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SUMMARY 

Quantitative determination of drugs by in situ spectrophotometry of chromatograms 
for pharmacokinetic studies. I. Sulpiride and other benzamides, vincamine, naftazone. 

Assays are proposed for sulpiride and other benzamides, v&amine and nafta- 
zone in plasma (or blood) and urine with direct UV reflectance spectrophotometry 
on thin-layer chromatography (TLC) at 293, 280 and 270 nm respectively. Urine 
samples are applied directly on TLC along with a caIibration curve on each plate. 
Plasma (or total blood) samples are extracted, and an internal standard is added 
before application ; slopes of the obtained calibration curves do not change signif- 
icantly from plate to plate, thus allowing several determinations on the same plate. 

The sensitivity is 2 pug in a l-ml sample (amount applied 30 ng) for sulpiride 
and related compounds and about the same for vincamine. Nafmone is determined 
in plasma with simultaneous reflectance and transmittance spectrophotometric 
measurements at 520 nm on chromatoplates sprayed with lead acetate, the sensitivity 
reached is 10 ng in a l-ml sample (amount applied 0.5 ng). 

For all drugs studied, the proposed techniques are specific, reliabIe and sensitive 
enough and can be used to perform pharmacokinetic studies in human or in animal 
after administration of doses in the therapeutic range. 

WTRODU~ION 

L’interpretation des don&es exp&imentales acquises au tours d’une etude 
pharmacocinCtique: variations de la concentration en medicament dans, le plasma en 
rbnction du temps et du pourcentage de la dose administr&e, retrouvC dans les urines 
soit SOUS forme &hang&, soit sous forme de mCtabolites, n’est en toute rigueur 
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possible que si l’on peut disposer dune technique analytique permettant de doser 
selectivement le medicament sous forme inchangte. Les proprietes physio-chimiques 
des mttabolites form& &ant souvent proches de celles du medicament administre, la 
technique utilisee pour le dosage devra cornporter une phase de separation avec un 
haut pouvoir de resolution. Cette skparation prkalable permet en outre d’kliminer des 
produits se trouvani natureIle_ment dans les milieux biologiques, qui peuvetit soit inter- 
ferer avec les produits & doser, soit donner des blancs ClevCs. 

Les moyens de separation actuellement utilises sont pour la pluspart des pro- 
&d& chromatographiques: chromatographie sur coionne de type gaz-liquide (GLC), 
ou de type liquide-Iiquide (LC ou HPLC) et chromatographie sur couche mince 
(TLC). 

En GLC ou en HPLC les separations sont suivies d’une determination 
quantitative, Ia sensibilite de la methode, dependant principalement du systeme de 
detecticn utilisi, en TLC ces determinations quantitatives peuvent Ctre faites soit 
apres Clution, soit par spectrophotometrie directe des chromatogrammes. 

Cette derniere methode se p&e bien au dosage des medicaments en milieu 
biologique’-“, elie a l’avantage de permettre de doser certains metabolites et le medi- 
cament inchange sur une mCme plaque chromatographique’p3*6**1**3*14 en utilisant soit 
un systeme de detection different’” soit pour la migration des melanges de solvants 
de polarites differentes lorsque les metabolites form& sont pas trop differents du 
produit administr6”. 

La reproductibi!ite des dosages est nettement amtlioree par I’utilisation d’un 
etalon interne5~6~“~*2~‘5 qui n’est cependant pas encore aussi sytematique qu’en 
GLC. 

Nous avons CtudiC les possibilites apportees par la spectrophotometrie in situ 

des chromatogrammes au dosage du sulpiride et de molecules appartenant Cgalement 
& la serie des benzamides, de la vincamine et de la naftazone, et Cventuellement de 
leurs metabolites, en milieu biologique. La separation par chromatographie sur 
couche mince sembIait particulikrement bien adaptCe B ces mol&ules10~‘6 dont nous 
devions realiser l’etude pharmacocinetique et la determination de la biodisponibilite 
apres leur administration au chien ou B i’homme A des doses aussi proches que 
possibIe de celles utilisees en therapeutique. 

Le dosage du sulpiride en milieu biologique a CtC fait jusqu’ici soit par colori- 
metrie16, soit par spectrophotomCtrie16, soit par spectrofluorimetrie”; routes ces metho- 
des presentent le risque de doser simultanement le sulpiride et des metabolites du 
sulpiride, la methode spectrofluorimetrique donne quant B elle des blancs Clew%“; une 
etude recente a montre que la spectrophotometrie par reflexion en inhibition de 
fluorescence apres separation chromatographique sur couche mince permettait d’attein- 
dre la sensibilite requise pour la realisation ci’une etude pharmacocInttiquelO. Des 
essais preliminaires nous ayant montre d’une part que la spectrophotometrie par 
reflexion dans l’ultraviolet (UY) conduit A une meilleure sensibilite que la technique 
par inhibition de fluorescence, et d’autre part que i’interference des substances nor- 
malement presentes dans les milieux biologiques est moindre dans ce cas, nous avons 
retenu cette methode pour le dosage du sulpiride et des molecules appartenant egale- 
ment A la skrie des benzamides. 

La vincamine est do& dans Ie plasma par chromatograghie en phase gazeuse 
apres extraction et dCrivatisation18-20 avec une trk bonne sensibilite, bien que moins 

1c 
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sensible nous avons pu employer la spectrophotomitrie par reflexion dans 1’W 
pour le dosage de la vincamine dans le sang total. 

Pour le dosage de la naftazone nous aurions pu utiliser comme precedem- 
ment pour le sulpiride et la vincamine, la spectrophotomCtrie par reflexion dans 
WV, mais en raison de la presence dans l’extrait obtenu B partir du plasma d’une 
substance migrant avec le meme RF dans tous les melanges solvants Ctudits” et 
absorbant a la mEme longueur d’onde, nous avons CtC amen6 5 preconiser une 
technique par spectrophotometrie des chromatogrammes dans le visible aprks 
revelation par pa&ate neutre de plomb et formation d’un complexe colore de type 
chelate. 

Dans ce travail nous dccrivons les methodes employees pour le dosage de cha- 
tune des molecules CtudiCes et nous montrons qu’eiles peuvent etre appliqutes B des 
etudes pharmacocinetiques par leur specificit& leur reproductibilitt et leur sensibilitC. 

MATJ?RIEL ET MfiTHODES 

RPactif et prod&s de rPf.rence 

Le sulpiride ou N-[(ethyl-1-pyrrolidinyl-2) methyl]-methoxy-2-sulfamoyl- 
%benzamide, et les produits apparent&: TER 1546 ou N-[(methyl-1-pyrrolidinyl-2)- 
methyl]-methoxy-2-sulfamoyl-5-benzamide et GRI 1665 ou N-[(propyl-1 pyrrolidinyl- 
2)mCthyl]-mithoxy-2-sulfamoyl-5-benzamide, nous ont 6th gracieusement foumis par 
le laboratoire Delagrange (Par&France). 

La naftazone, ou semicarbazone de la naphtoquinone-1,2, nous a ete gracieuse- 
ment foumie par la SociCtC S.E.R.E.S.C.I. (Bruxelles, Belgique). 

La theophylline et la strychnine qui seront utilisees comme Ctalons internes, 
ainsi que tous les produits chimiques utilises, sont des produits purs pour analyse. 
Tous les solvants utilises ont it& redistill& avant leur emploi. 

Ne disposant pas de mat&e premiere, la mise au point du dosage de la 
v&amine ou 14,15-dihydro-14-~-hydroxy-14+3-a&oxy(3a, 16a)tbumamCnine, a ttC 
effect& en utilisant comme produit de reference le solute injectable de Pervinca- 
mine@, titrant 15 mg pour 3 ml, des laboratoires Dausse (Paris, France). 

Matkriel divers 

Spectrophotometre chromatographique Zeiss PMQ II, les conditions d’en- 
registrement des spots pour chacune des molecules etudiees sont les suivantes: sen- 
sibilitt? 10 pour les mesures en reflexion diffuse, 1 pour les mesures en reflexion trans- 
mission simultanees; attenuation II; stabilite III; vitesse de la plaque 50 mm/min; 
vitesse de deroulement du papier de l’enregitreur: 60 mm/min. Les longueurs d’onde 
de mesure sont donn&s sous les tableaux de resultats correspondants B chacune des 
molecules Ctudiees. 

Integrateur de pit, Minigrator, Intersmat; l’integrateur d&lenchC au meme 
moment quc: l’enregistreur nous donne directement la surface int&r& de chacun des 
pits enregistr&. 

Plaques Merck (20 x 20 cm) (Ref. 5721) recouvertes de gel de silice G de 
Cl.25 mm d’epaisseur sur support de verre, sans indicateur de fluorescence. 

Microseringues Hamilton de 10~1 grad&s par 0.1 ~1. 
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Dosage du sulpiride et du produit TER I546 das le plasma 

Dans des tubes B centrifuger en verre,introduire 2, 3 ou 4 ml de plasma Q 
doser, de l’eau distil& q.s.p. 4 ml, 2 g de sulfate d’ammonium et 0.8 ml d’un 
tampon pH 10 (Tampon Jensen: 3.754 g glycocolle, 37 ml 1 N NaOH, eau q.s.p. 1 1). 
Agiter. Laisser en contact 3 min, extraire par 20 ml de chloroforme. Centrifuger. PrClever 
15 ml de phase organique, porter dans une “capsule antigrimpante” conttinant 0.5 ml 
d’une solution de produit GRI 1665, Ctalon inteme, Q 0.02 mg/ml preparee extempo- 
rankment B partir d’une solution m&e B 1 mg/ml dans l’kthanol absolu. 

Abandonner & la temperature ambiante jusqu’g reduction du volume 2 2 ml 
environ. Transvaser dans des tubes & hemolyse en verre et laisser le solvant s’Cvaporer 
& sec. Reprendre le rCsidu par environ 0.3 ml de chloroforme et deposer sur la 
plaque Merck 10 ,ul de cette solution. 

Introduire la plaque dans une cuve Q chromatographie satuSe (2 h) par le 
melange acitone-n-butanol-eau distill&-ammoniaque (66 :30 :3 : I). 

Ap&s dCveloppement du chromatogramme, s&her la plaque et prodder ti 
l’enregistrement photodensitomCtrique, en rCflexion diffuse & 293 nm, des spots 
correspondant au mtdicament et 5 1’Ctalon inteme. 

%blir le rapport R des surfaces intCgrCes relatives A ces spots. 
Droite d’e’falonnage. A quatre Cchantillons de 2 ml d’un plasma dmoin, ajouter 

respcctivement 0.1, 0.2, 0.4 et 0.6 ml d’une solution de sulpiride (ou de produit TER 
1546) & 0.1 mg/ml p&par& extemporanCment & partir d’une solution m&e & 1 mg/ml 
dans l’eau distill&, et suivre le mode opCratoire adopt6 pour le plasma & doser. Les 
elements de la gamme d’etalonnage sont deposCs simultantment sur la plaque avec 
les Cchantillons de plasma & doser. 

Dosage de la vhcamine dans le sang total 
Dans des tubes & centrifuger en verre, introduire 1, 2, 3,4 ou 5 ml de sang g 

doser, 2 ml d’acide trichloratitique & 50 % (v/v); laisser en contact 5 min. Ajouter 2 ml 
de 4 iV NaOM. Extraire par 20 ml de chloroforme. Centrifuger. PrClever 15 ml de phase 

organique, porter dans une “capsule antigrimpante” contenant 0.2 ml de solution de 
strychnine, Ctalon inteme, & 0.1 g/l dans le chloroforme. Abandonner B la tempgrature 
ambiante jusqu’B rCduction du volume & 2 ml environ. Transvaser dans des tubes B 
hCmolyse en verre et laisser le solvant s’Cvaporer B sec. Reprendre le rCsidu par 
environ 3.3 ml de chloroforme et dCposer sur plaque Merck 10 ~1 de solution chloro- 
formique. Introduire la plaque dans une cuve & chromatographie satu& (2 h) par le 
melange chloroforme-mCthanol(90: 10). Aprhs d&eloppement du chromatogramme, 
s&her la plaque et proceder 5 l’enregistrement photodensitomCtrique en rtflexion 
diffuse & 280 nm, des spots correspondant & la vincamine et B Etalon inteme. 

l%ablir le rapport R des surfaces intCgr&zs relatives B ces spots. 
Droite d’ttalonnage. A trois Cchantillons de 2 ml d’un sang temoin, ajouter 

respectivement 0.05, 0.1 et 0.15 ml de solution de vincamine B 0.1 g/l prCpar& ex- 
temporanement B partir d’une solution m&e B 5 mg/ml dans l’eau distill&e et suivre 
le mode opCratoire adopt6 pour le sang & doser. Ces trois tihantillons &alons sent 
depods sur la plaque en mEme temps que les &hantillons & doser. 

Dosage de ia naftazone dans Ce plasma 
0 

Dans des tubes 2 centrifuger en verre, introduire 2, 4, 5 ou 7 ml de plasma 
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a doser, de l’eau distilled q.s.p. 7 ml et 5 g de stiate d%mmonium. Laisser en contact 5 
min. Extraire en agitant durant 5 min par 20 ml da&ate d’ethyle. Centrifuger. Pre- 
lever 15 ml de phase organique, porter dans une “capsule antigrimpante” contenant 
0.1 ml dune solution de theophylline, &talon inteme, a 4 yg/ml dans l’&hanol & 
95%. Evaporer l’a&ate d’ethyle au bain d’eau thermostat& B 80”. Reprendre Ie 
residu par l’ethanol a 95 %, transvaser dans des tubes a hemolyse en verre. &vaporer 
la solution alcoolique. Reprendre le residu par environ 0.2 ml d’ethanol & 95% et 
deposer sur plaque Merck 10 ~1 de cette solution. 

Lntroduire la plaque dans une cuve & chromatographie satur&e (2 h) par le 
melange chloroforme-mCthanol(9O:lO). Apres developpement du chromatogramme, 
s&her la plaque et prodder a l’enregistrement photodensitometrique en reflexion dif- 
fuse B la longueur d’onde 270 nm du spot correspondant a la theophylline. Reveler 
par une solution aqueuse saturee d’adtate neutre de plomb et proc&ler B l’en- 
registrement photodensitometrique B 520 nm par rkflexion et transmission simultanees 
du spot correspondant 2 la naftazone. 

Etablir le rapport R des surfaces’ relatives au spot de la naftazone et B celui 
de l’ttalon inteme. 

Droite d’&taZonnage. A trois Cchantillons de 2 ml dun plasma tCnoin, ajouter 
respectivement 0.1,0.2 et 0.4 ml dune solution de naftazone a i pg/ml dans Kthanol 
& 95 0A et suivre le mode opiratoire adopt6 pour le plasma B doser- Les Clements de 
la gamme d’etalonnage sont depos& simultanement sur la plaque avec les echantillons 
de plasma B doser. 

Dosage dans ies urines 
Les differents echantillons d’urine recueillis sont directement deposCs sur la 

plaque chromatographique. On depose sur chaque plaque 2 ~1 de solutions &talons 
du medicament CtudiC prepar&es dans une urine temoin et titrant: (i) pour le sulpiride 
et le produit TER 1546: 250, 500 et 750 lug/ml; (ii) pour la vincamine: 125, 250 et 
500 pg/ml; (iii) pour la naftazone: 2, 4, 8 et 10 pg/ml. 

Les differents echantillons d’urine & analyser sont diluts ou concentrCs’* 
sous vide a 30” pour avoir une concentration finale comprise dans la gamme Talon. 

Apres migration, les plaques sont s&ch&s et les spots correspondant au medi- 
cament CtudiC sont enregistres au spectrophotometre chromatographique dans les 
memes conditions que pour les Cchantillons de plasma. . . 

Rl%JLTATS ET DISCUSSION 

InterprPtation quantitative des enregistrements 
Les m&odes les plus frequemment utilisees pour un traitement mathematique 

Tigoureux des donn&s obtenues en photodensitom&ie font appel aux theories clas- 
ziques de la spectrophotometrie et plus specialement B la loi de Lambert-Beer 
milieux infiniment transparents) ainsi qu’a un cas particulier de la theorie de 

* Ne disposant pas encore d’un intkgrateur de pit au moment de la r&&&ion de ces dosages, 
‘s surfaces out itb calcuks par le produit de la hauteur du pit par sa base 2 mi-bauteur. 

l * Des cssais prkliminaires ont montr6 que la teneur en mkdicament de l’urine n’est pas modifike 
3r ivaporation. 
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Kubelka et Munk (milieux trb reflCctissants et dune epaisseur pouvant &e con- 
side&e comme infinie7*21-u ). Le domaine de linearit des equations obtenues en fonc- 
tion de la concentration des solutions depos&s est meilleur pour ies faibles concen- 

trations dans le premier cas et pour les fortes concentrations dans le second cas. 
Treiber7vz2 a developpe des equations tenant compte de ccs deux theories classiques 
et qui presentent un domaine de linear&e, en fonction de la quantite depo&, plus 
important. 

Le maniement de ces differents types d’equations est peu aise et Gcessite de 
nombreux calculs, aussi recherche-t-on en pratique d’autres parametres plus facilement 
mesurables et dont les variations en fonction de Ia concentration de la solution 
depos& puissent Ctre considCr&s comme lineaires daus un domaine de concentration 
aussi grand que possible. 

Ces parametres sont le plus souvent relies au pit correspondant a l’enregistre- 
ment d’un spot & son maximum d’absorption, c’est&dire 5 l’absorbance maximale 
du spot; ce sont soit la hauteur de ce pic9*4~6~9, soit sa surface1~2~5~s*11~14, soit encore 
sa surface au cam?. 

Nous nous sommes toujours pIaces dans un domaine de concentration pour 
lequel la surface integree du pit correspondant au mcdicament etudie varie lineaire- 
ment en fonction de la concentration de la solution deposee. (plus exactement de la 
quantite deposee, les volumes dtposes &ant toujours identiques). 

Dosage direct dam Ies urines 

La surface intCgr&e du pit correspondant au sulpiride est propqrtionnelle B sa 
concentration dans les echantillons d’urine, dans le domaine de concentrations allant 
de IO0 A 750 pgirnl d’urine (soit des quantites allant de ZOO a 1500 ng dans le depbt) 
comme l’indique la valeur du coefficient de correlation obtenu par ajustement lin&ire 
des don&es (methode des moindres cam%) (Tableau I). La grande variabilite de Ia 
pente m et de l’ordonnee 5 l’origine y. souligne la Gcessite de deposer une gamme 
d’ttalonnage sur chaque plaque. I1 en est de m2me pour le produit TEL2 1546. 

Apres administration A l’homme par voie orale de sulpiride a la dose de 6 mg/kg, 
nous avons observe, chez certains sujets Ia presence d’un mCtabolite qui n’a pas 
encore pu etre identifii et qui peut 8tre dose par la technique employ& pour Ie sul- 
piride (Fig. I). 

Pour la vincamine, le domaine de linearite s’etend de 75 B 500 pgjml d’urine 
(soit des quantites allant de 150 B 1000 ng dans Ie depot). 

En ce qui conceme la naftazone, le produit inchange n’est pas detecte dans les 
urines apres administration de 1 ou 2 mg/ kg au chien par voie intraveineuse ou orale. 
On le retrouve apres hydrolyse chlorhydrique ou enzymatique”. 

Dans chacun des cas etudies, nous n’avons pas observe de pit interferant avec 
celui du medicament. 

Dosage d7n.5 le &-wna ou le sang aprh sxtraction, utilisation d'un &talon interne 

Les differents produits etudies sont doses dans le plasma apr&s extraction 5 
l’aide d’un solvant organique approprie. MaIgrC I’utilisation de microscring&s de 
precision, l’erreur sur les volumes deposes, lorsqu’on depose des solutions alcooliques 
ou chloroformiques de tension de vapeur ClevCe, est ioin d’Ctre negligeable. Afin dc 
compenser cette erreur, nous avons eu recours 2 I’addition dun etaIon interne, pro&t 
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TABLEAU I 

EQUATION DE LA DRom DE &G~U~SI~N 12mk4mz y=rnx+y~OBTENUEENU?TLFSAN-F 
,!,A MgTHODE DES MOINDRES CARR& SUR LES DONN&S (_r,~y~) 

X, = Concentration en sulpiride ou en pmduit TER 1546 dans les urines en pg/ml (250, 500 et 750); ‘yr = 
surface int+r6e des pits conpondult aux dif&entes concentrations (w&urs extrkzes l%JO B 6OW unit& 
d’&&ntion). Mesures en tiffexion diffuse & 293 nm. 

SdpiCdfZ Prod& TER I.546 

urliie.s PZaques Coeficient Pente m Ordonmfe UriRes P&ques Cm@cimt Penfem Or&mr&e 
de d rorigirre, de d l%r&irie, 
corrt%ztion YQ czM+hbn YO 

Sujet A 1 0.9957 
2 0.9996 
3 0.9999 

Sujet B 1 0.9995 
2 0.999 1 
3 0.9997 
4 0.9997 

SujetC 1 0.9878 
2 0.9999 
3 0.9997 
4 0.9962 

ChienA 1 0.9997 
2 0.9999 
3 0.9999 
4 0.9999 
5 0.9924 
6 0.9997 
7 0.9978 

ChienB 1 0.9999 
2 0.9976 
3 0.9995 

ChienC 1 O.!W96 

7 0.9999 
3 0.9998 
4 0.9999 
5 0.9999 

9.24 -361 
7.69 1-267 
8.72 -235 
9.92 -188 
6.68 +4Q6 
6.97 iss7 
9.55 -382 
5.75 +348 
8.71 +75s 
6.05 i- 26 
8.43 -305 

7.10 i-404 
7.68 i-281 
8.02 -1-274 
8.22 t-484 
5.91 i-493 
8.12 f229 
6.66 1-130 
7.03 i- 54 
7.42 -146 
7.49 - 38 
7.72 i-147 
7.34 f102 
7.96 +.512 
8.33 + 54 
7.39 t-219 

Sujet A 1 
2 

Sujet B 1 
Sujet C 1 
Sujet D ‘1 

2 
SujetE 1 

2 
SujetF 1 

2 
Sujet G 1 

2 
SujetH I 
SujetL P 

2 
ChienA 1 

2 
3 
4 

ChienB 1 
2 
3 

ChienC ': 
2 

.ChienD 1 
2 

ChienE : 
2 
3 

03999 6.34 f 11 
03995 7.60 4-99 
0.9996 6.40 -25 
0.9999 6.88 4-X 
0.99982 7.a9 i241 
09999 7.16 -161 
0.9976 6.73 + 75 
0.9994 6.03 fzO2 
09995 697 G-309 
09996 7.13 -k-516 
0.9998 6.08 +- 63 
OJ999 6.71 t368 
0.9999 7.79 t242 
0.9996 627 +222 
O-9999 7.43 t224 
0.9996 7m -133 
0.9999 7.04 _+136 
0.9998 6.67 -+I47 
0.9998 6.44 -f-126 
0.9998 6.99 -100 
0.9999 7.53 i-266 
0.9992 6.26 i-161 
0.9999 7.32 - 81 
09999 6.79 i354 
0.9999 6.91 -i-262 
09999 6.70 t373 
0.9999 6.77 f261 
0.9999 5.73 -52 
0.983 7.99 in 
0.9992 7.82 -f- 55 
0.9999 7.65 -i-182 

c;ui a Cgalement l’avantage de compenser les pertes intervenant au tours des trat@ 
xasements et qui, de plus, permet de palEer Ee manque de reproductibiIi~ d’une 
r !aque ti l’autre, comme nous alions le souligner Q hide des r&ultats que no& Gons 
C f3tenus. 

! 
Choix de L’hzIozz &terne_ Le prod& servant d’Ctalon doit avok un RF nettement 

c ktinct de celui de la substance & doser (et &entuellement de ses m&aboliQzs), il doit 
.r r&enter si possible UII co&icient d’extinction spkifique t5levk B la longue=_d’onde 
t ‘absorbance maximale du m6dicament B doser. Si ce n’est pas le CZIS, la plaque peuf 
c re enregistk B deux Iongueurs d’onde diErentes. 
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a 

L 
b 

Fig. 1. Enregistrements au spectrophotomtke Zeiss PMQ II, en rkffexion B 293 nm d’un t%hantiIion 
d’urine (a) et d’un Gchantillon de plasma extrait selon Ie protocole adopte (b) prtheEs chez I’homme 
aprk administration orale unique de deux cornprim& de suIpiride dosks 3 204) mg (a) ou rep&es 
pendant pIusieurs jours de quatre comprimb par jour (b). 1 = SuIpiride; 2 = mitabolite du WI- 
piride; 3 = etaIon inteme. Amplification x4. Quantitb depokes: 2.~1 pour I’kchantiIlon d’urine, 
10 ~1 pour I’kchantillon de pkma. 

(1). Pour le dosage du sulpiride et du produit TER 1546, nous avons choisi 
un dCrivC de la meme sCrie chimique, le produit GRI 1665. Ces trois compods ont 
une absorbance maximale vers 293 nm16 et des RF nettement distincts avec la phase 
mobile utilis&(act%one-n-butanol-ammoniaque-eau, 66:30:1:3)(Fig.l et2).R,produit 
GRI 1665: 0.65; RF mCtabolite du sulpiride (non identifie): 0.55; RF sulpiride: 0.45; 
RF produit TER 1546: 0.30. 

(2). Pour le dosage de la vincamine, nous avons choisi un autre alcaloide, la 
strychnine qui a un coefficient d’extinction trk dleve A 280 nm, longueur d’onde 

1 1 

105 mfr. 75 min 45 min 

Fig. 2. Enregistrements au spectrophotom&re chromatographique Zeiss PMQ 11, en rkffexion 5 2”3 
nm, de trois khantillons de plasma humain extraits selon le protocole adopt& et prt?lev& 43 ml:], 
75 min et 105 min aprb administration orale de deux comprimb de suipiride do&s Q 200 mg. 1 = 
SuIpiride, amplification x IO; 3 = etaIon interne, amplification ~4. Quantit& dkposks: lO& 
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d’absorbance maximale de la vincamine. Les RF de ces deux composCs sent distinct 
avec la phase mobile utiliske (chlorof?rme-m&hanol, 9O:lO). RF v&amine: 0.53, 
RF strychnine: 0.25. 

Nous n’avons pas observe de pit interf&ant avec celui du sulpiride, du produit 
TER 1546 dans les extraits obtenus B partir des khantillons de plasma pr6lev.S 
avant leur administration; de plus, dans ces demiers, nous n’avons pas observe de pit 
inter&ant avec lWalon interne. ll en est de mtme pour la v&amine. 

(3). Pour le dosage de la naftazone, nous avons choisi comme &alon interne 
Ia theophylline qui pr&ente une absorbance maximale 5 270 nm, longueur d’onde 
identique & celle du maximum d’absorption de la naf%azone dans 1”Ws~12~Lz. Les RF 
de ces dellx composk sont distincts avec la phase mobile utilis& (chloroforme- 
methanol, 90:10) (Fig. 3). R, naftazone: 0.63, RF theophylline: 0.29. 

96 

SC 

6a 

20 

2 

b 

2 

\ 4 . 
Fig. 3. Enregistrements au spectrophotomitre chromatographique Zeiss PMQ II en tiflexion et 
transmiiion simultades B 520 nm (a) et en dlexion diiuse B 270 nm (b) d’une solution akoolique 
titrant 7.5 ng par ~1 en naftazone (2) et 20 ng par ~1 en Wophylline (1). DCp6t 5 ~1, mplifxati~n 
‘: 10. 

Le dosage de Ia nafkzone dans le plasma par absorption dans I’W s’&aant 
av&6 inapplicable par suite de la prC&nce d’une substance interf%ante de mSme 
RF dans tous les melanges solvants &udiCslL, nous avons kanmoins garde comme 
Azalon inteme la thkophylline ce qui nous a oblige 5 travailler successivement B 270 nm 
wis & 520 nm apr& r&Clation par l’acktate neutre de plomb. 

Dosage da sulpiride et du prod& TER 1546 chns le phsnza. Ah d’gvaluer les 
:ossibiit& de la m&ode e&sag& dif&ents kchantillons de plasma surcharges en 
ulpiride ou en prod& TER 1!546 ont &5 extraits selon le protocole adopt.4 et deposes 
3r diffdrentes plaques. 
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TABLEAU II 

e.QUATION tiE LA DROITE DE ReGRESSION LINEAIRE y = m + )-b OBTENUE EN UTILISAKI 
LA MeTHODE DES MOINDRES CARE&S SUR LES DONNEES (Xi*).*) 

x, = Concentration en sulpiride ou en produit TER 1546 dans le plasma en pg/ml (5, 10, 20 et 30). yi = K = 

SM/SE, rapport des surfaces i&g&s des pits correspondant au sulpiride ou au produit TER 1546, SM, et i 
l’&alon inteme, SE. Mesures en rkflexion diffuse B 293 nm. 

Sulpiride Produit TEl? 1546 
.__.-_ ---.__ 

Plasmas Plaques Coeficient Pente m OrdcwnPe Phsmas Plaques Coeficient Pente m OrdonnPe 
de d I’origine, 
corre%tion 

de 
corrt!Iation 

ci I’origine, 
Yo 

Sujet A 

Sujet B 

Sujet C 

Sujet D 
Sujet E 

Chien A 

Chien B 

Ckien C 
Chien D 
Chien E 
Chien F 

Chien G 

3 

5 

7 

8 
10 

11 
1 

2 
3 
4 

2 
9 

12 
13 
15 
16 

0.9999 0.0899 to.062 

0.9999 0.0899 +0.056 

0.9999 0.0893 io.064 
0.9999 0.0895 -i-0.066 
0.9997 0.0895 +0.069 
0.9999 0.0895 + 0.063 
0.9985 0.0958 to.015 
0.9994 0.0965 t 0.024 

0.9990 0.0970 to.062 
0.9988 0.0969 +0.018 
0.9986 0.0970 to.055 
0.9999 0.0978 1-0.025 
0.9988 0.0985 -0.003 
0.9996 0.0989 i-O.024 
0.9997 0.0986 +0.012 
l.OoOO 0.0990 -to_015 
0.9999 0.0984 io.013 

Sujet A 1 

Sujet D 5 
Sujet F 7 

Chien A 1 
Chien E 9 
Chien F 11 

Chien H 15 

0.9999 0.0547 -0.034 

0.9987 0.0541 -0.016 
0.9990 0.0547 -0.024 

0.9987 0.0619 +0.022 
0.9987 0.0621 -k 0.024 
0.9999 0.0664 -0.0-11 
0.9994 0.0622 iO.002 

Le rapport R de Ia surface integrk du pit correspondant au suIpiride (ou au 
produit TER 1546), SM, A celle du pit correspondant B l’ktalon inteme, SE, varie 
linkairement en fonction de la concentratkn en sulpiride ou en produit TER 1546 
pour un domaine de concentrations allant de 5 A 30 p&ml (soit des quantitks dCposCes 
allant de 125 & 750 ng) comme le montrent les valeurs des coefficients de correlation 
obtenus par ajustement 1inCaire des donnees (mkthode des moindres car&s) (Tableau 
II). La sensibilitC de la mCthode est de 2 pg pour une prise d’essai de I ml. 

La t&s bonne reproductibilitC des valeurs obtenues pour la pente 111 des 
diffkentes droites d’ktalonnage, l’ordonnke & i’origine y. &ant dans tous les cas trb 
proche de z&o, montre que l’emploi d’un &alon inteme permet de pallier auxvariations 
entre plaques et Cventuellement d’kviter de dkposer une gamme d’ktalonnage sur 
chaque plaque. Les valeurs de m sont plus fortes pour le sulpiride que pour le produit 
TER l-546 ce qui est df principalement B son coefficient &extinction specifique plus 
CIeve (esulpzride = 8.58 g-’ I cm-l; ETER 15s = 6.63 g-’ 1 cm-l). D’autre part, on’geut re- 
marquer que pour chacun de ces produits, Ies valeurs de m obtenues pour les plasmas 
de chiens sont plus elevtes que celles obtenues pour les plasmas humains, en raison 
d’un coefficient d’extraction diffkrent (99 % et 85% pour le produit TER 1546 et ie 
sulpiride respectivement B partir de plasma de chien, 79.2 oA et 80.4 ok pour ces dew 
produits & partir de plasma humain) ce qui pourrait Gtre attribuk ti un pourcentage 
de liaison aux protCines different. 
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Aprks administrations orales repCtCes de sulpiride, (800 mg Gpartis en trois 
prises par jour), nous avons observk, chez certains sujets !a prkence dans l’extrait 
obtenu 8 partir du plasma d’un mktabolite non identifie qui semble cependant Ctre 
Ie m?me que celui que nous avons trouvC dans les urines (Fig. 1). 

Dosage tie la vincamine dans le sang total. Aprtts administration intraveineuse 
de 20 mg de vincamine au chien, sa concentration dans le plasma devient rapidement 
trks faible, infkikure B 300 ngjml **- d’autre part nous avons constate par des expkien- , 
ces de distribution rkaliskes in vitro et dont les kultats seront pubI& par ailleurs 
que la vincamine prksente un coefficient de partage trk elevk en faveur des globules 
rouges; c’est pourquoi pour augmenter la sensibilite de notre m&hode nous avons 
dose la vincamine dans le sang total. La validit de la mCthode proposke a Ct6 &ah.& 
aprks extraction selon le protocole adopt6 de different% Cchantillons de sang surchargk 
en vincamine. 

Pour une concentration donnke, le rapport R de la surface intCgr& du pit cor- 
respondant B la vincamine, SM, 5 celle du pit correspondant B 1’Ctalon inteme, SE, 
est trk reproductible. Ses variations en fcnction de la concentration sont likaires 
dans le domaine de concentrations allant de 2.5 & 7.5 pg/ml (soit des quantitk allant 
de 63 & 188 ng dans le dCp3t) (Tableau III). 

TABLEAU III 

GQUATION DE LA DROITE DE RGGRESSION LINl?AIRE y = mx i yo OBTENUE EN 
IJTILISANT LA Ml%-HODE DES MOINDRES CARR!?S SUR LES DONNEES (.wy,) 

xi = Concentration en vincamine dans le sang en pg/ml (2.5, 5 et 7.5); pi = R = SM/SE, rapport 
des surfaces intkgrkes des pits correspondant B la vincamine, SM, et B l’&alon inteme, SE. Mesures 
en reflexion diffuse a 280 nm. 

._ __- 

sws PIaques Coefficient Penie m OrdomGe 

(kchuntillons) de d I’origine, 
corrPlation Y0 

Chien A 1 1.0000 0.160 0.000 

2 1.0000 0.150 i-o.057 

Chien B 3 0.9996 0.160 t-o.033 

4 0.9999 0.156 i-O.027 

Chien C 5 0.9996 0.160 iO.027 

6 0.9998 0.158 0.000 

Chien D 7 0.9999 0.160 -to.003 

8 1.0000 0.162 i-o.017 

La sensibilitk de la methode est de 1.5 ,ug pour une prise d’essai de 1 ml. 
Dosage de ia naftazone dans ie piasma. La validid de la mkthode envisagk B 

36 ivaluk aprks extraction, selon le protocoie adopt& de diffirents khantillons de 
llasma surcharges en naftazone. Le pourcentage d’extraction de la naftazone est de 
7% et son coefficient d’extinction sptcifique g 320 nm de 60 g-‘lcm-‘. 

Les variations du rapport R en fonction de la concentration en naftazone 
,Dnt linkaires dans le domaine de concentrations allant de 50 5 200 ngjml (soit des 
uantitks dkposees allant de 1.88 & 7.5 ng) (TabIeau IV). La reproductibilitt est un 
eu moins bonne que lors des exemples prC&dents. Dans ce cas, en effet, les surfaces 
e pits ont Cte calcuks et non intCgr&s, de plus l’ktalon interne est enregistrk dans 
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TABLEAU IV 

GQUATIONDEL~ DROITEDE R&~RESSION LTN_EAIRE,~=-+~,OBTENUE EN 

UTILISANT CA METHODE DES MOINDRES CARRES SUR LES DONN%S (x,0 y3 

xI = Concentration en naftazone dam le plasma en n&ml (50, lOOet200), y1 = R = SM’/SE”, 
rapport des ~~rfkce~ tit&r& da pin correspondant 8 la naftazone, SM’, et B l’dtalon inteme, 
SE". 

Plasmas 
(.2uaIlti1!0nr) 

Plaques Coeficient 
de 
corrPIotion 

Pente m Ordonntfe 

ci I’origine, 

Yo 

Chien A 1 0.9998 0.0066 -0.065 
2 0.9986 0.0052 +0.075 

Chien B 3 0.9999 0.0054 10.045 
Chien C 4 0.9992 0.0061 --0.030 
Chien E 6 0.9998 0.0060 -0.025 

* Mesures en reflexion transmission sirnuItan&s 5 520 run. 
** Mesures en reflexion difTuse & 270 M. 

I’W B 270 mn alors que la naftazone est enregistree dans le visible & 520 nm aprb 
r&Clation. 

Gtant donne le volume de la prise d’essai sur laquelle nous travail&s (qui peut 
aller jusqu’g 5 ml) nous voyons que cette mithode nous permet d’atteindre une sen- 
sibilitC de l’ordre du nanogramme. 

CONCLUSION 

Dans tous les cas &udi& la sensibilite obtenue 1Ze B une bonne reproductibilitC 
et a une grande specificite per-met de retenir la spectrophotom&ie par trans&ssion 
apres separation chromatographiqe sur couche mince pour le dosage des medicaments 
en milieu biologique, en vue de leur etude phaimacocinetique. 

Pour le sulpiride, nous obtenons une sensibilite cquivalente A celle de la 
methode fluorimttrique: 0.1 pg/ml, avec l’avantage de pouvoir separer et doser l’un de 

ses metabolites, et Cgalement de diminuer l’inf!uence de substances se trouvant naturel- 
lement dans les milieux biologiques et pouvant interf&er avec le produit B doser. 

La methode que nous d&rivons nous a permi de realiser l’etude pharma- 
cocinetique de cette molecule ainsi que celle du produit TER 1546 chez le chien apres 
administration par voie intraveineuse, intramusculaire ou orale de doses comprises 
entre 7.5 et 60 mg/kg. Elle nous a permi Cgalement de dtterminer la biodisponibilite 
de cornprimes doses B 200 mg en sulpiride ou en produit TER 1546 chez l’homme. 
Les rCsultats de ces etudes feront l’objei de publications ulterieures. 

Pour la v&amine la sensibilite (1.5 ,ug[ml) est loin d’atteindre c&e obtenue 
par chromato,oraphie en phase gazeuse apres extraction et derivatisation (OS ,~g/ml>, 
cependant la methode que nous d&ivons B l’avantage d’etre rapide et de se prEter B 
des analyses de routine, elle nous a permi de determiner la biodisponibilite de com- 
primes doses B 20 mg chez le chien. 

La tres bonne sensibilitC obtenue pour la naftazone de I’ordre du nanogramne 
nous a permi de realiser son etude pharmacocinetique apres administration au chien”. 
Dans ce cas, la separation chromatographique sur couche mince ne nous a pas perr: ii 
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d’eviter l’interference d’un produit g&rant. Cette difhculte a pu etre surmontke par 
I’utihsation dune revelation sp&.fique. 

E&suMlz 

Le dosage du sulpiride et des autres benzamides, de la vincamine et de la 
naftazone darts le plasma (ou le sang) et les urines peut Gtre effectuC par Spectro- 
photometric en reflexion diffuse des chromatogrammes & 293, 280 et 270 nm respec- 
tivement. Les khantillons &urine sont deposes directement sur couche mince avec 
une gamme d’etalonnage sur chaque plaque. Les Cchantillons de plasma ou de sang 
sont extraits; par addition dun Ctalon interne aux extraits avant leur depot, on obtient 
des droites d’etalonnage reproductibles d’une plaque Q l’autre, ce qui permet de reahser 
un plus grand nombre de dosages sur la meme piaque. La sensibilite est de 2 pg pour 
une prise d’essai de 1 ml (30 ng deposes) pour le sulpiride, les molecules qui lui sont 
apparent&es et la vincamine. La naftazone est dosee dans le plasma en reflexion et 
transmission simultankes B 520 nm apres r&elation B l’acttate de plomb, la sensibilitd 
obtenue est de 10 ng pour une prise d’essai de 1 ml (OS ng deposes). 

Pour toutes les molecules Ctudiees, les methodes proposees, specifiques, repro- 
ductibles et assez sensibles peuvent permettre la realisation d’etudes pharmacocine- 
tiques apres administration de doses therapeutiques E+ l’homme ou 5 l’animal. 
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