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RESUME

Un cas d’intoxication par un mélange cocaine atropine est
rapporté chez un homme de 34 ans, retrouvé inanimé chez
lui. Admis aux urgences, il présente des troubles de 1’élocu-
tion et de la marche, des vertiges, une mydriase et une amné-
sie antérograde. L’analyse par CPG/SM de la poudre
consommée a permis de mettre en évidence les deux compo-
$és majoritaires, cocaine et atropine, ainsi que quelques
traces de phénacétine. Le mélange ayant siirement été fait
succinctement, les différentes analyses quantitatives ont
révélé I'hétérogénéité de composition avec en moyenne 60 %
de cocaine et 30 % d’atropine, confirmée par spectroscopie
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SUMMARY

A 34-year-old man, poisoned by a mixture of cocaine and
atropine is found inconscious, at home. He is admitted to an
emergengy department of a general hospital. He presents
difficulties in speaking and walking, feels dizzy and also pre-
sents mydriasis. On oral examination, he does not remember
anything. GC/MS analysis of the ingested powder shows the
two major compounds, cocaine and atropine, as well as
small amounts of phenacetine. As the mixture was certainely
done roughly, the different quantitative analyses revealed the
heterogeneous composition of the powder with a mean of
60 % cocaine and 30 % atropine, that was later confirmed by
'H NMR spectroscopy. Urine and blood samples were col-
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RMN 'H. Des échantillons d’urine et de sang ont été
recueillis. Le sang a été analysé par CPG/SM : la cocaine a
été quantifiée a 1557 ug/L et son métabolite, la benzoylecgo-
nine, a 725 ug/L. L'urine a été analysée par CPG/SM et
spectroscopie RMN 'H : par CPG/SM, la cocaine a été quan-
tifiée & 5,5 mg/L, la benzoylecgonine & 38 mg/L et I’ecgoni-
ne méthylester (EME) a 8 mg/L. Par spectroscopie RMN 'H
de I'urine, un pic de résonance a 2,90 ppm a été attribué aux
groupes N-CHj3 de la benzoylecgonine, de la cocaine et de
I’EME. Ce signal a été intégré a 180 umol/L, ce qui est en
accord avec les résultats de CPG/SM. La spectroscopie
RMN 'H a permis d’identifier ’atropine par un pic a
2,70 ppm dii au groupe N-CHj; et par des signaux centrés sur
7,40 ppm dus a ses protons aromatiques. L’intégration des
signaux de I’atropine a permis de la quantifier a 700 umol/L.
Dans I'urine, par spectroscopie RMN 'H, des perturbations
métaboliques ont pu étre observées : augmentation de la tauri-
ne (1,87 mmol/L ; 234 mg/L) et de I’histidine (0,69 mmol/L ;
107 mg/L), ce qui peut étre mis en relation avec des effets
connus de la cocaine.

MOTS-CLES
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Introduction

Si la toxicomanie a la cocaine est assez bien caractéri-
sée (1), ainsi que la consommation d’atropine ou de
végétaux contenant cet alcaloide (2), il n’en n’est pas
de méme pour I’association de ces deux composés.

La consommation de mélange est apparue dans la
région Nord-Pas de Calais en décembre 2004 avant de
s’étendre a d’autres régions : Ile de France, Lorraine,
Franche-Comté, Midi-Pyrénées et Aquitaine. D’aprés
I’Observatoire  Francais des Drogues et des
Toxicomanies (3), 27 personnes (19 cas confirmés et 8
cas suspects) ont été€ intoxiquées par une association
des deux composés, communément appelée « cristalli-
ne ». D’autres cas ont aussi été signalés aux Pays-Bas,
en Italie, en Belgique, en Suisse, ainsi qu'un cas au
Luxembourg.

Ces personnes signalées ont présenté le plus souvent
des signes d’agitation, une mydriase ainsi qu'un état
confusionnel. Parfois s’ajoutent des vomissements et
des hallucinations pouvant se prolonger pendant 48 h.

Pour mettre en évidence ces composés dans les pro-
duits consommés ainsi que dans les milieux biolo-
giques, plusieurs protocoles analytiques peuvent étre
mis en ceuvre. La cocaine et ses métabolites, benzoyl
ecgonine et ecgonine méthylester (EME), aprés extrac-
tion en phase solide (4), peuvent &tre quantifiés par
chromatographie liquide haute performance associée a
la spectrométrie de masse en tandem (5, 6). Une métho-
de de chromatographie phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse qui a été utilisée dans ce travail
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lected. Blood sample was analysed by GC/MS: cocaine was
quantitated at 1557 pg/L and its metabolite, benzoylecgoni-
ne, at 725 ug/L. Urine sample was analysed by GC/MS and
1H NMR spectroscopy: by GC/MS, cocaine was quantitated
at 5.5 mg/L, benzoylecgonine at 38 mg/L and ecgonine
methylester (EME) at 8 mg/L. By '"H NMR spectroscopy of
urine, a resonance signal at 2.90 ppm could be assigned to
the N-CHj3 groups from benzoylecgonine, cocaine and EME.
This peak was integrated at 180 pmol/L; this is in good
agreement with the results obtained by GC/MS. By '"H NMR
spectroscopy, atropine was identified by a resonance peak at
2.70 ppm which was assigned to its N-CH; group and by
signals from aromatic protons centeved at 7.40 ppm. With
these signals, atropine was quantitated to 700 umol/L. This
method also allow to visualise some metabolic dysfunctions
such as the increase of taurine (1.87.mmol/L ; 234 mg/L) and
of histidine (0.69 mmol/L; 107 mg/L). This can be related to
known effects of cocaine.
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est toujours d’actualité (7).

LN 2

La spectroscopie RMN ayant déja été appliquée préala-
blement a I’analyse d’autres types de xénobiotiques (8).
Dans ce travail, nous avons eu recours a plusieurs tech-
niques a l'occasion d’un cas d’intoxication par le
mélange cocaine-atropine. L'objectif de la démarche,
en atilisant les techniques de CPG-SM et de spectro-
scopie RMN 'H, est donc de mettre en évidence les
composés chimiques dans la poudre consommeée et de
les mesurer dans le sang et dans I'urine.

Matériel et méthodes

Cas clinique

Un homme de 34 ans, cocainomane depuis 13 ans, est
retrouvé inconscient dans son appartement compléte-
ment en désordre, ce qui laisse supposer un état d’agi-
tation antérieur. Il est amené aux urgences dans la nuit,
environ douze heures aprés la prise d’une poudre d’as-
pect blanchatre et cristallisé.

A T’examen, il présente une mydriase, des sensations
d’engourdissement et des sensations vertigineuses. Il
présente également des troubles de la marche, et de
I’élocution & cause d’un trismus.

Un traitement symptomatique est mis en place et son
€tat confusionnel s’améliore. A I’interrogatoire, il
déclare « ne se souvenir de rien » et avoir été surpris
par I'effet inhabituel constaté au bout de trente minutes
apres la prise.

Les analyses biologiques usuelles sont réalisées et ne
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révelent aucune anomalie si ce n’est une natrémie a 134
mmol/L. Les résultats d’hématologie et d’hémostase
sont normaux. La recherche immunoenzymatique, dans
le sang et les urines, de barbituriques, méthadone, opia-
cés, cannabinoides, amphétamines ainsi que 1’éthanolé-
mie se sont révélées négatives. Par contre, le dépistage
immunoenzymatique de la cocaine et des benzodiazé-
pines est positif dans I’urine ce qui confirme en partie
les données de I’interrogatoire mentionnant la prise de
bromazépam (Lexomil®) par le patient. L’évolution est
favorable et le patient sort de I’hdpital des le lendemain.

Prélevements

Un échantillon de sang et de I’urine ont été collectés a
I’admission. Le produit supposé consommé et dénom-
mé « cristalline » a aussi pu étre analysé.

L'ensemble des prélevements a été congelé a - 20° C
jusqu’a I’analyse.

Instrumentation et réactifs

Les analyses de CPG/SM ont été faites sur un chroma-
tographe en phase gazeuse Agilent 6890 couplé a un
spectrometre de masse Agilent S973N. Les composés
standards deutérés ont été obtenus chez Lipomed AG
(Fabrikmattenweg 4, CH-4144 Arlesheim, Suisse). Le
réactif BSTFA a 1% de TMCS a été fourni par Alltech
associates Inc. (2051 Wankegan road, Deerfield, IL
60015, USA).

Les analyses RMN 'H ont été réalisées sur un spectro-
metre Bruker AVANCE 500 MHz.

D'eau deutérée (D,0) et I'acide 3-triméthylsilyl
2,2,3,3-tétradeutéropropionique (TSP-d,) sont fournis
par Eurisotop (St Aubin, France).

Chromatographie phase gazeuse - spec-
trométrie de masse

Pour I’analyse de la cocaine et de ses métabolites, nous
avons eu recours a la méthode décrite par Gaillard et
coll. (7). Un mL d’échantillon est extrait en présence
des étalons internes deutérés (cocaine-D;, benzoyl
ecgonine-D; et EME-D;), en tampon phosphate pH 8.4,
par 5 mL d’un mélange dichlorométhane/isopropanol
(9/1). Apres agitation au vortex pendant 3 min, on cen-
trifuge 5 min a 4000 tours/min. La phase organique est
récupérée et évaporée sous azote a 60 °C. L’extrait sec
est dérivé par 50 pL de BSTFA & 1 % de TMCS pen-
dant 15 min & 70 °C et injecté en mode spitless avec
une température d’injecteur de 250 °C. La séparation
chromatographique est réalisée sur une colonne BP X 5
MS (25 m x 0,25 pm) avec le gradient de température
suivant : 60°C pendant 2 min puis 12°C/min jusqu’a
300°C. L’acquisition est faite en impact électronique a
70 eV, avec une source & 150 °C, en mode full scan de
50 a 500 m/z.

Spectroscopie RMN ‘H

Dans un tube RMN de 5 mm de diameétre, on introduit
500 pL d’échantillon (poudre en solution, solutions de
standards et urine ajustées & pH 6,0) et un tube porte
capillaire contenant une solution de TSP-d, dosée & 2,69
mmol proton/L. Cette solution sert de référence pour les
déplacements chimiques (& 'H = 0,00 ppm) et permet la
quantification des composés par intégration de leurs
pics relativement au TSP-d,. Une séquence de présatu-
ration est appliquée pour atténuer le signal de I’cau.
Selon la concentration des échantillons, 128 & 512 accu-
mulations ont été réalisées sur une largeur spectrale de
8000 Hz. Avant transformation de Fourier, une fonction
exponentielle correspondant & un élargissement de
0,3 Hz est appliquée. L'utilisation du logiciel 1D WIN
NMR de Bruker a servi au traitement des données.

Résultats et discussion
Analyse de la poudre

La poudre consommée a d’abord été analysée par
CPG/SM. Un pic €lué a 18,3 minutes présente les ions
m/z suivants : 303, 272, 198, 182, 124, 105, 94, 82 et cor-
respond a celui de la cocaine. Un autre pic majeur, élué
a 18,9 minutes présente les ions 271, 140, 124, 94, 82 et
est identifié a 1’atropine. Un pic mineur a aussi été détec-
té par CPG/SM de la poudre : il s’agit de la phénacétine
éluée a 14,3 minutes et identifiable par ses ions caracté-
ristiques m/z : 179, 150, 137, 109, 108, 81, 80, 53.

Le spectre RMN 'H de la poudre mise en solution dans
D,0 révéle la présence de deux molécules majoritaire-
ment présentes : I’atropine et la cocaine. Le spectre de
'atropine présente un singulet résonnant a 2,70 ppm
(figure 1), correspondant au groupe N-CHj, Ie proton
en alpha de la fonction ester résonnant a 5,1 ppm (figu-
re 2), et les protons aromatiques un ensemble de
signaux centrés sur 7,45 ppm. Le spectre de la cocaine
présente quelques signaux caractéristiques (figures 1 et
2) en particulier deux singulets résonnant 2 2,90 et 3,65
ppm et correspondant respectivement aux groupes N-
CH; et O-CHj;, le proton anomérique résonnant sous
forme d’un quadruplet a 5,6 ppm et les protons du cycle
aromatique monosubstitué donnant trois signaux carac-
téristiques a 7,55 7,70 et 8,0 ppm, facilement différen-
ciables de ceux de I’atropine.

D’un point de vue quantitatif, les analyses, répétées sur
différents aliquotes du seul échantillon de poudre dispo-
nible, en CPG/SM et en RMN 'H ont montré un rapport
trés variable entre la cocaine et I’ atropine. La proportion
de cocaine dans la poudre varie entre 55 et 65 % du
mélange et celle d’atropine entre 25 et 35 %. Cette hété-
rogénéité de composition est probablement due 2 la
facon trés succincte dont sont mélangés les produits.
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Figure 1 : Spectres RMN 'H 500 MHz, parties aliphatiques,
de la poudre consommée, en solution dans D,0O (en haut),
d’un standard de cocaine (au centre) et d’un standard
d’atropine (en bas).
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Figure 3 : Analyse du sang du patient intoxiqué par CPG-SM ; cocaine : 18,3 minutes et m/z : 182 : benzoylecgonine : 18,7
minutes et m/z : 240 ; en bas, spectre de masse d’un standard de cocaine.
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sentant les ions caractéristiques de I’atropine a été
détecté mais non quantifié. La concentration de cocai-
ne dans I’échantillon a été trouvée a 1557 pg/L de sang
(Tableau I). De la benzoylecgonine a aussi été trouvée
a 725 pg/L de sang. Ces valeurs sont relativement éle-
vées ; Drummer et coll. (9) estiment que 500 pg de
cocaine par litre de sang correspond a une prise orale
de 10 a 100 mg de cocaine. Dans le cas présent, la
quantité consommeée devait étre importante et a pu pro-
voquer la saturation des enzymes de son métabolisme.
Cet effet a déja été établi pour des cholinestérases (10).
L’importance de la quantité consommée peut &tre mise
en relation avec la symptomatologie marquée au plan
neurologique.

Analyse de ’urine

L’échantillon d’urine a été analysé en parallele par
deux techniques : la CPG/SM et la spectroscopie
RMN 'H.

L’analyse de I’urine par CPG/SM (figure 4) montre la
séparation chromatographique des trois espéces chi-
miques : ’'EME (12,7 min), la cocaine (18,3 min) et la
benzoylecgonine (18,7 min). La quantification de ces
trois composés est présentée Tablean I ; le composé
majoritaire est la benzoylecgonine.

L’analyse du spectre RMN 'H de I'urine, introduit
directement dans le tube, permet la détection spécifique
et la quantification de trois types de composés : les
composés endogenes normaux, les xénobiotiques et les
composés endogenes révélant des perturbations du
métabolisme cellulaire.

Tableau 1 : Concentrations des xénobiotiques dans le sang
et l'urine du patient intoxiqué.

<5 : . ecgonine 3
& : cocaine benzoylecgonine méthylester atropine
sang
& %) o .

(CPGISM) 1557 pg/L 725 pg/l

urine | 5.5mglfl 38 mg/L 8 mg/L )
(CPG/SM) | 18 pmol/L 133 pmol/L. 40 pmol/L
(RKK‘] elH) somme des trois : 180 pymol/L. 700 pgmol/L

Pour les premiers sont retrouvés (figure 5) : acides lac-
tique (doublet du CH; a 1,30 ppm), acétique (singulet &
1,90 ppm), alanine (doublet & 1,45 ppm), créatinine
(singulets a 3,02 et 4,05 ppm dus respectivement aux
groupements CH; et au CH,), créatine (singulets a 3,01
et 3,91 ppm), et acide hippurique (figure 6) : doublet a
7,82 ppm. La quantification de ces composés endo-
génes normaux est regroupée dans le tableau II.

Les xénobiotiques apparaissent sous la forme de singu-
lets : le premier, détecté a 2,90 ppm est attribuable 2 la
somme des groupements fonctionnels N-CH; de la
cocaine, de la benzoylecgonine et de I’ecgonine méthy-
lester (EME). L'intégration de ce signal conduit 3 la
concentration globale pour ces trois composés de 180
pmol/L (Tableau I) puisque ce signal est identique pour
les trois molécules. La spectroscopie RMN'H permet
aussi la quantification directe de ’atropine par I’inté-
gration du signal a 2,70 ppm attribué au groupement
fonctionnel N-CHj. Par cette technique, les limites de
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Figure 4 : Analyse de l’urine du patient intoxiqué par CPG-SM ; Ecgonine méthylester - 12,7 minutes et m/z : 82 et 96 ; cocai-
ne : 18,3 minutes et m/z 182 ; benzoylecgonine : 18,7 minutes et m/z 240 ; en bas, spectre de masse d’un standard de benzoy-
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Figure 6 : Spectres RMN 'H 500 MHz de I'urine du patient
intoxiqué, partie aromatique.

Tableau II : Concentrations des composés endogénes nor-
maux dans I'urine du patient intoxiqué obtenues par spec-
troscopie RMN 'H 500 MHz.

urine du patient intoxiqué
composé | mmollitre | mg/litre V ;nrr;ol/mole créat.
créatinine 10,9 1233 -
citrate 0,99 190 91
glycocolle 0,45 34 41
histidine 0,69 107 63
taurine 1,87 234 172

116

détection et de quantification de la cocaine et de 1’atro-
pine sont respectivement de 10 et 30 umol/L (3 et 9
mg/L) alors qu’en CPG/SM, elles sont de 3 et 10 pg/L.
Ceci est une limite de la spectroscopie RMN lorsque
les quantités a doser sont faibles et va dans le sens
d’une complémentarité entre ces deux techniques ana-
lytiques. ]

La concentration importante de 1’atropine (700 umol/L
soit 203 mg/L) tend a prouver le surdosage, le patient
n’ayant rien précisé. La quantité de poudre consommée
a du étre importante et 1’effet conjugué de la cocaine et
de T'atropine va bien dans le sens d’une mydriase
importante (11). L’hypertonie musculaire observée au
niveau des machoires est certainement a rapprocher du
surdosage en cocaine, peut-€tre potentialisé par une
forte dose d’atropine.

Enfin, par RMN 'H, des perturbations métaboliques
peuvent étre mises en évidence (figures 5 et 6) : valeur
élevée de I’histidine (0,69 mmol/L) et forte concentra-
tion en taurine (1,87 mmol/L). Mori et Coll. (12), et Ito
et Coll. (13) avaient présenté des effets activateurs de la
cocaine sur le systéme histaminergique. Olive et Coll.
(14) ont publié I’effet stimulant de la cocaine sur la
sécrétion de taurine chez la souris, la taurine ayant un
effet potentiellement inhibiteur sur 1’excitabilité neuro-
nale. Cette augmentation significative de la taurine peut
procéder de deux mécanismes :

- 'un i€ a I’'augmentation de production dans I’orga-
nisme, tout particulierement au niveau du systéme ner-
veux central (14).

- I"autre traduisant un effet de réabsorption tubulaire,
phénomene déja mentionné par Zuppi et coll. (15).

D’autres atteintes métaboliques peuvent &tre constatées
comme la diminution d’excrétion de 1’alanine et du
glycocolle, et une forte baisse du citrate (90,8
mmol/mole créatinine ; 17,4 g/mol créatinine) pouvant
refléter une atteinte mitochondriale des cellules tubu-
laires rénales. Ces observations vont bien dans le sens
de la capacité de la spectroscopie RMN 'H 4 définir des
profils métaboliques par le suivi de I’évolution de com-
posés endogenes dans 1'urine. Ceci illustre aussi que la
spectroscopie RMN permet de détecter sur le méme
spectre des composés de structures et d’origines com-
pletement différentes, ceci sans aucune destruction de
I’échantillon a analyser.

Conclusion

En complément de la CPG/SM, la spectroscopie RMN
'H a confirmé des données sur 1’origine de I’intoxica-
tion et sur I’analyse de xénobiotiques dans I’urine. Sans
extraction, il a été possible de quantifier la cocaine et
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ses métabolites, ainsi que I’atropine.

De plus, des modifications du métabolisme endogéne
ont pu &tre mises en relation avec des effets connus de
la cocaine. La forte quantit¢ de mélange consommé
pourrait expliquer des signes cliniques observés, en
particulier la mydriase, bien que dans le cas de ce
patient, il ait récupéré relativement rapidement par rap-
port aux autres cas décrits (3).

Par T'identification de signaux caractéristiques de
chaque groupement fonctionnel, la spectroscopie RMN
'H permet également I’identification de composants

non seulement dans les poudres consommées, mais
¢galement de les identifier en milieu biologique (16,
17), sans extraction et sans aucun a priori sur la struc-
ture des composés pouvant étre présents.
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