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SUMMARY 

Gas chromatographic determination of diethylcarbamazine (Hetrazan) in serum ol-labo- 
ratory rodents 

After chloroform extraction in an alkaline solution, diethylcarbamazine (DEC) 
is measured in the presence of dipropylacetamid (internal standard), treated in the 
same manner, by a gas chromatographic procedure using a nitrogen detector in a 10 % 
BDS column. 

Results can be easily reproduced for analysis of DEC in sera up to levels of 
10 mg/l and sensibility allows determination of approximately 0.5 mg/l levels on 
SO-p1 samples of serum. This method is suitable for pharmacokinetic studies. 

INTRODUCTION 

Ladiethylcarbamazine (DEC; N,N-diethyl-4-methyl-l-piperazinecarboxamide) 
est un anthelminthique tres utilise depuis longtemps en midecine vCt&inaire et hu- 
maine; son activite antifilarienne en fait un medicament de reference dans ce domaine 
chez l’homme, bien qu’elle provoque des effets indesirables chez les individus en Ctat 
d’hypersensibilite. Son mode d’action est inconnu mais doit pouvoir &tre BtudiC par 
l’etude de son metabolisme chez des Rongeurs, en particulier chez Proechimys guya- 
nensis, hate dtfinitif dans un nouveau modtle experimental de filarioses’. 

Les mithodes de dosage de la DEC dans les liquides biologiques utilisees 
jusqu’g present2 font appel B la DEC marquee au 14C ou a des techniques colorime- 
triques3-5 n&cessitant des prCl&vements relativement importants, difficiles B pratiquer 
de man&e repede chez les rongeurs de laboratoire. 

C’est pourquoi nous avons itudie et nous proposons une methode de d&ermi- 
nation de la DEC dans le serum par chromatographie en phase gazeuse (CPG), qui 
permet un dosage sensible et specifique sur des prelevements de 0.344 ml de sang. 
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MATERIEL ET Ml?THODE 

Principe de la me’thode 
La DEC est extraite des serums par le chloroforme en mileu alcalin. Le dipro- 

pylacCtamide retenu comme &talon interne est ajo& aux s&-urns avant extraction. 
Les extraits 6vaporCs sont repris par L’Cthanol et injectis dans un chromatographe en 
phase gazeuse sans derivation prealable. La chromatographie est effect& sur colonne 
10 % de succinate de butanediol BDS dans un chromatographe CquipC d’un dCtecteur 
chermoionique. 

MatPriel 
Appareillage. Tubes 2 centrifuger bouchant Cmeris 3.5 ml; agitateur Vortex; 

centrifugeuse Jouan B refroidissement modele E 95; dispositif d’Cvaporation sous 
azote; chromatographe Girdel3.000 muni d’un dCtecteur thermoi’onique; enregistreur 
Servotrace de sensibilite 1 mV pour la totalit de 1‘Cchelle; colonne, 2 m de longueur 
et l/8 de pouce de diamkre en acier inoxydable 2 10 % de BDS sur Gas-Chrom Q 80- 
100 mesh; microseringue Terumo UMSN de 10 ktl graduCe au l/IO ,ul. 

RPactifs. Chloroforme Prolabo; soude 0.01 N; ethanol absolu Prolabo; alcool 
isoamylique (Merck). 

Standards en solution Pfhanolique. Solutions de DEC (RhBne-Poulenc-Specia, 
Paris, France): (1) solution mtre & 125 mg/ 1: citrate de DEC (48.9 mg) et Cthanol Q_S.P. 
200 ml; cette solution est agitee au bain marie 8 37” quelques minutes jusqu’g dis- 
solution. (2) Solution de travail & 2.5 mg/l : solution m&e de DEC (2 ml) et ethanol 
Q.S.P. 100 ml. Solutions de dipropylacCtamide (DCpamide N-D., Labs. Berthier 
DCrol, Bordeaux, France): (1) solution m&e g 1 g/ 1: dipropylacttamide (30 mg) et 
Cthanol Q-S-P_ 30 ml; (2) solution de travail B 10 mg/l : solution m&e de dipropyl- 
a&amide (1 ml) et ethanol Q.S.P. 100 ml. Ces solutions standards sont conservees 
a 4”. 

Animaux. Les animaux utilisCs sont : Proechimys guyanensis, rongeur cavio- 
morphe, h&e dtfinitif nature1 d’une filaire Dipetalonema dessetae, adapt6 2 ce titre 
au laboratoire: rat blanc souche Wistar; hamster syrien dorC. 

Technique 
PrGvement. Aprb lkg&re anesthesie 2 I’Cther 0.3-0.4 ml de sang sont prClevCs 

aux sinus frontaux. Apr&s coagulation le s&urn est d&ant& et conservt? Q 4” jusqu’& 
l’extraction. 

Traitement des Pchantillons. Dans des tubes rod&, la& a f’acide chlorhydrique 
et rincCs & l’eau distillCe, on Cvapore sous azote 100 ~1 de la solution de dipropylacCt- 
amide 5 10 mg/l dans I’ethanol. On ajoute 50 ~1 de s&urn puis 100 ~1 d’alcool iso- 
amylique et 0.5 ml de soude 0.01 A!. Ce melange est ensuite traitC 2 fois par 1.5 ml de 
chloroforme. L’agitation est rCalisCe mCcaniquement (Vortex) pendant un temps 
standardis? d’une minute. Aprb centrifugation de 5 min 5 4100 g, les phases or- 
ganiques sont &par&es de la phase aqueuse Q l’aide de pipette Pasteur, rassemblCes 
dans des petits tubes et Cvaporees sous courant d’azote B temperature du laboratoire. 

Technique chromatographique. Le rtsidu d’extraction est repris par 200 ~1 
d’Cthano1 et I-6 ~1 de cette solution sont inject& dans le chromatographe dans les 
conditions suivantes : tempgrature de la colonne, 180” ; temperature de l’injecteur, 
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Fig. 1. (a) S&urn ttmoin de Proechimys; (b) s&urn de Proechimys surcharge B 5 mg/l en DEC; (c) 
sirum de Proechinzys aprks traitement; temps de rktention moyens: DEC, 2.9 min; dipropyladtamide 
(E-I.), 3.2 min. 

225’; tempkrature du dCtecteur, 200”; azote perte de charge, 1.5 bar: air, 350 ml/m@ 
hydrogene 25 ml/min; sensibilite, 1; atdnuation, 14. 

Les concentrations sCriques en DEC sont calculCes g partir du rapport des 
hauteurs des pits de la DEC et du dipropylacCtamide en rtfkrence g la gamme d’6ta- 
lonnage. Aucune interference due aux constituants normaux des serums des differentes 
esp6ces animales choisies n’apparait dans ies conditions que nous proposons. 

Sur la Fig. 1 nous prCsentons des chromatogrammes (a) d’un s&urn de Proe- 
chimys temoin; (b) d’un s&urn de Proechimys surcharge & 5 mg/l en DEC; et (c) d’un 
s&urn provenant d’un Proechimys trait6 par une dose de DEC de 50 mg/kg par voie 
intrapCritonhle, 15 min apr&s l’injection et pour lequel nous avons trouvC un taux de 
9.1 mg/l. 

&zZonnage. L’ttalonnage est obtenu en surchargeant des s&urns tCmoins avec 
des quanritCs croissantes de DEC. Pour cela on Cvapore simultan&ment 100 ,ul de 
solution d’Ctalon inteme B 10 mg/l avec respectivement 25, 50, 100 et 200 ~1 de la 
solution de DEC & 2.5 mg/l correspondant & des concentrations sCriques en DEC de 
1.25, 2.5, 5 et 10 mg/l aprb avoir ajoutC au rQidu 50 ~1 de serum. Ces s&urns ainsi 
surcharges sont trait& selon la technique d&rite et permettent d’&ablir la courbe 
d’ttalonnage. 

RfSULTATS ET DISCUSSION 

Caractkistiques de la m&ho& 

La determination de la courbe d’etalonnage (Fig. 2) montre que la lintarit6 est 
trts satisfaisante dans les conditions OpCratoires proposCes, jusqu’8 des concentrations 
seriques de 10 mg/i en DEC. La sensibilit.6 de la m&hode permet d’atteindre 125 pg/pl 
d’khantillon inject& ce qui permet de doser des s&urns ayant moins de 0.5 mg/l de 
DEC. La pr6cision de la m&hode a CtC CtudiCe en rCpCtant 11 fois le mEme dosage sur 
un s&urn surcharge par 5 mg/l de DEC: moyenne du rapport DEC-&alon inteme, 
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Fig. 7. Gamme dYtalonnage_ 

I?? = 0.78; &art type o,O.O33; coefficient devariation, 2.8 ‘jO_ Dans les conditions ape- 
ratoires retenues, la DEC et le dipropylacetamide sont extraits avec un rendement voi- 
sin de 70%. 

Discussion 
La mise au point de cette methode s’est heurtee B deux difficult&: le choix de 

l’etalon inteme et les irrbgularites des extractions. 
Choix de l’e’talon interne. Nous avons tout d’abord recherche un Ctalon interne 

de structure chimique voisine de la DEC: piperazine, N-Z amino Cthylpiptrazine ainsi 
que d’autres substances azotees susceptibles de repondre au dctecteur thermo’ionique 
et d’&tre extraites de maniere comparable 5 la DEC: bromhydrate d’arecoline, ephe- 
drine, amidopyrine, cafeine. Mais le temps de retention de ces differentes molecules 
dans les conditions chromatographiques favorables h la DEC ne pouvait convenir. 
D’autre part leur caractere basique ainsi que celui de la DEC provoquaient un dCpla- 
cement mutue1 entrainant une mauvaise reproductibilite des extractions_ 

Nous nous sommes alors adressts A d’autres composts azods. Le dipropyl- 
a&amide a CtC retenu. Il est stable, extractible en milieu acide et en milieu alcalin, 
n’entraine pas la volatiiisation de la DEC et presente une sensibilite de reponse au 
detecteur utilize voisine de celle de la DEC. - 

Conditions d’extraction. Un certain nombre de solvants a Ctt essaye: chloro- 
forme, acetate d’&hyIe, dichloroethane et dichloromethane. Le chioroforme nous a 
don& les resultats les plus satisfaisants pour la DEC tout en permettant ealement 
une bonne extraction du dipropylacttamide. D’autre part l’addition d’alcool isoamy- 
lique rtduit l’tmulsion provoquee par ce soivant. Un temps d’agitation standardise a 
une minute permet une bonne extraction sans provoquer we emulsion trOp importan- 
te. Le rendement d’extraction n’est pas amClior& en augmentant ce temps d’agitation 
au dessus d’une minute. 

L’alcalinite du milieu aqueux interferant dans le rendement de l’extraction, 
nous avons CtC amen& a essayer differents sysdmes tampons phosphate ou carbonate 
et differems degres d’alcalinisation par la soude entre pH 8 et 13. Le meilleur rende- 
ment d’extraction de la DEC est obtenu a pH 12 avec de la soude 0.01 N (rendement 
67 %I; 5 ce pH le dipropyiacCtamide est extrait avec un rendement de 73 72. 
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Fig. 3. Courhes d’elimination strique de la DEC en coordonnks semilogarithmiques. Prodrimys 

(A- A): J- = -0.993; y = -0.146 x ;0.839. Hamster (O----O): r = -0.997; y = -0.314 x 
f1.125. Rat blanc (&--a): r = -0.970; y = -0.250 x i1.077. 

Choh de Ia technique chromatographique. Le choix de la colonne a CtC motivC 
par plusieurs considkrations : Ia recherche de symktrie du pit chromatographique 
difficile 5 obtenir avec une substance aussi polaire que la DEC, et I’abondance des 
pits parasites dCls aux s&urns de rongeurs. Diffkrentes colonnes ont Ct6 essaykes: 7 % 
OV-101 (2 m), 3 % OV-17 (2 m et 3 m), 4% DEGS (3 m) et 10% BDS (2 m) pour la- 
quelle nous avons finalement opt& En effet, sur cette colonne la DEC donne un pit 
parfaitement symktrique alors que sur les autres colonnes eile prCsente un pit leg&e- 
ment trainant; de plus aucun pit parasite n’est observk au niveau de la DEC et du 
dipropylacttamide. Sur la colonne 7% OV-101 en particulier un petit pit au niveau 
de la DEC n’a pu etre CIiminC ma&C diffirents Iavages des extraits, notamment par des 
tanipons borates B diffkrents pH de S-10. 

Vu les faibles concentrations sCriques en DEC observkes chez les rongeurs et la 
composition de ces s&urns, il Ctait indispensable de faire appe1 & un dktecteur suffi- 
samment sensible et spkifique des molecules azoties. Le dosage de la DEC avec un 
dktecteur thermoionique nous permet de travailler avec une sensibilitk beaucoup plus 
grande que celle obtenue en d&&ion ionisation de fIamme. En outre, 5 des attknua- 
tions t&s faibles du signal, nous obtenons une l&e de base t&s correcte sans “crache- 
ment” de Ia colonne et sans trainee du front du solvant. 

Application 
A titre d’exempIe nous presentons les rksultats des dosages de DEC effect&s 

chez un Proechimys, un rat bIanc et un hamster trait& oralement par 100 mg/icg. La 
DEC est rapidement assimilte et distribuCe et n’est plus diceICe dans le sang aprb 



160 IM. C. PFAFF, Ph. GAYRAL, G. MAHUZIER 

24 h. Les demies vies d’elimination Cva@Ces SW les courbes correspondantes sont pour 
le hamster et ie rat blanc de l’ordre de!1 h et pour le Proechimys de 2 h (Fig. 3). 

Ces observations preliminaires sont en accord avec les donnees de la litttrature 
indiquant une disparition rapide de la DEC du compartiment sanguin. 

CONCLUSION 

En respectant les conditions optratoires d&rites cette methode se prete bien 5 
la determination de tres faibles quantites de DEC telles que celles que I’on retrouve au 
tours des etudes cinetiques. 
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Apres extraction en milieu alcalin par le chloroforme, la diethylcarbamazine 
(DEC) est dosee en presence d’un Ctalon interne le dipropylacetamide, trait6 dans les 
mgmes conditions, par chromatographie en phase gazeuse avec detecteur thermoi’oni- 
que sur colonne 10% BDS. 

La reproductibilite est t&s bonne jusqu’a 10 mg de DEC par litre de strum et 
ia sensibilitt permet de determiner des quantites de l’ordre de 0.5 mg/l sur des prises 
d’essais de 50 ~1 de strum. Cette methode se p&e bien & des etudes pharmacocine- 
tiques. 
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