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SUMMARY 

High-pressure liquid chromatographic determination of benfurodil hemisuc- 
cinate in blood and urine 

-4 sensitive and reliable method for quantitative determination of benfurodil hemi- 
succinate and benfurodil in plasma by high-pressure liquid chromatography on a Zorbax SIL 
column with a mean particle size of 7 pm and UV detection at 254 nm is described. 

Benfurodil hemisuccinate is stable in plasma but not in aqueous solutions. This is 
explained by its great fiiation to plasma proteins which has been shown by equilibrium 
dialysis. 

INTRODUCTION 

L’hrZmisuccinate de benfurodil est un mgdicament commercialis en France 
sous le nom d’Eucilat* comme vasodilatateur pkriphkiqtie. En l’absence de 
m6thode spkifique de dosage dans les liquides biologiques, aucun contr6le du 
taux sanguin n’a pu 6tre fait au tours des traitements. : 

Nous nous proposons de d&wire, dans cette note, la technique de dosage de 
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Fig. 1. Formules chimiques de i’h6misuccinate de benfurodil et. du benfurodil. 

l’hgmisuccinate de benfurodil et du benfurodil (Fig. l), que nous avons mis au 
point par chromatographie en phase liquide haute pression. 

MATIkEL ET MtiHODES 

Appareils 
Chromatographe en phase liquide DuPont modele 841 avec detecteur UV 2 

longueur d’onde fixe (254 nm), equip6 d’une colonne de silice Zorbax SIL 
(DuPont, Wilmington, Del., 6.U.) de longueur 25 cm et de diam&re int&ieur 
4.6 mm. Les microparticules de silice. de forme r&uli&-e sont totalement 
poreuses et .de diam&re 6 5 8 pm. Pression 14 MPa (140 bars), vanne d’injec- 
tion & six voies avec une boucle de 20 ~1. Enregistreur Sefram Servotrace (d& 
roulement 5 mm/min). Spectrom&re de masse Riber (GCMS R 10-10) GquipG 
d’une sonde d’introduction directe et d’une source B double ionisation (im- 
pact electronique et ionisation chimique) couple 5 un chromatographe en phase 
gazeuse (Girdel s&e 30) &quip& d’une colonne de verre SE30 (four 2403. 

Dialyseti 5 l’equilibre Dianorm equip6 de cellules de 1 ml et de membranes 
de cellulose “Spectrapor” (barri&re mol&ulaire 12,000 5 14,000). Vitesse de 
rotation 16 tours/minute et temperature de dialyse h 37” _ 

Rkac tifs 
Phase mobile: hexane, dichloromethane, chloroforme, alcool isopropylique 

(Merck, Darmstadt, R-F-A_, qualit& pour analyses)_ acide acetique (Prolabo, 
Paris, France, Normapur) 64, 20, 10, 5, 1. Debit 0.6 ml/min $ temperature 
ordinaire. 

Tampon acetate 0.5 M (pH 4.8). Tampon phosphate 0.5 M (pH 6.4). Sulfate 
de sodium_ Le N-butyryl p-aminophenol 2 50 mg/l dans l’ac&one est utilise 
comme &talon inteme. 

Technique 
Les dosages sont effectu& par chromatographie en phase liquide haute 

pression. 
Dosage dans Ze plasma. On melange 500 ~1 de plasma obtenu par centrifuga- 

tion et 100 ~1 de solution &lon, puis on ajoute 500 ~1 de tampon acetate 
0.5 M (pH 4.8), 10 ml de chloroforme et on agite pendant 1 min. La phase 

aqueuse est &min&e et la phase organique est sGchr5e sur sulfate de sodium 
anhydre puis &&po+e. Le r&idu est repris par 200 ~1 de melange d%lution et 
20 ~1 de cette solution sont alors inject& sur la colonne du chromatographe. 
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Dosage dans i’eau et les urines. Le dosage est effectuk selon un protocole 
tr& voisin en remplaqant le tampon acetate par un tampon phosphate 0.5 M 

(PH. 6.4) afin d’&niner des pits urinaires interfkants avec les produits do&s. 
Etude de la stabiZit&. Au tours des essais pr&minaires, ncus avons remarquk 

que I’hemisuccinate de benfurodil s’hydrolyse en benfurodil dans les urines 
mEme conservkes 5 4” alors qu’il est stable dans le plasma. Cette observation 
nous a conduit B htudier plus en d&ail la stabilitk de ce m&jicament dans 
divers milieux (plasma, urines, eaux h diffkents pH) h 37’ et en fonction du 
temps (0, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h). 

&de de la fixation au prote’iizes plasmatiques. Le plasma surchargh en 
hknisuccinate de benfurodil a et6 dialyse contre du liquide physiologique, 
dCpourvu de prot&nes. Du liquide physiologique surchargh en hemisuccinate 
de benfurodil a 6th dialysk dans les memes conditions. Cinq p&lGvements ont 
hte effectuk aux temps t = 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 1 h 30 min pour la 
dktermination des taux de benfurociil et d’hhmisuccinate de benfurodil de part 
et d’autre de la membrane_ 

RlkULTATS 

Skparation chromatographique 
La chromatgraphie en phase liquide permet, comme le montre la Fig. 2, une 
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Fig. 2. Chromatogramme de I’hGmisuccinate de benfumdil et du benfurodil aprds extraction 
plasmatique (a), et d’un blanc plasmatique (b). 1 et 2: pits plasmatiques non identifik; 3: 
hemisuccinate de benfurodil 5 mg/l; 4: benfurodil 2 mg/l; 5: N-butyryl p-aminophGnol,_ 
Btalon interne. Colonne Zorbax SIL. 
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bonne &paration de l’hknisuccinate de benfurodil et du benfurodil. La droite 
d’&Aonnage est obtenue, aprGs addition B un plasma temoin de quantitk 
connues d’h6misuccinate de benfurodil (O-20 mg/l) et d’une quantiM 
con&ante d’italon inteme (N-butyryl p-aminophbnol), en calculant le rapport 
des hauteurs de pits respect&. D’autre part, les chromatogrammes d’extraits 
plasmatiques ou urinaires de sujets non trait& ne presentent pas de pit au 
niveau de l’&alon, ni au niveau des produits &udi&. 

Sensibilit& 
La sensibiliti de la mgthode est pour 1’hQmisuccinate de benfurodil de 100 

ng/ml dans le plasma et 300 ng/ml dans les urines et pour le benfurodil de 20 
ng/ml dans le plasma et les urines. 

ReproductibilitB 
La reproductibiliti a &t& QtudGe en effectuant huit dosages sur deux 

&ha&lons de plasma tgmoin, surcharge l’un par l’h&nisuccinate de benfurodil 

5 raison de 10 mg/l, l’autre par le benfurodil g raison de 2.5 mg/l. Nous avons 
trouv6 9.95 t 0.32 mg/l pour le premier et 2.5 + 0.1 mg/l pour le second. 

Les rksultats, rassemblk dans les Figs. 3 et 4, montrent que 1’hCSmisuccinate 
de benfurodil est stable dans le plasma, alors qu’il s’hydrolyse en benfurodil 
dans l’urine et l’eau (environ 60% au bout de 4 h). L’augmentation du taux de 
benfurodil correspond 5 la dkroissance du taux d’h&misuccinate de benfurodil 
et la vitesse d’hydrolyse, qui augmente avec l’acidit& devient tr& importante B 

2 

Fig. 3. ?&de de la stabi1it.Q de l’hemisuccinate de benfurodil dans differents milieux en 
fonction du temps. 1, 2: plasma; 3: eau (pH 7.0);4: eau (pH 6.0); 5: urines (pH 7.0);6: 
eau (pH 7.4);7: urines (pH 5.0);S:eau (pH 5.0);S:eau + glucose 5%;lO:eau;ll:eau+ 
NaClO.S%;12:eau(pH 1.5). 
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Fig. 4. Taus de benfurodil provenant de l’hydrolyse de l’h~misuccinate de benfurodil dans 
divers milieux en fonction du temps. 

pH 1.5, pH voisin de celui du liquide gastrique. 
Dans une experience similaire, nous avons ddmontrk la stabilite du 

benfurodil. 

Fixation aux prot&ites 
Le Tableau I montre que la fraction d’hemisuccinate de benfurodil introduit 

dans le plasma, qui dialyse en une heure, est voisine de 2% seulement, alors 
qu’elle atteint pres de 5076, c’est-h-dire l’equilibre, apres surcharge du liquide 
physiologique. Ces resultats peuvent s’expliquer par une fixation importante de 
ce medicament aux proteiines. 

TABLEAU I 
ETUDE DE LA FIXATION AUX PROTEiNES PAR DIALYSE k L’EQUILIBRE EN 
FONCTION DU TEMPS 

Temps Plasma surcharge 

0 10.30 0.03 
15 min 9.70 0.04 
30 min 9.95 0.04 
45 min 9.75 0.06 
lh 10.15 0.05 
1 h 30 min 9.25 0.08 

Hemisuccinate Benfurodil 
de benfurodil (mg/I) 
(m&i) 

Fraction dialysee 

Hemisuccinate Benfurodil 
de benfurodil (mg/l) . . 
(midl) 

0.15 <o-o2 
0.15 <0.02 
0.15 co.02 
0.20 0.02 
0.20 0.02 
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DISCUSSION 

La chromatographie en phase liquide a 6th p&f&Ce 5 la chromatographie en 
phase gazeuse car, avec cette technique, les deux produits non d&iv& trainent 
sur la colonne et la sensibilit.6 n’est pas bonne. D’autre part, les essais de 
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Fig. 5. Spectre de masse du benfurodil silyle obtenu parxouplage-impact ekctronique. 
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Fig. 6. Spectres de znasse de l’hdmisuccinate de benfurodil obtenus (a) par couplage-impact 
Clectronique; (b) par coup&e-ionisation chimique m6thane: (c) par introduction directe- 
ionisation chimique methane. 

dkivation ont montrk une dkomposition de l’h&mkuccinate de benfmoa qG 
donne plusieurs pits. Toutefois, nous avons pu obtenir les spectres de masse des 
deux produits sans d&ivation pour l’h6misuccinate de benfurodil et aprk silyla- 
tion pour le benfurodil. 
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Le spectre de masse du benfurodil silyle (Fig_ 5) prkente bien l’ion. 
mol&ulaire (M+ = 330)_ 

Les spectres de l’hemisuccinate de benfurodil, non derive, obtenus par intro- 
duction directe et par couplage chromatographie en phase gazeusespectro- 
metric de masse sont indiques sur la Fig. 6. 

En introduction directe, le pit moleculaire de l’hemisuccinate de benfurodil 
(M’ = 358) n’est pas obtenu en ionisation par impact C!lectronique ni en ionisa- 
tion chimique par l’ammoniac, mais seulement en ionisation chimique par ie 
mGthane. 

En couplage chromatographiespectrom&ie de masse, on n’obtient pas le 
pie mol&rlaire (M * = 358) ni en ionisation par impact electronique, ni en 
ionisation chimique, mais le spectre du produit extrait du plasma de deux 
sujets trait& est absolument identique a celui de I’hemisuccinate de benfurodil 
pur, prepare dans les mGmes conditions_ 

L’hemisuccinate de benfurodil apparait done comme un produit instable 
qui s’hydrolyse en milieu aqueux et se decompose au cows des essais de kpara- 
tion par chromatographie en phase gazeuse. La chromatographie en phase 
liquide se r@vele done la methode de choix pour sa separation et son dosage. Sa 
stabilite dam le plasma par rapport a l’eau s’exphque tr& vraisemblablement 
par sa grande fixation aux proSines plasmatiques que nous avons pu mettre en 
evidence. 

La Fig. 7 montre l’evolution des concentrations sanguinns d’hgmisuccinate de 
benfurodil apres administration orale de 150 mg de ce produit chez un individu 
normal, le benfurodil n’apparaissant qu’a l’etat de traces. 

Les resultats de l’etude pharmacocinetique de l’hemisuccinate de benfurodil 
sont detailles dans une autre publication [ 11 _ 

30min 1h30 2h ‘ah 
lh 

Temps 

Fig. 7. Concentrations sanguines de l’h6misuccinate de benfurodil apr6s administration orale 
de 150 mg. 
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Nous proposons une m6thode simple et reproductible de dosage de l’hemi- 
succinate de benfurodil et du benfurodil par chromatographie en phase liquide 
haute pression sur colonne Zorbax SIL et detection UV Q 254 nm. 

L’hknisuccinate de benfurodil est stable dans le plasma alors qu’il s’hydro- 
lyse en benfurodil en milieu aqueux. Cette stabilite peut s’expliquer par la 
fixation importante de ce mhdicament aux protkliies plasmatiques. 
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