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La warfarine (Coumadines, u-a&tony1 benzyl-3-hydroxy-4-coumarine) et la 
phenprocoumone (MarcoumaP, &thy1 benzyl-3-hydroxy-4-coumarine) sont des 
anticoagulants de type antivitamine K, couramment utilises en therapeutique 
humaine pour traiter les maladies thrombo-emboliques. Leur dosa_ge dans les milieux 
biologiques est indispensable, aussi bien en cows dun traitement que pour des 
etudes pharmacocinetiques. 

De nombreuses methodes ont ete d&rites pour effectuer de tels dosages: 
rkemment, des techniques par spectrophotomCtrie*~2, par fluorom&rie3.J, par chro- 
matographie sur couche mince5y6 et par chromatographie en phase gazeuse7-9 ont 
CtC proposies. 

Certaines de ces methodes sont peu sensibles ou peu sptcifiques ou bien 
impliquent un long processus d’extraction, ou encore nkessitent une transformation 
prealable des anticoagulants en derives methyles ou silyk 

I1 semble etabli que ia methode de separation et de dosage par chromato- 
sraphie liquide haute-performance constitue une methode de choix*O--“. Le present 
travail decrit une methode de dosage sensible, specifique et rapide pouvant s’appliquer 
a plusieurs anticoagulants de structure differente et permettant un dosage en routine 
h des fins pharmacologiques et toxicolo,oiques. 

Cette mtthode exploite le caractere hydrophobe d’un polymere poreux, Iz 
Tenax GC@, de -maniere a pre-concentrer les anticoagulants presents dans le 
plasma ou l’urine. 

Bien qu’une technique de prt-concentration semblable ait dejja iti decrit~ 
pour I’extraction de pesticides et d’hydrocarbures presents dans l’eau13*14 et pour 
celle de phenols dissous dans les effluents industriels15, c’xst cependant le premier: 
fois que le Tenax GC est utilisk en tant qu’agent d’extraction de substances non vola- 
tiles a partir de milieux biologiques. 

l Adresse pour tin% B part. 
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Les anticoagulants isoles sont ensuite, aprb Clution, doses par chromatographie 
liquide haute-performance”. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Appareillage et produits 

Le Tenax GC (60-80 mesh) a CtC fourni par Applied Sciences Labs. (State 
College, Pa., U.S.A.). Tous les solvants sont purifits par bidistillation. La warfarine 
(Sigma, St. Louis, MO., U.S.A.) et la phenprocoumone (Roche, Bgle, Suisse) sont 
exemptes de toute impuretC detectable dans les conditions chromatographiques 
d&rites ci-dessous. 

Le chromatographe liquide Waters Assoc. est Cquipt d’une pompe (modtle 
6000 A), d’un dCtecteur UV modkle 440 (filtre: 254 nm), d’un injecteur sans 
septum (modkle U6K) et d’une colonne en acier inoxydable de 30 cm x l/4 in., 
remplie de FBondapak C,8 (dimension des particules: 10 pm). La phase mobile 
utilisee est un melange d’eau (contenant 0.1 oA d’acide acCtique B 99.8 %) et d’ithanoi, 
dans un rapport 1: 1 (v/v)_ Le dCbit est maintenu constant 2 1.5 ml/min (pression 
r&&ante: environ 3000 p.s.i.). 

M&hode 

Les tihantillons de plasma (citrate 5 3.8 %) et d’urine sont enrichis en warfarine 
ou en phenprocoumone et acidif& jusqu’g un pH de 4, par addition d’acide 
acetique B 99.8OA. 11s sont inject& B l’aide d’une vanne d’injection (valve Pharmacia 
SRV-4) munie d’une boucle calibr&z de 5 ml et amen& sur une colonne (50 cm x 
10 mm D.I., Pharmacia SR 10/50), gamie de Tenax GC (approximativement 3 g, 
introduit en suspension dans l’tthanol), par une pompe B piston (FMI modtle 
RP-SY-csc). Le d&bit est maintenu constant B 2 ml/min. 

Les substances soIubles dans l’eau et non fixees par le Tenax GC, sont 
CliminCes en lavant la colonne par 50 ml d’eau. L’elution des produits- fixes par le 
polym&e est obtenue par passage de 50 ml d’Cthano1. La phase Cthanolique est 
recueillie et Cvaporee sous pression rCduite B une temperature inferieure B 40”. Le 
rCsidu est ensuiie repris par un voiume adiquat 
50 ml d’eau, est & nouveau p&e 2 l’emploi. 

RkWLTATS ET DISCUSSION 

.)* .- 

d etnanoi. ia coionne, iav& par 

La Fig. 1 reprisente les chromatogrammes d’un Cchantillon de plasma con- 
tenant 1 pg/ml de warfarine traite d’une part, suivant la mtthode conventionnelle 
i*avtra,+;fi” _“_ 1P .-.hlrM-~F~~L. Pm m;lL., .Il#-GrlP\ ,a+ A ‘IlltrP n-l-t n11rifiL -,,I- -ri=nau r,r \LRI.IabLI”II pa. ICI L,I‘“L”l”,lllr bII kI111,bU carnub, bs. ” s.aVLl” yu’.., yL.‘.“w 0-a AW..UR -1. 

Un chromatogramme d’un plasma blanc, traiti dans les mCmes coeditions, 
::st superpose ti chacun de ces chromato_mammes. Au ._temps de retention de la 
‘.l’arfarine (tR = 5.5 min) et uniquement dans le cas des tihantillons trait& par le 
.Fenax GC, aucune interference n’est observ&. 11 en est de m@me pour Ia phen- _ 
“rocoumone (tR = 7.5 min). 

De plus, l’absence d’interference provenant de substances extraites du plasma 
it confirm& par la concordance des rtsultats obtenus par lecture du chromatogram- 
:e B deux longueurs d’onde dif&entes (254 et 3 13 nm), L’extraction conventionnelle 
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Fig. 1. Chromatogrammes d’un Cchantillon de plasma humain trait6 .par le Tenax GC (5 gauche) 
et estrait par le chloroforme (2 droite). -, &hantillon de plasma contenant 1 pg/ml de warfarine; 
--- . echantillon de plasma blanc. 

ne comporte pas de passage en milieu aicalin de factin B eviter une degradation possi- 
ble de cqrtains mktabolites de I‘anticoagulant”. 

La ditection est op&Ce en UV avec un filtre A 254 nm, Gquipant de fapn 
standard les appareillages de chromato!g-aphie liquide haute-performance. Toutefois, 
i’utiiisation d’un fiitre i 280 ou 3i3 nm offre une sensibiiitk approximativement trois 
fois plus grande pour la warfarine; dans ces conditions, des quantit6 inject&s aussi 
faibles que 4 ng peuvent Etre do&es. L’addition d’acide acetique dans la phase 
mobile permet de rendre les pits plus symktriques par diminution de l’ionisation de 
l’anticoaguiant. 

Les courbes de calibration de la warfarine et de la phenprocoumone ont et6 
obtenues en ajoutant des quantitts connues d’anticoagulant 5 une solution de 
NzsCI 0.9%. ~FL facon 5 ~bt_enir des Cr-hantiilnns ~~~te~~~t 0.25 - .--_ _._ ,“) __ ^--~___ 0 W 1-m et, 2-m , ----, 

@ml (Fig. 2). Ces concentrations ont et6 choisies en fonction des quantitks nor- 
malement retrouvCes au tours d’un traitement par la warfariae ou la phenpro- 
coumone1ss’9. Ces courbes, calcul&es 2 partir de la hauteur des pits, sont 1inCaires 
dans la zone des concentrations ktudites; Ies coefficiefits de regression sent t&s 
voisins de 1 (I- = 0.998 pour la warfarine; r = 0.999 pour la phenprocoumone). 

Les rksultats des dosages dans le plasma et Vu&e sent reprksentb dans le 
Tableau I. 

Pour chaque anticoagulant, 4 solutions de concentration diffkente ont Ct6 
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Fig. 2. Courbes de calibration de la warfarine (0) et de la phenprocoumone (A). 

reali&s; pour chacune d’elles, la recuperation 
sup&ieure & 90%. 

A partir du milieu biologique, est 

Les avantages de l’utilisation du Tenax GC rksultent: 
(1) d’une meilleure purification des milieux biologiqucs par elimination des 

substances interferant aux temps de retention des anticoagulants Ctudies; 
(2) de la supression des inconwhients Ii& Q I’extraction conventionnelle par 

solvants organiques (emulsions, artefacts); 
. 

TABLEAU I 

RENDEMENTS DE LA PURIFICATION SUR TENAX GC D’&XANTILl_O~S D-URINE 
ET DE PLASMA HUMAINS CONTENANT DE LA WARFARINE OU DE LA PHENPRO- 
COUMONE 

tr = Nombre d’kchantillons. 

Concentrations (pgjm1) i 

~%.sma 

i’henprocoumone 97.95 6 96.70 4 93.42 5 95.42 ,6 
.,ikfarine 94.41 6 95.56 10 92.53 6 91.86 5 

.:- 
.I Zinc 

.‘henprocoumone 94.87 6 90.84 6 99.59 6 98.53 6 
Varfarine 95.63 4 99.31 6 94.40 6 99.04 5 
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(3) de la possibilite de reutiliser la colonne pour plus de cent dosages 
successifs; 

(4) de la simplicite de la methode. 
Enfin, l’utilisation du Tenax GC pourrait Etre &endue B d’autres medicaments 

et s’appliquer 21 des anaIyses d’anticoagulants en routine. 
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