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En milieu hospitalier, la voie parentérale est tres utilisée pour I'administration de
médicaments. Cette voie correspond a I'administration de médicaments par injection. On
distingue i) les injections qui se font par la voie générale, avec un passage des médicaments
dans le compartiment sanguin telles que les injections intra-musculaires, intra-veineuses et
sous-cutanées, ii) les injections par la voie loco-régionale, dans laquelle le médicament
administré reste dans le compartiment injecté, citons par exemple les injections intra-
artérielles, intra-articulaires, intra-cardiaques et intra-rachidiennes. La voie intraveineuse
peut étre réalisée soit de maniere discontinue, on parle alors d’administration discontinue ou
de bolus intraveineux direct, soit de maniere continue, il s’agit alors de la perfusion. La voie
parentérale nécessite une formation rigoureuse et une connaissance de I'équipe soignante.
En effet, I'administration de médicaments par cette voie fait trés souvent appel a plusieurs

types de dispositifs médicaux (DMs).

Il est tres largement décrit dans la littérature que des échanges physico-chimiques appelés
interactions contenu-contenant (sorption/désorption voire perméation) peuvent se produire
entre le matériau constitutif de ces DMs et les médicaments, lipides ou éléments sanguins
administrés. Il est primordial de connaitre et de maitriser ces interactions puisqu’elles peuvent
avoir de lourdes conséquences sur les patients. Elles se produisent principalement avec le
polychlorure de vinyle (PVC), qui reste un des matériaux les plus utilisés dans la fabrication
des DMs de perfusion. Afin de prévenir et limiter ces interactions et/ou d’améliorer leurs
propriétés intrinseéques, il est possible de modifier ces DMs par des procédés physico-
chimiques. Dans le cadre de cette thése, le PVC a été choisi comme matériau de référence, sa
surface a été modifiée par différents traitements physico-chimiques (i.e. plasma froid, dépot
de film de polymeres) de fagon a limiter les interactions contenu-contenant (i.e. sorption de
principes actifs (PA) et désorption de plastifiants) tout en conservant les propriétés
intrinseques du PVC recherchées dans les hdpitaux, a savoir la souplesse et la biocompatibilité,

etc.

Le premier objectif de la thése est d’étudier les interactions contenu-contenant avec le PVC.
Pour cela, les deux types d’interactions majeures rencontrées a I’"hOpital seront ainsi illustrés
au travers de deux exemples : i) la sorption avec 'insuline asparte et I'insuline humaine et ii)

la désorption avec le dosage des plastifiants utilisés dans des DMs commercialisés.
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Le second objectif est de limiter ces interactions et d’assurer la sécurité des patients lors de
I"utilisation de ces DMs plastifiés. Pour cela, la stratégie a été de modifier la surface du PVC
grace a différents types de traitements (physiques avec le plasma, chimiques avec la

polydopamine - PDA).
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I. La perfusion

1. Les différents modes de perfusion

La perfusion se définit par I'administration de médicaments, de solutés physiologiques, de
produits dérivés du sang par un abord veineux ou parfois par voie sous-cutanée, artérielle,
intrathécale, a un rythme régulier étalé dans le temps et a but thérapeutique ou diagnostique.
Les abords veineux peuvent étre classés en deux catégories : i) 'abord périphérique, il s’agit
de la voie veineuse périphérique, qui fait appel a des veines sus-aponévrotiques, visibles et
palpables (telles que la veine radiale au niveau de I'avant-bras). Les DMs utilisés sont des
dispositifs épicraniens, cathéters courts et mid-lines ; ii) I’'abord central, on parle alors de voie
veineuse centrale, qui utilise les veines de gros calibre, sous-aponévrotique, invisibles et
profondes comme la sous-claviere, jugulaire interne ou fémorale. Dans le cathétérisme
central, les DMs sont des cathéters veineux centraux, cathéters tunnelisés, des picc-lines, des
chambres implantables.

En comparaison avec les autres voies d’administration (orale, transdermique...), les
médicaments agissent plus rapidement par perfusion. Cette voie est donc tres utilisée pour
les traitements d’urgence (dans les services de réanimation) et dans les cas les plus graves. En
raison de la pharmacocinétique de cette voie, dans laquelle le médicament est directement
administré dans le sang, la quantité de médicament dans I'organisme est également mieux
controlée par rapport a d’autres voies, comme la voie orale (1).

L'ensemble des DMs nécessaires a la perfusion s’appelle une ligne de perfusion. Cette ligne
dite « principale » est généralement constituée d’un cathéter périphérique ou central (situé
dans une veine du patient) et d’'un prolongateur ou d’une tubulure. Une ligne « secondaire »
peut également étre utilisée et concerne alors tous les DMs mis en Y par rapport a la ligne
principale. Dans la figure 1, la ligne principale est en bleu, tandis que lignes secondaires sont

en rouge et jaune.
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Figure 1 : Schématisation des lignes de perfusion d’apres les Bonnes Pratiques de perfusion : « Bon
Usage du perfuseur par gravité » (1).

La perfusion est un acte fréquent a I’hopital. En effet, I’Agence Nationale de Sécurité du
Médicament et des produits de santé (ANSM) en 2013 a noté une consommation de 63% des
formes injectables dans les établissements de santé, faisant de cette voie d’administration la
plus utilisée (2). La perfusion est également de plus en plus développée en ville, puisqu’en
2013, 5,6% (2) des médicaments consommés en ville étaient sous forme injectable contre
4,2% en 2011 (3). La bonne réalisation de la perfusion nécessite I'utilisation de DMs adaptés
aux propriétés des molécules médicamenteuses perfusées. En effet, les molécules
médicamenteuses a faible marge thérapeutique (comme les catécholamines...) requiérent
une administration contrélée par des pousse-seringues électriques (PSE) (figure 2) (4) faisant
intervenir des DMs (comme des prolongateurs) en PVC. La précision du débit de perfusion des
PSE est de + 3% par rapport au débit nominal. Les caractéristiques des PSE sont normées sur
la conception et les performances (5). Pour utiliser ces PSE, les volumes perfusés doivent étre
inférieurs ou égaux a 50 mL, puisque I"'administration nécessite I'utilisation de seringues
également normées en terme de conception et de performance (ISO 7886-2:1996). En
général, les seringues utilisables avec les PSE ont des capacités comprises entre 10 et 50 mL.
Les débits de perfusion utilisés sont généralement compris entre 0,3 et 10 mL/h, la durée de

perfusion est variable (entre 30 minutes et 24 heures) et dépend du médicament administré.
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Figure 2 : Pousse-seringue électrique (Fresenius Vial®).

Pour les plus grands volumes de médicaments, nécessitant une administration a débit
contrélé, des pompes volumétriques peuvent étre utilisées. Dans ce cas-1a, la précision du
débit de perfusion est de + 5% par rapport au débit nominal (6), les spécifications des pompes

sont également normées pour la conception et les performances (figure 3) (7).

Poche de perfusion

\U‘"

Tubulure de perfusion

Figure 3 : Pompe volumétrique et tubulure de perfusion d’apres le « Socle de connaissances sur la
perfusion en anesthésie réanimation » (6).

Pour les autres molécules, typiquement les solutés (i.e. sérum salé isotonique (SSl), ringer
lactate...) ne nécessitant pas de contréle précis du débit d’administration, I'utilisation de
perfuseurs par gravité (8) peut étre envisagée. Lors de la perfusion par gravité, le réglage du
débit est réalisé soit a I’aide d’un clamp a roulette, soit d’un régulateur dit de précision (figure

a).

21



PERFORATEUR

PROTECTEUR DE STERILITE
\ ﬂ)ﬂ / E@ _— CONNEXION
T PRISE D’ATR
CHAMEBRE
COMPTE-GOUTTES = —
__,.ﬂ‘-—'-‘ -
FILTRE
HED
— TUBULURE
PINCE —}
DISPOSIIIF DE REGLAGE |
DU DEBIT ;
Lis

\/

Figure 4 : Composition et description d’un perfuseur par gravité avec un réglage de débit par un
clamp a roulette d’apres le « Socle de connaissances sur la perfusion en anesthésie réanimation »(6).

L'administration des médicaments par les pompes volumétriques et les PSE nécessite
également l'utilisation de prolongateurs et de tubulures de perfusion. D’autres éléments,
comme des robinets 3 voies, des rampes de robinets, des valves uni et bidirectionnelles et des
filtres anti-particulaires peuvent également étre rajoutés sur la ligne de perfusion (figure 5)
(6). Les robinets 3 voies et rampes de robinets permettent I'ajout de perfusions
médicamenteuses supplémentaires. Les valves unidirectionnelles correspondent aux valves
anti-siphon et anti-retour et permettent uniquement le passage d’une solution a partir de son
contenant (poche, seringue, flacon) au patient. Ces deux types de valves se différencient par
leur pression d’ouverture, les valves anti-siphon s’ouvrent avec une pression élevée (c’est-a-
dire avec un PSE) tandis que les valves anti-retour s’ouvrent avec une moindre pression (avec
un perfuseur par gravité, par exemple). Quant aux valves bidirectionnelles, elles permettent
le passage de médicaments du contenant au patient et le prélevement sanguin du patient. Les
filtres anti-particulaires sont utilisés pour limiter les contaminations bactériennes et
particulaires, par exemple, dans le cas des incompatibilités physico-chimiques entre les

différents médicaments perfusés.
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Figure 5 : Robinet 3 voies (A), rampe de 3 robinets (B), valve bidirectionnelle (C) et filtres anti
particulaires (D).

Les dispositifs cités précédemment sont le plus souvent transparents mais peuvent également
étre opaques afin de permettre la perfusion de médicaments photosensibles (isoprénaline (9),

nitroprussiate de sodium (10) ...).

2. Les matériaux des dispositifs médicaux de perfusion

a. Polymeéres utilisés dans les DMs de perfusions

Les principaux matériaux utilisés dans la fabrication des prolongateurs de PSE, des
tubulures des perfuseurs par gravité et des pompes volumétriques sont : le polychlorure de
vinyle (PVC), le polyéthyléne (PE), le polyuréthane (PUR), le silicone, le co-extrudé (PE/PVC;
PUR/PVC) et les multicouches (PE/ Ethyléne acétate de vinyle - EVA /PVC).

Les DMs en PE et en PVC sont fabriqués par extrusion. L’extrusion consiste a pousser une
matiére fondue a travers une filiere pour lui donner une forme et une géométrie définies
(tubes, feuilles, plaques...). Ce procédé est largement utilisé pour la mise en forme des

polymeres thermoplastiques.

b. Le polychlorure de vinyle

Le PVC représente environ 12% de I'ensemble des plastiques utilisés tout secteur confondu.

On estime que preés de 61 millions de tonnes de PVC ont été produites en 2012 (11). Son
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utilisation est ubiquitaire, on le retrouve dans le domaine de I'automobile, de la construction,

du médical mais également dans de nombreuses cartes, emballages et vétements.

i. Structure du polychlorure de vinyle

Le PVC est un matériau thermoplastique obtenu par polymérisation du monomere chlorure

de vinyle (figure 6). Cet homopolymére est plutdt amorphe avec un taux de cristallinité de

I’ordre de 7%.

CI Polymérisation radicalaire CI
du PVC

i
H,C=CH > 1+CH,—CH

Chlorure de Vinyle

PolyChlorure de Vinyle

Figure 6 : Structure du polychlorure de vinyle.

Il se présente sous la forme d’une poudre blanche, a laquelle différents produits sont ajoutés :

- Desstabilisants a la chaleur et a la lumiere, comme par exemple le stéarate de zinc.

- Des plastifiants (tels que les phtalates), qui vont permettre d’assouplir le PVC

(rigide a température ambiante) afin de diminuer sa température de transition

vitreuse (Tg) qui, sans ajout de plastifiants, est comprise entre 75 et 80°C. Les

plastifiants ne sont pas liés de maniere covalente au PVC mais par des interactions

électrostatiques faibles comme, par exemple, des liaisons de Van der Waals (de

type dipdle-dipdle). Ces interactions se font entre le carbone lié au chlore du PVC

et la partie polaire du plastifiant (12). Selon I’utilisation souhaitée, les plastifiants

peuvent représenter jusqu’a 50% masse/masse (m/m) (13).

- Des lubrifiants (comme le stéarate de calcium par exemple), afin d’éviter que le

matériau ne colle aux parois des moules et pour réduire le frottement interne lors

de la fabrication.

ii. Propriétés du polychlorure de vinyle

Le PVC est un matériau tres utilisé dans les DMs présents dans les services cliniques. Chiellini

et al. (13) ont énuméré les avantages et les inconvénients du PVC dans son utilisation médicale

(tableau 1).
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Tableau 1 : Avantages et inconvénients de |'utilisation du PVC, d’apres Chiellini et al. (13).

Avantages Inconvénients
Inertie Utilisation importante de plastifiants
Transparence Origine pétrochimique
Facilité de stérilisation Sorption avec les principes actifs

Durabilité Perméabilité a I'oxygéne, eau, dioxyde de carbone
Flexibilité

Colt peu élevé

Stabilité chimique
Biocompatibilité

Ainsi, le PVC présente de bonnes propriétés mécaniques (résistance a I'abrasion, rigidité a
température ambiante), chimiques (14) et thermiques. L'addition de plastifiants diminue
cette Tg a - 40°C et permet alors de proposer un PVC souple a température ambiante (15).
Cette Tg permet de pouvoir le congeler et de conserver de nombreux médicaments dans des
poches en PVC au réfrigérateur ou au congélateur (16,17). Le PVC est également un matériau
transparent, caractéristique trés recherchée dans les DMs puisqu’il est possible de voir la
formation éventuelle de précipités lors de la perfusion de médicaments incompatibles,

comme le montre la figure 7 (18).

Figure 7 : Précipité visible observé a la sortie du robinet a trois voies de la lighe de perfusion
intraveineuse en raison d'une incompatibilité médicamenteuse entre du midazolam et du
furosémide d’aprés Perez et al.(18).

Bien que ce polymere soit trés utilisé dans les DMs, sa structure amorphe, ses groupements
chimiques de surface et la présence de plastifiants le rend malheureusement trés sujet aux
interactions contenu-contenant (figure 8) présentant ainsi notamment des phénomeénes

d’adsorption et de migration.
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Figure 8 : lllustration des interactions contenu-contenant avec le polychlorure de vinyle, sorption des
principes actifs (A) et migration des plastifiants (B).

En effet, les PA peuvent interagir avec les doublets du chlorure et s’adsorber a la surface du
matériau, il s’agit du phénomeéne de sorption. D’autre part, n'étant pas fortement liés au PVC,
les plastifiants sont susceptibles de migrer du dispositif médical (DM) vers les liquides en contact
avec ces derniers (mélanges nutritifs, solutions médicamenteuses, sang) et ainsi étre administrés

au patient, il s’agit du phénomene de migration.

iii. Les plastifiants du PVC

Comme nous I'avons signalé, ces plastifiants peuvent représenter jusqu’a 50% (m/m) du poids

du plastique en fonction des propriétés finales désirées (13). Il existe plusieurs classes de
plastifiants :

> Les phtalates (les plus couramment utilisés) : le benzyl butyl phtalate (BBP), le

di-2-ethylhexyl phtalate (DEHP), le di-2-ethylhexyl téréphtalate (DEHT) et le

diisononyl phtalate (DINP). Les phtalates (figure 9) constituent un groupe de

produits chimiques dérivés (sels ou esters) de I'acide phtalique. Ils sont donc

composés d'un noyau benzénique et de deux groupements carboxylates placés
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en ortho et dont la taille de la chaine alkyle peut varier. Le DEHP a longtemps
été le chef de file des phtalates.

Les adipates : le di-2-ethylhexyl adipate (DEHA)

Les citrates : I'acetyl tributyl citrate (ATBC)

Les cyclohexanes : le di-isononyl-1,2-cyclohexane-dicarboxylate (DINCH)

YV V VY V

Les trimellitates : le trioctyl trimellitate (TOTM).

O

c>**"R1

“\Rz
O

Figure 9 : Structure générale des phtalates.

> Le DEHP : toxicité et réglementation

Historiquement, le DEHP est le plastifiant le plus utilisé (19,20). Hormis ses intéressantes
propriétés physico-chimiques, le DEHP permet de conserver l'intégrité de la membrane
cellulaire, entrainant une meilleure conservation de la morphologie cellulaire et une baisse de
I’'hémolyse (21,22). C’est pourquoi, il est particulierement utilisé pour les DMs de stockage de

produits sanguins (23).

Ruzickova et al. (24) ont publié un rapport en 2004 pour prévenir les effets nocifs des phtalates
et éviter I'utilisation des DMs en PVC dans les hopitaux. lls ont récolté 48 DMs de 7 pays
européens (Autriche, République Tcheque, France, Allemagne, Pologne, Espagne et Suéde)
utilisés dans des services de soins. Plus de la moitié des DMs testés étaient utilisés dans les
unités de pédiatrie et de néonatalogie. Les différents types de DMs étaient des prolongateurs
et tubulures de perfusion, des tubulures de nutrition parentérale (NP), des sondes
nasogastriques et d’intubation endotrachéale, des cathéters, des poches de nutrition entérale

et NP et des masques a oxygene. Le polymeére utilisé dans ces DMs a été déterminé par
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spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) et les plastifiants par
chromatographie gazeuse couplée a de la spectrométrie de masse (CG-SM). Sur les 48 DMs
étudiés, 40 d’entre eux étaient en PVC. Tous ces DMs en PVC étaient plastifiés avec du DEHP
sauf un qui n’a pas été identifié dans I’étude. Le pourcentage de DEHP présent dans le PVC
était compris entre 17 et 41% m/m, car a cette époque le DEHP n’avait pas son utilisation
réglementée, comme nous le verrons par la suite. Parmi les 8 DMs sans PVC, le matériau était
de I'EVA, du PE, du PUR et du polyamide. Dans un DM en EVA, du DEHP a |’état de traces
(0,02% m/m) a été retrouvé. Les auteurs ont conclu a une possible contamination lors de la
fabrication du dispositif, la poche de nutrition en EVA étant en effet associée a une tubulure
en PVC qui contenait 32% m/m de DEHP. Ainsi, bien qu’une partie du dispositif soit substituée,

les auteurs ont souligné que les patients sont toujours exposés au DEHP par cette tubulure.

Ce phénomene de désorption est d’autant plus grave que le DEHP a été classé Cancérogéne
Mutagéne ou toxique pour la Reproduction (CMR) de catégorie 1B selon la directive
67/548/CEE (25). Cette directive a été remplacée depuis le 20 janvier 2009 par le réglement
européen (CE) n° 1272/2008 (26), le DEHP y est classé comme perturbateur endocrinien
(tableau 2). Il a en effet été montré que le DEHP pouvait entrainer des troubles sur la fertilité

et la reproduction (27,28).

Tableau 2 : Catégories de substances CMR et définition de ces catégories au sens de la
réglementation européenne en vigueur selon le réglement (CE) n® 1272/2008 (26).

Catégories Définition des catégories
1A Substances dont le potentiel pour I’étre humain est avéré
1B Substances dont le potentiel pour I’étre humain est supposé

Substances suspectées d’étre cancérogénes, mutagénes et/ou

toxiques pour la reproduction pour I’homme

Le DEHP est le plastifiant dont la toxicité a été la plus étudiée. L’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) a défini en 2012 le terme «perturbateur endocrinien» comme «toute substance
chimique d’origine naturelle ou synthétique, étrangére a I’organisme, susceptible d’interférer

avec le fonctionnement du systeme endocrinien sur un organisme intact ou sa
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descendance»(29).

De nombreuses études ont en effet montré la reprotoxicité du DEHP chez la femme (30) et
chez 'homme (31,32). Des corrélations ont été mises en évidence entre les concentrations
urinaires de DEHP retrouvées chez les patients, l'infertilité (33) et 'endométriose (34). Le
DEHP est associé a la production de tumeurs hépatiques chez le rat et la souris (35). Son
métabolite principal, le mono 2-ethylhexyl phthalate a également été considéré comme un

proliférateur de péroxysomes (36).

La population pédiatrique est sans doute la plus exposée et la plus vulnérable a la toxicité du
DEHP. Les nouveau-nés sont exposés au DEHP in utero au cours de la grossesse (37,38) ou par
I'intermédiaire des DMs au cours de leur hospitalisation dés les premiers jours de vie (39).
L’exposition des nouveau-nés et enfants a ces plastifiants peut étre lourde de conséquence,
comme |’atteste I'’étude menée par Verstraete et al. (40) dans un service de réanimation
pédiatrique qui a permis de monter qu’il existait une corrélation positive entre le taux

d’exposition au DEHP et de ses métabolites et la survenue d’un déficit de I’attention a 5 ans.

Ces différentes études ont donc permis de mettre en évidence la toxicité du DEHP, imposant
aux autorités de santé de réglementer son utilisation. En 2005, la directive 2005/84/CE (41)
interdit dans la fabrication des jouets et des articles de puériculture (destinés a faciliter le
sommeil, la relaxation, I'hygiene ainsi que |'alimentation et la succion des enfants) la présence
de plus de 0,1 % en masse de matiere plastifiée des dérivés phtaliques : DEHP, BBP, DINP.

En 2006, le réglement européen n°1907/2006 (42) concernant I’enregistrement, I’évaluation,
I"autorisation et les restrictions des substances chimiques (Registration, Evaluation,
Authorization and restriction of CHemicals - REACH) oblige les industriels a indiquer la
présence de phtalates si la concentration est supérieure a 0,1% (m/m). Ainsi, la présence de
DEHP dans les DMs ne doit plus avoisiner les 20-40% (m/m).

En 2008, le rapport du comité scientifique des risques sanitaires émergents et nouveaux
(Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks - SCENIHR) (43) et plus
récemment dans sa mise a jour en 2015 (44), a mis en évidence le risque lié a |'utilisation de
DMs en PVC plastifié au DEHP dans certaines situations médicales telles que I’lhémodialyse, la

transfusion, la circulation extra-corporelle lors de chirurgies cardiaques (CEC), I'Oxygénation
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par Membrane Extra-Corporelle (ExtraCorporeal Membrane Oxygenation - ECMO, le principe
de 'ECMO est décrit en annexe 1), les nutritions parentérale et entérale, ou encore la perfusion
de solutions lipophiles. Ce rapport a permis d’introduire des plastifiants alternatifs au DEHP :
I'’ATBC, le DEHA, le DEHT, le DINP, le DINCH et le TOTM.

Ainsi, en 2009, I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (45) a édité des
recommandations annongant la mise en application des exigences de la directive 2007/47/CE
(46). Ces recommandations sont adressées aux utilisateurs et fabricants des DMs en les
invitant a trouver des substitutions a I'utilisation des phtalates. Si la substitution n’est pas
possible, les fabricants doivent fournir une « justification spécifique a I'utilisation de ces DMs
et indiquer les mesures de précautions appropriées ». Les exigences de la directive
2007/47/CE concernent les DMs contenant des phtalates (BBP, DEHP) classés CMR 1 ou 2.
Dans ce cas, la présence des phtalates doit figurer sur I'étiquetage et sur I'’emballage du
produit (figure 10), un avertissement de danger sur les risques résiduels doit étre notifié dans
la notice et I'utilisation des phtalates doit étre justifiée. Cette directive concerne les dispositifs

mis sur le marché apres le 21/03/2010.

Figure 10 : Pictogramme a apposer sur |'étiquetage et sur I’'emballage en cas de présence de
phtalates dans le dispositif médical.

Larticle I. 5214-1 de la loi n°2012-1442 (47) a pour objectif d’'interdire le DEHP dans les DMs
utilisés dans les services de pédiatrie, de néonatologie et de maternité. Toutefois, au vu de la
difficulté de substitution dans certaines situations, comme la fabrication des canules d’ECMO, des
sets d’hémaphérése, des sondes, des tubes et raccords des circuits respiratoires (48), un
amendement a été prononcé en 2015 pour modifier I'article Il (49) mais précise que les

établissements de soins doivent privilégier les DMs contenant la plus faible valeur de DEHP.

Cependant cette réglementation n’est pas toujours appliquée et le DEHP reste encore présent

dans les services hospitaliers. En effet, Fisher Fumeaux et al. (50) ont retrouvé du DEHP dans

30



Revue de la littérature

6% des DMs utilisés dans un service, en particulier dans les DMs destinés a l'assistance
respiratoire. De méme, Genay et al. (51), en 2011 ont trouvé des traces de DEHP dans les DMs
étiquetés « sans DEHP ». Un manque d’information sur I’emballage concernant la présence de
phtalates a été mis en évidence au travers de ces 2 études.

En mai 2016, ’ANSM a réalisé un controle de I’état du marché francais des DMs pour vérifier
I’absence de phtalates classés CMR 1A ou 1B (52). Pour cela, les DMs en PVC annoncés sans
DEHP ont été choisis en privilégiant les DMs de I’'hémodialyse, de la nutrition entérale et de la
perfusion. Ainsi, 31 DMs ont été analysés par CG-SM grace a une méthode analytique
précédemment publiée (53). 70% des DM testés contenaient des traces de DEHP, mais pour
la grande majorité d’entre eux, a des taux inférieurs a 0,1% (m/m). D’autre part, ’ANSM a
également mis en évidence le manque d’informations concernant I’étiquetage de ces DMs
contenant les phtalates.

Ces exemples montrent que malgré la réglementation du DEHP, celui-ci reste encore présent

dans les DMs utilisés dans les services de soins.

> Les plastifiants alternatifs

Une des alternatives serait de conserver le PVC et d’utiliser d’autres plastifiants comme ceux
définis dans le rapport SCENIHR (43) : I’ATBC, le DEHT, le DEHA, le DINP, le DINCH et le TOTM.
Les structures chimiques et la toxicité des plastifiants ainsi que leur domaine d’utilisation en
clinique (54) sont synthétisés dans le tableau 3.

La toxicité des plastifiants alternatifs au DEHP n’a fait 'objet que de peu d’études chez
I’lhomme. De plus, la majorité des études concernent la voie orale et non la voie non injectable
qui reste la voie d’exposition la plus importante pour les patients hospitalisés.

Le rapport du SCENIHR en 2008 a listé les différentes valeurs des doses sans aucun effet (No
Observed Adverse Effect Level - NOAEL), c'est-a-dire la dose la plus élevée d’une substance qui
ne provoque pas de modifications chez les animaux. Les valeurs des différents plastifiants sont
reprises dans le tableau 3.

Afin d’estimer la toxicité des plastifiants a des concentrations retrouvées dans les fluides
biologiques aprés une exposition avec les DMs, Eljezi et al. (55) ont mené une étude in vitro a
3 concentrations (0,01; 0,05 et 0,1 mg/mL). Les auteurs ont montré que in vitro que les

métabolites primaires des plastifiants sont plus toxiques que les molécules meres.
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Tableau 3 : Structures chimiques, domaines d’utilisation selon les dispositifs médicaux et toxicité des plastifiants.

Concentration

- Identifiant A . . Utilisati lini L) toxi NOAEL .
Nom du plastifiant enclAlsan s Formules moléculaires et structures chimiques : 'Sda,;;:éin(; ‘:;1 'que (::f_/ cT;s)c;rJ?:se (mg/kg) (43) Reprotoxique
1929 (55)
(o]
Benzyl-Butyl- o o , Données non Données non
Phtalate (BBP) 85-68-7 C1sH2004 0@ Non utilisé Non teste disponibles disponibles
(o]
Nutrition entérale et
Acetyl TriButyl ,J,-U,, . parentérale
Citrate ou Tributyl 2- 77-90-7 C20H340s8 N Oxygénation par Non testé 100 Non
acetylcitrate (ATBC) Membrane Extra-
Corporelle (ECMO)
0 -
. i a
Di-2-EthylHexyl- S TN Eo N ECMO )
117-81-7 Ca4H330 L . 0,05 4,8 6}
Phtalate (DEHP) 2aTissa [\’/ﬁ(ovT‘\v\/ Transfusion u!
[¢]
Hémodialyse
o Transfusion Non toxique aux
Di-2-ethylhexyl L . .
A"ji :te ‘(,DE(:(K) 103-23-1 C22Ha204 /\/j/\oj\/\/\‘/" ECMO concentrations 200 Oui
P ° Perfusion étudiées
Nutrition entérale
o N .
. t . .
Di-2-ethylhexyl 6422-86-2 CoaHeeO ™ [ o T Perfusion CZ:CS;L?:S;;X Données non Données non
téréphtalate (DEHT) 2aTissa R / - Transfusion e 1z disponibles disponibles
8 étudiées
Di-isononylphtalate e8sI5 A3 0 (DIP = l G WL W Nutrition parentérale
(Dlm) 1), 28553-12-0 | ¢, 4,0, (X Perfusion 0,1 15 Non/Oui
(DINP 2) e s Transfusion
Diisononylcyclohexa /\/\/\/L Nutrition entérale
ne-1,2-dicarboxylate 166412-78-8 Ca6H4s04 o . 0,05 107 Non
(DINCH) o Perfusion
i M
o Nutrition entérale et
. . . . Non toxique aux
Trioctyltrimellitate 3319-31-1 Ca3Hs406 \f\j\_,o g/\C\,\ parentérale concentrations 100 Oui

(TOTM™)

Hémodialyse
Transfusion

étudiées
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Toutefois, les données de toxicité de ces plastifiants chez 'homme sont trés peu nombreuses.

En 2006, le reglement REACH interdit I’utilisation de plus de 0,1% m/m de BBP dans les jouets
et les articles de puériculture (42), ce plastifiant, comme le DEHP est classé CMR 1B compte

tenu de sa toxicité sur la reproduction (56,57).

Dans le cadre du reglement REACH (42) régissant le controle des substances chimiques, le
Ministere de I'Environnement avait chargé en 2015 I’agence nationale de sécurité sanitaire de
I"alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES) de réaliser une analyse de la
meilleure option de gestion des risques concernant I'ATBC. L’ANSES ne considere pas que
I’ATBC soit toxique pour la reproduction et le développement. De plus, I'agence écarte le
caractere de perturbateur endocrinien pour I'étre humain, notamment en raison de

I'insuffisance ou de I'absence d'informations allant dans ce sens (58).

Le DEHA favoriserait la prolifération du peroxysome chez 'homme (59,60). De plus, il
semblerait avoir une toxicité sur le systeme reproductif et sur le développement
embryofcetal. Toutefois, les données in vitro n’ont pas mis en évidence de toxicité du DEHA
sur les cellules L929 aux concentrations étudiées, mais une toxicité de son métabolite primaire

le mono-(2-ethylhexyl) adipate (MEHA) (55).

Le DEHT est I'isomere structurel en para du DEHP, il ne semble pas provoquer de tumeurs et
posséde un faible niveau de toxicité (61). Cette différence structurelle est essentielle en ce qui
concerne le métabolisme et les effets toxicologiques. Des études ont montré que le DEHT ne
provoquait pas de troubles endocriniens, ni de carcinogénicité (61,62). La toxicité in vitro du
DEHT est équivalente a celle du TOTM et du DEHA et n’entraine pas de diminution de la
prolifération des cellules L929. En revanche, son métabolite primaire, le monoethylhexyle
téréphtalate (MEHT), est plus toxique que la molécule mére (le DEHT). A 0,05 mg/mL, la
toxicité in vitro du MEHT est proche de celle du monoisononylphtalate (MINP), MEHA et du

cyclohexane-1,2-dicarboxylic mono isononyl ester (MINCH) (55).
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La toxicité du DINP semble similaire a celle du DEHP mais a des doses d’exposition plus
élevées. On retrouve chez les rats exposés au DINP des anomalies du développement
embryonnaire et foetal (anomalies squelettiques et génito-urinaires). Aprés une exposition
par voie orale, une augmentation significative des tumeurs hépatiques a été mise en évidence
(63). Le DINP a montré, in vitro, une toxicité cellulaire a partir de 0,1 mg/mL, son métabolite

primaire, le MINP est plus toxique (55).

Chez les rats, le DINCH ne provoque pas de perturbation endocrinienne et ne semble pas étre
toxique pour la reproduction. Toutefois, aprés une exposition par voie orale a hautes doses
chez le rat, il est associé a une hyperplasie thyroidienne et a des signes de toxicités rénale et
hépatique (64,65). David et al. (66) n’ont cependant pas mis en évidence de toxicité chez les
rats, aprés une exposition au DINCH par voie intraveineuse. Le DINCH a été envisagé comme
remplagant potentiel du DEHP dans les poches de sang, mais I'étude menée par AuBuchon et
al. (21) a montré que les globules rouges survivaient plus (24% de plus) dans les poches de
PVC plastifié au DEHP que dans les poches plastifiées au DINCH. Le DINCH, in vitro, a une

toxicité semblable a celle du DEHP et a son métabolite primaire le MINCH (55).

Le TOTM serait moins hépatotoxique que le DEHP chez les rats (43), mais peu de données sont
disponibles chez I’'homme. Cependant, il serait a I'origine d’'une diminution du nombre de
spermatozoides et de spermatides (44). Il a une toxicité hépatique plus faible (67) que le DEHP
qui semble étre liée a son métabolisme (68). Aprés une administration par voie injectable,
21% de la dose est retrouvée dans les féces et 3% dans les urines pendant 14 jours, ce qui
laisse supposer que le TOTM a une longue demi-vie et s’"accumule dans les tissus (69). Le TOTM
et son métabolite primaire, le monooctyltrimellitate, ont montré in vitro une toxicité plus
faible que les autres plastifiants, aucune diminution significative des cellules L929 n’est

observée aux 3 concentrations étudiées (0,01 — 0,05 et 0,1 mg/mL) (55).

Afin de favoriser la substitution du DEHP par les plastifiants alternatifs, plusieurs parametres
importants sont a prendre en considération : la toxicité des plastifiants et de leurs métabolites
qui vient d’étre détaillée précédemment, mais également leur potentiel migratoire qui sera

détaillé dans la suite de la these.
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Cependant, compte-tenu du peu de données disponibles concernant la migration et la toxicité
chez I’homme de ces plastifiants alternatifs, ’ANSM a financé le projet ARMED (Assessment
and Risk Management of Medical Devices in plasticized polyvinylchloride) (70) lors de I’appel
a projet de 2012 pour une durée de trois ans (2013-2015). Le projet, porté par le centre
hospitalier universitaire (CHU) de Clermont-Ferrand est divisé en plusieurs axes et implique
des partenaires a Nantes et a Lille (annexe 2). L'axe 1 s’intéresse a la caractérisation et la
migration des plastifiants contenus dans les DMs. Pour caractériser les plastifiants, plusieurs
méthodes de dosage ont été mises au point. De plus, le pouvoir de migration des plastifiants
a partir des DMs a été évalué puis une modélisation a ensuite été mise au point pour prédire
la capacité migratoire d’un plastifiant. L’axe 2 regroupe le protocole de recherche non
interventionnelle qui s’est déroulé dans quatre services du CHU de Clermont-Ferrand (service
de réanimation médicale, réanimation adulte, réanimation néonatale et service de bloc —
chirurgie et réanimation de chirurgie cardiovasculaire (CCV)) et dans deux services du CHU de
Lille (réanimation néonatale et réanimation et bloc CCV). Ce protocole a pour objectif
d’évaluer I'exposition des patients aux plastifiants du PVC en situations cliniques « a risque »
décrites par SCENIHR (43,44). A I'issue de ce protocole de recherche non interventionnelle,
les dosages des plastifiants et de leurs métabolites retrouvés dans les urines de patients sont
effectués par chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse (CL-SM), tandis
gue les taux de plastifiants retrouvés dans tous les dispositifs utilisés lors de cette étude sont
évalués par une ou plusieurs des techniques développées dans I’axe 1. L'axe 3 est dédié aux

études de cytotoxicité réalisées par I’équipe nantaise.

Les méthodes analytiques mises au point permettent la détection des plastifiants directement
dans les DMs et/ou dans des éluats [sanguins (71), urinaires (39,72,73)]. Bernard et al. (28)
ont conduit une revue de la littérature de ces méthodes. Il existe une grande diversité de
techniques analytiques : destructrices ou non, directes ou indirectes. Les méthodes directes

ne nécessitent pas d’étape d’extraction du plastifiant avant sa quantification.

On compte, parmi les méthodes analytiques directes, la résonance magnétique nucléaire
(RMN) (51), la FT-IR (74,75). Elles possedent une bonne spécificité mais posent des problemes

de sensibilité, de durée d’analyse et de co(t.

35



Parmi les méthodes indirectes, la chromatographie gazeuse (CG) et la chromatographie
liguide haute performance (CLHP) sont les techniques les plus utilisées pour le dosage des
plastifiants. La CG, couplée soit a la spectrométrie de masse (CG-SM), soit a un détecteur a
ionisation de flamme (CG-FID) (76), permet la détection de nombreux plastifiants, en étant
sensible et spécifique, au cours d’'une méme analyse. La CLHP est une technique, quant a elle,
tres largement répandue et disponible dans les laboratoires de contrbéle des pharmacies a
usage intérieur (PUI). Elle peut étre couplée a différents détecteurs qui présentent des
avantages et des inconvénients. Certaines méthodes ont déja été développées. La CLHP
couplée a détection ultraviolet (UV) utilisée par Radaniel et al. (77) a permis la caractérisation
de cinqg plastifiants (ATBC, DEHP, DEHT, DINCH et TOTM) simultanément au cours d’une seule
analyse. La CLHP peut également étre couplée a un détecteur évaporatif a diffusion de lumiere
(DEDL), technique développée par Lecoeur et al. (78). Elle permet la détection de I’ATBC,
DEHA, DEHT et TOTM. L'utilisation d’une phase stationnaire en carbone graphitique poreux,
en CLHP (79), a permis la séparation de cinq plastifiants (ATBC, DEHA, DEHP, DEHT et TOTM).

Genay etal. (51) et Gimeno et al. (53) ont montré que certains DMs n’étaient pas uniquement
composés d’un seul plastifiant mais pouvaient contenir d’autres plastifiants a I’état de traces
comme le DEHT ou le DEHP. Il est donc nécessaire que ces méthodes analytiques présentent
des limites de détection (LD) et de quantification (LQ) suffisamment basses pour permettre la

détection de ces traces.

Les méthodes analytiques de dosage comme par exemple, la CLHP ou la CG, nécessitent une
étape préalable d’extraction des plastifiants avant la réalisation de leur quantification. Wang
et al. (80) ainsi que Genay et al. (51) ont publié une procédure d’extraction utilisant un
processus de solubilisation/précipitation du PVC avec du tétrahydrofurane (THF) et du
méthanol pour libérer le DEHP du maillage du PVC constituant des tubulures de perfusion.
Bernard et al. (76) ont comparé trois techniques d’extraction. La premiére correspond a
I’extraction Soxhlet® dans de |’éther di-éthylique et dans de I'acétate d’éthyle. La seconde
consiste a dissoudre I’échantillon de PVC dans du THF puis de le précipiter dans de I’éthanol.
Le solvant est ensuite évaporé et les plastifiants sont séparés du PVC par filtration. La derniere
méthode consiste a mettre en contact le PVC avec un solvant (I'acétate d’éthyle, I’hexane ou

le chloroforme) permettant ainsi I'extraction des plastifiants. L’extraction utilisant le
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chloroforme est la technique qui présente des rendements d’extraction des plastifiants les
plus élevés. Toutefois, pour une technique CLHP-UV, le chloroforme est incompatible et doit
étre évaporé avant injection de I’échantillon dans le systeme chromatographique. Cela
nécessite donc une étape supplémentaire de dilution de I’échantillon dans un solvant
approprié comme I’acétonitrile (ACN). Radaniel et al. (77) ont utilisé la technique d’extraction
par THF/méthanol suivie d’'un dosage en CLHP-UV pour extraire les plastifiants contenus dans
des tubulures de PVC plastifié. Les rendements d’extraction pour ’ATBC, le DEHP, le DEHT, le
DINCH et le TOTM étaient compris entre 91 et 104%.

La méthode de dosage de Radaniel et al. (77) permet donc la détection et la quantification de
cinq plastifiants dont quatre alternatifs au DEHP : I’ATBC, le DEHT, le DINCH et le TOTM. Dans
cette méthode, le BBP est utilisé comme étalon interne, puisque sa présence est interdite dans
les DM, il ne sera donc pas retrouvé sur le chromatogramme des échantillons. Parmi les six
plastifiants alternatifs au DEHP autorisés par la réglementation en vigueur, la détection du
DEHA et du DINP n’a pu étre réalisée car ces plastifiants, dans les conditions analytiques de la
méthode, étaient systématiquement co-élués avec le DEHP et le DEHT respectivement. La
figure 11 représente la juxtaposition des chromatogrammes obtenus avec la technique

analytique de Radaniel et al.
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Figure 11 : Chromatogrammes illustrant les problemes de co-élutions rencontrées par Radaniel et al.
(77). Le chromatogramme noir représente I’élution des plastifiants analysés par Radaniel et al. ; le
chromatogramme rose le DEHA seul et le chromatogramme bleu le DINP seul.
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Ainsi, un des objectifs de la seconde partie expérimentale sera d’optimiser la méthode utilisée
par Radaniel et al. afin de permettre i) le dosage des plastifiants contenus dans les DMs et ii)

le dosage des plastifiants ayant migré dans la solution de simulant.

Actuellement, certaines industries pharmaceutiques se sont orientées vers le développement
de «nouveaux plastifiants verts ». Nous pouvons citer a titre d’exemple les plastifiants verts a
base d’isosorbide qui sont actuellement testés en laboratoire afin de savoir s’ils pourront un

jour étre utilisés comme substitution des plastifiants alternatifs au DEHP (81).

c. Des alternatives au PVC?

Comme nous venons de le détailler précédemment, les données actuelles sur les plastifiants
alternatifs ne sont pas suffisantes pour permettre d’attester une utilisation sans risque pour
les patients. Ainsi, une autre alternative serait de délaisser completement le PVC pour
s’orienter vers d’autres polymeres. Toutefois, ce choix n’est pas sans conséquence pour des
établissements de soins compte tenu de I'augmentation non négligeable du prix d’achat de

ces DMs sans PVC.

Un rapport publié en 2015 par « Health Care Without Harm Europe » (82) sur les alternatives
aux phtalates et au bisphénol A contenus dans les DMs, rapporte que plus de 40% des DMs

en plastique utilisés actuellement dans les services de soins sont en PVC.

Plus localement, plusieurs recensements ont également été réalisés dans le service de
réanimation néonatale du CHU de Lille en 2009, 2014 et 2017. L’objectif de ce travail était
d’étudier I"évolution de I'utilisation du PVC et des plastifiants dans les DMs destinés a la
perfusion et I'administration des nutritions entérales et NP depuis 8 ans. Au total, 83 DMs de
perfusion, 42 de nutrition entérale et 8 de NP ont été recensés. Le pourcentage de DMs de
perfusion recensés en PVC a diminué au cours des années. En effet, les auteurs en ont
recensés respectivement 26% — 24% — 13% en 2009 — 2014 — 2017. Le pourcentage des DMs
de nutrition entérale en PVC a également diminué : respectivement 64% — 53% — 50% en 2009

—2014 -2017. Tous les DMs de NP étaient cependant encore en PVC en 2017 (figure 12).
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Ce travail montre que, bien que de moins en moins utilisé au cours des années, le PVC reste
encore un matériau tres présent dans les services de soins. Ce travail que j’ai dirigé en 2017 a
fait I'objet d’une communication écrite lors du 17¢™® congrés de la Société Francaise de

Pharmacie Clinique (SFPC) (83).
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Figure 12 : Evolution du pourcentage de dispositifs médicaux de la perfusion, nutrition entérale et
nutrition parentérale présents dans le service de réanimation néonatale du CHU de Lille en 2009,
2014 et 2017, d’aprés Masse et al. (83).

NE : nutrition entérale, NP : nutrition parentérale

Ainsi, d’autres matériaux comme le PE, le PUR, le silicone, les matériaux co-extrudés (PE/PVC)
ou multicouches (PE/EVA/PVC) peuvent étre utilisés pour remplacer le PVC et par conséquent
empécher I'exposition des patients aux plastifiants. Toutefois, le choix d’autres matériaux que
le PVC n’est pas toujours possible, en particulier en termes de colt et d’isotechnicité. Les
principaux matériaux utilisés dans les DMs de perfusion sont détaillés dans la suite de ce

paragraphe.

i. Le polyéthyléne

Le PE est un matériau thermoplastique semi-cristallin, translucide, facile a manier et résistant
au froid. Il appartient a la famille des polyoléfines et est obtenu par la polymérisation des
monomeres d’éthyléne. Il existe différents types de PE linéaires ou ramifiés qui peuvent étre
classés selon leur densité [tres basse densité, basse densité, densité moyenne, haute densité]
et leur masse molaire [trés basse, élevée ou trés élevée]. Certains PE peuvent étre modifiés

par des réactions de polymérisations, c’est le cas des PE réticulés (PE-qui sont la plupart du
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temps produits a partir de PE haute densité). Ces PE réticulés ont des caractéristiques se
rapprochant de celles observées pour les PE de masse molaire tres élevée.

Les PE haute densité sont utilisés pour la production de conditionnements rigides et les PE
basse densité pour la production de films souples, comme pour la fabrication des poches de

perfusion.

La Tg dépend du type de PE, mais elle généralement tres basse, aux alentours de -100°C. Le
PE posseéde une grande stabilité chimique. Lorsque la température est inférieure a 60°C, il est
pratiquement insoluble. Il est résistant aux acides (sauf aux oxydants), aux bases et est
insoluble dans I’eau, d’ou son utilisation dans I'alimentaire. En revanche, ce polymeére est
sensible a I’état naturel aux UV en présence d’oxygene. Ainsi, pour contrer cet inconvénient,
des stabilisants sont ajoutés qui peuvent étre de 3 types: des pigments absorbant les
radiations UV (par exemple le dioxyde de Titane), des additifs neutralisant I'action des UV et

des anti-oxydants stabilisants.

Dans le domaine médical, le PE présente les avantages, a la différence du PVC, de ne pas
comporter de plastifiants et d’étre inerte aux interactions avec les médicaments grace a sa
structure semi-cristalline. En revanche, sa rigidité plus importante que celle du PVC rend son
utilisation difficile pour les perfuseurs par gravité. En effet, ces derniers possedent des
régulateurs de débit qui écrasent la tubulure en fonction du débit souhaité. Ainsi, le PE ne
peut étre utilisé dans ce type de DMs car il est trop rigide pour que les régulateurs écrasent
la tubulure. De plus, le PE maintient mieux le débit de perfusion imposé par un PSE que le PVC
et est moins compliant c’est-a-dire qu’il est moins déformable a la pression exercée par un

liguide qui traverse la tubulure (6).

ii. Le co-extrudé et les multicouches

La co-extrusion (figure 13) consiste a mettre plusieurs fluides simultanément dans une méme
filiere, le produit obtenu est ainsi composé de plusieurs couches et appelé multicouches. La
superposition des couches permet de conférer au produit final des propriétés spécifiques que

chaque couche prise individuellement ne permet pas d’obtenir.
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Figure 13 : Principe de la co-extrusion.

Dans notre cas, le co-extrudé (figure 14) est composé de PVC dont la surface interne est
recouverte d'une fine couche de PE, qui sera au contact de la solution médicamenteuse

perfusée.

PVC

PE

Figure 14 : Composition d’un polymeére co-extrudé PE/PVC.

PVC : polychlorure de vinyle, PE : polyéthyléne.

Les avantages de ce matériau sont nombreux puisqu’il associe ceux du PE et du PVC. En effet,
grace a cette fine couche de PE, la partie au contact des solutions médicamenteuses est inerte
aux interactions de type sorption avec les PA et permet également partiellement d’éviter la
migration des plastifiants du PVC dans la solution médicamenteuse. La présence de PVC en
couche souvent épaisse rend quant a elle la fabrication de ces DMs moins colteuse que s'ils
étaient entierement fabriqués seulement en PE. De plus, ce sont des DMs plus souples que
ceux en PE, de par la présence de plastifiants dans le PVC. Le PVC étant en couche épaisse, la
majorité des propriétés du PVC sont retrouvées dans ces dispositifs, toutefois la fine couche
de PE permet de limiter ces interactions contenu-contenant.

L'EVA est également utilisé dans la fabrication des poches de perfusion en multicouches, c’est
un matériau souple (la Tg est supérieure a la température ambiante). Il est peu sujet a la

sorption avec les PA, seules deux études mettent en évidence une diminution de la
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concentration de PA avec I'EVA (84,85). Toutefois, ce matériau est perméable et ne peut pas
étre utilisé pour la NP, comme nous le verrons par la suite.

Pour les DMs co-extudés ou en triple couche (PE/EVA/PVC), bien qu’une couche de PE soit
présente entre le PVC et la solution médicamenteuse, les plastifiants migrent quand méme.
Toutefois, les concentrations de plastifiants ayant migré sont inférieures a celles du PVC

(86,87).

iii. Le polyuréthane

Les PUR sont formés par la réaction de polyaddition entre des polyisocyanates avec des
polyols avec un extenseur de chaine (polyol ou polyamine) permettant d’avoir des chaines
souples et des chaines rigides au sein du matériau.

Cette famille regroupe des matériaux trés variés selon la nature des matieres premieres
utilisées et des extenseurs de chaine. Par exemple, la réaction entre un di-isocyanate et un di-
alcool forme un polymere linéaire thermoplastique. A contrario, un di-isocyanate et un tri-
alcool donnent un polymere tridimensionnel thermodurcissable. Ainsi, les PUR ont des
natures chimiques variables et des propriétés différentes entre eux. La longueur des chaines
du polyol et le poids moléculaire de celui-ci conditionne la rigidité du PUR. En effet, le matériau
sera d’autant plus rigide que les chaines seront courtes, et il sera d’autant plus souple que les
chaines seront longues. D’une maniere plus générale, tous les PUR présentent une trés bonne
résistance a I'abrasion, déchirure, chimique et au froid ainsi qu’une résistance limitée aux UV.
Toutefois, comme le PVC, ce polymere est également sujet aux interactions avec les
médicaments (88,89). La sorption avec le PVC et certains types de PUR semblent similaires.
Par exemple, la perte de diazépam (DZP) avec des prolongateurs en PUR peut atteindre 50%

et celle du dinitrate d’isosorbide (DNIS) 20% en fin de perfusion (88).

iv. Lesilicone
Les silicones font partie de la famille trés large des caoutchoucs. Leur structure chimique est
composée de silicium, d’oxygene et de différents groupements (méthyle, vinyle...). Il en existe
plusieurs types : ils se distinguent par la mise en ceuvre [fluides (huiles, émulsions, gommes,
pates), résines et élastomeres] et par le type de réticulation (a chaud et a froid). La tg est
inférieure a -100°C, ils sont donc souples a température ambiante. lls présentent une bonne

résistance a la chaleur, au vieillissement, aux UV et sont biocompatibles. lls sont tres utilisés
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dans le domaine médical, notamment dans les DMs d’implantation de longue durée
(cathéters, sondes urinaires...). En revanche, ils présentent certaines incompatibilités comme
par exemple avec I'éthanol 95% (90) et interagissent avec certains médicaments (midazolam)

(91) et conservateurs (92) (tels que le métacrésol, le phénol et I'alcool benzylique).

Bien qu’il existe d’autres matériaux pouvant étre utilisés dans la fabrication des DMs de
perfusion, le PVC reste encore trés présent dans ce domaine. Toutefois, comme nous le
verrons dans la partie suivante, celui-ci pose deux problématiques majeures avec les PA d'une
part, et par la présence des plastifiants d’autre part, qui sont pour certains des molécules CMR

comme nous I’avons abordé précédemment.

Il. Les interactions contenu-contenant

La perfusion des médicaments sur une longue durée nécessite une bonne stabilité des
médicaments a injecter. En effet, des études de stabilité doivent étre menées en tenant
compte des modalités de reconstitution de la spécialité pharmaceutique commerciale, des
modalités d’administration mais aussi de la durée et des modalités de conservation
(congélation, réfrigération, température ambiante, lumiére...) dans les unités de soins ou dans
les PUI des préparations reconstituées. Ces études ont un double objectif, puisqu’elles
permettent non seulement de s’assurer que le PA ne se dégrade pas mais aussi de vérifier
gu’au cours de I"étude des produits de dégradation n’apparaissent pas (93). Il est également
important de s‘assurer du maintien de la formulation galénique, a savoir le PA et ses
excipients, tout au long de I’étude de stabilité. En effet, les excipients ont des roles particuliers
(conservateurs antimicrobiens, antioxydants, isotonisants, régulateurs de pH...) qui doivent

étre conservés tout au long de I'utilisation des médicaments.

La stabilité des médicaments peut également étre influencée par les interactions contenu-
contenant. En effet, il est notoire que lors de la perfusion, des échanges ou interactions
physico-chimiques peuvent se produire entre le fluide médicamenteux (le médicament ou la
NP) et le matériau du DM. Ces interactions peuvent étre de la sorption (adsorption et

absorption), de la migration de composés issus du matériau du DM ou de la perméation de
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composés. Les interactions dépendent donc de plusieurs facteurs: du contenant et du

contenu.

Concernant le contenant, les facteurs sont :

La nature du polymere utilisé : il est décrit dans la littérature que le PE [sur la base de
données Stabilis, seule une étude a mis en évidence une diminution de la
concentration de I'insuline avec du PE (94)] ou le verre (95,96) sont des matériaux
inertes vis-a-vis des interactions contenu-contenant. En revanche, le PVC et le PUR
sont des polymeéres qui interagissent beaucoup plus avec les médicaments.
La composition du polymere : qui peut contenir des additifs. L’exemple le plus connu
est celui du PVC et des plastifiants. Il est décrit que, selon le type et la concentration
de plastifiant contenu dans le polymere, la sorption avec les médicaments peut-étre
différente (97). Tous les plastifiants semblent avoir une sorption similaire mais il
semblerait qu’avec le DINCH celle-ci soit plus élevée. De plus, plus la concentration
en plastifiants est élevée, plus la sorption est importante. La concentration de DZP
aprés 100 heures d’incubation est supérieure a 35 mg/mL avec le PVC plastifié au
DEHP 10% (m/m) alors gu’elle n’est seulement de 20 mg/mL avec du DEHP 70%
(m/m).
Le procédé de stérilisation : Foinard et al. (88) ont trouvé des différences de profils
de sorption du DZP entre deux prolongateurs de PVC qui avaient subi deux modes de
stérilisation différents (rayons gamma et oxyde d’éthyléne). D’autres auteurs ont
conclu que la stérilisation par les rayons gamma pourrait entrainer une modification
de la structure chimique du PVC, augmenter ainsi la réticulation des chaines de PVC

et diminuer les phénoménes de sorption des PA (98,99).

En ce qui concerne le contenu, les interactions dépendent des propriétés physico-

chimiques du PA et de ses excipients.

La lipophilie/I'hydrophilie : les médicaments les plus lipophiles sont les plus sujets
aux interactions contenu-contenant (84). Ainsi, le coefficient de partage P (Log P)
d'un médicament est un facteur majeur qui peut expliquer la sorption du
médicament avec les polymeres (figure 15). Le Log P est égal au rapport des

concentrations du soluté étudié dans deux phases non miscibles, une phase
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correspond a une phase aqueuse et la seconde a une phase lipidique comme, par
exemple, de I'octanol (car proche de la membrane biologique). Si le Log P > 0, le
médicament est dit lipophile, en revanche si le Log P < 0, le médicament est dit

hydrophile.
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Figure 15 : Coefficients de partage octanol/eau prédits des molécules présentant des

risques d’ad/absorption lors d’un conditionnement en PVC (synthése des données
disponibles sur la base de données Stabilis) (100).

- La température : plus la température est élevée, plus le risque de migration des
additifs et en particulier des plastifiants est important (101). Par exemple, a 5°C, la
concentration de DEHP ayant migré est de 20 pg/mL, tandis qu’a 37°C elle est
supérieure a 50 pg/mL. C’est pour cela que les nouveau-nés qui sont dans les
couveuses a 37°C sont trés exposés aux plastifiants.

- Le temps de contact : plus le temps de contact est important, plus la sorption et la
migration sont importantes (97). En effet, in vitro, le DEHP migre 1,5 fois plus entre
24 heures et 10 jours d’incubation. En revanche, pour les autres plastifiants, la
migration des plastifiants est similaire quel que soit le temps de contact (102).

- Le débit de perfusion : plus le débit de perfusion est faible, plus la sorption (103) et |a

migration (86) sont importantes. Le pourcentage d’insuline adsorbée sur le PVC apres
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200 minutes de perfusion est d’environ 45% a 0,1 mL/h, tandis qu’il est d’environ 30%
a 0,5 mL/h (103). Bernard et al. (86) ont trouvé des quantités de DINP libéré de 17610
ug, 6872 ug et 9961 ug pour des débits de perfusion de 20 mL/h, 50 mL/h et 100 mL/h

respectivement.

La maitrise des interactions entre les préparations médicamenteuses parentérales et les DMs
est donc primordiale au bon déroulement de I’acte thérapeutique. En effet, ces interactions
peuvent avoir des conséquences délétéres directes pour le patient (104). Une premiére
conséquence de santé publique avec I'utilisation du PVC est la migration des plastifiants qui,
comme décrits précédemment, sont potentiellement toxiques pour I’homme, certains étant
classés comme des substances CMR. La seconde conséquence est la sorption qui peut
conduire a une diminution de la dose administrée au patient : comme le PA reste a la surface
du polymére (dans le cas de I’adsorption), le patient ne recevra donc pas la totalité de la dose
initialement prescrite. Ceci est particulierement problématique pour les médicaments dits « a

marge thérapeutique étroite » comme nous le verrons par la suite avecI’exemple de I'insuline.

1. Les phénomeénes de migration du contenu vers le contenant

a. Généralités

Ces phénomenes de migration du contenu vers le contenant aboutissent a une diminution de
la concentration du PA lors de son administration ou de sa conservation. Ceci conduit a sous-
exposer les patients au PA et par conséquent a un sous-dosage médicamenteux. Le PA peut
étre retenu au niveau de la surface du DM (adsorption) ou dans les couches du polymere
(absorption), le PA peut également traverser toutes les couches du polymere, il s’agit alors du

phénomeéne de perméation (figure 16).

L’adsorption est un phénomene réversible ol le nombre de sites de fixation sur le matériau
est limité. Les liaisons entre le liquide (la solution médicamenteuse) et le solide (le matériau)
sont faibles. Les phénomeénes d’absorption et de perméation sont irréversibles, la

concentration initiale de PA ne sera jamais retrouvée.

46



Revue de la littérature

En pratique, ces phénomeénes conduisent a une perte de PA et il n’est pas toujours simple

d’identifier le phénomeéne impliqué dans une diminution de concentration.
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Figure 16 : Représentation schématique des phénomeénes d’adsorption, d’absorption et de

perméation.

Toutefois, il n’y a pas que le PA qui puisse subir ces phénomenes. En effet, certains excipients

peuvent aussi étre affectés : citons le phénol et le métacrésol, utilisés comme conservateurs

de l'insuline, en présence de tubulures en PUR (105) ou en PVC (106), mais aussi les

tensioactifs avec le PVC (107).

La littérature sur ces phénomenes de sorption est riche et décrit plusieurs PA [par exemple le

DZP, le DNIS (88), le tacrolimus (108), la nitroglycérine (84,109)] subissant ce type

d’interactions avec différents polymeres [tels que le PVC (110,111), le PUR (88,89), le silicone

(92)]. Notre polymére d’intérét étant le PVC, nous nous focaliserons essentiellement sur les

interactions de celui-ci avec les PA, et plus particulierement avec 'insuline et le DZP.

b. Interactions entre les matériaux

et l'insuline

L'insuline humaine est un polypeptide de 6 000 Daltons constitué de deux chaines d’acides

aminés reliées par deux liaisons disulfures : la chaine A est constituée de 21 acides aminés et

la chaine B de 30 acides aminés (112,113) (figure 17).
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Figure 17 : Représentation de la structure protéique de l'insuline humaine, d’apres (112).

L'insuline est une hormone hypoglycémique sécrétée par le pancréas. En solution, elle peut
exister sous quatre conformations différentes : des monomeéres, des dimeres, des tétrameres
ou des hexameres (114). Dans les différentes spécialités pharmaceutiques existantes
(Novorapid®, Umuline rapide®...), l'insuline est sous forme hexamérique, car cette
conformation est décrite comme étant la plus résistante a la fibrillation et a la dégradation
(115). Pour la conserver sous cette forme hexamérique des conservateurs phénoliques, le

phénol et/ou le métacrésol (figure 18) sont ajoutés (116,117).

OH OH

CH,

Figure 18 : Structure chimique (A) du phénol et (B) du métacrésol.

Une fois injectée dans la circulation sanguine, les hexameres se dissocient en monomeres qui
sont la seule forme active de I'insuline pour se lier ensuite aux récepteurs de l'insuline (118).
De plus, l'insuline monomérique diffuse beaucoup plus rapidement dans I'organisme (119)

(figure 19).
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Figure 19 : Diffusion de I'insuline dans I’organisme d’aprés Holleman et al. (119).

Ce médicament est prescrit pour contréler notamment un dysfonctionnement de la régulation
glycémique : hypo- ou hyperglycémie pour le traitement du diabéete de type 1 et 2. L'insuline
peut également étre utilisée pour le traitement du diabéte gestationnel chez les femmes
enceintes (120), pour le traitement des hyperkaliémies mais également apres une chirurgie
en post-opératoire.

L'insuline est un médicament a marge thérapeutique étroite. En effet, un sous-dosage
d'insuline peut produire une hyperglycémie et une acidocétose pouvant conduire au coma et
au déces. Ali et al. (121) ont démontré que chez les patients atteints de leucémie myéloide
aigué, I'hyperglycémie a I'hopital est corrélée a la mortalité. Un surdosage en insuline peut
provoquer une hypoglycémie pouvant également entrainer le coma et le décés. Ainsi, la
prescription et I'administration d'insuline sont primordiales dans la prise en charge des

patients.

Il existe différentes catégories de solutions d'insuline en fonction de leurs délai et durée
d'action, par exemple on distingue les insulines rapides (insuline asparte, insuline lispro,
insuline glulisine) et celles qui ont une action prolongée (insuline glargine, insuline détémir).
Le tableau 4 regroupe les différentes insulines disponibles en France et sont classées selon

leur durée d’action.
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Tableau 4 : Liste des différentes insulines disponibles en France selon leur délai et durée d’action.

Insuline

DCI - Spécialités

Délai d’action

Durée d’action

Action ultra-rapide

L

Insuline asparte
NovoRapid® 100 Ul/mL

Insuline glulisine
Apidra® 100 Ul/mL

Insuline lispro
Humalog® 100 Ul/mL

5 minutes

+/- 3 heures

Action rapide

Insuline humaine
Actrapid®
Insuman Infusat®
Umuline®Rapide

20 minutes

4 3 6 heures

Action semi-lente

Insuline humaine isophane (NPH)
Insulatard®
Umuline®NPH

1 heure

Environ 20 heures

Action lente

Insuline glargine
Lantus® 100UI/mL
Abasaglar® 100UI/mL

2 heures

Jusqu’a 24 heures

Insuline glargine
Toujeo® 300UI/mL

2 heures

Jusqu’a 36 heures

Insuline détémir
Levemir® 100Ul/mL

1 heure 30

12 a 18 heures selon la dose

Insuline dégludec
Xultophy® 100Ul/mL
Tresiba® 100UI1/mL

2 heures

Environ 24 heures
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Action mixte : ultra-rapide
+ semi-lente

-

Insuline asparte 30
(30% d’insuline rapide + 70 % d'insuline asparte
protamine cristallisée)
NovoMIX®30

10 3 20 minutes

Jusqu’a 24 heures

Insuline asparte 50
(50% d’insuline rapide + 50 % d'insuline asparte
protamine cristallisée)
NovoMIX®50

10 3 20 minutes

14 3 24 heures

Insuline asparte 70
(70% d’insuline rapide + 30 % d'insuline asparte
protamine cristallisée)
NovoMIX®70

10 3 20 minutes

14 3 24 heures

Insuline lispro (25% d’insuline rapide + 75%

d’insuline lispro protamine) 15 minutes Environ 15 heures
Humalog MIX® 25
Insuline lispro (50% d’insuline rapide + 50%
d’insuline lispro protamine) 15 minutes Environ 15 heures
Humalog MIX®50
Action mixte :
rapide + semi-lente
Insuline humaine 30 (30% d’insuline rapide)
Mixtard®30 30 minutes 20 a 24 heures

Umuline®Profil 30
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Des analogues de l'insuline humaine, dérivées du génie génétique sont élaborés pour modifier
la cinétique et la solubilité de I'insuline. La Novorapid® est un analogue de l'insuline et est
constituée d'insuline asparte (100 Ul/mL) et de deux conservateurs phénoliques : le phénol
(1,50 mg/mL) et le métacrésol (1,72 mg/mL). Linsuline asparte différe de I'insuline humaine

par une substitution de la proline par un acide aspartique, en position 28 de la chaine B (122).

Actuellement, l'insuline humaine est de moins en moins prescrite au profit de ces analogues.
En effet, plusieurs études ont montré que I'utilisation des analogues de l'insuline par rapport
a l'insuline humaine permettait de diminuer les hypoglycémies et d’obtenir un meilleur
controle de linsuline basale. Kristensen et al. (123) ont réalisé une étude clinique pour
comparer les effets cliniques des analogues de I'insuline (insuline detemir et insuline asparte)
et de l'insuline humaine (protamine neutre Hagedorn (NPH) et réguliére). lls ont conclu que
I'analogue de l'insuline permettait de réduire significativement |'épisode d'hypoglycémie
nocturne. Rys et al. (124) ont également montré que pour les patients diabétiques de type 1,
le traitement avec l'insuline asparte permettait un meilleur contréle métabolique et plus de

satisfaction thérapeutique que I'insuline humaine.

L'insuline peut étre administrée soit par injection sous-cutanée avec environ trois injections
directes par jour, soit par perfusion continue avec une pompe a perfusion pendant 24 heures
ou par des pompes externes (125).

Apres une chirurgie, I'insuline est majoritairement prescrite en perfusion continue sur 24
heures, a I'aide de prolongateurs et de PSE. A I'hopital, les patients peuvent avoir des
perfusions en continu d’insuline sans gqu’ils ne soient forcément diabétiques. En effet, un lien
a été montré entre la survenue d’une hypoglycémie et la mortalité chez les patients

gravement malades (126).

Lorsque l'insuline est prescrite pour le traitement des diabétiques, le schéma «basal-bolus »
(figure 20) est couramment utilisé car il respecte la physiologie de la sécrétion de I'insuline
c’est-a-dire une sécrétion permanente d’insuline accompagnée de pics prandiaux. En effet, la
sécrétion basale (schéma basal) permanente est apportée par I'insuline lente et le pic de
sécrétion (schéma bolus) au moment des repas par linsuline rapide pour pallier a

I’"hyperglycémie lors des repas (127).
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Figure 20 : Schéma d'insulinothérapie en « bolus-basal ».

Toutefois, plusieurs études ont décrit les interactions entre l'insuline et les matériaux des
prolongateurs de perfusion.

Zahid et al. (103) ont montré par une méthode de spectrophotométrie-UV que I'Actrapid®
(insuline humaine rapide) a 1 Ul/mL perfusée a un débit de perfusion de 0,5 mL/h était
adsorbée en début de perfusion sur des tubulures de PE (environ 15%) et de PVC (environ
35%). L'adsorption d'insuline était influencée par le débit de perfusion, la composition des
tubulures et la surface de contact.

De méme, Hewson et al. (128) ont mené une étude sur |'adsorption de I’Actrapid® sur une
tubulure de PVC plastifié au DEHP dans un service clinique de néonatologie. L'insuline a été
dosée par radio-immunodosage. Les auteurs ont conclu que l'insuline était adsorbée sur le
PVC et que cette adsorption était majorée par de faibles concentrations et de faibles débits,
ce qui est le cas des pratiques des services de néonatologie.

Fuloria et al. (129) ont réalisé une étude similaire avec de l'insuline humaine réguliére
(Novolin®, Novo Nordisk, La Défense, France) et des tubulures de perfusion en PVC et en PE.
IIs ont conclu que les épisodes d'hypoglycémie observés chez les nourrissons de tres faible
poids de naissance apres plusieurs heures de perfusion d'insuline étaient dus a un excées
d'insuline perfusée apres la saturation des sites de fixation présents le long des tubulures.
L'adsorption de l'insuline lispro et de l'insuline humaine réguliere a été étudiée avec des
dispositifs de perfusion en PVC et des seringues en polypropyléne (130). Le profil d'adsorption
est le méme pour les deux insulines. L'insuline lispro et le métacrésol sont adsorbés aprés 5

heures sur une poche et sur I'ensemble des tubulures en PVC. Lutilisation d’un filtre en ligne
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sur la ligne de perfusion n’est pas recommandée car de I'insuline est retenue a la surface de

celui-ci.

Certaines études ont décrit des stratégies pour réduire la sorption de l'insuline. Pour
minimiser la sorption entre l'insuline et les matériaux, Fuloria et al. (129) ont utilisé une
solution d’insuline a 5 Ul/mL pour saturer les sites de fixation sur la tubulure. Ainsi, aprés 1
heure a 0,2 mL/h, le taux d’insuline récupéré était de 22% (soit 78% adsorbée) pour les
tubulures en PVC non saturées et de 42% (soit 58% adsorbée) pour les tubulures en PVC
saturées. Hewson et al. (128) ont dilué de I'albumine a 2,4g% dans du SSI avec de l'insuline
pour réduire l'adsorption du médicament sur le cathéter. L’albumine a permis une
augmentation de 61% d’insuline administrée au patient au cours des 6 premieres heures de

perfusion.

Bien que toutes ces stratégies soient rarement utilisées dans les hopitaux, il est important de
tenir compte des interactions entre les médicaments et les matériaux des lignes de perfusion.
Toutefois, ces études de sorption sur l'insuline concernent principalement l'insuline humaine.
A notre connaissance, aucune étude n'existe sur l'insuline asparte, bien qu'elle représente la
formule d'insuline la plus couramment utilisée dans les services cliniques pour la perfusion
continue. De plus, les interactions avec les tubulures en matériaux coextrudés (PE/PVC) n'ont
pas été suffisamment étudiées bien que ce matériau soit largement et de plus en plus utilisé.
C’est pourquoi, nous avons étudié les interactions entre les deux types d’insuline (humaine et
asparte) avec le PVC, PE et le coextrudé (PE/PVC). Ce travail fait I'objet de la premiére partie

expérimentale.

c. Interactions entre les matériaux et le diazépam

Le DZP est sans doute la molécule sujette a la sorption la plus décrite dans la littérature. Cette
molécule, dont la structure chimique est représentée dans la figure 21, est lipophile (Log P =
2,86). Elle fait partie de la famille des benzodiazépines et est commercialisée sous forme de
comprimés, gel rectal et solution injectable.

Le DZP est couramment indiqué dans les services de soins: i) dans le traitement

symptomatique des manifestations anxieuses sévéres et/ou invalidantes, ii) en prévention et
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traitement du delirium tremens et des autres manifestations du sevrage alcoolique (131). Le
DZP peut étre administré par différentes voies: orale, rectale et intraveineuse en cas

d’urgence vitale, par exemple lors d’une crise d’épilepsie (132,133).

(@]

Figure 21 : Structure chimique du diazépam.

Maiguy-Foinard et al. (88) ont étudié la sorption du DZP au travers de huit prolongateurs
double voies dont la longueur est comprise entre 5 et 12 cm avec un diametre interne compris
entre 0,7 et 1,5 mm. Cinq d’entre eux étaient en PUR, deux étaient en PVC et un en co-extrudé
PE/PVC. Les auteurs ont conclu que le DZP était le moins adsorbé sur le PE/PVC (14,4% de DZP
adsorbé a la fin de la perfusion). Les résultats avec le PUR étaient variables selon les fabricants.
En effet, les PUR, bien qu’ayant des compositions chimiques identiques, peuvent avoir des
degrés de polymérisation et de réticulation différents. De plus, certains PUR sont
thermoplastiques entrainant une sorption importante alors que d’autres PUR sont
thermodurcissables entrainant une sorption moindre. Les résultats obtenus pour le PVC
étaient également différents selon les fabricants: en effet, avec le prolongateur de ICU
Médical, 22,11% de DZP était adsorbé contre 40,01% pour celui de Carefusion. Ces différences
sont dues au mode de stérilisation, soit par de I'oxyde d’éthyléne (pour le prolongateur
Carefusion), soit par des radiations y (pour le prolongateur ICU Médical). En effet, les
radiations y peuvent modifier la structure chimique et provoquer une réticulation qui pourrait

diminuer la sorption des PA (98,99).
Jin et al. (134) ont également étudié la sorption du DZP au travers de tubulures

d’administration en PVC, PUR et en polypropylene. Les conclusions de ces travaux sont

similaires a ceux de Treleano et al. (84) et de Maiguy-Foinard et al. (88). La sorption était plus
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importante (environ 60%) en début de perfusion qu’en fin de perfusion (30%). La sorption du
médicament est également plus importante lorsqu’il est dilué a 0,04 mg/mL qu’a 0,1 mg/mL.
Kambia et al. (135) ont également mesuré 50% de perte de DZP apres 24 heures d’étude,
lorsque celui-ci était conservé dans des poches en PVC et dilué a 0,04 mg/mL dans du glucose

5% ou SSI.

2. Les phénomeénes de migration du contenant vers le contenu

Les exemples précédents concernaient les phénomeénes de migration du contenu (la solution
médicamenteuse) vers le contenant (le polymére du DM), passons a présent a la migration
des éléments constitutifs du polymeére dans la solution médicamenteuse. Deux phénomeénes

de migration seront décrits dans cette partie : la désorption et la perméation.

a. Désorption

La désorption correspond a une extraction de composés additifs contenus dans le polymeére
aboutissant a une contamination chimique de la solution médicamenteuse en contact avec le
polymére (figure 22). L'exemple le plus connu est celui des plastifiants dans le cadre du PVC
(136) mais elle peut également se produire avec du PUR ou du silicone (137). Ces additifs sont
plus particulierement extraits dans le cas des émulsions (NP (71)), des solutions contenant des
agents tensioactifs, de médicaments lipophiles (taxanes, étoposide...) (138).

Pour estimer la migration des plastifiants in vitro, plusieurs solutions sont décrites dans la
littérature : des solutions lipidiques, le sang et le mélange eau/éthanol. Toutefois, I'estimation
de la migration avec le sang est complexe car selon la composition du sang, qui est propre a
chaque personne, les résultats peuvent étre différents. Par exemple, un sang riche en
cholestérol et en triglycérides peut extraire plus de DEHP qu’un sang qui en contient moins

(139).

Les produits libérés peuvent avoir une toxicité directe, comme c’est le cas par exemple du

DEHP. lls peuvent aussi entrainer des réactions croisées pouvant conduire a une inactivation

ou a une dégradation du PA ou des excipients. Les produits libérés peuvent également étre
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responsables d’effets physico-chimiques mais sans impact direct pour le PA et ses excipients.

Enfin, ces produits peuvent également provenir de la dégradation du matériau.

Fluide médicamentaux

PA,

B Sybstances issues du contenant

Relargage du contenant vers le contenu

Couches du contenant

Figure 22 : Représentation schématique du phénomene de désorption.

Tous les plastifiants migrent hors du PVC mais leur comportement migratoire est différent.
Par exemple, Bernard et al. (102) et Faessler et al. (140) ont comparé la migration du DEHP,
DEHT, DINCH et TOTM. Les conditions de migration entre les 2 études n’étaient pas
identiques. En effet, Bernard et al. (102) ont utilisé un mélange in vitro composé d’éthanol et
d’eau (50/50) qui, selon le Réglement UE 10/2011 (141) refléte les aliments a caractéere
lipidique et représente la situation la plus critique, « worst case ». Alors que Faessler et al.
(140) ont perfusé de la NP pendant 24 heures. Les deux études ont cependant permis de
montrer que le DEHP migrait le plus, suivi du DINCH, du DEHT et enfin du TOTM. Eckert et al.
(142) ont également montré que le TOTM issu des canules de CEC migrait 350 fois moins que

le DEHP.

Cette différence de comportement dépend de plusieurs facteurs comme : les propriétés
physico-chimiques des plastifiants, les propriétés des matériaux utilisés, les propriétés
physico-chimiques de la solution médicamenteuse ou du sang, la dynamique des fluides, la

température...
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Considérons dans un premier temps, l'influence des propriétés physicochimiques des
plastifiants (tableau 5). Les différents parameétres a prendre en compte sont : la polarité, la
solubilité, le poids moléculaire, 'encombrement stérique, le nombre de ramifications et le
coefficient de partage du plastifiant Log P. Plus ce dernier est élevé, plus le plastifiant aura

tendance a migrer dans les solutions lipidiques.

Tableau 5 : Caractéristiques physico-chimiques des plastifiants.

Solubilité (mg/L) Poids moléculaire Coefficient de partage du
dans I'eau (g/mol) plastifiant
ATBC 20* 402,5 4,3
DEHP 0,003* 390,6 7,5
DEHA 0,78 (22°C) 370,6 >6,11-8,0
DEHT 0,4 pg/L (eau de pluie)* 390,6 5,72 (eau de pluie)
0,35-1,5 mg/L (eau de mer)* 5,26 (eau de mer)
DINP 0,6 pg/L* 420,6 8,8
DINCH <0,02 (25°C) 424,6 10
TOTM 0,13 (25°C) 546,8 5,94

* température non précisée

La polarité est un facteur essentiel a considérer pour expliquer ces phénomenes de migration.
Théoriquement, plus les plastifiants sont polaires, plus le plastifiant est lié au PVC. Le DEHA,
qui présente la plus faible polarité, due a I'absence de noyau aromatique et a la présence de
deux chaines latérales aliphatiques, est peu compatible avec le PVC. L’ATBC est également
peu polaire mais plus que le DEHA en raison de la présence dans sa structure chimique de

groupements carbonés additionnels.

Concernant I'’encombrement stérique, le TOTM présente de loin la structure la plus
encombrante. En effet, ce dérivé de I'acide phtalique est similaire au DEHP mais possede 3
chaines alkyles latérales supplémentaires. Le DEHT est identique au DEHP mais la substitution
a lieu en para et non en ortho comme le DEHP. La présence de ses 2 chaines latérales rend sa
migration difficile et il migre moins que le DINCH et le DEHP. Le DEHA présente un faible
encombrement stérique compte tenu de sa structure alkyle linéaire, il est donc moins ramifié
qgue le DEHP, tout comme I’ATBC. Le DINP et le DINCH, structurellement proches, sont

également moins ramifiés que le DEHP, ils seraient donc plus sujets a la migration que le DEHP.
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Toutefois, ces données physico-chimiques ne sont pas suffisantes pour expliquer la migration
des plastifiants dans les conditions réelles de perfusion dans les services de soins. D’autres

parametres sont a prendre en compte tels que :

» Le débit de la perfusion : Bernard et al. (86) ont mesuré la quantité de plastifiants
libérés dans le simulant de 6 prolongateurs fabriqués avec différents plastifiants :
TOTM, DEHT, DINP et DINCH. Les auteurs ont montré que la quantité de plastifiants
libérés dans le simulant augmente au cours de la perfusion. Toutefois, la quantité de
plastifiant libéré dépend du débit de perfusion. En effet, plus le débit de perfusion
est élevé, plus le volume perfusé est élevé et plus la quantité de plastifiant libéré sera
élevée. Une approche physico-chimique a également été utilisée en mesurant les
guantités des différents plastifiants libérés du DM rapportées a la surface du
dispositif en contact avec le simulant et au volume perfusé. Dans cette approche, un
débit de perfusion plus faible peut extraire plus de plastifiant. Néanmoins, la
migration du plastifiant est similaire a tous les temps au cours de la perfusion sur 24

heures.

» Letemps et les conditions de stockage des DMs : la migration des plastifiants semble
s’atténuer avec le temps (142) : en effet, moins de plastifiants (TOTM et DEHP)
migrent lorsque les circuits de CEC sont conservés 30 semaines versus 2 semaines
apres leur fabrication. Ce qui laisse suggérer qu’un dégagement progressif de
plastifiants (qui sont des substances volatiles) peut se produire a partir des tubulures

fraichement produites.

» Le diametre interne des tubulures : Faessler et al. (140) ont également comparé la
migration du DEHP et du DEHT a travers deux tubulures de diametres internes
différents. La migration était diminuée d’environ 30% avec les tubulures ayant le plus
grand diametre interne. Ce résultat peut s’expliquer par la surface de contact entre
la solution médicamenteuse et le polymere qui est plus grande avec un volume
constant de solution médicamenteuse lorsque le diameétre interne des tubulures

augmente.
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Il faut également souligner qu’il n’est pas rare que plusieurs facteurs agissent simultanément,

conduisant a des situations a haut risque de migration des plastifiants.

Une situation clinique particuliere, I’'ECMO est représentative de ce cas de figure. Cette situation
regroupe plusieurs facteurs responsables d’une forte migration de plastifiants. Tout d’abord, le
sang qui traverse les canules est un agent d’extraction des plastifiants : ceux-ci, lipophiles,
vont se solubiliser dans le sang. D’autre part, les canules sont chauffées a 37°C pour maintenir
la température corporelle, ce qui est également un facteur favorisant la migration. Enfin, le
débit sanguin peut étre faible, notamment en pédiatrie et la durée de ces ECMO peut parfois
durer jusqu’a 60 jours dans certaines conditions cliniques, ce qui en fait une procédure a trés
haut risque de migration des plastifiants. A présent, dans ce type de DMs le DEHP semble étre
remplacé par d’autres plastifiants alternatifs. En effet, tres récemment, Fernandez-Canal et
al. (143) ont montré que le TOTM était a présent trés largement utilisé dans la fabrication de
circuits d’ECMO et que ce plastifiant migrait mais a des concentrations inférieures a la valeur

limite d’exposition (Derived no effect level) qui est égale a 1,13 mg/kg/jour.

b. Perméation

Le second phénomeéne de migration du contenant vers le contenu est la perméation. La
perméation correspond au passage de gaz (tels que I’oxygene, le dioxyde de carbone) présents
dans I'air dans les couches du polymere, puis dans la solution médicamenteuse. Cela peut

conduire a une instabilité du PA si celui-ci est sensible a ces gaz.

L’exemple le plus connu illustrant ce phénomene de perméation est la NP. En effet, plusieurs
études se sont intéressées a la stabilité de la NP et en particulier des vitamines C et B1 dans
les mélanges nutritionnels (144-146). Toutes ces études ont conclu que la NP devait étre
conservée dans des poches multicouches plutot que dans des poches EVA car I’oxydation était

réduite avec des multicouches.
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En conclusion de cette partie sur les interactions contenu-contenant, nous avons vu que le
PVC est un matériau tres sujet aux interactions contenu-contenant. En effet, par la présence
des atomes de chlore les PA peuvent étre adsorbés et les plastifiants contenus dans la matrice
du PVC peuvent migrer et étre administrés aux patients. Cette double problématique peut
remettre en question son utilisation dans les services de soins bien que la substitution par
d’autres matériaux ne soit pas toujours simple. Pour continuer a utiliser ce polymere tout en
réduisant ces interactions, une modification physico-chimique (appelée aussi
fonctionnalisation) de la surface de celui-ci semble étre une alternative tres intéressante.
Plusieurs types de modifications sont décrites dans la littérature comme nous le détaillons

dans la partie suivante.

Ill. Fonctionnalisation des dispositifs médicaux

De nombreuses recherches sont effectuées pour modifier les propriétés de surface de certains
DMs. Dans la littérature, plusieurs études se sont intéressées a différentes fonctionnalisations
permettant de limiter les phénomeénes de migration et de sorption. Une solution pour
continuer a utiliser le PVC en limitant la migration des plastifiants et/ou la sorption des PA est
de modifier son extréme surface par un procédé physico-chimique sans que ses propriétés
intrinseques ne soient altérées. Nous nous sommes intéressés aux différentes
fonctionnalisations pouvant étre utilisées pour limiter les interactions contenu-contenant

avec le PVC.

1. Limiter la migration des plastifiants

Comme évoqué précédemment, le PVC serait trop rigide et son utilisation en clinique ne serait
pas possible sans I'ajout de plastifiants. Toutefois, ces plastifiants posent des questions en
terme de sécurité vis-a-vis des patients compte tenu de leur propension a la migration et leur
toxicité. Ainsi, plusieurs approches sont décrites dans la littérature pour limiter la migration
des plastifiants du PVC. Ces différentes fonctionnalisations ont principalement ciblé la

migration du DEHP, tres peu de publications étant consacrées aux plastifiants alternatifs.
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Plusieurs procédés sont décrits : la réticulation (« crosslinking »), le greffage («grafting »), le

revétement (« coating ») et la modification de I’"hydrophilie/lipophilie de la surface.

a. Laréticulation
Le procédé de réticulation consiste a réticuler les chaines de PVC a la surface pour former une
barriere et ainsi empécher la migration des plastifiants. Cette réticulation peut se faire par des

traitements physiques (par exemple, par des traitements UV, des procédés plasma froid ...) ou

par des traitements chimiques.

i. Radiations ultra-violettes

Zygoura et al. (147) ont montré que les radiations par irradiation gamma a 25 kGy
augmentaient significativement la migration de I’ATBC et du DEHA. Les auteurs ont conclu que
les radiations provoquaient une scission de la chaine macromoléculaire du PVC, augmentant
ainsi la migration des plastifiants. Contrairement a cette derniere étude qui montrait que les
rayons gamma pouvaient augmenter la migration des plastifiants, d’autres études ont, au
contraire, montré que les rayonnements UV pouvaient diminuer la migration des plastifiants.
En effet, Ferri et al. (148) ont montré qu’avec des radiations de 25, 50 et 100 Gy, la migration
du DEHP diminuait plus dans les poches de sang que dans les tubulures. Il est envisageable de
penser que cette différence peut étre due a une meilleure pénétration et diffusion des
radiations dans les poches que dans les tubulures. De méme, une autre étude a utilisé des
radiations UV (52,5 uW/cm?) qui ont permis de réduire la migration du DEHP d’environ 50%
sans que les propriétés mécaniques du PVC (élasticité et résistance a la traction) ne soient
modifiées (149). Toutefois, les durées d’exposition aux radiations sont longues, de I'ordre de

1 mois.

ii. Le plasma
Le plasma constitue le quatrieme état de la matiere qui a été découvert en 1928 par le
physicien Irving Langmuir. Un plasma est un gaz ionisé et est constitué d’'un mélange
d'électrons, de particules ioniques chargées positivement ou négativement, d'atomes neutres

et de molécules.
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Cette ionisation est obtenue par la génération d’'un champ électrique, magnétique ou par de
la chaleur. On distingue deux types de plasmas : les plasmas thermiques et les plasmas froids.
Les plasmas thermiques sont générés a la pression atmosphérique (entre 10* et 10° Pa). Du
fait de la pression, les collisions entre les particules sont tres nombreuses et I'ionisation est
essentiellement due a un effet thermique. Les plasmas froids permettent les modifications de
la surface des substrats a basse température et sans altération des propriétés en profondeur

des substrats, c’est pourquoi nous nous intéresserons uniguement au plasma froid (150).

Définition du plasma froid
Les plasmas froids sont des plasmas faiblement ionisés dits en « hors équilibre » et sont

générés a basse pression et a basse température. Les températures sont relativement froides
et sont comprises dans des intervalles allant de la température ambiante a quelques centaines
de degrés Celsius, alors que les électrons contenus dans le plasma ont des niveaux d’énergie
correspondant a de trés hautes températures allant de 1 a 10 eV. A la différence des plasmas
thermiques, ces plasmas froids ne sont pas dans un état d’équilibre thermodynamique mais

plutdt dans un état stationnaire ol chaque élément posséde sa propre température.

La génération des plasmas froids se fait par I'application d’une différence de potentiel par un
champ électrique. Ce champ électrique est généré entre deux électrodes et permet d’ioniser
le gazinjecté (figure 23). Le gaz ionisé se décompose alors sous la forme d’électrons, d’atomes,
de molécules, de cations et d’anions. Les éléments se trouvent dans des niveaux d’énergie
tres élevés, les vitesses de déplacements sont également trés rapides, |'excitation de ces

éléments est donc maximale (151).
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Figure 23 : Principe d’un plasma froid basse pression activé par un champ électrique d’apres (151).
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Ce mélange est composé d’espéeces tres réactives, dans leur état d’excitation. Elles vont entrer
en collision avec la surface des échantillons placés dans la chambre plasma. Cette collision va
modifier I’énergie de surface et modifier la surface d’une profondeur de quelques nanometres
(150). De nouvelles fonctions chimiques et radicaux vont étre créés, les chaines du polymére

peuvent se rompre, la surface aura donc de nouvelles propriétés.

Comme déja détaillé précédemment, le PVC est un polymere tres utilisé dans le monde
médical compte tenu de ses propriétés telles que sa flexibilité, sa durabilité, sa transparence,
son colt et ses résistances mécaniques et chimiques... Toutefois, une modification de la
surface du PVC permettrait de réduire les interactions contenu-contenant avec les fluides
médicamenteux. Le plasma froid présente un fort avantage avec les polymeéres puisque seule
la surface est modifiée, les propriétés en profondeur des polymeres restent intactes
(152,153). Le choix d’un matériau constitutif d’'un DM est souvent déterminé par ses
propriétés mécaniques qui correspondent a I"application et a la destination voulues du
dispositif. Les traitements par le plasma froid peuvent altérer les propriétés de surface telles
qgue la chimie de surface, I'énergie de surface et la rugosité, qui sont importantes pour la

biocompatibilité des biomatériaux (154).

Le gaz contenu dans le plasma froid peut étre généré par différentes méthodes : micro-ondes,
radiofréquences, pulsé... Selon la nature de la pression appliquée, ces méthodes peuvent étre
classées en deux catégories : le plasma froid a pression atmosphérique et le plasma froid basse
pression. Nous nous focaliserons par la suite sur le plasma froid basse pression. L’utilisation
de la basse pression permet d‘obtenir un plasma froid ayant une température proche de la
température ambiante.

L‘intérét du plasma froid a basse pression est la faible quantité de gaz injectée, ce qui rend
cette technologie écologique. Il s’agit d’'un traitement permettant des modifications de
surface a température ambiante, sans altération du substrat. Le plasma froid basse pression
permet le traitement homogene a basse température de nombreux matériaux (polyméres,

métaux, textiles) et ceci pour diverses applications.
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Plasma froid basse pression
Une enceinte de plasma froid basse pression est composée des éléments suivants (figure 24):

- 1:lachambre de traitement dans laquelle les échantillons sont placés.

2 : les électrodes qui permettent de créer la décharge.

- 3: le systeme de pompage qui permet de générer le vide pour chasser l'air
éventuellement présent dans I’enceinte avant d’injecter le gaz.

- 4: une ou plusieurs voies d’entrée de gaz, composées de débitmetres et
d’électrovannes afin de mesurer et de réguler les débits des gaz injectés.

- 5:le générateur radiofréquence. Le générateur est également connecté a une boite

d’accord (appelée également adaptateur d'impédance) permettant de minimiser les

pertes de puissance.

Chambre de traitement
Electrodes

Systéme de pompage
Injection des gaz
Geénérateurrf

I Tl

Figure 24 : Schéma d'une enceinte de plasma froid basse pression d’apres (155).

Les substrats a traiter sont placés dans la chambre de traitement puis un gaz, a une pression
comprise entre 0,01 et 1 mbar, y est injecté. Le générateur radiofréquence va apporter de

I’énergie sous la forme d’un champ électrique, ce qui va permettre d’ioniser le gaz (155).

Le plasma froid basse pression est tres utilisé dans le domaine médical (156-159) et cette

technique semble trés intéressante pour notre étude compte tenu des différents effets
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engendrés sur la surface des substrats. Les effets du plasma froid basse pression sont détaillés

dans les sections suivantes.

Effets du plasma froid sur une surface
Le plasma froid va donc permettre d’activer des espéeces en surface qui vont ensuite induire

des modifications physico-chimiques de la surface du polymere. Ainsi, plusieurs phénomeénes
peuvent se produire pendant ou apres le traitement du plasma qui dépendent des especes

contenues dans le plasma (153,160) :

— La gravure ionique réactive (“etching”). Ce phénoméne correspond a la rupture des
liaisons chimiques, ce qui rend le substrat chimiquement actif et prét a créer des liens
avec les radicaux. Ce phénomene est principalement utilisé pour préparer les
échantillons de polymeres avant la microscopie électronique. En effet, le traitement
peut exposer une surface propre et rendre I’échantillon plus mince, ce qui permet
d’augmenter le contraste et la résolution (152).

— Le greffage (“grafting”), c'est-a-dire que de nouveaux polymeéres ou molécules
peuvent étre greffés a la surface activée avec le plasma.

— La réticulation (“cross-linking”). De nouvelles liaisons intra et/ou intermoléculaires
sont créées.

— Le nettoyage (“cleaning”).

— La polymérisation.

— D’autres réactions chimiques comme la substitution nucléophile (161)...

Les avantages de |'utilisation de la technologie plasma sont nombreux. Cette technique n'exige
pas l'utilisation de solvants ni de produits chimiques, nuisibles a I'environnement, mais repose
sur l'injection de gaz (comme I'argon, I'oxygéene...). Les parametres a vérifier pendant I'analyse
sont essentiellement : la pression, le temps d'exposition, la puissance ou le débit du gaz. Le
plasma peut étre utilisé pour faire un dépot chimique en phase vapeur (chemical vapor
deposition - CVD) (162). De plus, le plasma permet de tuer et/ou d’inactiver les micro-
organismes (163), ce qui justifie son utilisation dans des processus de stérilisation (164). Par
exemple, le stérilisateur Sterrad® utilise du peroxyde d’oxygéne (H.0;) a basse température

(165).

66



Revue de la littérature

Les gaz qui peuvent étre utilisés lors du traitement par plasma sont différents. lls influent et
sont strictement liés aux changements de la surface. En effet, la nature du gaz mais aussi les
conditions du processus affectent le résultat. Plusieurs gaz peuvent étre utilisés : I'azote (N3),
les oxydes d'azote, I'oxygeéne (0y), I'argon (Ar), I'hélium (He), I'hydrogeéne (H>), le dioxyde de
carbone (CO,) et I'air.

D’autres parametres autres que le choix du gaz doivent également étre ajustés tels que les
flux de gaz, la puissance, la pression et le temps de traitement.

Le traitement par plasma froid présente un fort potentiel pour la fonctionnalisation des DMs.
Il est tres utilisé pour augmenter la biocompatibilité des polymeres, leurs propriétés
antibactériennes... (163). La fonctionnalisation de sondes endotrachéales en PVC uniquement
par un traitement de plasma d’oxygéene a, par exemple, permis de diminuer de 70% I’adhésion
des bactéries sur ces DMs (156). De nombreuses études exploitent le traitement par plasma
froid pour activer et modifier chimiquement la surface des DMs. C’est le cas de protheses
vasculaires en polyéthylene téréphtalate (PET) (157) activées au plasma d’'un mélange
argon/oxygene (Ar/O; 85%/15%) puis greffées par de I’acide polyacrylique afin de réduire
I’adhésion des plaquettes et le risque de thromboses. Il est ensuite possible de fixer sur les
fonctions « acide carboxylique » du PET des PA (héparine, gentamicine...) afin de diminuer le
risque de thrombose et d’infections (158). Des implants en polytétrafluoroéthyléne (PTFE,
Téflon) ont également été traités avec du plasma froid Ar/O; puis des oligopeptides ont été

greffés pour augmenter la biocompatibilité de ces DMs (166).

Effets du plasma froid sur le polychlorure de vinyle
La surface du polymeére exposée au traitement plasma peut subir des ruptures des chaines ou

une réticulation, c’est-a-dire la formation de liaisons inter et intra-chaines. Ces deux
phénomenes sont en concurrence et dépendent, comme déja mentionné ci-dessus, des
conditions de traitement plasma. Dans des conditions dites « sévéres » de traitement (durée
de 2 min, puissance de 350 W et pression de 0,2 mbar), celui-ci peut conduire a une rupture
des chaines appelée « etching » qui peut étre responsable de la dégradation de la surface du
polymeére. Cette rupture de chalnes peut étre aussi bien chimique que physique : dans le
premier cas, elle est favorisée par des radicaux (O2, CF4), tandis que dans le second cas, elle

I’est par le bombardement ionique, comme avec I’Ar (167).
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Le plasma composé d’Ar permet d’arracher le chlore contenu dans le PVC. Le ratio du nombre
d’atomes O/C augmente tandis que celui de CI/C diminue. Ainsi, le plasma va entrainer une
rupture des liaisons C-Cl et C-H. Il semble que I’'oxygéene provienne des réactions radicalaires
post-plasma entre le carbone et I'oxygéne de I'air. La présence de ces liaisons C-O ou C=0 en
surface du PVC apres traitement par plasma Ar permet d’augmenter I’hydrophilie du polymere

(figure 25) (160).
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Figure 25 : Changements de la surface du PVC apres un traitement au plasma. @ radicaux

Le processus de rupture des liaisons est caractérisé par différentes variables dont I'intensité
et la durée du traitement qui jouent un réle crucial dans le résultat final. En effet, un
traitement de courte durée va permettre principalement une rupture des chaines qui sont le
plus a I'extérieur de la surface du polymere, influengant ainsi les caractéristiques
superficielles, tandis que pour des temps de traitement plus longs, les chaines les plus

intérieures sont touchées par le traitement plasma (168).

De plus, les changements ne sont pas seulement obtenus par le traitement plasma, mais aussi
par toutes les post-réactions qui peuvent avoir lieu. La surface activée apres le processus peut
encore se réarranger ; ce phénomene est défini comme le « vieillissement ». La surface
activée pourrait subir une oxydation, une adsorption ou des réarrangements internes pour

atteindre un état énergétique favorable (169).
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Le PVC, apres traitement avec le plasma a base d'Ar, présente des sites actifs et des radicaux,
qui sont tres instables. Pour cette raison, ils tendent a former de nouvelles liaisons, telles que
les liaisons intramoléculaires ou des doubles liaisons (figure 26). La création de ces nouvelles

liaisons est appelée réticulation (170).

Création de radicaux
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Figure 26 : Exemple de réarrangements post-traitement au plasma d’argon. @ radicaux

Réduction du relargage des plastifiants par le plasma froid
Une des solutions au probleme de la migration des plastifiants est |’ utilisation du plasma froid

avec de l'argon. En effet, I'un des effets superficiels qui est obtenu par traitement a I’argon
est la réticulation, c’est-a-dire la formation d’un réseau tridimensionnel qui permettrait de
créer une barriere physique pour empécher cette migration de molécules qui ne sont pas liées
de facon covalente aux chaines de PVC (171) grace a la réticulation des chaines en surface

(172).

Hankett et al. (170) ont étudié le comportement d'un plastifiant, le DEHP, présent a quatre
concentrations (5-10-25-65% m/m) dans différentes conditions par spectroscopie par
génération de fréquence somme visible-infrarouge (Sum-frequency generation — SFG). Cette
technique permet d’analyser la surface du PVC. Les auteurs ont utilisé du plasma d’air et un
post-traitement thermique. En augmentant le pourcentage de DEHP présent dans le polymere
(PVC), le spectre SFG présente moins de pics typiques du PVC mais de nombreux pics
attribuables au plastifiant. Cela montre que lorsque la concentration en plastifiant est élevée,
celui-ci recouvre la surface du polymere. Le traitement avec le plasma ne modifie pas la

position du DEHP, mais il pourrait entrainer une réorganisation dans leur disposition. Au
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contraire, le post-traitement thermique conduit a une migration du plastifiant a la surface, si
sa concentration est d'environ 5 ou 25% m/m. Pour des concentrations de plastifiant plus
élevées (65% m/m), au contraire, il n'y a pas de modifications avant et apres le post-traitement
thermique. Le traitement par plasma réalisé apres le post-traitement thermique provoque
une réapparition du signal donné par le PVC. Cela montre qu'en présence de concentrations
de DEHP comprises entre 5% et 10% m/m, le traitement au plasma aprés le post-traitement
thermique conduit a une plus faible concentration de plastifiant a la surface, ce qui pourrait

réduire la migration.

Zhang et al. (173) ont comparé la migration de deux plastifiants : le di(butyl) phthalate (DBP)
et le di(ethyl) phthalate (DEP). Le DEP migre plus que le DBP. En effet, sa structure moléculaire,
moins encombrante que celle du DBP, doit favoriser sa migration, puisque le DBP possede des
chaines plus longues que le DEP. Toutefois, plus le DBP est en concentration élevée dans la
matrice du PVC, moins il est stable et plus il a tendance a migrer. La migration est également
influencée par la chaleur, plus les échantillons sont chauffés, plus le DBP a tendance a migrer.

Contrairement au DEP, la migration du DBP est réduite par un traitement avec du plasma d’O,.

Audic et al. (171) ont utilisé du plasma froid pour limiter la migration du DEHA contenu dans
des films alimentaires. Les effets de différents gaz ont été comparés : N, CO,, He, H, et Ar
avec des durées de traitement de 0,5 ; 2 et 5 minutes. Les gaz inertes (He, H, et Ar) sont ceux
qui permettent de limiter le plus la migration du DEHA, car ils sont connus pour leurs
propriétés de réticulation et parmi ces gaz, I’Ar est le plus efficace pour réduire la migration.
Le N est responsable de liaisons entre des groupes fonctionnels et le CO, conduit
préférentiellement a la rupture des chaines ou a la fonctionnalisation. La réticulation semble
donc intéressante pour créer une barriere physique permettant de limiter la migration des

plastifiants.

Au travers de ces différentes études, nous pouvons constater que la fonctionnalisation du PVC
par le plasma Ar semble étre une solution a la migration des plastifiants contenus dans ce
polymere.

Ainsi, la fonctionnalisation de la surface du PVC par plasma Ar pourrait i) entrainer une

déchloration et une augmentation de la mouillabilité et donc de I’hydrophilie, permettant
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ainsi une diminution de la sorption des PA et ii) entrainer une réticulation limitant le relargage

des plastifiants (figure 27).

Adsorption réduite

®
T @®

Cl ° Cl

(\L Migration réduite
@ N

Figure 27 : Effets du plasma froid pour limiter les interactions contenu-contenant : I'adsorption des
principes actifs et la migration des plastifiants. @ radicaux

Des traitements chimiques peuvent également réticuler la surface du PVC pour limiter la
migration des plastifiants. Par exemple, la substitution nucléophile des groupements chlore
sur le PVC par des anions thiosulfate entraine également une réticulation de la surface du
polymeére. Dans ce cas, la migration du DEHP était tres fortement réduite, mais la surface

modifiée était malheureusement cytotoxique et favorisait I’'hémolyse (174).

b. Le greffage

Le greffage consiste a fixer des molécules fonctionnelles sur la surface du PVC. Une autre idée
est donc de greffer des molécules dans la matrice du PVC pour limiter la migration des

plastifiants.

Ainsi, Raeisi et al. (175) sont parvenus a greffer des molécules de DEHP sur des nanoparticules
d’oxyde de fer magnétique (Fes0s) complexées avec des cyclodextrines (MNP-CDP). La
migration était alors réduite de 50% a 65% selon le pourcentage de nanoparticules. Cette
réduction est due a la formation de nouvelles interactions dipolaires-dipolaires entre le
polymere et les nanoparticules et de fortes liaisons hydrogenes avec le DEHP. Une étude de

la cytotoxicité avait également été menée qui n’a montré aucune toxicité des complexes
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formés. De plus, les propriétés thermiques et mécaniques du PVC étaient conservées (figure

28).

PVG-DMCP

Figure 28 : lllustration schématique du PVC plastifié contenant les nanoparticules de MNP-CDP,
d’apres Raeisi et al. (175).

Dans une autre étude, du polyéthyléne glycol (PEG-4000) greffé a la surface du PVC a permis
d’'une part de diminuer la migration des plastifiants et, d’autre part, d’augmenter Ia
biocompatibilité du PVC sans que les propriétés mécaniques du PVC ne soient modifiées (176).
Les auteurs ont conclu que le greffage de PEG-4000 permettait d’augmenter I’"hydrophilie de

la surface du PVC créant ainsi une barriere a la diffusion du DEHP.

c. Lerevétement

Le revétement consiste a déposer sur I’échantillon une fine couche d’un autre matériau,
organique ou inorganique. Ce revétement peut, par exemple, s’effectuer par CVD. Mais cette
technique nécessite des températures élevées, incompatibles avec les matériaux
thermosensibles comme le PVC. D’autres techniques de dépo6t existent comme I'enduction
par trempage (ou « dip-coating ») qui consiste a tremper I’échantillon dans la solution de
précurseur ou encore I'enduction centrifuge (ou « spin-coating ») dans lequel le dépot de

I’échantillon se fait par la rotation du substrat.
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Plusieurs types de fonctionnalisations sont décrits dans la littérature pour modifier les
propriétés de surface des DMs par l'utilisation d’'un revétement de surface. Citons par
exemple, la silanisation de surface qui consiste a modifier une surface inorganique par des
molécules organiques comme des organosilanes par la création de liaisons fortes entre le
substrat et la molécule. Cette fonctionnalisation est tres répandue dans le monde médical, en
particulier pour les métaux, comme par exemple le titane (177), les céramiques (178) ou le

verre (179).

Des bisphosphonates peuvent également étre adsorbés a la surface d’implants en phosphates
de calcium pour une action directe en inhibant la résorption osseuse ou bien comme

molécules intermédiaires (180).

Une autre molécule, la polydopamine (PDA) est utilisée comme revétement dans le domaine

médical (stents vasculaires (181)...) et présente des caractéristiques trés intéressantes.

La PDA est issue de la polymérisation en présence d’oxygene de la dopamine, un

neurotransmetteur biologique présent dans tous les organismes vivants (figure 29).

HO
OH

Figure 29 : Structure chimique de la dopamine (A) et de la polydopamine (B).

X
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La PDA est présente en particulier dans les protéines adhésives des moules marines (Mitylus
edulis). De nombreuses équipes se sont intéressées a cette molécule car elle présente
I’avantage d’étre trés adhésive sur des substrats aussi bien organiques qu'inorganiques (182—
185) : différents métaux, des oxydes (TiOz, SiO,, Al;03), des céramiques (verre et
hydroxyapatite) et des polymeéres synthétiques (polystyréne, PE, polycarbonate, PET, PTFE et
PUR).

Le mécanisme exact de la polymérisation de la dopamine n'est pas bien connu. Néanmoins,
diverses études (182—-184) se sont intéressées a une voie synthétique possible de la PDA

(figure 30).
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Figure 30 : Synthese de polydopamine (a) et processeurs de revétement du substrat (b) d’apres Jiang
et al. (184).

Comme le montre la figure 30, la dopamine s'oxyde en dopaminequinone, puis apres des
processus de cyclisation et de réarrangement, en 5,6-dihydroxyindole (1) et aprés un autre
processus d'oxydation, en 5,6-indolequinone (2). Ces produits de réaction sont capables de
produire des oligomeéres, qui s’agrégent pour donner des agrégats des nanoparticules (2-20

nm), qui se lient pour former des particules de PDA (20 — 500 nm) avec un poids moléculaire
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élevé. Enfin, ces particules sphériques s’agregent entre elles, conduisant a des agrégats de

PDA (0,5 — 5 um).

Les deux fonctions principales de la PDA décrites dans la littérature comme ayant un réle

majeur dans I'adhésion de la PDA sur le substrat sont les groupements « catéchol » et les

fonctions « amine » (figure 31) (186).

Figure 31 : Identification des groupements et des fonctions de la polydopamine permettant la liaison
de la polydopamine au substrat.

Pour certains auteurs (187), la PDA n’est pas un polymere qui est lié de maniére covalente
mais plutoét un agrégat de monomeres qui sont maintenus ensemble par des forces non
covalentes comme : le transfert de charges (correspondant a un transfert d’électrons), les
liaisons hydrogenes et les interactions m-mt. Ce sont I'ensemble de ces interactions qui
permettent le maintien de la PDA au substrat et qui conferent au polymere une stabilité et

une insolubilité élevées.

Afin d’obtenir une couche adhésive a la surface d’un substrat, une simple immersion de
I'échantillon (par exemple par « dip coating ») dans une solution aqueuse de dopamine est
suffisante, a un pH de 8,5 (pH de I'environnement marin) (figure 32). Il s’agit d’'une méthode
facile et rapide, ne nécessitant qu’une seule étape, contrairement a d’autres procédés de type

couche par couche (« layer-by-layer »).

75



object coated object

uncoated \ / polydopamine-

Figure 32 : Formation de la couche de PDA sur une surface par immersion d’aprés Lee et al. (182).

L’épaisseur de la couche de PDA déposée dépend autant du temps de réaction que de la
température (figure 33). Lee et al. (182) ont mesuré par microscopie a force atomique des
épaisseurs de couches de PDA obtenues aux différents temps de contact avec la solution et
ont montré que |’épaisseur de la couche de PDA atteignait environ 50 nm apres 24 heures
d’incubation. Cependant, aprés 16 heures d’incubation, I'épaisseur de la couche est déja

maximale. Dans cette étude, la température de la réaction n’était pas précisée.
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Figure 33 : Epaisseur de la couche de polydopamine en fonction du temps d’incubation de la
dopamine avec le tampon Tris d’apres Lee et al. (182).

Par ailleurs, une température de réaction élevée entraine une vitesse de réaction plus élevée,

ce qui conduit a la formation d’une couche plus épaisse de PDA, mais de fait plus rugueuse
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que les couches formées a basse température. Des surfaces plus hydrophiles ont également
été obtenues en élevant la température de réaction de 20 a 45 °C (184).

Le dépdbt et I'épaisseur de la couche de PDA sur un substrat dépendent également d’autres
facteurs tels que la présence d’oxygene dans I'atmosphere de la réaction, la nature du tampon
et de I'oxydant utilisés et du pH (183). Le substrat lui-méme, selon ses paramétres de surface
(rugosité, énergie de surface...) influe sur le dép6t de la PDA dans des conditions de réaction

identiques (184).

Le dépot de PDA peut étre utilisé tel quel, mais il est souvent utilisé comme primaire
d’accroche pour fixer de facon covalente d’autres molécules fonctionnelles, comme par
exemple des biomolécules. En effet, les groupes catéchols et quinones, présents dans la
structure de la PDA, sont capables d'interagir avec le nucléophile des biomolécules. Lee et al.
(188) ont par exemple fixé des molécules de trypsine sur la PDA. Sobocinski et al. (181) ont
greffé sur un stent en cobalt chrome de la PDA qui a permis I’accroche de cyclodextrines. Ces
cyclodextrines libéraient de maniere prolongée du paclitaxel, un médicament
antinéoplasique.

De méme, des molécules d'héparine ont été greffées sur des membranes microporeuses de
poly (fluorure de vinylidéne) (PVDF) revétues de PDA pour améliorer ’hémocompatibilité et
I'hydrophilie de la surface de ces membranes (189). En effet, le PVDF est inerte et ne posséde
pas de groupes réactifs pour se coupler directement avec des espéces fonctionnelles, la PDA

sert donc de lien entre les molécules d’héparine et la surface du substrat.

En conclusion, le dép6t de PDA a la surface d’un substrat apporte de nombreux avantages, car
il permet de modifier les propriétés de la surface d’un substrat, il est trés adhésif a toutes
sortes de substrats et permet le greffage covalent de molécules fonctionnelles qu’il n’aurait
pas été possible de fixer directement et durablement sur le substrat. Dans le cadre de cette
these, la PDA sera utilisée afin de créer un revétement tres adhérent au PVC, permettant de

former une barriere limitant la sorption des PA et la migration des plastifiants.

Plusieurs types de revétements sont décrits dans la littérature pour réduire la migration des

plastifiants.
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Selon Karle et al. (190) le revétement de canules d’'ECMO par de I’héparine, initialement
utilisée pour augmenter I’"hémocompatibilité et réduire le risque de thromboses, permet
également de réduire la migration du DEHP. Toutefois, Hildenbrand et al. (191) ont contredit
ces affirmations en montrant que le taux de DEHP ayant migré était similaire entre les canules
revétues d’héparine et les canules non revétues.

Minch et al. (192) ont mis au point un revétement de phospholipides sur du PVC plastifié au
TOTM et au DEHP, afin de limiter la migration de ces plastifiants. Toutefois, ce revétement n’a

pas fonctionné car la migration a augmenté en présence de ces phospholipides.

De nombreuses études ont utilisé le procédé « solution-gélification » (sol-gel) qui apparait
comme une bonne alternative car elle permet de réaliser des couches minces inorganiques ou

hybrides (organique-inorganique) a basse température.

Par exemple, Messori et al. (193) ont testé un revétement sol-gel hybride sur PVC plastifié au
DEHP (33% m/m), basé sur un mélange composé d’oxyde de polyéthyléne a terminaison
triethoxysilane (PEO-Si) et de silices. L’utilisation de ce revétement a permis de réduire d’un

facteur 10 la migration du DEHP comparé au PVC non revétu.

Massard et al. (75) et Bernard et al. (194) ont également mis au point des sol-gel hybrides
basés sur des mélanges de méthacryloxypropyl-trimethoxysilane (MAPTMS), d’isopropoxyde
de titane et d’acide acrylique (AA). Un photoinitiateur (2,2-dimethoxy-1,2-diphenyléthane-1-
one) a permis la photopolymérisation UV de ces revétements sol-gel.

Ces revétements ont permis la réduction de la migration du DEHP d’environ 92%. Dans ces
travaux, la pré-activation du PVC par des traitements de type plasma froid n’a pas permis
d’augmenter |'effet protecteur de la solution hybride sur la migration des plastifiants.
Cependant, cette barriere sol-gel n’est pas stable dans le temps puisqu’aprés 24 heures, le

DEHP migre plus qu’au début de I’étude.

Ainsi, différents traitements sont décrits dans la littérature comme pouvant réduire la
migration des plastifiants. Toutefois, nous nous intéressons également dans cette these a la
sorption des PA dont différentes études pour la limiter sont décrites dans le paragraphe

suivant.
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2. Limiter la sorption des principes actifs

De nombreuses études, et plus particulierement celle de Hewson et al. (128), ont montré
gu’un faible débit de perfusion augmente la sorption des PA. En effet, le temps de contact
entre le polymere et le PA est plus élevé. A contrario, Iutilisation d’un débit plus rapide de
perfusion permet de limiter la sorption de certains PA. Toutefois, cette pratique n’est pas
satisfaisante puisque le PA est tout de méme adsorbé a la surface du polymere et
I'augmentation du débit de perfusion ne peut pas toujours étre envisagée, comme par
exemple dans des services de pédiatrie.

D’autres pratiques consistent a purger la tubulure de PVC avec une concentration plus élevée
en PA de maniére a saturer les sites de fixation qui sont présents a la surface du polymere et
ainsi réduire la sorption. Mais cela n’est pas toujours possible. Il est a noter que les PA sujets
a ces sorptions doivent étre connus de tous afin de limiter leur impact en prenant un

maximum de précautions.

Tres peu de publications traitent de la réduction de la sorption des PA par le PVC. Bernard et
al. (194) ont réalisé des études de réduction de la sorption du DZP et du DNIS avec des
solutions sol-gel hybrides. Aprés 48 heures, la sorption de DZP est d’environ 60% pour le PVC
revétu contre 80% avec le PVC non traité (PVC-NT). La sorption du DNIS est d’environ 15%
avec le PVC revétu contre 45% avec le PVC-NT. Ces différences de sorption obtenues entre les
PA semblent provenir des valeurs de Log P (Log P DZP = 2,7 et DNIS = 1,31) et d’une
augmentation de la forme non ionisée du DZP dans la solution de SSI (pKa= 3,3 ; pH = 5,6) qui
est plus affine pour le PVC. Toutefois, le revétement ne semble cependant pas stable, en effet,
des images réalisées par microscopie électronique a balayage (MEB) ont montré une
dégradation des revétements probablement causée par I’éthanol contenu dans la formulation
du DZP. La sorption des médicaments sur ce PVC revétu reste également toujours supérieure

a celle observée sur des matériaux tels que le PE basse densité.

A I'heure actuelle, pour limiter, voire éviter cette sorption, la meilleure alternative est donc

toujours le recours a d’autres polymeres comme le PE ou le co-extrudé.
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IV. Conclusion et objectifs de la thése

Les polymeres et en particulier le PVC sont des matériaux constitutifs des DMs destinés a la
perfusion et a la transfusion des solutions médicamenteuses et des composés sanguins aux
patients. Ces actes sont courants a I’hdpital et a domicile et peuvent étre réalisés durant
plusieurs jours. Comme nous I'avons vu, il est tres largement décrit dans la littérature que le
PVC peut interagir avec les solutions médicamenteuses. Ces interactions peuvent étre

principalement de 2 types.

La premiere interaction concerne le PA ou un excipient du médicament qui peut étre retenu
a la surface du PVC (adsorption) et qui peut méme se retrouver dans les couches du polyméres
(absorption). Ces deux phénomenes, regroupés sous le terme de sorption, peuvent conduire
a une diminution de la dose de médicament administré au patient puisqu’une partie du
médicament est retenue sur le polymere. Si ce phénomeéne de sorption concerne les
excipients du médicament, alors la formulation galénique du médicament s’en trouve
modifiée, ce qui peut avoir des répercussions sur la stabilité du PA et ceci d’autant plus qu’il

s’agit d’excipients ayant un réle de conservateurs.

La seconde interaction concerne la migration ou le relargage de certains composés constitutifs
du polymere. Dans le cadre de notre étude qui sera plus particulierement ciblée sur le PVC, il
s’agit de la migration des plastifiants qui sont ajoutés au PVC pour lui conférer souplesse et
élasticité en vue de ses applications médicales. Comme nous I’avons évoqué, certains de ces
plastifiants sont classés comme CMR et ainsi ont leur utilisation réglementée tel est le cas du
BBP et du DEHP. Toutefois, avec d’autres plastifiants, dits plastifiants alternatifs au DEHP, bien
gu’utilisés dans les DMs depuis 2010, les études de migration et de toxicité chez ’lhomme
commencent seulement a étre réalisées. En effet, la voie d’exposition principale de ces
plastifiants a I’hdpital est la voie intraveineuse, toutefois celle-ci n’a pas été beaucoup étudiée

dans la littérature.

Compte tenu de ces deux problématiques majeures, plusieurs solutions existent. En effet, il

est possible de se tourner vers d’autres polyméres comme le PE, le PUR... Toutefois, la
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substitution par ces polyméres n’est pas toujours facile et le PVC reste malgré tout encore
utilisé. Afin de résoudre ces différentes interactions tout en conservant le PVC, il semble
intéressant de modifier la surface du PVC, c’est-a-dire de la fonctionnaliser. Dans le monde
médical, de nombreux DMs sont fonctionnalisés. Par exemple, les prothéses vasculaires
peuvent étre fonctionnalisées afin de limiter la thrombogénécité et les infections. C'est dans
cette optique que cette thése a été mise en place avec pour objectif principal la mise en
évidence de ces interactions physico-chimiques (sorption et migration) et la fonctionnalisation

de la surface du PVC pour les limiter.

La partie expérimentale de cette thése sera composée de 3 chapitres :

La premiere partie sera consacrée a décrire le phénomene de sorption du PVC au travers d’'une
étude sur linsuline, médicament tres largement prescrit et administré a I'hdpital. De
nombreuses études se sont intéressées a la sorption de I'insuline humaine avec le PVC et le
PE. Les résultats de ces études sont contradictoires. De plus, I'insuline humaine est de moins
en moins utilisée a I’"hopital au profit des analogues de I'insuline, comme I'insuline asparte ;
c’est pourquoi, nous avons choisi d’évaluer et d’analyser a la fois la sorption de I'insuline
humaine et asparte et la perméation des conservateurs (inclus dans les spécialités d’insuline)
avec les matériaux utilisés dans les DMs de perfusion (PVC, PE et coextrudé). Le diazépam est
également une molécule tres sujette a la sorption sera utilisé comme molécule traceuse dans
la troisieme partie.

La deuxieme partie portera sur le dosage des plastifiants, pour cela une méthode d’extraction
et une méthode de dosage de ceux-ci seront développées. Ces méthodes seront alors
appliquées a la détermination de la composition en plastifiants de 10 DMs et permettront
également I'étude de la migration des plastifiants qui sera développée dans la troisieme
partie. Nous avons choisi de développer une méthode de dosage chromatographique
permettant d’étudier tous les plastifiants utilisés dans la fabrication des DMs avec un
appareillage accessible en PUI.

Dans la troisieme partie, différentes fonctionnalisations seront envisagées pour limiter ces
interactions. Les caractérisations physico-chimiques de ces surfaces modifiées seront
également effectuées sur des films en PVC fonctionnalisés. Pour cela, nous nous sommes
orientés vers deux procédés : le traitement par du plasma froid basse pression d’argon qui va

permettre de réticuler la surface du PVC et I'ajout d’un revétement, la polydopamine qui va
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permettre de créer une barriere physique pour limiter la sorption et la migration. Différentes
combinaisons entre ces deux types de traitements physique et chimique seront testées dans
le but de réduire ces interactions. Les premieres expériences de traitement ont été réalisées
sur des prolongateurs en PVC qui sont tres utilisés a I’hopital. Toutefois, des résultats
préliminaires (non présentés dans ce mémoire) ont montré que le gaz du plasma froid diffusait
mal dans ces prolongateurs au diametre interne restreint. C'est pour cela que nous nous
sommes ensuite orientés vers des disques de PVC pour lesquels le traitement par plasma ne
pose pas de probleme de diffusion. Les tests sont réalisés sur les deux plastifiants

principalement retrouvés dans les DMs de perfusion, a savoir le DINCH et le TOTM.
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I. Sorption de l'insuline et de ses conservateurs avec le
polychlorure de vinyle

Cette premiere partie illustre la problématique de la sorption des médicaments avec les
matériaux constitutifs des DMs de perfusion comme les tubulures ou les prolongateurs. Pour
cela, nous avons pris I'exemple de I'insuline qui est un médicament tres utilisé et perfusé dans
les services de soins. Dans la littérature, les études portant sur la sorption de I'insuline n’ont
pas été réalisées sur tous les matériaux actuellement utilisés pour la perfusion de l'insuline, a
savoir le PVC, le PE et le co-extrudé (PE/PVC). De plus, ces études ont été réalisées
majoritairement sur une catégorie d’insuline, I'insuline humaine, alors que ce n’est plus
I'insuline la plus utilisée aujourd’hui a I’hdpital. Nous nous sommes donc intéressés a deux
types de spécialités d’insuline commercialisées: I"'Umuline rapide® constituée d’insuline

humaine et la Novorapid® composée d’insuline asparte.

Dans cette partie, I'objectif principal est d'étudier l'influence des matériaux de prolongateurs
sur I'administration d'insuline asparte.
Les objectifs secondaires sont de i) comparer |I'administration de l'insuline asparte a l'insuline

humaine et ii) évaluer les interactions des conservateurs avec ces différents matériaux.

1. Matériels et méthodes

a. Produits

Les compositions des deux spécialités d'insuline commercialisées étudiées sont résumées

dans le tableau 6.
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Partie I. Sorption de I'insuline et de ses conservateurs avec le polychlorure de vinyle

Tableau 6 : Composition des insulines Umuline rapide® et Novorapid®.

Nom

commercial

Laboratoire

Composants

Concentrations

Roles

Insuline humaine

100 Ul/mL
(3,47 mg/mL)

Principe actif

Novorapid®(195)

Novo Nordisk,
La Défense,

France

Glycérol Agent tensioactif
Umuline rapide® —
Lilly, Neuilly- Métacrésol 2,5 mg/mL Conservateur
(données
) sur-Seine,
fournies par le Eau pour préparations injectables Solvant
France
laboratoire)
Acide chlorhydrique et hydroxyde
Ajustement du pH
de sodium
Insuline asparte 100 Ul/mL Principe actif
(3,50 mg/mL)

Glycérol Agent tensioactif

Phénol 1,50 mg/mL Conservateur

Métacrésol 1,72 mg/mL Conservateur

Chlorure de zinc

Maintien de la

structure de l'insuline

Phosphate disodique dihydraté

Additif

Chlorure de sodium

Isotonisant

Acide chlorhydrique et de
I'hydroxyde de sodium

Ajustement du pH

Eau pour préparations injectables

Solvant

Les fonctions conservatrices du phénol et du métacrésol dans la formulation de I'insuline sont

essentielles (195), car ils permettent de conserver l'insuline qui est une protéine fragile, sous

sa conformation la plus stable (hexamérique) (196). Bien que ce soient des conservateurs, leur

présence dans la formulation pharmaceutique est donc primordiale pour que 'insuline puisse

exercer son activité biologique. Ainsi, notre étude de sorption portera sur les insulines

humaine et asparte ainsi que sur les conservateurs (phénol et métacrésol).

Une étude de spécificité est réalisée pour identifier les composés de la Novorapid® et de

I"'Umuline rapide®. Du phénol cristallisé (Cooper®, Melun, France), du métacrésol (Sigma-

Aldrich®, St-Louis, Etats-Unis) et I’étalon standard de Iinsuline humaine de la Pharmacopée
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Américaine (USP - United States Pharmacopeia) (Sigma-Aldrich®, St-Louis, Etats-Unis) sont

utilisés.

b. Méthode analytique

La méthode de dosage est développée sur un systeme de chromatographie liquide ultra rapide
(UFPLC : Ultra Fast Pressure Liquid Chromatography) (Shimadzu®, Marne la Vallée, France). Le
systeme est équipé d’un dégazeur de phase mobile DGU-20A3R, de deux pompes a solvants
LC—20ADXR (Prominence® UFLCXR series), d’'un passeur d’échantillons automatique SIL—
20ACXR, d’un four CTO-20AC et d’un détecteur a barrette de diodes (DAD) SPD—-M20A. Le

systéme est piloté par le logiciel Labsolution® (Shimadzu®, Marne la Vallée, France).

i.  Conditions chromatographiques

La méthode analytique est reprise et adaptée de Xu et al. (197). La phase mobile est composée
d’une solution tampon de sulfate de sodium et d'acétonitrile (ACN) (produits chimiques VWR,
Fontenay-sous-Bois, France) (71:29, v/v). Le sulfate de sodium anhydre (Na;SOs, VWR
Chemicals, Fontenay-sous-Bois, France) est dilué dans de I'eau ultrapure (Systéme d’eau
ultrapure, Purelab® Elga, Véolia, Wasquehal, France) afin d’obtenir une solution a 0,2 M (28
g/L) et ajustée a pH 2,3 avec de l'acide orthophosphorique a 85% (VWR Chemicals, Fontenay-
sous-Bois, France). La température du four est fixée a +25 ° C. Le débit est fixé a 0,8 mL/min
et le temps d’analyse est de 5 minutes. La séparation des composants est réalisée sur une
colonne Gemini™ C18 (150 x 3 mm, 5 um, Phenomenex®, Le Pecq, France) munie d’une pré-
colonne C18 (4 x 2 mm Phenomenex®, Le Pecq, France). Le volume d'injection est de 20 uL et

la détection en UV est effectuée a 214 nm.

ii. Méthode de validation

La méthode analytique est validée en suivant les recommandations proposées par Hubert et
al. de la Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) (198,199). La
validation est effectuée selon la méthodologie du guide SFPC-Gerpac (93), c’est-a-dire sur trois

jours consécutifs en déterminant les parametres suivants :
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Partie I. Sorption de I'insuline et de ses conservateurs avec le polychlorure de vinyle

La spécificité qui correspond a la capacité d’'une méthode a mesurer un analyte
particulier dans un échantillon sans que cette mesure ne soit faussée par d’autres
composés présents dans I’échantillon.

La linéarité qui est la capacité d’obtenir des résultats directement proportionnels
a la quantité en analyte présente dans I’échantillon dans un intervalle de dosage.
L’exactitude qui exprime |’étroitesse entre la valeur théorique considérée comme
vraie et la valeur moyenne obtenue a partir de plusieurs essais. Elle traduit I'erreur
systématique d’'une méthode de dosage.

La limite de détection (LD), qui correspond a la plus petite quantité d’analyte dans
un échantillon pouvant étre détectée mais non quantifiée.

La limite de quantification (LQ), qui correspond a la plus petite quantité d’analyte

dans un échantillon pouvant étre quantifiée.

Les limites ont été calculées comme indiqué dans les équations 1 et 2 selon les
préconisations du guide du Conseil International pour I'Harmonisation des Exigences

Techniques pour les Produits Pharmaceutiques a Usage Humain (ICH) (200).

_ (3,3 x écart—type de I’ordonnée a I’ origine)

""""""""" pente

__ (10 x écart—type del’ordonnée a1’ origine)

""""""""" pente

Etude de la perfusion en continu sur 24 heures

Préparation des échantillons d'insuline

Les insulines (Novorapid® et Umuline rapide® 100 Ul/mL) sont diluées dans une solution de

sérum salé isotonique (SSI) (Baxter, Guyancourt, France) pour atteindre 1 Ul/mL dans des

seringues en polypropyléne Plastipak ™ de 50 mL (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France)

(figure 34). Les solutions sont perfusées avec des PSE (Frésénius Vial, Brézins, France) avec un

débit de perfusion fixé a 2 mL/heure pendant 24 heures a température ambiante. L’extrémité

distale des seringues est connectée a différents prolongateurs de perfusion. Aucune purge des
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prolongateurs n'est réalisée pour ne pas saturer les sites de fixation présents sur les

prolongateurs. Les dosages en UFLC-DAD sont réalisés a TO dans la seringue puis a T30

minutes, T1h, T2h, T3h, T4h, T5h, T6h, T7h, T8h et T24h en sortie de prolongateur.

Insulines humaine
(Umuline rapide®) et

0,5 mLd'insuline
humaine ou asparte

asparte (Novorapid®) a
100 Ul/mL

+ 49,5 mL de sérum salé
isotonique dans une fiole

en verre

Insuline a 1 Ul/mL dans
une seringue de 50 mL

Figure 34 : Préparation des solutions d’insulines (Novorapid® et Umuline rapide®) dans les seringues
de 50 mL.

ii. Matériaux des prolongateurs de perfusion

Le tableau 7 résume les caractéristiques (matériau, diametre interne et longueur) des

prolongateurs utilisés.

Tableau 7 : Caractéristiques des prolongateurs utilisés

L. Diametre " Surface interne de .
Matériaux | . Longueur (cm) [référence] . Fournisseurs
interne (mm) contact (cm?)
100 200
e 10 [PN3110] [PN3120] 314 62,8 Cair LGL
iy 100 150 200 (Lissieu,
plastifié au
CINCH b Pn3210) | pNs21s] | renazoo) | 71 707 | 93| France)
100 150 200
25 (PN3310] | [pn3315] | [pn3320p | 780 | 1178|157
Vygon
100 150 200
PE 10 (PE1155-10] | [PE1155-15] | [PE1155-20] | 314 | 471 | 628 | (Ecouen,
France)
100 150 _
10 [PB3110] [PB3115] 314 471 Cair LGL
PE/PVC 100 o 200 (Lissieu,
France
25 [PB3310] [PB3315] (pe3320) | &> | 1178|1572 )

PVC : polychlorure de vinyle, PE : polyéthyléne. DINCH : diisononylcyclohexane-1,2-dicarboxylate.
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Partie I. Sorption de I'insuline et de ses conservateurs avec le polychlorure de vinyle

d. Expression des résultats

Chaque type de prolongateur est testé en triplicata avec chacun des deux médicaments : la
Novorapid® et I'Umuline rapide®. Les solutions sont recueillies aux extrémités des
prolongateurs et les composés sont dosés par la méthode décrite précédemment par UFLC-
DAD.

Trois parametres d’évaluation sont calculés :

e Le pourcentage moyen de produit mesuré en sortie de prolongateur au cours de la
perfusion de 24 heures pour chaque matériau (PVC, PE et PE/PVC). Il est calculé selon
I’équation 3. Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus avec des prolongateurs
ayant des longueurs et des diameétres internes différents, le pourcentage est rapporté

a la surface interne de contact. Ainsi, une comparaison par matériau est réalisable.

concentration du produit mesurée

x 100

pourcentage recueilli = : : - . -
concentration du produit mesurée dans la seringue a TO

e La quantité cumulée d'insuline et de conservateurs recueillie au cours des huit
premieres heures de perfusion. Elle est comparée a la quantité théorique pour discuter

de la quantité réellement administrée aux patients.

e La quantité recueillie pendant la 24¢™ heure de perfusion est également mesurée. La
période de recueil est comprise entre le temps 23 heures et le temps 24 heures de la

perfusion.

Analyses statistiques
Un test de Shapiro-Wilk est effectué pour évaluer la normalité des résultats. A la suite de ce

test, nous nous sommes orientés vers un test non-paramétrique.

Pour chaque composé, les quantités cumulées sur 8 heures et la quantité pendant la 24°™
heure de perfusion des trois matériaux est comparée par un test non paramétrique de Kruskal-
Wallis suivant la méthode de Conover et Iman (p<0,05) avec correction de Bonferroni pour

détecter des différences significatives entre les différents prolongateurs de perfusion. Un test

89



non paramétrique de Mann-Whitney est utilisé pour comparer la sorption selon les différents
matériaux 1) entre l'insuline asparte et I'insuline humaine 2) entre le métacrésol contenu dans
la Novorapid® et I’'Umuline rapide®. Tous ces tests et graphiques sont réalisés avec les logiciels

XL stat (Microscoft Excel, version 16.15) et GraphPad, Prism 6.

e. Analyse de la morphologie de la surface

Afin de voir si la sorption des composés altére et/ou modifie les matériaux des prolongateurs
de perfusion, la morphologie de surface est étudiée par microscopie électronique a balayage
(MEB). Les trois matériaux sont étudiés avant et aprés perfusion avec la Novorapid® (insuline

asparte) a 1 Ul/mL pendant 24 heures. Deux grossissements sont utilisés : x 200 et x 500.

2. Résultats

a. Validation des gammes de dosage

La méthode analytique utilisée a permis une bonne séparation des composés (figure 35).

L’étude de spécificité a ensuite permis d’identifier chaque pic obtenu.

mAU
200 4
E : Phénol
Metacres_ol Fosa e
175 ] Tr = 2,4 min “
150 -
Insuline asparte
15 7 Tr=3,0 min
100
75 ]
50
0] J J J
% x ¥ ¥ T d ¥ ¥ T T ¥ ¥ ® d T ¥ 4 p T T ¥ ¥ X 7
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 min

Figure 35 : Chromatogramme obtenu avec la méthode UFLC-DAD décrite pour I'insuline Novorapid®.
Tr = temps de rétention.
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Partie I. Sorption de I'insuline et de ses conservateurs avec le polychlorure de vinyle

Une bonne linéarité et une bonne corrélation sont obtenues pour tous les composés, dans les
concentrations étudiées (tableau 8). Les biais relatifs (BR) sont tous inférieurs a 5%. Les LD et
LQ obtenues pour tous les composés sont compatibles avec les concentrations recherchées

dans cette étude.

Tableau 8 : Parameétres de quantification de I'analyse UFLC-DAD.

Produits Conf: ent.r’a tions r2 LD LQ
étudiées
Insuline humaine 0,5-1,5 Ul/mL 0,99990 0,023 Ul/mL 0,046 Ul/mL
Insuline asparte 0,5-1,5 Ul/mL 0,99990 0,029 Ul/mL 0,058 Ul/mL
Phénol 7,5-22,5 pg/mL 0,99990 0,139 pg/mL 0,278 pg/mL
Métacrésol 8,6-25,8 ug/mL 0,99991 0,211 pg/mL 0,422 pg/mL

LD : limite de détection, LQ : limite de quantification
Nous avons tout d’abord évalué les pourcentages des différents composés recueillis en sortie
de prolongateurs de perfusion afin de connaitre la sorption sur les différents matériaux au

cours de la perfusion.

b. Pourcentages d’insuline et de conservateurs recueillis pendant les 24 heures de

perfusion

i. Umuline rapide®

L'insuline humaine est adsorbée environ 30 minutes aprés le début de la perfusion pour les
prolongateurs en PVC (24,3 £ 12,9%) et en PE/PVC (18,6 + 10,0%). En revanche, la perte est
plus faible avec le PE (3,1 + 1,6%). Cette adsorption ne dure pas au cours de la perfusion. En
effet, aprés une heure de perfusion, le pourcentage d'insuline humaine recueillie est d'environ
100% pendant les 24 heures de perfusion, quel que soit le matériau de perfusion.

Apres 30 minutes de perfusion, seulement 22,5 + 12,5% de métacrésol sont perfusés avec des
prolongateurs en PVC. Ce pourcentage augmente progressivement pour atteindre 64,0 +
18,3% a la fin de la perfusion. Pour le PE et le PE/PVC, le pourcentage de métacrésol recueilli

est d'environ 100% pendant toute la durée de la perfusion. On peut noter une faible perte de
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métacrésol a la fin de la perfusion (T24h), car le pourcentage est de 95,6 + 1,8% et de 96,6

1,2% respectivement pour le PE et le PE/PVC (figure 36 et tableau 34 en annexe 3).
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Figure 36 : Evolution des pourcentages des composés d’Umuline rapide® recueillis : insuline humaine
(A) et métacrésol (B) lors d'une perfusion de 24 heures avec les prolongateurs en PVC, PE et PE/PVC.
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Partie I. Sorption de I'insuline et de ses conservateurs avec le polychlorure de vinyle

ii. Novorapid®
L'évolution des trois principaux composés de la Novorapid® (insuline asparte, phénol et
métacrésol) au cours de la perfusion de 24 heures est résumée sur la figure 37 et le tableau

35 en annexe 3.

Le pourcentage d'insuline asparte recueillie est proche de 100% avec les trois matériaux des
différents prolongateurs au cours d'une perfusion de 24 heures. Cependant, dans un premier
temps, une faible perte d’insuline asparte est observée apres trente minutes de perfusion. En
effet, le pourcentage recueilli est équivalent a 91,2 £ 4,6%, 89,2 £ 5,3% et 93,6 £ 7,2% pour le

PVC, le PE et le PE/PVC respectivement.

En ce qui concerne le phénol, le pourcentage recueilli est supérieur a 98,6 + 0,8% et 98,4 +
1,0% pour le PE et le PE/PVC respectivement pendant les 24 heures de perfusion. Cependant,
pour le PVC, le pourcentage recueilli est de 54,1 + 16,2% aprés une heure. Puis, la perte de

phénol diminue et le pourcentage final recueilli atteint 82,5 + 10,3% apres 24 heures.

Dans le cas du métacrésol, le pourcentage est supérieur a 96,6 + 0,5% et 96,8 + 1,0% avec les
prolongateurs en PE et PE/PVC respectivement pendant les 24 heures de perfusion. Alors
gu'avec les prolongateurs en PVC, le pourcentage de métacrésol recueilli est de 35,5 £ 6,9%
apres 1 heure de perfusion. Le pourcentage de métacrésol recueilli est d’environ 40% pendant

les huit premiéres heures et atteint 62,9 + 15,8% aprées 24 heures de perfusion, avec le PVC.
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Partie I. Sorption de I'insuline et de ses conservateurs avec le polychlorure de vinyle
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Figure 37 : Evolution des pourcentage des composés de Novorapid® recueillis : insuline asparte (A),
phénol (B) et métacrésol (C) au cours d'une perfusion de 24 heures avec des prolongateurs en PVC,

PE et PE/PVC.

c. Quantités cumulées sur les huit premiéres heures de perfusion

i. Umuline rapide®

Les quantités cumulées d'insuline humaine recueillies pendant huit heures de perfusion ne

sont pas statistiquement différentes entre les trois matériaux en comparaison a la quantité

théorique (16 Ul) (figure 38).

La quantité cumulée théorique du métacrésol pendant huit heures de perfusion est de 400 pg

et est statistiquement différente de la quantité obtenue avec le PVC. La quantité de

métacrésol est significativement différente entre le PVC (160,1 + 86,9 ug), le PE (392,2 + 6,0

ug) et entre le PVC et le PE/PVC (394,0 + 3,8 ug) (p. Bonferroni = 0,0083).
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Figure 38 : Quantité cumulée pendant les huit premieres heures de perfusion pour d’'Umuline
rapide®: insuline humaine (A) et métacrésol (B) avec les prolongateurs en PVC, PE, PE/PVC.

NS = non significatif, == valeur théorique

ii. Novorapid®
La figure 39 résume les quantités cumulées obtenues pendant 8 heures de perfusion avec la
Novorapid®.
La quantité cumulée d'insuline asparte n’est pas statistiquement différente entre les trois
différents matériaux et la quantité théorique (16 Ul).
La quantité cumulée de phénol recueillie, pendant 8 heures de perfusion, avec le PVC (150,1
+ 48,5 ug) est statistiquement différente de celle du PE (238,6 + 0,7 pg), du PE/PVC (238,1
0,5 ug) et par rapport a la quantité théorique (240 pg).
Quant au métacrésol, la quantité cumulée pendant 8 heures de perfusion est également
statistiquement différente entre le PVC (112,2 + 40,6 pg)et le PE (268,2 + 0,9 pg), le PE / PVC
(268,6 + 1,2 ug) et la quantité théorique (275,2 ug).
Les quantités cumulées d'insuline asparte, de phénol et de métacrésol ne sont

significativement pas différentes entre le PE et le PE/PVC (p. Bonferroni = 0,0083).
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Figure 39 : Quantités cumulées recueillies pendant les huit premiéres heures de perfusion de
I'insuline Novorapid®: insuline asparte (A), phénol (B) et métacrésol (C) avec les prolongateurs en
PVC, PE, PE/PVC.

NS = non significatif, ==/ valeur théorique

d. Quantités recueillies pendant la 24°™¢ heure de perfusion

i. Umuline rapide®

La quantité d'insuline humaine n'est pas statistiquement différente quel que soit le matériau
utilisé (2,00 + 0,05 UI, 2,00 + 0,05 Ul, 2,00 + 0,08 Ul pour le PVC, le PE et le PE/PVC

respectivement) par rapport a la quantité théorique (2 Ul).
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Cependant, la quantité recueillie de métacrésol est statistiquement différente entre le PVC
(30,7 £11,5 pg) et le PE (47,6 £ 0,9 ug), le PE/PVC (47,7 + 0,6 ug) et différente de la quantité

théorique (50 pg) (figure 40).

Insuline humaine A Métacrésol B

p <0,0001
60- p <0,0001 NS

NS

lors de la 24*™ heure

0~

Quantité perfusée de métacrésol (ug)
lors de la 24®™® heure

© & o
< QQQ*‘

Quantité perfusée dinsuline humaine (Ul)

Figure 40 : Quantité perfusée pendant la 24°™ heure pour I’'Umuline rapide®: insuline humaine (A) et
métacrésol (B) avec les prolongateurs en PVC, PE, PE/PVC.

NS = non significatif, ==/ valeur théorique

ii. Novorapid®
En ce qui concerne l'insuline asparte, la quantité perfusée lors de la 24°™ heure n’est
statistiquement pas différente entre les trois matériaux (1,97 + 0,03 Ul ; 2,00 + 0,03 Ul ; 1,99
+0,02 Ul pour le PVC, le PE et le PE/PVC respectivement) et par rapport a la quantité théorique
(2 UI).

Pour le phénol et le métacrésol, la quantité perfusée lors de la 24%™¢ heure est statistiquement
différente entre le PVC (22,1 + 7,1 ug et 21,4 £ 5,4 ug respectivement) par rapport au PE (29,6
+ 0,2 ug et 32,9 £ 0,2 ug respectivement), au PE/PVC (29,4 + 0,3 pg et 32,7 + 0,3 pg
respectivement) et aux quantités théoriques de 30,0 ug et 34,4 ug respectivement (figure 41)

(p Bonferroni = 0,0083).
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Figure 41 : Quantité perfusée pendant la 24°™ heure pour la Novorapid®: insuline asparte (A),
phénol (B) et métacrésol (C) avec des prolongateurs en PVC, PE, PE/PVC.

NS = non significatif, ==/ valeur théorique

e. Comparaison de la sorption des insulines humaine et asparte avec les différents

matériaux

Les pertes d'insulines humaine et asparte avec le PVC sont statistiquement différentes au
cours des trois premiéres heures de perfusion (tableau 9). Aprés trente minutes de perfusion,
I'insuline humaine est plus fortement adsorbée sur le PVC que l'insuline asparte (24,3 £ 12,3%

et 8,8 + 4,6% respectivement). Puis, aprés 1 heure de perfusion, c’est I'insuline asparte qui est
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tres légerement plus adsorbée que l'insuline humaine. Apres 3 heures de perfusion, la

différence n’est plus significativement différente.

Tableau 9 : Comparaison du pourcentage des deux insulines (humaine et asparte) recueillies pendant
la perfusion avec des prolongateurs en PVC.

0,
’F.’ourtientage (/.o) Pourcentage (%)
d’insuline humaine ) . -
Temps (heure) o d’insuline asparte recueillie P
recueillie (Novorapid®)
(Umuline rapide®) P
0,5 75,7+12,9 91,2+4,6 <0,0001 *
1 98,3+4,9 94,9+3,9 0,0003 *
2 100,3+2,2 97,1+2,8 0,0004 *
3 100,6 + 2,8 98,5+0,9 0,014 *
4 99,5+1,8 99,2+1,0 0,452
5 99,3+2,6 98,7+2,0 0,101
6 99,7+2,9 99,2+2,7 0,392
7 99,1+2,4 98,7+ 2,2 0,288
8 99,4+2,4 98,6 +2,0 0,260
24 98,1+2,3 97,2+3,3 0,427

* Différence statistiquement significative (p = 0,05)

Aprés 30 minutes de perfusion avec les prolongateurs en PE, la perte d'insuline asparte (10,8

+ 5,3%) est significativement différente de celle de I'insuline humaine (3,1 + 1,6%) (p = 0,005).

Le pourcentage d’insuline recueillie est statistiquement différent au cours des deux premieres

heures de perfusion entre les deux types d’insuline (tableau 10).
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Tableau 10 : Comparaison du pourcentage des deux insulines (humaine et asparte) recueillies
pendant la perfusion avec des prolongateurs en PE.

P 0
Pourcentage (%) d’insuline ’.ourctentage (%)
. e d’insuline asparte
Temps (heure) humaine recueillie . P
(Umuline rapide®) EEalE
P (Novorapid®)

0,5 96,9+1,6 89,2+5,3 0,005*
1 100,9+1,2 98,3+2,4 0,013*
2 100,7+£ 1,0 99,2+1,2 0,013*
3 100,2+1,3 99,7+1,8 0,377
4 100,2+0,8 99,9+1,6 1,000
5 99,2+1,4 98,9+1,6 0,930
6 99,6 0,9 99,3+1,2 0,659
7 99,8+0,6 98,5+2,4 0,536
8 99,6+1,0 99,2+1,7 0,708
24 97,6123 99,9+1,6 0,042*

* Différence statistiquement significative (p = 0,05)

Pour les prolongateurs en PE/PVC (tableau 11), la perte d'insuline humaine (18,6 + 10,0%) est
statistiquement différente de celle de l'insuline asparte (7,2 £ 5,1%) pendant les 30 premiéres
minutes de perfusion (p = 0,001). Aprés une heure de perfusion, aucune différence n’est mise

en évidence entre les deux insulines (p = 0,561).
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Tableau 11 : : Comparaison du pourcentage des deux insulines (humaine et asparte) recueillies
pendant la perfusion avec des prolongateurs en PE/PVC.

Pourcentage (%) d’insuline

Pourcentage (%) d’insuline

Temps (heure) humaine recueillie asparte recueillie P
(Umuline rapide®) (Novorapid®)

0,5 81,4+10,0 92,8+5,1 0,001*
1 95,9+4,7 95,4+5,1 0,561
2 100,5+ 4,0 98,0+2,7 0,263
3 100,2 + 3,8 99,0+1,6 0,407
4 99,7+2,9 99,2+1,8 0,772
5 99,5+3,3 99,9+0,9 0,361
6 99,0+1,4 99,5+1,5 0,056
7 98,1+2,9 99,3+1,4 0,263
8 98,4+3,2 99,4+1,4 0,226
24 99,1+3,8 99,7+0,8 0,081

* Différence statistiquement significative (p = 0,05).

f. Comparaison de la sorption du métacrésol présent dans les 2 formulations

d’insuline avec les différents matériaux

Le métacrésol contenu dans les deux spécialités pharmaceutiques d’insuline est comparé pour

chaque matériau par un test de Mann-Whitney (p=0,05). Le phénol, quant a lui, n’a pas pu

étre comparé car il n’est présent que dans la spécialité Novorapid”®.

Les pertes de métacrésol contenu dans I"'Umuline rapide® et dans la Novorapid® sont

statistiquement différentes pendant les 30 premieres minutes de perfusion avec le PVC

(tableau 12) et avec le PE/PVC (tableau 14). En revanche, aucune différence significative n’est

mise en évidence aprés 30 minutes pour le PVC et le coextrudé (PE/PVC) et avec le PE pendant

toute la durée de la perfusion (tableau 13).
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Tableau 12 : Comparaison du pourcentage de métacrésol recueilli contenu dans les deux insulines
(Umuline rapide® et Novorapid®) pendant la perfusion avec des prolongateurs en PVC.

Pourcentage (%) de

Pourcentage (%) de

Temps (heure) métacrésol recueilli métacrésol recueilli P
(Umuline rapide®) (Novorapid®)

0,5 22,5+12,5 49,7+12,1 <0,0001 *
1 26,8+ 19,7 35,5+6,9 0,003
2 41,1+ 24,8 35,2+13,5 0,804
3 45,2 +28,7 37,2+18,9 0,353
4 48,7 £ 26,6 39,1+20,0 0,231
5 50,5+ 26,7 40,8 £ 20,4 0,215
6 52,4+ 26,7 43,8 +21,4 0,307
7 53,7 26,5 45,8 +£21,6 0,342
8 55,4 + 26,6 46,2 £ 20,5 0,342

24 64,0+ 18,3 62,9 +15,8 0,773

* Différence statistiquement significative (p = 0,05).

Tableau 13 : Comparaison du pourcentage de métacrésol recueilli contenu dans les deux insulines
(Umuline rapide® et Novorapid®) pendant la perfusion avec des prolongateurs en PE.

Pourcentage (%) de

Pourcentage (%) de métacrésol

Temps (heure) métacrésol recueilli recueilli P
(Umuline rapide®) (Novorapid®)

0,5 97,9+2,1 98,6 +0,8 0,521
1 98,6 +1,6 98,5+0,6 0,335
2 98,7+1,6 98,9+0,4 0,635
3 98,6 +1,6 98,8+0,5 0,635
4 98,5+1,6 98,9+0,4 0,759
5 98,3+1,6 98,7+0,4 0,650
6 98,3+2,0 98,7+0,3 0,512
7 98,3+1,7 98,2+0,9 0,250
8 97,9+1,7 98,2+0,5 0,250
24 95,1+1,8 96,6 £0,5 0,149
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Tableau 14 : Comparaison du pourcentage de métacrésol recueilli contenu dans les deux insulines
(Umuline rapide® et Novorapid®) pendant la perfusion avec des prolongateurs en PE/PVC.

Pourcentage (%) de Pourcentage (%) de métacrésol
Temps (heure) métacrésol recueilli recueilli P
(Umuline rapide®) (Novorapid®)

0,5 96,9+1,6 99,0+0,4 <0,0001 *
1 98,2+1,3 99,0+0,5 0,075
2 98,6+1,1 99,1+0,7 0,753
3 98,4+1,2 98,9+0,8 0,317
4 98,7+1,0 98,9+0,7 0,692
5 98,5+1,1 98,7+0,6 0,465
6 98,7+0,8 98,6 +0,5 0,671
7 98,3+1,3 98,5+0,5 0,193
8 98,5+1,1 98,4+0,6 0,771
24 96,5+1,2 96,8+1,0 0,149

* Différence statistiquement significative (p = 0,05).

g. Analyse de la morphologie de la surface

La morphologie de la surface de trois matériaux des prolongateurs est observée par MEB
avant et aprés la perfusion de Novorapid® (insuline asparte) a 1 Ul/mL pendant 24 heures
(figures 42 et 43). Nous n’observons aucune différence entre les prolongateurs avant et apres
la perfusion.

Sur la photo D de la figure 42 représentant la morphologie de surface du PE aprés la perfusion
d’insuline, la partie de gauche correspond aux extrémités du prolongateur de perfusion qui a
été coupé pour étre analysé par MEB.

L'analyse n’a été réalisée que sur la Novorapid®, s’agissant de la formulation d’insuline qui
contient les trois composés : I'insuline, le phénol et le métacrésol. En effet, pour rappel,
I'Umuline rapide® n’est composée que de métacrésol, il n'y a pas de phénol dans la
formulation et I’objectif de cette analyse était de voir si la sorption des trois composés pouvait

altérer les matériaux des prolongateurs.
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pour le PVC (A), le PVC apres la perfusion de Novorapid® (B), le PE (C), le PE apres la perfusion de
Novorapid® (D), le PE/PVC (E) et le PE/PVC apres la perfusion de Novorapid® (F).
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Figure 43 : Photos de microscopie électronique a balayage a un grossissement de x 500 obtenues

pour le PVC (A), le PVC apres la perfusion de Novorapid® (B), le PE (C), le PE apres la perfusion de
Novorapid® (D), le PE/PVC (E) et le PE/PVC apreés la perfusion de Novorapid® (F).

3. Discussion / Conclusion

Cette étude montre que le choix des matériaux constitutifs des DMs de perfusion est
primordial pour I'administration de médicaments. Nous avons montré qu’il existait une
interaction entre l'insuline et les trois matériaux étudiés (PVC, PE et PE/PVC), mais également
une interaction plus significative entre les conservateurs de I'insuline et le PVC. Le maximum
de perte est observé pendant la premiére heure de la perfusion. Cependant, avec le PVC, les
concentrations attendues de conservateurs ne sont jamais administrées aux patients. Les sites

de fixation sur les prolongateurs sont rapidement saturés avec l'insuline mais pas avec les
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conservateurs, en particulier avec le métacrésol. Toutefois, les analyses par MEB n’ont pas mis
en évidence la présence des composés sur les prolongateurs aprés la perfusion de la
Novorapid®.

Certaines études ont décrit des interactions entre |'insuline et le PE ou le PVC, mais beaucoup
d’entre elles ont utilisé des méthodes analytiques non séparatives telle que la
spectrophotométrie UV (103) et peu d'auteurs ont mis au point une méthode pour doser les
conservateurs. De plus, aucune étude n'a évalué les interactions avec les analogues de

I'insuline.

Dans les services de soins, les seringues d’insuline sont préparées toutes les 8 heures ou 24
heures selon les pratiques de service et horaires du personnel infirmier. La littérature indique
une stabilité de l'insuline (Actrapid®) pendant 24 heures dans les seringues en polypropyléne
(201). Selon les pratiques de services, les prolongateurs peuvent étre changés a chaque
changement de seringue, toutes les 24 heures, voire toutes les 96 heures selon la nature
physico-chimique du médicament perfusé. Cependant, il est courant de voir les prolongateurs
de perfusion remplacés toutes les 24 heures pour limiter le risque d'infection. C’est pourquoi,
nous avons réalisé cette étude sur 24 heures. De plus, |'utilisation de PSE limite le volume des
seringues a 50 mL. Ainsi, selon les besoins en insuline des patients, une seringue ne peut pas

étre utilisée pendant plus de 24 heures.

L'interaction de l'insuline humaine ou l'insuline asparte avec le PVC est différente au cours des
trois premieres heures de perfusion. Aprés trente minutes de perfusion, la perte d'insuline
humaine (24,3 + 12,9%) est supérieure a celle de l'insuline asparte (8,8 + 4,6%) et ce jusqu'a
trois heures de perfusion. Les pertes sont statistiquement différentes, mais la perte d’insuline
asparte devient plus importante a partir d’'une heure de perfusion. Cette différente devient
non significative le reste des 21 heures de perfusion avec des taux avoisinant les 100%. En
revanche, lorsque I'on utilise des prolongateurs en PE, apres 30 minutes de perfusion, la
sorption de l'insuline asparte (10,8 + 5,3%) est significativement différente (p = 0,005) a celle
de l'insuline humaine (3,1 + 1,6 %) avec les prolongateurs en PE. Le phénoméne inverse est
constaté pour le PE/PVC, ou la sorption est égale a 7,2 + 5,1% et 18,6 * 10,0% pour l'insuline

humaine et I'insuline asparte respectivement.
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Les résultats obtenus ne concordent pas avec ceux obtenus par Zahid et al. (103) qui ont
trouvé une forte sorption de l'insuline humaine a 1 Ul/mL sur les tubulures en PVC, 200
minutes apres le début de la perfusion, avec un pourcentage d'insuline recueillie en sortie de
prolongateur d'environ 55%. Ce résultat peut s'expliquer notamment par |'utilisation d’un plus
faible débit de perfusion a 0,1 mL/h utilisé chez les nouveau-nés, alors que dans notre étude,
le débit était égal a 2 mL/h. Le débit de perfusion de I'insuline lorsqu’elle est administrée en
continu dépend de la glycémie. Lorsque la glycémie est comprise entre 1,8 et 2,5 g/L, le débit
massique de perfusion de I'insuline est de 2 Ul/h soit pour notre concentration d’étude un
débit de 2 mL/h (202). Ces différences peuvent également s’expliquer par I'utilisation d’une
technique analytique non-séparative (spectrophotométrie-UV) par Zahid et al. (103) A leur
longueur d'onde d’analyse (210 nm), de nombreux composés, et plus particulierement les
conservateurs tels que le métacrésol, absorbent dans I’'UV. Ainsi, il est trés fortement probable
que le signal analytique exploité par Zahid et al. (103) provienne a la fois des conservateurs et
de l'insuline.

En revanche, avec des tubulures en PE, nos résultats de I'interaction entre I'insuline humaine
et le PE concordent avec ceux de Zahid et al. (103). En effet, les auteurs ont également
constaté une perte d’environ 5% de 1 Ul/mL d'Actrapid® (insuline humaine) avec des
tubulures de perfusion en PE a 1 mL/h 30 minutes apres le début de la perfusion et dans notre

étude la perte était de 3,1%.

Nos résultats ont cependant montré une interaction considérable entre les conservateurs et
le PVC. Les deux conservateurs contenus dans la spécialité d'insuline asparte se sont
comportés différemment selon les matériaux des prolongateurs. En effet, avec le PVC, le
pourcentage de perte de métacrésol (50,3 £ 12,1%) est supérieur a celui du phénol (39,7 +
19,6%) aprés trente minutes de perfusion. La méme tendance est observée pendant toute la
durée de la perfusion. Ainsi, a T24h, le pourcentage de perte est égala 37,8 + 15,8% et 26,3 +
10,3% respectivement pour le métacrésol et le phénol. Par conséquent, la quantité théorique
de conservateurs n'est jamais administrée aux patients. Il est a noter que ces conservateurs
ne sont pas dépourvus de toxicité. Weber et al. (203) ont montré que le phénol et le
métacrésol contenus dans les solutions d'insuline étaient a la fois cytotoxiques et pro-
inflammatoires. Ils ont montré une toxicité de 1,2 mg/mL pour le phénol et de 0,6 mg/mL pour

le métacrésol, ce qui indique que le métacrésol est plus toxique que le phénol. Il pourrait donc
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étre intéressant d’en perfuser moins au patient, compte-tenu de leur toxicité, mais se pose
alors la question du maintien de la structure hexamerique de I'insuline tout au long de la

perfusion pour garantir sa stabilité.

Les prolongateurs, utilisés dans cette étude, sont référencés sur le marché frangais, la
diversité des longueurs et des diametres internes de ces prolongateurs est adaptée aux
pratiques cliniques et aux caractéristiques des patients. Ainsi, afin de comparer le plus grand
nombre de prolongateurs par matériau, la surface interne de contact de chaque prolongateur
a été utilisée. Cette diversité explique les grands écarts-types obtenus avec le PVC, puisque
huit prolongateurs pour le PVC ont été utilisés, seulement trois et cing pour le PE le PE/PVC
respectivement (tableau 7) et que les valeurs de sorption dépendent de la surface de contact
avec les matériaux. En effet, le pourcentage de perte dépend du diameétre interne et de la
longueur du prolongateur. Ainsi, pour une méme longueur, plus le diamétre interne est grand,
plus la sorption est grande; et de méme pour la longueur, plus elle est grande, plus la sorption

est grande.

Le plastifiant, le DINCH, utilisé dans les prolongateurs en PVC a été identifié par notre méthode
analytique développée dans la partie suivante (204) et peut avoir un impact sur la sorption
des molécules de médicaments. En effet, des études (84,97) ont montré que certains
médicaments (comme le diazépam) étaient plus adsorbés sur les tubulures en PVC plastifiées

avec du DINCH que sur les tubulures plastifiées avec du DEHP, du TOTM et du DEHT.

Avec les tubulures en PE et PE/PVC, une légeére perte de métacrésol est observée ala fin de la
perfusion : 3,4 £0,5% et 3,2 £ 1,0% pour le métacrésol contenu dans la Novorapid®; 4,9+ 1,8%
et 3,5+ 1,2% pour I'Umuline rapide® pour le PE et PE/PVC respectivement, probablement en
raison du phénomene de perméation. Teska et al. (196) ont déja noté I'évaporation du

métacrésol dans des cathéters aprés 48 heures d'incubationa 37 ° C.

Les deux formulations d'insuline ne contiennent pas les conservateurs dans la méme quantité.
Le métacrésol est présent a la fois dans I'Umuline rapide® (2,5 mg/mL) et dans la Novorapid®
(1,72 mg/mL). Or, les échantillons sont dilués au 1/100°™ afin d’obtenir une concentration

d’insuline a 1 Ul/mL. Les concentrations de métacrésol dans nos échantillons sont donc de 25
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ug/mL et 17,2 ug/mL dans I'Umuline rapide® et la Novorapid® respectivement. On remarque
gue le pourcentage de métacrésol recueilli est plus faible dans I’'Umuline rapide® que dans la
Novorapid® avec les prolongateurs en PVC pendant les deux premieres heures de perfusion
(tableau 12). A contrario, jusqu’a la 8™ heure de perfusion le pourcentage recueilli est plus
faible pour le métacrésol de la Novorapid® que de I"'Umuline rapide®. La quantité cumulée
apres 8 heures de perfusion de métacrésol est respectivement de 160,1 + 86,9 pg [valeur
théorique de 400 pg] et de 112,2 + 40,6 ug [valeur théorique de 275,2 ug] pour I’'Umuline
rapide® (figure 38) et la Novorapid® (figure 39). Toutefois, les pourcentages de pertes du
métacrésol aprés 8 heures de perfusion sont similaires : -60,0 + 21,7% et -59,2 + 14,8% pour
I’"'Umuline rapide® et la Novorapid® respectivement. Cela peut étre expliqué par les quantités
différentes de métacrésol présentes dans les spécialités commerciales. Toutefois, chaque
insuline ayant ses propres conservateurs a des concentrations différentes, le profil de sorption
peut étre différent avec le PVC, ce qui aura donc un impact différent sur I'administration et le

devenir du médicament.

Ces pertes de conservateurs peuvent avoir des conséquences sur la structure
conformationnelle de l'insuline. Mollmann et al. (205) ont utilisé de la microscopie optique a
fluorescence pour étudier I'adsorption de l'insuline humaine sur des particules de téflon. lls
ont conclu que l'insuline est adsorbée sur ce matériau hydrophobe avec une affinité élevée.
Notre étude a montré des interactions entre l'insuline et le PVC qui est un polymere
hydrophobe. Au contact de la surface hydrophobe, l'insuline change de conformation. En
effet, les hexameres deviennent des monomeres qui peuvent se fixer les uns aux autres et
former des filaments (206) qui peuvent obstruer les cathéters (207). Dans les formulations
pharmaceutiques, l'insuline est sous forme d’hexameres, conformation étant la plus
résistante a la fibrillation et a la dégradation (115). Les conservateurs phénoliques permettent
le maintien de I'insuline sous forme hexamérique et stabilisent les hexameres de l'insuline
contre les réactions de déamidation et de réticulation intermoléculaire (116,117).

Teska et al. (196,208) ont montré que l'insuline asparte se détériorait plus rapidement lors de
I'incubation a 37 °C sans conservateurs. Et dans une autre étude (209), I'utilisation de la
chromatographie d’exclusion stérique a permis de montrer qu’avec de faibles concentrations
(2 mM) de conservateurs, l'insuline asparte a 100 Ul/mL est exclusivement éluée sous forme

monomérique alors que 80% de l'insuline humaine a 100 Ul/mL est éluée sous forme
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hexamérique. Ces données montrent l'importance du maintien des quantités de
conservateurs dans les formulations pharmaceutique d'insuline, méme apres dilution.
Des études complémentaires sont maintenant nécessaires pour évaluer |'impact clinique de

la perte des conservateurs sur I'activité biologique de l'insuline.

Genay et al. (210) ont déja montré qu'une ligne de perfusion optimisée (en termes de
géométrie) pouvait diminuer l'incidence des événements hypoglycémiques. De méme, une
administration efficace d'insuline dépend des matériaux des DMs utilisés et de la formulation
d'insuline choisie. Il convient donc maintenant de combiner I'optimisation du choix du

matériau et de la géométrie de la ligne pour apprécier les effets sur la clinique des patients.

En conclusion, cette étude a montré que les insulines humaine et asparte présentaient une
interaction non négligeable avec le PVC en début de perfusion, puis elle devient plus faible
par la suite. Aucune interaction significative entre les insulines et les deux autres matériaux
(PE ou PE/PVC) n'a été mise en évidence. Cependant, les conservateurs des insulines (le
phénol et le métacrésol) sont adsorbés sur le PVC mais pas sur le PE ou le PE/PVC. Ainsi, les
perfusions d'insuline doivent étre réalisées avec des prolongateurs en PE ou en PE/PVC pour

permettre I’administration de I’ensemble de la formulation pharmaceutique.

Cette premiere partie a permis d’illustrer les probléemes d’interactions et plus
particulierement de sorption qui existent entre les matériaux des DMs et les médicaments
injectés aux patients. La seconde partie expérimentale va s’intéresser a la seconde
problématique du PVC a savoir la présence de plastifiants contenus dans les DMs utilisés dans

les services de soins.
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II. Evaluation et dosage des plastifiants dans les dispositifs

médicaux

1. Introduction

Le PVC est fortement rigide a température ambiante, il est assoupli grace a I'adjonction de
plastifiants qui ne sont pas liés de maniere covalente avec le PVC. L'un des plastifiants les plus
utilisés est le DEHP. Mais celui-ci, identifié comme reprotoxique pour I’homme (43), a vu son
utilisation réglementée. En effet, les plastifiants contenus dans les DMs d’administration des
médicaments peuvent migrer au contact de solutions médicamenteuses, particulierement
lipophiles, et ainsi étre perfusés aux patients. Le rapport du SCENIHR (43,44) a mis en exergue
des situations cliniques dites a risque dans lesquelles le patient pouvait étre le plus exposé
aux plastifiants. A I’heure actuelle, d’autres plastifiants, dits plastifiants alternatifs au DEHP,
sont utilisés en remplacement de ce dernier. Toutefois, les études de migration et de toxicité
chez 'homme ne permettent pas d’étre certain de leur innocuité pour |'utilisation chez
I’'homme. D’autant plus que les études de toxicité chez les animaux révelent une toxicité de

ces plastifiants.

Le premier objectif de cette étude est de résoudre les problemes de co-élution précédemment
cités pour permettre la détection et la quantification du DEHP et de tous les plastifiants
alternatifs utilisés dans la fabrication des DMs de perfusion. Pour résoudre cette

problématique, nous utiliserons la dérivée premiere des spectres UV des composés co-élués.

Le second objectif est d’utiliser la nouvelle méthode analytique validée pour évaluer la
robustesse de la technique analytique grace a une analyse d’échantillons a I'aveugle. Cette
analyse a I’aveugle porte sur la quantification des plastifiants utilisés dans dix DMs dont neuf
sont commercialisés et est réalisée par plusieurs équipes participant au projet ARMED dont

les techniques analytiques sont différentes.

112



Partie II. Evaluation et dosage des plastifiants dans les dispositifs médicaux

2. Matériels et méthodes

a. Solvants et matériels

Le DEHP et cinq des plastifiants alternatifs étudiés (ATBC, DEHA, DEHT, DINP et TOTM)
proviennent de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Le DINCH, quant a lui est

fourni gracieusement par BASF SE Company (Ludwigshafen, Allemagne).

L'acétonitrile, le méthanol et le tétrahydrofurane (VWR, Fontenay-sous-Bois, France) sont tous
de qualité HiPerSolv Chromanorm® gradient grade et sont utilisés pour les analyses
chromatographiques. Les solvants utilisés pour nettoyer le matériel afin de réduire le risque
de contaminations croisées entre les consommables sont de qualité technique : méthanol
(Brabant, Tressin, France) et THF (VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, France). De l'eau
ultrapure est également utilisée dans la méthode et est obtenue grace au systeme UHQ pure

water system (Elga Veolia, Wasquehal, France).

La verrerie est de classe A (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Les pointes de micropipettes
[Eppendorf’ loretention (Eppendorf’, Fontenay-sous-Bois, France)]et les microtubes de
centrifugation (Eppendorf’, Fontenay-sous-Bois, France) sont en plastique dépourvu de
plastifiants. lls ont préalablement été validés comme ne relarguant pas de plastifiants. Pour
limiter au maximum les contaminations croisées et environnementales, les matériels en verre
(fioles, béchers, flacons pour CLHP...) sont lavés au THF, puis au méthanol et rincés a l'eau

ultrapure avant chaque utilisation.

b. Préparation des solutions meéres et filles

Chaque jour, deux solutions meres de chaque plastifiant sont réalisées en pesant la masse de
plastifiant (balance 220 XT, précision + 0,1 mg, Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Suisse) qui
est diluée avec de I'ACN. Du fait de la faible absorbance de certains plastifiants, deux

concentrations de solutions méres sont envisagées. Ainsi, la concentration pour le BBP (utilisé
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en tant qu’étalon interne), DEHP, DEHT, DINP et TOTM est de 0,5 mg/mL et pour ’ATBC, DEHA
et DINCH de 10 mg/mL. La premiére solution mére permet la préparation des contrbles de
qualité (CQ) et la seconde la réalisation des standards de validation (SV). Deux gammes de CQ
et de SV sont réalisées. Lune des deux gammes contient tous les plastifiants et le BBP sauf le
DEHA et I'autre tous les plastifiants et le BBP sans le DEHT. En effet, des résultats préliminaires,
au laboratoire, ont montré que le DEHA et le DEHT précipitaient s’ils étaient mis en présence

I'un de I'autre.

c. Méthode analytique

La méthode utilisée est celle précédemment mise au point au laboratoire par Radaniel et al.
(77). Elle a été optimisée en vue d’utiliser la dérivée premiére des spectres UV pour séparer
des composés co-élués. La méthode de dosage est développée avec le méme systeme de
chromatographie liquide ultra rapide que celui développé dans la partie précédente sur la
sorption de I'insuline. Le systéme est piloté par le module i-PDeA™ du logiciel LabSolution®
(Shimadzu®, Marne-La-Vallée, France).

La phase mobile est composée d’un gradient composé d’ACN et d’eau ultrapure, dont
I’évolution de la composition au cours du temps d’analyse est décrite dans le tableau 15. Le
débit de la phase mobile est fixé a 2 mL/min, avec une durée de chaque analyse de 13 minutes.
La température du four est maintenue a 35°C. Le passeur d’échantillon est maintenu a 4°C. La
phase stationnaire est composée d’une précolonne Securityguard ULTRA™ C8 AJ0-8770
(Phénomenex®, Le Pecq, France) et d’une colonne Kinetex™ C8 2,6 um 100 X 4,6 mm

(Phénomenex®, Le Pecq, France).

Tableau 15 : Description de I’évolution du gradient d’élution utilisé dans la méthode de dosage des

plastifiants.
Temps (min) Composition du mélange (% ACN/eau ultrapure)
0-3,75 65-35
3,75-6,25 83-17
6,25-11,00 95-5
11,00 - 13,00 65-35
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d. Traitement du signal

Pour élucider les co-élutions existant d’une part entre le DEHP et le DEHA et, d’autre part,
entre le DEHT et le DINP, nous avons décidé d’utiliser la dérivée premiere des spectres UV de

ces quatre plastifiants.

La dérivée premiére des spectres est une notion bien décrite dans la littérature. Parmar et al.
(211) ont fait une revue de la littérature sur I'utilisation des dérivées premiéres des spectres
en spectrophotométrie. lls listent les différents avantages de I'utilisation des dérivées
premieres : une augmentation de la résolution, une détection et une augmentation des
spectres des pics mineurs, une élimination du bruit de fond et des matrices, I'assurance de
détecter le bon composé, une augmentation de la sensibilité et de la spécificité des composés
en mélange, une meilleure séparation des pics, une économie de réactifs, un gain de temps
d’analyse et de temps de personnel. Toutefois, il note des inconvénients comme une moins
bonne reproductivité et sensibilité. La majorité des études présentes dans la littérature
compare |'utilisation des dérivées premieres des spectres en spectrophotométrie et en CLHP.
Ansari et al. (212) ont dosé du losartan dans des comprimés. Pour étre certains de doser le PA
et non pas les excipients, ils ont utilisé, en spectrophotométrie, la dérivée premiere du spectre
du losartan. L’avantage d’avoir utilisé la dérivée premiere est d’éliminer I'interférence due a
I’absorbance des excipients. Uchiyama et al. (213) ont utilisé la dérivée seconde du spectre du
trimétoprime dans le miel pour doser ce PA par un systeme d’extraction en phase solide —
CLHP. La dérivée seconde leur a permis d’effacer les effets matrices dis au miel, que la dérivée
premiére ne permettait pas. Hoang et al. (214) ont dosé plusieurs PA (chloramphénicol,
dexaméthasone et naphazoline) contenus dans des collyres en utilisant la dérivée premiére
des spectres en spectrophotométrie. Cette méthode a été comparée a une méthode de
référence par CLHP en phase inverse. Les résultats de la validation de la méthode avec les

deux techniques étaient statistiquement comparables en termes de précision.

Le principe de I'utilisation de la dérivée premiere des spectres UV est schématisé dans la figure
44. |’absorbance d’un composé est fonction de la longueur d’onde d’intérét. Elle passe par
une ou plusieurs longueur(s) d’onde d’absorbance maximale(s) ou minimale(s). En dérivant
mathématiquement I’équation des spectres UV, I'absorbance du spectre dérivé passe une ou

plusieurs fois par zéro. Il reste a vérifier qu’a ces longueurs d’onde, ou la dérivée premiere est
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nulle, I'autre composé présente une absorbance non nulle (positive ou négative).

En CLHP, pour utiliser ce principe, un détecteur a barrette de diode (DAD) et un logiciel de

traitement des spectres sont nécessaires (logiciel i-PDeA™ Shimadzu®).

Dérivée premiére

Absorbance
1.01 Amax
| Dérivée premiére | 0.011
0.5 0.00 dA
-0.014
0.0 )
Longueur d’onde . Longueur d’onde

Figure 44 : Principe de I'utilisation de la dérivée premiere des spectres UV.

A : absorbance, A: longueur d’onde

Pour détecter les plastifiants, en étant le plus spécifique et le plus sensible, la longueur d’onde
correspondant au maximum d’absorbance a été choisie pour le BBP, ’ATBC, le DINCH et le
TOTM. Pour les plastifiants co-élués, a savoir, le DEHP, le DEHA, le DEHT et le DINP, lalongueur
d’onde déterminée par I’étude de la dérivée premiéere des spectres UV a été utilisée pour les

caractériser selon le principe précédemment décrit.

e. Validation de la méthode analytique

La méthode est validée selon les recommandations proposées par Hubert et al. de la SFSTP
(198,199). La validation est réalisée sur trois jours successifs. Pour chaque plastifiant, deux
solutions meres sont préparées, a la méme concentration et selon le méme procédé de
préparation. Chaque jour, les SV et CQ sont analysés. Des résultats préliminaires, au
laboratoire, ont montré que le DEHA et le DEHT précipitaient s’ils étaient mis en présence I'un
de l'autre. Ainsi, deux gammes (tableau 16) ont été réalisées, I'une contenant tous les

plastifiants sauf le DEHA et I’autre contenant tous les plastifiants sans le DEHT.
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Tableau 16 : Concentrations des standards de validation et des controles de qualité des plastifiants
utilisés lors de la validation.
Concentrations en pg/mL

SV1|]CQl jSvV2 | CQ2|SV3|CQ3|Sva|Caa | SV5]CQ5 | Sve | ca6 | sv7 | ca7 | Sv8

BBP 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ATBC 20 20 30 35 40 50 60 70 80 90 100 § 200 | 250 | 400 | 500
DEHP 0,3 0,3 0,4 | 06 0,7 0,8 1 2,5 5 10 15 20 25 30 40
DEHA 70 70 75 80 90 100 | 150 | 200 | 250 | 300 § 450 | 500 | 600 § 700 | 750
DEHT 0,3 0,3 04| 05 0,6 | 0,7 08| 09 1 2,5 5 7,5 10 15 20
DINP 0,3 0,3 0,4 | 0,6 0,7 0,8 1 2,5 5 10 15 20 25 30 40
DINCH 70 70 75 80 90 100 | 150 | 200 | 250 | 300 § 450 § 500 j| 600 § 700 | 750
Totrm J 03|03 |o4a)o6|07)08) 1 |25] 5 | 10|15 2 | 25| 30| 40

SV : standards de validation, CQ : contrdles de qualité

La méthode est validée selon les mémes parameétres que l'insuline (spécificité, linéarité,

exactitude...) (93).

f.

Méthode d’extraction

Les plastifiants sont extraits du PVC selon une méthode publiée par Genay et al. (51). Environ

25 mg de I’échantillon de PVC sont pesés précisément et mis en contact avec 900 uL de THF

et 100 pL de BBP (étalon interne) pendant une heure, pour dissoudre le PVC. Les

concentrations de BBP ajouté sont ajustées aux dilutions que devait subir I’échantillon de PVC

pour I'analyse chromatographique, afin de toujours obtenir une concentration cible de 1

ug/mL (tableau 17).

Tableau 17 : Concentrations de la solution mére de I’étalon interne (BBP).

Plastifiants Concentration de la solution mére de BBP
DDIENF(l:?_i 0,2 mg/mL
ATBC 2 mg/mL
DEHP
DINP 10 mg/mL
TOTM
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Ensuite, 500 pL du précédent mélange sont ajoutés a 500 pL de méthanol pour précipiter le
PVC. Aprés 5 minutes de centrifugation (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Le Pecq, France) a
13000 tours/minute, une partie surnageant est dilué dans de I’ACN. La dilution du surnageant
dans I’ACN est adaptée a la capacité d’absorbance dans I’'UV de chaque plastifiant (78). Ainsi,
pour le DEHA et le DINCH, qui absorbent peu en UV, la dilution est de 1/10%™¢, pour I’ATBC de
1/100%™¢ et pour le TOTM, DEHP, DINP et DEHT de 1/500%™¢ (figure 45).

Echantillon de 25 mg de PVC (pesé précisément)
+ 900 pL THF
et 100 yL BBP * (étalon interne)

Reprise de 500 uL Dissolution

H & 500 uL Méthanol

Précipitation

|

Centrifugation (5 minutes a 13 000 tours/min)

Reprise du
surnageant

Dilution dans de ’ACN

DINCH et DEHA : 1/108éme

ATBC : 1/100&me

DEHP, DEHT, DINP, TOTM : 1/500&me

Figure 45 : Schéma de la méthode d’extraction des plastifiants.

ACN : acétonitrile, PVC : polychlorure de vinyle, THF : tétrahydrofurane
* Concentration en BBP variable, adaptée selon les dilutions ultérieures afin d’obtenir une
concentration finale de 1 pg/mL.

g. Echantillons de dispositifs médicaux analysés a I'aveugle

Afin d’évaluer la robustesse de la méthode analytique, dix dispositifs médicaux, dont neuf
utilisés dans les services de soins, sont analysés en CLHP-DAD afin de déterminer leur
composition en plastifiants. Les renseignements concernant les DMs sont résumés dans le
tableau 18. Une tubulure Med 80, Raumedic’ (Helmbrechts, Allemagne) dont la composition
en DEHA est connue (22% m/m) est également étudiée.

Dans le cadre de I'axe 1 du projet ARMED, ces DMs sont analysés a I’aveugle par les différentes
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équipes participant au projet. L'objectif de cette analyse a I'aveugle est de caractériser les
techniques analytiques en termes d’avantages et d’inconvénients. Ainsi, huit équipes ont
participé a ce test a I'aveugle. Les différentes techniques analytiques utilisées sont la FT-IR, la
CG-FID, la CG-SM, la CLHP-DEDL, la CLHP-UV, notre technique CLHP-DAD, la RMN et la
chromatographie en mode supercritique couplée a un détecteur DEDL (SFC-DEDL)

Pour chaque dispositif analysé, la composition quantitative de chaque plastifiant majoritaire
et minoritaire doit étre déterminé. La présence de DEHP ainsi que sa quantification doit étre
mentionnée si le DM en contenait.

La composition quantitative et qualitative en plastifiant de I'échantillon 10 (tubulure Med 80,
Raumedic®) est connue seulement par le promoteur du projet. Pour les autres échantillons,
leur composition qualitative et quantitative en plastifiants n’est pas connue. Ceci explique
I'intérét de doser les échantillons avec plusieurs méthodes analytiques pour pouvoir croiser
les différents résultats et en déduire la pertinence des résultats obtenus.

Tableau 18 : Liste des dispositifs médicaux analysés.

Echantillon Utilisation Nom et référence du DM Fournisseur Numéro de lot
Intrafix® Safeset B.Braun (Boulogne-Billancourt,
1 4063100 France) 3£30278T42
Sendal (Saint Genis Laval,
2 Perfusion Perfusend France) 03169
DM par
gravité o nt tional (T -

3 KIS1X oran International (Toussieu, 19.11.05B
France)

4 Transfusion 41403 Bexen (Villeneuve d’'Ascq, K293
France)

5 Plumset 14000 Hospira (Meudon-la-Forét, 030409000.8268
France)

6 Perfusion p,ou'r pompe Optima MS 10 Frésénius-Kabi (Sévres, France) 32377143

volumétrique
7 Vacuum 590-591-598 Carefusion (Voisins le 487822
Bretonneux, France)
8 Hydratation NE9012H Cair LGL (Lissieu, France) 13K0L-T
Nutrition
téral 14A243FHX
9 enteraie Pompe Kangaroo pump Covidien (Elancourt, France)

Med 80. Prototype d’une

10 Prototype Raumedic” (GmbH,

tubulure plastifiée au DEHA Helmbrechts, Allemagne)
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Chaque dispositif est testé trois fois. Le pourcentage de plastifiant est exprimé en pourcentage

de masse de g/100g de PVC (%). Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne *

écart-type.

3. Résultats

a. Développement de la méthode de dosage

Au cours d’une séquence analytique de 13 minutes, les huit plastifiants sont élués. Les temps

de rétention (tr) des plastifiants sont décrits dans le tableau 19.

Tableau 19 : Temps de rétention des plastifiants.

Plastifiants Temps de rétention (min)

BBP 1,9

ATBC 3,0

DEHP 6,3
DEHA 6,3

DEHT 7,0

DINP 7,0
DINCH 7,5
TOTM 8,4

La figure 46a représente la co-élution DEHP/DEHA et la figure 46b la co-élution DEHT/DINP.
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Figure 46 : Chromatogrammes illustrant la co-élution DEHP/DEHA (a) et la co-élution DEHT/DINP (b).
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La figure 47 représente les spectres d’absorption dans I’'UV du DEHP, du DEHA, du DEHT et du

Figure 47 : Spectres d’absorption dans I’'UV du DEHP (a), du DEHA (b), du DEHT (c) et du DINP (d).

Apres avoir déterminé les dérivées premieres des spectres UV du DEHA et du DEHP, les

longueurs d’onde dont I'absorbance est égale a zéro sont déterminées (figure 48).
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Figure 48 : Spectres des dérivées premiéeres du DEHP et du DEHA.

Pour chacune de ces longueurs d’onde choisies, il est vérifié que I'autre composé absorbait a
cette méme longueur d’onde. Les longueurs d’onde pour lesquelles la dérivée premiere du
DEHP est égale a zéro sont :

223 nm (longueur d’'onde correspondant au maximum d’absorbance)

[ ]
261 nm (longueur d’'onde correspondant au minimum d’absorbance)

Toutefois, a 261 nm, la dérivée premiere du DEHA n’absorbant que tres faiblement, cette
longueur d’onde n’a pas été retenue. Celle de 223 nm sera retenue pour le dosage du DEHA.
Pour le DEHP, la méme démarche est appliquée. La dérivée premiere du spectre UV du DEHA

s‘annule a 208 nm et 250 nm. Mais, a 250 nm, la dérivée premiere du DEHP absorbe

faiblement. La longueur d’onde choisie pour détecter le DEHP est 208 nm.

Concernant le DEHT et le DINP, le méme raisonnement a été appliqué (figure 49). Ainsi, la

longueur d’onde pour détecter le DEHT est 226 nm et pour le DINP 240 nm.
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Figure 49 : Spectres des dérivées premiéres du DEHT et du DINP.

La figure 50 représente les chromatogrammes des deux co-élutions et les chromatogrammes
des composés seuls a la longueur d’onde déterminée par I’étude de la dérivée premiere. Le
DINP est élué dans I’analyse, a 7 minutes sous forme de trois pics dont deux sont tres
largement majoritaires. Pour l'intégrer, la somme des aires des deux pics majoritaires est

utilisée.
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Figure 50 : Chromatogrammes représentant les coélutions et les composés seuls a la longueur
d’onde déterminée par I'étude de la dérivée premiere.

Pour augmenter la sensibilité de la méthode développée par Radaniel et al. (77), les autres
plastifiants sont analysés a la longueur d’onde correspondant a leur longueur d’onde
d’absorbance maximale (figure 51). Les longueurs d’onde choisies sont résumées dans le
tableau 20. Pour le BBP, la longueur d’onde d’analyse choisie est de 210 nm, bien qu’il ne
s’agisse pas de sa longueur d’onde d’absorbance maximale. Toutefois, a la vue de son spectre
UV, pour garder une bonne sensibilité et spécificité, il a été décidé de I'analyser a cette

longueur d’onde.
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Figure 51 : Spectres d’absorption dans I'ultra-violet du BBP (a), de I’ATBC (b), du DINCH (c) et du
TOTM (d).

Tableau 20 : Longueurs d’onde (nm) d’analyse pour chaque plastifiant étudié.

Plastifiants Longueur d’onde (nm)

BBP 210

ATBC 210

DEHP 208
DEHA 223

DEHT 226

DINP 240
DINCH 210
TOTM 232

b. Validation de la méthode de dosage

Lhomogénéité des variances est vérifiée par un test de Cochran, nous autorisant a réaliser une
analyse de la variance. Les parametres de régression de la méthode sont résumés dans le
tableau 21. Les SV permettent de calculer I'équation de la droite de régression qui correspond
a:

( aire du plastifiant
y

e du BBP ) a X (concentrations pg/mL) + b
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Les coefficients de corrélation (r?) sont compris entre 0,9974 (DEHP) et 0,9997 (DEHT). Ainsi,
la linéarité entre le rapport de I’aire du plastifiant et du BBP et la concentration des plastifiants
est satisfaisante pour une quantification. Les LD et LQ sont compatibles avec leurs détection

et quantification en tant que plastifiant majoritaire ou minoritaire dans les DMs.

Tableau 21 : Parameétres de validation des gammes de plastifiants et les limites de détection et
guantification.

Plastifiants Concentrations 2 Pente Ordonnée a LD LQ
(ng/mL) I'origine (ng/mL) | (png/mL)
ATBC 20-500 0,9993 0,012 0,016 3,1 6,3
DEHP 0,3-40 0,9974 0,359 0,026 0,1 0,2
DEHA 70-750 0,9992 0,006 -0,055 7,4 14,8
DEHT 0,3-20 0,9997 0,760 0,002 0,1 0,3
DINP 0,7 - 40 0,9991 0,151 -0,047 0,5 0,8
DINCH 70-750 0,9993 0,005 0,0002 6,9 13,8
TOTM 0,3-40 0,9994 0,369 0,0008 0,2 0,3

La précision de la méthode a également été déterminée par les CQ, au travers des biais relatifs
(BR) (tableau 22). Pour calculer ces biais, les concentrations mesurées sont calculées en

utilisant la droite de calibration, puis en utilisant la formule décrite dans I'équation 5 :

BR = Concentration mesurée — concentration théorique x 100

Concentration théorique

Les BR sont inférieurs a 5% pour I’ATBC, le DEHP, le DEHA et le DINCH et inférieurs a 10% pour
le DEHT, le DINP et le TOTM. La gamme de validation du DINP ne comporte que 5 points car
la LQ est plus élevée (0,8 ug/mL) en comparaison au DEHP (0,2 pug/mL), DEHT (0,3 pg/mL) et
TOTM (0,3 pg/mL). Les concentrations de 0,3 et 0,4 ug/mL ont donc été supprimés car le DINP
n’était pas détectable. Au vu du pourcentage de plastifiant présent dans les DMs (jusqu’a 40-
50% m/m) et de notre protocole d’extraction, il n’était pas nécessaire d’étudier des

concentrations plus élevées que 40 pg/mL dans le cadre du DINP.
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Tableau 22 : Biais relatifs pour chaque plastifiant étudié.

ATBC DEHP DEHA DEHT DINP DINCH TOTM
Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR Conc. BR
20 -0,7 0,3 -2,0 70 0,2 0,3 0,6 0,7 8,8 70 -3,1 0,3 -7,1
30 1,9 0,4 -0,3 75 -0,1 0,4 -0,3 1 8,2 75 -4,7 0,4 -7,0
40 -0,6 0,7 -0,1 90 -2,2 0,7 7,4 5 10,0 90 -2,7 0,7 -2,7
60 1,4 1 4,6 150 1,8 1 4,7 15 4,4 150 1,3 1 -1,1
80 -0,1 5 1,4 250 3,4 5 5,2 25 3,3 250 1,2 5 1,7
100 2,2 15 1,9 450 1,4 15 4,0 40 0,2 450 0,3 15 3,0
250 -0,8 25 -1,3 600 -0,4 25 1,1 600 0,2 25 1,7
500 2,0 40 1,9 750 0,8 40 0,6 750 -0,7 40 3,2

BR : biais relatifs en %, Conc. : concentration en pg/mL.

C.

Echantillons de dispositifs médicaux analysés a ’aveugle

Le tableau 23 et la figure 52 résument les concentrations de plastifiants (moyenne + écart

type) calculés dans les 10 DMs étudiés a I’aveugle qui sont dosés en CLHP-DAD. Le tableau 24

correspond aux quantifications des plastifiants retrouvés avec les autres techniques qui ont

participé au projet ARMED (70, 215).

Tableau 23 : Quantification des plastifiants retrouvés dans les dispositifs médicaux testés.

Echantillon Plastifiant majoritaire % (m/m) Plastifiant minoritaire % (m/m)
1 DEHT 25,410 £ 0,442 ND ND
2 DINP 37,201 £ 0,873 ND ND
3 TOTM 29,022 +£1,292 DEHT 0,186 + 0,004
DEHT 0,248 £ 0,016
4 TOTM 30,605 + 0,374
DEHP 0,125+ 0,012
DEHT 0,134 £ 0,006
5 TOTM 30,835 + 0,460
DEHP 0,011 + 0,002
DEHT 0,231 £ 0,045
6 TOTM 39,136 + 0,087
DEHP NQ
DEHT 0,175 £ 0,003
7 TOTM 33,330+ 0,642
DEHP 0,016 + 0,001
8 DINCH 29,414 £ 0,291 DEHT NQ
9 ATBC 22,505 £ 0,401 ND ND
ATBC 1,329 £ 0,045
10 DEHA 19,153 £ 0,901
DEHP 0,008 + 0,003

ND : plastifiant non détecté. NQ : plastifiant non quantifié (la concentration est inférieure a la LQ)
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Figure 52 : Quantification des plastifiants retrouvés dans les dispositifs médicaux testés.
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128



Partie II. Evaluation et dosage des plastifiants dans les dispositifs médicaux

Tableau 24 : Quantification des plastifiants retrouvés dans les DMs testés par notre technique (CLHP-DAD) comparée aux autres techniques du projet
ARMED (215). NQ : plastifiant non quantifié (la concentration est inférieure a la LQ). En orange : les plastifiants majoritaires. En noir : les plastifiants minoritaires.

Echantillon CLHP—DAD CG—SM SFC—DEDL CLHP—DEDL RMN CLHP—UV FT—IR CG—FID
DEHT 33,4% DEHT : 29,5% DEHT : 29,5% DEHT : 28,0%
. 0, 7 7 7 . 0, . 0, . 0, 7
1 DEHT : 25,4% DEHP 0,1% TOTM : 0.2% TOTM : 0.2% DEHT : 36,3% DEHT : 21,8% DEHT : 31,5% DEHP : 2.6%
DINP 35,2% DINP : 32,9% DINP : 32,1% DINP : 19,0%
. () 7 . . 7 7 . 0, 7
2 DINP : 37,2% DEHP 0,03% DINP : NQ DINP : NQ DEHP < ND TOTM : NQ DINP : 30,1% DEHA : 8.5%
TOTM : 30,1% TOTM : 35,0%
3 TOTM : 29,0% DEHT : 0 é(y" TOTM : 31,7% TOTM : 30,6% TOTM : 31,7% TOTM : 26,1% TOTM - 33 29, DEHP - 3 (')(y"
DEHT : 0,2% DEHP - 0 '02;, DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,2% DEHT : 0,14% e DEHT . 1'3?:
TOTM : 34,9% TOTM : 38,4%
. 0, 7 7 . 0,
4 TSETm" ‘:’)O;’/A’ DEHP : 0,2% TOTM : 40,4% TOTM : 36,8% DEHP : 0,2% TOTM : 27,1% TOTM - 34 29, TSETI_'YF', ) 326;3/’
DEHP:O’l‘; DEHT : 0,2% DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,2% DEHT :0,13% e DEHA . 1'8(;
. () . (]
’ DEHA: 0,1% DEHA: 0,1% ’
TOTM : 36,0%
. 0, . 0, ’
5 ngm:zois;ﬁ L%T_"\Ff' 3235; TOTM : 39,7% TOTM : 37,7% TOTM : 38,3% TOTM : 22,9% LTV - 38 9%, DINP : 3,0%
DEHP : 0 61;) DEHT :o'oz‘y:,, DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,1% DEHT : 0,13% e DEHP : 2,5%
" Y DEHT : 1,0%
TOTM : 39,1% TOTM : 38,8% o . o
6 DEHT : 0,2% DEHT : 0,3% TOTM : 42,7% TOTM : 40,0% TSETI_'\'/'T ) z(t)o;o/) TDC;T_"\T/' ; ;i;y/ TOTM : 38,3% TSITN'\g j _3,6600/’
DEHP : NQ DEHP : 0,03% e e R
TOTM : 33,3%
TOTM : 33,3% : TOTM : 30,0%
; DEHT : 0 zty" DINCH : 0,5% TOTM : 38,1% TOTM : 33,5% TOTM : 36,0% TOTM : 17,5% - DEHP - 2 6<y0
DEHP : 0 62:/ DEHP : 0,02% DEHP : NQ DEHP : NQ DEHT : 0,2% DEHT : 0,12% I DEHT . 1'0;
. (] . (]
’ DEHT : 0,06% '
DINCH : 28,8%
DINCH : 29,4% ’ DINCH : 32,4% DINCH : NQ
8 DEHT : 0,04% DINCH : NQ DINCH : NQ . . DINCH : 35,0% DINCH : 29,0%
DEHT : NQ T DEHT : 2,6% DEHT : 0,01%
ATBC : 24,4% ATBC : NQ ATBC : 20,0%
. 0, ’ . 0, . 0, . 0, . 0, 7
9 ATBC: 22,5% DEHP : 0,03% ATBC : 22,4% ATBC : 19,6% ATBC : 22,6% ATBC : 16,5% DEHT : NQ DEHA : 2,6%
DEHA : 19,2% DEHA : 21,8% DEHA : 21,4% DEHA : 21,7% o o o
10 ATBC: 1,3% ATBC : 2,6% ATBC : 1,8% ATBC : 2,6% D:THB/E'Izlzé(Z/A DEHA : NQ DEDE/:'T' lzf\l'éﬁ’ D;“;E:fggf
DEHP : 0,08% DEHP : 0,03% DEHP : NQ DEHP : NQ e ' e
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4. Discussion

a. Méthode analytique

Cette méthode est la premiére méthode CLHP permettant de doser I’ensemble des plastifiants
alternatifs au DEHP ainsi que ce dernier. C'est une méthode simple et rapide. Les autres
techniques de CLHP n’ont actuellement pas permis de doser ces sept plastifiants
simultanément (77,78). Deux méthodes CLHP-UV sont a ce jour, publiées : la méthode de
Radaniel et al. qui n’a pas permis de doser le DEHA et le DINP, et la méthode de Lecoeur et al.
qui n’a pas permis de doser I’ATBC, le DEHA, le DINP et le DINCH. En revanche, les méthodes
développées par la CG-SM, de Bourdeaux et al. (54) et de Gimeno et al. (53), permettent de
doser les sept plastifiants simultanément. Mais cette technique nécessite un appareillage
complexe, qu’il n’est pas toujours possible de posséder en PUI. Une autre technique, la RMN
(216), permet la détection de ces sept plastifiants. Toutefois, comme pour la CG-SM, I'achat
et la maintenance de cet appareil est extrémement colteux. De plus, I'utilisation de ces deux

appareillages nécessite une formation du personnel beaucoup plus complexe qu’en CLHP.

L'utilisation des dérivées premieres des spectres UV est une technique mathématique
permettant de quantifier précisément des composés avec des parametres de régression
satisfaisants, comme ceux obtenus avec la quantification directe de signaux UV. Ainsi, les
avantages décrits par Parmar et al.(211), dans la revue de la littérature portant sur cette
utilisation en spectrophotométrie sont retrouvés en CLHP. En effet, cette utilisation a permis
de séparer des pics co-élués, le DEHA et le DINP respectivement co-élués avec le DEHP et le
DEHT. De plus, les pics observés sont identifiés de maniere certaine puisque la dérivée

premiere des spectres de chaque plastifiant est utilisée.

Les coefficients de corrélation sont compris entre 0,9974 pour le DEHP et 0,9997 pour le DEHT.
Le coefficient de corrélation du DEHP est le plus faible. Ceci peut s’expliquer par le retravail
de lalongueur d’onde et par des basses concentrations. En effet, pour étre en conformité avec
les réglementations en vigueur, les DMs ne contiennent plus de DEHP comme plastifiant

majoritaire (sauf mention contraire clairement libellée sur les différents emballages du DM)
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mais peuvent tout de méme en contenir comme plastifiant minoritaire sans jamais dépasser
le seuil de 0,1% m/m. Nous avons donc été contraints de mettre au point le dosage du DEHP
en cherchant a quantifier des concentrations tres basses. Dans cette méthode analytique, le
DINP est élué sous la forme de trois pics. L’aire totale des deux premiers pics majoritaires a
été utilisée pour I'intégration. Le DINCH est, quant a lui, élué sous la forme d’un massif, 'aire
totale du massif a été intégrée. Les coefficients de corrélation obtenus pour ces deux
plastifiants sont également tres satisfaisants puisqu’ils sont de 0,9991 et 0,9993
respectivement.

L’utilisation de la dérivée premiere des spectres UV est donc une technique simple permettant
de résoudre les probléemes de co-élution avec précision et spécificité. La précision est mesurée
par les BR, compris dans cette méthode entre 5 et 10 %. Les BR sont plus élevés pour le DINP

car il s’agit du plastifiant le plus difficile a intégrer a cause de son élution en plusieurs pics.

Cette méthode analytique permet la détection et la quantification des plastifiants
majoritaires, minoritaires et les traces de plastifiants utilisés dans la fabrication des DMs. En
effet, dans le cadre de la réeglementation européenne (REACH) (42), les plastifiants peuvent
étre présents a des concentrations inférieures a 0,1% (m/m). Les LD et LQ obtenues par cette
méthode de dosage satisfont a cette recherche pour I’'ensemble des sept plastifiants.
Contrairement a la méthode analytique développée par Radaniel et al., chaque plastifiant est
analysé a sa longueur d’onde spécifique, ce qui permet d’étre plus spécifique et d’obtenir des
LQ généralement plus basses ou égales a celles obtenues dans la méthode de Radaniel et al. :
6,3 vs 22,9 ug/mL (ATBC), 0,2 vs 0,3 ug/mL (DEHP), 13,8 vs 52,8 ug/mL (DINCH), 0,2 vs 0,2
ug/mL (TOTM), 14,8 pug/mL (DEHA) et 0,8 ug/mL (DINP), sauf pour le DEHT, pour lequel la LQ
obtenue avec notre méthode est tres légerement supérieure a celle de Radaniel et al. 0,3 vs
0,2 pg/mL. Les plastifiants qui absorbent le moins dans I'UV, a savoir, 'ATBC, le DEHA et le
DINCH présentent des LD et des LQ plus hautes que ceux qui possedent plus de groupements
chromophores dans leur structure chimique.

Les résultats émanant de la technique CG-SM de Bourdeaux et al. (54) montrent des LQ plus
basses que les notres sauf pour le TOTM (0,5 pug/mL) et le DINP (1,5 pg/mL). La CG-SM et la
CLHP-DAD sont deux techniques rapides pour détecter I'’ensemble des plastifiants étudiés
avec une bonne sensibilité. Toutefois, la CG-SM est plus difficile a obtenir dans une PUI

compte-tenu des prix d’achat et de maintenance.
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b. Comparaison des résultats obtenus dans I’analyse a I’aveugle

L'analyse en aveugle des 10 échantillons a permis de tester la fiabilité de la technique et le
processus de dilution d’un échantillon pour valider la méthodologie. Les résultats obtenus
avec d’autres techniques analytiques ont été comparés avec les résultats obtenus avec notre
technique de CLHP-DAD (tableau 24).

Toutes les méthodes détectent le méme plastifiant majoritaire dans les DMs. La CG-SM et la
RMN montrent des taux tres proches pour tous les plastifiants tandis que la CG—FID a
tendance a sous quantifier certains plastifiants, particulierement pour le DINP, I’ATBC et le
DEHA. De plus, la CG—FID retrouve des taux de plastifiants minoritaires (DEHP a 2,6% dans
I’échantillon 1 ; DEHA a 9,5% dans I’échantillon 2 ; ATBC a 9% dans I’échantillon 10) beaucoup
plus élevés que dans les autres méthodes analytiques, laissant supposer un probléme

d’identification de certains plastifiants.

Les résultats obtenus avec notre technique ont donc été comparés aux résultats obtenus en
CLHP-UV, CG-SM et en RMN (tableau 24). Lors du contrdole des DMs par I’ANSM, la CG-SM

avait été utilisée pour permettre le dosage des différents plastifiants (52).

Pour I’échantillon 1, le DEHT est retrouvé a 25,4% par notre technique contre 21,8% pour la
CLHP-UV ; 33,4% pour la CG-SM et 36,3% pour la RMN. Pour I’échantillon 2, la concentration
de DINP quantifiée par notre technique (37,2%) est proche de celle quantifiée par la CLHP-UV
(32,1%), la CG—SM (35,2%) et par la RMN (32,9%). Concernant, les échantillons 3,4, 5,6 et 7,
qui contiennent tous du TOTM comme plastifiant majoritaire, la concentration de TOTM
dosée par notre technique est trés proche de celle dosée par CG-SM et RMN, sauf pour
I’échantillon 4 ol la concentration de TOTM est sous-quantifiée par notre technique
comparée aux deux autres techniques (30,6% par notre technique, 34,9% par la CG-SM et
38,4% par la RMN). En revanche, les taux retrouvés de TOTM avec la technique par CLHP-UV
sont inférieurs a ceux dosés avec les 3 autres techniques analytiques. Concernant I’échantillon
8 qui contenait du DINCH, comme plastifiant majoritaire, la quantification par notre technique
(29,4%) est tres proche de celle retrouvée en CG-SM (28,8%) et de celle de la RMN (32,4%),
alors que le DINCH est non quantifiable avec la CLHP-UV. La quantification de I’ATBC, contenu

dans I’échantillon 9 est également trés satisfaisante (22,5%) puisque la RMN a quantifié ce
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plastifiant a 22,6% et la CG—SM a 24,4% et a 16,5% pour la CLHP-UV.

En conclusion de cette comparaison, les taux de plastifiants retrouvés avec notre technique
CLHP-DAD sont proches de ceux de la CG-SM et de la RMN et toujours plus élevés que ceux
de la CLHP-UV.

Parmi les plastifiants principaux, le DINCH, le DINP, ’ATBC et le DEHA sont les plastifiants les
plus difficiles a doser, ils ont été quantifiés seulement par 5, 6, 7 ou 7 techniques
respectivement. L'ATBC, le DEHA et le DINCH ne possédant pas de groupements
chromophores, ils absorbent peu dans I"UV. Le DINP est difficile a quantifier a cause de

I’élution en plusieurs pics.

Pour sept tubulures analysées, le plastifiant majoritaire était du TOTM, ou nous trouvons
systématiquement des traces de DEHT et DEHP. Cette contamination peut étre due a la
fabrication de différents DMs contenant différents plastifiants produits sur la méme chaine
de production. Néanmoins, il est établi dans la littérature (53) que la production de TOTM
peut conduire a des impuretés de fabrication sous forme de DEHT et de DEHP. Cela
expliquerait en partie les traces de DEHP et/ou de DEHT quasi systématiquement retrouvées
dans nos échantillons étudiés a 'aveugle. Cela reste compatible avec une utilisation en France,
avec I'amendement prononcé (49), tant que les taux de DEHP restent inférieurs a 0,1% (m/m)
et tant que le DEHP n’est encore pas totalement supprimé des DMs. Cependant, la
réglementation de 2015 (47) interdisait complétement I'utilisation du DEHP dans les DMs. Or,
si le DEHP est systématiquement trouvé comme plastifiant minoritaire du TOTM, I'utilisation
de ce dernier sera compliquée. Dans ce cadre, la méthode analytique mise au point permettra
de tester le marché des DMs avant le référencement dans un centre hospitalier et de
rechercher la présence et la quantification du DEHP pour étre conforme a la réglementation.
Cependant, la présence de traces de plastifiants minoritaires (DEHP et DEHT) a également été
mise en évidence dans d’autres tubulures, notamment plastifiées au DINCH (correspondant a
I‘échantillon 8), la concentration du DEHT était inférieure a la LQ. Le DEHT est rarement
retrouvé comme plastifiant majoritaire dans les DMs.

Les résultats de I’échantillon 10 (prototype d’une tubulure plastifiée au DEHA), considéré
comme |'échantillon de référence puisque sa concentration était la seule connue par le

promoteur du projet, sont bien représentatifs. La quantité annoncée (22%) correspond a la

133



quantité de plastifiant mélangé a la poudre de PVC, mais pas a la quantité retrouvée a la fin
du processus de fabrication de la tubulure. Ainsi, le taux annoncé correspond au taux de
plastifiant utilisé pour la fabrication de la tubulure, c’est-a-dire dans la poudre (22%), non pas
celle mesurée par Raumedic® dans le produit fini. Les méthodes qui ont retrouvé un taux de
DEHA tres proche des 22% annoncés par le fournisseur sont la CG—-SM (21,8%), la RMN (22%)
et la CLHP-DEDL (21,7%). Notre technique a permis de détecter le DEHA a 19,2% tandis que
la seconde technique CLHP-UV, qui n’utilise pas les spectres de la dérivée premiére n’a pas
réussi a quantifier le DEHA.

Le prototype DEHA présente des traces d'ATBC (1,329% (m/m) + 0,045) et de DEHP (0,008%
(m/m) £ 0,003). Grace a l'utilisation de la dérivée premiére des spectres UV de ces deux
composés, il n'est pas possible de confondre le DEHP avec le DEHA. De plus, contrairement a
d'autres techniques analytiques qui ont testé la méme tubulure, nous pouvons détecter les
traces de DEHP. En effet, seule la CG-SM a réussi a quantifier les deux plastifiants minoritaires
dans la tubulure. La SFC—DEDL et la CLHP—-DEDL ont également réussi a les détecter mais ne

pouvaient pas quantifier le DEHP.

La détection de traces de DEHP est toujours possible par la technique la CG-SM, technique la
plus sensible des huit testées, capable de le quantifier pour des taux allant de 0,01 a 0,16%
m/m. Les deux techniques utilisant une détection DEDL, la CLHP et la SFC, ne peuvent jamais
le quantifier dans aucun échantillon, tout comme la seconde méthode CLHP-UV et la CG—FID.

La RMN, quant a elle, peut le quantifier mais a partir de taux dépassant les 0,2% (m/m).

c. Comparaison des techniques de détection par chromatographie liquide

Ainsi, dans le projet ARMED, trois modes de détection de CLHP sont utilisés : I’'UV monocanal,
le DEDL et le DAD (notre technique).

Contrairement a la méthode CLHP-UV décrite par Lecoeur et al. (78), notre technique
chromatographique permet la détection de I’ATBC et du DEHA, molécules qui absorbent
faiblement dans I'UV. Cette différence est surement due a I'analyse a une longueur d’onde
unique de 240 nm.

Toutefois, le détecteur DEDL est tres peu utilisé en CLHP mais permet de détecter plus

simplement les molécules n’absorbant que tres peu dans I'UV. Néanmoins, cette technique
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Partie II. Evaluation et dosage des plastifiants dans les dispositifs médicaux

décrite par Lecoeur et al. (78) ne permet pas de détecter le DINCH et le DINP, malgré
I"utilisation d’un détecteur DEDL. Pour plusieurs plastifiants (le DEHP, le DEHT et le TOTM), les
techniques CLHP-UV publiées présentent des LQ plus basses que notre technique : 0,06
ug/mL pour DEHP; 0,02 pg/mL pour DEHT et 0,04 pg/mL pour TOTM. L'utilisation du
détecteur DEDL couplé a la SFC permet I’obtention des LQ plus basses pour les plastifiants non
aromatiques (0,8 pug/mL pour I’ATBC et 0,7 ug/mL pour le DEHA). Ainsi, le DEDL semble étre
tres intéressant pour la quantification de ces molécules non aromatiques. Cette technique
reste toutefois tres peu disponible dans les PUI et donc peu accessible, ce détecteur est en

effet trés colteux.

Finalement, la méthode de CLHP-DAD permet la caractérisation et la quantification précise
des sept plastifiants en une seule analyse. Cette méthode utilise un appareil plus accessible
en termes de colt que la CG-SM. Nos résultats démontrent que nos LQ sont suffisantes pour
identifier la présence de plastifiants minoritaires dans les DMs commercialisés et les quantifier
jusqu’a 0,1 % m/m en masse de matiére plastique. De plus, la détection des traces de DEHP
est possible avec cette technique, en adéquation avec le nouvel amendement prononcé (49)
qui précise que les établissements de soins doivent privilégier les DMs contenant la plus faible
teneur de DEHP.

Cette méthode pourra donc tout a fait étre utilisée pour tester les DMs sur le marché frangais afin

de s’assurer de I'absence de DEHP et de classer les DMs en fonction de leur teneur en DEHP.

De plus, cette méthode de dosage mise au point sera utilisée dans la partie suivante de la
these pour évaluer la migration des plastifiants contenus dans du PVC fonctionnalisé par

différentes techniques.
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5. Conclusion

L'utilisation des spectres dérivés a permis la caractérisation des plastifiants alternatifs au
DEHP et du DEHP ans les dispositifs médicaux. La comparaison des taux de plastifiants
majoritaires et minoritaires retrouvés dans les DMs par différentes techniques a permis de
montrer que les résultats obtenus avec cette technique étaient trés proches de ceux obtenus
avec d’autres techniques.

Pour conclure, notre technique analytique présente tous les avantages d’'une détection UV :
simple, faible codt, rapide (I’analyse dure 13 minutes). Cette méthode, possede, également
I’avantage d’étre écologique comparée a la spectrométrie de masse qui utilise des solvants
CMR. De plus, la technique CLHP-DAD est beaucoup moins onéreuse que la RMN, la CLHP—
DEDL ou la CG-SM.

Dans le cadre du référencement de nouveaux dispositifs médicaux a I’hopital, cette méthode
CLHP, pourra tout a fait étre utilisée pour doser les éventuels plastifiants dans les DMs et dans
les éluats dans le cadre des études de migration. Les résultats obtenus permettront de
s’assurer de la composition des DMs et d’étre en conformité avec la réglementation en

vigueur.
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Partie Ill. Fonctionnalisation des dispositifs médicaux

Ill. Fonctionnalisation des dispositifs médicaux

1. Introduction

Comme relaté dans l'introduction, les nombreux avantages du PVC dans le domaine médical
expliquent sa grande utilisation dans les services de soins. Toutefois, au travers de deux
exemples, nous avons pu constater que son utilisation n’était pas sans risque pour le patient.
D’une part, par la sorption des médicaments, qui peut conduire a un sous-dosage
médicamenteux (avec le diazépam (DZP) et le dinitrate d’isosorbide (DNIS) par exemple) ou a
la perte de conservateurs dans la formulation du PA (avec I'insuline, par exemple). D’autre
part, par la migration des plastifiants du PVC dans la solution médicamenteuse en contact
direct avec le patient. Ce qui pose des problémes de sécurité puisque les plastifiants sont
potentiellement toxiques pour 'homme. Pour cela, une méthode de dosage de tous les
plastifiants contenus dans le PVC a été mise au point, comme nous venons de |’expliquer dans
la partie précédente. Dans cette derniere partie, I'étude est consacrée a la recherche de
méthodes permettant de limiter la migration des plastifiants tout en empéchant au maximum

la sorption des PA.

Les sections précédentes ont mis en évidence le potentiel de deux traitements tres différents :
(i) le traitement plasma froid basse pression, permettant, notamment avec un gaz inerte type
argon, d’améliorer la réticulation d’extréme surface d’un substrat tout en augmentant son
hydrophilie, et (ii) le revétement de PDA, permettant de former une couche trés adhérente a
la surface de substrats polymeéres tout en permettant éventuellement le greffage covalent de
molécules fonctionnelles. Ce revétement facile a mettre en ceuvre va permettre de créer une
barriere entre le PVC et les PA et plastifiants, limitant ainsi les interactions contenu-contenant.
Il a été décidé de travailler sur ces deux procédés (seuls ou combinés), afin de tenter de limiter
la sorption des PA et la migration des plastifiants du PVC.

L’efficacité des traitements sera appréciée par la réalisation :
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- i) D’études de sorption des PA en prenant le diazépam (DZP) comme molécule
traceuse, car elle est connue pour sa sorption dans les DMs de perfusion en PVC
(88,97,135).

- ii) D’études de migration des plastifiants (TOTM et DINCH).

Au vu de la réglementation concernant I'utilisation restreinte du DEHP et de la grande
utilisation des plastifiants alternatifs, il a été décidé pour la mise au point de la
fonctionnalisation de travailler sur les deux plastifiants principalement retrouvés dans les DMs

des services de soins, a savoir le TOTM et le DINCH (54,217).

Par ailleurs, des études de caractérisations physico-chimiques de la surface du PVC seront

réalisées afin de comprendre les mécanismes engendrés par ces modifications de surface.

Le protocole des recherches réalisées est résumé dans la figure 53.

Fzzfﬁﬁ::;" T;ar’tel;?:: i Revétement [ / Post - traitement
de PVC v ffoid par de la PDA thermique

Caractérisations physico-
chimigues

Evaluation de |a sorption

du diazépam
Revétement Post - traitement ; —
pardela par plasma froid Evaluation de la migration
PDA seule des plastifiants

Figure 53 : Protocole expérimental.

Comme mentionné précédemment, des études de traitement par plasma froid basse pression
a I'argon ainsi que des revétements de PDA seuls ont été effectués. Au vu des résultats
préliminaires obtenus, des combinaisons des différents traitements ont également été
envisagées (traitement par plasma froid suivi d’'un revétement PDA) ainsi que des post-
traitements (thermique ou par plasma froid basse pression). En effet, le traitement par de la
PDA seule n’a pas permis de réduire la sorption du DZP et la migration des plastifiants.

Les différents échantillons obtenus ont été caractérisés, puis la sorption du PA (le DZP) et la

migration des plastifiants (TOTM et DINCH) ont été évaluées.
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Partie Ill. Fonctionnalisation des dispositifs médicaux

2. Matériels et Méthodes

a. Produits et consommables utilisés

Les caractéristiques (fournisseur, structure, lot et utilisation) des principaux réactifs (le BBP,
le DINCH, le TOTM, la dopamine, le tampon TRIS® base, la poudre de DZP et la poudre de PVC

non plastifié) sont répertoriés dans le tableau 25.

Des granulés de PVC plastifié au DINCH 30% (m/m) et au TOTM 35% (m/m) utilisés comme
matieres premieres ont été gracieusement fournis par le laboratoire Cair LGL (Lissieu, France).

IIs ont été utilisés pour la fabrication des feuilles et des films de PVC.

Le SSI et I'eau pour préparations injectables (EPPI) proviennent de la société Baxter
(Maurepas, France) et sont utilisés pour les études de sorption, de migration et d’extraction
des plastifiants. L’eau ultrapure est obtenue par un systeme d’eau Elga Purelab (Veolia,

Wasquehal, France).

Tableau 25 : Références des produits utilisés pour I’étude.

Nom Fabricant Lot Formule Utilisation
O 7
Benzylbutyl- Sigma-Aldrich % Etalon interne utilisé
phtalate (St-Louis, Etats- a dans les études
#MKBH8959V
(BBP) Unis) d’extraction des
L N g
plastifiants
Trioctyl Sigma-Aldrich 1 o/\gv\ Plastifiant utilisé pour
Trimellitate (St-Louis, Etats- \/\j\/ les études de sorption,
#MKBH8084V
(TOTM) Unis) 5 Q\/t/\/ de migration et

d’extraction

Di-isononyl-

(o]
1,2- /\/\/\)\ Plastifiant utilisé pour
’ BASF (Houston, o s .
cyclohexane- Etats-Unis) #14853775L0 Oi:o\/\/\/\( les études de sorption,
(o]

dicarboxylate de migration et

(DINCH) d’extraction
. H
VWR Chemicals H é
; _ % Ao, < .
Ethanol 96% (Fontena?y sous 17A114009 Hat \HOH Etude de'sorp'tlon et
bois, Ill de migration
France)
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) ) ) NH, oH
Sigma Life Science /
Tampon TRIS (St-Quentin, / Tampon pour préparer
France) #041IM5415V HO \ la solution de PDA
OH
Molécule
) HO NH; thérapeutique utilisée
Sigma (Issy-Les- p;)ur ol?tenir la
Dopamine M‘;‘:L’g::)ux’ #BCBRA608V o polydopamine
nécessaire a la
fonctionnalisation de
surface
7 e
N Molécule
Diazépam Cooper (Melun, . O o thérapeutique utilisée
(DzP) France) #0862200001 ° pour les études de
O sorption en tant que
traceur
H CI .
Poudre de Goodfellow (Lille | | Etude de sorption,
PVC France) ’ LS481988 C—C migration et extraction
| | des plastifiants
H HJ,

b. Préparation des disques de PVC plastifié au DINCH et au TOTM

15 g de granulés de PVC plastifié par du DINCH 30% ou du TOTM 35% (données fournisseur)

sont pesés et placés dans une presse (Polystat 200T, Servitec, Wustermark, Allemagne). Le

processus de fabrication des films est décrit dans la figure 54. Ce processus permet I’obtention

de disques de 10 mm de diametre et de 0,2 mm d’épaisseur qui seront les échantillons étudiés

dans la suite du travail.

Chauffage & 170°C pendant 5

minutes

+10 minutes de presse (15 KN)

Découpage enrectanglesde 5 x 3 cm
Chauffage & 170°C pendant 1 minute
+ 1minute de presse (15 kN)

Figure 54 : Protocole suivi pour préparer les disques de PVC plastifié au DINCH et au TOTM.
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Partie Ill. Fonctionnalisation des dispositifs médicaux

c. Fonctionnalisation du PVC

i. Traitement par du plasma froid basse pression

Le plasma froid basse pression est généré dans une enceinte plasma (Appareil Europlasma

CD1200-400 COMBI MC, générateur de radiofréquence Dressler, 13,56 MHz). L’argon est

fourni par Air Liquid creative oxygen (Paris, France) qui donne une coloration rosée lorsque le

plasma est allumé (figure 55).

Figure 55 : Equipement Eurbp]asma plasma froid a basse pression.

Différentes conditions plasma ont été testées sur la sorption du DZP en faisant varier

différents paramétres : la puissance du champ électrique (en Watts), le temps de traitement

(en secondes) et le débit (exprimé en « standard cubic centimeter per minute - SCCM ») qui

guantifie le débit volumique d’un écoulement gazeux.

Des plans d’expériences réalisés préalablement (non présentés dans le manuscrit) ont permis

d’identifier différentes conditions de traitement décrites dans le tableau 26.

Tableau 26 : Conditions de traitement par plasma froid basse pression.

Traitement Plasma

Puissance (Watts)

Débit SCCM (Standard
Cubic Centimeter per

Durée (secondes)

Minute)
Condition 1 (P1) 500 Watts 100 180
Condition 2 (P2) 500 Watts 850 60
Condition 3 (P3) 500 Watts 500 60
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ii. Revétement par de la polydopamine

La solution de dopamine est préparée a une concentration de 2 mg/mL a partir du tampon
aqueux TRIS® (trishydroxyméthylaminométhane, ou 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-
propanediol, 242 mg de tampon TRIS par mL de solution de dopamine) et de dopamine, aprés
I"ajustement du pH a 8,5 avec de la soude (NaOH) concentrée. La PDA est obtenue par
polymérisation oxydative de la dopamine, lorsque celle-ci est mise en contact avec le tampon
aqueux TRIS®. Les disques de diametre 10 mm sont immergés dans 5 mL de la solution de
dopamine et placés sous agitation pendant 16 heures (agitateur orbital, IKAeKS 260 basic,
Dutscher, Brumath, France) a 400 tours par minute, a température ambiante, a I’abri de la

lumiere, dans des flacons en verre fermés.

Les films recouverts d’une couche de PDA sont ensuite placés dans un bécher d’eau ultrapure
puis exposés 5 minutes aux ultrasons afin d’éliminer la PDA non fixée sur le disque. Puis les
échantillons sont séchés a I'étuve (T° = 60°C) pendant 5 minutes (Etuve Binder, ED 400,

Tuttlingen, Allemagne).

ili. Réticulation
Une troisieme stratégie de fonctionnalisation consiste a réticuler la couche de PDA pour
essayer de créer une barriere physique empéchant la sorption des PA et la migration des
plastifiants. Cette réticulation a été testée soit par un post-traitement thermique (140°C, 1h)

soit par un post traitement plasma froid argon.

Post-traitement thermique

Le post-traitement thermique est appelé dans la suite du manuscrit « recuit », bien que ce
terme soit plus utilisé pour les métaux. Ce traitement a pour but de favoriser la réticulation
de la couche de PDA a la surface du PVC afin d’améliorer la réduction de la sorption et de la
migration des plastifiants. Il a, en effet, été démontré dans la littérature que le traitement
thermique permettait de consommer les fonctions amines et de former des dérivées indoles,

ce qui réticulait la PDA (181,218).
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Post-traitement par plasma froid basse pression

Les disques fonctionnalisés par une couche de PDA ont été retraités par plasma froid basse
pression d’argon afin d’évaluer si cette technique permettrait de réticuler également la PDA.
Il n’y a cependant pas de littérature relative a ce sujet. Les conditions de traitement sont les
mémes que celles décrites dans le tableau 26. Ainsi, les disques traités par la condition 1 (P1)

sont retraités par P1, de méme pour les conditions plasma 2 et 3.

Dans les sections suivantes, les différentes appellations des échantillons sont les suivantes :

Les échantillons traités par plasma seul seront appelés: « P1, P2 et P3 » selon la

condition de traitement par plasma;

- Ceux traités par plasma et revétus d’'une couche de PDA: « P1+PDA, P2+PDA et
P3+PDA » ;

- Les échantillons fonctionnalisés par du plasma, PDA et recuits seront nommés:
« P1+PDA+R ; P2+PDA+R et P3+PDA+R » ;

- Enfin, les échantillons traités par du plasma, PDA et plasma seront

appelés : « P1+PDA+P1 ; P2+PDA+P2 et P3+PDA+P3 ».

d. Caractérisations physico-chimiques du PVC

i. Analyse thermogravimétrique

L’analyse thermogravimétrique (ATG) est une technique d’analyse thermique qui permet de
mesurer la variation de masse d’un échantillon en fonction du temps, pour une température
ou un profil de température donné. L'ATG est réalisée a partir d’'un analyseur
thermogravimétrique constitué d’un porte-échantillon en silice. Cette analyse thermique est
réalisée sur les granulés de PVC plastifié au TOTM et au DINCH (n = 1). Dans notre cas, les
analyses ont été effectuées de la température ambiante (+20°C) a +250°C avec une rampe de
température de 10°C/min afin de vérifier qu’aux températures pressenties de fabrication des

feuilles et des films et de recuit, les plastifiants ne soient pas altérés.
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ii. Calorimétrie différentielle a balayage

La calorimétrie différentielle a balayage (differential scanning calorimetry — DSC) est une
technique d’analyse thermique qui permet de mesurer des échanges de chaleur entre un
échantillon a analyser et une référence (I’air par exemple). Cette technique permet également
de déterminer les transitions de phases comme la température de transition vitreuse (Tg), la
température de fusion et la température de cristallisation. Les analyses sont réalisées sous
balayage d’un gaz inerte (I’azote) afin d’éviter toute réaction du matériau a étudier avec
I"atmosphere du four. Les différents échantillons ont été analysés par une DSC Mettler-Toledo
SAS (Viroflay, France). Deux cycles de chauffe de -70°C jusqu’a +200°C ont été réalisés de facon
a observer les transitions de phases avec une rampe de 10°C/min. Différents échantillons ont
été testés afin de vérifier que la fabrication des films par la presse et le recuit n’altéraient pas

le PVC. (n=1).

iii. Angle de contact

Les modifications de I"hydrophilie de la surface du PVC suite aux traitements ont été
appréciées par une mesure de I’angle de contact.

L’hydrophilie de la surface des films PVC plastifiés au DINCH ou au TOTM a été évaluée par
des mesures d’angle de contact a I’eau ultrapure a I'aide d’un goniometre KRUSS (Drop Shape
Analyzer DSA 100, Hambourg, Allemagne). Cette analyse permet la caractérisation de la
mouillabilité de surface des matériaux, en fonction de la forme de la goutte et de son angle
de contact. Un angle de contact élevé souligne le caractere hydrophobe de la surface, tandis
gu’un angle de contact a I’eau faible correspond a une surface hydrophile. Trois gouttes d’eau
(d’un volume calibré de 2,0 uL) sont déposées sur chaque échantillon, avec trois mesures

d’angle pour chaque goutte (n = 9 mesures d’angle pour chaque échantillon).

Les résultats sont exprimés par la moyenne des mesures réalisées pour chaque condition (en

degrés) + écart-type.

Un test de Shapiro—Wilk testant la distribution normale des échantillons est réalisé. Les
résultats nous ont ensuite permis de nous orienter vers un test non paramétrique de Kruskal-
Wallis permettant la comparaison des valeurs d’angle de contact, pour chaque plastifiant,

entre les différentes fonctionnalisations du PVC et le PVC non traité (PVC-NT).
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iv. Spectrométrie Infrarouge a transformée de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) permet d‘évaluer de facon
qualitative la surface modifiée. Les différentes analyses FT-IR ont été réalisées avec un
spectromeétre infrarouge Perkin Elmer® (Villebon-sur-Yvette, France) de modéle « Spectrum
one ». Certaines analyses ont été effectuées par réflexion totale atténuée avec un cristal
diamant monoréflexion. Le balayage en nombre d‘ondes pour chacun des échantillons a été

effectué entre 500 et 4000 cm™.

v. Microscopie électronique a balayage

La couche de PDA est observée par une analyse par microscopie électronique a balayage
(MEB). Lors des manipulations, le MEB est réglé sur 5 kV, a un grossissement de X3300. Les
échantillons analysés sont : PVC-DINCH fonctionnalisé par P2+PDA ; PVC-DINCH NT et du PVC-
TOTM fonctionnalisé par P2+PDA ; PVC-TOTM NT.

vi. Cytotoxicité
La cytotoxicité des disques en PVC fonctionnalisés a été évaluée conformément a la norme
ISO 10993-5 par le test d'extraction du milieu de culture pendant 24 heures. Des cellules
MC3T3-E1 ont été utilisées. L'extraction des disques a été réalisée dans le méme milieu que
celui des cellules, alpha MEM, en respectant le ratio de 6 cm?/mL pendant 24 heures a 37 °C
et mis a 80 tours/minute sur un agitateur thermostatique. Le méme jour, les cellules MC3T3-
E1 ont été placées dans une plagque a 96 puits a une densité de 4000 cellules par puit et
cultivées a 37°C pendant 24 heures. Le lendemain, le milieu d'extraction a été filtré a travers
un filtre de 0,22 um pour le stériliser; puis ce milieu filtré a été ajouté a une monocouche
cellulaire a 100 pL/puit et cultivé pendant 24 heures, a 37 ° C. Le milieu de culture dans chaque
puit a été remplacé par du milieu de culture additionné de colorant Alamar Blue™ a 10% (v /
v) et incubé 2 heures a 37 ° C. Aprés cette période d'incubation de 2 heures, I'intensité de la
fluorescence a été mesurée par un fluorimétre Twinkle LB970 (Berthold Technology, GmbH &
Co. KG, Bad Wildbad, Allemagne) a 560 nm. Neuf puits ont été ensemencés par type
d’échantillon. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport a la viabilité cellulaire

obtenue avec le controle (TCPS, 100%).
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e. Etude de la sorption du diazépam

L'un des objectifs de la fonctionnalisation du PVC est de limiter les interactions de ce matériau
avec les PA. Pour cela, une molécule traceuse tres sujette a la sorption a été utilisée, il s’agit
d’une benzodiazépine, le DZP. Comme nous I'avons vu précédemment, cette molécule est
lipophile (Log P = 2,86) (219) et de nombreuses études ont montré sa forte interaction avec le

PVC (88,97,134,135).

i. Validation de la gamme

La gamme a été validée de 20 a 200 pg/mL, a partir de la poudre de DZP, sur trois jours par le
méme opérateur (93), au spectrophotomeétre UV-2550 (Shimadzu, Marne la Vallée, France) a

une longueur d’onde de 314 nm.

Une solution mere de DZP a 200 pg/mL a été préparée, contenant 10% d’éthanol a 96% afin
de faciliter la dissolution du DZP, trés peu soluble dans I'eau selon la Pharmacopée
Européenne 9.5. Les solvants utilisés pour la solution mere sont 90% de SSI (NaCl 0,9%) et 10%

d’éthanol a 96%.

A partir de cette solution mere, des solutions filles de différentes concentrations ont été

préparées : 20 ;40 ; 80; 100 ; 120 ; 180 et 200 pg/mL par dilution dans du SSI.

ii. Etude de sorption

L’étude est réalisée sur le DZP pendant 7 jours (J1, J2, J3, J6 et J7). Comme déja mentionné,
cette molécule est connue dans la littérature pour étre adsorbée sur le PVC (88,97,134,135).
Pour chaque fonctionnalisation du PVC, la sorption a été réalisée sur 10 disques de 10 mm de
diametre et de 0,2 mm d’épaisseur.

Une solution de DZP a 100 pg/mL est préparée, par dilution dans 10% d’éthanol a 96% et dans
90% de SSI. Chaque film est ensuite placé individuellement dans 20 mL de la solution de DZP,
dans des flacons en verre fermés d’un volume de 30 mL (figure 56).

Les flacons sont ensuite stockés dans une enceinte climatique (Binder KBF P 240, Tuttlingen,
Allemagne) a une température de +25°C et 60% d’humidité relative et a I'abri de la lumiére,

paramétres choisis selon les conditions de I'ICH (200) pendant les 7 jours de I'étude.
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S «—— Flacon en verre (Grosseron, France)

|| 20 mL de solution de DZP a
PVC fonctionnalisé «— 100 pg/mL diluée dans 90% de SSI
—_ ug/mL dilu e

ou NT = et 10% d’éthanol 96%

Figure 56 : Solution de DZP contenant un disque de PVC fonctionnalisé ou NT pour |'étude de la
sorption.

Il a été vérifié au préalable que la solution de DZP a 100 pg/mL était stable pendant 7 jours
dans ces conditions de conservation. Ainsi, toute diminution de la concentration de DZP
correspondait a du DZP adsorbé a la surface du disque de PVC.

Les résultats sont présentés en pourcentage de DZP adsorbé sur le film sous la forme :
moyenne * écart type, pour faciliter leur lecture.

Pour quantifier I'efficacité du traitement par rapport au PVC-NT, I'écart relatif (ou le

pourcentage de perte) par rapport au PVC-NT a été calculé selon I’équation 6 :

(DZP adsorbé sur le PVC fonctionnalisé - DZP adsorbé sur le PVC—NT)
DZP adsorbé sur le PVC— NT

x 100

% de perte =

Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé pour déterminer s’il existe une différence significative
entre les différentes conditions testées entre elles et par rapport au PVC-NT. Préalablement,
un test de normalité (Shapiro-Wilk) a été effectué pour vérifier que la distribution des

échantillons ne suivait pas une loi normale.

f. Extraction des plastifiants

Une extraction des plastifiants contenus dans les granulés, les feuilles et les films de DINCH et
de TOTM a été effectuée afin de déterminer la concentration exacte en plastifiant (en % m/m),
contenu dans les matiéres premieres (n = 5).

L’extraction est également réalisée sur 5 disques directement aprés fonctionnalisation afin de
vérifier que le taux de plastifiant n’est pas modifié suite a cette fonctionnalisation, ce qui

pourrait modifier les propriétés finales du polymeére. Aprés les essais de migration, une
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extraction des plastifiants a également été réalisée afin de valider notre procédé de migration.
Le pourcentage de plastifiant extrait directement aprés la fonctionnalisation et celui extrait
apres les essais de migration sont comparés par un test apparié de Wilcoxon (p=0,05) (figure

57).

[ Fonctionnalisation }

Extraction directe Migration
(n=5) (n=5)

|

Extraction aprés migration }

de plastifiant extrait

Comparaison du %
{ (n=5)

Figure 57 : Extraction des plastifiants directement aprés la fonctionnalisation et aprés la migration.

Pour cela, nous avons utilisé les méthodes d’extraction et de dosage décrites dans la partie
précédente du manuscrit. Les plastifiants sont extraits du PVC selon une méthode publiée par
Genay et al. (51). Environ 25 mg de I’échantillon de PVC sont pesés précisément et mis en
contact avec 900 pL de THF et 100 uL de BBP (étalon interne) pendant une heure, pour
dissoudre le PVC. Les concentrations de BBP ajouté sont ajustées aux dilutions que devait subir
I’échantillon de PVC pour l'analyse chromatographique, afin de toujours obtenir une
concentration cible de 1 ug/mL (tableau 17).

Ensuite, 500 pL du précédent mélange sont ajoutés a 500 puL de méthanol pour précipiter le
PVC. Aprés 5 minutes de centrifugation (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Le Pecq, France) a
13000 tours/minute, une partie surnageant est dilué dans de I’ACN. La dilution du surnageant
dans I’ACN est adaptée a la capacité d’absorbance dans I’'UV de chaque plastifiant (78). Ainsi,
pour le DEHA et le DINCH, qui absorbent peu en UV, la dilution est de 1/10%™¢, pour I’ATBC de
1/100%™ et pour le TOTM, DEHP, DINP et DEHT de 1/500%™¢ (figure 45).
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g. Etude de la migration des plastifiants

i. Validation de la gamme

Les gammes sont validées selon les mémes parameétres que ceux décrits dans la partie 1 sur

la sorption de I'insuline et de ses conservateurs avec le polychlorure de vinyle (93).

TOT™M

Une premiére solution meére a 500 pg/mL est fabriquée en pesant précisément 50 mg de
TOTM et en le diluant dans 100 mL d’ACN. Puis, une solution fille est réalisée par dilution dans
100% d’éthanol 96% pour atteindre une concentration de 60 pg/mL. Les solutions petites-
filles sont ensuite réalisées a des concentrations comprises entre 0,9 a 30 ug/mL par dilution

dans de I’éthanol 96% et de I’eau ultrapure (50/50).

DINCH

Une solution mére est réalisée a 10 mg/mL en pesant précisément 500 mg de DINCH dans 50
mL d’ACN. Puis, une solution fille est fabriquée a 400 pg/mL et diluée dans 100% d’éthanol
96%. A partir de cette solution fille, des solutions petites-filles sont réalisées par dilution dans

de I’éthanol 96% et de I’eau ultrapure (50/50) a des concentrations comprises entre 50 et 200

ug/mL.

ii. Migration des plastifiants

L’étude de migration des plastifiants est réalisée sur les disques fonctionnalisés (n=5) et PVC-
NT (n = 10). La pesée de chaque disque est réalisée avant chaque test. Le simulant utilisé est
un mélange d’eau et d’éthanol 96% (50/50), conservé a 40°C (température des incubateurs
des nouveau-nés hospitalisés) pendant 24 heures et 72 heures, ce qui correspond aux temps
maximum de perfusion intraveineuse des solutions médicamenteuses lipidiques et non
lipidiques. Ces différents parametres de migration sont en adéquation avec le Réglement n °
10/2011 de la Commission concernant les matériaux et objets en matiére plastique destinés

a entrer en contact avec des denrées alimentaires (141).
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TOT™M

Chaque disque de PVC plastifié au TOTM est ensuite placé dans des tubes a centrifuger
Eppendorf’ (Eppendorf® LoBind microcentrifuge tube DNA, volume = 1,5 mL, Sigma Aldrich,
St-Louis, France) contenant un mélange constitué de 500 pL d’EPPI et 500 pL d’éthanol a 96%.
Les tubes Eppendorf’ fermés sont ensuite placés a I’étuve & une température de 40°C,
pendant 24 ou 72 heures, pour un dosage apres 24 heures et 72 heures d’incubation. Le
simulant d’EPPI et d’éthanol 96% est alors dosé a chaque temps (24 et 72 heures) par la
méthode CLHP-DAD (204) précédemment décrite afin de déterminer la concentration du

TOTM ayant migré.

DINCH

Le DINCH est décrit dans la littérature comme étant le plastifiant qui migre le plus aprés le
DEHP (102,140). C’est pourquoi de plus grands volumes de simulant ont été utilisés afin de ne
pas saturer la solution de migration. Des tests préliminaires (non présentés ici) ont permis de
montrer que dans un volume final de 10 mL, la migration du DINCH n’était pas saturée au
cours du temps. Ainsi 5 mL d’EPPI et 5 mL d’éthanol a 96% ont été mis en contact avec des
disques de DINCH dans des flacons en verre fermés. Ces flacons ont ensuite été placés a

I’étuve a une température de 40°C pendant 24 et 72 heures.

Les résultats de la migration et de I’extraction des plastifiants sont présentés en % (qui

correspond a des g/100g de PVC) et sous la forme moyenne =+ écart-type.

3. Résultats et discussion

Les échantillons ont tous été préalablement traités par du plasma froid basse pression. En
effet, des manipulations précédentes, dont les résultats ne sont pas présentés dans la these,
ont montré que le revétement par la PDA seule sans traitement plasma au préalable ne
permettait pas de diminuer la sorption des PA, ni de réduire la migration des plastifiants. Ceci

va dans le méme sens que les études de Razavi et al. (220). IlIs avaient également travaillé sur
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un matériau hydrophobe, le poly(dimethylsiloxane) qu’ils avaient d’abord traité au plasma
oxygéné puis revétu de PDA, afin de favoriser la fixation du polymeére sur le substrat.

Nous commencons la présentation des résultats par ceux issus des différentes caractérisations
physico-chimiques pour les deux types de disques, ceux plastifiés au TOTM et ceux plastifiés
au DINCH. Des caractérisations par ATG, DSC, angle de contact, infra-rouge, MEB et
cytotoxicité ont été réalisées. Ces analyses ont été effectuées pour mettre en évidence les

modifications de surface induites par les différents traitements.

a. Caractérisations physico-chimiques

i. Analyses thermogravimétriques

L’'objectif de ces ATG est de vérifier qu’il n’y a pas d’altération du PVC et des plastifiants a la
température a 140°C (température de recuit) et a 170°C (température de fabrication des
feuilles et films). La figure 58 représente la perte en masse des granulés contenant le DINCH
et ceux contenant le TOTM en fonction de la température. A 140°C (température du recuit),
le PVC contenant le DINCH est stable (0% de perte), alors qu’une perte négligeable de 0,02%
est observée pour le PVC plastifié au TOTM. A 170°C, ’'ATG met en évidence également des
pertes négligeables de 0,10% et 0,21% pour les granulés contenant 30% de DINCH et 35% de
TOTM respectivement. Ces deux températures peuvent, par conséquent, étre utilisées dans

nos expériences.

101%

100% \
99% \
98% —PVC-DINCH
PVC-TOTM

97% \

sox |

%de perte en masse

95% T T ™ T T ]
0 50 100 140150 170 200 250

Temperature, °C

Figure 58 : Analyse thermogravimétrique des granulés de PVC-DINCH et PVC-TOTM (n =1).
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ii. Calorimétrie différentielle a balayage

L'objectif de I'analyse par la DSC est de s’assurer que la fabrication des disques en utilisant
une température de 170°C n’altere pas les propriétés du PVC plastifié. Les figures 59 et 60
illustrent les thermogrammes obtenus suite aux deux cycles réalisés pour le TOTM et le DINCH

respectivement.

exothermique Premier cycle de chauffage (-70°C a +200°C) .

[ [_‘Iy’\*goudre de PVC
m

1\ TOTM pur SIS e

\ o

D"

2 1\&'anulés de PVC plastifié au TOTM
? e XX

\, Feuille de TOTM ———

— ——

FilmdeTOM @ —————— SR

Flux de chaleur

€0 40 -2 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180  °C
endothermique

4 Deuxieme cycle de chauffage (-70°C a +200°C) !
exothermique

[ 3\ Poudre de PVC
N )

\‘1, _Granulés de PVC plastifié au TOTM
A S~
\ S

h TOTM pur S s

- —

\ , Feuille de TOTM B —

Flux de chaleur
f
Il
|
J

_ Film de TOTM ' —_—

1 L] | ' 1 U 1 ' ] . ' ' 1 ' 1 . ] U ] . ' ' [] ' 1 . '
60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 °C
endothermique

Figure 59 : Thermogrammes obtenus avec le TOTM, le premier cycle de chauffage (-70°C a +200°C)
(A) et le deuxieme cycle de chauffage (-70°C a +200°C) (B).
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Figure 60 : Thermogrammes obtenus avec le DINCH, le premier cycle de chauffage (-70°C a +200°C)

(A) et le deuxieme cycle de chauffage (-70°C a +200°C) (B).

La poudre de PVC seule sans plastifiant montre une Tg a 80°C, conformément aux données

retrouvées dans la littérature (15). En effet, Lopez et al. (221) et Yu et al. (11) ont également

trouvé une Tg proche (81,4°C et 87°C) pour du PVC sans ajout de plastifiant par DSC.

Les thermogrammes des plastifiants purs (TOTM et DINCH) n’ont montré aucune transition

thermique sur les plages de température étudiées.
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Pour les échantillons de PVC plastifié au TOTM (granulé, feuille et film) et ceux plastifiés au
DINCH (granulé, feuille et film), aucun phénoméne n’est observé. Pourtant, I'ajout de
plastifiants diminue la température de la Tg vers -40°C (15). Toutefois, ces échantillons
contenant une grande quantité de plastifiants (selon les données du fournisseur : 35% m/m
de TOTM et 30% m/m de DINCH), il est probable que la Tg soit encore plus basse que -70°C
(température la plus basse étudiée dans nos expériences). Lopez et al. (221) n’ont également
détecté aucun évenement pour le PVC plastifié au DEHP, ce qui est conforme a nos résultats.
Néanmoins, ils ont observé une deuxieme transition dans les courbes de DSC avec un large pic
endothermique dans l'intervalle entre 160 et 200 °C qui pourrait étre lié a la fusion des petites
zones cristallines contenues dans le PVC. Toutefois, ce pic n'a pas été observé dans nos
analyses. Sur nos échantillons, nous pouvons constater qu’a 60°C de trés faibles cristaux

contenus dans le PVC ont fusionné.

L’analyse par ATG et par DSC a donc permis de conforter les températures de recuit (140°C)

et de fabrication des feuilles et les films (170°C).

iii. Angle de contact

Ces traitements de surface entrainent une modification de la surface du PVC et en particulier
I’hydrophilie. La partie suivante aborde les valeurs des angles de contact obtenus avec les

différentes fonctionnalisations, dans un premier temps pour le TOTM, puis pour le DINCH.

TOT™M

Les résultats de I’angle de contact sont résumés dans la figure 61 et le tableau 36 (annexe 3).
Les angles de contact sont mesurés a JO (soit juste apreés la fonctionnalisation) et a J7 (soit 7

jours apres la fonctionnalisation).

Le PVC plastifié au TOTM est hydrophobe puisque I'angle de contact a I'’eau mesuré est de
110,2 £ 5,8°aJOet de 114,0 £4,5° a J7.

Le traitement par le plasma froid basse pression d’argon permet d’améliorer la mouillabilité
de la surface. En effet, le traitement par les conditions P1, P2 et P3 permet d’obtenir des
anglesde 71,5+5,1°, 73,2+ 2,0° et 73,0 £ 7,9° respectivement. |l est décrit dans la littérature

que la surface du substrat devient plus hydrophile aprées traitement par plasma froid. En effet,
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le plasma provoque une déchloration, ainsi le ratio CI/C diminue tandis que celui du O/C
augmente. La génération de groupements oxygénés peut étre due a des réactions post-
radicaux des carbones du PVC avec I'oxygene dans |'air apres le traitement par plasma. La
génération de ces groupements oxygénés hydrophiles (hydroperoxydes, carbonyles,
hydroxyles, carboxyles...) augmente donc I’"hydrophilie de la surface (154,160).

L’ajout de la PDA sur les disques pré-traités au plasma permet de diminuer I’angle de contact :
65,0 = 3,3° (P1+ PDA), 62,3 + 8,0° (P2+ PDA) et 60,8 + 1,8° (P3+PDA). Ces résultats sont
explicables avec I'apport de fonctions amines contenues dans la PDA qui rendent la surface
plus hydrophile. En effet, le revétement de la PDA sur un disque de PVC-TOTM non
préalablement traité au plasma (58,1 + 2,6°) permet de diminuer I'angle de contact de moitié

environ par rapport au PVC-NT.

Avec le recuit a 140°C, les angles de contact augmentent, conduisant a des revétements plus
hydrophobes (73,8 +£3,2°; 89,5+ 1,5° et 84,6 £ 6,3° pour P1+PDA+R ; P2+PDA+R et P3+PDA+R
respectivement). En effet, le recuit provoque une réticulation de la PDA par la formation de

dérivés indoles qui consomment les fonctions amines (218).

Les angles de contact des fonctionnalisations par P+PDA+P sont plus hydrophiles que le PVC-
NT, ils sont respectivement de 66,0 + 3,4°; 69,0 £ 6,0° et 72,3 + 8,0° pour P1+PDA+P1;
P2+PDA+P2 et P3+PDA+P3. Ces angles de contact sont |égerement inférieurs a ceux du plasma

seul puisque la surface recouverte de PDA est déja plus hydrophile.
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Figure 61 : Angles de contact des disques plastifiés au TOTM non traités et fonctionnalisés a JO (A) et
J7 (B),n=9. **p<0,0001; * p=0,0005.

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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DINCH

L’angle de contact du PVC-DINCH NT est de 96,7 = 3,6° (figure 62 et tableau 37 en annexe 3).
Tout comme pour le TOTM, le traitement par plasma froid basse pression a I'argon permet
d’augmenter I’hydrophilie de la surface : 59,1 £ 0,9°; 55,6 £ 0,7° et 65,5 + 4,6° pour P1, P2 et
P3 respectivement.

L'ajout de la PDA sur les disques pré-traités par plasma diminue légérement I’hydrophilie de
la surface du polymere: 67,8 £ 2,6°; 64,6 £ 4,6° et 77,9 £ 5,2° pour P1+PDA ; P2+PDA et
P3+PDA respectivement, par |I'apport des fonctions hydrophiles amines de la PDA.

Avec le post-traitement par le recuit et le plasma, la surface du polymeére redevient
hydrophobe et les valeurs sont proches de celle du PVC-NT. Pour le recuit, les angles de
contact sont de 84,4 + 4,7° ; 94,5 + 6,4°et 84,7 =+ 2,3° pour P1+PDA+R; P2+PDA+R et
P3+PDA+R respectivement. Quant au post-traitement par plasma, ils sont de 89,1+ 3,9°; 94,2

+2,1°et 94,9 £ 3,3° pour P1+PDA+P1 ; P2+PDA+P2 et P3+PDA+P3 respectivement.
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Figure 62 : Angles de contact des disques plastifiés au DINCH non traités et fonctionnalisés a JO (A) et

J7 (B), n=9. ** p < 0,0001.

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = traitement post-thermique (140°C pendant 1 heure).

De méme que pour le TOTM, la surface du PVC fonctionnalisée devient plus hydrophobe a J7
par rapport a JO, sauf pour la fonctionnalisation par P+PDA+P qui présentent des angles de

contact similaires.

Le PVC est un matériau hydrophobe, I'angle de contact mesuré sur de la poudre pure de PVC
est de 81,6 + 2,7° (222). Toutefois, la nature du plastifiant ajouté, ainsi que son pourcentage
ont unimpact sur la valeur de I'angle de contact. En effet, avec le PVC-TOTM I’angle de contact
est de 110 £+ 5,8°, avec le PVC-DINCH de 96,7 + 3,6° et avec le PVC-ATBC (30% m/m) de 81,6 +
2,9°. L'angle de contact est plus élevé lorsque le plastifiant est en concentration plus
importante, puisqu’il est de 95,9 *+ 2,7° lorsque I’ATBC est a 70% m/m d’aprés Zhang et al.
(222). Bien que le TOTM et le DINCH aient respectivement un Log P de 5,94 et 10 ; les angles
de contact retrouvés avec le TOTM sont supérieurs a ceux du DINCH car le pourcentage entre

les deux plastifiants n’est pas le méme (35% pour le TOTM et 30% pour le DINCH).
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Les angles de contact des substrats revétus seulement de PDA sont compris entre 50 et 60°,
ce qui se rapproche de la valeur théorique du film de PDA pur (185). Nous retrouvons des
valeurs similaires pour la PDA déposée sur nos échantillons sans traitement au plasma
préalable : 58,1 + 2,6° pour le PVC-TOTM et 62,4 &+ 1,8° pour le PVC-DINCH.

Toutefois, I'angle de contact de la surface d’'un polymeére revétu par de la PDA dépend
également des propriétés du polymére (184), ce qui expliquerait pourquoi pour le PVC-DINCH
fonctionnalisé par P3+PDA, I'angle de contact (77,9 + 5,2°) est supérieur aux autres (67,8 +
2,6°; 64,6 + 4,6° pour P2+PDA et P3+PDA respectivement) car les modifications engendrées
par le traitement plasma a la surface peuvent étre différentes selon les conditions de
traitement. D’autant plus que I’angle de contact est légérement plus élevé avec P3 (65,5 +

4,6°) qu’avec P1(59,1+1,0°) ou P2 (55,6 £0,7°).

Le traitement par plasma est instable au cours du temps car il se produit des réarrangements
avec l'air qui est un milieu hydrophobe (154,223), I'hydrophilie de la surface est par

conséquent modifiée, ce qui explique les différences d’angle de contact entre JO et J7.

Concernant les autres fonctionnalisations avec la PDA, afin d’expliquer les différences d’angle
de contact obtenus entre JO et J7, nous avons déposé de la PDA sur une surface en verre.
L’angle de contact évoluait également sur 7 jours : 42,4 + 2,6° (J0) et 54,1 + 4,8° (J7). De plus,
lorsque la PDA est déposée seule sur un échantillon de PVC non préalablement traité par du
plasma froid, I’hydrophilie de la surface diminue également : 58,1 + 2,6° (J0) et 70,4 + 1,2° (J7)
pour le TOTM et 62,4 +1,8° (JO) et 72,6 & 3,4° (J7) pour le DINCH. Ainsi, la PDA doit continuer
a se polymériser sur la surface au cours du temps, bien que cette hypothése ne soit pas
montrée dans la littérature et que I'épaisseur de la couche de PDA soit maximale apres 24

heures d’incubation avec la dopamine (182).

Afin d’étudier les modifications engendrées par ces traitements de surface, nous avons

également réalisé des analyses par infra-rouge, MEB et une étude de la cytotoxicité.

iv. Analyses Infra-rouge

La spectroscopie infrarouge (FT-IR) permet d’identifier des composés ou de déterminer la

composition de la surface d'un échantillon. Cette technique est utilisée afin d’évaluer les
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modifications de la surface du PVC aprés les différentes fonctionnalisations. Elle doit
permettre d’évaluer plus particulierement les modifications de la surface induites par le
traitement plasma, la fixation de la PDA a la surface des échantillons ainsi que les

modifications induites par les post-traitements.

Pour ces analyses, une seule condition plasma, la condition P2, a été étudiée.

Le PVC présente plusieurs bandes d’absorption spécifiques a 1427 cm™ (CH,), 1350 — 1250
cm™ (CH), 1099 cm (C-C), 966 cm™ (CH>) et a 616 cm™ (C-Cl) (224,225).

TOT™M

L‘analyse par infrarouge a été effectuée sur 1) le TOTM seul, 2) le PVC plastifié au TOTM non
traité, 3) le PVC plastifié au TOTM traité au plasma (P2), 4) le PVC fonctionnalisé par P2+PDA,
5) le PVC fonctionnalisé par P2+PDA+R et 6) le PVC fonctionnalisé par P2+PDA+P2.

Le spectre FT-IR du TOTM seul est présenté sur la figure 63, on peut remarquer une bande

d’absorbance des chaines alkyles vers 3000 — 2800 cm™ et une bande C=0 a 1700 cm™.

i

CH; - CH,
3000 — 2800 cm'™

Transmitance

Wavenumbers (cm-1)

Figure 63 : Spectre infra-rouge du TOTM.

Sur le spectre FT-IR du PVC-TOTM NT (figure 64), on retrouve les deux bandes d’absorbance
du TOTM précédemment citées ainsi que deux bandes caractéristiques du PVC: vers 950 cm™

(CH>) et vers 600 cm™ (C-Cl).
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Figure 64 : Spectre infra-rouge du PVC plastifié au TOTM non traité.

Le traitement par du plasma seul (P2) ne modifie pas le spectre IR en comparaison avec le PVC
plastifié au TOTM NT (figure 65), ce qui semble normal car le traitement plasma n’affecte que
I'extréme surface du matériau, et il faudrait réaliser des analyses par spectrométrie

photoélectronique (X-ray photoelectron spectroscopy — XPS) pour identifier précisément ces

modifications.

L’ajout d’'une couche de PDA sur les échantillons est observable en FT-IR par la présence d’'une
large bande observée a 3600 - 3000 cm™ et d’'une seconde entre 1600 — 1500 cm™ qui sont
respectivement caractéristiques des fonctions —OH et des liaisons C=C de la PDA.

Les spectres IR obtenus pour les échantillons ayant subi un post-traitement par du recuit et

par le plasma froid ne sont pas différents par rapport a celui de I’échantillon P2+PDA .
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Figure 65 : Spectre infra-rouge du PVC traité par P2 (orange), P2+PDA (bleu), P2+PDA+R (vert),
P2+PDA+P2 (rose).

DINCH

Le spectre IR du PVC plastifié au DINCH NT montre des bandes d’absorbance des groupements
CHs et CH; vers 3000 cm™ et une bande C=0 a 1700 cm™ qui représentent des fonctions du

DINCH (figure 66). Le spectre IR du PVC-DINCH traité au plasma n’est pas modifié par rapport
a celui du NT (figure 67).
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Figure 66 : Spectre infra-rouge du PVC plastifié au DINCH non traité.
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Figure 67 : Spectres infra-rouge des PVC plastifiés au DINCH traité par du plasma (bleu), revétu d’une
couche de polydopamine (P2+PDA, noir) et ayant un post- traitement par du recuit (P2+PDA+ R, vert)
ou du plasma (P2+PDA+P2, rouge).
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La couche de la PDA est observable par les groupes OH (bandes vers 3500 cm™®) et par les
groupes C=C (bande vers 1600 cm™) pour les trois échantillons revétus de PDA (P2+PDA,
P2+PDA+R et P2+PDA+P2) (figure 67). On retrouve les groupes CH> et CH3 vers 3000 cm™ et
les groupes C=0 vers 1700 cm™ du DINCH. En revanche, aucune différence n’est observable

pour les spectres IR ayant eu un post-traitement.

Les données en FT-IR réalisées sur les échantillons ont permis de mettre en évidence la
présence de la couche de PDA sur les échantillons grace a I'identification des fonctions OH et
du cycle aromatique présents dans la PDA. En revanche, cette technique n’a pas permis de
mettre en évidence les modifications apportées par le traitement par plasma, ni entre les post-
traitements par le recuit ou le plasma. Cette technique quantitative bien qu’analysant la
surface des polymeéres n’est probablement pas adéquate pour montrer ces différences, une
analyse par XPS permettrait de réaliser une analyse qualitative par la détermination de la
composition élémentaire de la surface mais également de réaliser une analyse quantitative

avec la mise en évidence des liaisons chimiques.

v. Microscopie électronique a balayage

Les disques de PVC fonctionnalisés ont été observés par MEB (figure 68). L’analyse par MEB
permet d’étudier la surface des échantillons et de produire des images de trés haute
résolution de celle-ci. Dans notre cas, le MEB nous permet de visualiser le dép6t de PDA sur

les échantillons de PVC-DINCH et PVC-TOTM préalablement traités au plasma (condition 2).
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Flgure 68 : Photos de microscopie électronique a balayage, gr055|ssement X 3300

La PDA est visible a la surface des échantillons sous forme de petits agrégats comme décrit

dans différentes études (184,187).

vi. Cytotoxicité

Afin d’évaluer la cytotoxicité de nos échantillons fonctionnalisés, nous avons réalisé un test
de viabilité cellulaire sur des cellules MC3T3-E1. Pour chaque plastifiant, les tests sont réalisés
sur 1) une tubulure de PVC plastifié commercialisée, 2) un disque de PVC plastifié, 3) un
disque fonctionnalisé par P2+PDA, 4) un disque fonctionnalisé par P2+PDA+R et 5) un disque
fonctionnalisé par P2+PDA+P2. La PDA est décrite dans la littérature comme n’étant pas
cytotoxique (226).

Les tests de viabilité cellulaire montrent une trés faible cytotoxicité (<70% selon la norme ISO
10993-5) pour les échantillons de PVC-TOTM fonctionnalisés par P2+PDA+R/P. Ces résultats

sont plutot surprenants et en contradiction avec la littérature qui décrit le DINCH comme
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étant beaucoup plus toxique que le TOTM mais ils montrent surtout que le TOTM migre moins
gue le DINCH, comme nous le verrons par la suite (figure 69 et tableau 38 en annexe 3).
Toutefois, les résultats de cytotoxicité de la littérature ont été réalisé sur du PVC plastifié au
TOTM seul sans I’ajout de PDA et il est possible que dans le cas du TOTM, I'ajout du PDA accroit
la cytotoxicité. De plus, ces résultats devront étre confirmés par de nouvelles expériences

puisque ce test a été réalisé sur un seul échantillon.

TOTM DINCH
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Figure 69 : Viabilité cellulaire des échantillons de PVC-TOTM et PVC-DINCH.

En conclusion, ces différentes caractérisations ont permis de mettre en évidence certaines
modifications suite aux traitements. L'ATG et la DSC ont permis de valider I'utilisation des
différentes températures (140°C - 170°C) dans cette étude. L’hydrophilie de la surface du PVC
a pu étre appréciée par des mesures de I'angle de contact et les résultats sont différents en
fonction du traitement appliqué. La présence de la PDA a pu étre mise en évidence par MEB
et par FT-IR mais cette derniére technique ne nous a pas permis de faire la différence entre

les deux post-traitements utilisés.
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b. Sorption du diazépam

Rappelons que I'un des objectifs de cette these est de fonctionnaliser le PVC afin de limiter la
sorption des PA. Comme cela a déja été abordé, dans la partie générale, le DZP est un
médicament tres lipophile et fortement sujet a la sorption sur le PVC. C’est pour cela, que
nous avons choisi ce PA qui sera dosé par spectrophotometre-UV a 314 nm afin d’en
déterminer sa concentration. Les solutions de DZP étant stables pendant 7 jours dans les
conditions de conservation de nos échantillons - a savoir dans I’enceinte climatique (25°C -
60% d’humidité relative) - toute diminution de la concentration de DZP correspond a du DZP
adsorbé sur notre échantillon de PVC. Il est ainsi possible de comparer les différentes
fonctionnalisations vis-a-vis de la sorption de ce PA et de déterminer la fonctionnalisation
pour laquelle la sorption est la plus basse, qui sera considérée comme étant la plus

intéressante.

i. TOTM
Tous les résultats de la sorption du DZP avec le PVC plastifié au TOTM sont résumés dans les

figures 70 et 71 ainsi que dans le tableau 39 en annexe 3.

Un test de Kruskal-Wallis est effectué pour comparer la sorption entre le PVC NT et les
différents PVC fonctionnalisés (p. Bonferroni = 0,0006).

Le pourcentage de DZP adsorbé par le PVC-TOTM NT augmente en fonction du temps
d’incubation et évolue de 6,3 £ 0,9% a 25,0 £ 0,8% en 7 jours.

Le traitement du PVC-TOTM par plasma froid basse pression d’argon entraine une
augmentation de la sorption pour le J1 (respectivement 9,7 + 0,7% ; 10,8 £ 0,4% et 11,2 +
0,1% pour les conditions 1,2 et 3) supérieure a celle observée pour le PVC-TOTM NT. Dés J2
cependant, les sorptions observées pour le PVC NT et traité par plasma seul ne sont
statistiquement pas différentes (p = 0,193 ; p = 0,062 et p = 0,417 pour P1; P2 et P3
respectivement).

La fonctionnalisation plasma suivie du dépét de PDA (P+PDA) permet de réduire
significativement la sorption du DZP tout au long de I’étude : par exemple, la sorption au J7
est égale a 18,6 = 4,0%; 13,4 + 1,1%; 14,1 £ 1,6% pour P1+PDA; P2+PDA et P3 + PDA

respectivement. La sorption est plus élevée avec P1+PDA et le test statistique met en évidence
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une différence significative entre P1+PDA et les fonctionnalisations par P2+PDA et P3+PDA (p
< 0,0001).

Le recuit a 140°C pendant 1 heure (3,9 + 0,9%; 3,6 + 0,8% et 4,1 + 0,6% pour P1+PDA+R;
P2+PDA+R et P3+PDA+R respectivement) ou le post-traitement par plasma froid basse
pression d’argon (3,6 = 0,3% ; 3,6 = 0,4% et 4,1 + 0,5% pour P1+PDA+P1; P2+PDA+P2 et
P3+PDA+P3 respectivement) permettent de réduire significativement la sorption du DZP au
J1. Pour les jours suivants, les pourcentages de DZP adsorbé sur les disques P+PDA+R sont
légérement supérieurs aux traitements par P2/3+PDA et P+PDA+P. Par exemple, au J7, les
pourcentages de DZP adsorbés pour P1+PDA+R ; P2+PDA+R et P3+PDA+R sont de 15,9 + 0,8%;
16,2+ 1,1% et 16,2 = 1,0% respectivement.

La figure 71 représente |’évolution de la sorption du DZP sur les 7 jours de I’étude avec les
disques fonctionnalisés et NT. Les traitements qui correspondent aux courbes ayant le moins
de sorption sur les 7 jours sont: P2+PDA; P3+PDA et les trois traitements avec le post

traitement par plasma et le recuit.
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Figure 70 : Pourcentage de diazépam adsorbé sur les films de PVC plastifiés au TOTM et fonctionnalisés et non traités aJ1,J2,13, )6 etJ7 (n=10). ** p<
0,0001 ; * p=0,0005. P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et 500 SCCM. PDA = polydopamine.
R = recuit (140°C pendant 1 heure)
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Figure 71: Evolution de la sorption du diazépam adsorbé sur le PVC plastifié au TOTM au cours de
I’étude, n = 10. P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 =
60 secondes et 500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).

Le tableau 27 représente I'écart relatif de la sorption entre le disque de PVC NT et celui

fonctionnalisé. Nous pouvons constater que la fonctionnalisation par P+PDA+P permet de

réduire d’environ 40% la sorption du DZP sur le PVC, de méme pour P+PDA qui permet de

réaliser une étape de traitement en moins.

Tableau 27 : Ecart-relatif (%) entre les sorptions avec le PVC-TOTM fonctionnalisé et NT (n=10).

Jour 1 2 3 6 7

P1 57% -11% -12% -18% -22%

P2 75% -14% -18% -19% -23%

P3 83% -5% -13% -14% -22%

P1+ PDA 10% -36% -29% -19% -26%
P2 + PDA -31% -49% -48% -47% -46%
P3 + PDA -16% -44% -42% -43% -44%
P1+PDA+R -36% -45% -33% -34% -36%
P2 +PDA+R -43% -41% -33% -33% -35%
P3+PDA+R -34% -37% -30% -32% -35%
P1+PDA+P1 -42% -44% -45% -47% -45%
P2 + PDA + P2 -41% -49% -31% -53% -47%
P3 + PDA +P3 -34% -38% -37% -43% -46%

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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Nous avons comparé les écarts-relatifs a J1 et au J3 (durée maximale de I'utilisation des
tubulures en service de soins) des fonctionnalisations ayant un écart-relatif les plus élevés par
un test de Kruskal-Wallis (soit P2/3+PDA, P+PDA+R et P+PDA+P). A J1 et a J3, ce test n’a pas
montré de différence significative entre ces différentes fonctionnalisations.

Ainsi, cette étude de sorption sur les disques plastifiés au TOTM a permis de révéler que les
fonctionnalisations par P+PDA+R, P+PDA+P, P2+PDA ou P3+PDA sont les plus efficaces pour

réduire 'interaction avec le DZP.

ii. DINCH
Les figures 72 et 73 ainsi que le tableau 40 en annexe 3 représentent le pourcentage de DZP
adsorbé sur le PVC-DINCH. A J1, le pourcentage de DZP adsorbé sur le PVC est de 6,2 £ 0,3%
et augmente progressivement pour atteindre 23,7 + 1,8% a la fin de I'étude (J7). Un test de
Kruskal-Wallis est effectué pour comparer la sorption entre le PVC NT et les différents PVC
fonctionnalisés (p. Bonferroni = 0,0006). Quel que soit le jour de I"étude, deux
fonctionnalisations permettent de réduire significativement (p < 0,0001) la sorption du
DZP tout au long de I'étude :
- Plasma + PDA + recuit (140°C pendant 1 heure) (P+PDA+R)

- Plasma + PDA + post-traitement plasma (P+PDA+P)

Aucune différence significative n’est observée entre les différentes conditions de traitement
par plasma (seul) par rapport au témoin NT, sauf pour P3 le premier jour (p < 0,0001).
La fonctionnalisation P+PDA+R semble atteindre un plateau a J7. L’étude de la sorption pour
cette fonctionnalisation a été poursuivie par un dosage en spectrophotométrie a J10 et J15.
Les résultats de la sorption sont les suivants :
- AuJ10: 22,3 £ 0,8%, 21,3 £ 0,2% et 22,7 = 1,4% pour les conditions P1+PDA+R,
P2+PDA+R et P3+PDA+R respectivement,
- AuJ15: 26,1 £ 2,0%, 26,3 £ 1,1%, 26,8 + 0,9% pour les conditions P1+PDA+R,
P2+PDA+R et P3+PDA+R respectivement.
Nous pouvons en conclure que le DZP continue de s’adsorber sur ces disques traités par
P+PDA+R. Il n’a pas été mis en évidence de saturation de la sorption du DZP sur les disques de
PVC plastifiés au DINCH fonctionnalisés au cours des 15 jours de I’étude. En revanche, nous

pouvons constater que le pourcentage de DZP adsorbé est plus important au début de I'étude

171



qu’a la fin. Cela peut étre dd a la surface du disque de PVC qui est completement recouverte
de DZP ou bien a une efficacité de la barriere pour limiter I'absorption de la molécule. Afin de

valider cette hypothése, il aurait fallu utiliser des disques ayant une surface plus grande.
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Figure 72 : Pourcentage de diazépam adsorbé sur les PVC plastifiés au DINCH fonctionnalisés et non traités a J1,J2,13,J6 etJ7, n=10. ** p<0,0001 ; * p =
0,0001. P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et 500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit
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Figure 73 : Evolution de la sorption du diazépam adsorbé sur le PVC-DINCH (n =10).

Le tableau 28 qui exprime le pourcentage de diminution du DZP adsorbé sur ces disques
fonctionnalisés par rapport au PVC NT, permet de conclure que le pourcentage de sorption
semble plus faible pour la fonctionnalisation P+PDA+R, avec une sorption particulierement
faible au J1. Toutefois, le test de Kruskal-Wallis n’a pas montré de différence significative entre

les trois traitements P1/P2/P3+PDA+R aux différents jours de I'étude.

Tableau 28 : Ecart-relatif (%) entre les sorptions avec le PVC-DINCH fonctionnalisés et NT (n=10).

Jour 1 2 3 6 7

P1 -5% 1% 2% 2% -2%

P2 -1% 3% 2% 0% 1%

P3 -22% 4% -8% -2% -2%
P1+PDA -6% -8% -3% -2% -21%
P2 + PDA -1% -11% -5% -4% -24%
P3 + PDA -8% -12% -6% -5% -18%
P1+PDA+R -47% -38% -28% -19% -32%
P2+ PDA+R -61% -43% -29% -22% -37%
P3+PDA+R -69% -42% -28% -23% -28%
P1+PDA+P1 -29% -22% -12% -7% -14%
P2 + PDA + P2 -37% -27% -14% -7% -16%
P3 + PDA +P3 -32% -24% -12% -6% -19%
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Le traitement par du plasma seul, pour les deux plastifiants étudiés entraine une sorption du
DZP similaire a celle du NT. Toutefois, pour le TOTM, entre le PVC NT et la condition P2 seule,
au J6, le test statistique a mis en évidence une différence significative mais la probabilité (p =
0,0005) est proche du p. de Bonferroni (p = 0,0006). Concernant le DINCH, au J1, une
différence significative a été mise en évidence entre le PVC NT et le PVC traité avec P3 mais

cette différence n’est pas retrouvée apres le J1, au cours de I'étude.

Al Salloum et al. (97) ont également étudié la sorption du DZP avec plusieurs plastifiants, tels
qgue le TOTM, le DEHT, le DINCH et le DEHP. Pour ces auteurs, plus la concentration en
plastifiant est élevée dans la matrice de PVC, plus le DZP est adsorbé. Comme déja abordé
précédemment, les différents plastifiants ont des comportements similaires vis-a-vis de la
sorption du DZP, mais celle-ci semble plusimportante avec le PVC plastifié au DINCH. Treleano
et al. (84) ont également observé qu’avec le DINCH, les sorptions de la nitroglycérine et du
DZP étaient significativement plus élevées.

Nos résultats sur la sorption obtenus sont similaires au J1 et au J7 avec les deux plastifiants
étudiés (test de Mann-Whitney, p=0,05), ce qui est en contradiction avec les études
précédentes. En effet, les études précédentes ont montré que les PA s’adsorbaient moins sur
le PVC-TOTM que sur le PVC-DINCH. Toutefois, le pourcentage de plastifiant contenu dans le
PVC n’était pas le méme. En effet, les disques contenaient 35% m/m de TOTM alors que ceux
en DINCH en contenaient 30%. Or, nous savons que la sorption est d’autant plus importante
gue la concentration en plastifiant est élevée (84). Ainsi, cette sorption similaire entre le TOTM
et le DINCH peut étre due a une concentration en DINCH inférieure a celle du TOTM.

Bien qu’en condition clinique les DMs de perfusion ne soient jamais utilisés pendant plus de
96 heures dans certaines conditions, notre étude de sorption a duré 7 jours. En effet, dans des
conditions d’asepsie et selon les protocoles validés dans les services hospitaliers, la ligne de
perfusion peut rester en place 72 heures (3 jours) ou 96 heures (4 jours). Le traitement par
plasma d’argon permet la réticulation de la surface du PVC par |'ablation de plusieurs atomes
de chlore et des réarrangements de chaines. Mais des réarrangements peuvent également
avoir lieu apres le traitement par plasma selon le milieu dans lequel se trouve I’échantillon.
Ainsi, nous avons réalisé I’étude sur plusieurs jours, afin de savoir si le traitement par plasma
pouvait réduire cette sorption. De plus, le DZP est adsorbé mais également absorbé sur le PVC

(109). Cela signifie que si le DZP est retenu a la surface des couches du polymere, il s’agit alors
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de I'adsorption. Mais il peut également traverser les couches du polymere, il s’agit dans ce
cas-la du phénomene d’absorption. Notre étude a été conduite sur plusieurs jours afin de
savoir si les fonctionnalisations étudiées étaient efficaces sur les deux types de phénomeéenes

précédemment décrits.

Les plastifiants qui jouent un réle sur la sorption des PA et de par leurs différences chimiques
et structurelles ont des mécanismes différents sur ce phénomeéne physico-chimique. Les
fonctionnalisations des disques plastifiés en TOTM les plus efficaces pour réduire la sorption
sont le P+PDA+P et P2 (ou P3)+PDA. Concernant, le DINCH, le recuit semble étre le traitement
le plus efficace pour réduire la sorption ; ce traitement permettant de réticuler la PDA crée en

effet une barriere efficace contre la sorption du DZP.

Si nous confrontons ces valeurs a celles obtenues par les mesures des angles de contact, on
peut noter que pour le DINCH, les angles de contact aprés recuit sont de 84,4 + 4,7°
(P1+PDA+R), 94,5 + 6,4° (P2+PDA+R) et 84,7 + 2,3° (P3+PDA+R). Ce sont les angles de contact
les plus élevés témoignant des fonctionnalisations rendant le PVC le plus hydrophobe.
Toutefois, il s’agit de la fonctionnalisation permettant de réduire d’environ 30% la sorption du
DZP par rapport au PVC-NT. Ainsi, dans le cas du DINCH, I"laugmentation de I"hydrophilie de la

surface ne permet pas de réduire la sorption du DZP.

Concernant le TOTM, les angles de contact sont de 66,0 + 3,4° ; 69,0 £6,0° et 72,3 + 8,0° pour
P1+PDA+P1; P2+PDA+P2 et P3+PDA+P3 respectivement. Pour le traitement par P2+PDA et
P3+PDA, les angles de contact sont de 62,3 &+ 8,0° et 60,8 £+ 1,8° respectivement.

Ces valeurs sont plus faibles en comparaison aux autres fonctionnalisations. Toutefois, au vu
des écarts-types retrouvés, nous ne pouvons pas conclure qu’il existe un lien entre
I’hydrophilie de la surface du PVC et la sorption du DZP et des PA. Mais il semblerait qu’avec

le TOTM, une surface plus hydrophile permet de réduire la sorption du PA.

c. Extraction des plastifiants

Nous avons voulu vérifier que les granulés fournis par I'industriel correspondent bien a la

quantité annoncée, a savoir 35% m/m de TOTM et 30% m/m de DINCH. De plus, afin de
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s’assurer que la fabrication des films par la presse n’altérait pas les plastifiants, une extraction

a également été réalisée sur les feuilles et les films.

Les résultats de I'extraction du DINCH et du TOTM contenus dans les granulés, feuilles et films

sont résumés dans le tableau 29.

Tableau 29 : Concentration de plastifiant dosé dans les granulés, feuilles et films de PVC (n = 5).

Plastifiant Echantillon % de plastifiant (g/100 g de PVC)
Granulé 31,3+4,4%
TOTM Feuille 32,2+1,5%
Film 35,5+ 2,0%
Granulé 29,1+ 3,0%
DINCH Feuille 30,3+2,8%
Film 30,5+ 2,2%

Nous avons également comparé le taux de plastifiants extraits directement apres la

fonctionnalisation avec celui extrait aprés les étapes de migration, dans le but de vérifier que

la fonctionnalisation ne modifiait pas le taux de plastifiant contenu dans le PVC, ce qui pourrait

avoir un impact sur les propriétés mécaniques du DM.

La figure 74 représente les résultats de la comparaison du pourcentage du plastifiant extrait :

- Apres la fonctionnalisation et la migration

- Directement apres la fonctionnalisation

Les résultats du test statistique (Wilcoxon, échantillons appariés) sont résumés dans le tableau

30. Les valeurs retrouvées entre le pourcentage de plastifiant ayant migré et I'extraction

réalisée apres la migration ne sont pas statistiquement différentes du pourcentage extrait

directement apres la fonctionnalisation. Ainsi, notre technique de migration est validée

puisque la concentration de plastifiant est retrouvée et que les fonctionnalisations utilisées

ne modifient pas la concentration des plastifiants. En effet, si la concentration en plastifiant
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était changée, cela pourrait avoir des conséquences sur les propriétés mécaniques finales des

DMs.

Concernant notre procédé d’extraction contenant du THF pour dissoudre le PVC et du
méthanol pour précipiter le PVC, le rendement d’extraction est de 99,7 £ 0,5% pour le TOTM
et de 90,6 + 1,8% pour le DINCH (77). Nous avons mesuré une concentration en TOTM dans
les films de 35,5 + 2,0% pour une concentration annoncée par le fabricant de 35% et de 30,5

+ 2,2%, ce qui correspond a celle annoncée par le fabricant (30%).
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Figure 74 : Comparaison entre le pourcentage de plastifiant ayant migré puis extrait (en bleu) et celui directement extrait apres fonctionnalisation (en
orange) (n =10 pour le PVC NT, n =5 pour le PVC fonctionnalisé). P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60

secondes et 500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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Tableau 30 : Probabilités issues de la comparaison entre le pourcentage de plastifiant ayant migré
pendant 24 heures et 72 heures et extrait apres migration et celui directement extrait apres la
fonctionnalisation (o = 0,05). N = 5.

TOTM DINCH
24 heures | 72 heures | 24 heures 72 heures

NT 0,063 0,375 0,508 0,109

P1 0,063 0,063 1,000 1,000

P2 0,375 0,063 0,375 1,000

P3 1,000 0,063 1,000 1,000
P1+ PDA 0,375 1,000 0,625 0,625
P2 + PDA 0,063 0,063 0,125 1,000
P3 + PDA 0,063 0,375 1,000 0,125
P1+ PDA+R 0,063 0,375 0,125 0,063
P2 + PDA+R 0,063 0,063 0,063 1,000
P3 + PDA+R 0,063 0,063 0,063 0,063
P1+PDA+P1 0,063 0,625 0,375 0,375
P2+PDA+P2 0,063 0,063 0,063 1,000
P3+PDA+P3 0,063 0,375 0,063 0,375

d. Migration des plastifiants

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats de migration du TOTM et du DINCH issus
des disques fonctionnalisés. Il s’agit d’une autre interaction contenu-contenant dans laquelle
les plastifiants initialement contenus dans le PVC, n’étant pas liés de maniére covalente au
polymeére, peuvent migrer dans la solution médicamenteuse perfusée au patient et ainsi lui
étre administré. Nous pouvons également rappeler qu’il existe plusieurs types de plastifiants
et que certains d’entre eux ont déja montré leur toxicité. Il convient donc, si I'utilisation du
PVC est nécessaire, de réduire au maximum cette migration de plastifiants.

Il a fallu, dans un premier temps valider les méthodes de dosage des plastifiants dilués dans
un mélange d’eau ultrapure et d’éthanol 96% (50/50) qui correspond au simulant utilisé pour
faire migrer ces molécules.

Les parametres de la validation de gamme sont résumés dans le tableau 31. Les gammes
validées permettent de quantifier la migration du TOTM et du DINCH dans les échantillons
fonctionnalisés. Les concentrations étudiées du TOTM sont plus faibles que celles du DINCH,

car le TOTM est connu pour moins migrer (102,140).
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Tableau 31 : Parameétres de validation des gammes de migration du TOTM et du DINCH.

Produits Concentrations étudiées r? LD LQ
TOTM 1-30pug/mL 0,9990 0,7 ug/mL 0,9 pg/mL
DINCH 50-200 pg/mL 0,9910 15 pg/mL 30 pg/mL

i. TOTM

Les résultats de la migration du TOTM apres 24 et 72 heures sont présentés dans la figure 75
et le tableau 41 en annexe 3. Le TOTM contenu dans le PVC NT migre a hauteur de 0,035 +
0,008% et 0,054 + 0,005% au bout de 24 heures et 72 heures respectivement dans le simulant.
Les fonctionnalisations par P seule et P+PDA ne permettent pas de diminuer cette migration.
En revanche, les fonctionnalisations avec un recuit et un post-traitement plasma permettent
de réduire d’environ 60% la migration du TOTM (tableau 32). En effet, avec le recuit, apres 24
heures, les pourcentages de TOTM ayant migré sont de : 0,014 £ 0,005% ; 0,011 + 0,001% et
0,015 +0,002% pour P1+PDA+R ; P2+PDA+R et P3+PDA+R respectivement. Lorsque le plasma
est utilisé en post-traitement, le pourcentage de TOTM ayant migré apres 24 heures est de
0,017 + 0,001% ; 0,012 + 0,001% et 0,026 + 0,004% pour P1+PDA+P1; P2+PDA+P2 et

P3+PDA+P3 respectivement.

0.10- Migratian24:h 5.0 Migration 72 h
.‘q__) * g
R {0}
€ 0.08; S 0.08 P
& E P+PDA
T 0.06- S ' '
E ", P+PDA P+PDA+F g " P+PDA+P
P+PDA+R | = 0.04- P+PDA+R |
o) ) '
-
=2 () *
o ©
< 0.02;
$ & EFFFARL L P S Q‘”Q“’o"o Q TS SR
i KXV R R ¥ o
Vo RYRY RV OO Q'O O ¥ ¥
QT RIR X Al R0R I ELR LLL
= Q"R Q Qq' Q Q" Qq' QQ’Q'\ Q"\r Q‘bx

Figure 75 : Pourcentage de TOTM ayant migré pendant 24 heures et 72 heures d’incubation (n = 10
pour le PVC NT, n =5 pour les disques en PVC fonctionnalisés). * p < 0,0001.

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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Tableau 32 : Ecart-relatif entre la migration du TOTM du PVC NT et du PVC fonctionnalisé, (n = 10
pour le PVC NT, n =5 pour le PVC fonctionnalisé).

24 heures | 72 heures

P1 6% 7%

P2 -31% 1%

P3 -26% -7%
P1+ PDA -23% -17%
P2 + PDA -23% -20%
P3 +PDA -23% -4%
P1+PDA+R -60% -68%
P2 +PDA+R -69% -72%
P3+PDA+R -57% -61%
P1+PDA+P1 -51% -61%
P2 + PDA + P2 -66% -57%
P3 +PDA +P3 -26% -59%

Concernant la migration du TOTM, comme pour la sorption du DZP, la fonctionnalisation
permettant de limiter le plus cette migration est I'utilisation du plasma en post-traitement
(sauf la condition P3+PDA+P3 qui ne permet pas de réduire significativement la migration a

24 heures).

ii. DINCH

Le DINCH NT migre a hauteur de 2,70+ 0,23% apres 24 heures et 3,01 £ 0,31 % aprés 72 heures
d’incubation (figure 76 et tableau 42 en annexe 3). Comme pour le TOTM, le plasma seul et
P+PDA ne permettent pas de réduire significativement la migration du DINCH. En effet, apres
24 heures d’incubation, la migration est comprise entre 2,02 et 2,45% pour ces
fonctionnalisations (sauf pour P2+PDA : 1,88 + 0,24%).

La fonctionnalisation qui permet de réduire significativement cette migration est P+ PDA+ P,
guelle que soit la condition de plasma utilisée, avec une diminution de la migration comprise

entre 35 et 40% par rapport au PVC NT (tableau 33).
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Figure 76 : Pourcentage de DINCH ayant migré pendant 24 heures et 72 heures (n = 10 pour le PVC
NT, n =5 pour le PVC fonctionnalisé). * p < 0,0001.

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).

Tableau 33 : Ecart-relatif entre la migration du DINCH du PVC NT et du PVC fonctionnalisé (n = 10
pour le PVC NT, n =5 pour le PVC fonctionnalisé).

24 heures | 72 heures

P1 -25% -6%
P2 -9% +10%

P3 -9% -3%

P1+ PDA -23% -18%
P2 + PDA -30% -16%
P3 +PDA -15% -24%
P1+PDA+R -32% +13%
P2 +PDA+R -10% -4%
P3+PDA+R -30% +33%
P1+PDA+P1 -36% -34%
P2 + PDA + P2 -39% -37%
P3 +PDA +P3 -40% -42%
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Avec le recuit, la migration du DINCH a 72 heures est supérieure avec cette fonctionnalisation
a celle obtenue avec le NT (sauf pour P2+PDA+R: 2,89 + 0,31%). Les pourcentages de
migration pour P+PDA+R sont de : 3,41 + 0,03% et 3,99 + 0,60% pour les conditions 1 et 3 du
plasma respectivement, alors que le DINCH NT a migré a hauteur de 3,01+ 0,31%. L’hypothese
est que le post-traitement thermique fait remonter le DINCH a la surface, ce qui favorise sa
migration. En effet, Hankett et al. (170) ont déja montré que le traitement post-thermique
faisait migrer le DEHP a la surface de I’échantillon. Or, ces deux plastifiants qui sont ceux qui
migrent le plus (102,140), peuvent avoir des comportements migratoires similaires.

Toutefois, ce post-traitement thermique ne semble pas faire migrer le TOTM a la surface,
puisque cette fonctionnalisation permet de réduire de plus de 60% la migration du TOTM. Il
faudra cependant réaliser des analyses de la surface pour confirmer cela. Ceci peut s’expliquer
par le fait que le TOTM a déja tendance a moins migrer que le DINCH, ainsi le recuit n’a pas

d’impact sur sa migration a la surface.

Contrairement aux travaux de Bernard et al. (102) dans lesquels le taux de TOTM ayant migré
était similaire aprés 24 heures et 72 heures de migration, nos résultats montrent que la
migration du TOTM évolue au cours du temps. En effet, elle est de 0,035 + 0,008% et a 0,054
+ 0,005% apres 24 et 72 heures de migration respectivement. Cette différence avec les
résultats de Bernard et al. est également retrouvée pour le DINCH qui continue a migrer dans
notre étude a 72 heures. En revanche, nous avons trouvé que le DINCH migrait beaucoup plus
que le TOTM, comme ['attestent les études de Bernard et al. et de Faessler et al. (140).
Toutefois, les pourcentages de migration retrouvés pour les deux plastifiants sont plus faibles
gue Bernard et al. Ces auteurs ont retrouvé des taux de TOTM de 0,20 + 0,05% et 0,28 + 0,04%
et des taux de DINCH de 3,52 + 0,47% et 3,30 = 0,27% apres 24 heures et 72 heures
d’incubation, alors que nos taux retrouvés sont beaucoup plus faibles. La méthodologie des
deux études n’est pas identique puisqu’ils avaient utilisé un grand volume de simulant (125
mL) ainsi que de grands échantillons (environ 2g) alors que dans notre étude le volume de
simulant était de 1 mL pour le TOTM et de 10 mL pour le DINCH et les échantillons pesaient
environ 40 mg. Les taux de migration étant différents entre nos deux plastifiants étudiés, un
volume plus grand de simulant (10 mL) a dG étre utilisé pour le DINCH en comparaison au

TOTM (1 mL). Cette différence de comportement migratoire entre le TOTM et le DINCH peut
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s’expliquer par les caractéristiques physico-chimiques des plastifiants. En effet, le TOTM a un
poids moléculaire plus élevé que le DINCH et par la présence de ses trois chaines alkyles, le
TOTM a un encombrement stérique beaucoup plus important que le DINCH. Ainsi, le TOTM
aura peu tendance a migrer, en comparaison du DINCH.

Dans I'étude de Zhang et al., le traitement par du plasma argon seul semble favoriser la
migration de I’ATBC en comparaison au traitement avec de I'oxygéne seul (222). Toutefois,
nos résultats de migration avec le TOTM et le DINCH traités avec du plasma froid ne
concordent pas avec cette étude. En effet, aucune différence significative n’a été mise en
évidence entre la migration du PVC NT et celui fonctionnalisé par du plasma seul. Selon les
auteurs, le plasma argon entrainerait des scissions des chaines de PVC, des réarrangements
moléculaires ainsi qu’une perte de groupements méthyles terminaux. Ces modifications
auraient pour conséquence une baisse des interactions entre les chaines de PVC et le
plastifiant (ATBC), ce qui favoriserait la migration de ce dernier. Toutefois, dans cette étude,
aucun dosage de la migration de I’ATBC avant et apres traitement par de |'argon n’a été

réalisé.

4. Conclusion

Cette étude réalisée sur du PVC plastifié au TOTM ou au DINCH avait pour objectif de
fonctionnaliser I'extréme surface du polymere afin de limiter les interactions contenu-
contenant. Le PVC, matériau polymere le plus couramment utilisé dans la fabrication des DM
de perfusion, présente lI'inconvénient d’étre particulierement sujet aux phénomenes de
sorption des PA et de migration des plastifiants. Une modification de surface semble alors une
bonne alternative pour résoudre ces phénomenes. Pour cela, une revue de la littérature a été
réalisée permettant de s’orienter vers deux types de traitements. Un traitement physique
gu’est le plasma froid basse pression d’argon et un traitement chimique constitué d’un
revétement de PDA. Différentes combinaisons de fonctionnalisations ont été réalisées. La
fonctionnalisation proposée repose sur un pré-traitement plasma par la technique du plasma
froid basse pression, suivi d’'un revétement de PDA et d’un post-traitement thermique ou par

plasma froid basse pression dans le but de diminuer la sorption et la migration des plastifiants.
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En conclusion, cette étude a permis de montrer que pour répondre a nos objectifs concernant
le PVC-TOTM, la fonctionnalisation associant un recuit comme derniere fonctionnalisation
permet de limiter ces interactions. En effet, a J1, la sorption du DZP par rapport au PVC-NT est
réduite de 36% (P1+PDA+R); 43% (P2+PDA+R); et 34% (P3+PDA+R) et la migration du
plastifiant est réduite de 60% (P1+PDA+R); 69% (P2+PDA+R) et 57% (P2+PDA+R). A J3, la
sorption du PA est réduite de 33% ; 33% et 30% pour P1+PDA+R ; P2+PDA+R et P3+PDA+R
respectivement, concernant la migration du TOTM, les fonctionnalisations par P1+PDA+R ;
P2+PDA+R et P3+PDA+R permettent de la réduire de 68% ; 72% ; et 61% par rapport au PVC-
NT. Les fonctionnalisations par le post-traitement plasma semblent également prometteuses
puisqu’elles permettent de réduire a 24 heures de 41% (P1+PDA+P1); 42% (P2+PDA+P2) et
34% (P3+PDA+P3) la sorption du DZP, mais également de 51% (P1+PDA+P1); 66%
(P2+PDA+P2) et 26% (P3+PDA+P3) la migration du TOTM. En ce qui concerne les résultats a
72 heures, ces fonctionnalisations permettent de diminuer de 45% (P1+PDA+P1); 31%
(P2+PDA+P2) et 37% (P3+PDA+P3) la sorption du DZP, ainsi que de 61% ; 57% et 59% la
migration du TOTM pour P1+PDA+P1; P2+PDA+P2 et P3+PDA+P3 respectivement.

Concernant le PVC-DINCH, le traitement associant une triple fonctionnalisation par du plasma
froid d’argon basse pression, de la PDA et de nouveau du plasma froid semble prometteuse.
Elle permet de réduire a J1 de 36% (P1+PDA+P1) ; 39% (P2+PDA+P2) et 40% (P3+PDA+P3) la
sorption du DZP et de 34% (P1+PDA+P1) ; 37% (P2+PDA+P2) et 42% (P3+PDA+P3) la migration
du DINCH par rapport au PVC-NT. A J3, la sorption est réduite de 34% (P1+PDA+P1); 37%
(P2+PDA+P2) et 42% (P2+PDA+P2) et la migration du DINCH de 12% (P1+PDA+P1); 14%
(P2+PDA+P2) et 12% (P3+PDA+P3) par rapport au PVC-NT.

Toutefois, nous nous sommes intéressés dans cette étude qu’a la fonctionnalisation du PVC
pour limiter ces interactions juste apres leur traitement. Une étude de vieillissement du
traitement (223) devra étre réalisée afin de vérifier que les conditions de stockage des DMs
n’alterent pas la fonctionnalisation réalisée. D’autant plus que les durées de stockage peuvent

étre de plusieurs années avant que ces DMs ne soient utilisés.

Ces fonctionnalisations devront étre transposées sur les DMs commercialisés, a savoir les

prolongateurs et les tubulures de perfusion. Une mise au point, notamment avec le traitement

186



Partie Ill. Fonctionnalisation des dispositifs médicaux

par plasma sera nécessaire afin que I'argon diffuse de maniere constante tout au long de la
lumiére interne des tubulures quels que soient les longueurs et diameétres internes de celles-
ci. Un gaz booster pourra étre utilisé, en prenant modele sur les procédés de stérilisation. De
plus, la fonctionnalisation qui permet de réduire les interactions contenu-contenant avec le
PVC plastifié au DINCH et dont la derniere étape est un traitement par plasma rendrait
éventuellement possible une stérilisation finale grace au gaz plasma. Une autre limite de cette
étude concerne la PDA qui présente I'inconvénient de colorer en noir le PVC, perdant ainsi un
de ses avantages, la transparence. En effet, cette caractéristique permet d’apprécier la

formation éventuelle de précipités en cas de médicaments incompatibles.
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Le polychlorure de vinyle est un matériau tres utilisé dans les services de soins mais qui
présente I'inconvénient d’étre sujet aux interactions contenu-contenant, a savoir la sorption
des PA et la migration des plastifiants. Les objectifs de cette thése étaient d’'une part de mettre
en évidence les interactions contenu-contenant (sorption des PA et migration des plastifiants)

et de fonctionnaliser I’extréme surface du polymere afin de les limiter.
y

Au travers de deux spécialités commerciales d’insuline (Umuline rapide® et Novorapid®), le
phénomene de sorption a été mis en exergue avec les matériaux utilisés dans la perfusion des
médicaments : le PVC, le PE et le co-extrudé (PE/PVC). Une interaction importante existe entre
ce matériau et les conservateurs (phénol et métacrésol), une interaction moindre existe
également pendant la premiéere heure de perfusion avec I'insuline avec les prolongateurs en
PVC. En revanche, aucune interaction significative n’a été mise en évidence avec le PE ou le
PE/PVC. Les conservateurs contenus dans ces médicaments sont indispensables au maintien
de la protéine sous sa conformation la plus stable. Une déplétion de ses conservateurs pose
la problématique de I'efficacité biologique de I'insuline sans ses conservateurs. Ainsi, les
perfusions d'insuline doivent étre réalisées avec des prolongateurs en PE ou en PE/PVC pour

permettre I’administration de I’ensemble de la formulation pharmaceutique.

Des plastifiants sont ajoutés au PVC pour lui apporter de la flexibilité et de la souplesse.
Toutefois, ces plastifiants ne sont pas liés de maniere covalente avec le polymere, ils peuvent
migrer dans la solution médicamenteuse perfusée au patient et ainsi lui étre administré. Il
s’agit du phénomeéne de migration, qui est d’autant plus problématique pour les patients que
certains de ces plastifiants sont désormais classés comme CMR. Ainsi, nous avons optimisé
une méthode de dosage qui a permis la caractérisation de tous les plastifiants utilisés dans la
fabrication des DMs en PVC. Cette méthode est compatible avec la méthode d’extraction qui
doit étre réalisée au préalable pour doser les plastifiants dans la masse de PVC. Cette méthode
de dosage en CLHP-DAD utilise les spectres UV dérivés de certains plastifiants et permet la
quantification concomitante des 7 plastifiants a I’état majoritaire, minoritaires et de traces en

13 minutes. Une comparaison de cette technique avec d’autres (telles que la CG-SM, RMN...),
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dans le cadre d’un projet national de I’ANSM, a permis d’obtenir des résultats similaires dans
le dosage de 10 DMs. Cette méthode de dosage a donc été utilisée dans les études de
migration pour comparer les différentes fonctionnalisations.

Malgré la mise en évidence de ces interactions avec le PVC, celui-ci continue d’étre tres
présent dans les DMs de perfusion. Le remplacement du PVC par d’autres matériaux comme
le PE, le PUR... semble difficile.

Pour limiter ces interactions une des solutions possibles est de fonctionnalisation I'extréme
surface du PVC tout en conservant les propriétés en profondeur de celui-ci.

Ainsi, notre étude de fonctionnalisation a été réalisée sur du PVC plastifié au TOTM et au
DINCH, plastifiants les plus retrouvés dans les DMs de perfusion, en ayant comme double
objectifs de réduire la sorption des PA et le relargage des plastifiants. Nous avons utilisé le
DZP comme molécule traceuse de sorption. La fonctionnalisation proposée repose sur la
combinaison associant un pré-traitement plasma par la technique du plasma froid basse
pression, suivi d’'un revétement PDA et d’un traitement post-thermique ou par plasma dans
le but de créer une barriere a la surface du PVC. Le plasma froid d’argon permet de réticuler
la surface du PVC. L'ajout d’'une couche de PDA sur le PVC permet de créer une barriere
physique et le post-traitement réticule cette couche de PDA pour renforcer cet effet barriere.
Une fonctionnalisation efficace permet une réduction de la sorption du DZP et de la migration
des plastifiants.

L’utilisation du plasma froid d’argon basse pression associé a de la PDA et de nouveau avec du
plasma froid permettait de réduire d’environ 20% la sorption du DZP et de 40% la migration
du DINCH. Pour le TOTM, la fonctionnalisation associant un recuit comme derniere
fonctionnalisation permet de réduire d’environ 40% la sorption du DZP et de plus de 60% la
migration de ce plastifiant.

D’autres études seront nécessaires pour confirmer ces résultats de sorption avec d’autres PA
comme le DNIS, I'insuline... ainsi que des caractérisations physico-chimiques afin d’apprécier
les modifications engendrées a la surface du PVC et des tests mécaniques permettant de

vérifier que les propriétés du PVC ne sont pas modifiées.
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Annexe 1 : principe de I’Oxygénation par Membrane Extra-
Corporelle (ECMO)

Il s’agit d’'une technique permettant I'assistance temporaire partielle ou compléte de la
pompe cardiaque et de I’échangeur gazeux pulmonaire. Ainsi, le sang veineux (non oxygéné)
est pulsé grace a la pompe puis oxygéné par la membrane avant d’étre réinjecté au patient
(figure 77).
L’'ECMO est une suppléance externe, d’'urgence et de courte durée.
Son utilisation est reconnue pour différentes indications telles que :

- Le choc cardiogénique réfractaire par infarctus du myocarde

- La myocardite fulminante

- Lerejet de greffon cardiaque

- L'arrét cardio-respiratoire

- L’embolie pulmonaire grave

Oyygénateyr —————=»
Pompe — . 'l'l{*' \

Canules veineuses et ——
artérielles

Console de contrdle qui —

permet le réglage de la
vitesse de rotation de la
pompe

Figure 77 : Principe de I’Oxygénation par Membrane Extra-Corporelle.
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Annexe 2 : les différents axes du projet ARMED (70)

Task 0 : Managementand steering committee

/ Migration : evaluationand prediction \

Task 1
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¥
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Exposure doses
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Cytotoxicity tests
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Development of analytical
methods of plasticizers and

their metabolitesin biological
fluids

¥

Task 5:
Patient exposure
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Analysis of bibliographic
data on toxicity

o
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NV
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and metabolitesin humans

Data on plasticizers and their metabolitestoxicity
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Annexe 3 : tableaux chiffrés reprenant les différents résultats

expérimentaux décrits sur les figures

Insuline humaine Métacrésol
Temps (heures) PVC PE PE/PVC PVC PE PE/PVC
0 100,0+0,0 | 100,0+0,0 | 100,0£0,0 | 100,02 0,0 | 100,04 0,0 | 100,0+0,0
0,5 75,7+12,9 | 96,9+1,6 | 81,4+10,0 | 225£12,5 | 979+2,1 | 969+1,6
1 98,3+4,9 | 100,9+1,3 | 959+47 | 268%£19,7 | 986+16 | 98,2+1,3
2 100,3+2,2 | 100,7+1,0 | 100,5+4,0 | 41,1+248 | 987+1,6 | 986+1,1
3 100,0+2,8 | 100,2+1,3 | 100,2+3,8 | 452%£28,7 | 986+1,6 | 984+1,2
4 99,5+1,8 | 100,2+0,8 | 99,7+2,9 | 48,7£26,6 | 985+16 | 98,7+1,0
5 99,3+2,6 | 99,2+1,4 | 99,5+3,3 | 205%£26,7 | 983+1,6 | 985+1,1
6 99,7+29 | 99,6+09 | 982+23 | 524+26,7 | 983+2,0 | 98,7+0,8
7 99,1+2,4 | 99,8+0,6 | 981+29 | 53,7£26,5 | 983+1,7 | 983+1,3
8 99,4+2,4 | 99,6+1,0 | 98,432 | 224+266 | 979+17 | 985+1,1
24 98,1+2,3 976+2,3 | 99,1+38 | 640+183 | 951+1,8 | 965+1,2

Tableau 34 : Pourcentages d’insuline humaine et de métacrésol recueillis avec les prolongateurs en
PVC, PE et PE/PVC au cours d’une perfusion de 24 heures (n=3).
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Tableau 35 : Pourcentages d’insuline asparte, de phénol et de métacrésol recueillis avec les
prolongateurs en PVC, PE et PE/PVC au cours d’une perfusion de 24 heures (n = 3).

Insuline asparte Phénol
Temps (heures) PVC PE PE/PVC PVC PE PE/PVC

0 100,0+0,0 } 100,0+0,0 | 100,0£0,0 | 100,0+0,0 | 100,0+0,0 | 100,0+0,0

0,5 91,2+4,6 89,2+5,3 92,8+5,1 63,3+19,6 | 99,5+0,5 99,9+0,1
1 94,9+3,9 98,3+2,4 95,4+5,1 54,1+ 16,2 99,2+0,5 99,7+ 0,4
2 97,1+2,8 99,2+1,2 98,0+ 2,7 62,8+ 13,4 99,4+0,6 99,8+0,5
3 98,5+0,9 99,7+1,8 99,0+1,6 64,2 +16,4 99,4+0,5 99,7+ 0,5
4 99,2+1,0 99,9+1,6 99,2+1,8 66,8+ 16,8 99,5+ 0,4 99,6+ 0,4
5 98,7+ 2,0 98,9+1,6 99,9+0,9 68,9+ 16,5 99,5+ 0,3 99,4 +0,3
6 99,2 +2,7 99,3+1,2 99,5+1,5 | 71,4+16,8 | 99,3+0,7 99,3+0,3
7 98,7+ 2,2 98,5+2,4 99,3+1,4 73,2 + 16,0 99,4+0,4 99,2 +0,4
8 98,6 £ 2,0 99,2+1,7 99,4+1,4 72,4 +16,5 99,4+0,5 99,2+0,4
24 98,6+1,2 99,9+1,6 99,7+0,8 82,5+10,3 98,6 +0,8 98,4+1,0
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Tableau 36 : Angles de contact (°) du PVC-TOTM NT et fonctionnalisés a JO et J7 (n=9).

Jo (°) 17 (°)

NT 110,2+5,8 114,0+4,5

PDA seule 58,1+2,6 70,4+1,2
P1 71,5+5,1 76,1+1,3

P2 73,2+2,0 78,0+4,2

P3 73,0+7,9 81,4+4,4
P1+PDA 65,0+ 3,3 83,3+3,3
P2 + PDA 62,3+8,0 65,3+ 3,7
P3 + PDA 60,8+ 1,8 76,0+ 10,5
P1+PDA+R 73,8+3,2 88,3+5,8
P2 +PDA+R 89,5+1,5 89,5+1,4
P3+PDA+R 84,6 +6,3 93,9+3,8
P1+PDA+P1 66,0+ 3,4 92,4+3,3
P2 + PDA + P2 69,016,0 88,7+1,7
P3 + PDA +P3 72,3+8,0 95,1+2,2

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).

Tableau 37 : Angles de contact (°) du PVC-DINCH NT et fonctionnalisés a JO et J7 (n=9).

10 (%) 17 (%)

NT 96,7+ 3,6 97,7+3,8

PDA seule 62,4+1,8 72,6 £3,4
P1 59,1+1,0 66,7 £4,0

P2 55,6+0,7 68,1+4,4

P3 65,5+4,6 78,1+3,8

P1+ PDA 67,8+ 2,6 82,1+1,9
P2 + PDA 64,6 + 4,6 82,4+1,7
P3 + PDA 77,9+5,2 83,5+2,4
P1+PDA+R 84,4+4,7 95,4+4,3
P2 +PDA+R 94,6 £ 6,4 93,4+3,9
P3+PDA+R 84,7+2,4 94,0+ 2,5
P1+PDA+P1 89,1+3,9 88,8+1,7
P2 + PDA + P2 94,2+2,1 91,3+1,6
P3 +PDA +P3 95,0+3,3 94,4+ 2,0

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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Tableau 38 : Viabilité cellulaire (%) des échantillons testés (n=9).

TOTM DINCH

Tubulure NT 100+ 1 95+2
Disque NT 755 91+2
P2+PDA 692 783
P2+PDA+R 672 85+2
P2+PDA+P2 65+3 94 +3

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).

Tableau 39 : Valeurs du pourcentage de DZP adsorbé sur le PVC-TOTM NT et fonctionnalisés (n=10).

J1 J2 J3 J6 J7
NT 6,3%+0,9 11,4+1,1 | 150+1,1 | 22,5+0,9 | 25,0+£0,8
P1 9,7+0,7 10,1+0,7 | 13,2+1,1 | 18,5+1,7 | 196+1,8
P2 10,8+0,4 9,7+0,5 12,3+0,7 | 18,2+1,6 | 19,3+1,8
P3 11,2+0,1 | 10,7+£1,2 | 13,2+1,3 | 193+1,6 | 194+1,8

P1+ PDA 6,8+1,0 7,3%2,7 10,7+£2,9 | 18,3+4,0 | 18,6+4,0
P2 + PDA 4,3%+0,5 58+%0,6 7,8%0,8 11,9+0,9 | 13,4+1,1
P3 + PDA 52+0,4 6,4+0,8 8,8%0,9 12,8+1,4 | 14,1+£1,6
P1+PDA+R| 3,910,9 6,3+1,4 10,0+0,9 | 14,8+0,9 | 159+0,8
P2+PDA+R| 3,610,8 6,7+0,7 10,1+0,6 | 150+£0,8 | 16,21,1
P3+PDA+R| 4,110,6 7,1+0,7 10,5+0,6 | 153+1,0 | 16,2%£1,0
P1+PDA+P1} 3,6+0,3 6,3+1,0 8,3%1,7 119+1,4 | 13,8+1,6
P2+PDA+P2] 3,604 6,5%+0,5 10,4+0,8 | 11,7+£1,1 | 13,3%1,1
P3+PDA+P3] 4,1+0,5 7,0£0,8 9,4+0,6 12,8+1,8 | 13,5+2,1

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et
500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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Tableau 40 : Valeurs du pourcentage de DZP adsorbé sur les PVC-DINCH NT et fonctionnalisés (n=10).

Jour 1 2 3 6 7

NT 6,210,3 10,310,6 13,1+0,9 18,7+1,3 23,7+1,8

P1 5910,2 10,4+0,9 13,2+1,0 19+1,0 229+11

P2 6,11+0,2 10,6 £0,8 13,2+0,9 18,6 £0,9 23,7+1,4

P3 4,8+0,5 10,7+1,0 12,0+1,6 18,2+1,8 23,0+2,2
P1+PDA 5,8+0,8 95%+1,0 12,7+1,6 18,2+2,0 18,8+2,8
P2 + PDA 6,1+0,4 9,2+0,9 12,3+ 1,0 17,9+1,3 17,9+ 1,1
P3 + PDA 5,7+0,5 9,1+0,7 12,2+1,1 17,7+ 1,4 19,4+1,1
P1+PDA+R 3,3%0,8 6,4+1,0 93+1,3 15,0+1,2 16,0+ 2,0
P2 +PDA +R 2,4+0,7 5,9%0,9 9,3+0,9 14,5+1,1 14,8+ 1,3
P3+PDA+R 1,9+04 6,0+1,2 9,4+0,8 144+19 16,9+1,1
P1+PDA+P1| 4,4+05 8,2+0,9 11,7+0,9 17,5+ 1,2 20,2+1,2
P2 + PDA + P2 3,910,2 7,610,6 11,2 +0,5 17,4+1,0 19,7+0,9
P3 + PDA +P3 4,2+0,3 7,8+0,9 11,5+0,8 17,4+0,9 189+1,4

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et

500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).

Tableau 41 : Valeurs du pourcentage de TOTM ayant migré a partir du PVC-TOTM NT et des PVC

fonctionnalisés (n = 10 pour le PVC NT, n =5 pour le PVC fonctionnalisé).

24 heures 72 heures

NT 0,035 + 0,008 0,054 + 0,005

P1 0,037 £ 0,004 0,058 £ 0,010

P2 0,024 + 0,002 0,055 * 0,006

P3 0,026 + 0,005 0,051 + 0,003
P1+PDA 0,027 + 0,003 0,045 + 0,008
P2 + PDA 0,027 + 0,005 0,044 + 0,007
P3 + PDA 0,027 + 0,003 0,052 + 0,002
P1+PDA+R 0,014 + 0,005 0,017 +£ 0,004
P2 + PDA+R 0,011 + 0,001 0,015 + 0,002
P3 +PDA+R 0,015 + 0,002 0,021 + 0,004
P1+PDA+P1 0,017 £ 0,001 0,021 + 0,003
P2 + PDA + P2 0,012 + 0,001 0,024 + 0,007
P3 + PDA +P3 0,026 + 0,004 0,022 + 0,004

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et

500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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Tableau 42 : Valeurs du pourcentage de DINCH ayant migré a partir du PVC-DINCH NT et des PVC

fonctionnalisés (n = 10 pour le PVC NT, n =5 pour le PVC fonctionnalisé).

24 heures 72 heures

NT 2,70+0,23 3,01+0,31

P1 2,02 £ 0,06 2,82+0,34

P2 2,44+£0,24 3,32+0,63

P3 2,45+0,18 2,91+0,38
P1+PDA 2,08 £ 0,26 2,47 £0,28
P2 + PDA 1,88 +£0,24 2,52+0,21
P3 + PDA 2,29 +£0,07 2,28 £ 0,04
P1+PDA+R 1,84 £ 0,09 3,41+0,03
P2 +PDA +R 2,42+0,71 2,89+0,31
P3 +PDA +R 1,90+0,13 3,99+0,60
P1+PDA+P1 1,72+£0,15 1,97 £0,27
P2 + PDA + P2 1,65+0,29 1,89+0,38
P3 +PDA +P3 1,62+ 0,68 1,76 £ 0,18

P : plasma froid, P1 = 180 secondes et 100 SCCM, P2 = 60 secondes et 850 SCCM, P3 = 60 secondes et

500 SCCM. PDA = polydopamine. R = recuit (140°C pendant 1 heure).
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Communication orale nationale

-« Quel matériau faut-il privilégier pour perfuser I'insuline ? »
M. Masse, S. Genay, A. Domi, C. Barthélémy, B. Décaudin P. Odou.
268Me congrés Europharmat du 11 au 13 Octobre 2016 & Bordeaux (France).

Communications internationales affichées

-« Use of UV - spectrum derivative chromatography method to solve coelution
between two plasticizers ».
M. Masse, S. Genay, F. Feutry, N. Simon, V. Sautou, C. Barthélémy, B. Décaudin,
P. Odou for the ARMED study group.
XVIIIeme congrés Euroanalysis du 6 au 10 Septembre 2015 a Bordeaux.

-« How to reduce migration of plasticizers contained in medical devices in
polyvinyl chloride? »
M. Masse, A. Pettinari, S. Genay, M. Jimenez, C. Barthélémy, B. Décaudin, N.
Blanchemain, P. Odou.
2nd International Infusion Symposium on infusion technologies. A Lille, le 5 et
6 juillet 2018.

Communications nationales affichées

- « How to solve the co-elution between two compounds in liquid
chromatography by the first derivative spectrum? An example applied to di(2-
ethylhexyl) phthalate alternative plasticizers ».

M. Masse, S. Genay, F. Feutry, C. Barthélémy, N. Simon, V. Sautou, B. Décaudin,
P. Odou for the ARMED study group.
16%™¢ edition de la journée André Verbert, le 5 Septembre 2016 3 Lille.

-« Réduction des interactions médicamenteuses avec les dispositifs médicaux en
PVC : Application au diazépam ».
M. Masse, S. Genay, M. Jimenez, C. Barthélémy, B. Décaudin, N. Blanchemain,
P. Odou. Premieére journée de la recherche de la Faculté de Pharmacie de Lille.
A Lille, le 10 juillet 2017.



« Comment limiter la sorption des principes actifs avec le polychlorure de
vinyle? »

M. Masse, A. Pettinari, S. Genay, M. Jimenez, C. Barthélémy, B. Décaudin, N.
Blanchemain, P. Odou.

Deuxieme journée de la Recherche de la Faculté de Pharmacie de Lille. A Lille,
11 juillet 2018.



Etudes des interactions contenu — contenant avec le polychlorure de vinyle et
développement de méthodes de prévention de ces interactions

Résumé : Le polychlorure de vinyle (PVC) est un matériau trées utilisé dans la fabrication des
dispositifs médicaux (DMs) tels que les prolongateurs et les tubulures de perfusion.
Cependant, le PVC est sujet a 2 types d’interactions contenu-contenant. La premiere est la
sorption pouvant conduire a un sous-dosage médicamenteux puisque la dose de principe actif
ne sera pas totalement administrée, ou conduire a une modification de la formulation
galénique du médicament (en cas de sorption des excipients). La deuxiéme interaction est la
migration des plastifiants. Les fabricants ajoutent au PVC des plastifiants pour I"assouplir, ils
peuvent étre présents jusqu’a 40-50% masse/masse. Certains des plastifiants sont
actuellement considérés comme des molécules carcinogenes, mutagenes et reprotoxiques de
classe 1b. Toutefois, ces plastifiants n’étant pas liés de fagon covalente avec le PVC, ceux-ci
peuvent migrer et entrer en contact avec le patient.

Les objectifs de cette these sont :

1. De mettre en évidence les phénomenes de sorption avec le PVC au travers de deux
solutions commerciales d’insuline : I'Umuline rapide® (insuline humaine) et la Novorapid®
(insuline asparte).

2. D’optimiser une méthode de dosage permettant la caractérisation des sept plastifiants
utilisés dans la fabrication des DMs en PVC grace a I'utilisation de la dérivée premiere des
spectres UV et d’appliquer cette méthode a des DMs commercialisés.

3. De mettre au point un procédé de modification (fonctionnalisation) de la surface du
PVC pour limiter ces interactions contenu-contenant. L'idée est de créer une barriere a
I’extréme surface (de quelques nanometres) sans modifier les propriétés en profondeur du
PVC et de limiter la sorption des principes actifs (le diazépam, DZP) et la migration des
plastifiants. Deux plastifiants sont étudiés, le 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid diisononyl
ester (DINCH) et le tri-octyltrimellitate (TOTM) qui sont les plastifiants les plus retrouvés dans
ces DMs en PVC.

Les deux insulines (asparte - Novorapid® et humaine - Umuline rapide®) présentent une
interaction, lors de la premiere heure de perfusion, avec le PVC. Aprés 30 minutes de
perfusion, le pourcentage d’insuline humaine recueillie est de 75,7 £ 12,9% et celui d’insuline
asparte de 91,2 + 4,6%. En revanche, les conservateurs qui permettent le maintien de
I'insuline sous sa conformation la plus stable (forme hexamérique) sont beaucoup plus sujets
a la sorption avec le PVC. Pour l‘insuline Novorapid® le pourcentage de perte de métacrésol
est de 50,3 £ 12,1% et celui du phénol est de 39,7 + 19,6% apres trente minutes de perfusion.
Concernant I'insuline Umuline rapide®, le pourcentage de perte du métacrésol est de 77,5 +
12,5%.

La méthode de dosage des plastifiants permet la qualification et la quantification des sept
plastifiants utilisés dans la fabrication des DMs en PVC. La quantification des plastifiants est
comprise entre 0,3 a 750 pg/mL selon le plastifiant. Les gammes d’étalonnage des plastifiants
sont validées par une analyse de la variance. Cette méthode est ensuite utilisée pour le dosage
des plastifiants contenus dans des DMs en PVC commercialisés et pour les études de
migration.

La fonctionnalisation repose sur différentes combinaisons associant un pré-traitement au
plasma froid basse pression d’argon, suivi d’'un revétement de polydopamine et d’un post-
traitement thermique (désigné sous le terme de « recuit ») ou par plasma. Dans le cas du PVC
plastifié au DINCH, le post-traitement avec du plasma permet de réduire d’environ 20% la



sorption du DZP et de 40% la migration de ce plastifiant. Pour le TOTM, la fonctionnalisation
associant un recuit comme derniere fonctionnalisation permet de réduire d’environ 40% la
sorption du DZP et de plus de 60% la migration de ce plastifiant.

Mots clés: polychlorure de vinyle, plastifiants, interactions contenu-contenant,
fonctionnalisation, plasma froid basse pression, polydopamine

Studies of content-container interactions with polyvinyl chloride and development of
methods to prevent these interactions

Polyvinyl chloride (PVC) is a material that is widely used in the manufacture of medical devices
(MDs) such as extension tubes and infusion tubing. However, PVC is subject to 2 types of
content-container interactions. The first one is called sorption and can lead to underdosage
since the dose of drug will not be fully administered, or to change the drug formulation (in
case of sorption of excipients). The second interaction concerns the migration of plasticizers.
Manufacturers add PVC plasticizers which can be present up to 40-50% mass/mass to soften.
Some plasticizers are currently considered class 1b carcinogenic, mutagenic and reprotoxic
molecules. However, these plasticizers are not covalently bonded with the PVC, thus they can
migrate and come into contact with the patient. The objectives of this thesis are: 1) To
highlight the phenomena of sorption with PVC through two commercial solutions of insulin:
Umuline rapide® (human insulin) and Novorapid® (insulin aspart). 2) To optimize an assay
method allowing the characterization of the seven plasticizers employed in the manufacture
of PVC MDs by using the first derivative of the UV spectra in order to apply this method to
commercialize MDs. 3) To develop a method of modification (functionalization) of the PVC
surface to limit these content-container interactions. The idea is to create a barrier at the
extreme surface (of a few nanometers) without modifying the deep properties of PVC and to
reduce the sorption of drug (diazepam, DZP) and the migration of plasticizers. Two plasticizers
were studied, the 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid diisononyl ester (DINCH) and the tri-
octyltrimellitate (TOTM) which are the plasticizers most currently found in these PVC MDs.
Both insulins (aspart - Novorapid® and human — Umuline rapide®) had an interaction, during
the first hour of infusion, with PVC. After 30 minutes of infusion, the percentage of human
insulin and insulin aspart collected are respectively of 75.7 + 12.9% and 91.2 + 4.6%. However,
preservatives that allow the maintenance of insulin in its most stable conformation
(hexameric form) are much more sensitive to sorption with PVC. For Novorapid® insulin, the
percentage of loss of metacresol is 50.3 + 12.1% and 39.7 + 19.6% for phenol is after thirty
minutes of infusion. For Umuline rapide® insulin, the percentage of loss of metacresol is 77.5
1 12.5%. These percentages of loss decrease during the 24 hours infusion.

The plasticizer dosing method allows the qualification and quantification of the seven
plasticizers used in the manufacture of PVC MDs. The quantification of plasticizers is between
0.3 and 750 pg/mL, depending on the plasticizer. The calibration ranges of plasticizers are
validated by an analysis of the variance. This method is then used for the determination of
plasticizers contained in commercial MDs and also for migration studies.

The functionalization is based on different combinations with a low pressure argon cold
plasma pretreatment, followed by a polydopamine coating and a thermal or plasma post-
treatment. In the case of PVC plasticized with DINCH, post-treatment with plasma reduced by
approximately 20% the DZP sorption and by 40% the migration of this plasticizer. For the



TOTM, functionalization associating a thermal post-treatment as last functionalization

reduced by approximately 40% DZP sorption and by more than 60% the migration of this
plasticizer.

Key words: polyvinyl chloride, plasticizers, content-container interactions, functionalization,
low-pressure cold plasma, polydopamine.



