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Dosage de l’antipyrine dans le plasma et la salive par chromatographie liquide 
haute-performance chez l’homme 
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Laboratoire de Pharmacocinltique Clinique (Pr. Pierre Simon), Hbpital Pit%-Salp&rit?re, 
4 7 Boulevard de 1 ‘H6pita1, 75651 Paris C&dex 13 [France) 

(ReCu le 11 aoat 1982; manuscrit modifid requ le 25 novembre 1982) 

L’antipyrine est souvent utilide comme indicateur du _m6tabolisme 
hkpatique. En effet, 1 faible dose, elle n’a pas d’effet pharmacologique im- 
portant. Elle est rapidement absorbCe et se distribue dans l’eau totale sans 
liaison importante aux protkines. Elle n’est que faiblement extraite au niveau 
du foie et son oxydation se fait compl&ement au niveau de cet organe; l’excrk- 
tion r6nale de l’antipyrine non transformhe est kgligeable; sa mesure est done 
un parametre fiable reflt%ant le mktabolisme hbpatique. En effet la clairance de 
l’antipyrine est augment&e apr& administration rkpktee d’un inducteur enzyma- 
tique. En postulant la Constance du volume de distribution, la comparaison des 
constantes d’hlimination de l’antipyrine avant et apr&s traitement kvaluera 
l’effet inducteur. 

Par ailleurs, la mesure de la concentration d’antipyrine est rkalisable sur des 
prClkvements salivaires [ 11, ce qui kite les pr&vements veineux [ 21. Dif- 
fkentes techniques analytiques ont 6th proposdes: colorim&trie [ 3,4], chroma- 
tographie en phase gazeuse [ 5-71, spectrodensitomktrie [ 81, chromatographie 
en phase liquide haute-performance (CLHP) [ 91, radio-immunologie [l O]. 
La n&hode radio-immunologique permet une dktection 1 partir de 10 ng/ml 
mais s’avkre lourde car elle ntkessite la rkalisation d’anticorps spkcifiques diffi- 
tiles B obtenir et la m6thode spectrodensitomktrique quoique sensible reste 
tr& longue 1 mettre en oeuvre. La chromatographie en phase gazeuse quant i 
elle, permet une dhtection de 2 & 5 ng/ml mais nkcessite un volume plasmatique 
d’au moins 1 iml. 

La m&hode de chromatographie en phase liquide haute performance d&rite 
rkemment par Danhof et al. [ 91 permet d’effectuer les dosages dans le plasma 
ou la salive. Cette mkthode est sensible mais a cependant l’inconvknient 
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d’utiliser un tampon phosphate qui necessite un rincage prolong& pour la main- 
tenance de l’appareillage. 

La m&hode proposee fait appel a la chromatographie liquide a haute per- 
formance en phase normale avec dbtection ultraviolette aprks extraction 
d’&chantillons auxquels est ajoute un &talon interne. 

MATERIELS ET METHODES 

R&a&ifs et solvants 
Antipyrine (Fig. 1) ou 2-3-dimethyl-1-phenyl-3-pyrazolin-5-one (Fluka, 

Buchs, Suisse), et &talon interne: demethyldiazepam (Fig. 1) ou 7-chloro-1,3- 
dihydro-5-phenyl-2H-1,4-benzodiazepine-2-one (Roche, Neuilly sur Seine, 
France) sont utilises. 
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Fig. 1. Formules dhelopees de l’antipyrine et de 1’6talon interne. 

La solution mere d’antipyrine est p&pa&e dans le methanol aux concen- 
trations de 20 pg/ml ou 200 pg/ml et la solution mere de d&methyldiazepam 
est p&par&e dans le methanol a la concentration de 125 E.cg/ml. 

Les solvants utilis& sont de qualit& pour analyse: chloroforme puriss. 
(Fluka), ethanol (Carlo-Erba, Italie), methanol (Carlo-Erba), 1 M acide chlor- 
hydrique (Prolabo, Paris, France), ammoniaque pure 20% (Merck, Darmstadt, 
R.F.A.), sulfate de sodium anhydre (Merck). 

Conditions chromatographiques 
Appareiliage. Appareillage utilisb: Chromatographe liquide haute-perfor- 

mance Waters I 6000A muni d’un injecteur automatique Wisp 710 B (Waters 
Assoc., Milford, MA, U.S.A.) et d’un spectrophotometre Lambda Max (Modhle 
480, Waters), longueur d’onde 280 nm, sensibilite 0.02 unite D.O., pleine 
echelle relic 1 un enregistreur Omniscribe (Houston Instruments); deroulement 
du papier: 5 mm/min. La colonne est une LiChrosorb Si 60 de 5 pm (ltierck), 
15 cm X 4.8 mm I.D. et la phase mobile un mblange ethanol-ammoniaque- 
chloroforme (1.6: 0.05: 98.35) dkgazk aux ultrasons (appareil Bromsonic 52) 
utilise a un d&bit de 4 ml/min soit une pression d’environ 150 bars. 

Extraction. L’extraction se fait en milieu acide par le chloroforme d’echan- 
tillons salivaires ou plasmatiques. A 500 ~1 de salive ou de plasma (kchantillon 
h doser ou Ctalon) sont ajoutes 100 ~1 de 1 M acide chlorhydrique, 50 ~1 d’une 
solution methanolique a 125 pg/ml de demethyldiazepam, 500 yl de chloro- 
forme; apr&s agitation pendant 15 min au bane agitateur (Realis type 44-40), 
les tubes sont centrifuges a 1000 g pendant 10 min. La phase aqueuse sur- 
nageante est aspiree et rejetee. La phase organique inferieure est d&hydratCe 
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par du sulfate de sodium anhydre; 50 ~1 de cette phase sont ensuite inject& 
dans le chromatographe. 

Etalonnage. Les courbes d’ktalonnage sont obtenues en traitant dans les 
memes conditions soit des plasmas tkmoins (provenant du centre de transfusion) 
soit des salives tdmoins (provenant d’un recueil de salives de volontaires sains) 
surchargk en antipyrine a des concentrations de 0, 0.5, 2, 5, 10, 20, 30 pg/ml. 
On Porte en ordonnee le rapport des hauteurs de pit d’antipyrine sur le pit 
d’etalon interne et en abscisse les concentrations d’antipyrine. 

RESULTATS 

Les chromatogrammes obtenus lors de cette &ude sont represent&s sur la 
Fig. 2. La substance precedant l’etalon interne sur le chromatogramme d n’a pu 
etre identifiee. 

Dans les conditions d&rites les temps de retention de l’etalon interne et de 
l’antipyrine sont respectivement de 1.2 min et 2.4 min (facteurs de capacite 
respectifs: 1 et 3.0). 

La Fig. 3 montre les droites d’ktalonnage obtenues dans la salive et le plasma 
pour des concentrations d’antipyrine de 0.5 pg/ml & 30 yg/ml. 
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Fig. 2. Chromatogrammes obtenus apr& injection: (a) d’une solution piasmatique contenant 
uniquement 1’6talon interne (EI); (b) d’un tdmoin plasmatique 6 10 fig/ml d’antipyrine; 
(c) d’un temoin salivaire 1 10 ug/ml d’antipyrine; (d) d’un khantillon salivaire prelevd chez 
un volontaire sain. 
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Fig. 3. Droite d’italonnage: Rapport des hauteurs de pits d’antipyrine et d’etalon interne en 
fonction des concentrations plasmatiques ou salivaires d’antipyrine. 

LPr6cision 
La reproductibilite de la methode a ete determinee dans la salive et le plasma 

pour 3 concentrations 2, 5 et 10 pg/ml; chaque concentration ayant fait l’objet 
de 10 determinations le meme jour. Les coefficients de variation sont respec- 
tivement pour la salive de 5.1, 2.0 et 1.9% et pour le plasma de 4.2, 2.5 et 3.5% 
(Tableau I). 

La GpetabilitG de la methode a dte control&e dans la salive et le plasma pour 
3 concentrations 2, 5 et 10 pg/ml; chaque concentration ayant fait l’objet 
d’une determination 6 jours de suite. Les coefficients de variation sont respec- 
tivement de 4.3, 5.9 et 6.3% pour la salive, de 5.3, 5.9 et 6.1% pour le plasma 
(Tableau I). 

TABLEAU I 

COEFFICIENTS DE VARIATION OBTENUS LORS DE LA REPRODUCTIBILITE ET DE 
LA REPETABILITE DES MESURES DANS LA SALIVE ET LE PLASMA 

Antipyrine 
(&ml) 

Coefficient de variation (%) 

Reproductibilite Repetabilite 

Salive Plasma Salive Plasma 

2 5.1 4.2 4.3 5.3 
5 2.0 2.5 5.9 5.9 

10 1.9 3.5 6.3 6.1 
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3ans les conditions d&rites la limite de detection est de 0.2 pg/ml. 11 est 
possible d’abaisser cette limite soit en augmentant la sensibilite du detecteur 
(0.005 unite D.Q., pleine echelle, le bruit de fond restant faible) soit en injec- 
tant la totalite de l’extractum. Dans ce cas, l’echantillon extrait sera congele 
rapidement par immersion du tube dans l’azote liquide; la totalite de la phase 
organique est ainsi recueillie puis Bvaporee. Le residu est repris par 50 ~1 de 
phase mobile qui sont inject& dans le chromatographe. La limite de detection 
est alors de 50 ng/ml. 

Rendemen t 
Le rendement de l’extraction a et6 calcule en comparant la hauteur du signal 

obtenu en injectant une quantite connue d’antipyrine i celle du signal obtenu 
apres extraction d’echantillons salivaires ou plasmatiques surcharges de la meme 
quantite d’antipyrine (Tableau II). 

TABLEAU II 

RENDEMENT D’EXTRACTION DE L’ANTIPYRINE DANS LA SALIVE ET LE PLASMA 

Antipyrine 

(pglml) 

Rendement en antipyrine (%) 

Salive Plasma 

0.5 78 89 
2 71 96 
5 86 119 

10 78 93 
20 76 94 
30 74 94 

Moyenne 78.1 97.5 

DISCUSSION 

La methode d&rite a et6 utilisee pour determiner les concentrations sali- 
vanes d’antipyrine apres administration d’une dose de 1 g d’antipyrine per OS 
chez des volontaires sains lors d’une etude d’induction enzymatique. 

Cette methode CLHP presente une limite de detection de 0.2 fig/ml suscep- 
tible d’etre portee a 50 ng/ml par la technique de congelation-evaporation, ces 
concentrations &ant tres inferieures a celles retrouvees lors des ktudes pharaa- 
cocinetiques chez l’homme (environ 4 pg/ml, 24 h apres une prise de 1 g 
d’antipyrine per OS sous inducteur enzymatique). L’utilisation d’un &talon 
interne permet une amelioration notable de la reproductibilite, surtout dans les 
valeurs moyennes oh se trouvent la plupart des patients aprks prise de 1 g. 

La phase mobile, solvant organique simple kite les precipitations de sels 
obtenus avec l’utilisation des tampons phosphate done la deterioration de 
l’appareillage et raccourci les dklais de manipulation. 

Cette technique rapide permet en outre, a la difference de la methode de 
chromatographie en phase gazeuse qUi Utik deS 
d’effectuer les dosages d’antipyrine indifferemment 

echantillons @M’Iv@ItS 
dans le plasma ou la salivi 
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et de surcroit sur des khantillons de tr&s faible volume; le dernier milieu &ant 
d’acclls bien plus ais& pour les &tudes pharmacocinktiques. 

La mbthode propoke se caractkrise done par sa rapidit&, sa simplicitk sa 
sensibilitb et sa facilitk! d’application aux &udes pharmacocin6tiques chez 
l’homme. 
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