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SUMMARY 

Quantitative analysis of sulpiride and sultopride by high-performance liquid 
chromatography for pharmacokinetic studies 

A high-performance liquid chromatographic method with UV detection (226 nm) for the 
analysis of sulpiride and sultopride in body fluids has been developed. Plasma, red blood 
cell (RBC) and urine samples were extracted by chloroform at pH 10. Internal standards 
were a new substituted benzamide (N-[(ethyl-1-pyrrolidinyl-2)methyll methoxy-2- 
ethylsulphonyl-5-benzamide, DAN ) for the sulpiride assay and sulpiride for the sultopride 
assay. The detection limit in plasma and RBC was 10 ng/ml for sulpiride and 15 ng/ml for 
sultopride. The proposed techniques were selective, reliable and sensitive enough to be used 
for pharmacokinetic studies and drug monitoring. Some plasma and RBC data from 
pharmacokinetic studies in healthy volunteers (sulpiride) or patients (sultopride) are pre- 
sented. Half-lives determined from either plasma or RBC concentrations were similar (7 h for 
sulpiride and 5 h for sultopride). 

INTRODUCTION 

Contrairement aux neuroleptiques des autres classes, les benzamides sub- 
stituees dont le sulpiride et le sultopride montrent un tres haut degre d’ 
affinite pour les recepteurs dopaminergiques centraux (sites Dz). C’est cette 
selectivite d’action qui pourrait expliquer leurs capacites relativement faible a 
induire des troubles extrapyramidaux, a la difference des neuroleptiques 
typiques comme l’haloperidol [l-3] , 

De nombreuses methodes de dosage du sulpiride en milieux biologiques sont 
d6crites dans la litterature; les dosages &ant effectues soit par colorimetrie [4], 
soit par spectrophotometrie [ 4 1, soit par spectrofluorimetrie [ 51. Cependant 
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ces methodes manquent de sp&?cificit& et prennent le risque de doser avec le 
sulpiride des m&abolites; de plus la methode spectrofluorim&rique donne des 
blancs eleves (constituants endogenes) [ 51. 

Au tours de travaux anterieurs une methode de dosage du sulpiride par 
spectrophotometrie in situ des chromatogrammes sur couche mince et detection 
dans l’ultraviolet (UV) avait et& decrite [6, 71. Cette methode, plus sensible 
(2 pg/ml de plasma) que celle de Segura et al. [8] par chromatographie sur 
couche mince quantitative (TLC) et inhibition de fluorescence, avait permis de 
r&.liser l’etude pharmacocinetique du sulpiride apr&s son administration en 
clinique a la dose de 400 mg [9]. Le sulpiride est prescrit couramment aux 
doses de 50-100 mg [2, lo], aussi la limite de detection de la methode pre- 
cedente ne permettait pas son utilisation pour la r&h&ion d’etudes pharma- 
cocinetiques a ces posologies. 

Frigerio et Pantarotto [ 111 decrivent une methode par chromatographie en 
phase gazeuse (GC) apres derivatisation dont la sensibilite de l’ordre du Erg/ml 
pamit insuffisante. Lorsque la GC est couplb a la spectrometrie de masse, le 
seuil de detection est abaisse considerablement mais l’appareillage est 
particulierement codteux et complexe. Mizuchi et al. [12] proposent une 
methode de dosage par radioimmunoassay d’une tres grande sensibilite. 

Peu de methodes de dosage du sulpiride par chromatographie liquide a haute 
performance (HPLC), suffisamment sensibles pour permettre le suivi des 
concentrations plasmatiques pendant quatre a cinq demi-vies, sont publiees 
[13, 141. Seuls Alfredsson et al. [13] rapportent une methode permettant de 
doser 10 ng de sulpiride par ml de plasma; la detection est faite en fluorescence. 
La methode de dosage du sulpiride par HPLC et detection dans 1’UV proposee 
est d’une sensibilite bquivalente. 

Les methodes de dosage du sultopride rapport&es dans la litterature sont 
variees. Les dosages sont effectues soit par spectrofluorimetrie [5,15,16], soit 
par HPLC [17,18]. 

Lors de la realisation de l’etude pharmacocinetique du sultopride en 
psychiatric, la TLC avait &tB utilisb comme mdthode de dosage [ 191. La sensi- 
bilite etait de 1 pg/ml de plasma, les cinetiques plasmatiques et urinaires &ant 
suivies pendant 10 et 24 h, respectivement. Cette sensibilite s’est rev&e Gtre 
insuffisante pour un suivi cinetique sur 48 h; une methode de dosage du sulto- 
pride plus sensible par HPLC a ete developpee. 

Ce travail montre que les methodes employees pour le dosage du sulpiride et 
du sultopride peuvent etre appliquees a des etudes pharmacocinetiques par 
leurs selectivites, leurs reproductibilites et leurs sensibilites. 

MATtiRIEL ET MtiTHODE 

Appareilkage 
L’appareil utilise est un chromatographe liquide a haute performance SP 

8100 Spectra-Physics (Les Ulis, France). Ce systeme est equip& d’une vanne a 
boucle Valco de 50 ~1, d’un four et d’un passeur automatique d’echantillon SP 
8110. Cet appareil est relic a un detecteur a longueur d’onde variable (Schoeffel 
SF 770) et a un miniordinateur integrateur (SP 4100). La colonne est une 
LiChrosorb RP8 Merck (10 pm; 250 X 4.6 mm I.D.). 
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Produits de r&f&rence 
Le sulpiride ou N-[(ethyl-1-pyrrolidinyl-2)m&hyl] methoxy-2_sulfamoyl-5- 

benzamide, le sultopride ou N-[ (ethyl-1-pyrrolidinyl-2) methyl] mbthoxy-Z 
ethylsulfonyl-5-benxamide et le produit DAN ou N-[(~hyl-l-pyrrolidinylS-)- 
methyl] methoxy-2-amino-4-6thylsulfonyl-5-benzamide, nous ont et6 gracieu- 
sement foumis par les Laboratoires De.lagrange (Paris, France). 

Rkactifs 
Sulpiride, solution a 0.1 g/l dans l’eau distill&e, $ diluer au 1:lO et au 1:lOO 

extemporanement. Sulpiride, &talon interne pour le dosage du sultopride, 
solution a 0.1 g/l dans le methanol. Sultopride, solution a 0.1 g/l dans l’eau 
distillee. Produit DAN, etalon inteme pour le dosage du sulpiride, solution a 
0.1 g/l dans le methanol, a diluer au 1 :lO extemporanement. Phase mobile: 
0.1 M acetate d’ammonium-methanol (10:90). Tampon pH 10: O.lM 
glycocolle (dans 0.1 M chlorure de sodium)+l.l M hydroxyde de sodium (51: 
49). Acide trichloracetique a 20%; 1 M acide sulfurique, 2 M et 0.5M hydroxyde 
de sodium. 

L’eau ainsi que les solvants utilises ont et&z bidistilks par nos soins et filtres 
sur Millipore (0.45 pm). Tous les produits chimiques utilises sont des produits 
purs pour analyse. 

Conditions chromatographiques 
Debit de la phase mobile: 1 ml/min. Temperature du four: 5O’C. Sensibilite 

du detecteur: 0.02 ou 0.04. Attenuation: 2,4,8 ou 16. Vitesse de deroulement 
du papier de l’enregistreur: 1 cm/min. Pression: 43 bars. 

Dosage du sulpiride dans le plasma, les 6ry throcytes et les urines 
Dans des tubes a extraction introduire: plasma (4 ml), drythrocytes (2, 3 ou 

4g), urine (0.5, 1, 2 ou 4ml), de l’eau distillee q.s.p. 4ml. Ajouter pour les 
erythrocytes uniquement 0.5ml de 1 M acide sulfurique, laker en’contact 
5 min puis ajouter 0.5 ml de 2M hydroxyde de sodium. Pour le plasma et les 
urines ajouter 0.2 ml de 0.5M hydroxyde de sodium. Ajouter ensuite 1 ml de 
tampon pH 10. Verifier le pH. L’ajuster a 10 avec 0.5 M hydroxyde de sodium 
si necessaire. Extraire par deux fois 20 ml de chloroforme. Centrifuger. Congeler. 
P&lever deux fois 15 ml de phase organique et les introduire dans une capsule 
contenant l’etalon inteme (0.2ml pour le plasma et les erythrocytes, 0.8ml 
pour les urines). Laisser le solvant s’evaporer a temperature‘ ambiante (2 h 
environ). Reprendre le residu par trois fois,l ml de chloroforme et transvaser 
dans de petits tubes a hemolyse en verre. Laisser d nouveau le .solvant 
s’bvaporer. Reprendre le residu par la phase mobile (0.4 ml pour le plasma et les 
erythrocytes; 1 ml pour les urines). Injecter 50 ~1 de cette%solution prealable- 
ment filtree sur millipore 0.2 pm. 

Pour l’etablissement des gammes d’etalonnage, ajouter: a six echantillons de 
4 ml de plasma ou de 4 g d’erythrocytes, preleves avant administration du 
medicament, 0.2 et 0.5 ml d’une solution de sulpiride P 0.001 g/l, puis 0.3, 
0.5, 1 et 2 ml d’une solution a 0.01 g/l; a quatre Bchantillons d’urine (4 ml) 
prelevee avant administration du medicament: 0.5, 0.75, 1 et 2 ml d’une solu- 
tion de sulpiride a 0.1 g/l. Suivre ensuite le mode operatoire adopt6 pour les 
dchantillons a doser. 



Dosage du sultupride duns le plasma, Ies bTythrocytes et les urines 
D~s des tubes a extraction, introduire: plasma (2, 3 ou 4 ml), erythrocytes 

(2, 3 ou 4 g), urines (0.5,1,2,4 ou 10 ml), de l’eau distillbe q&p. 5 ml (plasma, 
kythrocytes) ou 10ml (urines). Ajouter pour le plasma et les Brythrocytes 
1.5 ml d’acide trichloracetique; agiter, laker en contact 5 min, puis ajouter 
1.5 ml de 2iU hydroxyde de sodium et kisser en contact 2 mm. Pour les urines, 
ajouter 0.2 ml de 0.5M hydroxyde de sodium. Dans les trois cas, verifier le pH, 
ce dernier devant %re de 10. Ajuster si necessaire. Ajouter 20 ml de chloroforme. 
Agiter durant 20 min. Centrifuger. Congeler. Prelever 15 ml de phase chloro- 
formique et les introduire dans une capsule contenant l’btalon interne (0.3 ml. 
pour le plasma et les erythrocytes, 0.8 ml pour les urines). Abandonner & la 
temperature ambiante jusqu’g evaporation (1 h environ), Reprendre le residu 
par trois fois 1 ml de chloroforme et transvaser dans des tubes B hemolyse en 
verre. Laker le solvant s’evaporer. Reprendre le rbidu par la phase mobile 
(0.4 ml pour le plasma et les erythrocytes, I ml pour les urines). Injecter 50 ,ul 
de cette solution prealablement filtrke sur Millipore 0.2 ,um. 

Pour 1Wablissement des gammes d’etalonnage, ajouter: a cinq echantillons 
de 4ml de plasma et de 4 g d’erythrocytes preleves avant administration du 
medicament: 0.02, 0.05, 0.1,0.2 et 0.4ml d’une solution de sultopride a 0.1 g/ 
1; B quatre &chantillons de 4ml d’urine prelevee avant administration du 
medicament: 0.25, 0.5, 1 et 2ml d’une solution de sultopride a 0.1 g/l. Suivre 
ensuite le mode operatoire adopte pour les echantillons ZI doser. 

Mode de calcul 
Les pits sont int&res et les rapports des surfaces des pits, produit a doser sur 

l’etalon interne, sont exprimes en fonction de la concentration thkorique. 

C&u1 de la concentration des khan tillons h analyser 
Les rapports des surfaces permettent d’obtenir par l’bquation de la droite 

d’etalonnage la concentration en principe actif de l’echantillon. 

RESULTATS 

Dosuge du sulpiride 
Temps de Mention. La Fig. 1 represente les traces obtenus avec des 

erythrocytes surcharges de sulpiride (0.125 pg/g et 0.75 I.rg/g) trait& selon le 
protocole propose. Le temps de retention du sulpiride est de 4.4 min, celui de 
l’btalon inteme de 6.3 min. Aucune interference de substances endogenes du 
plasma, des erythrocytes ou de l’urine n’est observee. 

Lin&ariW. Les coefficients de correlation pour differentes gammes d’etalon- 
nage dans le plasma, les erythrocytes et les urines sont de: 0.9980 + 0.00047 
(n = lo), 0.99986 f 0.00015 (n = 5) et 0.9970 + 0.002 (n = 14), respective- 
ment, et les pentes correspondantes de: 0.821 f 0.012,0.502 f 0.006 et 0.209 +, 
0.003. L’ordonnee a l’origine est dans tous les cas tres proche de zero: 0.0242 + 
0.010 pour le plasma, 0.0154 f 0.0147 pour le erythrocytes et 0.0492 f 0.0373 
pour les urines. 

R~p&tabiltt&. La repetabilite de l’injection est determinee sur quatre solutions 
titrant 0.050,1.25,2.5 et 5pg/ml de plasma; chaque solution &ant inject& dix 
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Fig. 1. Enregistrements dens l’ultraviolet de deux points d’une pmme d’&alonnage de 
lulpiride dens lea Brythrocytes. Picr: 1 = rulpiride (4.4 min); 2 = produit DAN (Ctalon 
inteme) (6.3 min). 

fois. Les coefficients de variation sont de 2.1,1.3; 1.0 et 0.90% respectivement. 
La repetabilitk entre gammes d’etalonnage p&par&es dans du plasma, des 
erythrocytes et de l’urine de differents sujets est &ah&e pour chaque concen- 
tration. Les result&s sont rapport& Tableau I. 

Coefficient d’extraction. Le coefficient d’extraction est de 98% [2]. 
SensibiM. La limite de detection de la methode est de 10 ng par ml de 

plasma. 

Dosage du sultopride 
Temps de Mention. La Fig. 2 represente les traces obtenus avec des plasmas 

surcharges de sultopride (0.5~g/ml et 2.5~.cg/ml). Le temps de retention du 
sultopride est de 5.40 min, celui de l’etalon inteme de 4.40 min. Aucune inter- 
ference de substances endogenes du plasma, des &ythrocytes ou de l’urine 
n’est observee. 

Linhritt!. Le rapport, R, surface int&ree du pit correspondant au sultopride/ 
surface integree du pit correspondant a l’etalon inteme varie 1inGrement avec 
la concentration comme le montrent les coefficients de correlation obtenus par 
ajustement linkaire des donnees (methode des moindres car&s). Ces demiers 
sont de: 0.998294 + 0.001278 (n = 10) pour le plasma, 0.998016 f 0.001064 
(n = 10) pour les Crythrocytes et 0.994496 f 0.002451 (n = 14) pour les 
urines et les pentes de: 0.154 f 0.002, 0.133 f 0.001 et 0.057 It: 0.001, 
respectivement. L’ordonnee a l’origine est dans tous les cas tres proche de 
zero : - 0.0025 f 0.0032 pour le plasma, - 0.0058 + 0.00922 pour les erythro- 
cytes et - 0.00986 ?r 0.0198 pour les urines. 
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Fig. 2. Enregktrements dans l’ultraviolet de deux points d’une gamme d’italonnage de 
oultopride dans le plasma. Pits: 1 = eulpiride (Btalon interne) (4.4 min); 2 = sultopride (5.4 
min). 

Rkp&tabiZitk. La repetabilite de l’injection est determinee sur deux solutions 
titrant 6.25 et 25pg/ml d’urine; chaque solution etant inject&e dix fois. Les 
coefficients de variation sont de 0.23% et 0.785%, respectivement. La 
repetabilite entre gammes d’&alonnage preparks dans du plasma, des kythro- 
cytes et de l’urine de differents sujets est calcul&z pour chaque concentration. 
Ces r&ultats sont rapport& Tableau I. 

Coefficient d’extmction. Le coefficient d’extraction est de 98%. 
SensibiZft6. La limite de detection de la methode est de 15ng par ml de 

plasma. 

TABLEAU I 

COEFFICIENTS DE VARIATION POUR DIFFERENTES GAMMES D’ETALONNAGE 
EXTRAITES SELON LE PROTOCOLE ADOPTti 

Concentration Coefficients de variation (X) 

(me 1-l) 
Sulpiride Sultopride 

Plasma Erythrocytes Urine Plasma Erythrocytes Urine 
(n = 10) (n = 5) (n = 14) (n = 10) (n = 10) (n = 14) 

0.050 
0.125 
0.500 
0.750 
1.26 
2.50 
5.00 
6.25 

10.00 
12.50 
18.75 
25.00 
50.00 

4.14 3.02 
3.52 7.68 

3.18 2.33 
0.592 

2.52 
2.02 1.06 
1.50 1.24 

1.60 
1.21 
1.53 
1.43 

1.55 4.50 
0.66 1.08 
0.50 2.39 

1.98 
1.31 0.57 

0.71 

2.28 
1.01 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

Lors de l’etude pharmacocinetique du sulpiride apres administration intra- 
musculaire de trois doses (50, 100 et 200 mg), les concentrations en sulpiride 
dans le plasma et l’urine etaient determinees par HPLC avec detection dans 
1’UV a 197 nm. L’etalon interne utilise etait la nicotinamide et la duree de 
l’analyse de 14 min [2]. 

Les conditions chromatographiques sont modifiees de facon a reduire le 
temps d’analyse. L’etalon interne retenu est de la meme s&e chimique que le 
sulpiride. La methode proposee est done mieux adaptke a la realisation d’etudes 
pharmacocinetiques ou a des dosages de routine permettant d’assurer une 
bonne surveillance therapeutique. 

La sensibilite de notre methode est identique a celle d&rite par Alfredsson et 
al. [13] qui utilisent un systeme de detection en fluorescence. Par contre le 
temps d’analyse est considerablement raccourcit 8 min au lieu de 20 min. 

Cette methode de dosage est plus sensible que celle d&crite par Frigerio et 
Pantarotto [ll] par GC et detection par ionisation de flamme; le sulpiride 
&ant dose apresmethylation. La limite de detection est de 3.5 ng inject& au 
lieu de 20 ng dans la methode de Frigerio et Pantarotto [ 111. 

Des Bchantillons de plasma, d’&ythrocytes et d’urine preleves apr&s adminis- 
tration de sulpiride a l’homme par voies intraveineuse et orale ont Btk doses 
par cette methode. Un exemple de cinetiques plasmatique et kythrocytaire est 
don& Fig. 3. Le coefficient de distribution du sulpiride entre erythrocytes et 
plasma est voisin de 1. Les cinetiques d’absorption et d’blimination du sulpiride 

a011 ’ I L I I 

4 12 20 28 

h 

Fig. 3. Variations du logarithme de la concentration en sulpiride dans le plasma (m et 0) et 
dans les kythrocytes (0 et O), en fonction du temps, aprb administration de 100 mg par voie 
intraveineuse (m et 0) et de 200 mg par voie orale (ghlules) (0 et 0). 
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a. ; h ! 
Fig. 4:Variaticms du logethme de la co centration en sultopride dana le plasma (o et A) et 
de la vitesse d%limination \urinaire, dU/ t, (0 et A), en fonction du temps, apr& adminiatra- 
tion de 445.74 mg par voie’,intramusc J+ aire (0 et o) et de 376.96 mg par voie orale (gouttes 
buvables) (A et A). ,’ 

_ i 
ainsi que la biodisponibilite‘ es formes orales peuvent etre &ah&es aussi bien a 
partir des donnQs erythro #%s tar qu’a partir de l’evaluation des concentrations 
dans le plasma. Elles p<e’uvent &a@ment etre evalut%es a park des don&es 
urinaires . 

-\ 

Pour le dosage du sultopride, nous‘ abd&eloppe une methode plus 
sensible que celle /diScrites dans la litterature [5, 15-191. Cette methode de 
dosage nous a 

;$ 
rmis de realiser l’etude pharmacocinetique du sultopride chez 

des patients ospitalisk pour d&o&es psychiatriques apr&s son administra- 
tion moies inlxamusculaire et orale (gouttes buvables) A la dose de 400 mg 
[l] . Un exemple des cinetiques obtenues est donne Fig. 4. 

RS fi d& 

d>e dosage d u sulpiride et du sultopride est effect& par chromatographie 
liquide a haute performance avec detection dans l’ultraviolet (226nm). Les 
Bchantillons de plasma, d’kythrocytes et d’urine sont extraits par le chloro- 
forme a pH 10. L’etalon interne utilise est une nouvelle benzamide substituee, 
le produit N-[(&hyl-l-pyrrolidinyl-2)m&hyl] methoxy-2-amino-4dthylsulfonyl- 
5-benzamide (DAN) pour le dosage du sulpiride et le sulpiride pour le dosage 
du sultopride. La limite de detection dans le plasma et les kythrocytes est de 
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10 ng/ml pour le sulpiride et 16ng/ml pour le sultopride. Les methodes 
proposees, selectives, reproductibles et sensibles peuvent etre utilides pour la 
r&h&ion d’btudes pharmacocinetiques et pour la surveillance therapeutique. 
Des exemples de cinetiques plasmatiques et erythrocytaires chez des sujets sains 
(sulpiride) ou des patients (sultopride) sont donnes. Les temps de demi-vie 
determines it partir des donnees plasmatiques et erythrocytaires sont identiques 
(7 h pour le sulpiride et 5 h pour le sultopride). 
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