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RCsumC - Quelques (3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene) cyclanones ont CtC preparees et soumises au test de l’aedbme de la 
patte de rat induit par la carragenine en vue de rechercher l’activite anti-inflammatoire. Les composes CtudiCs se sont r&Cl& legbre- 
ment moins actifs que la phenylbutazone. La recherche de l’activite antiagregante plaquettaire realisee in vitro sur des plaquettes 
humaines a montre, pour ces derives, un profil inhibiteur comparable a celui de l’aspirine. Une etude par spectrometrie de resonance 
paramagnetique Clectronique a permis de mettre en evidence une activite 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-hydro~benzylidene) cyclanones were synthesized and evaluated for anti-injlammatory 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 ,I -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 generation de radicaux libres fait partie du deroule- 
ment normal d’un grand nombre de processus biolo- 
giques. Ainsi a l’etat physiologique, certaines cellules 
- notamment les plaquettes sanguines - sont capables 
de produire des especes oxygenees radicalaires consti- 
tuant des intermediaires intervenant dans la biosyn- 
these des eicosano’ides [l-3]. D’autre part, de 
nombreuses pathologies sont associees a la production 
de radicaux libres [4] : outre les dommages tissulaires 
lies a l’ischemie, la phagocytose et le vieillissement 
tissulaire, le processus inflammatoire occupe une 
place privilegiee [5, 61. Dans ce demier cas, le meca- 

Torrespondance et tires a part 

nisme d’action des radicaux libres est complexe ; on 
leur attribue notamment un role dans l’augmentation 
de la permeabilite vasculaire, la destruction de 
cellules endotheliales ou l’inactivation de divers 
systemes enzymatiques [7]. 

Ces observations justifient la preparation de mole- 
cules a activite antiradicalaire. A ce titre, certains 
derives du 2,6-di-tert-butylphenol recemment syn- 
thetises [8-l l] representent un nouveau type d’agents 
anti-inflammatoires. C’est la raison pour laquelle nous 
avons envisage la synthese de nouveaux composes 
appartenant a cette famille chimique et repondant a la 
structure g&r&-ale de la figure 1. Nous nous proposons 
d’etudier leur comportement vis-a-vis des radicaux 
libres et de rechercher leur activite anti-inflammatoire 
Cventuelle ainsi que leur capacite d’inhiber la fonction 
plaquettaire. 
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Fig 1. 

Chimie 

Pour acceder a ce type de composes, on realise une 
reaction d’aldolisation-crotonisation entre une &one 
a groupement << methylene active >> (A) d’une part et 
le 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehyde d’autre 
part, en presence d’un catalyseur acide ou alcalin 
033 2). 

Fig 2. 

Selon un mode operatoire voisin de celui que nous 
avons preddemment decrit [ 121, nous avons utilise 
les c&ones suivantes : la 2-thioxo-thiazolidin-4-one, 
l’indan- 1 -one, l’indan- 1,3-dione et la 3,4-dihydro- 
(2H) naphtalen- 1 -one. Les composes synthetises sont 
regroup& dans le tableau I. 

l&de stkrkochimique des composks 1,2 et 4 

Pour preciser la configuration (Z ou E du groupement 
carbonyle par rapport au proton vinylique) de ces 
composes, nous avons enregistre leurs spectres RMN 
iH a 500 MHz, sur un appareil Bruker AMX 500 et 
rep&C les positions respectives des protons vinylique 
et aromatique. 

A titre comparatif, nous avons inclus dans cette 
etude l’isomere Z de la 2-(2,5-dimethoxybenzyl- 
id&ne)-3,4-dihydro-(2H) naphtalen-l-one 5 dont la 
structure tridimensionnelle a CtC publiee par ailleurs 
[13] (fig 3). Les resultats sont rassembles dans le 
tableau II. 

Pour les composes 1, 4 et 5, on remarque que le 
proton vinylique resonne a champ plus faible que les 
protons aromatiques en ortho. Ce deblindage a deja 
Cte observe pour les isomeres Z de 5-aryl-methylene- 
hydantomes [ 141, de 3-arylmethylenebenzofuranones 
[15] et de 3-arylmCthylenechromanones [16] et s’ex- 
plique par l’effet anisotrope du groupement carbonyle. 
La configuration de 5 &ant connue (Z), il semble 
logique d’attribuer la meme stereochimie aux compo- 
SCS 1 et 4. 

Tableau I. Inhibition du radical 1,l -diphCnyl-2-picryl- 
hydrazyle (DPPH). Les resultats correspondent B la valeur 
moyenne calculCe pour trois expkrimentations diffkrentes. 
CA : coefficient d’activitk par rapport ?I l’acktate d’a-D- 
tocophCro1 (a&ate d’a-D-tocoph&ol/composC CtudiC). 

Concentration pour 50% 
N” des compos& d’inhibition CA 

L%mJ i*1 FM 

* 

ml 2759 x.3 
0 CVhk 

83 235 27 

Acetate d’a-D- 
tocoph&ol 303 6346 1 

*Compods originaux. 

Par contre, pour le derive 2, la resonance du proton 
vinylique se produit a champ plus fort que celui des 
protons aromatiques. De plus, la multiplicite de ce 
signal (triplet, J = 2,l Hz) suggere un couplage loin- 
tain avec les protons methyleniques, ce qui a 6te 
confirme par homodecouplage selectif. Ces deux 
constatations permettent de proposer une configura- 
tion E pour ce compose. 

Activitks antiradicalaire et pharmacologique 

L’activite antiradicalaire a CtC &al&e par resonance 
paramagnetique Clectronique (RPE) vis-a-vis du radi- 

g-CH3 

Fig 3. ComposC 5. 
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Tableau II. DCplacements chimiques [reference : TMS- 
solvant (CD&CO]. 

0 Ha Ho 

cal 1,l -diphCnyl-2-picryl-hydrazyle (DPPH), en solu- 
tion dans l’ethanol. La figure 4 montre l’effet du 
compose 2 sur ce radical. On peut mettre en evidence 
une correlation entre la diminution de l’intensite du 
signal observe et la quantite de substance introduite. 
De la mtme faGon, les autres derives CtudiCs pi&gent 
le radical DPPH proportionnellement a leur concen- 
tration. Le tableau I regroupe les concentrations res- 
pectives entrainant 50% d’inhibition radicalaire 
(fig 5). Les composes 1 a 4 apparaissent comme 
meilleurs piegeurs du radical DPPH que l’acetate d’a- 
D-tocopherol, utilise comme substance de reference. 
Les derives 1 et 2 ont notamment une activite p&s de 
50 fois superieure a celle de l’adtate d’a-D-tocopherol. 

La tres faible solubilite dans l’eau de ces composes 
nous a empCch6 d’etudier leur effet vis-a-vis de radi- 
caux libres oxygen& biologiques : radicaux hydro- 
xyle, hydroperoxyde et superoxyde. Cependant, 
devant l’importance de leur activite antiradicalaire 
vis-a-vis du DPPH, il nous a semble interessant 
d’etudier leur comportement dans deux cas particu- 
liers ou interviennent les radicaux libres : l’agregation 
plaquettaire et le processus inflammatoire. 

L’activite antiagregante a CtC CvaluCe in vitro sur 
des plaquettes humaines, vis-a-vis de trois agents 
inducteurs de l’agregation : l’acide arachidonique 
(AA), le collagene dilue et l’adenosine diphosphate 
(ADP). L’examen du tableau III permet de remarquer 
une heterogeneite de l’activite antiagregante en fonc- 
tion de l’inducteur utilise. 

Dans le cas de I’AA et du collagene, les differents 
composes essay& entrainent une inhibition de I’agrC- 
gation plaquettaire se produisant pour des domaines 
de concentrations de l’ordre de lo” M (les concen- 
trations inhibitrices sont comprises entre 112 et 
600 mM). 

Par contre, les concentrations inhibant l’agregation 
a I’ADP sont de 10 a 20 fois inferieures aux prece- 
dentes (12,5 mM < CI,, < 28 mM). 

Dans nos conditions experimentales, on peut remar- 
quer pour l’aspirine une disparite comparable des CI50, 
selon l’agent inducteur, conduisant a mettre en 

t 
I hx 

) hx 

Fig 4. Spectres RPE du radical DPPH apr&s.addition de 2, 
5, 10, et 50 ug de 2-(3,5-di-tee-butyl-4-hydroxybenzyli- 
dene)-indan-l-one en solution dam 100 ul d’ethanol. 

evidence des profils antiagregants plaquettaires super- 
posables pour les composes essay& et la substance de 
reference. 

En outre, l’inhibition de la synthese des prostaglan- 
dines &ant reconnue comme principal mecanisme 
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inhibition % 
100 

concentration 
, I I I 

1 4.5 10 100 200 1100 pg pl 

Fig 5. Inhibition radicalaire du compose 2 : courbe dose-effet. 

d’action des anti-inflammatoires non stero’idiens et 
notamment de l’aspirine [ 171, la similitude des 
comportements antiplaquettaires observee permet 
done d’envisager pour les derives testes un point 
d’impact au niveau du metabolisme des prostaglan- 
dines. Cette hypothese est en accord avec le meca- 
nisme d’action propose pour divers anti-inflamma- 
toires a structure di-tert-butylphenolique dot&s de 
proprietes antiradicalaires [S, 10, 111. 

La determination de l’activite anti-infhunmatoire a 
CtC real&e en appreciant l’inhibition de l’mdeme a la 
carragenine chez le rat, comparativement a la phtnyl- 
butazone. Les resultats sont regroup& dans le 
tableau IV. A la dose de 0,15 mM.kg-1 par voie orale, 
les quatre composes n’ont aucun effet significatif. Par 
corm-e, a la dose de 0,50 mM.kg-1, ils exercent une 
nette activite anti-inflammatoire. Le compose le plus 
actif de la s&e (compose 1) provoque une inhibition 
de l’cedeme proche de 60%. Les trois autres derives 
manifestent une activite anti-inflammatoire mod&e 
(3748% d’inhibition cedemateuse). Bien que moins 
efficaces que la phenylbutazone, les composes prepa- 
res se sont par contre montres depourvus de toute 
toxicite aigue dans nos conditions experimentales. 

Conclusion 

Cette etude montre que les &ones di-tert-butyl 
phenoliques synthetisees manifestent une nette acti- 
vite antiradicalaire in vitro vis-a-vis du DPPH, sup& 
rieure a celle de l’a-D-tocopherol. 

Cependant, il n’existe pas de proportionnalite entre 
l’intensite de cette activite et le pouvoir anti- 
inflammatoire in vivo qui demeure inferieur a celui de 
la phenylbutazone. 

Tableau III. Inhibition de l’agregation plaquettaire dam les plaquettes humaines 
l’aspirine : aspirine/compod Ctudie ; voir [ 181. 

*. CA : coefficient d’activite par rapport a 

Acide arachidonique CollagPne Adenosine diphosphate 

N” des ~~lcc CA cku CA c150** CA 
compok (M (!JW w 

1 360-500 l-12 165 2,7 15,5 2 

2 120-150 3-5 112 4 14,8 21 

3 450-600 0,8-l 375 12 28 L1 

4 120-150 3-5 118 3,8 12,5 23 

Aspirine 360-600 1 450. 1 31,l 1 

*Les resultats correspondent a la valeur moyenne calculee pour trois experimentations differentes. 
**Inhibition de la liberation d’ADP endogene plaquettaire (2e vague d’agregation). 



Tableau IV. ActivitC anti-inflammatoire et essai de toxicite. 
L’analyse statistique des resultats a CtC effectuee selon le 
test t de Student. 

N” des compos& 

Essai de toxicit 

dose en mM. kg’ 
(et en mg.kg-‘) 

DL 0 >5,7 (2000) 

DL 0 >5,7 (2000) 

DL 0 >5,5 (2000) 

DL 0 >5,5 (2000) 

Pourcentage d’inhibition de-l’rzd&e A la 
carraghine par rapport aux t&mains 

0,15 mM.kg’ 0,50 mM.kg-’ 

Ph.6nylbutazone 

*Difference significative (P < 0,001) par rapport B la valeur 
du temoin. 

Les resultats de l’activite antiagregante plaquettaire 
suggerent que le mode d’action de ces derives pourrait 
se situer au niveau des especes radicalaires interve- 
nant dans la biosynthese des prostaglandines. 

Le manque d’information sur l’activid de ces mole- 
cules vis-a-vis des radicaux oxygen& biologiques 
incite a retoucher leur structure afin de leur conferer 
une meilleure hydrosolubilite. 

2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylid&te)-indan-l,3-dione 3 
A partir de 1,46 g (0,Ol mol) d’indan-1,3 dione on obtient, 
selon la methode B, un precipite qui, aprbs purification par 
chromatographie sur colonne de silice (Cluaut : dichloro- 
methane) et par recristallisation dans l’heptane, conduit a 
2,71 g de cristaux jaune orange (Rdt = 75%). F = 158-9°C ; 
C,HZ60, ; PM = 362,47 ; IR (KBr) cm-1 : 3520 (v OH) ; 1725 
et 1680 (v C=O) ; 1610 (v C=C) ; RMN (DMSO-d6) 6 : 1,46 
(s*, 18H, 2C(CH,),) ; 7,70 a 8,50 (m, 7H, CH Cthylenique et 
aromatiques) ; signal OH non rep&able. 

Protocoles expkrimentaux 

Me’thodes chimiques 

Les points de fusion, non corriges, ont et& determines sur bane 
de Kbfler. Les analyses elementaires (C, H, N) ont CtC effec- 
t&es par le Service Central de Microanalyse du CNRS de 
Vemaison (Rhone) et ont don& des resultats conformes aux 
normes habituelles. Les spectres IR ont CtC realises en disper- 
sion dans le bromure de potassium, au moyen d’un spectropho- 
tom&e Beckman Aculab 1. Les spectres RMN tH ont Cte enre- 
gist&s en solution dans le dimethylsulfoxyde deuterie sur un 
appareil Varian EM 360 L Cmettant B 60 MHz. Les deplace- 
ments chimiques sont exprimes en ppm par rapport au TMS, 
utilise comme reference inteme (les abreviations utilisees sont 
les suivautes : s, singulet ; s*, singulets superposes ; m, massif). 

2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyliddne~-3,4-dihydro- 
~2H)naphtal&n-I -one 4 
A partir de 1,33 ml (0,Ol mol) de 3,4-dihydro-(2H) naphtalen- 
l-one, fraichement distillee, on obtient, selon la methode B, un 
precipite qui, apres deux recristallisations dans l’heptane, puis 
l’cthanol, conduit a un produit se presentant sous deux formes 
polymorphes donnant des spectres RMN strictement iden- 
tiques : l’une fondant a 136°C (cristaux blancs), l’autre a 
150°C (cristaux jaunes). Par simple chauffage du melange on 
obtient uniquement la forme stable (F = 15O”C), seule retenue 
dans notre etude (Rdt = 22%). F = 150°C ; C,,H,,O, ; PM = 
362,51 ; IR (KBr) cm-1 : 3490 (v OH) ; 1660 (v C=O); 1600 (v 
C=C) ; RMN (DMSO-d6) F : 1,60 (s*, 18H, 2C(CH,),) ; 2,90 a 
3,43 (m, 4H, CH,) ; 7,20 a 8,13 (m, 7H, CH Cthyltnique et 
aromatiques) ; signal OH non rep&able. 

5-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylid~ne)(2-thioxo-thiazoli- Me’thodes pour l’e’valuation de l’activite’ antiradicalaire et de 
din4-one) 1 Me’thode A l’activite’pharrnacologique 
Dans un reacteur de 250 ml, on met en suspension 1,33 g 
(0,Ol mol) de 2-thioxo-thiazolidin-4-one et 2,35 g (0,Ol mol) 
de 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehyde dans 50 ml d’etha- 
nol. On ajoute goutte a goutte sous agitation 0,5 ml d’une solu- 
tion aqueuse d’hydroxyde de sodium a 50%. Le milieu reac- 
tionnel est porte au reflux pendant 4 h, puis laisse 24 h a tempe- 

Activite’ antiradicalaire vis-a-vis du radical I ,I -diphe’nyl-Z- 
picryl-hydrazyle (DPPH) 
La methode utilisee est celle de Uchida et al [19], l’etude des 
radicaux libres &ant realisee par resonance paramagnetique 
Clectronique (RPE). 
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rature ambiante, a l’obscurite. Le melange est verse dans 
200 ml d’eau froide et neutralis? avec de l’acide chlorhydrique 
dilue au demi. On recueille un precipite jaune qui est lave 
abondamment a l’eau, puis purifie par passage sur colonne de 
silice (silice 60 : 70-230 mesh ASTM) ; Cluant : dichlorome- 
thane-acetate d’ethyle (70/30). Apres evaporation du solvant 
sous vide, une recristallisation dans le cyclohexane conduit a 
0,98 g de cristaux jaune vif (Rdt = 29%). F = 225°C ; 
C,,H,,NO,& ; PM = 349,52 ; IR (KBr) cm-1 : 3600 (v OH) ; 
3 140 (v NH) ; 1690 (v C=O) ; 1570 (v C=C) ; 1190 (v C=S) ; 
RMN (DMSO-d6) 6 : 1,43 (s*, 18H, 2C(CH,),) ; 7,36 (s, 2H, 
CH aromatiques) ; 7,60 (s, lH, C=CH) ; 7,X3 (s, lH, -OH) ; 
13,60 (s, lH, -NH). 

2-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidt?ne)indan-l -one 2 
Me’thode B 
Dans un melange de 2,35 g (0,Ol mol) de 3,5-di-tert-butyl-4- 
hydroxybenzaldehyde, 1,32 g (0,Ol mol) d’indan-l-one et 50 
ml d’acide acetique cristallisable, on introduit goutte a goutte 
1 ml d’acide sulfurique concentre. Le milieu est maintenu sous 
agitation pendant 3 h, a temperature ambiante, puis laisst a 
l’obscurite pendant 48 h. Le precipite forme est lave a l’eau 
jusqu’a neutralite, puis recristallise dans l’heptane. On obtient 
2,40 g de fines aiguilles jaune paille (Rdt = 69%). F = 
156-157°C; C,,H,,O, ; PM = 348,49 ; IR (KBr) cm-t : 3500 (v 
OH) ; 1685 (v C=O) ; 1610 (v C=C) ; RMN (DMSO-d6) 6 : 
I,46 (s*, ISH, 2C(CH,),) ; 4,03 (signal Clargi, 2H, -CH,-) ; 
7,43 a 7,90 (m, 7H, CH Cthylenique et aromatiques) ; signal 
OH non rep&able. 
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A 100 ~1 d’une solution Bthanolique de DPPH (Sigma-90%) 
150 mM, on ajoute 100 pl de solution dans l’ethanol du 
compose essay& de concentration variable. Apres homogenei- 
sation par agitation pendant 10 s, la solution est placee dans 
une cellule de 200 ~1. Exactement 60 s plus tard, le spectre de 
la structure hyperfine du radical DPPH est emegistre a l’aide 
d’un spectrometre Varian E 109, travaillant en bande X 
(9,5 GHz). Les conditions experimentales pour l’ensemble des 
spectres Ctudies sont toujours les suivantes : champ magnetique 
3400 Gauss, puissance 6 mW, reponse 0,250 s, modulation 4 
Gauss, amplitude 2,5 104, temps de balayage 2 min, tempera- 
ture ambiante. 

Pour chaque concentration du compose essay& on calcule 
l’activite antiradicalaire d’apres la relation : 

oh I = pourcentage d’inhibition du radical DPPH ; h, = hauteur 
maximale du signal obtenu avec le temoin (contenant 100 ~1 
d’ethanol pur) ; hx = hauteur maximale du signal obtenu avec 
le compose essay& 

Pour chaque produit, on Ctablit une courbe d’activite en 
fonction de ia dose, en portant sur un graphique : en abscisse, 
le loearithme de la concentration finale dans le milieu d’etude. 
expgmee en uM ; en ordonnee, le pourcentage d’inhibition 
radicalaire. De chaque courbe est deduite la- concentration 
entramant 50% d’inhibition radicalaire (uM). Dans les m6mes 
conditions operatoires, nous avons essayi comme substance de 
reference, l’acetate de l’a-D tocopherol, connu pour ses 
proprietes antiradicalaires vis-a-vis du DPPH [20]. 

Activite’ antiagre’gante plaquettaire 

Le protocole experimental est d&it dam une de nos publica- 
tions precedentes [21]. On utilise la methode nephelomttrique 
de Born et Cross [22]. 

Activite’ anti-injlammatoire 

L’activite anti-inflammatoire a CtC CvaluCe selon la methode de 
Winter et al [23] sur l’cedeme de la patte du rat induit par 
l’injection locale de carragenine. Les produits CtudiCs ont Cte 
administres par voie orale en suspension dans une preparation 
de ca.rboxymCthylcellulose (CMC) a 05% a des groupes de 4 a 
6 rats (Wistar femelles de 150 g en moyerme) mis a jeun la 
veille. Une heure plus tard, une suspension de carragenine a 
1% dans une solution de chlorure de sodium a 9%0 a CtC injec- 
tee dans le coussinet plantaire de la patte arriere droite des 
animaux (0,05 ml/rat). La reaction cedemateuse a Btb mesuree 
3 h apres I’injection de carragenine, par plethysmographie, au 
moyen d’un appareil APELAB. Les resultats sont exprimes en 
pourcentage d’inhibition par comparaison avec un groupe 
d’animaux temoins (CMC 0,5%). 

Toxicite’ 

Les composes CtudiCs, mis en suspension dam une preparation 
de carboxymethylcellulose a 0,5%, ont tte administres par voie 
orale (10 ml-kg-i) a des groupes de deux rats (Wistar femelles 
de 150 g environ) mis a jeun la veille. A la dose maximale 
administrable de 2000 mgkg-1, les derives 1 a 4 ont Cd bien 

toleres. Les traitements n’ont modifie ni l’aspect, ni le compor- 
tement des animaux. En outre, ils n’ont pas provoque l’appari- 
tion de signes de toxicite. 
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