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Résumé — Objectifs : Un patient de 29 ans a été admis en soins intensifs pour hypotension résistante et anomalies du
rythme cardiaque. Le service clinique suspectant une intoxication par bisoprolol, un criblage toxicologique par chroma-
tographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) a été réalisé. Ce criblage n’a pas retrouvé
de bisoprolol mais amis en évidence une intoxication par vérapamil. Afin de confirmer1’intoxication, des dosages sanguins
du vérapamil et de ses principaux métabolites ont été effectués quotidiennement. Méthodes : La recherche et les dosages
ont été réalisés par LC-MS/MS. Les métabolites ont été préalablement identifié€s apres incubation du vérapamil avec des
microsomes hépatiques de souris. Résultats : Sept métabolites ont été identifiés aprés incubation avec les microsomes
hépatiques de souris. Cinq d’entre eux ont été retrouvés dans le sérum du patient. L’évolution des taux sanguins en véra-
pamil a montré une croissance le 1" jour (1,0 mg/L aJ1, 1,7 mg/L 4 J2 ; valeurs thérapeutiques : 0,02 2 0,25 mg/L), un
plateau pendant 3 jours puis une décroissance. Les cinétiques des principaux métabolites du vérapamil (norvérapamil et
N-desalkylvérapamil) étaient comparables a celle de la molécule mere. Conclusion : Le criblage toxicologique a permis
de diagnostiquer I’intoxication par vérapamil dans un contexte clinique complexe. La stagnation des taux sanguins pendant
3 jours était vraisemblablement due a une intoxication avec une forme a libération prolongée du vérapamil.

Mots clés : Vérapamil, intoxication aigug, criblage toxicologique, LC-MS/MS

Abstract—Objectives: A 29-year old man was admitted in intensive care unit for resistant hypotension and cardiac rhythm
disturbances. Since a bisoprolol overdose was suspected, a toxicological screening was carried out on serum. This
screening didn’t show bisoprolol but revealed verapamil intoxication. To confirm the diagnosis, verapamil and its main
metabolites were assayed on 6 serum samples taken over the period of hospitalization. Methods: Verapamil and
metabolites were identified by LC-MS/MS. Metabolites have been previously recognized after mouse liver microsomal
incubation and added to the data library. Results: Seven verapamil metabolites were identified after mouse liver
microsomal incubation. Five of them were found in serum samples. Kinetics of verapamil and its main metabolites
(norverapamil and N-desalkylverapamil) in serum samples revealed 3 stages: increase during the 1st day, stability during
3 days and decrease on 5th and 6th days. Conclusion: The present case demonstrates the importance of toxicological
screening in the diagnosis of drugs overdose. The stagnation of serum levels during 3 days could be explained by
intoxication with a sustained-release formulation of verapamil.
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1 Introduction

Un criblage toxicologique réalisé pour suspicion d’une
intoxication par bisoprolol chez un patient en état de choc et
présentant des anomalies du rythme cardiaque a permis de
mettre en évidence une intoxication par vérapamil. Le
vérapamil appartient a la famille des inhibiteurs calciques. Les
inhibiteurs calciques bloquent les canaux calciques lents
impliqués dans la genese et la conduction du potentiel d’action
dans le tissu contractile cardiaque et les cellules musculaires
lisses vasculaires. Le vérapamil est utilisé comme anti-
angoreux, anti-arythmique et anti-hypertenseur. Il subit un
métabolisme hépatique intense avec une biodisponibilité de 10
a 20 % apres une administration orale unique [1,2]. Pas moins
de 69 métabolites du vérapamil ont été identifiés [3], dont le
norvérapamil, métabolite actif pouvant étre retrouvé a des
concentrations sériques voisines voire supérieures a celles du
vérapamil [2,4]. En cas d’intoxication, les demi-vies
d’élimination du vérapamil et du norvérapamil sont augmentées
[5.,6].

L’objectif de ce travail a été d’établir la cinétique sanguine
du vérapamil et de ses principaux métabolites pendant 6 jours
dans un cas d’intoxication aigué€. Les métabolites n’étant pas
présents dans la base de données du criblage toxicologique, une
partie du travail a consisté a les mettre en évidence par
incubation avec des microsomes hépatiques de souris.

2 Description du cas

Un homme de 29 ans est adressé par le SAMU en soins
intensifs cardiologiques pour perte de connaissance, hypoten-
sion et anomalies du rythme cardiaque. A 1’admission, le
patient présente une hypotension artérielle résistante au rem-
plissage nécessitant 1’instauration de noradrénaline (2 mg/h),
une hypoxémie nécessitant de 1’oxygene entre 2 et 5 L/min.
L’électrocardiogramme montre un bloc sino-auriculaire avec
une bradycardie a 50 bpm.

Ses antécédents médicaux rapportent une hypersomnie
idiopathique traitée par modafinil (Modiodal®), une
cardiomyopathie d’origine indéterminée traitée par perindopril
(Coversyl®) etdes migraines traitées par frovatriptan (Isimi g®).
Le bilan biologique réalis¢é a 1’admission rapporte une
hypokaliémie (2,9 mmol/L), une insuffisance rénale aigué
(urémie = 8,8 mmol/L et créatininémie = 180 umol/L) et une
hypocalcémie (2,08 mmol/L). La fonction hépatique est
normale. Devant la persistance de I’hypotension, de la
dobutamine est ajoutée a la noradrénaline.

Face a un état de choc sans argument pour un sepsis, une
intoxication médicamenteuse est suspectée. L’ interrogatoire de
I’entourage, réalisé le 2° jour (J2), révele que sa femme posséde
une prescription de bisoprolol. Une recherche sanguine de
bisoprolol est donc demandée en urgence au laboratoire de
Toxicologie. Cette recherche, réalisée par criblage en
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem, ne met pas en évidence de bisoprolol mais retrouve
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du vérapamil en concentration toxique (1,7 mg/L ; valeurs
thérapeutiques : 0,02-0,25 mg/L [7,8]).

Le patient n’étant pas intubé, le lavage gastrique n’est pas
envisagé. A J2 apres 1’admission, le patient est transféré en
Réanimation Médicale pour suivi de I’hypotension artérielle et
del’hypoxémie. Ladobutamine estarrétée aJ2 devant1’absence
de dysfonction myocardique identifiée a I’échocardiographie.
Le rythme cardiaque est redevenu normal, sans trouble de
conduction. L’état de choc est en lien avec une vasoplégie. Les
posologies de noradrénaline sont diminuées a partir de J2
jusqu’a un arrét a J4. Les anomalies biologiques évoluent
favorablement avec correction de I’hypokaliémie a J2, de
I’insuffisance rénale aigué a J3 et de I’hypocalcémie a J4 apres
une chute de la calcémie a 1,80 mmol/L 4 J2. A J4, le dosage
de vérapamil sérique révele une concentration de 1,7 mg/L, soit
un taux stable par rapport a J2. Apres sevrage de I’oxygene, le
patient sort a J5.

L’interrogatoire du patient n’apporte pas de réponse sur
I’origine de I’intoxication au vérapamil ; le patient niant toute
prise volontaire. Il est conclu un état de choc associant de fagon
prédominante une vasoplégie et une bradycardie. La seule cause
retrouvée est une intoxication par vérapamil dont I’ origine reste
inconnue : soit volontairement par le patient et ce, de facon plus
ou moins consciente, soit suite a un acte de malveillance a son
égard.

Le lendemain de sa sortie (J6), le patient se présente de
nouveau au Service des Urgences pour douleurs thoraciques,
céphalées, cervicalgies. L’observation révele une bradycardie
a 40 bpm, justifiant une hospitalisation en service de
Cardiologie. Un dosage de vérapamil est réalisé et rapporte une
concentration a 0,1 mg/L. La bradycardie est considérée par les
cardiologues comme un effet tardif de I’intoxication par
vérapamil forme a libération prolongée (LP). Les médecins
concluent qu’il n’y a pas de lien entre la bradycardie observée
et la symptomatologie ayant conduit de nouveau le patient a
I’hopital.

3 Matériel et méthodes

3.1 Réactifs

Le vérapamil (Isoptine® Smg/2mL solution injectable) est
obtenu aupres d’Abbott (Rungis, France). L’acétone, le
bicarbonate d’ammonium, le formiate d’ammonium, le
NADPH et le glucose-6-phosphate proviennent de chez Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Les étalons internes
(prazepam-D5 et haloperidol-D4) sont achetés chez LGC
Promochem (Molsheim, France). L’acétonitrile, 1’isopropanol
et I’acide formique sont de qualité pour HPLC et sont fournis
par Carlo Erba (Val de Reuil, France). L’eau utilisée est purifiée
extemporanément a 1’aide du systeme Elix (Millipore,
Molsheim, France).

Les microsomes sont obtenus par centrifugation
différentielle de tissu hépatique de souris non induites.
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3.2 Incubation avec les microsomes

Le milieu d’incubation comprend 1,25 pg/mL de vérapamil
avec 0,9 mg/mL de protéines microsomales dans un tampon
phosphate (pH7,4 ; 200 mmol/L) en présence d’un systeme
régénérant (NADPH, H+, glucose-6-phosphate, G6PDH).
L’incubation estréalisée a37 °C pendant 2 h sous agitation lente
[9]. Les échantillons (400 uL) sont prélevés toutes les 15 min
de 0 a 120 min puis la réaction est arrétée par précipitation par
500 pL d’acétonitrile froid. Apres ajout des étalons internes
(100 uL de prazepam-D5 et haloperidol-D4 a 1 mg/L), les
échantillons sont injectés dans le systeme chromatographique.

3.3 Préparation des échantillons sanguins

Les échantillons sanguins sont déprotéinisés avant
extraction en ligne. En bref, les étalons internes sont ajoutés a
400 pL de sérum. Apres précipitation des protéines par 500 uL
d’acétonitrile, les échantillons sont centrifugés. Le surnageant
(200 pL) est transféré dans un flacon en verre et 50 uL sont
injectés dans le systeme chromatographique.

3.4 Analyse par HPLC-MS/MS

3.4.1 Extraction en ligne et conditions

chromatographiques

L’injection est effectuée par un passeur CTC automatisé
ThermoPAL® (ThermoFischer). Le systéme chromatogra-
phique est équipé de 2 pompes quaternaires ACCELA Pump®
(ThermoFisher) : une pompe dédiée a 1’extraction en ligne,
I’autre pompe a la chromatographie séparative. L’extraction en
ligne est réalisée avec la technologie TurboFlow (Thermo-
Fisher) dont le principe est détaillé par Mueller et al. [10,11].
L’extraction est effectuée sur 2 colonnes en série : Cyclone®
(50 x 0,5 mm, ThermoFisher) et C18XL® (50 x 0,5 mm, Ther-
moFisher). Les composés sont séparés sur une colonne Hypersil
Gold PFP® (100 x 3 mm, 3 um, ThermoFisher).

L’extraction en ligne utilise du bicarbonate d’ammonium
pH8 dans I’eau pour le chargement de 1’échantillon. Les
molécules déposées sur la colonne TurboFlow sont éluées par
un mélange composé de formiate d’ammonium 10 mM + acide
formique 0,1 % dans de I’eau et d’acide formique 0,1 % dans
de I’acétonitrile. Cette méme phase délivrée selon un gradient
est utilisée pour réaliser la séparation chromatographique. Les
colonnes d’extraction et la colonne séparative sont rincées avec
un mélange acétonitrile/isopropanol/acétone (70/20/10). Le
gradient et les débits utilisés sont adaptés de la publication de
Mueller et al. [10]. La durée du criblage est de 32 min.

3.4.2 Spectrométrie de masse

Le spectrometre de masse est un modele LXQ®
(ThermoFisher) muni d’une source électrospray et d’un
analyseur de type trappe ionique linéaire. Les parametres de la
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source électrospray sont les suivants: température du
capillaire : 275 °C, sheath gaz : 30, auxillary gaz : 8, spray
voltage : 5kV, capillary voltage : 4 V pour I’ionisation positive
et -4 V pour 'ionisation négative. L’analyse est réalisée
alternativement entre les modes positif et négatif. L’énergie de
collision appliquée est de 35 eV. La fourchette de masse
examinée couvre 128 a 1100 Da.

3.4.3 Logiciel d'identification et de quantification

L’identification automatique des composés est effectuée par
le logiciel ToxID®v2.1.1 (ThermoFisher) par comparaison des
temps de rétention et des spectres de masse MS? par rapport a
une bibliotheéque contenant 324 molécules meres et métabolites.
La quantification du vérapamil est réalisée au moyen d’une
gamme d’étalonnage (0,1 a2 5 mg/L) en prenant le prazepam-
D5 comme étalon interne. En 1’absence des standards, les
concentrations sériques des métabolites ne peuvent étre déter-
minées. Les rapports ((surface pic molécule d’intérét)/(surface
pic étalon interne)) sont calculés.

4 Résultats

4.1 Métabolisation in vitro du vérapamil

Les temps de rétention, les masses de 1’ion parent et des
principaux fragments sont résumés dans le tableau I. Les
structures du vérapamil et des métabolites mis en évidence sont
présentées en figure 1.

Sept métabolites du vérapamil, identifiés de (A) a (G), sont
mis en évidence dans les surnageants des échantillons incubés
et sont ajoutés a la base de données du criblage toxicologique.
L’identification est effectuée par comparaison des masses de
I’ion parent et des fragments avec les données de la littérature
[3,12,13]. Les 4 métabolites O-déméthylés (B) présentent la
méme masse d’ion parent et le méme temps de rétention ;
ils ne peuvent pas étre différenciés. Il en est de méme pour
leurs métabolites secondaires (C) et pour les métabolites
hydroxylés (G).

4.2 Evolution in vivo du vérapamil et des principaux
métabolites

La recherche du vérapamil et de ses métabolites dans le
sérum du patient est réalisée quotidiennement pendant les
6 jours d’hospitalisation. L’évolution des concentrations
sériques en vérapamil est présentée en tableau I1. Cinq métabo-
lites sont retrouvés dans les échantillons sériques : norvérapamil
(A), métabolites O-déméthylés (B), N-desalkylvérapamil (D), un
métabolite secondaire du N-desalkylvérapamil (E) et métabolites
hydroxylés (G). Les rapports de surface des pics en fonction du
temps sont présentés en figure 2. Les métabolites (B) et (E) étant
retrouvés en quantités trés faibles, leurs données ne sont pas
représentées.
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Tableau I. Métabolites du vérapamil mis en évidence apres incubation avec des microsomes hépatiques de souris.

Composé Formule Biotransformation Tr (min) [M + H]+ Fragments
Vérapamil C27H38N204 13,3 455 303, 260, 165, 150
A C26H36N204 N-déméthylation 13,0 441 289, 260, 165, 150
C26H36N204 O-déméthylation sur cycle A ou B 12,1 441 303, 291, 260, 248, 165, 151
C C25H34N204 Double déméthylation : N- + O- sur cycle A 11,9 427 2717, 260, 234, 165, 151
D C17H26N202 N-déalkylation = perte CI0H1202 10,1 291 260, 248, 177, 151
E C16H24N202 N-déalkylation + N-déméthylation 9,8 277 243, 234,177,151
F C16H24N202 N-déalkylation + O-déméthylation 9,3 277 246, 234
G C27H38N205 Hydroxylation cycle B 12,1 471 291, 260, 248, 181
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Fig. 1. Structures du vérapamil et des métabolites mis en évidence apres incubation avec des microsomes hépatiques de souris.

5 Discussion

Le cas d’intoxication rapporté dans ce travail montre
I’intérét du criblage toxicologique. En effet, devant un état de
choc en lien principalement avec une vasoplégie sans sepsis
identifié et associé aI’entrée avec un trouble de conduction, une
intoxication médicamenteuse est suspectée. L’ interrogatoire de
I’entourage fait évoquer une intoxication par bisoprolol. C’est
la réalisation du criblage toxicologique qui permet de mettre en
évidence le vérapamil et d’établir le diagnostic d’intoxication.

Le vérapamil est un anticalcique fréquemment utilisé en
cardiologie. Les cas d’intoxications, certes rares, sont en
augmentation et sont associ€s a une mortalité élevée [14,15]. La
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Tableau IL Evolution des concentrations sériques en vérapamil au
cours de 1'hospitalisation.

Dates [Vérapamil] (mg/L)
J1 1,0
2 1,7
I3 1,7
J4 1,7
I5 0.4
J6 0,1
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Fig. 2. (Couleur dans la version en ligne) Evolution des rapports de surface in vivo du vérapamil et des principaux métabolites au cours de

I'hospitalisation.

symptomatologie de I’intoxication par vérapamil associe des
effets vasculaires (collapsus par vasoplégie) et cardiaques
(bradycardie, troubles de conduction voire choc cardiogénique)
[1,16].L’étude hémodynamique est donc utile pour comprendre
le mécanisme du choc et adapter le traitement [17].

Apreés administration par voie orale, le vérapamil est
absorbé a plus de 90 % et subit un fort effet de premier passage
hépatique avec une biodisponibilité de 10 a 20 %. Les
2 principales voies métaboliques sont la N-déméthylation
(40 %) et la N-déalkylation (33 %) [3,18]. Les pourcentages
de vérapamil et norvérapamil retrouvés dans les urines sont tres
faibles : respectivement 2 % et 1 % [19]. Les formulations de
vérapamil correspondent a des racémiques. Les 2 énantiomeres
R—(+) et S—(—) présentent des propriétés pharmacocinétiques
différentes. Le métabolisme du vérapamil est stéréosélectif avec
I’énantiomere S—(-) sujet a un effet de premier passage deux
fois plus important que I’énantiomere R—(+) [2,20].

Pour les formulations de vérapamil a libération immédiate,
le picde concentration est atteinten 122 hetles demi-vies d’éli-
mination sont de 4,5 29,6 h pour le vérapamil etde 5 & 9 h pour
le norvérapamil [2,5]. Celles-ci sont allongées en cas d’intoxi-
cation : 15 h pour le vérapamil, 21 h pour le norvérapamil [5] ;
vraisemblablement a cause d’une saturation des mécanismes
d’absorption [5]. Pour les formes LP, le pic de concentration est
atteint en 6 h et la demi-vie d’élimination du vérapamil est
d’environ 11 h. L’allongement s’explique principalement par la
formation de pharmaco-bezoards ou bezoards médicamenteux.
Les pharmaco-bezoards sont composés du médicament et/ou de
son véhicule et sont retrouvés dans le tractus digestif et entrai-
nent un allongement de la phase d’absorption du médicament
[21]. Le vérapamil sous sa forme LP est connu pour induire la
formation de pharmaco-bezoards [21,22]. Ainsi, des concré-
tions de vérapamil ont été retrouvées dans le contenu gastrique

lors d’une autopsie réalisée 60 h apres admission chez une
patiente ayant ingéré des quantités non connues de vérapamil
et d’opipramol [23].

Dans le cas rapporté dans cet article, nous retrouvons les
signes cliniques classiquement décrits dans la littérature au
cours d’intoxication aigué par vérapamil. L hypotension arté-
rielle peut résulter a la fois d’une baisse de la contractilité
myocardique et d’une vasodilatation artérielle [6]. La bradycar-
die et les troubles de conduction sont dus a la dépression des
neeuds sino-auriculaire et auriculo-ventriculaire [6,24]. Une
hyperglycémie est fréquemment rapportée par diminution de la
sécrétion d’insuline, secondaire a une inhibition de 1’influx de
calcium dans les cellules B du pancréas [6,23,24]. Une acidose
métabolique peut étre provoquée par une hypoperfusion [24].
L’hypokaliémie n’apas de mécanisme connu. Des présentations
cliniques tardives sont observées en cas d’intoxication avec une
forme LP ; ’hypotension pouvant apparaitre jusqu’a 24 h apres
ingestion [23,24].

L’évolution des taux sanguins de vérapamil chez le patient
montre une croissance entre J1 et J2, puis un plateau pendant
3 jours avant une décroissance aux 5° et 6° jours. L’évolution
des taux sériques des métabolites montre une cinétique compa-
rable avec un plateau pendant 3 jours puis une décroissance.
Tres peu de données sont disponibles sur les parametres phar-
macocinétiques du vérapamil et de ses métabolites en cas
d’intoxication avec une forme a libération prolongée. Tracqui
et al. rapportent le déces d’un patient ayant ingéré 7,2 g de véra-
pamil LP. Le suivi des concentrations sériques de vérapamil
montre des taux stables allant de 0,8 mg/L a 1,2 mg/L pendant
les 40 h d’hospitalisation [4]. Below et al. rapportent le
déces d’une patiente ayant ingéré des quantités non connues de
vérapamil LP associé a un antidépresseur tricyclique (opipra-
mol). Ils observent une augmentation de la concentration en
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vérapamil pendant les 40 premieres heures d’hospitalisation
pour atteindre 2,8 mg/L, avant une décroissance a la 60° heure
(2,3 mg/L). La cinétique n’est pas poursuivie suite au déces de
la patiente [23]. Toute augmentation des concentrations san-
guines d’un médicament au cours du temps en absence
d’administration doit faire suspecter une intoxication avec une
forme LP et la présence de pharmaco-bezoards.

Il est intéressant de noter qu’un découplage entre les
concentrations sériques en vérapamil et les posologies de
noradrénaline administrées au patient est observé. Ainsi, les
posologies de noradrénaline sont diminuées a partir de J2 et ce
jusqu’a J4 alors que les concentrations sériques en vérapamil
sont a leur maximum. Il en est de méme pour les taux des
principaux métabolites du vérapamil.

En conclusion, le cas rapporté dans cet article montre la
place du criblage toxicologique comme outil diagnostique dans
les cas de suspicion d’intoxication médicamenteuse. 1 n’y a pas
actuellement de consensus concernant une valeur pronostique
de la concentration plasmatique en vérapamil a I’admission [1,
25]. Néanmoins, c’est un parametre pouvant étre utile au
clinicien pour la décision du maintien d’une surveillance
médicalisée.

Conflits d’intéréts : Les auteurs déclarent ne pas avoir de
conflits d’intéréts.
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