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INR IOQ D UC T ON:
La carboxy-sulfamidochrysoidine ou Rubiazol-C est un médicament déjà ancien bien connu dans le monde pharmaceutique et médical, c'est un médicament qui a connu sa gloire, qui a été éprouvé perdant de longues années et qui a su conserver sa place jusqu’à nos jours, dans l'arsenal thérapeutique toujours en croissance, en renouvellement; mais c'est aussi un nom, un nom intimement lié à cette grande découverte dans la lutte antibactérienne, que constitue «le sulfamide».
On pourrait s'étonner de voir en 1953 toute une thèse consacrée à l’étude de l’élimination de ce produit. Mais ce n’est pas l’Hémikrèse et la Protorrhée du RUBIAZOL-C, qu'il faut lire, mais L'HEMIKRESE ET LA PROTORRHEE du kRubiazol-C, si j'ose m'exprimer ainsi, c'est sur Hémikrèse qu’il faut porter l'accent, parce que c’est la théorie de l'Hémikrèse qui constitue une vue tout à fait nouvelle, et le Rubiazol-C nous sert comme objet d'étude. II va de soi que nous apprendrons quelque chose de nouveau sur ce produit, Sur son élimination, ce qui permettra des conclusions pour son emploi, Sa posologie.
Ce travail bien modeste s'inscrit donc dans un programme infiniment plus vaste, qui est l’étude de l'élimination en fonction du temps (théorie cinétique de l'élimination) de corps étrangers ou propres à l'organisme.
C’est sur cette notion qu'est basée une théorie toute nouvelle de notre maitre M. La pp, qui bien avant de nous proposer le présent travail, a encouragé dans son laboratoire toute une série de travaux analogues, sur quelques composés de l’arsenic (1,2,3), sur le chlorure de sodium (4), la quinine (5) et d’autres encore qui sont en cours. (albucid, hydracide de l’ac. isonicotinique, composés salicylés). Dans le monde entier bien des chercheurs se sont engagés dans l'étude de cette théorie, dont nous donnerons les points essentiels au prochain chapitre.
Pour nous-même nous serions heureux si cet humble travail trouvait sa place dans le cadre de la Théorie Cinétique des Eliminations, et si nos efforts avaient contribué un peu à la compréhension des lois qui régissent l’élimination.
L’absorption et l'élimination des sulfamides a fait l’objet de nombreuses recherches, qu’il n’est pas dans notre intention, d'énumérer
ni même de résumer ici. Nous vou'ons seulement rappeler les mesures effectuées, sur des malades, par M‘ * Alline (6), au cours desquelles, des sulfamides de diverses natures, et en particulier des thiodérivés ont fait l’objet d’études sur l'absorption per os, par injection intramusculaire, par la voie rectale etc. La concentration sanguine, l'élimination urinaire ont été étudiées. Pour ce qui est de l'élimination les valeurs trouvées variaient eatre 21°/ et 89°/ pour le sulfamide libre, et corrélativement de 63°/o à 95°/ pour le sulfamide total. Les courbes d'élimination urinaire, comptées sur 48 heures, présentent des formes simples (exponentielles), une courbe en S. peu accentué tout de même, a été donnée par la Sumédine. (2632 RP.) 3
M''"° Alline signale que les sulfathiazols ne sont pratiquement pas acétylés.
Au cours des essais sur la sulfapyridine on constate que la voie intramusculaire donne à peu près les mêmes résultats que l’ingestion de la même dose, mais d’une manière générale la voie intramusculaire donne une pénétration plus rapide que la voie buccale.
Les dérivés «thio» sont en général rapidement éliminés, et nous venons de le dire, le taux des dérivés acétylés est faible aussi bien dans l’urine que dans le sang. Il varie entre 5°%/o à 30%, alors qu'il peut atteindre 65°/ pour d’autres sulfamides. Plus le temps de séjour dans l'organisme est long, plus le pourcentage d’acétylation est élevé.
L'étude détaillée du médicament sulfamidé et de son métabolite principal ne pouvait donc se faire avec ces corps. Nous avons choisi le Rubizzol-C, qui d’après ce qu’on savait de son comportement, rous a paru plus apte que bien d’autres, à l'étude que nous désirions entreprendre.
Notre thèse se divise en trois parties:
Dans une Première Partie nous parlerons du Rubiazol-C, entité chimique; des méthodes pour le dosage; nous exposerons la méhode utilisée par nous.
Dans la Deuxième Partienous indiquerons les résultats obtenus lors des dosages et nous les discuterons.
Dans la Troisième Partie nous parlerons du métabolisme par acétylation et nous tirerons les conclusions de notre travail.
Qu'il nous soit permis dès maintenant de remercier profondément Monsieur le Professeur Lapp de l'accueil généreux uuw’il nous a réservé, quand nous nous sommes présentés à son laboratoire, en automne 1951, des conseils par lesquels il a guidé notre travail, de l'honneur enfin qu'il nous fit de bien vouloir assumer la présidence de notre Thèse.
Nous remercions vivement, Monsieur le Professeur Cordier, des secours qu'il nous a prêtés bien des fois au cours de notre travail.
Nous adressons à Monsieur le Professeur Cordier et à Monsieur Gazet du Chatelier, Chargé de Cours, le témoignage de nos sentiments très reconnaissants pour avoir bien voulu accepter de juger notre Thèse.
DRPAMIPRE PARTIE,
THÉORIE CINÉTIQUE DE L'ÉLIMINATION
On est en général mal renseigné sur la durée de passage des médicaments dans l'organisme. Cette durée est influencée par l’état fonctionnel des tissus et organes, par les propriétés physicochimiques du corps chimique en question, par son action pharmacodynamique (vasoconstricteur, diurétique etc), par l’action des produits ingérés simultanément (3) La durée de passage varie donc d’un corps à l’autre, et peut varier pour le même corps, avec l’état fonctionnel des organes du patient.
Si l’on considère le temps de passage d’un médicament, comme étant la somme des temps d'étapes fonctionnelles qui se produisent successivement et simultanément dans l'organisme, et qui sont:
1) absorption intestinale, pulmonaire, rectale, buccale etc. 2) invasion d’un tissu ou organe.
3) évasion dans le sang, la lymphe
4) rejet par un émonctoire approprié (élimination proprement dite)
on comprend que par injection intraveineuse d’un produit bien diffusible s’éliiminant par l’émonctoire rénal, on se rapproche beaucoup plus du phénomène d’une élimination pure, ce qui peut Servir de base à l’étude du temps d'élimination caractéristique pour une substance donnée, toujours faut-il s'adresser à un rein à perméabilité normale.
L'expérience a montré que dans ce cas l'élimination obéit à une loi exponentielle simple. L’injection intraveineuse est la technique de choix pour la détermination des coefficients caractéristiques.
Pour M. Lapp, l'élimination d’une substance non stockée dans l’'orzanisme suit elle aussi une loi exponentielle simple (7), ce qui peut aisément être démontré sur un rein à perméabilité normale, ionctionnant comme filtre.
Mais pour beaucoup de substances l'élimination se présente sous un aspect bien plus compliqué, comme l’absorption, l'invasion et l'évasion du médicament, de tel ou tel organe, sont considérés comme autant de fonctions exponentielles du temps, l'élimination finale en sera la résultante. On peut vraiment se demander, si une fonction résultant de tant de fonctions partielles peut se laisser démembrer par le calcul, avec certitude?
Une élimination précédée par une absorption ou fixation, est représentée par une différence d’exponentielles; l’une est une exponentielle d'absorption ou de fixation, l’autre est une exponentielle d'élimination. Cette dernière correspond à l’exponentielle obtenue après injection intraveineuse.
Deux éliminations superposées se traduisent par une somme d’exponentielles, et un retard assez grand peut être exprimé par des sommes et des différences de plusieurs exponentielles.
M. Lapp suggère un coefficient d'élimination propre à chaque genre de tissu, pour un corps chimique donné, mais il comprend aussi l’ensemble de l’élimination comme valeur moyenne de toutes ces éliminations partielles.
Comme il ressort des travaux de MM. Cavier, Verney, Quevauviller, Goverts et de M. le Doyen R. Fabre, M‘ T. Régnier et M. T. Grasset (8), on peut bien exprimer par des chiffres exacts les coefficients de très diverses éliminations.
La question se posa de trouver des coefficients faciles à calculer pour évaluer les résultats des expériences. M. Lapp (9) a choisi et défini les coefficients suivants:
1) L’Hémikrèse (H) c’est le temps au bout duquel la moitié de la substance a quitté l'organisme par l’émonctoire considéré.
L’Hémikrèse s'exprime par unités de temps, généralement par heures.
2) La Protorrhée ou débit initial (rt) s'exprime en microgrammes par unité de temps, en général en gamma/heure. C’est un chiffre exact qui définit les premiers instants d'expulsion.
L’Hémikrèse mesure un temps, la Protorrhée une quantité.
Si l’on réprésente l'élimination par une courbe, celle-ci sera
donnée par la relation:
Do Er nn
ou en logarithmes:
Log (OO — Q) = log QoS — Àt
La valeur de QCC est donnée par les dosages, elle marque le point final de la courbe d’addition obtenue.
Lambda est déduit d’un calcul logarithmique simple. C’est le quotient «le la différence de deux logarithmes par le temps correspondant
Q représente la quantité éliminée au temps t.
Le temps de l'Hémikrèse est donné par la relation:
X 0.433 0.30 HA — \ Dati H heures
La Protorrhée est donnée par la relation:
mn 23: Qc.) —=17y/heures
La fonction éliminatoire se complique souvent davantage du fait que beaucoup de corps chimiques sont métabolisés plus profondément et apparaissent sous forme de plusieurs métabolites distincts dont les caractères de solubilité, d’aftinité, pour tel ou tel tissu, diffèrent de l’un à l’autre. Il faut s'attendre qu'à chacun de ces méta- Eolites corresponde un coefficient à part. Si alors on dispose d’une méthode de dosage par laquelle on peut doser à la fois tous ces produits de métabolisation, de manière que les résultats s’échelonnent sur une unique courbe d’élimination totale, il faut considérer cette courbe comme une résultante non seulement des sommes et des différences des fonctions exponentielles tissulaires et organiques mentionnées plus haut, mais eñcore des coefficients correspondant à chaque métabolite susceptitle d’être dosé par cette méthode, et faisant ainsi partie intégrante de la quantité éliminée.
La solution idéale est de trouver des méthodes spécifiques qui permettent de doser chaque métabolite séparément, ce qui n’est pas toujours réalisable et ce qui demande souvent trop de temps pour un seul expérimentateur, qui chaque deuxième ou troisième heure se trouve en face d’un nouvel échantillon d'urine à analyser.
La difficulté la plus grande, daris ce genre de travaux est de disposer de microméthodes fines et spécifiques de chaque métabolite, ce qui est très peu fréquent.
Dans notre cas, nous distinguerons seulement la partie éliminée en dérivé acétylé.
La Théorie Cinétique des Eliminations peut donc aider puissamment à comprendre les cas même très compliqués de la fonction éliminatoire de l'organisme. Mais son intérêt n’est pas seulement là, elle présente aussi un côté de première utilité. Elle nous renseigne sur le comportement de l'organisme vis à vis d’un médicament donné. La thérapeutique ne peut que s'enrichir des résultats de ce
genre d'expériences. D’une part en connaissant le temps d’élimination exact de tel ou tel dérivé, on aura une base solide pour l’administration du médicament en quantité optima, sans surcharge peutêtre nuisible, sars sousdosage peut-être peu efficace, ou même, dans certains cas, d’un effet renversé. D’autre part la mesure de l’'Hémikrèse et de la Protorrhée faite sur des sujets sains nous fournit des chiffres exacts et constants pour un corps chimique quelconque, on pourra en retour se servir de ces chiffres pour explorer la capacité fonctionnelle de tel ou tel organe chez un sujet malade.
Mais avant de penser à l’application pratique de la Théorie Cinétique, beaucoup de travail reste à faire. Il faut passer en revue beaucoup de médicaments, cataloguer les valeurs trouvées, les confronter. Nous avons essayé de faire ce travail pour l’un d’entre eux: le Rubiazol-C.
CHAPITRE DEUXIÈME
PRRUBIAZOL-C.
PROPRIÉTÉS ET PHARMACOLOGIE.
Le Rubiazol-C ou Azoïque IV de Girard, sur lequel nous avons « travaillé, est une carboxy-sulfamidochrysoidine. Il se présente sous forme d’une poudre rouge-violacée. [1 est peu soluble dans l’eau. Ses solutions acides ont une couleur entre l’orangé et le violet, les solutions alcalines sont colorées en jaune. Sa solubilité est accrue en milieu alcalin.
Il se dissout beaucoup mieux dans les alcools méthylique, éihylique, propylique, butylique, ainsi que dans l’acétone, les huiles grasses et essentielles. [Il est insoluble dans l’éther et le chloroforme.
Comme sa formule l'indique, (voir tableau I) le Rubiazol-C est un Suliamide azoique, c’est un produit de condensation entre le paminophénylsuliamide et l’acide triaminobenzoique. Il a été synthétisé par Girard en 1936 et serait d’une activité antistreptococcique 1,5 fois plus grande que le Prontosil synthétisé par Mietzsche et Klearer en 1932 et connu à la suite des travaux de Domagk (1935), et qui est de formule voisine. Ce corps qui n’est rien d’autre que le Rubiazol français, est dépourvu de fonction carboxylique, il n’est plus un dérivé de l’acide triaminobenzoique mais il dérive du triaminobenzène. (voir tableau I)
Nous citons encore le Rubiazol soluble (Proniosil S), dont la copule diffère largement de celle des deux précédents, mais dont la coloration est également rouge. (voir tableau I)
Nous avons tenu à mentionner ces deux corps pour éviter toute confusion au cours de notre exposé, surtout comme le Rubiazol simple où Prontosil des allemands, étant le premier terme connu dans le domaine de la médication sulfamidique, se réjouit d’une littérature beaucoup plus importante que le Rubiazol-C, sujet de notre travail, qui bien que d’une application plus répandue de nos jours, ne cesse d’être traité dans beaucoup d'ouvrages comme dérivé de moindie intérêt. Cela provient probablement du fait que les propriétés des deux corps sont assez voisines, mais elles sont loin d’être identiques.
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1) Rubiazol, Prontosil ou Sulfamidochrysoidine. 2) Rubiazol - C ou Carboxvsulfamidochrysoidine. 3) Prontosil soluble à novau naphtalène sulfoné.
Le Rubiazol-C, terme carboxylé, est plus aisément détruit que le Prontosil qui colore l'urine des malades traités en rouge, ce que nous n'avons pas pu remarquer avec le Rubiazol-C. Nous reviendrons sur ce sujet au moment de la description de nos essais d’extraction.
Après avoir mis en garde le lecteur, à ne pas confondre ces molécules semblables, nous ne parïerons plus du Rubiazol simple mais nous allons décrire quelques propriétés chimiques et biologiques du Rubiazol-C et nous dirons un mot au sujet de sa toxicité.
PROPRIÉTÉS CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES
1) La double liaison azoique constitue le point faible de la molécule, par les agents d’oxydation et de réduction le Rubiazol-C se laisse facilement décolorer. Par réduction on passe au stade hydrazine bisubstituée, et on peut selon l'agent réducteur choisi, (réduction acide) aboutir à la fragmentation de la molécule en deux parties, par la formation de deux amines.
Par oxydation on arrive à l’oxyazoique. (voir tableau IT)
2) Malgré ses nombreuses fonctions amine aromatique, le Rubiazol-C ne se laisse point diazoter par la méthode de Marshall.
3) Sa solubilité est faible en milieu acide, un peu plus grande en milieu alcalin où il se dissout en donnant une solution jaune.
4) En traversant l'organisme une bonne partie est acétylée surtout au niveau a&u foie, cette propriété est partagée avec bien d’autres sulfamides dont les dérivés acéty'és sont souvent moins solubles que le sulfamide même et peuvent de ce fait amener un blocage du rein. Cet accident est toujours à redouter et c’est pourquoi on conseille l’absorption de boissons abondante, au cours du traitement sulfamidiaue. Cependant dans le cas du Rubiazol-C les accidents rénaux sont rares ce qui pourrait faire penser à une plus grande solubilité du dérivé acétylé, ce aui s’accorderait bien avec nos observations, car nous avons retrouvé pour chaque essai une proportion relativement élevée du dérivé conjugué. En tout cas, au lieu de redouter des accidents rénaux, on a recours de nos jours au Rubiazol-C dans le traitement des infections puerpérales compliquées de nephrite. (Lab. Roussel)
A côté des dérivés acéto-conjugués, plusieurs auteurs ont signalé l’apparition de produits de dégradation dans l'urine. C’est ainsi que Kellner, cite l’hydrazoique et le p-aminophénylsulfamide (10), ces corps ont été décrits aussi par Fuller (11). Paget (12) signale le p-aminophénol ainsi ue l’hyvdroxylaminophénylsulfamide, sur l’existence duquel Mever (13) fonde sa théorie sur le mécanisme des sulfamides. James et Rosenthal de leur part ont administré de l’hydroxylaminophénylsulfamide à leurs animaux
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de laboratoite, et constatent que ce produit, peu stable dans l’organisme, est imétabolisé en sulfanilamide, forme sous laquelle il est éliminé. (14) (15)
Scudi (16) parie de l'acide sulfanilique, dont la présence est mise en doute par Langecker (17) à la suite d’une série d’expérierces sur la différentiation des produits de diazotation de la sulfanilamide et de l’acide sulfanilique avec l’&-naphtol. L’acide sulfaniligue donne avec l’&-naphtol ur produit de diazotation rouge, insoluble* dans l’éther, contrairement au produit analogue et correspondant à la sulfanilamide aui se dissout dans ce solvant.
Enfin Williams (18) indique la formation du 3-hydroxysulforamide chez le lapin où il est éliminé sous forme sulfoconjuguée.
Ces hydrogénations et oxydations seraient toutefois. pour la majeure partie au moins, d’origine intestinale et varieraient avec l’alimentation, elles augmentent dans le régime carné pour diminuer dans le régime végétarien.
Le fait que la liaison sulfamide (SO2-NH2) est biologiquement Stable, semble définitivement acquis.
D'autre part tous les auteurs qui se sont intéressés au problème de l'élimination des sulfamides sont d'accord sur le point que l’élimination n'est jamais totale, quelles que soient les méthodes de dosage utilisées. Une fraction variable d'un sulfamide à l’autre, et probablement dans une certaine mesure, d’un individu à l’autre, semble être détruite dans l'organisme.
Comme il est démontré dans la thèse de Laporte (19) une portion importante (30°/o à 60°/) peut être détruite par oxydation et éliminée sous forme de dérivés sulfoconjiugués.
5) Le Rubiazol-C est avant tout un antistreptococcique mais aussi un antimélitococcique.
6) Il inhibe la spermatogénèse. (20)
TOXICOLOGIE
Le Rubiazol-C est peu toxique, à part quelques accidents comme l’'agranulocytose et l’anémie hémolytique qui semblent imputablès plutôt à une sensibilité spéciale vis à vis du produit, on n'a guère observé que des phénomènes d’irritation gastriaue aux hautes doses. L’agranulocytose et l’anémie hémolytique qui sont des troubles graves du tissu sanguin, ont été constatés aussi après l'absorption prolongée de faibles doses.
D'autre part, le produit sensibilise quelquefois à l'égard de la lumière solaire et cause alors un érythème rubéoliforme ou des éruptions cutanées diverses. (21)
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Au cours du traitement sulfamidique il faut se méfier de l’adionction de composés de l'or, du bismuth et de l’arsenie, (22) ainsi que de l'emploi de sulfates purgatifs qui donnent lieu à des accidents de méthémoglobinisation.
Nous avons cherché à nous informer de plus près sur les doses toxiques du Rubiazol-C, mais nous n'avons pas pu trouver des indications précises.
Pour le Prontosil le coefficient chimiothérapique est de 1/4, pour le Rubiazol-C il est de 1/8. (23)
La toxicité des sulfamides est dans l’ensemble très faible. H a r vier et Perrault (24) relatent une expérience où l’on a administré à un chien 45 grs. de septazine par kgr., en une fois, sans grands inconvénients. De même l’adminisiration de 12 grs. par kgr. pendant 39 jours n'a pas provoqué de vrais phénomènes d’intoxication.
Marshall, CuttingetEmerson, (25) ont traité un chien perdant 128 jours avec une dose journalière de 0,20 gr. de sulfanilamide sans observer des troubles cliniques et sans altérations des parenchymes à l'examen anatomique.
La dose létale moyenne pour des souris pesant 20 grs. est comprise entre 0,1 et 0,2 pour une dose, en sulfanilamide. La dose de 0,05 a été tolérée par toutes les souris.
Pour Marshall et Emerson, (26) la dose moyenne létale pour la souris serait de 3 à 4 grs. par kgr. en une dose, pour le F 1162 (sulfanilamide), elle serait de 2 à 3 grs. par kgr. donc plus basse, pour l’acétyl-p-sulfanilamide. L’acétylation accroîtrait donc la toxi-
“cité, au moins dans le cas de la sulfanilamide.
Chez les gros animaux le tube digestif devient vite intolérant. Il y a une réaction gastro-intestinale qui se traduit par des vomissements. D'autre part l'animal n’assimile plus ou très mal le produit à païtir d’une certaine dose d'administration. Marshall, Halpern et Meyer ont vu se produire avec des doses géantes des phénomènes d’excitation cérébrale, des convulsions prémonitoires de phénomènes paralytiques, un dérèglement du système de régulation thermique. Mais la mort n’est pas l'issue fatale, si l’animal survit les troubles perveux ne sont que transitoires. En cas de mort, d'autre part, on ne peut déceler que des lésions banales, de la congestion par vasodilatation.
Comme suite à ce bref apperçu sur la toxicité du Rubiazol-C en particulier et des sulfamides en général, nous voulons ajouter quelques précisions sur la posologie de notre azoique.
On trouve le Rubiazol-C dans le commerce sous forme de collutoire et de comprimés dosés à 0,20 gr. chacun. Le traitement à base de Rubiazol-C obéit aux mêmes règles qui président à la sulfa-
midothérapie en général, à savoir, doses massives au début pour atteindre la saturation de l’organisme et pour décapiter d'emblée l'infection sans laisser de possibilité au développement d’une résistance éventuelle, soutenir ces doses pendant un certain temps, puis les réduire progressivement.
On conseille dans les cas graves, quoad vitam, 4 à 5 grs. dans les premières 24 heures.
Dans les cas de gravité moyenne on donnera 3 à 4 grs, sans hésiter de commencer plutôt par 4 que par 3.
Dans les cas de gravité légère 2 grs. par jour suffisent. Le type des infections qui cèdent facilement à cette faible dose est l’érysipèle. (Lab. Roussel)
I. PAR EXTRACTION
Méthode de Kellner. (10)
Cette méthode s’adresse à la coloration propre du produit, qui après avoir traversé l'organisme apparaît dans les urines. Le produit est extrait de l’urine par un solvant approprié en éliminant autant que possible l’urochrome, et dosé colorimétriquement. Kellner a choisi un mélange d’acétone et de pyridine, et procède par relargage à l’aide du sulfate d'ammonium.
Protocolle:
À une partie d'urine, alcalinisée par la soude, on ajoute 5 parties de pyridine et du sulfate d’ammonium à saturation. On agite et laisse reposer. Le colorant passe dans la pyridine mais en même temps il y passe un peu de l’urochrome. Pour éliminer cet urochrome, Kellner ajoute 5 parties d’acétone, l’urochrome précipite et le colorant azoiïque seul reste dans le mélange pyridineacétone. On filtre et procède à la colorimétrie.
IL. PAR DIAZOTATION
1) Méthode de Marshall.
La méthode de Marshall s’adresse à la fonction amine du sulfamide, qui est diazotée et copulée en milieu acide, au chlorhydrate de l’x-naphtyldiéthylpropylènediamine ou réactif IV de Tréfouel ou simplement R. IV. La coloration rouge qui apparaît, est dosée directement par colorimétrie. Cette coloration rouge est très forte et donne à la méthode toute sa sensibilité. En effet la méthode présente un optinum pour les concentrations en sulfamide comprises entre 0,004 et 0,008°/. Plus haut, la coloration est trop foncée et ne peut plus être évaluée avec certitude, plus bas elle devient vite trop faible. Avec ces faibles concentrations les mesures deviennent médiocres, parce que l'urine dépourvue de sulfamide et traitée selon cette méthode donne une légère coloration rose qui se produit avec toutes
les urines, elle est due à des substances diazotables qui s’y trouvent et aui varient d’une émission à l’autre. Cette difficulté est cependant facilement tournée par le fait de la forte teinte que le réactif donne avec le sulfamide, teinte qui oblige à diluer l’urine quelquefois jusqu'au centième.
Il existe néanmoins un tableau correctif pour cette méthode, où l'on trouve la valeur à défalquer pour une dilution urinaire donnée.
Protocolle:
À 1 cc. de la dilution appropriée d’urine on ajoute 2 cc. d’acide trichloracétiqtie à 15°/o et 7 ec. d’eau. On diazote à température ordinaire avec 1 cc. de solution de nitrite de sodium à 0,1%, et on laisse agir 3 minutes. Ce temps écoulé on ajoute 1 ec. de solution de sulfamate d’ammonium à 0,5°/ et on agite énergiquenient. On attend 3 minutes jusqu'à ce que le dégagement gazeux ait cessé, puis on mesure dans le tube 1 cc. de la solution à 0,1% de R IV. et on agite légèrement pour bien répartir. Le mélange se colore en rouge, la coloration est maxima après 10 minutes et reste Stable pendant 5 à 8 heures à l’obscurité, pendant une heure et demie à la lumière. On mesure soit en comparant à une gamme fraîchement préparée, soit en se servant d’un colorimètre.
L’addition de sulfamate d’ammonium a pour but de stabiliser la coloration et d'éviter des colorations parasites provoquées éventuellement par un excès de nitrite. Le sulfamate détruit le nitrite en excès. Si l’on procède en l’absence de sulfamate on n'arrive généralement pas à la belle coloration franche que donne le R IV. en sa présence, aussi voit-on la coloration obtenue fléchir beaucoup plus vite.
Il existe des variantes de la méthode de Marshall pour le dosage des sulfamides dans le sang et dans le liquide céphalo-rachidien. Le dosage dans le sang se fait après destruction préalable de l’hémoglobine par une solution de saponine à 0,05°/. Dans le liquide céphalo-rachidien on dose après addition d’acide trichloracétique qui précipite les protides aui s’y trouvent normalement, et filtration. On se met ainsi dans les meilleures conditions de clarté et de lisibilité colorimétrique.
Ceci dit, revenons au mode opératoire dans le cas d’une solution urinaire. Par la technique que nous venons de décrire plus haut on mesure la partie sulfamide libre seule, la partie conjuguée où l’amine est dissimulée par acétylation, échappe. Pour saisir également cette partie acétylée, il faut avoir recours à une hydrolyse, aui dans la méthode de Marshall est réalisée en ajoutant à 2 ec. de dilution uripaire 2 cc. d'acide chlorhydrique normal, et en portant au B. M. bouillant pendant une heure. On complète au double avec de l’eau
et on filtre, du filtrat on prélève 1 ec. et on continue comme pour la mesure du terme libre, c'est à dire, en ajoutant successivement, et en respectant les différents temps de réaction:
7 cc. d'eau, 2 cc. d’acide trichloracétique à 15°,
1 cc. de nitrite de sodium à 0,1°/o, 1 cc. de sulfamate d’ammonium
à 0,5°/o, 1 ec. de R IV. a 0,1%).
En présence de dérivé acétylé une nouvelle partie de sulfamide est entrée en combinaison avec le R IV.; la coloration a augmenté. Par différence avec la coloration de l'échantillon non hydrolysé on trouvera facilement la teneur en dérivé acétylé.
A côté de la méthode de Marshall il y a d’autres méthodes par diazotation, ce qui les distingue entre elles c’est surtout le choix de la copule. Nous les passons brièvement en revue, pour discuter dans le chapitre suivant du choix qu'il a fallu faire parmi ces diverses méthodes dans le cas spécial de la mesure de l’Hémikrèse et de la Protorrhée du Rubiazol-C et de ses métabolites. Pour de plus amples détails nous renvoyons toutciois à l'ouvrage de MM. Sartory et Meyer (27) et surtout à la thèse de M. Fasciaux (28) où l'on trouve toutes ces méthodes décrites en détail, ainsi qu’une foule de méthodes pour ia reconnaissance quaiitative de nombreux sulfamides.
2) Méthode de Marshall modifiée par Martin.
Le R. IV. est remplacé par une soiution acétono-alcoolique de diméthyl-2-naphtylamine.
3) Méthode de Paget.
Après diazotation en milieu trichloracétique, cet auteur emploie le thymol alcalin (thymol à 1°/ dans la soude normaie) comme agent de copulation, et il compare la coloration jaune à une gamme fraîchement préparée. La copulation se fait donc en milieu alcalin, l'excès de nitrite est détruit par une solution d’urée à 10/0.
4) Méthode de Paget et Dupont.
C’est une modification de la méthode précédente. L'agent copulateur reste le thymol alcalir. Mais pour le dosage des sulfamides dans le sang cette méthode propose comme agent de défécation une liqueur ferrocyanozincique, constituée par deux solutions, une solution À et une solution B.
Solution A : Ferrocyanure de potassium à 15 ‘/o
Solution B: Acétate de zinc à 11,2%
La solution B peut être remplacée par une solution de sulfate de zinc à 15°.
5) Méthode de Fuller.
Elle prescrit le 8 -naphtol alcalin (2,5 gr de B -naphtol, soude normale 25 cc., eau distillée q. s. p. 100 cc.) qui donne également une
coloration jaune. On compare à une gamme. La copulation se fait donc également en milieu alcalin.
6) Méthode de Werner
On emploie le réactif d'Ehrlich, la diméthylaminobenzaldéhyde en milieu strictement neutre. On neutralise par la soude N/4. La coloration jaune apparaît tout de suite. On peut comparer la coloration à une gamme préparée avec de bichromate de potassium qui a l'avantage d’être conservable.
Il, AUTRES MÉTHODES.
Les méthodes que nous énumérons ici s'adressent pour la plupart à des solutions de sulfamides hautement purifiées, et ne sont guère utilisables pour le dosage de ces corps dans les milieux complexes comme les humeurs où elles deviendraient vite onéreuses et perdraient de leur précision, par les purifications, qu’il faudrait nécessairement entreprendre.
1) On acidifie une partie aliquote de la liqueur par HCI et on titre avec une solution connue de nitrite de sodium en présence d’iodure de potassium. Le sulfamide est diazoté et l’exès de nitrite se traduit par une libération d’iode qui est détecté par un ruban de papier amidonné. (American Medical Association)
2) À une solution de sulfamide alcalinisée par la soude, on aioute du bromure de potassium en excès et une quantité connue de bromate de potassium N/10. Le brome libéré se fixe sur le noyau. Après 15 minutes on acidifie par 10 cc. d'acide chlorhydrique et on ajoute un excès d’iodure de potassium. Le brome qui n’est pas fixé déplace l’iode quantitativement. On continue par iodométrie.
3) Après défécation tungstique on laisse agir le B -naphtoquinonesulfonate de sodium qui forme un composé coloré en rouge-orange avec le sulfamide.
4) Destruction de la molécule et oxydation du soufre en sulfate par une ébullition de 35 minutes sous réfrigérateur ascendant en présence de permanganate de potassium en milieu alcalin. On clarifie avec de l’acide chlorhydrique et on ajoute une solution de chlorure de barium. Le sulfate filtré et lavé est dosé gravimétriquement.
5) Dosage de l'azote, après kielldalisation préalable, avec l’appareil de Parnas et Wagner.
Parmi toutes ces nombreuses méthodes il était bien difficile d’en trouver une, applicable au dosage du Rubiazol-C, et surtout adaptable aux conditions de dosage en série dans un minimum de temps, demandé d’une part par l'intérêt qu’on a à prélever les urines aussi Souvent que possible, et d'autre part, par l’altérabilité de la solution urinaire elle-même.
Nous nous heurtions à trois difficultés majeures :
1) Une bonne partie des méthodes ne sont pas applicables au Rubiazol-C qui en sa qualité de sulfamide azoiïque coloré est assez éloigné du p-aminophénylsulfamide qui a servi de base pour l'élaboration de la plupart de ces méthodes.
2) Les urines, après ingestion de Rubiazol-C ne sont guère colorées, donc impossibilité de doser le produit colorimétriquement après extraction par un solvant approprié. (voir page 27).
3) Le Rubiazol-C. coloré lui-même, ne se laisse point diazoter.
En outre, il fallait trouver un moyen pour doser dans les urines tout le «bloc rubiazolique», c'est à dire, autant que possible des dérivés de dégradation.
TECHNIQUE PERSONNELLE DE REDUCTION
Devant ces difficultés, et pour ne pas nous engager dans des dosages interminables de chaque métabolite séparément, ce qui aurait d’ailleurs été impraticable vu l'urgence de refaire les dosages chaque deuxième ou troisième heure, nous avons pensé à réduire la molécule à un terme beaucoup plus simple qui serait reproduisible aussi bien à partir de la molécule intacte qu’à partir de ses dérivés d’hydrogénation et, le cas échéant, même d’oxydation. L'idée qui s’imposa fut de couper la molécule au niveau du pont azoïque par un réducteur approprié, assez énergique pour aboutir au stade amine, et pas trop fort pour ne pas endommager la molécule dans ses autres fonctions. De cette facon le dosage se réduirait à un dosage du paminophénylsulfamide, facilement mesurable par une méthode de diazotation. Cependant la question de savoir, si l’autre moitié de la molécule, l'acide triamirnobenzoique, (dorit on sait la fragilité, et qui est 3 fois amine cycliaue) ne viendrait pas perturber les colorations, resta ouverte.
En effet, on ne pouvait pas prévoir, si en scindant le Rubiazol-C intact in vitro et en le colorant en vue de la préparation d’une gamme, la teinte ne deviendrait pas plus prononcée qu'en scindant les résidus dans l’urine où une partie des mo'écules ayant traversé l’organisme se trouve déjà coupée, peut-être avec persistance de la moitié Suifamide mais avec perte plus ou moins importante de la moitié triaminobenzoique, plus fragile. C’est ce que l'expérience devait montrer.
D'abord il a fallu chercher un réducteur approprié. Il est un fait que l’hydrogénation de la fonction azoiïque aboutit surtout au stade amine en présence de réducteurs acides. Nous avons pensé au mckel en milieu chlorhydrique, mais gênés par la coloration verte de son sel qui prend naissance, nous nous sommes tournés tout d’abord vers d’autres réducteurs.
1) L’Hydrosulfite de Sodium a l'avantage de n’apporter en somme aucun ion nouveau dans le milieu urinaire. La décoloration se
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fait après un certain temps, quoiqu'assez difficilement. Mais eri diazotant et copulant au R. IV. après son action, nous n'avons jamais obtenu que des teintes pâles dont la fugacité était due en bonne partie à un excès d’hydrosulfite dans le milieu réactionnel, excès qui continue à réduire le nouveau composé azoique formé. Nous avons tenté par différents moyens (perhydrol, ferricyarure de K, et extraction subséquente au butanol, où ce derrier ne passe pas) d'éliminer cet excès d’hydrosulfite avant de diazoter, mais les résultats ne se sont pas améliorés d’une façon appréciable.
Le chlorure Stanneux, en milieu chlorhydrique, donne une décoloration prompte, mais il est difficile d’éliminer l’ion étain à la fin de la réaction.
L’amalgame de sodium, que nous avons utilisé, s’avérait insuffisant.
L’aluminium en poudre, en milieu alcalin, décolore bien, si ja concentration en Rubiazol-C n'est pas trop élevée, mais le mélänge se récolore superficiellement au contact de l’air. La diazotation, après action de l'aluminium donne tout de même une coloration bien appréciable.
Le zinc en milieu acide n’a pas été retenu à cause de son élimination difficile, due à son caractère amphotère. Après tous ces essais, nous nous sommes adressés au nickel en
milieu chlorhydrique parce que sa manipulation restait la plus simple et en même temps, les résultats les plus nets. La coloration verte de son chlorure, qui d’abord nous avait gêné, nous allait servir par la suite de point de repère pour l'élimination du métal après son action.
Après maints essais nous avons adopté le chemin Suivant :
À 5 cc. de solution de Rubiazol-C on ajoute une petite pincée de poudre de nickel et 1 cc. d’acide chlorhydrique normal. Le mélange est agité de façon que tout le contenu du tube devienne uniformément noir. L'hydrogère se dégage doucement et le liquide se décolore. On laisse agir pendant 10 minutes, comme la poudre de nickel se dépose vite on a avaniage à agiter encore une à deux fois pendant ce temps. Le liquide prend une teinte légèrement verdâtre. Les 10 minutes écoulées, on ajoute 1,5 cc. de soude normale, on répartit bien le contenu du tube et on jette le toui sur un petit filtre. Le filtre retient l’excès de nickel ainsi que l’hydrate qui a précipité. On obtient un filtrat incolore. On rince le tube à l’aide de 2,5 cc. d’eau dist. qui servent en même temps à laver le filtre. On laisse égoutter totalement, puis on jette le filtre, le filtrat est supposé contenir le p-aminophénylsulfamide incolore.
Le filtrat ainsi obtenu ne se récolore plus à l'air, il ne Se recolore pas non plus en ajoutant des oxydants comme le perhydrol. Il semble donc que le stade hydrazoique a été dépassé quantitativement. Ce filtrat obtenu à partir de 10 ec. de liquide (5 cc. sol. de Rubiacol-C, 1 cc. HCi N, 15 cc, soude N,2,5 ec. F20)"sera diazote selon le principe de la méthode de Marshall.
On ajoute successivement :
2 cc. d’acide trichloracétique À 1 cc. de nitrite de sodium 0,1°%/ à température ordinaire. Agiter, laisser 3 minutes.
1 cc. de sulfamate d'NH“ 0,5°/o.
Agiter fortement et laisser reposer 3 minutes. LÉCIR AIN. 0e Aviter:
On attend 10 minutes et on évalue colorimétriquement.
Cette méthode qui comporte une longue série de manipulations présente évidemment beaucoup de causes d’erreur, nous avons trouvé toujours des valeurs concordantes quand nous avons pris les précautions suivantes:
Se servir pour chaque réactif toujours de la même pipeite. Utililiser des entonnoirs de taille identique ou au moins voisine. Choisir toujours la même grandeur pour les papiers filtre. Agiter bien le liquide avant filtration, afin que le passage à l’alcalinité se fasse déjà dans ie tube et non pas sur le filtre, ou plus encore, dans le jiltrat. (Apparition de flocons verdâtres dans le filtrat.) Surveiller bien les filtrations, afin que nulle trace de nickel en poudre ne passe dans le filtrat où son action deviendrait fâcheuse quand par la suite on réacidifie.
Ajuster bien les solutions d'HCI N, de soude N, et d’acide trich-
loracétique 15°/, afin que le milieu récupère à la fin un PH
nettement acide.
En nous plaçant toujours dans les mêmes conditions nos résultats ont toujours été très satisfaisants.
L’élimination du sel de nickel sous forme d’hydrate par la soude, qui vient compliquer les opérations, présente aussi ui avantage. Par alcalinisation ou moment de filtrer on se place dans de bonnes conditions de solubilité pour le p-aminophénylsulfamide qui est mieux soluble en milieu alcalin, caractère qu'il partage d’ailleurs avec le Rubiazol-C.
La question majeure qui subsistait encore était de savoir de quel côté passe l'acide triaminobenzoique, s’il y en a qui persiste, ou bien s’il est détruit au cours des manipulations, ou bien s’il ne réagit pas avec le R. IV. dans les conditions de l'expérience; pour la pra-
tique de nos dosages cette dernière éventualité reviendrait au même que la destruction.
En nous servant de cette méthode nous avons essayé de préparer une gamme. Une solution à 0,010°/ de Rubiazol-C, fraîchement préparée, servait à faire nos dilutions. Pour bien solubiliser le produit la solution était préparée de façon à contenir 3 cc. de soude N pour 100 ce. d'urine au dixième.
De cette solution nous prélevons 10 ec. qui sont dilués au tiers avec 29 cc. d'urine au dixième. Cette dilution nous donne une première série — Série À
Avec 10 autres cc., nous préparons de la même façon une deuxième dilution au quart. — Série B
Avec chacune des deux dilutions À et B, nous préparons une gamme de tubes de façon que le premier contient :
DCE, —— 4,5 cc. urine 1/10 le Second. L ec. — 4 cc. urine Î/10 le troisième 1,5 cc. _ 3,5 cc. urine 1/10 et ainsi de suite jusqu'au dixième qui contient alors 5 cc. + 0 cc. d'urine au dixième, donc uniquement la dilution.
Chaque tube est traité de la façon décrite et les colorations sont évaluées au photocolorimètre de Pulfrich, avec le filtre 12 qui est dans le bleu et avec de l’eau distillée comme terme de comparaison.
Nous avons réuni dans le tableau IV et la figure I les valeurs de cette expérience.
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Les valeurs photocolorimétriques indiquées «dans ce tableau représentent une moyenne des valeurs obtenues dans une série d'essais.
Êlles se placent sur une ligne nettement définie et nous donnent la preuve que notre manière de procéder est bien utilisable. Il faut néanmoins relever que les valeurs qui correspondent au tube 10 de la série À et à des concentrations encore plus fortes ont tendance à devenir trop faibles. La meilleure appréciation se trouve entre les valeurs photocolorimétriques 10 et 45 ce qui correspond à une concentration en p-aminophénylsulfamide de 0,00033 gr°/o et 0,0015 gro, ce qui revient grossièrement aux concentrations de 0,004 gr ‘°) et 0,008 gr'/ de Marshall, vu que cet auteur travaille sur un volume 5 fois plus faible. En effet Marshall part d’un ec. tandis que nous utili- SONS 5 CC. pour avoir un volume plus important au moment de la filtration.
Si nous multiplions les valeurs que nous indiquons comme valeurs-limite d’une bonne appréciation par 5, en les assimilant ainsi aux valeurs de Marshall, nous aurons :
0,00033 X 5 — 0,00165 gr°/o D'OUISMENS — 0,0075 gr°/o
Dans le tableau IV nous indiquons la concentration en p-aminophénylsulfamide, nous voulons exprimer par là, la quantité de paminophénylsulfamide qui prend naissance par réduction de la quantité de Rubiazol-C indiquée dans la même ligne, d’après le calcul:
1 gr. de Rubiazol-C fournit 0,50 gr. de p-aminophénylsulfamide, le poids moléculaire du Rubiazol-C étant 335,3413, celui du paminophénylsulfamide 170,1906. On trouvera par Simple division:
FIGURE II
Mesure du Rubiazol-C par extraction au Butanol. Courbe étalon. Teneur exprimée en mgrs %/ de Rubiazol- C.
Nous croyons être assez exacts en nous servant, pour nos calculs, de la valeur simplifiée de 0,50, surtout comme les lectures au photocolorimèêtre ne permettent pas de distinguer entre des valeurs si rapprochées que celles que l’on obtient en multipliant avec 0,50 d'ure part et avec 0,5075 d’autre part.
Pour nous fixer maintenant à quel point nos vues sur la scission de la molécule et sur la perturbation éventuellement apportée par l'acide triaminobenzoique étaient justifiées, nous avons procédé à l'expérience cruciale qui consistait à préparer une gamme avec du p-aminophénylsulfamide pur et de la doser dans les mêmes conditions aue la gamme du Rubiazol-C précédemment.
A partir d'une solution alcalire de 0,01 gr° de sulfanilamide dans l’urine au dixième, nous avons préparé des dilutions au tiers et au quart, nous avons introduit dans des tubes des quantités croissantes à partir de 0,5 cc. à 5 cc. de ces dilutions de la manière comme il est décrit plus haut. Ces tubes furent soumis à l’action du nickel en milieu chlohydrique pour nous mettre dans les mêmes conditions de filtration et le filtrat clair fut diazoté et dosé exactement comme nous l’avons dit.
Les résultats furent en quelaue sorte surprenants, nous trouvâmes en effet la même progression de valeurs au’en dosant les gammes du Rubiazol-C, mais augmentées au double.
TABLEAU V
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Série B (1/4).
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Le tableau 5 rassemble les valeurs numériques de cette expérience.
Par exemple: Le tube 4 de la série À du Rubiazol-C contient une concentration de 0,00132 gr°/, la valeur photocolorimétrique qui y correspond est de 20. Après scission par réduction cette solution donne une solution de p-aminophénylsulfamide de 0,00066 gr°/o ce qui correspond au tube 2 de la série À du paminophénylsulfamide. Or avec ce tube nous trouvons également 20.
Ce calcul peut être effectué sur chacun des tubes avec le même résultat, ainsi que tous les points trouvés avec la solution de paminophénylsulfamide s'inscrivent sur la même ligne que les points trouvés avec la solution de Rubiazol-C réduite. (voir fig. I.)
À notre avis, ceci nous fournit la preuve manifeste que le Rubiazol-C est réduit en p-aminophénylsulfamide et qu'il l’est quantitativement, et que d’autre part l’acide triaminobenzoique est ou bien détruit, ou bien insolubilisé sur le filtre en alcalinisant. Quoique dès maintenant la question de l’acide triaminobenzoique ne saurait plus brouiller la suite de nos expériences, nous nous sommes efforcés de rechercher sa présence sur l’insoluble du filtre.
À cet effet nous lavons le filtre avec une solution de soude de même force que celle du liquide filtré, (0,5 NaOH N + 7 cc. H:0) jusqu'à ce que le filtrat ne donne plus rien par diazotation, ce qui est vite atteint. Puis nous prélevons une partie du filtre qui ne contient pas de poudre de nickel, nous la dissolvons dans des solutions d’a-
cide trichloracétique de différentes forces et nous cherchons la coloration par diazotation.
Nous n'avons jamais obtenu la moindre teinte, ni par diazotation et copulation au KR. IV., ni par action du nitrite de sodium seul, aui avec le triaminobenzène, copule du prontosil, donne un dérivé de condensation du genre Brun Bismark.
Nous avons donc abandonné la question de l’acide triaminoben- Zoique qui pour nous ne présentait au’un intérêt purement subsidiaire.
Les dérivés acétylés,
Pour le dosage des dérivés acéto-conjugués nous nous sommes adressés à la même technique, parce qu'il nous a paru probable que le Rubiazol-C ainsi que ses dérivés d’hydrogénation et de scission sont l’obiet d’une acétylation dans l'organisme.
Il à fallu toutefois completer la technique par une hydrolyse sez poussée. Après plusieurs tâtonnements nous nous sommes décis pour plus de sécurité, pour la modalité suivante:
Des tubes dorénavant toujours utilisés à ce dessein furent puurvus d’un trait de jauge à 6 cc. Dans ces tubes nous introdluisons 5 cc de la solution à doser, une toute petite pincée de nickelpoudre et 1 cc. d’acide chlorhydrique 2N. La pincée de nickel doit être assez petite, pour que le liquide apparaisse tout juste grisâtre après agitation du tube, ainsi nous évitons qu'après alcalinisation plus tard, le conteru du tube se gélifie par précipitation de l’hydrate présent en trop grande abondance, ou bien que le filtre soit comblé du même hydrate qui retiendrait trop de liquide.
Les tubes sont placés au B-M bouillant pendant une demi-heure.
Après ce temps et sous l’action de l’acide chlorhydrique 2N
l’hydrolyse est totale. On complète au trait de jauge avec de
l’eau et on ajoute 1,5 cc. de soude 2N. On agite bien et on filtre.
Le tube et le filtre sont lavés avec 2,5 ec. d’eau. On attend le
refroidissement total, puis on ajoute dans l’ordre suivant et en
respectant les temps de repos, 2 cc. d’acide trichloracétique, 1
ec. de nitrite de sodium, 1 cc. de sulfamate d’ammonium, 1 cc. de
R. IV. On mesure au photocolorimètre après 10 minutes.
as dé
Nous avons vérifié le bon fonctionnement de ce mode opératoire sur une solution d’acétyl-p-aminophénylsulfamide pur à 0,01°/ dans l'urine au dixième. Pour la préparation des dilutions nous avons procédé exactement de la même manière que pour les solutions de Rubiazol-C et de sulfanilamide.
Le poids moléculaire de l’acétyl p-aminophénylsulfamide est de
Donc un gramme de cette substance contient:
Pour ros calculs nous avons utilisé la valeur 0,80.
Les valeurs photocolorimétriques que nous fournit cette expérience se rangent encore très bien parmi les valeurs trouvées sur le Rubiazol-C réduit et la sulfanilamide, (voir tableau VI) ce qui nous a décidé d'employer définitivement ce mode opératoire.
TABLEAU VI
Série A. Valeurs de la gamme étalon de l’acétyl-p-aminophénylsuifamide
= 0,794 gr. de sulfanilamide.
[D] [D] : Conc. en e Correspond es Em es Ne Dil. Urine | gr 0/0 du Teneur en suf. [252058 1/3 2 : absolue RAR SSI d. acétylé gr % ele LT RER PR RE Ca RE | nn LP en}, er, 1 1}> | At | 0.000383 | 0.0000165 | 0.000264 8 ji 2 | 4 0.00066 | 0.000033 0.000528 16 14 3 11» | 31 | 0.00099 | 0.0000195 | 0.000792 24 91 140 0.00132 | 0.000066 0.00105 32 Fa | 5 | 91/2 | 21) _ 0.00165 | 0.0000825 | 0.00132 40 | 34.5 Le 5 e 0.00198 | 0.000099 0.00158 | 47.5| 41 7 | 3%2! 112 | 0.009231 | 0.000115 | o0.00184 55 | 48 VS 4 1 0.00264 | 0.000182 | 0.00211 60 54 9 gi} 12 | 0.00297 | 0.000148 0.002387 10 5 | 0 |o.0033 | 0.000165 | 0.00264 | Série B Dil Conc. en _ Correspond. = = LE No 7 ‘ | Urine | gr; du desert ensul. 252238 < d. acétylé absolue gr 0/0 F 3 3 a es = 1 1/> | 417, | 0.00025 | 0.000012 0.0009 6 5 à 2 1 4 | 0.0005 0.000025 0.0004 12.5 | 10.5 3 11 | 312 | 0.00075 | 0.0000375 | 0.0006 18.5 | 15.5 | | 4 | 2 3 0.001 0.000085 0.0008 24,5 | 91 | 5 21/2 | 91/2 | 0.00125 | 0.0000625 | 0 001 | 30 5 | 26 6 8 | 2 |0.0015 | 0.000075 0.0012 36.9 | 31.5 7 31/2 | 11} | O C0175 | O 0000875 0.U0014 42.5 | 36.5 se 1 | 0.002 0.0901 oi las lee 9 41/2 122 | 0.002923 | 0.0001125 0.0018 54,5 | 47 10 5 0 | 0.0025 0.000125 0.002 59 59
Il resta à savoir maintenant si dans la pratique la réduction à froid du Rubiazol-C avec le nickel chlorhydrique perdant 10 minutes n'allait pas désacétyler déià une fraction des dérivés acétylés, fraction qui viendrait augmenter le taux de la partie non acétylée en abaissant simultanément celui des dérivés acéto-conjugués.
Il était facile de s’en rendre compte, nous n'avions qu'à traiter 5 cc. de la solution à 0,01°/o d'acétyl-p-aminophénylsulfamide de la même manière comme s'il s'agissait d’une solution de Rubiazol-C à réduire. La suite des opérations resta la même. Après diazotation et addition de R. IV. le liquide resta incolore ce qui prouve aue l’action de l’acide chlorhydrique N à froid, pendant 10 minutes, et dans la proportion choisie, ne suffit pas à libérer l’amine.
Le mode opératoire pour la recherche de l’Hémikrèse et de la Protorrhée semblait done trouvé, il ne nous resta plus qu'à mettre au point une méthode pour mesurer la fraction «Rubiazol-C inchangé». Mais avant d'aborder cette question nous voulons attirer l’attention du lecteur sur une correction qu'il faut apporter aux évaluations quand on travaille sur des dilutions urinaires autres que la dilution 1:9.
Toutes nos expériences ont été effectuées tout d’abord sur l’urine au dixième. Quand nous avons répété ce même travail sur des urines au cinquantième et même au centième, nous nous sommes aperçu bientôt que les valeurs photocolorimétriques étaient en général trop basses. Cela était à prévoir, vu la légère diazotabilité de l’urine elle-même.
Nous étions forcés de refaire les gammes en utilisant cette fois des solutions dans l’urine au vingtième, au cinquantième, au centième. En prenant la moyenne des rouvelles valeurs, nous trouvons une droite d’allure voisine de celle obtenue à partir de l'urine au dixième mais toujours de quelques unités plus basse.
Les valeu-s trouvées pour une urine au cinquantième sont consignées dans les tableaux IV, V, VI. Le tracé est reproduit dans la figure I.
Les valeurs d’une urine au vingtième sont sensiblement celles d’une urine au dixième.
Celles d’une urine au centième coincident avec les valeurs d’une urine au cinquantième.
Nous n'avons jamais utilisé des dilutions plus basses aue 1+9, parce awalors la coloration de l’urochrome devient trop importante. D'autre part cette coloration n’est pas constante mais diffère d’une miction à l’autre. Elle viendrait donc fausser nos résultats d’une manière sérieuse.
Quand nous disons avoir pris la moyenne des lectures photocolorimétriques, cela signifie que nous avons fait maintes lectures pour un échantillon coloré au R.IV. et que nous avons refait la gamme
plusieurs fois en pesant chaque fois de nouveau les 10 mgrs. qui servent à la préparation de la solution-mère.
Dans de bonnes conditions, les abterrations de lecture ne sont jamais très importantes. Elles peuvent être de 2 unités à droite et à gauche et présentent un maximum, rarement atteint, avec 4 unités. Une unité photocolorimétrique correspond à 0,02 mgr.*/ de sulfanilamide. Pour 100 cc. d’urine au dixième, l’erreur qui en résulte est de 0,02 X 10 — 0,2 mgr. en sulfanilamide et de 0,4 mgr. en Rubiazol-C.
Rubiazol-C inchangé.
Au début de ros expériences nous n’étions pas renseignés sur le point que le Rubiazol-C, contrairement au Rubiazol simple, est détruit presqu'entièrement dans lorganisme, et n'apparaît dans l’urine qu'en quantité minime et encore dans les 36 heures qui sui-
ent l’ingestion. Nous pensions que la fraction Rubiazol-C irchangé occuperait une place importante dans le bilan de l'élimination totale.
Nous nous sommes donc plongés pendant un temps prolongé dans l’étude de l’extraction par des solvants appropriés du Rubiazol- C urinaire. Ce travail ne nous a guère avancé plus tard, nous signalerons néanmoins ses points essentiels.
Comme solvants nous avons examiné: La pyridine, l’acétone, le mélange pyridine-acétone selon la méthode de Kellner, le cyclohexanol, l'alcool amylique et isoamyliaue, pour nous fixer finalement sur l’alcool butylique normal.
Cet alcool, d’un maniement facile, et d’une faible miscibilité avec l’eau, nous épargnait surtout les inconvénients du relargage. En effet nous avions remarqué que dans le mélange eau: butanol le Rubiazol- C passe entièrement dans la fraction butanolique par acidification et agitation. Bien plus, en enlevant le butanol chargé de colorant et en le recevant sur une eau qui contient quelaues gouttes de solution normale de soude, nous voyors que le Rubiazol-C passe de nouveau dans la phase aaueuse laissant ainsi une phase butanoliaue incolore. Par un simple jeu de PH on peut donc diriger l’azoiaue dans l’un ou l’autre des deux solvants.
Malheureusement la solubilité du Rubiazol-C dans le Butanol n’est pas assez grande pour réaliser cette extraction sur une solution de Rubiazol-C de n'importe quelle concentration. En effet, auand la concentration dépasse 0,001 gr.°/o le butanol n’enlève plus la totalité. Le choix de la dilution adéquate est évidemment facilité par la teinte de la solution.
D'autre part le butanol enlève toujours un peu d’urochrome, mais ce fait devient insignifiant pour les fortes dilutions d’urine auxquelles on doit avoir recours pour ne pas risquer une trop grande concentration en azoique. Nous venons de le dire, l'extraction au butanol
nest complète que pour les concentrations inférieures à 0,001 gr.°/o et nous Savons qu'une très faible quantité de Rubiazol-C suffit déjà pour colorer un volume important d’eau.
Pour plus de précision nous avons choisi pour nos mesures photocolorimétriques le filtre 12 (le même qui nous Sert à mesurer la coloration rouge par le R. IV.) qui pour une faible différence de taux, nous donne un large écart numérique.
Pour les mesures nous avons procédé comme suit:
À 5 cc. de dilution urinaire on ajoute 7 cc. de butanol et 1 cc. d'acide chlorhydrique normal. On agite, puis on laisse les Hquides se séparer. La clarification du butanol se fait d'autant mieux que la dilution urinaire utilisée est plus forte. Après clarification on enlève à l’aide d’une pipette juste assez de butanol pour remplir la cuvette du photocolorimètre. La lecture se fait contre de l’eau distillée.
Les valeurs trouvées nous donnent la figure II. Pour la confection de la gamme nous avons utilisé les mêmes dilutions comme décrit plus haut. (voir tableau VII) MADBIEPBAUMUI
Valeurs pour la gamme étalon du Rubiazol-C extrait au Butanol
Dil. [Urine| Conc. en Teneur [322
Ï No DEZ 1/3 dil | R-C gr % absolue Se
en | 12 | 412 | O 00033 | 0.0000165 | 21.
SD 4 0 00066 | 0.0c0033 | 43
OR CRIE 0.00132 | Oo 000066 | 76 |
En choisissant une autre méthode que celle proposée par Kellner pour le prontosil, nous ne voulons pas implicitement faire la critique de cette méthode. La méthode de Kellner donne de bons résultats, la raison pourquoi nous l’avons abandonnée doit être cherchée dans le fait que le maniement continuel de la pyridine requiert un appareillage spécial ou une annexe bien aérée à cause de l'odeur pénétrante de ce produit et de ses effets toxiques, surtout à la longue.
Avant de terminer ce chapitre, ajoutons encore, qu'en relargant par le sulfate d’ammonium le butanol s'empare assez bien du Rubiazol-C, moins bien du p-aminophénylsulfamide, mais très bien
du produit de diazotation du p-aminophénylsulfamide avec le R. IV, surtout en chauffant légèrement. Mais il ne faut pas exagérer l’'échauffement car la coloration vire alors au rouge-framboise puis même au rouge-orangé, Ce même changement de teinte s’observe d’ailleurs sur des solutions butanoliques du même colorant par vieillissement. (jusqu'à ur mois et davantage.)
ESSAIS SUPPLÉMENTAIRES
Après l'exposition détaillée du mode opératoire que nous avons choisi pour aborder la détermination de l’'Hémikrèse et de la Protorrhée du Rubiazol-C, nous résumerons dans ce chapitre la suite des opérations. Le tableau VIIT aidera à fixer les idées.
Chaque échantillon d'urine à analyser sera soumis à trois ensembles d'opérations:
1) Par extraction au butanol on détermine le taux de Rubiazol- C non-métabolisé.
2) par réduction à froid avec le nickel-poudre en milieu chlorhydrique on réunira tous les métabolites non-acétylés, à savoir: l'Hydrazoiaue, le p-hydroxylaminophénylsulfamide, le p-aminophénylsulfamide, l'acide sulfanilique et éventuellement loxyazoique, ainsi que le Rubiazol-C inchangé, au terme p-aminophénylsulfamide qui sera dosé. Le résultat est évalué en Rubiazol-C.
3) Par réduction et hydrolyse on saisira tous les corps énumérés sous 1 et 2 avec en plus les produits acétylés, dissimulés auparavant. On les réduit au terme p-aminophénylsulfamide qui sera dosé et évalué en Rubiazol-C.
TABLEAU VII
Apperçu général des opérations.
Butanol 1) Rubiazol inchangé > Dosé comme Rubiazol- C inchangé selon la , ’ méthode au butanol 2) Rubiazol-C inchangé DE R« Hydrazoique É Para-aminophényl
sulfamide Ni - HCI > Sulfanilamide X 2 —
. A DU Hydroxylaminophényl- _—@—————— Te Rubiazol-C =, S«
Acide sulfanilique Oxya z oique
3) Tous les corps cités
: Hydrolyse + Ni-HCI
Us no) te D HUE à _> Sulfanilamide X 2 = nie dérivés reti Rubiazol - C
acétylés — ,T*
L'opération (3) donne le Rubiazol-C total.
(2) moins (1) donne les métabolites d'hydrogénation.
(3) moins (2) donne les dérivés acétylés.
Nous ne faisons donc pas des dosages séparés des différents dérivés d’hydrogénation ce qui constituerait une tâche difficile, vu l'instabilité de quelques-uns d’entre eux. Par exemple le dérivé hydrazoique se réoxyde facilemient à l'air. D'autre part ces dérivés prennent naissance en bonne partie dans l'intestin par les fermentations et putréfactions qui s'y déroulent et dont l'intensité dépend de l'alimentation et change au jour le jour. C’est justement là un avantage de notre méthode, de contourner la question alimentaire, nous recevons des produits dégradés avec l'urine, nous les dégradons encore et complétons l'oeuvre commencée dans l'organisme. Nous poussons la dégradation jusqu'au dernier terme encore caractéristique, et nous saisissons tout ce qui est encore cyclique et porte une fonction amine. Au lieu d'écrire en pure perte tel ou tel dérivé hydrogéné intermédiaire dont l'importance varie avec la nature du contenu intestinal, nous cherchons seulement à obtenir ce qui est sulfamide en lui.
Pour ce qui est de l’acide sulfanilique, cité par Scudi (16), plus dégradé déjà, nous le dosons comme p-aminophénylsuifamide. La faute n'est pas grave, le poids moléculaire du p-aminophényl-sulfamide est de 171,19, celui de l'acide sulfanilique de 173,19.
Un écart plus grave est causé par la présence de p-aminophénol, dont Paget signale la présence et dont le poids moléculaire est de 109,12. Ce corps reste le seul susceptible d'apporter des troubles dans nos résultats.
Nous nous sommes bornés à déceler la présence de ces métabolites.
Pour la recherche du p-aminophénol et de l’hydroxylaminophénylsulfamide, nous nous sommes servis de la méthode de Pucher et Day (29):
À 10 cc. d'urine on ajoute 0,5 cc. d'HCI et on place 10 minutes
au B-M. On laisse refroidir, on neutralise et épuise à l’éther.
Les épuisements sont évaporés, mais avant évaporation totale
on reprend par de l’eau dont on ajoute 20 cc. Ces 20 cc. sont
ensuite divisés en deux. Sur l’une des parties on cherche le p-
aminophénol, sur l’autre l’hydroxylparaaminosulfamide. Para-aminophénol: Chauffer au B-M les 10 ec. et 2 ec. d’une solu-
tion de phénol à 0,5°/. On refroidit et oxyde avec 2 ec. de chlo-
rure de chaux à 2°/. Quand la réaction est positive, on obtient une Coloration bleue dont le maximum est atteint en 10 minutes.
Hydroxylaminophénylsulfamide: Les 10 ec. sont neutralisés en présence de phénolphtaléine, puis on ajoute 10 ec. d'alcool absolu. On laisse refroidir et on ajoute 2 gouttes de chlorure de benzoyle et 2 cc. d’acétate de soude à 2°. On mélange et on verse 2 ec. d'un réactif contenant:
Chlorure ferrique 05, HCI PROC:
Eau dist. CSADIDORECE:
En cas de présence d’hydroxylaminophénylsulfamide on obtient une coloration violette. Nous avons recherché l'hydrazoique par oxydation en Rubiazol-
5 cc. d'urine sont extraits au butanol, 5 autres sont oxydés par le perhydrol et extraits ensuite au butanol. S'il y a une différence de coloration entre les deux extraits butanoliques, il y a présence d’hydrazoique.
Toutes ces recherches ont donné des résultats très inconstants, quelquefois les réactions étaient légèrement positives, quelquefois elles étaient nettement négatives.
Les urines après ingestion de Rubiazol-C contiennent cependant toujours, en quantité appréciable, un produit immédiatement diazotable par la méthode de Marhall. Nous pensons qu'il s’agit là surtout du p-aminophénylsulfamide libéré. A plusieurs reprises nous avons opéré cette diazotation sur l'urine diluée qui n’a pas subi les manipulations de réduction et d’hydrolyse. Les colorations qui se formaient s’approchaient dans bien des cas de la coloration obtenue après réduction. Même si l’on considère que dans notre technique, une partie du sulfamide reste adhérente au papier-filtre et que de ce fait, l'écart entre les valeurs par diazotation après réduction, et celles obtenues par diazotation immédiate, où l’on n’opère pas de filtration, devient plus ptit, il faut reconnaître que la fraction immédiatement diazotable, donc probablement p-aminophénylsulfamidique, est de loin la plus importante et l'emporte largement sur les autres métabolites tel l’hydrazoique, l’hydroxylaminophénylsulfamide etc. ainsi que sur le Rubiazol-C qui, nous le répétons, n'apparaît dans les urines qu’en faible quantité.
Avant de procéder aux mesures de l’'Hémikrèse et de la Protorrhée ce qui constitue la partie essentielle de notre travail, nous avons tenu à vérifier notre méthode sur des urines qui S’approchaient autant que possible d’urines naturelles, après ingestion de Rubiazol-C. Ces urines étaient préparées à partir de solutions urinaires de Rubiazol-C, de p-aminophénylsulfamide, du dérivé acétylé
de cette dernière. Ces solutions mélangées dans des proportions variées furent soumises au dosage d’après le point 3 de la méthode. Par le calcul nous avons pu prévoir le résultat à obtenir.
Par exemple: Nous mélangeons
0,5 cc. de la solution à 0,0025°/ de Rubiazol-C
1,5 cc. de la solution à 0,0025°/ de sufanilamide
0,5 cc. de la solution à 0,0025°/ de l’acétylsulfanilamide.
2,5 cc. d'urine au dixième après réduction et hydrolyse ce mélange doit donner au photocolorimètre la somme des valeurs correspondantes à chacun des composants, dans ce cas 33,5. C’est la somme des valeurs partielles:
Rubiazol-C 4 Sulfanilamide 28 Acétylsulfanilamide — — 6,5
Nous avons répété cette expérience bien des fois, dans le tableau IX nous publions quelques-uns de nos résultats. Les résultats furent en général comme prévus, à une condition, les solutions des différents sulfamides doivent être du même jour, une solution vieille d’un jour donne des valeurs sensiblement trop basses.
L'exemple 3 du tableau IX, montre les valeurs trouvées pour des solutions préparées la veille.
TABLEAU IX
Vérifications faites sur des solutions urinaires des 3 sulfamides mélangés.
Exemple [.
Il 2 3 4 Sol. de Rub-C au {4 | 1 ce 1/2 cl le ice lu JC | Sol. de Suifanilamide au 1/4 IEC 11/2 cc LRCC l/2 cc Sol. de Sulianilam. acétylée au 1/4 (NICE l'È2NCC RCIP RAC Urine 1/50 2MCC 21/2 Ce l/2 cc l12 cc Valeur | 30 | 28.5 | 45 er
(DSC SRE ET + 10.5 — 3%
Ces" + 19.5 + 575 = 28.5
OR
Ch = GE + OM + 21 == 34
Exemple 1|.
R 14 | 2 } TU ETES | S 1/4 red 0 NES A 1/4 “ME RE Hu Urine 1/50 I l 2 2 Valeur 41 | 34 36 29.5 (1) 6.5 + (5 + 21 = 40.5 es a 0 2 — 34 (3) 0 _ 26 + LORS == 20.5 (4) RES) + 19.5 0 = 29
Exemple Il.
(Solutions vieilles de 2 jours) R 1/4 | l l 7 2 1/2 | S 1/4 ( 1/2 2 2 A 1/4 Il 11/2 1/2 2 Urine 1/50 2 2 1/2 1/2 Valeurs Hi M) 38 (L) 6.5 —- 13 + 10.5 == 30 (2) 6.5 + 6.5 + [SAS = HE) (3) 13 + 26 + SAS == 44 5 (4) 85 — 26 + 21 = 50.5
Pour ce qui est des différents réactifs, nous avons observé strictement les ternps de conservation prescrits par Marshall: Nitrite de sodium 6 jours R IV 15 jours
Le sulfamate d'ammonium se conserve un temps illimité.
Ces expériences nous ont permis de contrôler encore une fois l'ensemble de notre technique, elles sont un appui Sérieux pour nos vues sur la scission complète de la molécule de Rubiazol-C par le nickel en milieu chlorhydrique dans les conditions de l’expérience. C’est uniquement le calcul qui nous autorise à parler de la diazotation du p-aminophénylsulfamide, quand nous partons du Rubiazol-C, le réduisons et en colorons les produits de dégradation en rouge par
le R IV. Nous n'avons jamais cherché à caractériser le p-aminophénylsulfamide (30) en l’isolant après réduction du Rubiazol-C. Le fait qu'un gramme de Rubiazol-C donne après réduction la même coloration que 0,5 gr. de p-aminophénylsulfamide, et la constance de ces résultats en variant les conditions, nous ont paru un critère assez ferme pour y faire reposer les mesures de l’'Hémikrèse et de la Protorrhée.
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DESCRIPTION DES EXPÉRIENCES
| Après l& mise au point de la technique que nous venons de décrire en détail dans la première partie, nous avons abordé le point essentiel de notre travail, la mesure de l’Hémikrèse et de la Protorrhée.
Nos expériences ont été faites avec du Rubiazol-C pur sous forme de poudre. Nous avons fait 4 séries de mesures, sur 200, 1000, 2000 et 4000 mgrs. respectivement. Ces doses ont été soigneusement pesées, la veille de chaque expérience, sur microbalance et dans des cachets bien étanches pour éviter toute perte de produit.
Toutes ces expériences ont été faites sur nous-mêmes, le produit étant peu toxique et des réactions guère à craindre nous n'avons pas eu besoin de recourir à des animaux de laboratoire, d'autre part en étudiant sur nous-mêmes, nous avons eu l'avantage de travailler sur des doses bien plus importantes et surtout de contrôler tous les facteurs qui pourraient venir perturber nos mesures.
Le matin de l'expérience nous n'avons pas ingéré les cachets dès le réveil, nous avons laissé passer une heure pour ne pas provoquer des réactions gastro-intestinales surtout lors de l’ingestion de la dose de 4 grs. qui présentait déjà une quantité considérable de poudre. Néanmoins nous avons pris tous les cachets. l’un après lautre, et chacun accompagné de quelques gorgées d’eau, juste assez pour faciliter la déglutition, dans le délai de cinq minutes, exception faite pour la dose de 4 grs. pour laquelle nous avons réparti les cachets sur une heure. Nous avons pris cette mesure pour éviter des irritations gastriques éventuelles, en outre il était probable que cette inexactitude initiale résulterait négligeable et disparaîtrait dans l’évolution lente des phénomènes de résorption et de stockage. Nous n'avons jamais pu observer la moindre réaction dans aucun
cas. Une demi-heure plus tard un petit déjeuner, peu copieux, à été pris.
Nous nous sommes laissés guider par le principe de maintenir l'organisme pour autant que possible dans des conditions de vie normales. Tout en évitant des extravagances et des excès de quelque nature qu’ils soient, nous n'avons rien changé à nos habitudes. Les repas que nous avons pris pendant les semaines des expériences étaient de composition moyerne qualitativement et quantitativement. Notre boisson était de l’eau, dont nous nous sommes servis seulement quand il y avait demande, nous ne nous sommes pas posés des temps et des quantités de boisson fixes, la soif détermina et le temps et la quantité. Par contre nous n'avons jamais mangé la moindre chose entre les temps de repas.
Nous avons pris soin pour autant que possible, d’écarter des aliments éventuellement suspects de contenir des antiseptiques ou bien des colorants artificiels. (p. ex: conserves, douceurs etc.) Ainsi nous n'avons pas perdu de vue que la méthode de diazotation dont nous nous servons, n'est pas spécifique de la fonction sulfamide mais sert à mesurer la fonction amine aromatique.
Nous n'avons fait usage d'aucun médicament quelle que soit sa nature et son application.
Pendant le jour nous avons travaillé au laboratoire, le soir nous avons travaillé chez nous, nous rous sommes astreints à mener une vie aussi routinière que possible. Tout excès de fatigue a été évité, toute émotion écartée.
Les urines ont été reçues chaque deuxième ou troisième heure dans une éprouvette réservée à ce dessein, le volume a été enregistré tout de suite et l’urine conservée dans des flacons bien bouchés; après chaque sixième ou septième prélèvement nous avons procédé au dosage. Les tableaux X, XI, XII et XIII réunissent les résultats.
L’élimination du Rubiazol-C est assez lente, les dernières éliminations apparentes sont d’une mesure très pénible, la marge d’erreur devient importante en ce moment. En effet, si au lieu de lire Ï au photocolorimètre on lit 0,5 ou 2 voire même 2,5, on fait des erreurs qui vont jusqu'à 200°/ dans le cas de ces dernières éliminations. Des lectures pareilles nous ont paru illusoires, nous sommes là à la limite de la méthode. Ces valeurs-limite correspondent néanmoins à une teneur en Rubiazol-C d’environ 0,001 gr.°/ dans l'urine nondiluée, l'élimination continue donc encore après que nous avons interrompu les dosages. Pour la détermination de QQO il faut extrapoler les résultats, mais pour notre pratique de laboratoire ce fait nous montre tout l'intérêt qu'on a, à espacer suffisamment deux séries de dosages.
Après chaque série d'expériences nous avons laissé passer un mois ei moyenne, avant de procéder à la suivante. Les séries se Suivent dans l’ordre chronologique:
2000 mgrs. — 16223 mars 200 « — le#2224vril 1000 « = le 12 mai 4000 « = le 29 juin
De cette façon nous pouvions espérer que tout le Rubiazol-C, pour minime que fût sa quantité, a été éliminé avant de commencer une nouvelie série.
Nous avors insisté plusieurs fois sur le fait que les urines ne présentaient jamais une coloration spéciale, à l'exception peut-être des premières mictions, mais là encore il est très difficile de l’affirmer, le Rubiazol-C en solution ayant une coloration qui ne diffère pas grandement de celle de l’urine normale. Les extractions au Eutarno! ont démontré d’ailleurs l'extrême pauvreté des urines en Rubiazol-C inchangé.
Par ailleurs les fèces ne présentaient pas de coloration spéciale non plus pour les essais sur 200, 1000 et 2000 mgrs.; elles étaient nettement colorées en violet avec la dose de 4000 mgrs. Dans le chapitre sur la Toxicologie nous disons que la muqueuse intestinale refuse vite la résorption du produit à partir d’une certaine dose dans le cas des grands animaux, nous avons observé ce même phénomène pour l’homme, avec la dose de 4000 mgrs.
Pour ce qui est des dilutions employées au cours des dosages, il est bien entendu qu’il nous a fallu procéder par tâtonnements. Nous avons commencé toujours par l'urine au dixième, pour passer à l'urine au vingtième quand l'élimination s’intensifie, puis nous nous sommes adressés à l’urine au cinquantième et éventuellement à l'urine au centième, pour redescendre en sens inverse quand l’élimination a dépassé son maximum.
Dans les tableaux qui suiverit (X, XI, XII, XII) nous avons résumé les résultats des expériences, exprimés par les graphiques 3, 4, 5, et 6. La courbe «T» présente les valeurs pour l'élimination totale, «S», la partie non-acétylée.
Ces courbes ont été corrigées de façon à éliminer les fluctuations assez régulières d’ailleurs qui traduisent des variations de second ordre. Les courbes corrigées que nous indiquons ici ont été tracées suivant des valeurs moyennes comme on peut se rendre compte sur les graphiques.
Prise à 9 heures le 22. 4.
Temps
De) DD
TABLEAU XI
Elimination de 1000 mers.
Prise à 9 heures le 12. 5.
Temps | Heures | Volume | Q de T | OHESS | Q de R 250| 12 70 12% {| 0 4.75 | Wi4 182 1.52 0 8.50 | 18 132 3.37 0 11.75 | 211/4 65 8.70 2.60 14.50 | 24 93 21.35 8.55 23 81» 167 75.45 | 34.60 26.75 | 1214 193 195.64 | 50.84 28 75 | 141/4 146 167.17 | 64.27 32 50 | 18 220 219.09 | 82.7 SD 00 or EUR 120 0 10060;65 | 092,70 38.50 | 24 210 302.85 | 107.25 46.50 8 231 379.55 | 123.98 49.75 | 111/4 di 413.29 | 133.88 52 25 | 1334 113 438.15 | 135.91 ® 56.78 181/4 179 473.95 | 143.07 = 59.50 | 21 76 492.04 | 146.87 2 62.50 | 24 125 Hd 00 M0 3 IUT 70.50 8 219 550.64 | 159.38] — 73.15 | 1114 102 266.55 | 161.22 76.25 133/4 98 577.53 | 161.61 81.75 | 191/4 195 596.64 | 162.97 84 | o1p 17 | 603.72 | 163.90 86.75 | 241/4 105 612.75 | 164.63 95 81/2 295 629.27 | 167.58 98 113/4 134 636.78 101.50 | 15 197 643 87 104.50 | 18 131 647.80 107.50 | 21 253 651.34 110.50 | 24 212 653.46 117.50 7 199 658 64 120 91/2 42 661.07 |
Prise à 91/2 heures le 73. 3.
TABLEAU XII
Elimination de 2000 mers.
Temps | Heures | Volume | Q de T Q dd S|[QdeR [ £ E E $ 2 111/2 13 0.73 0.738 0.80 8 121/2 29 0.95 0.95 1.02 6 151/2 87 1.47 IT 1.62 9 181/2 188 1.47 1.47 1.62 11.50 21 15 4.47 4 47 1.80 14,50 24 199 14.45 14.45 1.89 93 S1/> 163 92.69 55.53 3 35 24 50 10 39 119.99 11.43 3.52 27 12172 101 180 59 106.57 3.63 30 151/> 193 272.45 | 149.59 3.82 32.50 18 107 359.12 | 187.04 1.20 36 211/» dr. 451.52 | 2921.69 4 62 38.50 24 95 553.17 | 259.69 46.50 8 299 181.83 | 3928.51 48,50 10 59 838.47 | 346.80 50,79 121/4 144 903.27 | 371.98 53.25 143/4 158 983.85 | 4398.14 56.50 18 124 1036.42 | 416.99 59.50 21 120 1079.14 | 431.87 62,50 24 127 1111.66 | 441.52 71.25 S3/à 512 1224 .3 455.85 13.95 103/4 91 1249.86 | 459.67 74.75 121/4 71 1958.92 | 461.09 7.146 151/4 150 1957.59 | 465.29 80.75 181/4 S4 1294 00 167.97 3,50 21 65 1307.13 | 469.53 87 241/» 193 1326.07 | 472 97 94 Ti) 186 1352.85 | 474.83 E 96.50 10 T6 1362.87 | 476.65 © 99 121/2 100 1372.07 ; 101.95 143/4 142 1381.43 © 104.50 18 172 1391.39 D 107,50 21 99 1398.91 = 110,50 24 141 1406.51 118.75 81/4 183 1420.78 120,50 (Ô 58 1494.37 124.50 14 170 1430 83 127.75 163/4 219 1433.89 131.50 21 193 1440.77 134.50 24 103 1445.99 142 71/2 152 1454.09 144.95 93/4 64 1458.89 147.95 193/4 156 1462 39 150,50 16 305 1466.58 152 171/> 320 1466.90 155.75 211/4 2929 1467.36
Temps
Heures
TABLEAU XII
Elimination de 4000 megrs.
Prise à 9 heures le 20. 6.
Volume
| NS CO à
QdeS|QdR
Indosable
EEE EEE NES
Exemple de calcul :
À la soixantième heure après l’ingestion de 4000 mgrs de Rubiazol-C nous avons mesuré 64 ec. d'urine; après les opérations de réduction, d'hydrolvse et de diazotation nous trouvons au photocalorimètre la valeur: 14,2, la dilution urinaire est de 1 + 99.
Dans notre courbe-étalon (courbe b.), 14,2 correspond à 0'54 mgr. ‘/ en sulfanilamide. Comme l'urine est diluée au centième la concentration en sulfanilamide dans l'urine est en ce moment de 100 X 0,54 = 54 mgrs.°/o
La auantité effectivement éliminée avec les 64 cc. est de 54 X 0,64 = 34,56 mgrs. Ces 34,56 mgrs. ont été formés à partir du Rubiazol-C ingéré 60 heures auparavant, et dont le poids est le double. Donc l’élimination est en ce moment de 34,56 X 2 — 69,12 mgrs. de Rubiazol-C. Cette valeur est additionnée au total des éliminations précédentes et donne la valeur de
1559,39 + 69,12 — 1628,51 pour la soixantième heure.
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TRACÉ DES COURBES
Le Rubiazol-C, contrairement à beaucoup d’autres sulfamides, (voir page 12) nous a donné des courbes en S typiques: Le départ se fait le long de l’axe des abscisses, puis après la vingtième heure en général, lä vitesse augmente, elle augmente donc avec la quantité éliminée. passe un maximum au point d’inflexion pour décroître ensuite et tendre vers zéro, en même temps que la quantité tend vers sa limite.
L'interprétation mathématique entière du phénomène exigerait une documentation précise sur l'absorption, les lieux de stockage, la marche des métabolismes, en particulier du métabolisme d'acétylation.
Nous connaissons par les recherches de R. Fabre (8) et de ses collaborateurs la lenteur de l'absorption sanguine et lymphatique chez le chien anesthésié et cathetérisé. L’absorption de 5 grs. de sulfanilamide par voie stomacale accuse un bref maximum de concentration de 0,01 gr. par litre dans le sang, puis la concentration sanguine se fixe, 7 heures après, vers 0,005 gr. pour 100 cc. de sang, et 0,004 gr. pour 100 cc. dans la lymphe. Ceci nous montre que l’absorption par les voies sanguines et lymphatiques intestinales est assez lente, et maintient dans le sang et la lymphe, issues des intestins, un taux d'absorption faible et prolongé.
Il est probable que l'absorption du Rubiazol-C ne suive pas exactement ce processus, mais il ne peut s’en éloigner beaucoup; une durée de 7 heures est encore bien loin de la fin de l'absorption intestinale de ce genre de médicaments. Nous pensons qu’elle se manifeste encore à la trentième heure.
L’absorption intestinale est néanmoins la base du phénomène entier, il y aurait encore beaucoup à connaître sur la localisation et le mode de stockage, sur l'invasion et l’évasion hors des tissus et organes. Ces données nous manquent encore absolument, et s’il en existe, elles ne suffisent pas à ce que la Cinétique puisse en tirer des coefficients.
Si dans le cas présent nous ne pouvons pas atteindre le but idéal et déterminer par le calcul, les coefficients des invasions et
évasions intérieures, nous pouvons tout de même pousser plus loin que d'habitude, les calcuis généraux et les interprétations.
L'expérience montre en effet, qu'à l'inverse des corps analogues (prontosil) qui l'ont précédé dans la thérapeutique, le Rubiazoi-C re colore pratiquement pas les urines. Il reste oomme inconnue, la période d'absorption per os qui produit un retard à l'élimination.
La courbe ne monte pas franchement avec une pente à l’origine (protorrhée) mais, au contraire, elle ne s'élève graduellement que vers la vingtième heure. Le point d’inflexion qui correspond à la vitesse d'élimination la plus grande se Situe vers la trentième heure, enfin la vitesse diminue, la courbe s'infléchit et tend peu à peu vers la limite, après 180 heures pour l'essai sur 4000 mgrs. (voir graphique Vi).
Les Rubiazol-C se prête donc très bien à l’étude détaillée du métabolisme et du déroulement de la courbe d'élimination. Nous pouvons reconnaître et suivre les perturbations de l'absorption, du stockage, sur la courbe de l'élimination totale (T) et celles du métabolisme (d’acétylation) grâce à la courbe de l’élimination sulfamidée (S).
Du point de vue du calcul complet des courbes, la représentation mathématique exigerait la combinaison de trois ou quatre exponentielles, les unes positives, les autres négatives. Malheureusement nous ne possédons pas encore des techniques de calcul permettant la détermination des coefficients et des exposants des exponentielles à partir de ces graphiques.
Nous allons donc présenter l'analyse des courbes de la façon suivante:
L'approche de la limite QCC doit étre l'exponentielle simple de l'élimination toute pure. Elle se produirait seule dans le cas d’injection intraveineuse. (ce qui ne se fait pas pour le Rubiazol-C, mais a été fait par M°'° Alline pour d’autres sulfamides). Nous nous proposons de déterminer graphiquement et par le calcul ce que serait cette élimination débarassée de l'absorption préalable. À cet effet nous pouvons tracer la tangente à la courbe par le point d’inflexion, elle coupe l’axe des abscisses à un temps que nous appelons «le pied» de l’exponentielle d'élimination. Comptés à partir de cette valeur, les temps successifs doivent satisfaire à une exponentielle simple dont la forme sera pour un pied de vingt heures
LE 0) Q — QC |1 — « Nous aurons à reconnaître si pour des temps nettement SUpé-
rieurs à vingt heures, notre hypothèse est bien en accotd avec l'expérience.
Le point d'inflexion des courbes expérimentales se situe vers trente heures. Dans cet intervalle de temps la courbe exponentielle calculée va se trouver en dessous de la courbe expérimentale, pour venir se raccorder avec elle un peu plus tard, vers le temps 4U ou 80, selon les doses. Dans cette partie de la courbe, l'élimination vraie est donc bien en dessus de la forme exponentielle simple terminale. Il y a là un fait nouveau, très apparent chez le Rubiazol-C.
L'élimination se trouve être pendant très longtemps sous l'in- Îluence de l'absorption et du stockage avant de devenir enfin une élimination toute pure.
Entre le temps 0 et 20 heures, c’est à dire, durant presque une journée, l'élimination reste très faible. C’est pendant cette période que l'organisme absorbe le médicament par la voie digestive, mais Surtout procède à la répartition et au stockage du médicament. La comparaison entre les tracés T et S nous dira si le métabolisme est intense ou non durant cette longue période.
Il faudrait pouvoir calculer la durée de l’absorption per os! En ce qui concerne les suliamides ordinaires, leur solubilité rend leur diffusibilité très grande, comparable à celle de l'alcool ou de l’urée (31). Pour le Rubiazol-C la solubilité est nettement plus faible et il y a lieu de prévoir un ralentissement de sa diffusibilité. Cependant dans l'usage thérapeutique où on cherche un effet aussi immédiat que possible, on fait usage successivement d’une dose forte initiale, pour obtenir un certain taux de concentration sanguine, puis on s'adresse à des prises ultérieures d'entretien, plus faibles. Nous ne pensons pas cependant que l'effet thérapeutique met 14 à 20 heures pour se manifester. Il est donc possible que l'absorption gastro-intestinale dure quelques heures, mais que le stockage s'oppose à l’élimination durant plus de dix heures. Il est d'usage aussi d'admettre que l'élimination urinaire, quoique prédominant beaucoup dans le cas qui nous intéresse, n'est pas seule en jeu, ce qui fait le complément de cette élimination, se retrouverait dans l’évacuation intestinale. (voir page 55). Il y a aussi une destruction par oxydation et rejet à l'extérieur sous forme de dérivés sulfoconjugués.
Il résulte de cette discussion que:
1) La quantité totale d’élimination urinaire n’est qu'une partie de la quantité absorbée.
2) La proportion éliminée en sulfamide peut être variable avec le stade de l’élimination et la dose. Nous aurons ainsi une idée de l’activité métabolique de l’organisme.
3) Le stade d'absorption se traduit par une élimination tardive, presque nulle pendant 15 heures.
4) Le stade de stockage doit perturber encore longtemps l'élimination. La durée peut varier avec la dose.
5) L'élimination toute pure, exponentielle simple, n'apparaît qu'à la fin. Mais c’est par là qu’il faut commencer et déterminer le coefficient QCQ et l’exposant À qui donnent une logarithmique bien rectiligne.
Les chiffres qui permettent l'obtention de cette droite sont peu variables, de petits écarts sur la valeur-limite QSQ, que l’on est bien obligé d’extrapoler graphiquement, peuvent donner de fortes déformations de la droite et faire apparaître sur les derniers points une courbure vers le haut ou vers le bas. Une suite d’essais de calcul avec des valeurs croissantes ou décroissantes pour QCC©. tout en restant dans les limites plausibles, finit par donner une bonne droite.
Il peut paraître arbitraire de se donner pour but l'obtention d’une logarithmique absolument rectiligne, mais cela repose sur les vues des théoriciens dont voici l’essentiel:
La vitesse de passage d’une substance dissoute à travers une membrane est proportionnelle à la différence de concentration de part et d’autre de cette membrane. Cette loi très simple conduit à l’équation différentielle fondamentale pour une seule diffusion. Or il faut envisager une cascade de diffusions: passage du contenu de l’intestin dans le système circulatoire, de ce dernier aux lieux de stockage, passage du sang dans l'urine à travers les systèmes d'élimination, passage des lieux de stockage dans le sang, du sang vers les lieux de métabolisme, enfin du transport et de l’élimination des métabolites eux-mêmes. Le système des équations différentielles qui expriment successivement ces passages peut être résolu en une expression exponentielle à plusieurs termes. (au moins 3) Plusieurs de ces termes deviennent négligeables au fur et à mesure que le temps s'écoule, il en subsiste un seul, qui est le terme de l'élimination toute pure. Notre maître M. Lapp, a fait observer que la connaissance de ces coefficients ne préjuge en rien du mécanisme de l’élimination, on ne possède donc qu'une valeur numérique. Il faut d’autres expériences pour savoir, si le débit du rein règle l’élimination ou bien, au contraire, si le rein étant très perméable, le rythme de l'élimination représente celui de l'évasion du produit en dehors des lieux de stockage?
Ayant tracé les courbes T et S de l'élimination pour les 4 doses choisies de 200, 1000, 2000 et 4000 mgrs., nous nous sommes efforcés de bien mettre en évidence les 3 phases, d'absorption, de stockage et d'élimination, et pour cette dernière tout au moins, d'établir les formules qui la représentent.
ÉTUDE MATHÉMATIQUE DES TRACÉS
En traçant les courbes à partir des valeurs données par les dosages on peut noter d’une façon générale un léger ralentissement de l'élimination pendant les heures de repos et une accélération compensante pendant les heures de veille. Ces fluctuations régulières ne sont toutefois pas importantes, mais avant de faire nos calculs nous avons cherché à les éliminer en déterminant graphiquement quelle serait la courbe sans fluctuations. Les courbes reproduites dans les graphiques du chapitre premier sont ces courbes corrigées, qui diffèrent d’alleurs très peu des courbes un peu plus irrégulières, données par les valeurs expérimentales.
Pour le calcul des logarithmes nous nous sommes efforcés de déterminer par une série de tâtonnements, la valeur finale de l’élimination (QCC) en supposant que cette dernière partie de l’élimination est une fonction exponentielle simple du temps, correspondant à l'élimination toute pure. Nous avons essayé de calculer, quelle serait cette élimination débarassée des phénomènes d'absorption et de stockage.
Dans les tableaux XIV, XV, XVI, XVIL qui suivent, nous avons réuni quelaues valeurs de ce calcul.
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TABLEAU XVI Logarithmiques pour 2000 mgrs.
Pour T.
Temps Qantité A log.
en heures éliminée COQ MA QUE" 0 0 0 1480 8.170 36 450 1030 3.012 38.5 562 918 2.963 50 900 580 2.763 60 1075 405 2.607 70 1212 268 2,428 80 1287 193 2.285 90 1330 150 2.176 100 1387 93 1.968 110 1406 74 1.869 120 1425 55 1.740 130 1437 43 1.633 = 1480 0 Pour $.
Temps Quantité A log.
en Heures éliminée OISE Q CA Q LS =—0 0 0 480 2.681 37 250 230 2.361 40 270 210 2.322 50 3175 105 2.021 60 425 55 1.740 10 450 30 1.477 80 470 10 1.000 90 475 5 0.698 Ce 480 0 TABLEAU XVII Logarithmiques pour 4000 mgrs.
Pour Temps Quantité A log.
en Heures éliminée Q%? — Q A\ Q 2 — Q 0 0 2465 3.391 29 546 1919 3.283 36 858 1607 3.206 54 1480 985 2.993 63 1705 760 2,880 18 1970 495 2.694 87 2093 372 2.510 102 2224 241 2.382 dell 2272 193 2.285 132 2350 115 2.060 150 202 73 1.863 183 2435 30 1.477
TABLEAU XVII
Pour $.
Temps Quantité A log.
en heures éliminée Q © — Q A QC
100 659 91 1.959 co 750 0
Dans la première colonne on lit le temps exprimé en heures comptées à partir du moment d’ingestion de la dose en question. Dans la deuxième colenne, la quantité éliminée, tirée des graphiques et qui correspond au temps de la colonne 1. Dans la troisième colonne nous indiquons la quantité qui reste encore à éliminer effectivement pour atteindre la valeur finale, c’est la différence entre QCO et la quantité éliminée en ce moment et consignée dans la colonne 2. La quatrième colonne donne le logarithme de cette différence.
Comme valeurs-limite de l'élimination (Q©CO) nous avons pris dans le cas de l'élimination totale «T»:
2465 mgrs. pour la dose de 4000 mgrs.
1480 , . À 2000 , 695 , . ; (000 , SON : k 00 Ce
Pour l’élimination de «S»:
750 mgrs. pour la dose de 4000 mgrs.
LOUE : 2000 , 1100 : F 1000 , 25 »” ” n 200 ”
Les suites logarithmiques que nous obtenons à partir de ces valeurs (voir graphiques 7, 8), nous donnent de très bonnes droites, à peu près parallèles dans le cas des éliminations de 4000, 1000 et 200 mgrs. La droite logarithmique obtenue pour les valeurs de 2000 mgrs. Se range moins bien parmi les autres. Elle a tendance à croiser la droite de 4000 mgrs dans le cas de l’élimination T, elle la croise dans le cas de l'élimination S. Nous ne savons pas quelle est la raison de cette allure spéciale. La seule chose, à notre avis, qui puisse différencier cette expérience des autres, est qu’elle a été faite très tôt dans le printemps, dans une saison plus froide. Nous signalons ce fait différentiel sans vouloir affirmer que c’est là la seule raison de ce Comportement particulier,
FIGURE VII
Dans les graphiques 7 et 8 nous indiquons des droites qui se prolongent jusqu'à la coordonnée des logarithmes, ces droites correspor.dent au phénomène de l'élimination toute pure. Pour les valeurs expérimentales, au contraire, nous constatons qu'à un certain moment, Situé vers la vingtième heure, la droite se casse, les valeurs logarithmiques restent à peu près Sstationnaires, ce qui, graphiquement Se traduit par un aplatissement de la ligne, qui devient parallèle à l’abscisse du temps. Cette partie du tracé logarithmique cor-
FIGURE IX
respond au phénomène initial d’une élimination très réduite, l’absorption et le stockage dominent en ce moment. Ce segment, nous l’appelons le «PIED». Sa représentation schématique est faite pour la dose de 1000 mgrs. dans le graphique 9.
FIGURE X 28 Elimination de 1000 mgrs.
Quantité
Temes 20 40 60 80
Le graphique 10 montre la détermination du pied, pour l’élimination de 1000 mgrs. C’est le point d’intersection avec l’abscisse de la
tangente appliquée au point d'inflexion de la courbe. Le point d’inflexion constitue le moment où la vitesse d'élimination est maxima. Le pied nous donne l'heure à laquelle la fonction exponentielle d’élimination débute clairement.
Les valeurs qui correspondent au pied sont pour T et S:
14 heures pour l'élimination de 200 mers.
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3,64 est le logarithme trouvé graphiquement pour l'heure 0. C’est le point d’intersection de la droite prolongée avec la coordonnée.
2,42 est le logarithme de Q © - Q à Ja centième heure.
En tenant compte du pied nous aurons :
3) 242 00 07 à 100 19 81 QQIE
3,39 est le logarithme pour Q © — 2465 mgrs.
En introduisant la valeur du pied dans l’expression finale — À (t— 1%) nous aurons la formule représentant l'élimination de 40900 mgTs. : ee ie mi k SN
OM=NP465 (1 a sc ouZz 10)
Et pour les autres expériences:
(2000) Q —= 1480 (1 — a — 00161 (t — 20) (1000) ONG a 00 EN) (200) O5 0 (EE 72 OM (= H))
A l’aide de À nous trouvons la valeur H (Hémikrèse calculée)
en nous servant de la formule:
ENSEMBLE DES RÉSULTATS
Comme nous ne pouvons pour le moment, représenter par une formule l’ensemble de la courbe, nous nous contentons d’assimiler la phase terminale de l'élimination à ce qu’elle serait, dans le cas de l'injection intraveineuse, et encore en admettant qu'alors le stockage soit négligeable, ce qui est loin d’être certain. Les formules exponentielles que nous veñnons de calculer partent donc d’un point situé vers la vingtième heure et s'élèvent selon une inclinaison qui est la Protorrhée calculée. De même à partir de ce point nous pouvons avoir l'Hémikrèse calculée.
Nous obtenons les résultats du tableau XVIII.
TABLEAU XVII
Pour'T.
Hémikrèse Pourcentage Dose À calculée QU éliminé en T 200 mers. 0.0140 20.88 150 OM 1000 , 0.0139 21.58 695 69.5 0 2000 , 0.0161 18.63 1480 TAN 4000 , 0.0122 24.59 2469 61.5 Pour $.
Hémikrèse Pourcentage Dose À calculée Q°® éliminé en S 200 mers. 0.0336 8.92 25 12.501 1000 0.0226 Nil 170 ile 0 2000 , 0.0284 10.56 480 24 0}, 4000 , 0.0100 30.00 750 Lea
Les coefficients QOO des formules et les exposants À des exponentielles permettent de connaître le pourcentage d'élimination totale T et sulfamidée S. Nous verrons plus tard dans la troisième partie, à employer ces nombres pour étudier, én détail, le métabolisme du Rubiazol-C.
Pour le moment n’examinons que l’'Hémikrèse. C’est le temps mis pour la demi-élimination urinaire Q © /2, à partir du pied de Ja courbe.
TABLEAU XIX
Pour T Pied Hémikrèse Hémikrèse De en heures calculée réelle 200 14 20.83 34.83 1000 19 21.58 40,58 2000 20 18.63 38.68 4000 19 24,59 43,59 Pour $.
Pied Hémikrèse Hémikrèse Dose en heures calculée réelle 200 mgrs. 14 8.92 22,99 1000 , 119) 201 Sal 2000 20 10.56 30.56 4000 19 30.00 49.00
Le tableau XIX contient les chiffres en heures de ces grandeurs pour l'élimination totale. Si l’on ajoute le pied de la courbe à l’'Hémikrèse calculée, on obtient enfin le temps d'Hémikrèse vraie. Les valeurs trouvées se fixent à la valeur 40 + 5 heures. On peut voir que le temps d'Hémikrèse vraie est peu dépendant de la dose.
En ce qui concerne la partie éliminée sous la forme «sulfamidée», nous partons de la même valeur du pied des courbes et en aioutant l’'Hémikrèse calculée, nous obtenons l’'Hémikrèse réelle en S.
Nous constatons, par le calcul, ce fait plus difficilement perceptible sur les graphiques, que les temps d’Hémikrèse vraie de la partie «sulfamidée» sont fortement influencés par la dose; elle varie en effet de 23 à 49. Ceci doit nous donner à penser comme nous le verrons plus tard, que le métabolisme varie très fortement avec la dose.
Nous allons étudier maintenant la question des Protorrhées. Dans l'introduction par la voie intraveineuse, la réaction des reins est en général très vive, l'élimination démarre d'emblée à un rythme élevé, puis elle se ralentit peu à peu. La vitesse d'élimination est le deuxième terme nécessaire à la connaissance complète de la courbe d'élimination; (le premier étant le temps d'Hémikrèse) il a été choisi par M. La pp,comme étant le plus grand travail imposé aux émonctoires naturels, ce travail diminuant peu à peu au cours du temps.
Or dans le cas présent où l’absorption gastro-intestinale progressive apporte une barrière à la circulation du médicament et donne à l'organisme la possibilité de procéder au stockage, l’appel à l'élimination est reporté au deuxième plan.
La vitesse d'élimination d’abord nulle s'accroît jusque vers la trentième heure: il est intéressant de comparer cette vitesse maximum au point d'inflexion, et donnée par la tangente, à ce que nous pouvons calculer à partir de l’élimination-limite pure.
Le tableau XX donne les Protorrhées calculées r'= 2,93: Q © À
comparées aux pentes des tangentes au point d’inflexion.
TABLEAU XX
Protorrhée Tangente d’inflexion Dose je S L S en mgrs. mgrs/heure mgrs/heure mers/heure mgrs/heure 200 4.83 1.93 2.9 1 1000 22,22 8.83 15 6.7 2000 54.80 31,35 33 12.4 4000 69,16 17.25 55 28
Ce tableau nous montre que l’on ne trouve aucun rapport défini entre le débit initial calculé et la vitesse maximum d'élimination observée; la Protorrhée calculée serait environ 1,5 fois plus grande que la vitesse maximum, mais il y a de très gros écarts inexplicables.
Contrairement à ce que l’on aurait pu croire a priori, le phénomène d'élimination pure finale est encore très fortement perturbé et ralenti à la trentième heure. Ceci nous montre que l’absorption, mais surtout le stockage, comme nous le verrons dans la troisième partie, niodifient profondément le métabolisme et <conséquemment l’élimination du Rubiazol-C.
Cette observation nous a tout d’abord vivement surpris; les choses s’éclairent quand on étudie le pourcentage d’acétylation. Dans bien des circonstances on a observé des différences entre l'allure de l’élimination de métabolites. La technique préconisée par nous, nous a permis de leur appliquer les calculs de la Cinétique.
TROISTÉEME LARAIP.
CHAPITRE PREMIER
LE METABOLISME DES SULFAMIDES.
L'organisme est vivement actif à l'égard des COMPOSÉS Organiques étrangers qui le traversent et en particulier des médicaments: son but est essentiellement de s’en débarasser aussi vite que possible et aux moindres frais. Pour cela il dispose d’un nombre très limité de réactions de dégradation et de synthèse, destinées à amener les substances étrangères sous une forme moins toxique, plus soluble ou plus diffusible.
Nous citerons parmi les réactions de dégradation, l’hydrolyse, l'oxydation et la réduction; parmi les réactions de synthèse, la combinaison glycuronique, la formation de dérivés sulfuriques, les coniugaisons avec la glycine, la glutamine, la cystine, l’ornithine, enfin la méthylation et l’acétylation.
Dans beaucoup de cas nous ignorons si l’action médicamenteuse est due à la substance initiale ou à un de ses métabolites.
L'’élimination des sulfamides met en jeu seulement quelques’unes de ces réactions. L'acétylation est le mode qui l'emporte de beaucoup. Gilligan (32) a constaté une combinaison à l'acide glycuronique dans le cas précis de la Sulfamérazine. Chez le lapin il y a une tendance à la sulfo-conjugaison.
Le groupe aminé seul subit l'acétylation dans l'organisme, c'est un groupe fondamental des sulfamides. D'autre part, chez l’homme, la fonction amine n'entre en combinaison, ni avec l'acide glycurorique (voir plus haut), ni avec l’acide sulfurique. L'exemple typique de l’acétylation est précisement celui du groupe amine aromatique. Elle se produit chez l’homme et beaucoup d'animaux, le chien fait une exception. (33)
Hitchcock et Nelson (34) ont découvert que la paraldéhyde favorise chez la souris l'élimination en acétylsulfanilamide, elle serait pour cela d’abord dépolymérisée en acétaldéhyde.
Mayer (13) suggéra en 1937 que l’activité antibactérienne était due à la formation de p-hydroxylaminophénylsulfamide. Avec Woods et Filder (35) on admet que les sulfamides immobilisent l’acide p-aminobenzoique, nécessaire au développement des bactéries. Ils se substituent à ce produit dans l’économie du microorganisme, mais il y a une question de concentration, car l'acide p-aminobenzoique peut de son côté inhiber l’action du sulfamide. C'est aussi le cas de la peptone. La novocaine inhiberait après libération de l'acide p-aminobenzoique (36).
Schaeîffer (37) en 1939 avait émis l'opinion, que l’action du Sulfamide se porterait surtout sur la catalase, aqw’il inhiberait. De ce fait il y aurait une augmentation en H202. Cet H202 non détruit, serait la cause de la formation de produits d’oxydation toxiques, à qui reviendrait l’action antibactérienne.
Les sulfamides non substitués à l’amine sont éliminés en parlie inchangés et en partie acétylés. Ceux qui sont substitués à l’amine, ce qui est le cas du Rubiazol-C, sont d’abord convertis dans l'organisme en sulfanilamide.
L'oxydation peut également se produire, mais dans une bien plus faible proportion. Nous rappelons le travail de Williams et Ansell (18) qui ont montré que l’urine de patients traités avec la sulfanilamide contient le 3-hydroxysulfanilamide, sous forme de phénol sulfoné. Dans la première partie nous avons cité le p-aminophénol, signalé par Paget.
On admit longtemps que c'est la forme acétylée des sulfamides qui est l’agent thérapeutique. Mais il semble que les idées aient évolué, et la forme acétylée, n’est pour beaucoup d'auteurs que la combinaison métabolique d'élimination.
CHAPITRE DEUXIÈME
ÉTUDE DE LACEINLATION DUIRUBITZOESC:
Une partie importante de la quantité ingérée se trouve être métabolisée en sulfamide acétylé selon un mécanisme général. Les études que nous avons faites vont nous permettre d'étudier numériquement ce mécanisme sous 2 aspects.
1) Pourcentage d’acétylaiion selon la dose employée. Nous mettrons en ligne de compte les valeurs Q © de l'élimination totale «T» et de l’élimination sous la forme sulfamidée «S». La différence T-S représente la quantité acétylée, donnée en pourcent, en fonction de la dose. (voir tableau XXI)
TABLEAU XXI
log du
Dose Pourcentage Pourcentage Pourcentage Pourcentage mars en T en ÿ acétylé acétylé 200 75 1275 62.5 12199 1000 69.5 17 0229 1.720 2000 74 24 50 1.698 4000 61.5 18.7 42,8 1.631
Ce tableau montre, que malgré les irrégularités de l'élimination «T» et «©», où interviennent des facteurs externes, sans doute fortuits, le pourcentage d’acétylation varie d’une manière parfaitement régulière avec la dose, ce que nous pouvons légitimement attendre. Cette variation n’est pas proportionnelle à la dose, elle suit une loi exponentielle.
GA == 40) La formule: Q 007 P (ee)
représente ce qui se passe d’une manière très satisfaisante. D étant la dose en milligramimes, on peut calculer le pourcentage d’acétylation, qui en partant de 63°/ (à peu près les deux tiers), diminue avec la dose et tombe à 43°/ pour la dose unique, très forte, de 4000 mgrs.
La représentation par une fonction exponentielle est importante, elle montre que les facultés d’acétylation de l'organisme ne Sont pas constantes, mais qu'elles s’épuisent avec la dose. Ceci est tout à fait conforme aux faits qualitatifs, déjà connus. Nous avons l'avantage d’avoir pu exprimer ici le taux de décroissance par l’exposant de l’exponentielle:
4,10 D mgrs.
Il est possible, sinon probable, que ce taux de décroissance de l’acéivlation est caractéristique du Rubiazol-C métabolisé par l’homme sain. Il y a tout lieu de s'attendre à une variation importante de ce coefficient dans le cas de malades en état de pyrexie par exemple, ou dans le cas de la présence d’un autre médicament métabolisé aussi par acétylation. Les considérations que nous offrons ici, transportent les appréciations des auteurs et des médecins sur un plan quantitatit. Elles nous paraissent donc particulièrement intéressantes.
Nous allons envisager maintenant le deuxième aspect de la question:
2) Modification du rythme de l’acétvlation au fur et à mesure que l’élimination d’une dose donnée de Rubiazol-C se poursuit,
Pour cela nous allons former le rapport «R»> de l'élimination T-
S à l’élimination totale «T», et nous allens étudier les variations de R en fonction du temps.
MUR R T
Nous avons distingué dans ce aui précède, trois stades essentiels: - 1) L’absorption gastro-intestinale 2) la phase de stockage avec évasion hors des lieux de stockage.
3) la phase d'élimination toute pure.
Le premier stade se déroule en quelques heures (OFaLS heures); le second de 15 à 40 heures, c’est à dire, surtout avant le point d'inflexion, le troisième au delà de 40 heures, jusqu'à 70 à 180 heures selon la dose.
Remarquons que les deux stades préliminaires restent à peu près indépendants de la dose, le pied de l’exponentielle simple se ” > . U (0 plaçant à 18 heures, et le point d’inflexion à 28 heures + 7°.
Les résultats sont les suivants
Dose mers
Dose
Dose mers
N NN N 9 O2 CU O
Pourcentage acétylé
Pourcentage acétylé
Pourcentage acétylé
Nous distinguons trois temps dans l’acétylation:
1) Pendant l'absorption
2) Pendant le stockage
3) Pendant l'élimination toute pure.
Pendant l’absorption intestinale, l'élimination est faible, selon le tableau XXII (a). On voit que dans les 6 premières heures en moyenne, l’acétylation est totale — 100°/o.
Le pourcentage d'acétylation baisse en moyenne de 100 à 74°/o (tableau XXII (b), vers la 12° heure, et la quantité éliminée varie
alors de 8 à 17 mgrs selon la dose.
Pendant la phase de stockage, à la 23°" heure, le taux d’acétylation baisse encore de 74 à 68 et même 41°/o, alors que la quantité éliminée va de 30 à 230 mgrs, selon la dose. À ce moment, au voisinage du point d’inflexion des courbes, le taux d’acétylation atteint son minimum pour croître lentement et atteindre enfin sa valeur-
limite.
4) Etude de l'élimination finale. L'élimination sous la forme
sulfamidée S est pratiquement terminée à la 4îme heure pour 200 mgrs. Restent à éliminer 51 mgrs.
95me , n 1000 mers. . £ 66 mers.
96me , » 2000 mgrs. = = 138 mgrs.
108me , » 4000 mers. : : 245 mers.
Le reste à éliminer, c’est donc uniquement sous forme acétylée et la formule O'acét 45€ 0:05.D représente la reste croissant linéairement avec la dose.
5) Valeur-limite de l’acétylation pendant la dernière phase.
Le tableau XXIIT et la graphique 11 représentent pour la dose de 1000 mgrs. la marche de l’acétylation. On reconnaît la chute de 100 à 54°/ pendant le stockage, puis le pourcentage d’acétylation s'accroît d’une manière régulière jusqu'à 75,5% au temps ”. La courbe que nous avons ainsi obtenue est une exponentielle simple et nous pouvons la représenter par la formule:
l = Q acétylé — 75.5 ( l-@ TABLEAU XXII Logarithmique pour l’acétylation dans le cas de la dose de 1000 mgrs.
(pour 1000 mgrs.
Quantité Quantité antits Pourcen- Temps éliminée éliminée Re tage è Log en STE On Se acétylée acétylé QŸ—0Q AQ© — Q 8.50 3.91 0 3.31 100 14TS 8.170 2,60 6.10 70 14 50 21-35 8.55 12.80 60 23 15.45 34.60 40.86 54.2 26.75 125.64 50.84 74.80 60 16 Le 28.179 167.17 64.27 102.91 61 14.5 1PAIG 32,50 219.09 82.75 136 34 62 113.5 1.130 39.00 260.85 94.75 166 10 64 11.5 1.060 38.90 302.85 107.39 195.50 64.5 46.50 319.55 123.98 255.57 67.2 8.3 OA 49.75 413.29 133.88 279.41 67.5 19 0.897 52.29 438.15 135 91 302.21 69 56.75 473.95 143.07 3930 88 69.9 59.50 492.04 146.87 945117 70 5.5 0.740 62.50 514.29 152.387 361.92 70.3 70,50 5950.64 159.58 391.26 re 4.5 0.653 73.175 566.55 161.22 405.33 LE 76.25 HUT08 161.61 415.92 2 81.75 596.64 162 97 438.67 725) 3 0.477 84 603.72 163.90 439.82 ts 86.15 612.75 164.58 418.12 73.4 95 629.27 167.58 461.69 73.3 2 0.342 y8 636.78 101.50 643.87 “ 695 170 525 75.5
CO
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Marche de l’acétylation pour la dose de 1000 mgrs.
La droite logarithmique de cette exponentielle est très satisfaisante. Nous avons fait de même les calculs et les tracés des 3 autres, nous résumerons les résultats dans le tableau XXIV.
TABLEAU XXIV
Dose rue À Hémi- Protormgrs Q © heures krése rhéo 200 83 0.014 Pr 21.43 2,67 1000 155 OOo 27 ARE 1.86 2000 68 0.015 27 20.00 2,34 4000 71 0-0196 22 15.38 3.18
Pour les valeurs inférieures à 2000 mgrs.
Le pourcentage d’acétylation-limite diminue proportionnellement à la dose
Re Mt mare 10 D
Le rythme de l’acétylation reste constant À — 0.013 + 0.002
Le temps au bout duquel l’acétylation devient régulière est de 27 heures.
Nous attirons l'attention sur les valeurs trouvées pour 4006 mgrs. (la plus forte dose). L'organisme effectue un gros effort d’élimination qui porte le pourcentage d’élimination de 53° (valeur donnée par la précédente formule) à 71°, valeur expérimentale. Mais corrélativement le coefficient À passe de 0,015 à 0,0196. Le rythme de l’élimination se ralentit donc de 30 ‘/o. On peut se demander si pour cette forte dose, un mécanisme supplémentaire d’élimination par la voie intestinale suivi de réabsorption ne viendrait pas se surajiouter aux mécanismes précédents, parfaitement réguliers iusque là.
En résumé, les acétylations en ‘/o sont représentéés par les formules suivantes pour les 4 doses:
200 mgrs. Q We — 83 (1 — exp. [ —204(t-27 ] 1000 mgrs. Q Le to Ole exp lie MATE 270) 2000 mgrs. Q es = TS aie RU ONCE 4000 mers. Q 4 —= 71 (1 — exp. [080 -2]
CONCLUSIONS
L'étude cinétique de l’élimination du Rubiazol-C, que nous avons faite sur nous-mêmes, avec des doses uniques, espacées, de 200, 1000, 2000 et 4000 mgrs., neus a donné les résultats suivants.
L'absorption per os a été suivie d’une élimination très ralentie pendant les 10 premières heures, elle ne prend son essor que vers la trentième heure pour se terminer pratiquement au bout de 50 à 180 heures selon la dose.
Le tracé de l’élimination totale est une courbe en S typique avec un point d’inflexion bien marqué; elle comporte une phase d’absorption, selon toute vraisemblance une phase de stockage et enfin une phase d’élimination pure. (Courbes T.)
Par une technique de dosage à laquelle nous avons apporté une part personnelle de recherche, par l'emploi d’une méthode de réduction par le nickel en poudre en milieu chlorhydrique, il nous a été possible de distinguer la partie éliminée sous forme «sulfamidée». (Courbes S).
L’élimination de ces métabolites du Rubiazol-C suit une loi exponentielle comme l’élimination totale, mais avec d’autres constantes. Elle n’est pas une fraction toujours la même de l'élimination totale. Autrement dit, la différence entre la portion sulfamidée et la totalité représente la fraction acétylée du médicament: elle dépend de la dose et du moment de l'élimination.
Les courbes «T» et «S» sont partiellement représentées dans ieur forme terminale d’élimination pure, par des formules exponentielles classiques. Elles nous permettent de déterminer l’'Hémikrèse et la Protorrhée d'élimination pure.
L'Hémikrèse expérimentale, réelle, S’obtient par addition d’une grandeur, que nous appelons le pied de l’exponentielle simple. Nous obtenons ainsi le temps d'Hémikrèse réelle.
De même la Protorrhée d'élimination pure ne peut être connue que par le calcul, elle n'offre aucun rapport simple avec la plus grande vitesse d'élimination, qui dans le cas présent est la tangente au point d'inflexion des courbes. À ce moment, vers la trentième heure, il y a donc un phénomène perturbateur important qui empêche dans une très forte proportion la vitesse d'élimination réelle, d’être
celle que l’on serait conduit à trouver dans le cas de l'injection intraveineuse.
Ce phénomène perturbateur considérable pourrait provenir Soit de l’acétylation, soit du stockage. Pour élucider ce point, nous avons étudié le pourcentage de l’acétylation en fonction de la dose, puis en fonction du temps.
Le pourcentage de l'acétylation est très régulièrement une fonction exponentielle décroissante de la dose; elle est d’autant plus faible que la dose est plus élevée, en suivant une loi de cinétique chimique et non pas une loi d'action de masse.
Le pourcentage en fonction du temps a donné aussi d'intéressants résultats. Le pourcentage d’acétylation s’abaisse jusqu'au mirimum que nous avons trouvé à la 27°" heure pour toutes les doses. Il s'élève ensuite suivant une loi exponentielle en fonction du temps. A partir de ce minimum le pourcentage d’acétylation augmente en même temps que la quantité de Rubiazol-C présente dans l’organisme diminue, mais ici encore, suivant une loi cinétique et non suivant une loi d'action de masse.
La baisse rapide du pourcentage acétylé de 100°/ au début jusqu'à 42° vers la 27°° heure, montre donc l'importance du phénomène de stockage qui soustrait le médicament au mécanisme d’acétylation. C’est donc dans le stockage qu'il faut chercher la raison de l’abaissement de l'élimination au point d’inflexion, c’est à dire juste au passage au minimum de l’acétylation, par rapport à ce qu’elle devrait être dans une élimination toute pure.
Nous avons donc au cours de ce travail, non seulement précisé les conditions de l'élimination en calculant la partie terminale des courbes, mais encore montré l'effet antagoniste du stockage consécutif à l’absorption ralentie «per os», par rapport à l’acétylation et à sa conséquence naturelle, l'élimination.
Nous pensons aussi avoir apporté des notions nouvelles sur le mécanisme si délicat et encore si mal connu de la cinétique d’élimination des médicaments chez l’homme sain et aux doses thérapeutiques normales.
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