
217 

Journal of Chromatography, 422 (1987) 217-225 
Biomedical Applications 
Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROMBIO. 3874 

MICRODKTERMINATION DU PYRAZINAMIDE ET DE SES 
MfiTABOLITES ( ACIDE PYRAZINO’I’QUE, ACIDE HYDROXY-5- 
PYRAZINOIQUE, HYDROXY-5-PYRAZINAMIDE, ACIDE 
PYRAZINURIQUE) PLASMATIQUES ET URINAIRES PAR 
CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE 

C. LACROIX*, P. PONCET, G. LAINE, C. GUYONNAUD et M. RAY 

Unit& de Pharmacocin&tique* et de Pneumologie, Centre Hospitalier General, 55 Bis, Rue Gustave 
Flaubert, 76600 Le Havre (France) 

et 

S. MENAGER et 0. LAFONT 

Laboratoire de Chimie Organique, Centre de Pharmacochimie du Madrillet, Fact& de Mkdecine 
et de Pharmacie de Rouen, 76800 Saint-Etienne du Rouvray (France) 

(Recu le 22 avrill987; manuscrit modifie recu le 9 juillet 1987) 

SUMMARY 

Microdetermination of pyrazinamide and its metabolites (2-pyrazinoic acid, S-hy- 
droxypyrazinoic acid, 5-hydroxypyrazinamide and pyrazinuric acid) in plasma and 
urine by liquid chromatography 

The method reported here for determining pyrazinamide and its metabolites (2-pyrazinoic acid, 
5_hydroxypyrazinamide, 5-hydroxypyrazinoic acid and pyrazinuric acid) consists of diluting urine 
or acid deproteinisation of serum followed by chromatography on a cation-exchange column. The 
column length and the detection system (ultraviolet or fluorimetry) allow for a very good separation 
of the different compounds; the sensitivity of the method makes it suitable for pharmacokinetic 
studies. 

INTRODUCTION 

Les proprietes antituberculeuses du pyrazinamide ( PZA) ont Qte mises en Qvi- 
dence par Kushner et al. en 1952 [ 1 ] et appliquees au traitement de la tuberculose 
pulmonaire humaine par Yeager et al. [ 21. Le PZA, actif sur les bacilles intra- 
cellulaires, est frequemment associe aux trois autres antituberculeux majeurs 
(isoniazide, rifampicine et Bthambutol) dans le cadre dun traitement court de 
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six mois, tel qu’il est defini par la Societe de Pneumologie de Langue Francaise 
[ 3 1. Ce schema thdrapeutique s’oriente, actuellement, vers la suppression de I’Q- 
thambutol pour aboutir h une tritherapie isoniazide, rifampicine et pyrazinamide 

[41. 
Les principales &apes du metabolisme du PZA, d&rites par Weiner et Tinker 

[ 51, font intervenir dans un premier temps une desamidase microsomale entrai- 
nant la formation d’acide pyrazinoi’que (PA), qui constituerait la forme active 
du PZA [ 61, puis l’action de la xanthine-oxydase pour aboutir a l’acide hydroxy- 
5-pyrazindique (5-OH-PA). Mais deja en 1972, Weiner et Tinker [ 51 demon- 
traient l’existence dun autre metabolite possedant des caracteristiques polaro- 
graphiques identiques a celles du 5-OH-PA, avec une mobilite Qlectrophoretique 
differente. Cette hypothese fut confirm&e par Auscher et al. [ 71 qui isolerent un 
compose presentant un coefficient d’absorption molaire Qgal a celui du 5-OH-PA. 
La nature de ce produit fut Qlucidee in vitro par Pitre et al. [ 81 sur des cellules 
de foie de rat et in vivo chez l’homme par Yamamoto et al. [ 91: il s’agit de l’hy- 
droxy-5-pyrazinamide (5-OH-PZA) resultant de l’action de la xanthine-oxydase 
sur le PZA. Le 5-OH-PA est done issu du 5-OH-PZA et du PA. 

Une voie mineure consiste en la formation d’acide pyrazinurique (PZU) apres 
conjugaison du PA avec la glycine. Ces differentes considerations permettent de 
proposer le schema metabolique illustre par la Fig. 1. 

Parmi les effets secondaires du PZA, l’apparition d’arthralgies est impute’e a 
PA qui augmente la concentration d’acide urique par inhibition de sa secretion 
tubulaire renale [ 51. 

La surveillance du traitement necessite une individualisation de ces differents 
composes, c’est pourquoi nous proposons une methode analytique qui permet le 
dosage du PZA et de tous ses mdtabolites avec un minimum de manipulations de 
l’echantillon et une r&solution satisfaisante. 

MATfiRIEL ET MaTHODE 

L’appareillage utilise comprend une pompe haute pression (Beckman, Gagny, 
France), une vanne d’injection (Rheodyne Modele 7125, Berkeley, CA, atats- 
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Fig. 1. Mhbolisme du PZA. 
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Unis) equip&e d’une boucle de 20 ~1, un spectrophotometre Uvikon 740 LC ( Kon- 
tron, Vdlizy, France), un spectrofluorimetre RF 530, raccordes a un enregistreur 
de type BD 40 et B un integrateur C-R3A (Shimadzu, Touzard et Matignon, Vi- 
try-sur-Seine, France). La colonne analytique et la cartouche de garde sont ther- 
mostatees a 62°C. Les colonnes sont des &sines Qchangeuses de cations de type 
styrene-divinylbenzene sulfone sous forme H + (colonnes Aminex HPX-87H, 
300 X 7,8 mm, ou “Fast Acid Analysis”, 100 X 7,8 mm ) , prdcedees dune cartouche 
de garde (40 x 4,6 mm, Bio-Rad, Touzard et Matignon) . Le solvant d’e’lution est 
une solution 0,005 M d’acide sulfurique circulant a un debit de 0,8 ml/min. La 
detection se fait a 254 nm en UV et 21 265 nm pour l’excitation, 410 nm pour 
l’emission en fluorescence. La quantification est basee sur la hauteur des pits ou 
leur surface. 

Reactifs 
PZA et PA sont fournis par Aldrich (Strasbourg, France). 5OH-PZA est ob- 

tenu par l’action de la xanthine-oxydase [9] (activite 25 U/O,5 ml, Sigma, St. 
Louis, MO, Etats-Unis) sur le PZA. 5-OH-PA nous a Qtd aimablement fourni par 
Weiner et Tinker (State University of New York, Syracuse, NY, Etats-Unis) . La 
synthese de PZU ou N-pyrazinolglycine est realisee a partir de PA qui est trans- 
form& en anhydride mixte par action du chloroformiate d’ethyle, en presence de 
triethylamine puis condense avec la glycine selon la methode d&rite par Weiner 
et Tinker [ 51. L’identitB du produit est ktablie par mesure du point de fusion (F) 
au bane de Kofler (non corrige) , microanalyse CHN sur appareil Perkin-Elmer 
240 et ‘H RMN sur spectrographe Varian T 60 (reference interne trimethylsi- 
lane): F: 237°C; analyse calculee: C=46,41%, H=3,89%, N=23,20%; analyse 
trouvee: C = 46,18%, H = 3,86%, N = 23,07%; lH RMN dimethyl sulfoxide-4: 
6( ppm): 4, d, 2H ( +2H20-+~), CH,; 8,6-9,3, m, 4H ( +2H20-+m,3H), 3 aro- 
matiques et NH. 

Preparation de l’echantillon 
Plasma. Plasma (50 ,ul) est deproteinid par 50 ,ul d’acide perchlorique 1,5 M. 

Apres centrifugation, 20 ~1 du surnageant sont inject& dans le chromatographe. 
Urines. Les recueils urinaires sont dilue’s au quart a l’aide d’eau distillee, puis 

filtres sur Millex HV4 (0,45 pm, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France) 
et 20 pl sont finalement inject&. 

Etalonnage 
Plasma. L’Qtalonnage est realise par surcharge de plasmas temoins de faGon a 

obtenir une gamme de 3-70 mg/l (PZA), 0,5-10 mg/l (PA) et 0,2-5 mg/l (5- 
OH-PA et 5-OH-PZA). Ces standards sont trait& de la mQme facon que les 
prklevements. 

Urines. L’etalonnage consiste en des solutions aqueuses de concentrations 
c,? nr\l\ I. IC ATT m* i- ATT nn* _I nA \ _(A *rrn _,I1 IDVA \ ,.c L-l ,n ,,I1 



RI%ULTATS 

La Fig. 2 illustre ces differents exemples, notamment celui dun plasma de pa- 
tient 2 h apres la prise de PZA. Ce mQme prelevement est analyse sur la colonne 
de 300 mm et celle de 100 mm, avec en serie le spectrophotometre UV (254 nm) 
et le fluorimetre. La resolution est satisfaisante sur la colonne laplus longue, ainsi 
que sur la colonne courte couplee au fluorimetre. La linQarit6 est v&See dans le 
plasma jusqu’a 100 mg/l (PZA et PA) et 4 mg/l (5-OH-PZA et 5-OH-PA), et les 
equations des droites de regression sont les suivantes: PZA: y=O,75x-1,19 
(r=0,999);PA:y=1,14x-1,18 (r=0,999);5-OH-PA:y=2,32x-1,20 (r=l,OO); 
5-OH-PZA: y = 2,lO x - 0,90 ( r = 0,999 ) . Dans les urines, l’etalonnage est lindaire 
jusqu’a des concentrations de 400 mg/l (PZA, PA, 5-OH-PZA et 5-OH-PA) et de 
25 mg/l (PZU). Le recouvrement est calcule en rapportant les quantitks plas- 
matiques ajoutees aux quantites Qquivalentes en solution aqueuse, inject&es di- 
rectement dans l’appareil. Les resultats f&rent, ainsi que la reproductibilite et 
les limites de detection (compte tenu d’un rapport signal sur bruit 6gal a 3) dans 
le Tableau I. 
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Fig. 2. (A, B) Chromatogrammes obtenus Ir partir du plasma d’un patient 2 h apres l’ingestion de 2 
g de PZA. D&ections UV (trace’ superieur) et fluorime’trique (trace inferieur) placbs en skrie. (A) 
Colonne de 100 mm; (B) colonne de 300 mm. Pits: 1 =acide hydroxy-SpyrazinoIque (0,33 mg/l); 
2 = hydroxy-5-pyrazinamide (1,62 mg/l) ; 3 = acide pyrazino’ique (4,8 mg/l) ; 4 zpyrazinamide (37,2 
mg/l) . (C) Trace’ inferieur: chromatogrammes obtenus a partir d’un recueil urinaire chez le mdme 
patient (colonne 300 mm et detection a254 nm) . Pits: 1= acide hydroxy-5-pyrazinolque (464 mg/l) ; 
2 = hydroxy-5-pyrazinamide (78,9 mg/l) ; 3 = acide pyrazinolque (1357 mg/l) ; 4 = acide pyrazinu- 
rique (1,8 mg/l) ; 5 =pyrazinamide (43,7 mg/l). Trace supkieur: solution aqueuse contenant lee dif- 
fe’rents cornpose’s. 

Un plasma, anaiyse sept jours consecutifs, a don& les valeurs suivantes: PZA: 
49,lk 1,6 mg/l (coefficient de variation, C.V. 3,3%); PA: 5,6+- 0,6 mg/l (C.V. 
11% ); &OH-PA: 0,38 t 0,04 mg/l (C.V. 11% ) ; 5-OH-PZA: 2,O + 0,l mg/l (C.V. 
6%). 

Les prelbvements plasmatiques et urinaires se sont aver& stables apres trois 
mois de conservation a - 20°C. 

Cette technique a 6th appliquee a trois patients apres ingestion de 2 g de PZA 
?I jeGn. Les prelevements sanguins ont eu lieu & 1, 2, 4, 8, 12, 24 et 36 h, et les 
urines recueillies de O-2, 2-4,4-6,6-8,8-12,12-24 et 24-36 h. 

Les differentes don&es experimentales sont illustrees par la Fig. 3 et leurs 
interpretations suivant les equations dun moditle lineaire monocompartimental 
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TABLEAU I 

BTuDE DE LA RBPR~DUCTIBILITB DU RECOUVREMENT ET DE LA LIMITE DE D$- 
TECTION PLASMATIQUE ET URINAIRE 

Cinq dhterminations par niveau. 

Cornposh Quantitk 
ajouthe 
(w/I) 

Quantitk 
retrouvbe 
(moyenne f E.T.) 
(mg/I) 

Recouvrement 
(%) 

Coefficient de Limite de 
variation dhction 
(So) (mfz/I) 

Plasma 
PZA 

PA 

5-OH-PZA 

5-OH-PA 

Urine 
PZA 

PA 

PZU 

5-OH-PZA 

&OH-PA 

100 lOl,lf0,4 101 034 195 
50 51,2+0,3 102 036 
25 25,7f0,3 103 192 
12,5 12,2*0,3 98 2,5 
6,2 6,2+0,5 100 830 

100 100+0,6 100 076 
50 50,5*0,3 101 0,6 
25 25,2*0,9 101 396 
12,5 12,51kO,8 100 695 
692 6,2*0,6 100 996 
5 5,04+0,08 101 196 0,07 
2,50 2,45f0,06 98 295 
1,25 1,23+0,04 98 336 
5 5,03f0,07 101 134 0.07 
2,50 2,51+0,07 101 228 
1,25 1,28f0,03 102 2.4 

400 41014 
200 199k5 
100 104k4 
50 51f2 
400 405k5 
200 203+3 
100 103+4 
50 5023 
25 24,8+0,6 
12,5 12,4?0,3 

6,2 6,2fO,l 
400 408+6 
200 201f5 
100 104+3 
50 50+2 
400 4OOk5 
200 202k4 
100 lOlk3 
50 5Ok2 

103 
99 
104 
102 
101 
101 
103 
100 
99 
98 
100 
102 
101 
104 
100 
100 
101 
101 
100 

3 LO 
2,5 
379 
3,9 
1,2 2 

1,5 
3,9 
6,O 
2,4 0,25 

2,5 
196 
195 3 

295 
279 
490 
193 3 

290 
390 
490 
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Fig. 3. (A ) Concentrations plasmatiques moyennes obtenues chez trois patients apr&s ingestion de 2 
g de pyrazinamide. (B ) Eliminations urinaires curnukes sur 36 h. 
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donnent pour le PZA une demi vie de 9,0 t 1,l h avec une constante d’elimination 
K, de 0,079 2 0,010 h-l et un volume de distribution de 0,7 + 0,l l/kg. Par rapport 
a la quantite ingeree (2 g) ,63,7% du PZA sont Qlimines dans les urines au bout 
de 36 h do 

y 
t 3,2% inchanges et 60,5% sous forme de metabolites. 

Les differents antituberculeux utilises en association (rifampicine, isoniazide 
et Qthambutol) ne presentent aucune interference. 

DISCUSSION 

Conditions opkratoires 
Les analyses sont effect&es en utilisant deux colonnes de longueurs differentes 

(300 ou 100 mm) mais les phases stationnaires et mobiles sont identiques. Le 
choix est guide par deux facteurs: (i) le systbme de detection employ&: UV (254 
nm) ou fluorimetrique (excitation 265 nm, emission 410 nm) ; (ii) la nature du 
liquide biologique inject& plasma ou urine. 

Echantillons urinaires 
La longueur de la colonne employee est obligatoirement de 300 mm. Les com- 

poses urinaires &ant tres nombreux, seul ce type de colonne permet de &parer le 
PZA et ses metabolites des autres composants. La duree de l’analyse peut sembler 
longue (69 min) . Toutefois, cette solution supprime tout traitement prdalable de 
l’urine sur des colonnes Qchangeuses d’ions [ 71, Qvite l’emploi Qventuel dun dta- 
lon interne delicat a trouver et ameliore la qualite des resultats par l’absence de 
manipulations de l’echantillon. Dans ce cas, le systeme de detection UV ou fluo- 
rimetrique n’a qu’une faible incidence. 

Echantillons plasmatiques 
Deux solutions sont possibles: ( i) l’utilisation de la colonne de 300 mm couplee 

indifferemment a la detection UV ou fluorimetrique; (ii) choix dune colonne plus 
courte (100 mm ) : dans ce cas, l’emploi d’un spectrofhtorimetre est preferable. En 
outre, le temps d’analyse est reduit de 69 a 27 min. 

Les premieres methodes de dosage du PZA proposees par Caccia [lo] et Bjijr- 
nesjij [ 111 reposent sur une reaction colorimetrique avec le nitroprussiate de 
sodium mais ne differencient le PZA de ses metabolites. Cette technique a Qte 
ameliorde par Ellard [ 121 qui fait preceder la coloration dune extraction par des 
solvants organiques ou par Gurumurthy et al. [ 131 par l’utilisation de &sines 
anioniques. La methode polarographique de Weiner et Tinker [ 51 ou celle de 
Auscher et al. [ 71 par extraction selective sur &sines echangeuses d’ions, plus 
spdcifiques, ne permettent que difficilement des analyses de routine. La premiere 
methode par chromatographie en phase gazeuse d&rite par Roboz et al. [ 141 
necessite un spectrometre de masse et les differentes methodes en chromatogra- 
phie liquide sont assez incompletes: la technique proposee par Ratti et al. [ 151 
permet la quantification du PA et du 5-OH-PA, mais pas celle du PZA et celle de 
Brouard et al. [ 161 et de Chan et al. [ 171 en ne dosant que le PZA, ne presentent 
qu’un int&et limit& Seul Yamamoto et al. [ 91 donne des conditions chromato- 
graphiques permettant la separation des differents metabolites plasmatiques, avec 
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toutefois une resolution discutable du 5-OH-PA et de plus ne propose aucune 
application aux Bchantillons urinaires. 

En fait, ces composes ont des polarites t&s differentes et les conditions chro- 
matographiques favorables a l’elution du PZA ne le sont pas pour ses metabolites. 
Ces auteurs ont employ4 des colonnes de silices differemment greffees (-NH2, 
C8, C18) sur lesquelles les metabolites acides sont 61&s sous forme de pits dissy- 
metriques et trainants; une bonne resolution de l’ensemble des composes neces- 
site alors d’augmenter les temps de retention, mais accentue la dissymetrie des 
metabolites acides. D’apres notre experience, les autres procedes (recul d’ioni- 
sation, appariement d’ions) ne donnent g&e de resultats plus satisfaisants. 11 
Qtait done necessaire de s’affranchir de la silice pour utiliser un copolymere. 

RESUME 

La methode proposee pour le dosage du pyrazinamide et de ses metabolites 
(acide pyrazindique, acide hydroxy-Spyrazindique, hydroxy-5-pyrazinamide et 
acide pyrazinurique) consiste en une dilution de l’urine ou une deproteinisation 
acide du plasma, suivie dune chromatographie sur colonne de &sine Qchangeuse 
de cations. La longueur de la colonne et le choix du systeme de detection (UV ou 
fluorimetrique) permettent une excellente separation des differents composes et 
les limites de detection sont compatibles avec les concentrations atteintes en 
therapeutique. 
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