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Résumé — Quelques (3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidéne) cyclanones ont été préparées et soumises au test de I’cedéme de la
patte de rat induit par la carragénine en vue de rechercher ’activité anti-inflammatoire. Les composés étudi€s se sont 1évélés 1égere-
ment moins actifs que la phénylbutazone. La recherche de 1’activité antiagrégante plaquettaire réalisée in vitro sur des plaquettes
humaines a montré, pour ces dérivés, un profil inhibiteur comparable 2 celui de ’aspirine. Une étude par spectrométrie de résonance
paramagnétique électronique a permis de mettre en évidence une activité antiradicalaire.

Summary — Synthesis and anti-inflammatory activity of (3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene) cyclanones and related
compounds. Some (3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene) cyclanones were synthesized and evaluated for anti-inflammatory activity
in carragenin-induced rat paw edema assay. These compounds are slightly less active than phenylbutazone. Their inhibitory effects in
vitro on human platelet aggregation have been also examined. The present study shows that the inhibitor profile of the tested
compounds on platelet aggregation induced by arachidonic acid (AA), collagen and adenosine diphosphate (ADP) bears similarly to
that of acetylsalicylic acid. The free radical scavenging activity against 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) radical was measured
by Electron Spin Resonance spectrometry. All the studied compounds scavenge the DPPH radical, dose dependently.

(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene) cyclanones / anti-inflammatory activity / platelet aggregation inhibitors / free radicals

scavengers

Introduction

La génération de radicaux libres fait partie du déroule-
ment normal d’un grand nombre de processus biolo-
giques. Ainsi a I’état physiologique, certaines cellules
— notamment les plaquettes sanguines — sont capables
de produire des espéces oxygénées radicalaires consti-
tuant des intermédiaires intervenant dans la biosyn-
thése des eicosanoides [1-3]. D’autre part, de
nombreuses pathologies sont associées a la production
de radicaux libres [4] : outre les dommages tissulaires
liés a I'ischémie, la phagocytose et le vicillissement
tissulaire, le processus inflammatoire occupe une
place privilégiée [5, 6]. Dans ce dernier cas, le méca-

*Correspondance et tirés a part

nisme d’action des radicaux libres est complexe ; on
leur attribue notamment un réle dans 1’augmentation
de la perméabilité vasculaire, la destruction de
cellules endothéliales ou I'inactivation de divers
systémes enzymatiques [7].

Ces observations justifient la préparation de molé-
cules a activité antiradicalaire. A ce titre, certains
dérivés du 2,6-di-tert-butylphénol récemment syn-
thétisés [8—11] représentent un nouveau type d’agents
anti-inflammatoires. C’est la raison pour laquelle nous
avons envisagé la synthése de nouveaux composés
appartenant a cette famille chimique et répondant a la
structure générale de la figure 1. Nous nous proposons
d’étudier leur comportement vis-a-vis des radicaux
libres et de rechercher leur activité anti-inflammatoire
éventuelle ainsi que leur capacité d’inhiber la fonction
plaquettaire.
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Chimie

Pour accéder a ce type de composés, on réalise une
réaction d’aldolisation-crotonisation entre une cétone
a groupement « méthyléne activé » (A) d’une part et
le 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldéhyde d’autre
part, en présence d’un catalyseur acide ou alcalin

(fig 2).
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Selon un mode opératoire voisin de celui que nous
avons précédemment décrit [12], nous avons utilisé
les cétones suivantes : la 2-thioxo-thiazolidin-4-one,
I'indan-1-one, l’indan-1,3-dione et la 3,4-dihydro-
(2H) naphtalén-1-one. Les composés synthétisés sont
regroupés dans le tableau 1.

Etude stéréochimique des composés 1,2 et 4

Pour préciser la configuration (Z ou £ du groupement
carbonylé par rapport au proton vinylique) de ces
composés, nous avons enregistré leurs spectres RMN
1H a 500 MHz, sur un appareil Bruker AMX 500 et
repéré les positions respectives des protons vinylique
et aromatique.

A titre comparatif, nous avons inclus dans cette
étude l’isomere Z de la 2-(2,5-diméthoxybenzyl-
idene)-3,4-dihydro-(2H) naphtalén-1-one 5 dont la
structure tridimensionnelle a été publiée par ailleurs
[13] (fig 3). Les résultats sont rassemblés dans le
tableau II.

Pour les composés 1, 4 et 5, on remarque que le
proton vinylique résonne a champ plus faible que les
protons aromatiques en ortho. Ce déblindage a déja
été observé pour les isomeéres Z de 5-aryl-méthyléne-
hydantoines [14], de 3-arylméthylénebenzofuranones
[15] et de 3-arylméthylénechromanones [16] et s’ex-
plique par I’effet anisotrope du groupement carbonylé.
La configuration de 5 étant connue (Z), il semble
logique d’attribuer la méme stéréochimie aux compo-
sés 1letd.

Tableau I. Inhibition du radical 1,1-diphényl-2-picryl-
hydrazyle (DPPH). Les résultats correspondent a la valeur
moyenne calculée pour trois expérimentations différentes.
CA : coefficient d’activité par rapport a ’acétate d’o-D-
tocophérol (acétate d’o-D-tocophérol/composé étudié).

Congentration pour 50%

N° des composés d‘inhibition CA
ug/100 ul uM
1 *
C(CHa)y
s 8
X _Z= eH ot 45 129 19
HN
o] C{CHg)s
o
C(CHg)s
©Q= m-QOH 45 129 49
s} C(CHa)s
3 %
o C(CHals

% CHQ oH 100 2759 23
[a]

C(CHg)y

C(CHa)g
Qoo | s .

Acétate d’'o-D-
tocophérol 300 6346 1

*Composés originaux.

Par contre, pour le dérivé 2, 1a résonance du proton
vinylique se produit & champ plus fort que celui des
protons aromatiques. De plus, la multiplicité de ce
signal (triplet, J = 2,1 Hz) suggére un couplage loin-
tain avec les protons méthyléniques, ce qui a été
confirmé par homodécouplage sélectif. Ces deux
constatations permettent de proposer une configura-
tion E pour ce composé.

Activités antiradicalaire et pharmacologique
L’activité antiradicalaire a été évaluée par résonance
paramagnétique électronique (RPE) vis-a-vis du radi-

0—CHg

CH,

Fig 3. Composé 5.




Tableau II. Déplacements chimiques [référence : TMS-
solvant (CD;),CO].

Composés H, Hy
1 7,79 {s) 7,61 (s*)
2 7,71 (t, ] = 2,1 Hz) 7,79 (s*)
4 7,92 (s) 7,54 (s%)
5 8,04 (s) 7,13 (m)

s* : deux singulets superposés

cal 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH), en solu-
tion dans I’éthanol. La figure 4 montre 1’effet du
composé 2 sur ce radical. On peut mettre en évidence
une corrélation entre la diminution de 1’intensité du
signal observé et la quantité de substance introduite.
De la méme facon, les autres dérivés étudiés piegent
le radical DPPH proportionnellement & leur concen-
tration. Le tableau I regroupe les concentrations res-
pectives entrainant 50% d’inhibition radicalaire
(fig 5). Les composés 1 a 4 apparaissent comme
meilleurs piégeurs du radical DPPH que 1’acétate d’o.-
D-tocophérol, utilis¢ comme substance de référence.
Les dérivés 1 et 2 ont notamment une activité prés de
50 fois supérieure a celle de I’acétate d’ a-D-tocophérol.

La trés faible solubilité dans 1’cau de ces composés
nous a empéché d’étudier leur effet vis-a-vis de radi-
caux libres oxygénés biologiques : radicaux hydro-
xyle, hydroperoxyde et superoxyde. Cependant,
devant l’importance de leur activité antiradicalaire
vis-a-vis du DPPH, il nous a semblé intéressant
d’étudier leur comportement dans deux cas particu-
liers ot interviennent les radicaux libres : I’agrégation
plaquettaire et le processus inflammatoire.

L’activité antiagrégante a été évaluée in vitro sur
des plaquettes humaines, vis-a-vis de trois agents
inducteurs de 1’agrégation : 1’acide arachidonique
(AA), le collagéne dilué et I’adénosine diphosphate
(ADP). L’examen du tableau III permet de remarquer
une hétérogénéité de I’activité antiagrégante en fonc-
tion de I’inducteur utilisé.

Dans le cas de I’AA et du collagéne, les différents
composés essayés entrainent une inhibition de 1’agré-
gation plaquettaire se produisant pour des domaines
de concentrations de 'ordre de 10+ M (les concen-
trations inhibitrices sont comprises entre 112 et
600 mM).

Par contre, les concentrations inhibant I’agrégation
a I’ADP sont de 10 a 20 fois inférieures aux précé-
dentes (12,5 mM < CI,, < 28 mM).

Dans nos conditions expérimentales, on peut remar-
quer pour I’aspirine une disparité comparable des Cls,

»

selon [’agent inducteur, conduisant a mettre en
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Fig 4. Spectres RPE du radical DPPH aprés._addition de 2,
5, 10, et 50 ug de 2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyli-
dene)-indan-1-one en solution dans 100 pl d’éthanol.

évidence des profils antiagrégants plaquettaires super-
posables pour les composés essayés et la substance de
référence.

En outre, I’inhibition de la synthése des prostaglan-
dines étant reconnue comme principal mécanisme
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Fig 5. Inhibition radicalaire du composé 2 : courbe dose-effet.

d’action des anti-inflammatoires non stéroidiens et
notamment de ’aspirine [17], la similitude des
comportements antiplaquettaires observée permet
donc d’envisager pour les dérivés testés un point
d’impact au niveau du métabolisme des prostaglan-
dines. Cette hypoth&se est en accord avec le méca-
nisme d’action proposé pour divers anti-inflamma-
toires a structure di-fert-butylphénolique doués de
propriétés antiradicalaires [8, 10, 11].

concentration

ng /100 pl

La détermination de I’activité anti-inflammatoire a
¢été réalisée en appréciant I’inhibition de 1’cedéme 2 la
carragénine chez le rat, comparativement a la phényl-
butazone. Les résultats sont regroupés dans le
tableau I'V. A la dose de 0,15 mM.kg-! par voie orale,
les quatre composés n’ont aucun effet significatif. Par
contre, a la dose de 0,50 mM-kg-1, ils exercent une
nette activité anti-inflammatoire. Le composé le plus
actif de la série (composé 1) provoque une inhibition
de I'cedéme proche de 60%. Les trois autres dérivés
manifestent une activité anti-inflammatoire modérée
(37-48% d’inhibition cedémateuse). Bien que moins
efficaces que la phénylbutazone, les composés prépa-
rés se sont par contre montrés dépourvus de toute
toxicité aigué dans nos conditions expérimentales.

Conclusion

Cette étude montre que les cétones di-fert-butyl
phénoliques synthétisées manifestent une nette acti-
vité antiradicalaire in vitro vis-a-vis du DPPH, supé-
rieure a celle de 1’o-D-tocophérol.

Cependant, il n’existe pas de proportionnalité entre
Pintensité de cette activité et le pouvoir anti-
inflammatoire in vivo qui demeure inférieur a celui de
la phénylbutazone.

Tableau III. Inhibition de 1’agrégation plaquettaire dans les plaquettes humaines*. CA : coefficient d’activité par rapport a

I’aspirine : aspirine/composé étudié ; voir [18].

Acide arachidonique Collagéne Adénosine diphosphate
N° des CIClyo CA Cly CA Cl™* CA

COMPpOSés (% Yy @

1 360-500 1-1,2 165 27 15,5 2

2 120-150 35 112 4 14,8 21

3 450-600 0,81 375 1,2 28 1,1

4 120-150 35 118 38 12,5 25
Aspirine 360-600 1 450 1 31,1 1

*Les résultats correspondent a la valeur moyenne calculée pour trois expérimentations différentes.
**Inhibition de la libération d’ADP endogéne plaquettaire (2¢ vague d’agrégation).



Tableau IV. Activité anti-inflammatoire et essai de toxicité.
L’analyse statistique des résultats a été effectuée selon le
test £ de Student.

Essai de toxicité Pourcentage d'inhibition desl'cedéme 4 la
carragénine par rapport aux témoins
N° des composés
dose en mM. kg
(et en mg.kg-1) 0,15 mM.kg! 0,50 mM.kg-!
1 DL 0>5,7 (2000) 13 57%
2 DL 0>5,7 (2000} -10 48*
3 DL 0 >5,5 (2000) -14 44
4 DL 05,5 (2000) 7 37*
Phénylbutazone 55% 73"

*Différence significative (P < 0,001) par rapport a la valeur
du témoin.

Les résultats de 1’activité antiagrégante plaquettaire
suggerent que le mode d’action de ces dérivés pourrait
se situer au niveau des especes radicalaires interve-
nant dans la biosynthése des prostaglandines.

Le manque d’information sur I’activité de ces molé-
cules vis-a-vis des radicaux oxygénés biologiques
incite a retoucher leur structure afin de leur conférer
une meilleure hydrosolubilité.

Protocoles expérimentaux
Méthodes chimiques

Les points de fusion, non corrigés, ont été déterminés sur banc
de Kofler. Les analyses élémentaires (C, H, N) ont été effec-
tuées par le Service Central de Microanalyse du CNRS de
Vernaison (Rhéne) et ont donné des résultats conformes aux
normes habituelles. Les spectres IR ont été réalisé€s en disper-
sion dans le bromure de potassium, au moyen d’un spectropho-
tometre Beckman Aculab 1. Les spectres RMN 1H ont été enre-
gistrés en solution dans le diméthylsulfoxyde deutérié sur un
appareil Varian EM 360 L émettant 2 60 MHz. Les déplace-
ments chimiques sont exprimés en ppm par rapport au TMS,
utilisé comme référence interne (les abréviations utilisées sont
les suivantes : s, singulet ; s*, singulets superposés ; m, massif).

5-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidéne)(2-thioxo-thiazoli-
din-4-one) 1 Méthode A

Dans un réacteur de 250 ml, on met en suspension 1,33 g
(0,01 mol) de 2-thioxo-thiazolidin-4-one et 2,35 g (0,01 mol)
de 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldéhyde dans 50 ml d’étha-
nol. On ajoute goutte a goutte sous agitation 0,5 ml d’une solu-
tion aqueuse d’hydroxyde de sodium a 50%. Le milieu réac-
tionnel est porté au reflux pendant 4 h, puis laissé 24 h a tempé-

555

rature ambiante, 4 ’obscurité. Le mélange est versé dans
200 ml d’eau froide et neutralisé avec de 1’acide chlorhydrique
dilué au demi. On recueille un précipité jaune qui est lavé
abondamment & ’eau, puis purifié par passage sur colonne de
silice (silice 60 : 70-230 mesh ASTM) ; éluant : dichloromé-
thane-acétate d’éthyle (70/30). Apres évaporation du solvant
sous vide, une recristallisation dans le cyclohexane conduit a
0,98 g de cristaux jaune vif (Rdt = 29%). F = 225°C ;
CsH,;NO,S, ; PM = 349,52 ; IR (KBr) cm~! : 3600 (v OH) ;
3140 (v NH) ; 1690 (v C=0j) ; 1570 (v C=C) ; 1190 (v C=5) ;
RMN (DMSO-d6) & : 1,43 (s*, 18H, 2C(CH,)3) ; 7,36 (s, 2H,
CH aromatiques) ; 7,60 (s, 1H, C=CH) ; 7,83 (s, 1H, -OH) ;
13,60 (s, 1H, -NH).

2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidéne)indan-1-one 2
Méthode B

Dans un mélange de 2,35 g (0,01 mol) de 3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxybenzaldéhyde, 1,32 g (0,01 mol) d’indan-1-one et 50
ml d’acide acétique cristallisable, on introduit goutte & goutte
1 ml d’acide sulfurique concentré. Le milieu est maintenu sous
agitation pendant 3 h, a température ambiante, puis laissé a
I’obscurité pendant 48 h. Le précipité formé est lavé a I'eau
jusqu’a neutralité, puis recristallisé dans ’heptane. On obtient
2,40 g de fines aiguilles jaune paille (Rdt = 69%). F =
156-157°C; Cy,H,30, ; PM = 348,49 ; IR (KBr) cm-! : 3500 (v
OH) ; 1685 (v C=0) ; 1610 (v C=C) ; RMN (DMSO-d6) & :
1,46 (s*, 18H, 2C(CH,;);) ; 4,03 (signal élargi, 2H, -CH,-) ;
7,43 4 7,90 (m, 7H, CH éthylénique et aromatiques) ; signal
OH non repérable.

2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidéne)-indan-1,3-dione 3

A partir de 1,46 g (0,01 mol) d’indan-1,3 dione on obtient,
selon la méthode B, un précipité qui, aprés purification par
chromatographie sur colonne de silice (éluant : dichloro-
méthane) et par recristallisation dans ’heptane, conduit &
2,71 g de cristaux jaune orangé (Rdt = 75%). F = 158-9°C ;
CHy60; ;: PM = 362,47 ; IR (KBr) cm~? : 3520 (v OH) ; 1725
et 1680 (v C=0) ; 1610 (v C=C) ; RMN (DMSO-d6) & : 1,46
(s*, 18H, 2C(CH,),) ; 7,70 a 8,50 (m, 7H, CH éthylénique et
aromatiques) ; signal OH non repérable.

2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene)-3,4-dihydro-
(2H)naphtalén-1-one 4

A partir de 1,33 ml (0,01 mol) de 3,4-dihydro-(2H) naphtalén-
1-one, fraichement distillée, on obtient, selon la méthode B, un
précipité qui, apres deux recristallisations dans 1’heptane, puis
I’éthanol, conduit & un produit se présentant sous deux formes
polymorphes donnant des spectres RMN strictement iden-
tiques : 'une fondant a 136°C (cristaux blancs), 'autre a
150°C (cristaux jaunes). Par simple chauffage du mélange on
obtient uniquement la forme stable (F = 150°C), seule retenue
dans notre étude (Rdt = 22%). F = 150°C ; C,sH;,0, ; PM =
362,51 ; IR (KBr) cm! : 3490 (v OH) ; 1660 (v C=0); 1600 (v
C=C) ; RMN (DMSO-d6) 6 : 1,60 (s*, 18H, 2C(CH,)3) ; 2,90 4
3,43 (m, 4H, CH,) ; 7,20 a 8,13 (m, 7H, CH é&thylénique et
aromatiques) ; signal OH non repérable.

Méthodes pour I' évaluation de I activité antiradicalaire et de
I’ activité pharmacologique

Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical 1,1-diphényl-2-
picryl-hydrazyle (DPPH)

La méthode utilisée est celle de Uchida er al {19], I’étude des
radicaux libres étant réalisée par résonance paramagnétique
électronique (RPE).
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A 100 ul d’une solution éthanolique de DPPH (Sigma-90%)
150 mM, on ajoute 100 pl de solution dans 1’éthanol du
composé essayé, de concentration variable. Aprés homogénéi-
sation par agitation pendant 10 s, la solution est placée dans
une cellule de 200 pl. Exactement 60 s plus tard, le spectre de
la structure hyperfine du radical DPPH est enregistré 4 1’aide
d’un spectromeétre Varian E 109, travaillant en bande X
(9,5 GHz). Les conditions expérimentales pour ["ensemble des
spectres étudiés sont toujours les suivantes : champ magnétique
3400 Gauss, puissance 6 mW, réponse 0,250 s, modulation 4
Gauss, amplitude 2,5 104, temps de balayage 2 min, tempéra-
ture ambiante.

Pour chaque concentration du composé essayé, on calcule
Iactivité antiradicalaire d’aprés la relation :

7=_1004
h[
oil [ = pourcentage d’inhibition du radical DPPH ; A, = hauteur
maximale du signal obtenu avec le témoin (contenant 100 pl
d’éthanol pur) ; Ay = hauteur maximale du signal obtenu avec
le composé essayé.

Pour chaque produit, on établit une courbe d’activité en
fonction de la dose, en portant sur un graphique : en abscisse,
le logarithme de la concentration finale dans le milieu d’étude,
exprimée en UM ; en ordonnée, le pourcentage d’inhibition
radicalaire. De chaque courbe est déduite la concentration
entrainant 50% d’inhibition radicalaire (UM). Dans les mémes
conditions opératoires, nous avons essayé comme substance de
référence, 'acétate de 1’0-D tocophérol, connu pour ses
propriétés antiradicalaires vis-a-vis du DPPH [20].

Activité antiagrégante plaquetiaire

Le protocole expérimental est décrit dans une de nos publica-
tions précédentes [21]. On utilise la méthode néphélométrique
de Born et Cross [22].

Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée selon la méthode de
Winter et al [23] sur I’cedéme de la patte du rat induit par
I’injection locale de carragénine. Les produits étudiés ont été
administrés par voie orale en suspension dans une préparation
de carboxyméthylcellulose (CMC) 2 0,5% a des groupes de 4 a
6 rats (Wistar femelles de 150 g en moyenne) mis a jeun la
veille. Une heure plus tard, une suspension de carragénine a
1% dans une solution de chlorure de sodium a 9%o a €té injec-
tée dans le coussinet plantaire de la patte arridre droite des
animaux (0,05 ml/rat). La réaction cedémateuse a été mesurée
3 h apres 'injection de carragénine, par pléthysmographie, au
moyen d’un appareil APELAB. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’inhibition par comparaison avec un groupe
d’animaux témoins (CMC 0,5%).

Toxicité

Les composés étudiés, mis en suspension dans une préparation
de carboxyméthylcellulose a 0,5%, ont été administrés par voie
orale (10 ml-kg-1) a des groupes de deux rats (Wistar femelles
de 150 g environ) mis & jeun la veille. A la dose maximale
administrable de 2000 mg-kg-1, les dérivés 1 a 4 ont été bien

tolérés. Les traitements n’ont modifié ni ’aspect, ni le compor-
tement des animaux. En outre, ils n’ont pas provoqué 1’appari-
tion de signes de toxicité.
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