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INTRODUCTION

L'hypotension artérielle induite par I'anesthésie n’a pas de définition consensuelle
mais dépend du risque patient ainsi que du risque chirurgical. La Société Francaise
d’Anesthésie et de Réanimation (SFAR) préconise une valeur cible de pression artérielle
moyenne (PAM) de 65 mmHg en cas de faible risque et 80 mmHg en cas de risque élevé (1).
Il a été décrit qu'au-dessous de ce seuil, le risque de complications augmente (2) et qu’une
hypotension peropératoire, méme transitoire et modérée, peut avoir des conséquences
néfastes. Parmi elles figurent notamment un risque de complications postopératoires
cardiaques, rénales, cérébrales, ainsi qu'une augmentation de la mortalité a 30 jours (3-5).
Les principales stratégies de prise en charge de cette hypotension reposent sur la réduction
des doses d’agents anesthésiques, un remplissage vasculaire ou encore I'administration de
vasopresseurs dont les principaux représentants sont I'éphédrine, la phényléphrine et la
noradrénaline ou norepinephrine (NE) (6,7) dont cette derniere connait un intérét
grandissant (8,9).

En France, deux spécialités disposent d’une autorisation de mise sur le marché
(AMM) : des ampoules pour perfusion a diluer et dosées a 2 mg/mL ou des solutions pour
perfusion déja pré-diluées dosées a 0.5 et 1 mg/mL. La NE peut étre administrée en
perfusion continue ou en bolus intraveineux (de 5 a 10 pug/mL). Bien que l'utilisation de
bolus soit largement rapportée (10-12) les spécialités disponibles ne permettent pas une
administration immédiate sous forme de bolus, nécessitant de réaliser au bloc opératoire
une dilution afin d’obtenir la concentration souhaitée. Or, les risques liés a la reconstitution
de médicaments au chevet du patient sont désormais bien établis puisqu’il a été démontré
que I'utilisation de seringues pré-remplies réduisait significativement par 17 fois le nombre
d’erreurs de dose, dans une étude portant sur la préparation de vasopresseurs dans le cadre
de la prise en charge du choc septique (13).

Dans ce contexte, I'objectif principal de cette étude était de développer une méthode
de dosage indicatrice de stabilité permettant le dosage des seringues de NE reconstituées au
bloc opératoire (5 pg/mL, bolus en V) en vue d’étudier leur fiabilité comparativement a celle
obtenue lors de la réalisation de préparations hospitalieres prétes a I'emploi. L'objectif
secondaire était d’étudier la stabilité physico-chimique des préparations réalisées au sein de
la pharmacie a usage intérieur (PUI).

12



Partie | - Généralités

1. La Noradrénaline
a. Propriétés pharmacologiques

La NE est une catécholamine endogene, composée d’'un noyau pyrocatéchol
(commun aux catécholamines comme la dopamine et I'adrénaline) et d’une chaine latérale
azotée comportant un groupement hydroxyle (Figure 1).

OH

HO

NH:z

HO
Figure 1 - Structure chimique de la noradrénaline

La biosynthése de la NE se réalise au niveau des neurones noradrénergiques du
systtme nerveux central (tronc cérébral) et périphérique (systétme nerveux
orthosympathique) ou elle agit comme neuromédiateur. Elle peut aussi étre synthétisée au
niveau de la glande médullo-surrénale avant d’étre libérée dans la circulation générale et
agir en tant qu’hormone (7,14).

La premiere étape de syntheése de la NE est I'hydroxylation de la L-tyrosine en L-
DOPA (dihydroxyphénylalanine) par la tyrosine-3-hydroxylase. La DOPA est ensuite
transformée en dopamine par la DOPA-décarboxylase. Enfin, la dopamine est hydroxylée en
NE, par la dopamine-B-hydroxylase. La NE donne lieu a I'adrénaline aprés une derniére
méthylation par la phényléthanolamine-N-méthyltransférase (Figure 2).

NHz2

NH:2 HO HO
= L = JT

OzH
HO HO HO
L-Tyrosine L-DOPA

Norepinephrine
Epinephrine

Figure 2 - Voie de biosynthése des catécholamines
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Apres sa libération, la NE peut se lier aux récepteurs post-synaptiques a et B et
contribuer a la transduction du signal ou étre recaptée par le neurone pré-synaptique. |l
existe deux grandes voies de dégradation de la NE avec d’une part la monoamine oxydase A
(MAO-A) mitochondriale et d’autre part la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) exprimée
au niveau de la fente synaptique. Les différents catabolites sont ensuite éliminés par voie
rénale (7,14,15).

Les propriétés pharmacodynamiques des catécholamines sont nombreuses et
influencées par leur affinité respective pour les récepteurs adrénergiques a et B, dont elles
sont les ligands endogenes. Alors que I'adrénaline ne présente aucune sélectivité entre les
récepteurs a; et B1, le réceptogramme de la NE est polarisé vers les adrénorécepteurs a avec
une affinité modérée pour les récepteurs B1 et nulle sur les récepteurs B, (16,17). La NE
possede un pouvoir tensiogéne 1.5 fois supérieur a celui de I'adrénaline (18). Le tableau 1
résume les effets pharmacodynamiques des principales catécholamines selon leur affinité
pour les récepteurs adrénergiques.

Tableau 1- Pharmacodynamie cardiovasculaire des principales catécholamines

Adréno- o o B1 B2
récepteurs
. -Effet central : récepteurs .
e Muscle lisse , . Coeur, Muscle lisse
Distribution . présynaptiques o, . )
vasculaire g , Reins vasculaire,
-Effet périphérique : récepteurs
. Ceoeur
post-synaptiques o,
Chronotrope + . .
Effets Vaso- -Effet central : 4 tonus lonotrope + Vasodilatation

constriction sympathique (¥ libération NE) Chronotrope +

(agoniste) YT Bathmotrope +
-Effet perlphclarllque : Dromotrope +
vasoconstriction L
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b. Indications en anesthésie-réanimation

La monographie de la NE présente deux indications en anesthésie-réanimation : la
restauration et le maintien de la pression artérielle ainsi que la prise en charge d’urgence
d’un collapsus (15).

b.1 Hypotension induite par I'anesthésie

L'hypotension artérielle induite par I'anesthésie n’a pas de définition consensuelle,
mais dépend du risque patient ainsi que du risque chirurgical. La SFAR préconise une valeur
cible de PAM de 65 mmHg en cas de faible risque et de 80 mmHg en cas de risque élevé (1).
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En étant constante sur I'ensemble de I'arbre artériel la PAM est la valeur qui reflete le mieux
la perfusion tissulaire. En conditions physiologiques, la perfusion tissulaire est maintenue
constante grace a une capacité d’autorégulation du débit sanguin. Ce phénoméne présente
des caractéristiques variables selon I'organe considéré et peut étre altéré par la présence de
certaines comorbidités cardio-vasculaires mais également en cas de chute tensionnelle
importante (i.e. en-dessous du seuil d’autorégulation) (19,20). Les principaux anesthésiques
utilisés pour l'induction d’'une anesthésie générale sont le propofol, I'étomidate et la
kétamine. Les facteurs prédictifs de I'hypotension artérielle induite par I'anesthésie sont
notamment I’dge (> 50 ans), un score ASA de IlI-V (American Society of Anesthesiologists),
une PAM inférieure ou égale a 70 mmHg et I'utilisation de propofol (21,22). L’hypotension
induite par le propofol survient généralement dans les 20 premieres minutes suivants
I'induction (23) et se complique dans 24% des cas par une PAM inférieure a 55 mmHg.

La prise en charge consiste dans un premier temps a éliminer un surdosage en agents
hypnotiques pouvant entrainer une vasodilatation artérielle et/ou veineuse (24). Un
remplissage vasculaire par des cristalloides ou colloides doit étre réalisé afin de corriger le
débit cardiaque et la pression artérielle (25) en vue de restaurer une perfusion tissulaire et
un transport en oxygéne satisfaisants. Enfin, des agents vasopresseurs peuvent également
étre administrés (6,7,26). L'intérét grandissant de la NE dans la prise en charge de
I’'hypotension artérielle induite par I'anesthésie (8,9) s'explique notamment par les résultats
de plusieurs études ayant retrouvé un profil d’efficacité (maintient de la PAM, dose de
vasopresseurs) et de sécurité (troubles tensionnels, altération de la fréquence cardiaque)
plus favorable de la NE comparativement aux autres catécholamines (6,9,10,27-31). Par
exemple, lors d’hypotensions induites par la rachianesthésie, la NE améliorait la sécurité
maternelle et néonatale (9,28) en réduisant notamment Iincidence d’hypo- ou
hypertension, de brady- ou tachycardie comparativement a I’éphédrine (10). Par ailleurs, des
stratégies préventives ont également été évaluées. Ainsi, il a été démontré que
I'administration, a visée préventive, de vasopresseurs et de colloides permettait de réduire
significativement l'incidence d’hypotensions induites par I'anesthésie comparativement au
groupe sans prévention thérapeutique (32,33).

b.2 Autres indications

L'état de choc est une défaillance circulatoire aigué impliquant un défaut de
perfusion des organes et une altération du métabolisme cellulaire de I'oxygene. Définie par
une pression artérielle systolique inférieure a 90 mmHg chez le patient normotendu, quatre
types d’état de choc sont décrits selon le mécanisme impliqué, a savoir cardiogénique (ex :
infarctus du myocarde), hypovolémique (choc hémorragique), distributif (choc septique,
anaphylactique) ou encore choc obstructif (ex : embolie pulmonaire). Les signes cliniques
permettant le diagnostic d’état de choc sont les conséquences de I'’hypoperfusion et de
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I'inadéquation de la balance besoins/apports en dioxygéne telle qu’une hypotension
artérielle, une tachycardie, une oligoanurie, une tachypnée, une acidose métabolique et des
troubles de la conscience allant d’'un syndrome confusionnel au coma (34). Au décours des
états de choc et d’'une hypotension artérielle peropératoire, I’hypoperfusion tissulaire peut
étre a l'origine de complications rénales, cardiaques, cérébrales voire aboutir a une
défaillance multiviscérale (3-5,35).

D’aprés les recommandations des sociétés savantes [Société de Réanimation de
Langue Francaise (SRLF) de 2016], il est préconisé pour la prise en charge du sepsis et du
choc septique d’instaurer dans les trois premiéres heures un remplissage vasculaire et
d’administrer des vasopresseurs (NE en premiére intention) en cas de PAM inférieure a 65
mmHg (29,30,36). La NE est également le traitement préconisé dans la prise en charge du
choc hémorragique si le remplissage vasculaire ne permet pas a lui seul de restaurer un état
hémodynamique satisfaisant (37).

c. Modalités d’administration en anesthésie-réanimation

Actuellement en France, deux spécialités disposent d’'une AMM : des ampoules pour
perfusion a diluer et dosées a 2 mg/mL ou des solutions pour perfusion déja pré-diluées,
dosées a 0.5 et 1 mg/mL (38). Ces spécialités renferment la NE sous forme ionique de
tartrate de NE (2 mg équivalent a 1 mg de NE base) (18). La NE a une demi-vie plasmatique
tres courte, de I'ordre de 2 a 3 minutes, et présente, a I'échelle individuelle, une fenétre
thérapeutique étroite. D’apres le résumé des caractéristiques du produit (RCP), la solution
de NE doit étre administrée sous forme diluée par perfusion intraveineuse via un cathéter
veineux central. Une extravasation peut entrainer une vasoconstriction locale intense
exposant a un risque de nécrose tissulaire. La perfusion doit étre a débit constant et
controlé et ne doit pas étre mélangée avec d’autres médicaments. Les doses initiales
recommandées vont de 0.1 a 0.3 pg/kg/min de tartrate de NE et peuvent atteindre 3 a 5
ug/kg/min dans la prise en charge du choc hémorragique ou septique. Une fois la perfusion
de NE établie, la dose est titrée par palier de 0.05 — 0.1 pg/kg/min, selon la réponse clinique.
Il existe une grande variabilité interindividuelle dans la dose requise pour atteindre et
maintenir le seuil de pression artérielle souhaitée, supérieure a 65-80 mmHg de PAM en
fonction de I’état clinique du patient.

Concernant les ampoules dosées a 2 mg/mL, la dilution peut étre réalisée avec une
solution de glucose 5% ou une solution de chlorure de sodium 0.9%. La stabilité physico-
chimique a été démontrée pendant 24 heures a 25°C pour la spécialité Mylan® et Hospira®
et 48 heures pour la spécialité Aguettant®. Toutefois, d’'un point de vue microbiologique, le
RCP du produit préconise une utilisation immédiate (18). Quant aux poches pour perfusions,
dosées a 0.5 et 1 mg/mL, les conditions de conservation imposent une utilisation immédiate
apres ouverture et une conservation du flacon a I'abri de la lumiére a une température ne
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dépassant pas 25°C (39). La perfusion de NE peut s’effectuer a I'aide d’une pompe a
perfusion, d’'une chambre goutte-a-goutte ou encore grace a l'utilisation de pousse-
seringues électriques (PSE). L’utilisation prolongée nécessite donc un relais lors des
changements itératifs de seringues qui peuvent potentiellement induire des variations de la
pression artérielle. Bien qu’étant pratiqués de facon pluriquotidienne en anesthésie-
réanimation, les relais de catécholamines n’ont fait I'objet que de peu d’évaluation clinique
et d’aucune recommandation concernant leur modalité pratique de mise en ceuvre (40).

Les données de la littérature rapportent trois grandes méthodes de relais : le relais dit
« a la goutte » (changement manuel, simple et rapide de seringues), le relais en double
seringue (consiste a débuter la seconde seringue avant que la premiére ne soit terminée). Le
débit de la deuxiéme seringue est augmenté progressivement pendant que celui de la
premiére est diminué. Enfin, les industriels proposent des PSE informatisés récents dits
« intelligents » ou «smart pumps» qui calculent et réalisent le relais de maniere
automatisée. Des variations hémodynamiques sont observées lors des trois techniques.
Selon Ricard et al. (40), le temps moyen mis pour un relais « a la goutte » est similaire a celui
avec une « smart pumps », de I'ordre d’'une minute. Le relais « en double seringue » semble
offrir la meilleure stabilité hémodynamique mais nécessiterait un temps de mise en ceuvre
plus long (~ 20 minutes) (41,42).

Bien que I'administration en bolus ne soit pas référencée dans le RCP de la NE, cette
méthode d’administration, couramment utilisée dans le traitement de I'hypotension induite
par I'anesthésie (10,11) et quotidiennement pratiquée au sein de notre établissement, est
permise par l'utilisation de faibles concentrations allant de 5 a 10 pg/mL (11,27,43) pour
obtenir un débit initial recommandé de 0.1 a 0.3 pg /kg/min.

2. Préparations hospitalieres : définition et aspects réglementaires

La définition réglementaire d’'une préparation hospitaliere est la suivante « tout
médicament, a I'exception des produits de thérapies géniques ou cellulaires, préparé selon
les indications de la pharmacopée et en conformité avec les bonnes pratiques mentionnées
a l'article L. 5121-5, en raison de I'absence de spécialité pharmaceutique disponible ou
adaptée, dans une PUI d’un établissement de santé, ou par I'établissement pharmaceutique
de cet établissement de santé autorisé en application de I'article L.5124-9 du Code de la
Santé Publique (CSP) ». Les préparations hospitalieres sont dispensées sur prescription
médicale a un ou plusieurs patients par une PUI dudit établissement. Elles font I'objet d’'une
déclaration auprés de I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de
santé, dans des conditions définies par arrété du ministere chargé de la santé (arrété du 29
mars 2011) définissant les conditions de déclaration des préparations hospitalieres prévues
a l'article L.5121-1 (2°) du CSP.
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Dans le cas des préparations hospitalieres, le pharmacien peut proposer au
prescripteur, selon les indications de la préparation, des modifications pour une
optimisation de sa formule. En toute circonstance, le pharmacien engage pleinement sa
responsabilité dans la réalisation et la délivrance de la préparation. Selon I'article L. 5121-5
du CSP, la préparation de médicaments doit étre réalisée en conformité selon les bonnes
pratigues de préparation (BPP) (44). Ces principes s’appliquent a I'ensemble des
préparations magistrales, officinales et hospitalieres, réalisées dans les établissements
disposant d’une PUI diment autorisée ou dans les officines de pharmacie conformément
aux textes en vigueur (articles L. 5121-1, L. 5125-1, L. 5125-1-1, L.5126-1, L. 5126-2, L. 5126-
5,L.5126- 11, R.5126-8 et R. 5126-9 du CSP).

Le guide des BPP concerne les préparations réalisées en petites séries (i.e. < 300
unités galéniques par lot) et destinées a un ou plusieurs patients en cas d’inexistence ou
d’indisponibilité d’'un médicament soumis a une AMM. Au-dela de ce seuil, les préparations
réalisées relevent d’une échelle industrielle devant répondre aux exigences des Bonnes
pratiqgues de Fabrication (BPF) des médicaments, et le cas échéant, faire I'objet d’'une
demande d’AMM.
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Partie Il — Matériel et Méthodes

1. Développement et validation d’'une méthode de dosage de
noradrénaline, indicatrice de stabilité

a. Réactifs et conditions chromatographiques

La poudre de sel monohydrate de L-(-)-Noradrénaline (+)-bitartrate a été achetée
chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA), le chlorure de sodium 0.9% chez Aguettant (Lyon,
France) et I'acide acétique chez Cooper (Melun, France). Le méthanol et I'acétonitrile pour
HPLC ont été achetés aupres de Fisher Scientific (Loughborough, UK) et Carlo Erba (Val de
Reuil, France). L'eau ultra-pure a été fournie a I'aide d’un systéme de purification d’eau
Direct-Q UV3 (Millipore®, Molsheim, France). Nos préparations hospitaliéres de seringues
prétes a I'emploi ont été réalisées en utilisant du chlorure de sodium 0.9%. Le choix du
véhicule a été fait sur la base de deux études précédemment publiées ayant montré de
bonnes propriétés de stabilité des préparations de NE lorsqu’elles étaient reconstituées dans
du chlorure de sodium 0.9% comparativement au glucose 5% (45,46).

Le dosage de la concentration de NE a été effectué par chromatographie liquide a
haute performance, couplée a un détecteur UV a barrette de diodes (HPLC-DAD).
L'équipement d’analyse était composé d’un échantillonneur Waters®717, d’une pompe
Waters® 1525 et d’'un détecteur UV-3D Waters®2996. L’acquisition et I’analyse des données
ont été effectuées a l'aide d’Empower® (Waters, France). L'analyse a été réalisée a
température réfrigérée entre 2 et 8°C. Le volume d’injection a été fixé a 50 uL. Une méthode
spécifique indicatrice de stabilité a été développée et validée afin de déterminer la
concentration de NE. Les conditions chromatographiques utilisées sont présentées dans le
tableau 2.

Tableau 2 - Caractéristiques de la méthode analytique mise au point pour le dosage de la

noradrénaline

Noradrénaline

Phase mobile Mélange acétonitrile/eau (5/95, v/v), acidifié avec 0.1% acide acétique

Débit (mL/min) 1.0

Purospher®STAR 150mm x 4.6mm RP-18 endcapped 5um (Merck -

Colonne
Darmstadt, Germany)

A (nm) 278

La validation de la méthode analytique a été effectuée conformément aux directives
internationales ICH Q2(R1) en utilisant les criteres suivants : linéarité, exactitude (justesse,
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fidélité), précision (répétabilité, précision intermédiaire), spécificité (produits de
dégradation) et limite de quantification (47).

b. Courbe d’étalonnage

Pour évaluer la concentration de NE dans les seringues, une méthode d’étalonnage a
été réalisée. La gamme étalon a été déterminée en fonction de la concentration cible.

Afin d’obtenir des solutions standards pour I'analyse HPLC, une solution mere a 200
pug/mL a été préparée : 10 mg de poudre de NE ont été pesés avec précision dans une fiole
volumétrique de 50 mL remplie de méthanol. La solution mere a été stockée a -20°C
pendant la période d’étude apres s’étre assuré de sa stabilité durant cette période (variation
de la concentration inférieure a 10% en valeur absolue).

Une solution initiale de NE a 20 pug/mL a été préparée extemporanément a partir de
la solution mére, puis diluée avec du chlorure de sodium a 0.9% pour obtenir une courbe
d’étalonnage en cing points (0, 2.5, 5, 10 et 20 pug/mL). Les courbes d’étalonnage ont été
générées par régression linéaire, selon la méthode des moindres carrés, a partir de la
surface du pic en fonction des profils de concentration de NE. La méthode était considérée
comme linéaire si le coefficient de détermination (r?, soit le carré du coefficient de
corrélation linaire r) était supérieur a 0.999 pour la courbe standard moyenne, avec un taux
de résidu de £ 10%.

c. Linéarité

Cing courbes d’étalonnage ont été obtenues a partir de prélévements réalisés sur
cing jours différents. La linéarité a été évaluée par I'analyse du coefficient de détermination
(r?) et des valeurs résiduelles (exprimées en pourcentage de la valeur théorique).

d. Exactitude, précision et limite de quantification

Afin d’obtenir une solution mére pour les controles qualité (CQ), une solution de 50
ug/mL a été préparée : 10 mg de poudre de NE ont été pesés avec précision dans une fiole
volumétrique de 200 mL remplie de méthanol. Ensuite, les CQ ont été préparés dans du
chlorure de sodium 0.9% a des concentrations de 2.5, 5 et 20 pg/mL. La solution mere a été
stockée a -20°C pendant la période d’étude apres s’étre assuré de sa stabilité durant cette
période (variation de la concentration inférieure a 10% en valeur absolue).

La précision a été évaluée au moyen de I"écart-type relatif (RSD) de la concentration
moyenne. Elle a été déterminée pour chaque CQ le méme jour pour la répétabilité et sur
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cing jours pour la précision intermédiaire. La répétabilité et la précision intermédiaire ont
été considérées comme conformes si I'écart-type relatif était inférieur a 10%. La justesse a
été évaluée en déterminant le taux de recouvrement des concentrations attendues des CQ.
La limite de quantification (LOQ) a été fixée au point le plus bas de la courbe d’étalonnage.

e. Spécificité et capacité indicatrice de stabilité

Une méthode « indicatrice de stabilité » (« stability-indicating method ») est une
procédure analytique capable de distinguer le principe actif a analyser de ses produits de
dégradation formés durant I’étude de stabilité dans des conditions de stockage définies. La
capacité indicatrice de stabilité est évaluée par une dégradation forcée, qui est
généralement effectuée sur un lot et inclut des variations importantes de pH et de
température ainsi qu’une réaction d’oxydation et de photolyse. Le but de cette étape n’est
pas de détruire toute la molécule mais de détruire environ 20% de la molécule et de mettre
en évidence des produits de dégradations, qui ne doivent pas co-éluer avec la molécule a
étudier (48).

Pour s’assurer qu’aucun produit de dégradation ne co-éluait avec la NE, un détecteur
a barrette de diodes (Waters®2996, France) a été utilisé pour obtenir un chromatogramme
tridimensionnel. La solution de NE a été soumise a des conditions de stress extrémes : bain
marie a 80°C (Isotemp 210, Fisher Scientific), conditions acides avec de I'acide chlorhydrique
37% a 0.05M (Carlo Erba, Val de Reuil, France), conditions basiques avec du NaOH 30% a
0.025M (Cooper, Melun, France) et une oxydation avec du peroxyde d’hydrogene 3% (Gifrer,
Hérouville Saint-Clair, France), conformément aux directives internationales ICH Q1 (49,50).
Les chromatogrammes issus de ces échantillons ont été comparés a celui d’une solution de
NE non dégradée et ont été soumis a un test de contrdle de pureté.

2. Analyse des seringues de noradrénaline
a. Seringues de noradrénaline reconstituées au bloc opératoire

Au Centre Hospitalier Universitaire de Poitiers, les seringues de NE sont reconstituées
qguotidiennement au bloc opératoire par les infirmiéres, en effectuant une double dilution
(1:400) a partir d'une ampoule de NE a 2 mg/mL.

Pour étudier la fiabilité de la reconstitution des seringues de NE au bloc opératoire, 50
seringues ont été collectées et transmises a la pharmacie pour analyse. Ces seringues ont été
préparées a différents moments de la journée, par différents manipulateurs et sur une
période de 18 jours. Les seringues initiales de NE a 100 pg/mL ont été préparées au bloc
opératoire, en diluant 1 mL de NE (ampoule a 2 mg/mL) avec du chlorure de sodium 0.9%
dans une seringue de 20 mL (réf. 302830, en polypropyléne, Becton, Dickinson and
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Company, Franklin Lakes, USA). A partir de ces seringues initiales (100 pg/mL), des seringues
de 20 mL a 5 pg/mL de NE ont été obtenues par dilution au 1:20 avec du chlorure de sodium
0.9%.

En plus de I'estimation de l'intervalle de confiance a 95% de la concentration moyenne
observée, cette derniére a été comparée a sa valeur théorique de 5 pg/mL au moyen d’un
test Z au risque a = 5% dans sa formulation bilatérale.

b. Seringues de noradrénaline préparées a la pharmacie

b.1 Préparation des seringues a la pharmacie

La préparation des poches meéres et des seringues a été effectuée dans une zone a
atmosphere contrdlée (classe B), sous une hotte a flux laminaire horizontal (classe A). Trois
poches meéres de solutions de NE ont été préparées (400 mL a 5 ug/mL), en utilisant trois
poches vides de 500 mL sans PVC (Macopharma®) remplies de 399 mL de chlorure de
sodium 0.9% (Baxter) a l'aide d'une pompe (Baxa MM12), et de 1 mL de NE, ajouté
manuellement.

Apres homogénéisation, 30 seringues de 5 mL (réf. 309649, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA) ont été préparées, a partir de chaque poche meére, a lI'aide de
la pompe Baxter. Les seringues ont été obturées par des obturateurs male-femelle
(réf.OBTMF02, BQ Plus Medical Co, Chine). Les seringues ont été conservées dans un
réfrigérateur a 5°C + 3°C sans protection supplémentaire contre la lumiéere. Pour analyser la
distribution de la concentration des seringues de NE a 5 pug/mL, la concentration moyenne
observée a été comparée a la valeur théorique en estimant son intervalle de confiance a
95% et par un test T de Student (a =5%).

b.2 Essai analytique

L'analyse a été effectuée au jour 0 (correspondant au jour de préparation). Pour chaque
analyse, trois seringues de chaque poche mére ont été analysées.

3. Analyse de la stabilité physico-chimique
a. Stabilité chimique

L'analyse a été effectuée aux jours 1, 3, 7, 14 et 28. Pour évaluer la stabilité chimique,
la concentration de NE a été déterminée dans une seringue différente chaque jour,
provenant de chacune des poches méres. La préparation de NE a été considérée comme
stable si la concentration des échantillons était supérieure a 90% de la concentration initiale.

22



b. Stabilité physique

Un examen visuel a été réalisé tout au long de I'étude de stabilité afin de détecter
une précipitation, un changement de couleur ou toute autre manifestation macroscopique.
La préparation a été considérée comme physiquement stable si aucune manifestation
macroscopique n’était observée dans les conditions expérimentales définies.
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Partie lll - Résultats

1. Développement et validation d’'une méthode de dosage de
noradrénaline, indicatrice de stabilité

Une méthode spécifique HPLC-DAD a été développée puis validée. Comme illustré dans
la figure 3, les courbes d’étalonnage ont fourni une linéarité correcte sur la gamme étudiée,
puisque les coefficients de détermination étaient supérieurs ou égaux a 0.9998 et les valeurs
résiduelles étaient inférieures ou égales a 4.86%.
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Figure 3 - Courbe standard du dosage de la noradrénaline

Concernant la précision et la justesse, les criteres d’acceptation ont été respectés pour la
méthode analytique développée puisque les RSD des concentrations moyennes étaient
inférieurs ou égaux a 5.54% et le taux de recouvrement des concentrations des CQ était
proche de 100% de la valeur attendue (Tableau 3). La LOQ dans les solutions a été estimée a
2.5 pg/mL (Figure 4).

Ces résultats montrent que la méthode analytique développée dans ce travail est précise

et permet une détermination fiable de la concentration de NE sur une plage de 2.5 a 20
ug/ml au sein de préparations reconstituées avec du chlorure de sodium a 0.9%.
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Figure 4 - Chromatogramme obtenu pour la solution de noradrénaline dosée a 2.5 pg/mL

Tableau 3 - Précision de la méthode analytique développée pour le dosage de la noradrénaline

Controle bas

Controle
intermédiaire

Contrdle haut

Concentration cible (ng/mL) 2.5 5.0 20.0
Répétabilité
Concentration moyenne (ug/mL) 2.66 5.30 21.14
RSD (%) 4.07 3.28 4.03
Précision intermédiaire
Concentration moyenne (ug/mL) 2.61 5.19 20.42
RSD (%) 4.0 3.66 5.54
Justesse
Taux de recouvrement (%) 106.25 105.96 105.68

RSD : écart-type relatif

Au cours de I'étude de dégradation forcée, plusieurs produits de dégradation ont été

formés (Figure 5). L'inspection des spectres (temps de rétention) et le test de pureté des pics

n’ont révélé aucune propriété d’interférence de ces produits de dégradation vis-a-vis de la

NE.

Sachant la méthode linéaire et précise, et qu’aucun produit de dégradation n’a été

co-élué avec le pic de NE, cette méthode est indicatrice de stabilité selon les directives

internationales. Elle a donc par la suite été utilisée pour doser la NE dans les préparations

réalisées au bloc opératoire et a la PUI ainsi que pour déterminer la stabilité physico-

chimique de ces dernieres.
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Figure 5 - Chromatogrammes bidimensionnels (a gauche) et tridimensionnels (a droite) obtenus
pour la solution de noradrénaline aprés application de différentes conditions de stress. (a) Sans
stress ; (b) 80°C pendant 30 min; (c) Solution d’H202; (d) NaOH 0.025M ; (e) HCI 0.05M ; DP:
produit de dégradation
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2. Analyse des seringues de noradrénaline reconstituées au bloc opératoire
et préparées a la pharmacie

Un total de 68% des seringues reconstituées au bloc opératoire se situaient en dehors du
biais accepté (concentration théorique de 5 pg/mL + 10%). En parallele, aucune des
seringues préparées a la pharmacie ne présentait une concentration en dehors du biais
accepté.

Les résultats du dosage des seringues reconstituées au bloc opératoire et préparées a la

pharmacie sont présentés dans le tableau 4 ainsi que sur les figures 6 et 7.

Tableau 4 - Résultats des concentrations obtenues pour les seringues reconstituées au bloc

opératoire et préparées a la pharmacie

Seringues reconstituées Seringues préparées

au bloc opératoire a la pharmacie
Quantité (n) 50 9
Concentration moyenne * ET (ug/mL) 5.81+2.51 5.01+0.21
[IC 95%] [5.11 -6.50] [4.85—5.16]
Médiane (ng/mL) 5.09 5.09
Concentration minimale — maximale (ng/mL) 1.81-15.03 4,58 -5.22
p -value 0.022 0.93
Nombre de préparations en dehors du biais 34 (68) 0(0)

accepté, n (%)

IC : intervalle de confiance, ET : écart-type
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28



3. Analyse de la stabilité physico-chimique
a. Stabilité chimique

Pour chacun des cing temps d’évaluation, les concentrations mesurées de NE étaient
toujours comprises entre 90 et 110% de la concentration initiale. Les résultats de la stabilité
chimique sont résumés dans le tableau 5 et illustrés dans la figure 8.

Tableau 5 - Résultats de I'étude de stabilité

JourO Jour1l Jour3 Jour 7 Jour 14 Jour 28

Seringues de la

. 476+0.16 5.19+0.40 4.84+0.08 4.70+0.02 4.55+0.04 4.72+0.04
poche mére N°1

Seringues de la

R 512+0.03 5.16+0.19 4.86+0.09 5.02+0.08 5.00 £+0.04 4.82+0.15
poche mére N°2

Seringues de la

R 514+0.07 497+0.10 494+0.09 4.69+0.05 4.77+0.04 4.80+0.14
poche mére N°3

Les concentrations sont exprimées sous la forme moyenne * écart-types (en pug/mL)

110

100 ./

o

i
——
——

Concentration de NAD parrapport au dosage a 10 (%)

0 7 14 21 28
Jour
Figure 8 - Variation de la concentration en noradrénaline par rapport a la concentration dosée a JO.

Les concentrations sont exprimées sous la forme moyenne + écart-type (%), n=3 a chaque temps.
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b. Stabilité physique

Les inspections visuelles de chacune des poches/seringues n'ont révélé aucun
changement macroscopique ni changement de couleur pendant la période d'étude.
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Discussion

Cette étude a permis de développer puis valider une méthode de dosage HPLC-DAD
de solutions de NE, conforme aux directives internationales en vigueur (47) et ayant des
performances analytiques satisfaisantes que ce soit en termes de linéarité, d’exactitude, de
précision, de spécificité et de LOQ. Celle-ci a été utilisée pour mettre en évidence que les
seringues reconstituées au bloc opératoire (n=50) présentaient une tres grande variabilité de
concentrations qui étaient par ailleurs significativement différentes de celle attendue.
Devant ce constat, la mise en place d’'un nouveau circuit de production de seringues prétes a
I'emploi de NE a 5 ug/ml au sein de la pharmacie a permis d’obtenir des préparations (n=9),
toutes conformes (concentration * 10%), et dont la stabilité physico-chimique a été
démontrée pour au moins 28 jours.

Les pratiques pour la reconstitution au bloc opératoire des seringues de NE ont
montré une tres grande variabilité. La double dilution a l'aide de seringues de 20 mL semble
inappropriée pour obtenir des seringues de NE a 5 pg/ml, et par ailleurs, pourvoyeuse
d’erreurs importantes dans la dose administrée, avec des conséquences cliniques
potentiellement graves. A noter que le tirage au sort de 50 seringues reconstituées au bloc
opératoire sur différents jours, a différents moment de la journée et reconstituées par
différents manipulateurs a contribué a minimiser le risque de biais de sélection des
seringues. Différentes hypothése peuvent étre émises pour expliquer cette situation avec
notamment la présence de facteurs associés a un risque d’erreurs médicamenteuses telle
que la charge de travail et les interruptions de taches des infirmieres, I’'heure de la journée
ou encore le niveau d’expérience (51), et mériteraient des investigations spécifiques.

Les seringues préparées a |l'unité de pharmacie présentaient toutes une
concentration comprise entre 4.5 et 5.5 pg/mL (x 10%) et ont une concentration moyenne
qui n'était pas significativement différente de la moyenne théorique (5 pg/mL). La
préparation a l'unité de pharmacie de seringues de NE prétes a I'emploi a 5 pg/mL offrait de
meilleurs résultats que la reconstitution au bloc opératoire. Par ailleurs, aucune variation
significative de la concentration de NE des seringues n'a été observée pendant les 28 jours
de I’étude. Ces résultats démontrent la stabilité physico-chimique des seringues pendant 28
jours, a 5°C £ 3°C. En conséquence, le stockage dans un réfrigérateur a été proposé car une
meilleure stabilité microbiologique est obtenue en utilisant une température de stockage
basse.

Nos résultats sont en accord avec les études de stabilité de la NE déja publiées (52),
mais il s’agit de la premiére a décrire une stabilité de NE d’au moins 28 jours dans des
seringues prétes a I'emploi contenant une faible concentration a 5 pg/ml permettant une
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administration par bolus. En effet, Kaushal et al/ (52) ont travaillé sur la stabilité physico-
chimique de seringues de NE a 8 pg/ml conservée a trois températures différentes :
température ambiante (22-25°C) protégées ou non de la lumiére, température réfrigérée (2-
6°C) ou congelée (-20°C). Toutes les seringues de NE sont restées stables pendant 30 jours et
aucun effet de la lumiére n’a été observé sur la dégradation de la NE. Par analogie a I’étude
de Heeb et al (12) qui a montré que des solutions de NE dosées a 10 pug/mL étaient stables
sur une période de 6 mois lors d’'une conservation a 2-8°C et 28 jours a température
ambiante (sans photo-protection particuliere), il pourrait étre intéressant de conduire une
étude de stabilité avec un temps d’évaluation plus tardif pour permettre un éventuel
espacement des lots de production afin d’optimiser le circuit au sein de notre établissement.
La qualité des préparations étant garantie par une manipulation stérile et des unités de
production respectant les BPP, d’autres projets expérimentaux sont envisagés afin d’évaluer
la stabilité microbiologique des seringues.

Notre étude comporte néanmoins plusieurs limites. Il s’agit tout d’abord d’une étude
monocentrique. De plus, la stabilité contenant-contenu n’a pas pu étre réalisée. Le choix du
contenant est déterminant pour limiter les phénomeénes d’adsorption, d’absorption, de
perméation, de migration ou de relargage (53). Les conséquences d’une telle interaction
peuvent étre une perte de principe actif, une dégradation ou inactivation du principe actif,
une toxicité des impuretés relarguées ou une modification de la fonctionnalité du contenant
(53). Dans notre étude, les différents matériaux constitutifs des seringues utilisées étaient
les suivants : polypropyléne (corps et piston de seringues), silicone (lubrifiant des seringues)
et polyéthylene (obturateur). Notre choix des seringues a été guidé par le profil favorable
que présente le polypropyléne vis-a-vis des interactions contenant-contenu, comme en
témoigne une étude réalisée sur la stabilité de solutions prétes a I'emploi de NE a 0.2 et 0.5
mg/mL conservées dans des seringues en polypropyléne montrant une stabilité de 365 jours
en cas de conservation a une température réfrigérée ou congelée (54). Le silicone peut
interagir avec le contenu par phénomeéne d’adsorption ou d’absorption exposant a un risque
d’agrégation de particules. Toutefois, ce phénomene observé secondairement a |'utilisation
de seringues composées de silicone a uniquement été rapporté en cas d’administration
intraoculaire (55).

Au total, compte tenu des meilleurs résultats obtenus avec les préparations réalisées
au sein de la PUI avec notamment une stabilité physico-chimique de 28 jours et des risques
associés a I'administration d’une dose infra- ou supra- thérapeutique de NE, la mise en place
d’un circuit ou la préparation et le controle libératoire des seringues de NE prétes a I'emploi
seraient effectués au sein de la PUI pourrait contribuer d’une part a sécuriser la prise en
charge médicamenteuse des patients et d’autre part a libérer du temps soignant dans les
unités de soins.
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Conclusion

La nécessité d’administrer la NE en bolus bien qu’il n’y ait pas de spécialités
disponibles, prétes a I'emploi, contraint les services d’anesthésie-réanimation a reconstituer
eux-mémes ces seringues. Cette étude a permis de mettre en évidence que dans ces
conditions les seringues reconstituées au bloc opératoire présentaient de trés grandes
variabilités alors méme que la NE expose a des conséquences cliniques potentiellement
graves en cas de dose infra-ou supra-thérapeutique. La mise en place d’'une nouvelle
approche de préparations hospitalieres au sein de la PUl a montré de meilleurs résultats
avec des concentrations conformes (5 pg/mL + 10%) et dont la stabilité physico-chimique a
été démontrée a 28 jours. Cela permettrait de réaliser les préparations a I'avance et de
réaliser un contréle libératoire avant stockage dans les services d’anesthésie-réanimation.
Ainsi, la mise en place de ce nouveau circuit pourrait de toute évidence contribuer a
sécuriser la prise en charge médicamenteuse des patients et a libérer du temps soignant
dans les services d’anesthésie-réanimation.
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RESUME DE LA THESE

La noradrénaline (NE) est utilisée pour prendre en charge I’hypotension artérielle induite par
I’'anesthésie (en bolus IV intermittents ou en perfusion continue). L'objectif principal de cette étude
était de développer une méthode de dosage indicatrice de stabilité permettant le dosage des
seringues de NE reconstituées au bloc opératoire (5 pg/mL, bolus en IV) en vue d’étudier leur fiabilité
comparativement a celle obtenue a la pharmacie lors de la réalisation de préparations hospitaliéres
prétes a I'emploi, dosées a 5 ug/mL. L'objectif secondaire était d’étudier la stabilité physico-chimique
des préparations réalisées au sein de la pharmacie.

Concernant la méthode analytique, la linéarité a été démontrée (r?2 > 0.999, résidus < 5%) de 0 a 20
pg/mL et les contréles qualités effectués a 2.5, 5 et 20 pg/mL ont démontré la précision (RSD <
5.54%) et I'exactitude (biais 6.25%) de la méthode. Concernant les seringues reconstituées au bloc
opératoire, la moyenne observée était significativement différente (p=0.022) de la moyenne
théorique (5 pg/mL) et 68% des seringues reconstituées étaient en dehors du biais accepté (5 pg/mL
1 10%). En paralléele, aucune des seringues préparées a la pharmacie ne présentait une concentration
en dehors du biais accepté et leur stabilité physico-chimique a été démontrée pendant 28 jours.

Les seringues reconstituées au bloc opératoire présentaient de trés grandes variabilités alors méme
que la NE expose a des conséquences cliniques potentiellement graves en cas de dose infra-ou supra-
thérapeutique. La mise en place d’une nouvelle approche de préparations hospitaliéres au sein de la
pharmacie pourrait permettre de réaliser les préparations a I'avance et de réaliser un contréle
libératoire avant stockage dans les services d’anesthésie-réanimation contribuant ainsi a sécuriser la
prise en charge médicamenteuse des patients et a libérer du temps soignant dans les services
d’anesthésie-réanimation.
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