aucune approbation ni improbation aux
opinions émises dans les theses ; ces opinions sont considérées comme propres
a leurs auteurs.

L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche
de lutte contre le plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et
encadrants des theses a été réalisée avec notamment ’incitation a 1’utilisation
d’une méthode de recherche de similitudes.
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CHAABANE Maissa

Drug Vaping : Etude de la libération de principes actifs bronchodilatateurs ( salbutamol hémisulfate, bromure
d’ipratropium, sulfate de terbutaline) par des ENDS ( systéme ¢électronique de délivrance de nicotine) et com-
paraison a un nébuliseur pneumatique.

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2023, 105 p

RESUME

En France, en 2016 les maladies respiratoires chroniques sont la troisiéme cause de décés apres les
maladies cardiovasculaires, les bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) sont quant a elles la
troisieme cause de mortalité dans le monde.

Ces maladies nécessitent un traitement par bronchodilatateurs, corticostéroides ou antibiotiques. Pour
administrer ces traitements, il est souvent nécessaire d'utiliser des nébuliseurs ou des inhalateurs. Malgré
leurs évolutions, les nébuliseurs et les inhalateurs restent peu pratiques a utiliser, les nébuliseurs sont en-
combrants et inconfortables pour le patient.

11 est donc nécessaire d’étudier de nouveaux modes d’administration pour ces traitements pour amé-
liorer la qualité de vie du patient ainsi que son observance.

L’une des nouvelles idées innovantes pour délivrer ces traitements est 1’utilisation de la cigarette
¢électronique en tant que dispositif médical. Cette étude a permis de tester deux types de cigarettes électro-
niques qui sont la JUUL® et la ZIP USONICIG® pour la libération de trois principes actifs bronchodilata-
teurs (salbutamol hémisulfate, bromure d’ipratropium, sulfate de terbutaline) et de comparer cette libération
a celle d’un nébuliseur pneumatique. Cet écrit fait par des résultats obtenus qui sont différents en fonction
des cigarettes ¢lectroniques et principes actifs. Cependant, ces derniers sont encourageants quant a 1’évolu-
tion possible du mode d’administration de ces traitements. et notamment a ’utilisation de la cigarette élec-
tronique a cet effet.
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Drug vaping
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Nébulisation
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Bronchopnemopathie chronique obstructive
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