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Le captopril est un inhibiteur de I'enzyme de conversion qui est utilisé
comme antihypertenseur.

1i est le chef de file de sa classe thérapeutique et il posséde la particularité
d’étre le seul a avoir une fonction thiol (SH) dans sa structure. Ceci est
important car cette fonction thiol confére & d’autres molécules la possédant une
activité antiradicalaire.

Les radicaux libres constituent 4 P’heure actuelle un des principaux
thémes de recherche en pathologie humaine, on connait en effet depuis
longtemps les effets cellulaires toxiques des radicaux libres, particuliérement des
radicaux libres oxygénés.

Nous nous interressons surtout aux radicaux libres oxygénés produit lors
de la reperfusion brutale du tissu cardiaque, qui sont responsables de la nécrose
de ce tissu lors d’un infarctus du myocarde.

Nous allons essayer de démontrer que le captopril, en plus de son effet sur
la tension artérielle, joue un effet protecteur par sa fonction thiol contre les
radicaux libres. |

Pour vérifier que ¢’est bien cette fonction thiol qui est responsable de cet
effet, nous allons la méthyler en faisant une catalyse par transfert de phase. Puis
nous allons comparer I'effet antiradicalaire du captopril et du captopril méthylé.

L’effet antiradicalaire sera évalué par résonance paramagnétique
électronique , méthode de détection qui permet de mettre en évidence les
radicaux libres oxygénés.

Nous utiliserons deux méthodes différentes de détection, le spin-trap et le
spin-label.

Enfin, nous comparerons I’effet antiradicalaire du captopril et du captopril

méthylé sur sa fonction thiol par rapport 4 la référence de chaque méthode.
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LE CAPTOPRIL




18

I/ INTRODUCTION : GENERALITES SUR LE CAPTOPRIL.

Le captopril est un médicament antihypertenseur, il fait partie de la famille
des inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC).

I-1 D.C.L:
Captopril

I-2 Nem scientifique :
1-(D-3-Mercapto-2-Méthyl-1-oxopropyl)-L-proline (8,S)

ou

Acide-1-(3-mercapto-2-méthyl propionyl) pyrrolidine-2 carboxylique.

I-3 Formule développée :

CoHisNO3S
0
HS CH ”
— 2'—‘|3H—C—N COOH
CH,

1-4 Masse moléculaire :
Mr=21728

I-5 Structure :
(D

HS “n,' CH,
\/<[(NC )
O
CO,H

captopril
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1-6 Caractéristiques physico-chimiques :

1-6-1 Caractéres :

Le captopril se présente sous forme d’une poudre cristalline, blanche &

sensiblement blanche, d’odeur soufrée.

1-6-2 Solubilité :

Le captopril est soluble dans le méthanol, I’éthanol et I’eau.

La solubilité dans I’eau est de 150 mg/ml.

Hl est assez soluble dans le chloroforme et Iacétate d’éthyle.
Le coefficient de partage octanol/eau (tampon phosphate, pH 7) est de 1,7.
pKa=3,7/9,8.

1-6-3 Pouvoir rotatoire spécifique :

fa] = -128° % 5°; Ce pouvotr rotatoire est déterminé en solution a raison de

1g de captopril pour 100 m] d’éthanol absolu.

1-6-4 Spectre LR. :

Les absorptions les plus caractéristiques sont celles des carbonyles a

1640 cm-1 pour les carboxamides.

1-6-5 Spectre RRM.N. :

On observe un doublet a champ fort dii au méthyle, et un signal complexe
vers 4,6 p.p.m. correspondant au C(2)-H de la proline. Les signaux faiblement

intenses sont ceux du rotamére minornitaire (1).

O\
N
:fi 2
R -
H CO
CH, H
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I-6-6 Spectre de masse :

L’ion 4 m/z = 70 est présent sur le spectre, il correspond & la proline (1).

1-6-7 1dentification :

Le captopril est identifié par son spectre d’absorption dans I'infra-rouge,

ainst que par son pouvolr rotatoire spécifique.

1-6-8 Dosage :

Généralement, le captopril est dosé par alcalimétrie grice a la présence de
Pacide carboxylique.

Le captopril peut aussi étre dosé griace 4 sa fonction thiol en utilisant son
pouvoir réducteur (réaction colorée d” ELLMAN), ou par formation d’un dérivé S -
nitroso (réaction de BRATTON-MARSALL).

Dans les milieux biologiques, le captopril est instable, et sa fonction thiol
doit étre protégée par dérivation : il peut alors y étre détecté ou dosé par des

méthodes spectrométniques classiques.

1-6-9 Point de fusion :

Le point de fusion du captopril est de 103-104° (Ondetti, Cushman).

Le captopril est considéré comme un polymorphe.
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I-7 Classification :

Le captopril est un médicament antihypertenseur, c¢’est le chef de file des
inhibiteurs de I’enzyme de conversion (JEC) qui agissent au niveau du systéme

rénine-angiotensine-aldostérone.

Cf.Tableaul : Classification générale des antihypertenseurs

I-8 Molécule chimique la plus voisine :

Enalapril (DCI) ; Antihypertenseur, inhibiteur de I’enzyme de conversion.

I-9 Référence de classement :
-C2b-classement EP.HE.M.R.A.

1-10 Commercialisation :

Le captopril seul est commercialisé en FRANCE depuis 1982 sous le nom de
LOPRIL® ( Squibb ) et depuis 1984 sous le nom de CAPTOLANE® ( Théraplix )

sous la forme de comprimés sécables dosés a 25 ou 50 mg.
En association avec ’hydrochlorothiazide (diurétique thiazidique) sous les

noms de CAPTEA® ( Théraplix, 1987 ) et ECAZIDE® ( Squibb, 1988 ) sous la

forme de comprimés sécables dosés 4 50 mg de captopril et 25 mg
d’hydrochlorothiazide.

I-11 Appartenance au tableau des substances vénéneuses :

Le captopril appartient 4 la LISTE I (ancien Tableau A).
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U DIURETIQUES ET APPARENTES :

Iis potentialisent les effets de tous les autres antihypertenscurs.
Deux diurétiques sont exclusivement utilisés dans le traitement de I'hypertension artérielle :
Ciclétanine et Indapamide.

I/ BETA-BLOQUANTS :
Acébutolol ; Aténolol ; Bétaxolol ; Bisoprolol ; Cartéolol ; Celiprolol ; Labétolol ; Lévo-

penbutolol ; Métoprolol ; Nadolol ; Oxprénolo! ; Pindolol ; Propranolol ; Sotalol ; Tertatolol ;
Timolol.

I/ INHIBITEURS DE L'ENZYME DE CONVERSION (IEC) :

Bénazépril ; Captopril ; Cilazapril ; Enalapril ; Lisinopril ; Périndopril ; Quinapril ; Ramipsil ;
Trandolapril.

IV/ INHIBITEURS CALCIQUES :

IV-1/ Dihydropyridines :
Amlodipine ; Félodipine ; Isradipine ; Lacidipine ; Nicardipme ; Nifédipine ;
Nitrendipine.

IV-2/ Diltiazem.
IV-3/ Vérapamil.

V/ ANTIHYPERTENSEURS D’ACTION CENTRALE :

Clonidine et apparentés ; Méthyl-dopa ; Rilménidine.

VI ANTIHYPERTENSEURS VASODILATATEURS :
VI-1/ Alpha-blogquants : Prazosine ; Urapidil.
VI-2/ Diazoxide.
VI-3/ Dihydralazne.

VI-4/ Minoxidil.
VI-5/ Nitroprussiate de sodium.

VIV ASSOCIATION DE PLUSIEURS ANTIHYPERTENSEURS :

VII-1/ Inhibiteurs de I'enzyme de conversion avec les diurétiques thiazidiques.
VII-2/ Béta-bloquants avec les diurétiques.

VII-3/ Béta-bloquants avec les mnhibiteurs calciques.

VII-4/ Béta-bloquants avec les vasodilatateurs.

VII-5/ Diurétiques avec 1a réserpine.

VII-6/ Diurétiques avec la guanéthidine.

TABLEAU 1 : CLASSIFICATION GENERALE DES
ANTIHYPERTENSEURS (2).
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1-12 Synthése :

La synthése du captopril est classique, I'une des plus simple est la synthése
de SHIMASAKI, la seule difficulté étant d’ordre stéréochimique.
Cette synthése se déroule en quatre étapes (1),

- Premiére étape :

On introduit la chiralité par hydratation énantiosélective de I’acide

a-méthyl acrylique, par des microorganismes.

- Deuxiéme étape :

Les deux fonctions hydroxylées sont transformées en chlorure par action de
SOCi, .

- Troisiéme étape :

Action de la fonction chlorure d’acide (la plus réactive) sur la L-proline.

- Quatriéme étape :

Introduction du groupement thiol du captopril par une réaction de
substitution.

(|:H" CH,

) . . SOC
CH, =C -~ COOH —— HO - CH, — CH - CCOH _..._E- Ci-CH,-CH-CO-CI

3

2

COOH

Thiocarbonate de Na ‘
= HS—-CH,~CH-CO-N
H,S + NH, O

captopril
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I/ MECANISME D’ACTION DU CAPTOPRIL :

Le captopril est le chef de file d’une classe de médicaments vasodilatateurs,
efficace dans ’hypertension artérielle et ’insuffisance cardiaque congestive.

Son mécanisme d’action est original, c’est le premier inhibiteur de I’enzyme
de conversion actif par voie orale.

Il blogue le systéme rénine-angiotensine-aldostérone en empéchant la
transformation de 1’angiotensine I (inactive) en angiotensine II (qui a un pouvoir
vasopresseur puissant), et ceci en se fixant a la place de I'angiotensine I sur les
sites de fixation de I’enzyme de conversion, ce qui empéche la transformation en
angiotensine ]I

Le blocage de I’enzyme de conversion par le captopril entraine donc une
inhibition de la production d’angiotensine II, ce qui a pour effet une action

vasodilatatrice indirecte et une action natriurétique.

angiotensinogéne

rénine

¥

angictensine |

enzyme
de conversion

cugmaeniation J angiotensine Il k\mlo—comm':ﬁon
de crroduciion augmentahon

de V'aldostérons des résistances
augmentahon périphériques
de la natrémie

et de lo volémie

e HTA

ongictensinogéne

T

rénine

angiotensine |

snzyme
'de conversion
N

o NN

Elom::. ?::ulion ‘\\\\\\\\‘\\\\\\t\% ;z::::.l'l::‘cﬁm
" 5 . des résistan

dimeon coptopril pariphariaues.

de la nalremie
et de g volémie

'——’TA\

Fixation du captopril sur ’enzyme de conversion

Le captoril, en se fixant sur I’enzyme de conversion, empéche la

transformation de ’angiotensine I en angiotensine IL.
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D’autre part, le blocage de I'’enzyme de conversion par le captopril entraine
I’accumulation de la bradykinine, hormone normalement dégradée par I’enzyme de

conversion, et qui a des propriétés vasodilatarices et natriurétiques bien connues.

[ systeme vasoconsricTeur | | svsTeme vasopiLaTATER |
Angictensinogéne Kininogéne -
Rétine emmlime "-Kullicréine
Angiotensine | Bradykinine
1 1
Kininasa il
Angit:dei'ls_i‘l:';el;i .I:Ie Fragments
et hypematrémionte :: inactifs
1]

inhiba générotion de Angiatensine
inkibe g:gl'cduﬁon de Bradykinine

Role de I’enzvme de conversion

Le captopril entraine donc une inhibition de la production d’angiotensine II
ainsi qu’une inhibition de la dégradation de la bradykinine, ce qui entraine des
effets vasodilatateurs et natriurétiques, ces effets sont utilisés en pathologie dans

I’hypertension artérielle ainsi que dans I'insuffisance cardiaque.

11-1 Physiologie du systéme rénine - angiotensine - aldostérone :

Pangiotensine II est une hormone peptidique qui & une action hypertensive
puissante.

Elle agit par son effet vasoconstricteur pour rétablir la pression artérielle en
cas de situation brutale (passage a 'orthostatisme par exemple), mais elle agit
aussi au niveau rénal (directement en diminuant la perfusion rénale et la filtration
glomérulaire ou indirectement en stimulant la sécrétion d’aldostérone) et ceci pour
rétablir la pression artérielle dans des situations moins soudaines (pertes de Na+
par exemple).

L’angiotensine Il participe donc a la régulation de la sécrétion d’aldostérone,

et de la filtration glomérulaire.
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Elle agit enfin au niveau du cerveau comme 1’un des composants humoraux

de la régulation centrale de la tension artérielle.

La libération d’angiotensine II est le résultat de ’action de deux enzymes :

- la rénine, mise en réserve dans les granules de stockage des cellules rénales
juxta-glomérulaires, et qui peut étre libérée dans le plasma par stimulation ;

- ’enzyme de conversion de I'angiotensine I, qui est une glycoprotéine liée a
la membrane des cellules épithéliales vasculaires (principalement au niveau des

capillaires pulmonatres)

Ces deux enzymes sont des peptidases dont le role est de libérer

I’angiotensine II en deux étapes a partir de ’angiotensinogéne :

Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe - His - Len - Val - Ile - His ...
(Angiotensinogeéne)

Rénine

Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe - His - Leu
(Angiotensine I)

Enzyme de conversion (EC)

Asp - Arg - Val - Tyr - lle - His - Pro - Phe
(Angiotensine II)

Clivage de I’angiotensinogéne humaine en angiotensines I et Il sous 'action
du systéme rénine-angiotensine (1).
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La nature et le role de ces deux enzymes sont trés différents :

- la rénine est une enzyme hautement spécifique dont la présence dans le
plasma dépend de facteurs hémodynamiques et neurohormonaux ;
- I’enzyme de conversion est peu spécifique.

II-2 Points d’impacts des antihypertenseurs sur le systéme rénine -
angiotensine :

ANGIOTENSINOGENE KININOGENE
Rénine @ lKallicreine
ANGIOTENSINE I BRADYXKININE
Enzyme de conversion
@
\ 4
ANGIOTENSINE I Peptides
5 inactifs
. @
A'-" ----- Tt #
Sécrétion d’aldostérone Vasoconstriction Vasodilatation
U @ § o Y
Rétention sodée 7' Résistances \« Résistances

Y périphériques périphériques

/TA \« TA.

—» : Transformation chimique. @~ ........... » : Effet neurohormonal.
Inhibition, blocage, ou antagonisme par :

- B-bloqueurs et inhibiteurs de la rénine @

- inhibiteurs de ’enzyme de conversion @

- antagonistes de I’angiotensine Il @

- diurétiques @

- B-blogueurs, « vasodilatateurs », AHT centraux ®

Les antihypertenseurs (AHT), le systéme rénine-angiotensine et la
dégradation des kinines (1).
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I1-3 Structure et mécanisme d’action du captopril :
I1-3-1 Au niveau physiologique :

Le captopril agit sur le systéme rénine - angiotensine - aldostérone, stimulé
dans D’insuffisance cardiaque, en bloquant la synthése d’angiotensine II, ce qui
entraine :

- une baisse des résistances périphériques par effet vasodilatateur indirect,

- une diminution du « lit volumique » par natriurése induite par la baisse de
synthése d’aldostérone,

- une vasodilatation accrue par blocage de la dégradation de la bradikjniné.

Ce mécanisme d’action du captopril entraine d’importantes modifications
hémodynamiques :

- baisse de la précharge et de la postcharge due 4 une veinodilatation et a
une baisse des résistances artériolaires avec augmentation du débit cardiaque,

- augmentation de la compliance cardiaque par dilatation des grosses artéres,

- persistance et méme augmentation des effets hémodynamiques lors des
traitements au long cours.

I1-3-2 Interactions structure - récepteurs :

Le captopril est un dipeptide ayant dans sa structure une partie L - alanyl -
L - proline, et sa stéréochimie des centres d’asymétrie (tous -8).

L’originalité du captopril par rapport aux autres IEC réside dans le fait qu’il
posséde un groupement thiol.

En fait, le captopril est un inhibiteur de la carboxypeptidase A pancréatique,
enzyme trés voisine de ’enzyme de conversion. Il se lie 4 la carboxypeptidase A
par trois sites :

- un carboxylate qui se fixe & un centre cationique,

- I’oxygéne du carboxamide qui établit une liaison hydrogéne,

- le thiol qui s’unit au Zn** de la métallo - protéine.
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La liaison peptidique fragilisée par Zn*t s’hydrolyse pour donner
I’angiotensine et le dipeptide His - Leu. Les inhibiteurs sont des analogues de ’état

de transition.

© ®

enzyme, de conversion de
langzo’rensme

R

u | :
— ; NH ——CH c——NH-———CH-—co?

substrat

° 4 '
0=+ ( ——CH,— CH,—C—NH—CH—(0P  inhibiteur

Schéma hypothétique du mode de liaison substrat, produit de la réaction,
inhibiteur, avec I’enzyme de conversion de ’angiotensine (1).

la figure indique la fixation du substrat sur ’enzyme ; puis le résultat de la
coupure de la liaison peptidique au niveau du carboxyle activé par Zn++. Un
inhibiteur trés simple est un succinyl - peptide (ligne 3).

I1-3-3 Relation structure - activité :

Cette relatnon structurg - activité découle de I'interaction avec les récepteurs

LY ‘

ok
“\!Hys
h.. a- 0 L

Modéle des sites de fixation du captopril sur I’enzyme de conversion (1).

! L

Une caractéristique de ce modéle est la présence du méthyle, avec une

certaine orientation, sur le carbone voisin du carboxamide.
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Son absence ou inversion de sa configuration diminue, sans la détruire,
I’activité inhibitrice. Son réle est, entre autres, de privilégier la conformation du
peptide pour laquelle la chaine est fransoide.

cisoide

Captopril : conformation cisoide et transoide

Cet équilibre conformationnel peut étre mis en évidence par des mesures
R.M.N.(3 température ordinaire, on observe par ailleurs un mélange de deux

rotameéres autour de la liaison amide ; cf. caractéristiques physico - chimiques.)

Captopril : angle diédre

La valeur de 'angle diédre y (entre plans X-C2-C1 et C2- C1-0)
mesure cette orientation, et 'on note une corrélation entre la valeur de ce

paramétre et I'affinité de I’enzyme de conversion pour le substrat ou I'inhibiteur.
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II/PHARMACOLOGIE :
I1I-1 Propriétés hémodynamiques :
II1-1-1 Hypertension artérielle :

Le captopril est actif dans pratiquement toutes les formes d’hypertension

artérielle essentielle ou secondaire, quel que soit leur degré de gravité.

1I1-1-1-1 Au niveau de I’enzyme de I'enzyme de conversion :

Son administration inhibe ’enzyme de conversion, ce qui entraine :
- une levée de la vasoconstriction induite par le systéme rénine-angiotensine-
aldostérone, diminuant ainsi les résistances périphériques,
- une diminution de la rétention hydrosodée provoquée par I’aldostérone,
- une facilitation de I’action vasodilatatrice et natriurétique de la
bradykinine.
111-1-1-2 Chez Phypertendu :

Le captopril entraine une baisse proportionnelle de la pression artérielle
systolique et diastolique, sans modification de la fréquence ou du débit cardiaque
et sans hypotension orthostatique. Cette baisse est progressive dans I’hypertension

artérielle essentielle, et elle peut s’étaler sur quatres semaines.

II1-1-1-3 Au niveau des gros troncs artériels :

Le captopril entraine une augmentation de la compliance artérielle, propriété
intéressante dans ’hypertension artérielle compliquée d’athérosclérose et dans
I’hypertension arténielle systolique.

I11-1-1-4 Au niveau du débit rénal et cérébral :

Le captopril augmente le débit rénal et conserve le débit sanguin cérébral.
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L’effet antihypertenseur du captopril est comparable a celui de

I’hydrochlorothiazide (diurétique thiazidique) ou du propranolol (béta - bloquant),

de plus, cet effet se maintient dans le temps.

II1-1-2 Insuffisance cardiaque :

Le captopril est indiqué dans les insuffisances cardiagues avec dilatation
ventriculaire gauche réfractaire au traitement diurétique. On observe :

- une baisse de la tension artérielle,

- un ralentissement de la fréquence cardiaque,

- une augmentation des capacités a I’effort.

I11-1-2-1 Mécanismes simplifiés de Pinsuffisance cardiaque :

Deux mécanismes physiopathologiques interviennent dans ['insuffisance
cardiaque, ces deux mécanismes pouvant €tre liés :

- un travail cardiaque excessif lié 4 une surcharge volumétrique ou a une
augmentation des résistances périphériques,

- une réduction des possibilités motrices du myocarde d’origine ischémique,
toxique, dégénérative ou inflammatoire.

L’insuffisance cardiaque déclenche alors des mécanismes d’adaptation pour
maintenir un débit suffisant a la perfusion des tissus, entrainant une augmentation
de la fréquence cardiaque ainsi que de la force contractile, le ventricule se dilate et
s’hypertrophie, les pressions de remplissage augmentent.

Si les causes de Pinsuffisance cardiaque persistent, 1’adaptation devient
insuffisante, ce qui entraine une chute du débit et une anoxie tissulaire, des
oedémes et une rétention en amont.

L’artére rénale subit une baisse de sa pression de perfusion, ce qui entraine
une stimulation de I’appareil juxtaglomérulaire et du systéme rénine-angiotensine.
Ceci se traduit par une augmentation des résistances périphériques et une

rétention hydrosodée.
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I11-2 Pharmacocinétique :

I11-2-1 Chez le sujet sain :

L’absorption du captopril par voie orale est rapide, des quantités de captopril
sont décelables 15 minutes aprés son administration.

La concentration maximale de captopril est obtenue environ 1 heure aprés
administration.

L’absorption minimale moyenne est d’environ 75 %.

La fixation protéique du captopril est d’environ 30 %.

Le captopril est transformé dans I’organisme en plusieurs dérivés (disulfures
de captopril, complexes entre captopril et dérivés endogénes possédant des
fonctions sulfhydriles, notamment certaines protéines comme la cystéine et le
glutathion).

La demie-vie d’élimination apparente est d’environ 4 heures.

Dans le sang circulant, le captopril se présente sous deux formes :

- le captopril libre dont la demie-vie d’élimination est courte (1,7 heures
aprés administration orale et 1,9 heures aprés administration intraveineuse),

- le captopril combiné, sous forme essentiellement de disulfure de captopril
et de captopril combiné avec les composés thiols endogénes dont la demie-vie est
plus longue, (9,4 heures aprés administration intraveincuse, 12 heures aprés
administration orale).

Ces dérivés combinés peuvent se retransformer en captopril libre et
paraissent constituer un véritable réservoir.

L’élimination du captopril est essentiellement rénale (75 %, dont 50 % sous
forme inchangée, le reste sous forme de dérivés conjugués et de disulfure dimere
de captopril). Une certaine fraction de captopril subit une élimination biliaire et se

retrouve dans les féces (15 % environ).




34

I11-2-2 Chez les sujets hypertendus :

Les résultats obtenus sont identiques en ce qui concerne I’absorption et le
sort du médicament au ler comme au 10e jour du traitement.

Il n’existe pas d’accumulation du captopril aprés le 4e jour.

I11-2-3 Chez les insuffisants rénaux :

La demie-vie dans le sang est inversement proportionnelle & la clairance de
la créatinine endogéne. Une relation presque identique est retrouvée entre la demi-

vie du captopril inchangé dans le sang et la clairance de la créatinine.

Chez ces patients, il existe donc un risque d’accumulation de captopril et il
est recommandé d’adapter les posologies en fonction du degré de I'insuffisance

rénale.

I11-2-4 Chez les patients dialysés :

Le captopril est dialysable, la clairance moyenne totale au cours de
I’hémodialyse est de 76 + 4,6 ml/min.

Environ 40 % de la dose administrée est éliminée durant 4 heures de dialyse.

I11-2-5 Concentration de captopril dans le lait des femmes
allaitantes :
Les concentrations maximales de captopril libre dans le lait maternel sont
d’environ 1% de celles du sang, et sont atteintes 3 heures plus tard que celles du

sang.
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I11-3 Effets sur P équilibre hydro - électrolytique :

Le captopril augmente le taux de rénine plasmatique et diminue le taux
plasmatique d’aldostérone.

On observe une augmentation de 1’excrétion hydrosodée, ainsi qu’une
augmentation de la kaliémie. Ceci se traduit par une correction des pertes
potassiques induites par les diurétiques thiazidiques lors d’association captopril -

hydrochlorothiazide.

I11-4 Autres effets :

Le captopril et plus généralement les inhibiteurs de 1 ’enzyme de conversion

interférent avec le systéme adrénergique.

IV/ MODALITES THERAPEUTIQUES :
IV-1 L’hypertension artérielle :

Le principal objectif du traitement de ’hypertension artérielle (HTA) est de
prévenir les complications cardio - vasculaires de ’'HTA.

Avant tout traitement, il faut s’assurer de la permanence de 1’élévation
tensionnelle dans de bonnes conditions de repos en prévoyant éventuellement un
enregistrement Holter tensionnel. Le bilan initial vise a dépister une cause
d’hypertension artérielle secondaire, a analyser les autres facteurs de risque cardio-
vasculaire et 4 rechercher des signes de retentissement cardiaque et vasculaire de
cette HTA.

Les dosages de kaliémie, créatininémic, glycémie et la recherche de
protéinurie sont systématiques et doivent étre complétées par d’autres examens si

le terrain et la sévérité de V'HTA le nécessitent.
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1V-2 Choix du traitement :

Des conseils diététiques doivent étre proposés en premiére intention lorsqu’il
existe un excés pondéral important ou une alimentation trés riche en sel ; leur
efficacité préventive reste cependant mal connue. C’est également le seul
traitement préconisé en cas d’HTA limite.

Un traitement médicamenteux est indiqué en cas d’HTA confirmée (PA
systolique > 160 mm Hg ou PA diastolique > 95 mm Hg ) persistant aprés un
éventuel essai diététique. Il parait logique de prescrire d’abord une monothérapie.
Le choix du traitement de premiére intention dépend du contexte clinique et il faut
revoir aprés quelques semaines en fonction de I’évolution tensionnelle et de
I’apparition éventuelle d’effets indésirables provoqués par le traitement.

Lorsqu’une monothérapie est insuffisante, il faut associer plusieurs
antihypertenseurs : les spécialités associant plusieurs principes actifs permettent
alors de faciliter la prise du traitement. En cas de résistance au traitement, il faut en
premier lieu vérifier la permanence de 'HTA (une apparente résistance au
traitement peut correspondre a une simple montée tensionnelle au milieu médical
sans HTA permanente), s’assurer de l'observance du traitement et revoir le

probléme du bilan étiologique.

IV-3 Intéréts thérapeutiques des inhibiteurs de I’enzyme de conversion :

Ces médicaments sont trés efficaces dans de trés nombreuses formes
d’hypertension, modestes, sévéres, ou résistantes aux autres thérapies.
Ils peuvent &tre utilisés comme médicaments de premiére intention, méme
chez le sujet agé.
Hs peuvent étre associés avec profit avec la plupart des médicaments de
I’hypertension :
- béta-bloqueurs,
- antagonistes calciques,

- diurétiques (sauf épargneurs de K).
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IIs ne présentent pas les effets secondaires périphériques
(« vasodilatateurs »), centraux (sédation, activité sexuelle), ou métabolique

(hyperuricémie, hypokaliémie) d’autres classes d’AHT.

IV-4 Captopril :
1V-4-1 Indications :
- Hypertension artérielle 4 tous les stades.

- Insuffisance cardiaque congestive.

IV-4-2 Mode d’emploi et posologie :
Le captopril sera administré en dehors des repas.
IV-4-2-1 Hypertension artérielle :

La posologie habituelle est de 50 mg de captopril par jour en deux prises de
25 mg matin et soir. Cette posologie peut étre portée a 100 mg de captopril par
jour en deux prises.

Certaines hypertensions peuvent nécessiter des doses plus importantes de
I’ordre de 150 mg de captopril par jour en trois prises , ces doses pouvant ensuite
étre réduites et réparties en deux prises.

1l est conseillé de ne pas dépasser la dose de 300 mg de captopril par jour.

Chez les patients en hypovolémie, fortement déplétés en sodium ou dont
I’hypertension est trés rénine dépendante, la dose initiale sera réduite au moins de

moiti€ et les doses suivantes adaptées a la baisse tensionnelle observée.

IV-4-2-2 Insuffisance cardiaque congestive :
Le captopril sera ici utilisé en association avec le traitement digitalique et le
traitement diurétique & doses optimales.
La dose initiale de captopril devra étre faible, surtout si le patient présente

une pression artérielle normale ou basse au départ.
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1l est recommandé de commencer le traitement avec 6,25 mg de captopril

(soit ¥a de comprimé si le comprimé est dosé & 25 mg de captopnl) avec une
surveillance de la tension pendant deux heures, puis 12,50 mg de captopril (soit %
comprimé dosé & 25 mg de captopril), toujours sous surveillance tensionnelle, puis
25 mg de captopril (soit 1 comprimé dosé & 25 mg de captopril).

La dose qui sera retenue sera celle qui n’abaissera pas la pression artérielle
systolique en position orthostatique au-dessous de 90 mm Hg, celle-ci sera
administrée trois fois par jour, en dehors des repas.

La dose efficace usuelle se situe entre 50 mg et 150 mg par jour.

1 est conseillé de ne pas dépasser la dose de 300 mg par jour.

Une fois I’état clinique et fonctionnel du patient stabilisé, la dose journaliére

pourra étre administrée en 2 prises quotidiennes.
1V-4-2-3 Posologie :
Elle sera adaptée en cas d’insuffisance rénale et sera ajustée au degré de

cette insuffisance.

Pour éviter I’accumulation du captopril, il est conseillé les posologies

suivantes
Clairance de la créatinine Dose journaliére
ml/min/ 1,73 m2 maximale totale (mg)
>80 450
8041 300
40-21 150
20-11 75
<10 37,5

I1V-4-3 Contre-indication :

Allergie connue & ce médicament.
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IV-4-4 Mise en garde :

Le captopril ne doit pas étre utilisé comme antihypertenseur de premiére
intension compte tenu des incidents et accidents susceptibles de survenir au cours

de I’utilisation de ce médicament.

IV-4-5 Précautions d’emploi :

IV-4-5-1 Traitement de ’hypertension artérielle et de
Pinsuffisance cardiaque congestive :

- En cas de suspicion de déplétion sodée, d’hypovolémie, ou d’activité
rénine plasmatique élevée, le traitement sera institué avec prudence (voir
posologie),

- En cas d’insuffisance rénale, la posologie du captopril sera ajustée au degré
de cette insuffisance (voir posologe),

- Chez certains malades présentant des facteurs de risque :

Maladies de systéme, néphropathies glomérulaires, désordres
immunologiques, insuffisance rénale importante, chez les malades recevant des
médicaments immuno-suppresseurs et/ ou a potentiel leucopéniant, et chez ceux
devant recevoir des doses de captopril supérieures a 150 mg par jour, le rapport
bénéfice/ risque sera bien pesé avant |’utilisation du produit et une surveillance
rénale et hématologique réguliére sera instituée :

- recherche de protéinuric avant le début du traitement et
mensuellement au cours de la premiére année. Si présente, cette protéinurie sera
quantifiée sur les urines de 24 heures et son évolution sera suivie,

- surveillance hématologique réguliére (bimensuelle, pendant les trois

premiers mois de traitement).
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- La kaliémie sera surveillée, spécialement en cas d’insuffisance rénale,
- En cas d’anesthésie pour intervention majeure ou lors d’anesthésies
pratiquées avec des agents a potentiel hypotenseur, le captopril peut provoquer une

hypotension qui sera corrigée par une expansion volémique.

IV-4-5-2 Traitement de I’insuffisance cardiaque
congestive :

- Chez les patients présentant une pression artérielle normale ou basse avant
I’administration du produit, une chute marquée des chiffres tensionnels peut étre
observéc lors de P'administration des premiéres doses de captopril. Chez ces
patients, la pression artérielle sera suivie trés attentivement ; I’administration de
faibles doses de départ est ici fortement conseillée (voir posologie).

- Lorsque I'amélioration fonctionnelle est bonne, on recommandera au

malade de ne reprendre que progressivement son activité physique.

IV-4-5-3 Grossesse :

Il n’a pas été mis en évidence avec l'utilisation de captopril d’effet
tératogéne expénimental chez le lapin, le hamster et le rat.

Cependant, I’innocuité n’ayant pas été démontrée chez la femme enceinte, le
captopril ne sera utilis¢é pendant la grossesse que si le bénéfice attendu du

traitement justifie le risque potentiel encouru par le foetus.

Allaitement :
La prudence reste de régle chez la femme allaitante, I’effet chez le nourrisson

des doses minimes passant dans le lait maternel n’ayant pas été déterminé.
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IV-4-6 Interactions médicamenteuses :

Un traitement par béta-bloquant ne sera jamais arrété chez un hypertendu
atteint d’insuffisance coronarienne : le captopril sera ajouté au béta-bloquant.

L’association du captopril avec des sels de potassium ou des médicaments
d’épargne potassique expose au nsque d’hyperkaliémie, surtout en cas
d’insuffisance rénale.

L’association du captopril avec des médicaments immuno-suppresseurs
et/ ou a potentiel leucopéniant doit étre évitée.

En cas d’associations médicamenteuses multiples, une attention toute

particuliére sera portée i la tolérance hématologique et rénale.

IV-4-7 Effets indésirables :

1 - La plupart des effets indésirables sont anodins et disparaissent & 1’arrét
ou a la diminution du traitement. Les troubles sont peu fréquents lorsque les doses

de captopril sont inférieures ou égales 4 150 mg par jour.

2 - D’autres sont rares, mais peuvent survenir chez les patients « 4 haut
risque » :

- protéinurie ;

- altération passagére de la fonction rénale, notamment en cas de sténose de
I’artere rénale sur rein unique ou de sténose bilatérale serrée ;

- neutropénie.

3 - Les effets indésirables du captopril sont d’autant plus fréquents que la

dose administrée est importante, notamment supérieure & 150 mg / jour).
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IV-4-8 Surdosage :

Le captopril est dialysable.
Une hypotension importante peut étre palliée par une perfusion 1.v. de

solution salée isotonique.

IV-4-9 Conditions d’une substitution 4 un autre
antihypertenseur :

- Salidiurétique : instaurer le traitement au captopril 4 doses initiales faibles
(12,5 mg), ou trois jours aprés I’arrét du salidiurétique. Réintroduire le diurétique

si besoin est.

- Béta-bloquant : arréter progressivement le béta-bloqueur (sauf chez

I’insuffisant coronarien).

- Méthyl-dopa et « vasodilatateurs » : arrét un jour avant I’instauration du

captopril.

- clonidine : instaurer le traitement, et arréter progressivement la clonidine.
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V/ BUTS DE LA MANIPULATION :

Le groupement -SH confére, aux molécules qui le contiennent, des
propriétés antioxydantes . En effet, les thiols (R-SH) interviennent & tous les
niveaux de l'organisme. Ces composés jouent un rdle essentiel dans les
phénoménes d’oxydo-réduction, ainsi le glutathion (G-SH) qui, en perdant un H+,
forme des liaisons disulfides -S-S- et participe ainsi 4 la réduction des métabolites

oxydés.

Nous avons vu que le captopril est un médicament qui joue un role au niveau

cardiaque sur la pression arténelle.

De part sa structure, le captopril est un médicament original, en effet c’est le
seul IEC qui posséde une fonction thiol (-SH).

Cette fonction thiol a normalement la propriété d’étre « piégeuse» de
radicaux libres qui sont des molécules nocives qui peuvent apparaitre lors d’un
infarctus du myocarde et causer des dégits considérables lors de la reperfusion de

ce tissu (cf. deuxiéme partie).

St cette fonction thiol agit efficacement, on peut penser qu’un patient traité
par le captopril bénéficie non seulement de Deffet antihypertenseur de ce
médicament mais aussi d’un effet protecteur vis & vis des radicaux libres.

Le captopril est un inhibiteur de I’enzyme de conversion. Une de ses
caractéristiques principales, qui est la base de sa grande affinité avec ’enzyme de
conversion, est la présence d’un groupement sulfhydrile qui complexe I’ion Zn de
I’enzyme (3).

L’inhibition compétitive de 'enzyme de conversion de 1’angiotensine par le

captopril entraine une baisse de la tension artérnielle.
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Plus récemment, on a découvert que le captopril pouvait protéger le tissu
cardiaque contre les arythmies de reperfusion, cette derniére propriété ne se
retrouvant pas chez les autres inhibiteurs de I’enzyme de conversion. Or le
captopril est le seul inhibiteur de I’enzyme de conversion qui posséde dans sa
structure une fonction thiol (-SH), ceci indique que c’est cette fonction serait

responsable de cette activité (3).

De plus, il est prouvé actuellement que le dysfonctionnement cardiaque post-
ischémique est du, au moins en partie, 4 la production de radicaux libres oxygénés.
Il a ét¢ démontré que certaines substances contenant une fonction thiol

(R-SH) comme la penicillamine, la N-acétylcystéine et d’autres ont une activité

inhibitrice sur des réactions faisant intervenir I’anion superoxyde (5-' ou d’autres

radicaux oxygénés.

Une autre étude sur le captopril et I’énalaprilate a été faite pour savoir si ces
deux inhibiteurs de ’enzyme de conversion pouvaient inhiber le radical aﬁion
superoxyde, avec des systémes producteurs de radicaux libres comme la xanthine-
xanthine oxydase (4). Il en ressort que seul le captopnil est capable, par sa fonction
thiol (que ne posséde pas I’énalaprilate), d’agir sur la production de radicaux

libres.

On peut donc penser que le captopril, par sa fonction thiol originale, est
capable d’une action bénéfique de protection du tissu cardiaque, autre que sur
I’hypertension, qui serait I'inhibition de certains radicaux libres oxygénés.

Pour démontrer cette propriété du captopril, nous allons comparer I'effet
« piégeur » du captopril par rapport 4 deux molécules dont cet effet est connu et

quantifié et qui serviront de référence, le 5,5-diméthyl-1-pyrroline N oxyde
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(DMPO), et le 1,1-diphényl 2-picryl-hydrazyl (DPPH) , nous déterminerons ainsi
la CI50 du captopril.

Cependant il faudra s’assurer que cet effet est bien dii 4 la fonction thiol du
captopril, pour ceci, nous allons comparer I'effet « piégeur » de radicaux libres
entre le captopril et le captoril méthylé au niveau de la fonction thiol, la
méthylation ayant pur but d’inhiber I'effet de la fonction thiol sur les radicaux
libres. Ces effets seront comparés au deux molécules de référence, la DMPO et la
DPPH.

Cette méthylation sera une catalyse par transfert de phase.

Les mesures seront éffectuées par résonance paramagnétique électronique
(RPE) qui est une méthode permettant de détecter et de quantifier la présence de
radicaux libres, auparavant nos aurons initié la formation de ces radicaux libres
dans le milieu expérimental, et ceci car les radicaux libres ont une durée de vie trés

courte (cf.troisiéme partie).
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LES RADICAUX LIBRES
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I/ PRESENTATION DES RADICAUX LIBRES :

I-1 DEFINITION :

Les radicaux libres (RL) sont des molécules ou atomes trés instables
possédant un électron célibataire non apparié sur leur couche externe. Cet
électron non couplé, par un mouvement de rotation sur lui-méme, induit un
champ magnétique appelé « SPIN », c’est cette propriété qui sera utilisée en
résonnance paramagnétique électronique (RPE), nous verrons de quelle maniére.

Dans les molécules, les électrons sont habituellement réunis en paires ou
doublets électroniques. Ces doublets électroniques sont plus stables que deux
électrons isolés car I’appariement de deux électrons de spin opposés permet
I’annulation de leurs champs magnétiques réciproques.

Une molécule ou un atome stables possédent un nombre pair d’électrons
externes, et ceux-ci sont appariés entre électrons de SPIN opposés.

Un radical hibre est donc une espéce chimique neutre ou chargée, dont la
couche périphérique contient un éléctron non couplé dit célibataire.

Le nombre total d’électrons d’un radical libre est donc impair (5).

Exemple, molécule d’ean HO:

L’oxygéne est entouré de quatres paires d’électrons (doublets), deux
paires liantes établissent les liaisons OH et deux paires non liantes.
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I-2 PROPRIETES DES RL :

1-2-1 Réactivité des RL :

L’électron externe non apparié du RL confére a celui-ci une grande
réactivité car cet électron développe un champ magnétique et va chercher une
union avec un électron arraché a I’orbitale externe d’une autre molécule stable.
Celle-c1 deviendra a son tour un RL.

Un radical libre posséde donc une réactivité trés importante, et va

déclencher une cascade de réactions trés rapides (de 1’ordre de 10-4 secondes)
au sein de la cellule dans laquelle il est formé. Cette cascade de réactions va
mettre en jeu un nombre important de molécules physiologiques, celles-ci
passeront de |’état radicalaire 4 I’état stable trés rapidement, mais ce passage
peut entrainer des dénaturations de ces molécules, et le métabolisme cellulaire
peut en &tre largement affecté.

La production d’un seul radical libre au sein d’une cellule peut donc
engendrer des désordres importants .

Cette grande réactivité se manifeste aussi bien sur le plan énergetique que

cinétique.

I-2-2 Energie des RL :

Pour retrouver une stabilité, un radical libre va essayer de ne plus avoir
d’électrons célibataires sur ses couches électroniques, pour cela, il va avoir deux
types de comportements : (7)

- comportement réducteur par perte d’un électron,

par exemple le radical COO-~
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- comportement oxydant par gain d’électrons,

par exemple le radical OH - (radical hydroxyle).

I est & noter que certains radicaux libres peuvent aussi bien avoir un
comportement réducteur qu'un comportement oxydant et ceci en fonction du

composé avec lequel il sont en présence, c¢’est le cas notamment de ’anion

superoxyde O, :

- en présence d’ions cuivriques, 1l aura un comportement réducteur,

o~ + Cu™ » Cu" + 0,

- en présence d’ions ferreux, il aura un comportement oxydant,

~ +4 2H* +++
02- + Fe H202 + Fe

Par ailleurs, un radical libre peut aussi s’oxyder lui-méme, ¢’est une
réaction dite de dismutation, c’est le cas de I’anion superoxyde O, qui jouera

aussi bien le réle d’oxydant que de réducteur :

- - 2H* R
Oy +0; > HO, +0,

I-2-3 Cinétique des RL :

Les radicaux libres ont un électron non couplé sur leur couche
périphérique, ceci favorise leur rapprochement avec une autre molécule lors de

collisions (7).




50

La répulsion coulombienne qui intervient entre les couches périphériques
du radical libre et d’une molécule stable lors de rapprochements sera plus faible,
ce qui favorisera la collision et donc la vitesse de la réaction.

Les réactions faisant intervenir les radicaux libres sont de ce fait de trés

courte durée de P’ordre de 10™ secondes.

I-3 FORMATION DES RL :

Un radical libre peut se former & partir d’un atome par réduction qui
correspond a un gain d’un électron sur ses couches périphériques, donnant un
radical chargé négativement, ou alors par oxydation qui correspond & une perte
d’un électron et qui va donner un radical chargé positivement.

Mais un radical libre peut aussi se former a partir d’'une molécule par
scission homolytique d’une liaison covalente (une haison covalente entre deux
atomes se fait par mise en commun de deux électrons de SPINS opposés), cette
scission entraine la formation de deux radicaux libres car chaque atome prend

avec lui un électron : (8)
A.B —> A +B-

Cette scisston est différente de la scission hétérolytique classique qui elle
produit deux anions car I'un des deux atomes prend les deux électrons de la

liaison covalente, et I’autre n’en prend aucun :
AB > A +B"
A recgoit les deux électrons de la liaison covalente et devient un anion &

charge négative, tandis que B a un défaut de charges négatives et devient un

cation a charge positive,




51

I-3-1 RL provenants de I’oxygéne :

Les radicaux libres oxygénés représentent la forme chimique la plus
importante des radicaux libres, mais surtout la plus toxique.

L’oxygéne est un élément indispensable a la vie terrestre aérobie et il se
trouve partout en grande quantité (eau, air...), cet oxygéne est a l'origine de la
formation de radicaux libres au cours du métabolisme cellulaire. Cette formation
de radicaux libres oxygénés est physiologique, mais ceux-ci peuvent s’avérer
toxiques.

11 faut distinguer les radicaux libres oxygénés, qui sont des molécules de
grandes tailles, des « formes actives de I'oxygéne », qui sont des molécules de

petite taille non carbonées.

I-3-1-1 RL oxygéneés :

Les principaux radicaux libres oxygénés sont : (5)
- les radicaux peroxyles ROO-,

- les radicaux alcoxyles RO- .

Ils proviennent principalement des acides gras insaturés tels que 1’acide
arachidonique, mais ils peuvent provenir de 1’action d’un radical libre tel que
Iion hydroxyle ainsi que de la réponse & des stimulis membranaires spécifiques.

Ces radicaux libres oxygénés sont des formes intermédiaires instables.

I-3-1-2 Oxygéne de Pair :

Normalement, ie métabolisme de 'oxygéne dans Porganisme se fait par
production d’eau aprés une réduction tétravalente qui est catalysée par les

cytochromes oxydases : (8), (9), (10)

02+4H+ +4e” > 2HO
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La production d’ATP au cours de la respiration cellulaire fournit les
électrons échangés au cours de cette réaction.
Il arrive cependant que des réductions mono- bi- et trivalentes donnent

naissance :

- & anion superoxyde 02-' par réduction monovalente,

- au peroxyde d’hydrogene H,O, par réduction bivalente,
- au radical hydroxyl OH- par réduction trivalente.

L’oxygéne moléculaire étant par ailleurs peu réactif et ses réactions
principalement avec des espéces paramagnétiques, avec des donneurs
d’électrons ou avec la lumiére.

Enfin, 'oxygéne moléculaire joue le r6le de substrat pour des enzymes
telles que les oxygénases ou les oxydases, ou le produit d’enzymes telles que la

Superoxyde Dismutase ou les catalases.

1-3-1-3 L’ anion superoxyde : O;

L’anion superoxyde se forme & partir de la réduction monovalente de

I’oxygéne moléculaire : (12), (5), (11)
0,+1e¢ — OF

Cette réaction demande un apport d’énergie et se fait principalement de
fagon enzymatique :

- lors de la respiration ceilulaire par la cytochrome oxydase
mitochondnale,

- lors de la phagocytose par la NaDPH oxydase,

- lors de phénoménes de détoxication par la xanthine oxydase et le

cytochrome P45(,
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- lors du métabolisme de certaines molécules étrangéres au niveau des
corticosurrénales.

Ce radical est relativement peu réactif, il réagit principalement avec des

r + Y
donneurs d’électrons comme les protons H™ , ou avec des espéces

paramagnétiques.

1-3-1-4 Le peroxyde d’hydrogéne : H,0,

Le peroxyde d’hydrogéne peut étre formé secondairement a la
dismutation de I’anion superoxyde en présence d’ions H' avec formation
d’oxygéne :

- +
20,/ +2H" —» HQO, + 0,

Cette réaction peut se produire spontanément dans I’organisme, mais elle
est plus importante en présence d’une enzyme : la Superoxyde Dismutase
(SOD).

Mais le peroxyde d’hydrogéne peut aussi étre formé a partir de ’eau sous
I’action de radiations ionisantes qui vont fournir I’énergie nécessaire.

Ce n’est pas un radical libre, mais il est trés réactif et a un fort pouvoir

oxydant qui lui confére une certaine toxicité.

Ce pouvoir oxydant se manifeste en présence d’ions ferreux Fe'*, parla
réaction de FENTON :

HO, +Fe'" — OH™ + OH: +Fe'™"

Le peroxyde d’hydrogéne se décompose pour donner un ion hydroxyle

OH- inoffensif et surtout un radical hydroxyle OH- redoutable, capable

d’attaquer les stuctures organiques les plus stables. Cette réaction s’interrompt

lorsque le fer ferreux s’épuise, mais I'anion superoxyde peut régénérer le fer
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ferreux Fe'™ & partir du fer ferrique Fe* " formé lors de la réaction, il y a donc

entretient de la réaction de FENTON et augmentation de production de radical

hydroxyle OH- toxique.

Fe™  + o~ - Fe'™ + 0,

D’autre part, le peroxyde d’hydrogene peut réagir lui-méme avec I’anion
superoxyde pour former le radical hydroxyle, c’est la réaction d’HABER et
WEISS, qui est catalysée par le fer :

H202 +02-" - OH-+ OH™ + 02

On voit donc que la présence simultanée de peroxyde d’hydrogéne,
d’anion superoxyde, et de fer permet la production de radical hydroxyle.

On a vu que dans l'organisme, il y avait production de peroxyde
d’hydrogéne a partir de de ’anion superoxyde et ceci en présence de SOD qui
joue le role de catalyseur, cette réaction est considérée comme une défense
naturelle de I'organisme contre la toxicité de I'ion superoxyde qui est ensuite
dismuté en eau et en oxygéne par des catalases.

1l n’en reste pas moins que le peroxyde d’hydrogéne reste toxique par la
réaction de FENTON : (9)

HO +HO" Felll o,
(Fenton)
11
H,0, Fe 0,

o~ + Fe ___ 0, + Fell

Fe! + HO, —— Fe''! + HO"+ HO" (Fenton)

o~ + HO, ——» HO +HO" + O, (Haber-Weiss)
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I-3-1-5 Le radical hydroxyle : OH*

Le radical hydroxyle se forme a partir du peroxyde d’hydrogéne au cours
de la réaction d’HABER et WEISS vue précédemment, ou alors sous P'influence
de la lumiére U.V. , ou encore par la décomposition de 1’eau sous I'action de
radiations ionisantes (rayons X par exemple), ou enfin & partir de nombreux

polluants comme le tétrachlorure de carbone CCl o I"amiante, la cigarette, ...

Ce radical est le plus instable des radicaux hibres provenants de 'oxygéne,
et de ce fait le plus réactif, il agit en effet sur les protéines, les lipides, ’ADN et
les oses, entrainant de multiples dommages.

I — Réactions d'auto-orydation

Flavines (FADH:, FMNH:)
Quinones

Mélsnine

Groupements thiols
Tétrahydroptéridines

z-m«mam

Aldébyde oxydase

Cyiochrome P450

Ferrédoxine (P 430)

Hémogiobi

Indolamine dioxygenase

NADH — Cytochrome b 5 rédactase
NADE — Cytochrome P 450 réductase
Peroxydase

Tryptophane dioxygénsse

Xanthine oxydase

3 — Origines cellulaires

Chaine respirstoire mitochoodriale et microsomale
Fhotosystéme des chloroplastes
Lencocytes et macrophages lors de la phagocytose

4 — Focteury f
Ultra-violeta . :
Ultresons figure 1 : différentes sources de radicaux superoxydes (13)
Rayons X
Rayvons 7
Ionsmetth;ms

Medikaments
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REACTION N* |
202+ 2e-=201%

REACTION N° 2
024+ 02- 4+ 2H + = (50 = 11202 +
02

REACTION N°3
2H202 = (caluluse) = O2 + 2H20

REACTIONN* ¢
2GSH + H202 = (glutathion
peroxydase) = GSSG + 2420

REACTION N°3
Fe2 + + H202 = ¥Fe3 + OH. + OH.
Fenton
Fed + + 02.. = Fe2 + 02

REACTION N°§
02-. + H202 = 02 + Oi1- + OH.
Haber Weiss

REACTION N°7
RH + OH. = k. + H20
R. + 02 = ROO.
ROO. + ’H = ROOH + it
ROOH + FE2 = RO. + Oli. + Fej+

REACTION N° 3

ROOH + 2 GSH = (glutathion
peroxydase) = HOI + H20 + G853

figure 2 : réactions radicalaires (8)
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I-3-1-6 L’oxygeéne singulet : 10,

Ce radical est une forme « excitée » de 'oxygéne moléculaire qui résulte
d’une modification de sa configuration électronique sans changement du nombre
total de ses électrons (14).

Il existe deux types d’oxygéne singulet :

- I'oxygéne singulet qui se trouve dans les milieux biologiques, et qui a

une durée de vie de 1076 secondes |

- un deuxiéme type d’oxygéne singulet de durée de vie plus courte

(10-1! secondes ) peut étre produit sous 'effet de radiations an cours des
expériences de photochimie. Il présente deux électrons céhbataires de spins

opposés.

L’oxygéne singulet n’a pas d’électrons célibataires sur sa couche
électronique externe, il est cependant assimilé a un radical libre du fait de sa

forte réactivité qui est a I’origine de la formation de radicaux libres.

I-3-2 Sources physiologiques des RL :

La production de radicaux libres est permanente au sein de 1’organisme,
principalement liée au métabolisme cellulaire de 1’oxygéne et aux réactions
d’oxydo-réduction au niveau des mitochondries ou lors de phagocytoses.

Iis peuvent aussi se former aprés exposition aux radiations ou & certaines

espéces chimiques au cours de mécanismes de détoxication (7), (5), (8).
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1-3-2-1 La chaine respiratoire mitochondriale :

La principale source d’énergie des cellules vivantes en aérobie est la
respiration cellulaire, cette source d’énergie est apportée sous forme d’ATP
(adénosine triphosphate), elle se fait au niveau de la mitochondrie et comporte
une réduction de I'oxygéne en eau ; dans cette réaction, les électrons sont
déplacés par paires.

L’apparition de radicaux libres 4 ce niveau est due a des perturbations du
transport des électrons. L’oxygéne moléculaire est en effet capable d’accepter
quatre électrons pour étre réduit en eau et ceci par l'intervention de la

cytochrome oxydase mitochondriale :

cytochrome

O, +4¢ + 4H* 2 H,0

oxydase

Cependant, une faible part de I"oxygéne (5%), fait I’objet d’une réduction
partielle monovalente (un seul électron) avec production de radicaux libres

oxygénés superoxydes, de peroxyde d hydrogéne et d’1ons hydroxyles :

++ -
0+ 5073 Lo % on” +oH —HN opo

¢, H"
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Les radicaux libres sont donc des produits physiologiques, mais

potentiellement toxiques, de la respiration cellulaire.

1-3-2-2 La phagocytose :

La phagocytose représente la capacité de certaines cellules telles que les
polynucléaires neutrophiles et les macrophages & capturer et ingérer des
particules solides inertes ou vivantes du milieu ambiant, ce qui constitue une des
armes majeures de la défense antibactérienne.

Les polynucléaires neutrophiles consomment peu d’oxygéne a 1’état de
repos, mais au contact de particules phagocytables il créent une invagination de
leur membrane, encerclant ainsi le matériel a détruire (appelé encore
phagosome) tout en I'isolant de leur cytoplasme et cette stimulation des
neutrophiles s’accompagne d’une accélération de leur consommation d’oxygéne
(agﬁpelé « choc respiratoire ») avec activation de la NaDPH-oxydase.

Cette enzyme catalyse la réduction de cet oxygéne en anion superoxyde

02~" et exige un apport important en coenzyme réduit NaDPH , apport assuré

par le cycle des pentoses.

Il y a ensuite production de peroxyde d’hydrogéne H202 par dismutation

de I’anion superoxyde O, .

L’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne ont un pouvoir oxydant et

participent & la production d’espéces chimiques actives comme le radical

hydroxyle OH-, et sous l'influence de la myéloperoxydase (enzyme

leucocytatre) 4 la libération d’hypochlorite et de chloramines :
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H202+Cl' - HOCI + OH

hypochlorite

Les chloramines proviennent de la réaction de I’hypochlorite avec des

amines présentes dans le sang telles que glucosamine, taurine,... :

HOCl + R-NH, — HO + R-NHCI

L hypochlorite peut aussi former du chlorure d’amine en présence de I'ion

+.
NH," :

HOCI +NH," — NHCl +HO0 +H"

Le chlorure d’amirie a une action oxydante importante, notamment sur les
fonctions thiols (-SH) en les transformant en sulfoxydes, et des molécules
comme le gluthation qui est importante dans les phénoménes antiradicalaires,

peuvent &tre ainsi réduites.

Les leucocytes activés produisent donc des composés trés toxiques tels
que I'ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne, I'’hypochlorite et les
chloramines. Cet ensemble de réactifs trés agressifs vont détruire le matériel

phagocyté dans le phagosome.
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La NaDPH-oxydase est I’enzyme a 1’origine de la production radicalaire

des leucocytes activés, car losqu’elle manque, 1’'activité phagocytaire est
diminuée, voire abolie.

_ tiels tomgues
Coextraocellutares

~
Effels toxiques
otra-cefltawes

NADP red

NADP o3

£ilets tosiques
tatra-cellolawes

= NADPH oxydase

MPO = Myeloperoxydase (neutrophiles, monocytes et macrophages)
SOD = Superoxyde - dismutase

figure 3 : production de superoxvde par les phagocytes.
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1l est & noter que la diffusion dans I’environnement extracellulaire des

leucocytes activés joue un réle important dans le procesus inflammatoire :

- les médiateurs de I'inflammation (complexes timmuns, fractions C5a du

complément, leucotriénes B,...) déclenchent une migration et une activation des

polynucléaires neutrophiles comparable 4 celle observée, sous I’induction des

produits bactériens, lors de la phagocytose ;

- les polynucléaires stimulés viennent adhérer a I’endothélium vasculaire,
ils peuvent migrer dans les tissus par diapédése, et en augmentant leur
consommation d’oxygéne, activer la NaDPH-oxydase membranaire avec

production de radicaux libres ;

- contenus dans fa poche de phagocytose, ces radicaux libres sont utilisés
comme arme antibactérienne, et déversés dans le milieu extracellulaire, ils

nitient, entretiennent, puis amplifient une réaction inflammatoire ;

- outre I'activation de la NaDPH-oxydase membranaire, la réponse du
polynucléaire activé comporte une production de PAF (Platelet Activating
Factor), de leucotrienes, métabolites pro-inflammatoires de [’acide

arachidomque par la voie enzymatique de la lipooxygénase ;

- la libération de radicaux libres oxygénés, de protéases, de leucotriénes et
de PAF déclenche un ensemble complexe d’événements interactifs qui

constituent la réaction inflammatotre .
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/ / Neutrophile m W@

Protéases

0: oM Eosinophile
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libres Leucotriene
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aﬁ Neutrophile
Atteinte de
!'endolthelium
vasculaire .
- »
Degra“datlon Hyperagregablhte
du collagene laquettaire
et des ~ plaq
rotéines g
P 25 - Vacuole

de structure=ar. -
r

ficure 4 : Radicaux libres et réaction inflammatoire
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I-3-2-3 La synthése des prostaglandines :

Les prostaglandines sont synthétisées a partir de I’acide arachidonique,
celui-ci est libéré des phospholipides membranaires sous P'action de la

phospholipase Az.

Au cours de cette synthése, des radicaux hydroxyles OH: seraient

produits a la phase de transformation de I’acide arachidonique en
endoperoxydes sous l'effet de la cyclooxygénase.

Ces radicaux hydroxyles interviendraient secondairement en inhibant la
cyclooxygénase et en privilégiant la voie métabolique pro-agrégante du
thromboxane A2 sur celle anti-agrégante et vasodilatatrice de la prostacycline

(prostaglandine I,) : (7)

PHOSPHOLIFIDES MEMBRAMAIRES

phospholipase A2
ACIDE ARACHIDONIQUE
CPTbGWme/{\lipoxygém
a
ENDOPEROXYDIES * HYDROPEROXYDES
PGG2 |
-\' o’ LEJCOTRIENES
PCH2
\\\\.S%
\\

¥
THROMBOXANES -~ PROSTACYCLINES

figure 5 : Radicaux libres et hyperagrégation plaquettaire
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1-3-2-4 Les réactions enzymatiques :

Des enzymes comme les oxydases et notamment la xanthine oxydase
produisent des radicaux libres.” Ces oxydases produisent en majorit¢ du
peroxyde d’hydrogéne, mais aussi du superoxyde.

La xanthine oxydase est une enzyme de dégradation des bases puriques,
elle fonctionne avec deux coenzymes Flavine-Adenine-Dinucléotide (FAD) et
deux atomes de fer par molécule d’apoenzyme, les hydrogénes fixés sur le FAD
de la xanthine oxydase seront transmis a4 ’oxygéne et il se forme du peroxyde
d’hydrogéne : (5), (15)

Xanthine ﬁ acide urique

FAD : FADH,

FADH, + O, » FAD + HO,

catalase
H202 ~ H20 +1/2 02

>
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I-3-2-5 Les réactions de détoxication :

Les réactions oxydatives de détoxication sont productives de radicaux
libres : (7)

- les oxydases contenues dans des organites cellulaires appelés
peroxysomes et qui jouent un réle important dans la détoxication de nombreuses
molécules produisent des radicaux libres par transformation de l'oxygéne
moléculaire en anion superoxyde et en peroxyde d’hydrogéne ;

- les cytochromes P450 qui sont des protéines qui fonctionnent comme les

oxydases par tranferts monoélectroniques produisent également des radicaux
libres et participent a la détoxication de produits tels que les anésthésiques, les
pesticides, les polluants..., ainsi qu’a la biosynthése des stéroides (cortisol,

aldostérone...).

I-3-2-6 Les rayonnements :

Les rayonnements ionisants tels que les rayons X et les rayons ¥y
produisent des radicaux libres en arrachant, au cours de leur ralentissement, un
électron a certaines molécules, ce qui provoque la radiolyse de I’eau contenue
dans les tissus exposés. Cela conduit, pour I’eau et en présence d’oxygeéne a la
formation d’anions superoxyde et de radicaux hydroxyle.

Lorsqu’une molécule absorbe un photon de tlumiére UV dont I’énergie est
inférieure & son énergie d’ionisation, elle devient excitée. Si cette énergie
emmagasinnée est suffisante, il peut y avoir rupture de laison, et donc

production de radicaux libres, ceci se faisant par différents mécanismes.
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Les tissus les plus concernés car les plus exposés sont la peau et surtout

I’0eil a cause de I'intensité de son métabolisme.

1. Formes actives de O2
A. Mécanismes enzymatiques : — .
e Activation de la NADPH oxydase (PMN, monocytes-
macrophages, éosinophiles, plaquettes, mastocytes)
. NADPred + H* + 202 — NADPox+2HTY +
i
| = Réduction monoélectronique de O2 : mitochondries, Cyt

Paso {foie) cs, xanthine oxydase

B. Mécanismes non enzymatiques
s Activation photochimique de O2 {— . )

* Décomposition de R-O0' : 2R-00’' — R-O0-R +
* Radiolyse de l'eau (—» ‘OH
* Réaction secondaire de (réaction d'Haber Weiss)
+H202.5 02 +OH— +

Me

II. Radicaux libres oxygénés (R-O°, R-O0")

A. Formation contrélée de R-OO- : activités des cyclo-
oxygénase et lipoxygénases

B. Formation non contrélée de R-O-, R-O0O-, secondaire :

* 3 la production de

* au métabolisme de certains xénobiotiques

figure 6 : mécanismes de formation des radicaux libres (5)
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I1 / PHENOMENES TOXIQUES DES RADICAUX LIBRES :
I1-1 Phénoménes toxicologiques :

Certains composés chimiques ont leur catabolisme qui s’accompagne de la

formation de radicaux libres, ce qui constitue leur toxicité :

- le tétrachlorure de carbone CCl, par exemple, qui est utilisé comme

solvant notamment pour le nettoyage a sec, peut s’il y a absorption cutanée

accidentelle, se transformer au niveau des microsomes hépatiques (par

oxydation sous I’action du cytochrome P45() en radical trichloromethyl CCl,-

celui-ci va réagir avec l'oxygéne pour former CCLO," qui induit une

lipidoperoxydation hépatique intense responsable de 1’hépatotoxicité du
tétrachlorure de carbone ;

- un autre exemple est le paraquat, herbicide qui s’il y a ingestion
accidentelle, va se concentrer surtout au niveau des poumons ou il va libérer des.
radicaux libres (anions superoxyde et radicaux hydroxyles) par oxydo-réduction
du cation paraquat-pyridinyl. La liptpdoperoxydation radicalaire ainsi induite est
responsable de la toxicité pulmonaire du paraquat qui entraine congestion et

oedéme pulmonaire, puis fibrose et insuffisance respiratoire mortelle.

Des herbicides du type DIQUAT ou PARAQUAT peuvent fournir des O--:

et — e KOO 2= OO -

figure 7 : production de radicaux libres par le paraquat
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I1I-2 Teoxicité médicamenteuse :

L’activation enzymatique de certains médicaments comme les anti-
tumoraux produit des intermédiaires radicalaires qui sont a la base de leur effet
thérapeutique, mais peuvent étre aussi responsables d’effets toxiques.

Certains médicaments comme |’isoniazide et [’halothane ont une
hépatotoxicité secondaire a la lipidoperoxydation des celluies hépatiques par les
radicaux libres libérés au cours du métabolisme hépatique de ces médicaments.

D’autres comme la doxorubicine ont une cardiotoxicité secondaire a la
lipidoperoxydation des cellules cardiaques par les radicaux libres libérés au
cours de I’oxydo-réduction de la doxorubicine par les mitochondries cardiaques.

D’une fagon génerale, toutes les quinones peuvent donner ['anion

superoxyde 02-', en présence de NaDPH et d’oxygene : o

NAD(P) * 0,

NAD(P)H 0 2=

IIT/ POUVOIR PATHOGENE DES RADICAUX LIBRES :

Les systémes physiologiques de défense peuvent étre dépassés en cas de
surproduction de radicaux libres.

Cette surproduction peut étre due a une exposition 4 des rayonnements
ultra-violets, a des états pathologiques, ou a des radiations ionisantes.
De plus, les systémes enzymatiques de défense peuvent voir leur activité

diminuée par sutte d’un déficit ou par vieillissement.
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L’attaque radicalaire s’exerce sur de multiples cibles biologiques, et
particuliérement sur les acides nucléiques , certaines protéines, et les

phospholipides membranaires (14), (17), (16), (5), (7), (13).

1I1I-1 Mécanisme de I’agression radicalaire :

Sur une molécule biologique, un radical libre oxygéné va arracher un
électron des orbitales externes des atomes contitutifs de cette molécule, ceci sous
I’effet d’un champ électrique développé par I’électron célibataire du radical
hbre.

Ces deux électrons s’apparient, et le radical libre se trouve ainsi stabilisé.

Par contre, la molécule biologique agressée se retrouve avec un électron
en moins sur ses orbitales externes, et elle devient 4 son tour un radical libre
instable qui va chercher a se stabiliser selon le méme processus.

Ceci entraine une cascade de réactions en chaine dont le résultat sera une
altération des molécules biologiques agréssées, altération aussi bien structurelle
que physiologique.

1t en résulte une perturbation importante du métabolisme cellulatre.
II1-2 Cibles biologiques :
I11-2-1 Acides nucléiques.
A ce niveau, c’est l’acide désoxyribonucléique (ADN) qui subit
I’agression des radicaux libres (18).

C’est essentiellement le radical superoxyde qui est responsable de cette

agression en provoquant des cassures ou des mutations chromosomiques et en
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induisant des échanges de chromatides soeurs, ceci par action au niveau des
bases puriques et pyrimidiques de I’ADN, provoquant ainsi la rupture de

certains brins de cet ADN.

Les mutations sont dues au fait que les réparations de ces brins d ’TADN
peuvent se faire avec des erreurs.

Or I’ADN est un constituant essentiel de la matieére vivante, il est porteur
du code génétique de chaque individu, les radicaux libres peuvent entrainer une
dénaturation de cet ADN, et par conséquent une modification de ce code
génétique. Cette modification porte aussi bien la réplication ou la transmission

de ce code que sur la synthése des protéines.

111-2-2 Protéines :

Les protéines les plus touchées par les radicaux libres sont les protéines
qui ont un groupement sulthydrile (SH), ce qui est le cas de nombreuses
enzymes cellulaires qui seront oxydées et inactivées.

Des acides aminés comme la cystéine voient leurs fonctions thiols
oxydées, ce qui entraine un retentissement au niveau de la peau et des phanéres
ou la cystéine joue un réle important.

Les protéines de structure comme les microfibrilles du collagéne ou
I’acide hyaluronique sont aussi agressées par les radicaux libres, ce qui entraine
une sclérose ou une fibrose du tissu conjonctif qu’elles constituent.

Certaines enzymes comme la cyclooxygénase ou la phospholipase A,

peuvent étre activées par les radicaux libres, ce qui entraine une perturbation du

métabolisme de ’acide arachidonique et des prostaglandines inflammatoires.
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L’attaque radicalaire des protéines est donc responsable d’importants

troubles métaboliques cellulaires.

I11-2-3 Phospholipides membranaires : peroxydation lipidique

Les radicaux libres sont trés actifs sur les lipides, ils entrainent le
rancissement des graisses alimentaires par action sur les triglycénides, agissent
sur ’acide arachidonique en donnant naissance & des peroxydes, mais leur cible
essentielle est les acides gras insaturés des phospholipides membranaires.

L’oxydation de ces phospholipides membranaires entraine une altération
importante des membranes, une perte de composants intacellulaires, et la
formation d’aldéhydes et de complexes lipoprotéiques (lipofuscine).

L’attaque des acides gras polyinsaturés par des radicaux superoxydes et

hydroxyles forme des radicaux libres organiques qui sont instables.

1I1-2-3-1 Structure de la membrane cellulaire :

La membrane cellulaire est un systéme biologique élémentaire dont I'unité
de base est un phospholipide, molécule disposant d’un pdle hydrophile et d’un
pole hydrophobe constitués de deux chaines d’acides gras dites insaturées parce
qu’elles possédent plusieurs doubles liaisons carbone-carbone.

Cette membrane cellulaire est formée d’une double couche de
phospholipides dont les poles hydrophobes se font face, les p6les hydrophiles
délimitant ainsi les surfaces interne et externe de la membrane.

Les protéines responsables des fonctions d’échange et de transmission

d’information se trouvent au milieu de ce double feuillet.
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La vulnérabilité de la membrane cellulaire se trouve au niveau des doubles

liaisons des chalnes d’acides gras insaturés constitutifs de cette membrane.

I11-2-3-2 Destructuration membranaire :

L’attaque radicalaire des radicaux hydroxyles OH- sur les membranes

cellulaires phospholipidiques déclenche une réaction en chaine due aux doubles
liaisons carbone-carbone des acides gras insaturés.
Ces doubles liaisons facilitent la délocalisation de 'électron libre, et en

présence d’oxygéne moléculaire O, , il y aura appariement de I'un de ses

2 3
électrons avec 1’électron libre délocalisé, ce qui va potentialiser les dégits

primaires.
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‘effet dés rdicaux libres (7).
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La peroxydation lipidique est une réaction radicalaire qui comporte trois

étapes :
- Pinitiation,
- la propagation,

- la terminaison.

1/ L’ INITIATION :

L’initiation de la réaction en chaine se fait au niveau de la structure

divynyl-méthane d’une double laison d’un acide gras insaturé.
R-CH,-CH=CH-R’

Le radical hydroxyle capte alors un atome d’hydrogéne pour se

stabiliser et se transforme en eau :
RH +OH- — HO + R-
L’acide gras insaturé se transforme alors en radical libre et subit un

réarrangement de ses doubles liaisons et, en présence d’oxygeéne, forme un

radical peroxy ROO- qui est responsable de la propagation de la réaction :

R-+ 0, — ROO-
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2/ LA PROPAGATION :

Le radical peroxy formé se transforme en un hydroperoxyde lipidique
ROOH instable, ceci par arrachement d’un hydrogéne sur une chaine insaturée

voisine intacte :

ROO- +RH — ROOH +R-

Le radical R+ formé fixe une molécule d’oxygéne et peut recommencer un

nouveau cycle a son tour :

R- + O, — ROO

ROO+ +RH — ROOH +R- ...

C’est cette réaction en chaine qui constitue la hpidoperoxydation.

Les hydroperoxydes ROOH sont peu réactionnels mais en présence de fer

Fe'™ qui est un contaminant biologique universel, ils sont transformés par la

réaction de FENTON en radicaux alcoxyles RO- , ceux-ci sont capables de

relancer une nouvelle chaine comme pour les radicaux hydroxyles OH:.

ROOH + Fe'* - RO- + OH™ +Fe™**
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Les hydroperoxydes peuvent également &tre dégradés en alcanes ou en

aldéhydes. Le dialdéhyde malonigue est un des produits de dégradation formés

et il peut réagir avec les groupements thiols (SH) ou amines (NH,) des protéines,

donnant naissance 4 des pigments fluorescents appelés lipofuscine, et dont

P’accumulation caractérise les cellules siége de lipidoperoxydations intenses et

répétées, ce qui est le cas lors du vieillissement cellulaire ou dans certaines

pathologies (SIDA).

3/ LA TERMINAISON :
La réaction en chaine s’arréte :
- lorsque deux radicaux libres, appartenant ou non a la méme molécule, se

réunissent, créant entre eux des ponts,

2R = R,

2RO0- —> ROOR + O,

- lorsqu’un radical libre rencontre une molécule « piége » comme 1’alpha-
tocophérol membranaire,
- lorsque le dialdéhyde malonique réagit avec les protéines membranaires,

établissant des pontages.
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111-2-3-3 Conséquences de la peroxydation lipidique :

1’attaque radicalaire des acides gras insaturés et la lipidoperoxydation qui

en résulte sont donc a [Porigine d’une désorganisation importante de

I’architecture membranaire. En effet, il y a des réarrangements des doubles

liaisons carbone-carbone, des pontages intra et inter-moléculaires, et la

membrane cellulaire perd sa souplesse et sa solidité avec, sur le plan foctionnel,

un retentissement sur ses fonctions de barriére et d’information :

- formation de bréches ioniques,

- troubles de la perméabilité,

- relations récepteurs-ligands perturbées.

figure 9 (13)

A — Changement de la bicouche phospholipidique

Diminution de la flvidite

Augmentation de la charge négative de surface

Apparition d'une conductivité pour les protons o
Perte de la stabilité électrique et accroissement non spécifique de perméabilité.

B — Changement des membranes
et des organites cellulaires

Inactivation des enzymes membranaires

Oxydation des groupes thiol et accroissement de perméabilité

(Edéme et gonflement des mitochondries

Découplage oxydation-phosphorylation

Perte de cytochrome C et inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale
Perturbation du systeme dhydroxylation bépatique

Décharge d'enzymes lysosomiales

Activation des phospholipases membrdnaires

C — Changement dons le métabolisme ¢t le comportement

Destruction des tocophérols, des thiols, des stéroides et de la thyroxine
Redistribution des ions )
Inhibition de la motifté cellulaire et ralentissement de la division cellulaire.
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I11-3 Radicaux libres et pathologie cardio-vasculaire :

Les radicaux libres sont impliqués dans de nombreuse pathologies de
'oraganisme (neuro-gériatrie, ophtalmologie, cancérologie, pathologie
digestive...), ils ont une influence considérable dans certaines pathologies cardio-
vasculaires : (19), (20), (21), (5), (7), (12), (8)

- au cours de I’évolution du processus ischémique, une parite des
altérations cellulaires pourrait résulter de la production de radicaux libres
OXygeénes ;

- au cours de la reperfusion du tissu ischémique qu:i exerce parfois des
effets néfastes, accélére les phénoménes de nécrose et qui pourrait aussi étre a
’origine d’une production importante de radicaux libres oxygénés du fait de la
restauration du débit coronaire et de I’apport en oxygéne qui en résulte ;

- dans les arythmies de reperfusion qui sont des phénomeénes toxiques dus
a la ré-oxygénation du tissu ischémique ;

- dans le déclenchement des mécanismes de ’athérome du fait de 1’action

des radicaux libres sur I’agrégation plaquettaire et de ’oxydation qu’ils réalisent

sur les lipides infiltrant le sous endothélium.

I1I-3-1 Ischémie-reperfusion du myocarde :

Une des fonctions du tissu myocardique est I’'oxydation de substrats
exogénes apportés par la circulation coronaire, ce sont essenticllement le
glucose, les acides gras libres, et le lactate.

Cette oxydation aboutit 4 la production d’énergie sous forme d’ATP qui
sert 4 maintenir la fonction contractile, ainsi que les pompes membranaires
assurant I’homéostasie ionique, et les systémes cellulaires qui nécessitent de

I’énergie.
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Le tissu cardiaque consomme 10 % de ’oxygéne total de I'organisme, et
toute perturbation de I’apport en oxygéne aura des conséquences métaboliques
plus ou moins importantes sur les différents mécanismes nécessitant un apport
énergétique.

Le déficit énergétique, les déviations métaboliques et !'infiltration
leucocytaire qui résultent de I'ischémie, préparent ’agression radicalaire
massive de la reperfusion.

En effet, en cas de diminution ou d’arrét de la circulation artérielle aun
niveau d’un territoire localisé, on a diminution ou arrét d’apport en oxygéne,
ceci constitue I'ischémie comme par exemple lors de 'infarctus du myocarde.

En phase d’ischémie, le rendement de la chaine respiratoire
mitochondriale sera médiocre (en anaérobie, deux molécules d’ATP sont
produites & partir d’'une molécule de glucose, contre 36 en aérobie), et I’hypoxie
persistante induit une faillite énergétique de la pompe Na-K-ATPase
membranaire avec intrusion de sodium et de calcium dans la cellule,
augmentation de de la pression osmotique et oedéme intracellulaire.

Le calcium intracellulaire active la phospholipase A, (avec augmentation

des acides gras libres), ainsi que I’enzyme qui convertit la xanthine-

déshydrogénase en xanthine-oxydase source d’anions superoxyde 02-'.

Parallélement, le métabolisme de I’ADP en anaérobie se fait vers la synthése
d’AMP, d’adénosine, d’inosine, et d’hypoxanthine.

Toutes ces perturbations cellulaires sont encore réversibles, mais, au
moment de Ia reperfusion, les cellules ischémiées vont étre soumises & un stress
oxydatif qui va accélérer leur destruction. En effet, la production radicalaire au
cours de la reperfusion au niveau de la zone ischémiée est intense alors que les
systémes de protection sont déprimés (baisse importante des taux de superoxyde

dismutase, catalase, et glutathion peroxydase au cours de I'ischémie).
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Cette hyperproduction radicalaire peut étre asurée par qutres voies :

- au cours de la respiration mitochondriale, par réduction monovalente de

’oxygéne nouvellement disponible ;

- par activation des polynucléaires neutrophiles accumulés en zone

d’ischémie (accélération de leur consommation d’oxygene et activation
de la NADPH-oxydase membranaire) ;

- par réaction des produits du métabolisme en anaérobie, & savoir

hypoxanthine et xanthine oxydase, lesquels, en présence d’oxygéne,
forment la xanthine et ’anion superoxyde ;

- par transformation de I’acide arachidonique accumulé en phase

ischémique, il y a synthése d’endoperoxydes et production de radicaux

libres.

I11I-3-2 Autres points d’impacts des radicaux libres :

I11-3-2 -1 Nécrose myocardique :

L’ischémie myocardique, lorsqu’elle est sévére et prolongée, entraine
progressivement le développement d’un procesus de nécrose dans la zone sous
perfusée.

Les radicaux libres pourraient étre impliqués dans ce processus , mais leur

responsabilité reste discutée.

II1-3-2 -2 Arythmies de reperfusion :
Des arythmies peuvent étre observées au cours de la reperfusion du

myocarde ischémié.
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Les radicaux libres s’attaquent en effet aux membranes cellulaires et
perturbent les pompes ioniques et la polarisation de la cellule, ce qui provoque
des troubles du rythme.

Cependant, ce phénoméne n’intervient que sur des cellules myocardiques
dont Patteinte est réversible, d’oti 'importance de la durée de I'ischémie (une
ischémie de faible durée de I"ordre de 15 min. entraine un stress oxydatif qui

joue expérimentalement un role indiscutable sur ces arythmies).
I11-3-2 -3 Athérosclérose :

Les radicaux libres auraient un role important dans la ésion endothéliale
qui initialise le processus athéromatheux.

La cellule endothélilale va étre en effet exposée & 'action des radicaux
libres provenant des éléments sanguins, d’une synthése par les macrophages et
les cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire, ou enfin de sa propre

activité.
111-3-2 -4 Hyperagrégation plaguettaire :

Les radicaux libres produits au cours du métabolisme I’acide
arachidonique (synthése des prostaglandines) favorisent secondairement la

synthése du thromboxane A, (TXA,) en inhibant la cyclooxygénase.
Le TXA, est un agent chémotactique vis a4 vis des plaquettes et des

polynucléaires neutrophiles.
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111-3-2 -5 Vasospasme cérébral :

Les vasospasmes cérébraux, qui font souvent la gravité des hémorragies
sous-arachnoidiennes, sont secondaires a la présence d’hémoglobine (donc de
fer) dans I’espace sous-arachnoidien.

La production de radicaux libres qui en résulte induit une
lipidoperoxydation en chaine des acides gras membranaires avec augmentation
des taux de S-HETE, précurseur des leucotriénes, dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR).

11 y a épuisement progressif des systémes de défense anti-radicalaire avec
baisse rapide des taux de glutathion peroxydase et d’alpha-tocophérol dans le
LCR, ce qui entraine une activation plaquettaire avec libération de substances
vasoconstrictrices.

Les lipidoperoxydations sont 4 l’origine de lésions de I'endothélium

artériel, lesquelles stimulent I’agression plaquettaire et la libération de TXA, .
Cette libération de substances vasocontrictrices et pro-agrégantes (TXA, )

provoque un spasme artériel « stable» dont les conséquences ischémiques
dominent le pronostic neurologique (et vital) des hémorragies sous-

arachnoidiennes.




IV / SYSTEMES PHYSIOLOGIQUES DE DEFENSE FACE A LA
PRODUCTION DE RADICAUX LIBRES :

La production de radicaux libres oxygénés dans I'organisme est
physiologique mais potentiellement dangereuse. Face 4 cela, I'organisme
dispose de systémes de défense spécifiques qui, présentes au niveau du lieu de
production de ces radicaux libres, les maintiennent a de trés faibles
concentrations.

Ces systémes de défense sont de deux catégories : (22)

- les systémes de défense enzymatiques tels que la Superoxyde Dismutase
(SOD), la Catalase, la Glutathion peroxydase,...

- les substances biologiques non enzymatiques ou piégeurs de radicaux

libres tels que le gluthation, la vitamine E...

1V-1 Systémes de défense enzymatiques :
Ils constituent la premiére ligne de défense face a la production de

radicaux libres.

IV-1-1 La superoxyde dismutase : SOD
La SOD est une enzyme cytoplasmique et mitochondriale qui élimine
I’anion superoxyde en accélérant sa vitesse de dismutation d’un facteur 103 a
10°, elle constitue le premier moyen naturel endogéne 4 I’encontre des radicaux

libres (14) :

- +0- +2 g+ _SOD
of +o7 +2H =%~ HO, + 0,
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La SOD est une métallo enzyme qui contient, selon les cas, du fer, du
cuivre, du manganése ou du zinc (11).

Trots sortes de SOD sont connues actuellement :

- les SOD type CU-Zn, que 1’on retrouve au niveau du plasma et surtout

au niveau des hématies ;

- les SOD a4 Mn, que I’on retrouve au niveau des mitochondries et des

bactéries ;

- les SOD a Fe, que I’on retrouve au niveau du périplasme des bactéries.

Ces SOD ont un mode d’action similaire, le métal du site actif est oxydé

ou réduit lors de sa rencontre avec I’anion superoxyde.

IV-1-2 Les enzymes de destruction des peroxydes :
L’organisme dispose de plusieurs moyens enzymatiques pour ¢liminer les

radicaux peroxyde d’hydrogéne.

IV-1-2-1 Les catalases :

Les catalases sont présentes au niveau d’un grand nombre de tissus,
notamment au niveau du foie et des globules rouges. Leur localisation se situe a
I"intérieur des peroxysomes, organites cellulaires qui jouent un rdle important
dans la détoxication de divers produits (23).

Elles agissent en catalysant la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en

eau et en oxygéne moléculaire :
2HO0, — 2 HO+ 0,

En détruisant le peroxyde d’hydrogéne produit par les SOD, les catalases
empéchent la production du radical hydroxyle par la réaction de FENTON.
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IV-1-2-2 La glutathion peroxydase :
La glutathion peroxydase est aussi capable de détruire le peroxyde
d’hydrogéne en le transformant, en présence de gluthation réduit, en eau et en

gluthation oxydé :
2GSH+H,0, — 2HO+GS-SG

C’est une enzyme cytosolique et intramitochondriale a selénium (23).

La glutathion peroxydase peut également limiter la propagation
radicalaire en réduisant les hydroperoxydes ROOH instables en acides gras
hydroxylés ROH :

ROOH +2GSH —> ROH + H,0 + GS-8G

Le rdle de cette enzyme est trés important dans la plupart des tissus dans
lesquels elle réalise la quasi totalité de I"élimination du peroxyde d’hydrogéne;

comme dans les globules rouges ou les plaquettes.

1l y a donc un effet complémentaire des SOD et des peroxydases dans la
lutte contre les radicaux libres, les SOD éhminant 'anion superoxyde pour
former le peroxyde d’hydrogéne. Le peroxyde d’hydrogéne, trés cytotoxique
surtout en présence de fer, étant ensuite pris en charge par la glutathion

peroxydase pour poursuivre la transformation en molécule d’ean.
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1V-2 Les piégeurs de radicaux libres :
Lorsque les systémes de défense enzymatiques sont débordés, il y a

accumulation d’ions superoxyde, de peroxyde d’hyrogéne, et production de

radicaux hydroxyles OH- contre lesquels il n’existe aucun systéme enzymatique

naturel de défense (24).

Des composés appelés « piégeurs de radicaux libres» sont cependant
capables de ralentir considérablement les réactions d’oxydation en chaine, elles
constituent une deuxiéme ligne de défense.

Ce systéme de protection complémentaire est 4 la fois cytosolique

(vitamine C, glutathion) et membranaire (vitamines A et E).

1V-2-1 1 alpha-tocophérol ou vitamine E :
La vitamine E joue un réle anti-oxydant important en s’opposant & la

lipidoperoxydation des membranes cellulaires en captant les radicaux peroxyles

ROO- 4 I’endroit méme de leur formation (localisation membranaire de 1'alpha-

tocophérol).
Cette réaction donne un radical tocophérile plus stable et de faible

réactivité (25).

ROO- + VitE-OH —> ROOH + VitE-O-

Les hydroperoxydes ROOH formés seront dégradés par la glutathion
peroxydase en dérivés hydroxylés non toxiques.

Le tocophérol est régénéré par la vitamine C.
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1V-2-2 L’acide L-ascorbique ou vitamine C :

La vitamine C est un puissant agent réducteur , il réagit avec I'ton
superoxyde, le radical hydroxyle, et avec tous les peroxyles et les radicaux
tocophérils pour donner le radical délocalisé semidéhydroascorbate (24).

Elle peut aussi régénérer le tocophérol.

L’effet protecteur de la vitamine C vis 4 vis de de la toxicité de 'oxygéne
est cependant discutée, celle-ci réalisant un systéme pro-oxydant trés puissant
en présence de cuivre ou de fer, donnant lieu a 1'ion hydroxyle et au peroxyde
d’hydrogéne.

Son emploi en temps qu’antioxydant reste limité.

1V-2-3 Les caroténoides et la vitamine A :

Les caroténoides sont des provitamines qui sont apportées a 1’organisme
par I’alimentation végétale (abricots, carottes,...).

Le métabolisme des béta-caroténes donne naissance & la vitamine A
(rétinol) par I’action de la caroténase (26).

Les caroténoides et la vitamine A ont une activité antioxydante
importante, ils piégent 'oxygéne singulet dont ils utilisent I’énergie pour
convertir la forme cis en son isomére trans, ils inactivent les radicaux libres et
inhibent la lipidoperoxydation. Cette action se situe au niveau de la peau ot ils

sont photoprotecteurs.

IV-2-4 Le glutathion :
Le glutathion est un cofacteur d’un grand nombre d’enzymes

antioxydantes (glutathion peroxydase, ascorbate réductase,...)
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11 a aussi sa propre action protecirice

GSH+R- — GS-+RH

Le radical GS- formé est moins réactif que OH -, mais il n’est cependant

pas inerte et pourra étre réduit par la vitamie C.

FORMATION DES RADICAUX LIBRES OXYGENES
ET SYSTEMES NATURELS DE PROTECTION

Oxydant

Mécanisme de formation

Systéme protecteur

02+
{anion superoxyde)

Enzymatiques : NADPH oxydase,
réduction monoélectronique de O,
mitochondries, cytochrome P450,
xanthing oxydase

Superoxyde dismutase

H20;
{peraxyde d'hydrogenel

Dismutatich de O, * {spontanée ou
par ia SOD)

Catalase, Se-glutathion oeroxydase
{glutathion, réductase. G-6 POG)

OH"
{radical hydroxylel

Radiclyse de I'eau par réaction
de Ha03 et 05+

Acide urique, vitamine C. glutathion,
tauring

102-
loxygéne singulet)

Activation photochimique de G

Caroténoides

ROO"
tradical peroxyle)

Formation contrdiée de ROO" :
activité des cyclo-oxygénases et
lipoxygénases

Vitamine E {couplée 3 1z vitamine C),
ubiquinones

RO"
{radical alcoxyle)

Farmation non controlée de RQ"
el ROO" ; secondaire 4 ia production
de 07

ROCH"
{radical hydroperoxyle)

Se-glutathion peroxyaase et
glutathion

Figure 12
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PARTIE EXPERIMENTALE




o1

Y METHODE DETUDE UTILISEE : LA RESONANCE
PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE (RPE)

1-1 Définition :

La RPE, découverte en 1945 par Zavoisky, est une technique
spectroscopique qui permet d’étudier les molécules ou les ions possédant au
moins un électron non apparié . Elle s’applique aux radicaux libres formés par
rupture d’ une liaison covalente, par arrachement ou addition d’un électron aux
états triplets et aux ions de transition (27).

Cette technique consiste & mesurer [’absorption d’une onde
électromagnétique traversant un échantillon soumis & un champ magnétique, en
faisant appel a la vaniation de spin des particules, la sensibilité obtenue est

considérable car on peut observer des radicaux libres & des concentrations de

ordre de 10™® mole.
On met ainsi en évidence les propriétés magnétiques des électrons
célibataires, notamment ceux des radicaux libres induits par ionisation , qui

sont le sujet de ce travail.
I-2 Principe :

Le spin correspond 4 un mouvement de rotation de 1’électron sur lui-

méme. A ce spin est associé¢ un nombre quantique m_, nombre quantique de spin

qui ne peut prendre que deux valeurs : +1/2.
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Ces deux valeurs correspondent 4 deux orientations possibles de I’axe de
rotation de I’électron sur lui-méme et ceci par rapport & Ia direction du champ

magnétique qui est produit dans I’atome par les déplacements des électrons.

Un électron est caractérisé par sa masse, sa charge, son moment angulaire
intrinséque et son moment magnétique.
Le moment angulaire intrinséque de 1’électron est connu comme étant le

vecteur de spin de norme S.

A 1’électron libre correspond le moment magnétique : (28),(29)

—> = =»

p'e=-1e's=~ge.ﬁe's

g . :
avec S moment angulaire de spin ;

g, facteur spectroscopique égal 4 2,0023 ;

B, magnéton de Bohr (9,274.1072% A.m®)

Le vecteur de spin de norme S représente le moment angulaire intrinséque

de 1’électron.

On en déduit que le vecteur moment magnétique de I’électron est de sens
opposé a celui du vecteur spin.

Quand un éleciron est placé dans un champ magnétique, son moment
magnétique peﬁt prendre deux orientations, celles-ci correspondent aux deux
orientations possibles du vecteur de spin, paralléle et anti-paralléle au champ
magnétique.

L’orientation possédant le maximum d’énergie est celle dans laquelle le

moment magnétique est anti-paralléle.
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Energie de I'électron dans un champ magnétique :

E=-—',-l"—ﬁ+ => E'*_-g.

[ e

avec 0 champ magnétique ;
ing

~ moment magnétique.

Le moment magnétique_p.: peut prendre deux valeurs opposées, ce

qui fait que selon son spin, I’électron peut prendre deux valeurs d’énergie E; et

E, opposées mais égales en valeur absolue.
Ey =Yg B H ou Ey=-%g- B -H
La mesure de la différence d’energie AE est la base de la résonance
paramagnétique électronique :

AE = E,-E, =g B H
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Lorsqu’on applique un champ de radiofréquence perpendiculairement au
champ magnétique H, dont le quantum d’énergie hv est égaleag - p - H, on

induit une transition entre les deux états de I’électron.
La résonance AE est représentée par la coincidence entre I'énergie

apportée par 'onde et la différence énergétique entre les deux états de I’électron.

Il existe deux procédés pour faire apparaitre la résonance :

- en gardant une valeur du champ magnétique fixe, on fait varier la valeur
de P’onde électromagnétique ;

- en fixant une valeur pour la fréquence de "onde, on fait vaﬁer le champ

magnétique.
I-3 Appareillage :

L’appareil utilisé est de type BRUCKER ESP 300E, ses principaux
composants sont : (27)

- un émetteur hyperfréquence, klystron, stabilisé sur la fréquence de
résonance de la cavité résonante ;

- une cavité résonante contenant I’échantilion, placé dans la partie la plus
homogéne du champ magnétique ;

- un électro-aimant dont le champ peut varier de quelques G a plusieurs
milliers de G(1G=10-4T);
- un amplificateur synchrone accordé sur la fréquence de modulation du

champ magnétique, assuré par une bobine de Helmotz fixée a la cavité.

Le klystron est relié 4 la cavité par un pont hyperfréquence dont I’élément

principal est un T magique séparant I’onde incidente de celle réfléchie par la
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cavité qui est dirigée vers la diode détectrice du signal, connectée 4
I’amplificateur.

En I’absence de signal, la cavité est accordée de maniére a réfléchir une
fraction de I’onde incidente pour optimiser la réponse de la diode.

A la résonance, le taux de réflexion vers la diode augmente et le
glissement en fréquence, qui se produit simultanément, est compensé par le
contrdle automatique de fréquence du klystron.

Le signal est généralement enregistré sous forme de dérivée premiére,
parfois de dérivée seconde d’absorption selon que I'on utilise une simple ou une

double modulation du champ magnétique.

I-4 Méthodes d’analyse :

Deux méthodes sont utilisés pour analyser les radicaux libres en RPE, le
« SPIN-TRAP » et le « SPIN-LABEL ».

1-4-1 Le « SPIN - TRAP » :
1-4-1-1 Principe :

Cette méthode de détection des radicaux libres appelée spin trapping a été
démontrée en 1960, et de nombreuses recherches ont ét¢ menées griice a cette
nouvelle technique, notamment les travaux de Perkins (30-31), Lagercrantz (32),
Janzen (33-34-35), Finkelstein (36), et Kalyanaraman (37).

Le « spin-trap » est capable de capter les radicaux libres oxygénés de

durée de vie trés courte (107™° a 107'%) pour former des radicaux de durée de
vie supérieure, les « spin-adducts » qui sont détectables par la RPE (38).
Les spin-traps les plus utilisés sont des composés nitrones et nitroso

qui donnent des nitroxides comme spin-adducts.
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Le radical libre oxygéné se fixera :

- sur I’azote pour les nitroso :
(CH, )3——C-—N= 0 + R —_— ( CHs )‘_C—T“R
.. . e}
- sur un carbone voisin de I’'azote pour les nitrones : (39)
o-

(Ij.
+ <3 .
R

Le spin-trap et le spin-adduct doivent étre solubles dans les milieux
étudiés, et la diffusion du spin-trap vers les radicaux libres possible.

Lorsqu’un radical a été capté dans la solution examinée, on a une
détection du spectre R.P.E. du nitroxide spin-adduct.

" La réaction de spin trapping doit étre plus rapide que les autres réactions
du radical pour un bon rendement dans la formation de spin-adducts, et le spin-
trap idéal doit donner un spin-adduct parfaitement stable et neutre face aux
autres réactifs du milieu, méme face aux radicaux libres. Ces conditions sont
rarement rencontrées, mais la technique est au point.

La force du signal R.P.E. est directement proportionnelle au nombre de
radicaux libres produits, ainsi la méthode du spin-trapping peut étre un outil
quantitatif, permettant de compter le nombre de réactions radicalaires dans le
systéme étudié.

Cependant, les spin-adducts peuvent étre fortement réactifs et sont
susceptibles de se décomposer en hydroxylamine et en une nouvelle nitrone, les
pourcentages de cette décomposition sont particuliérement élevés pour les spin-
adducts de nitrones cycliques tel que le 5,5-diméthyl-1-pyrroline N-oxyde
(DMPO) : (40),(41)
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La nouvelle nitrone peut alors capter des radicaux libres pour donner des
spins-adducts plus stables, et I’hydroxylamine est capable d’induire la
décomposition des peroxydes (42).

] :] |:OOR >| ] OOR ) :‘ I:OOR
- N N N“ “H

4o
| I

I _
O OH

ll+

. 2 P ) . °
X o i\f+ O + RO N . + RO
O o}

I-4-1-2 Protocole expérimental :
Le protocole expérimental le plus couramment retenu utilise le DMPO
comme spin-trap.

Le DMPO réagit avec les radicaux hydroxyles OH - produits par photolysé

du peroxyde d’hydrogéne : (43)

HO > 20H:

spin-trap
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Les conditions optimales de réalisation du spectre de spin-adduct
dépendent :

- du temps d’irradiation par les UV,

- du temps d’acquisition du spectre aprés irradiation, fonction de la durée
de stabilité du spin-adduct formé.

Conditions opératorres :

- peroxyde d’hygrogéne H O, 4 30 volumes (10 ul),

- DMPO pure (5 ul),

- tampon phosphate pH = 7 ou du produit testé en solution dans le méme
tampon (85 pl).

Le temps d’irradiation UV est de 4 mn sous une lampe de 100W Bioblock
4 254 nm.

L’acquisition du spectre se fait 3 mn aprés I'irradiation UV.

La quantité de radicaux libres formés étant constante pour un temps

d’irradiation donné, il v a une compétition entre I’avidité de la DMPO et du

produit testé vis a vis des radicaux OH- formés dans le milieu réactionnel.

Le spectre obtenu montre la présence de quatres pics caractéristiques du
spin-adduct de la DMPO. Les mesures sont faites sur la valeur de 'amplitude
(ht) d’un des pics centraux. A partir de la variation d’amplitude de ce pic, nous
pourrons déterminer le pourcentage d’inhibition des radicaux libres formés a

partir du peroxyde d’hydrogéne (cf. spectre ci-dessous).
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1-4-2 Le « SPIN - LABEL »:
I-4-2-1 Principe :

Cette méthode de détection des radicaux libres repose sur la stabilité¢ de
certains radicaux libres, comme la 1,1-diphényl 2-picryl-hydrazyl (DPPH).

N—N—

La DPPH est une molécule radicalaire qui posséde la particularité d’étre
stable sur plusieurs jours (44), (45).

NO,

Une solution éthanolique de DPPH, placée dans la cavité de mesure de la
RPE, donne un signal considéré comme le signal de référence. On détermine
ainsi I’'amplitude de référence (Ht).

L’amplitude du signal est directement proportionnelle au nombre de

radicaux libres présents dans la cuve de mesure :

W/

VAL

i
y
\

Pour savoir si une molécule X a un pouvoir antiradicalaire (pouvoir
Scavenger), une gamme de dilution de cette molécule est réalisée en solution
éthanolique. Chaque dilution est ajoutée, en quantité équivalente, a la solution

de DPPH pour réaliser I’enregistrement des différents signaux.
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Si cette molécule 2 un pouvoir Scavenger, elle capte 1’électron radicalaire
sans pour autant devenir radicalaire, d’oi une diminution du nombre de
radicaux libres entrainant une baisse mesurable de I’'amplitude.

Cette méthode permet donc de comparer I’activité antiradicalaire de
différentes molécules par I'intermédiaire du signal de référence, ainsi que de

déterminer la concentration inhibitrice de 50 % (CISO), la comparaison de

plusieurs molécules 4 pouvoir scavenger est ainsi possible.

1-4-2-2 Protocole expérimental :
Dans ce protocole, le spin-label est ia DPPH.

- préparation d’une solution éthanolique de 10 mi de DPPH 103 M,
- préparation d’une solution éthanolique de 10 ml du produit a tester (de
I’ordre de 0,2g pour 10 ml),
- faire le spectre du DPPH seul en solution éthanolique :
dans un tube, mettre 100 pul de DPPH + 100 ul d’éthanol pur,
mettre au vortex 10 secondes,
mettre le mélange dans une pipette pasteur, faire la lecture.
- pour tester le produit ; refaire les mémes conditions opératoires en
remplagant I’éthanol pur par les solutions éthanoliques du composé :
100 plde DPPH + 100 pul de produit
- faire la lecture.
I faut recalibrer aprés chaque changement d’échantillon.
on détermine pour chaque signal 'amplitude maximum (Hx), et si Ht est
I’amplitude téméin (DPPH), le pourcentage d’inhibition I du radical DPPH est :

I = Hx. 100
Ht

1. activité antiradicalaire est AAR = 100 - I, et on détermine
graphiquement la CIS0.
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II/ THIOALKYLATION PAR CATALYSE PAR TRANSFERT DE
PHASE :

Pour évaluer Iactivité antiradicalaire du captopril, nous allons le
méthyler, puis étudier cette activité en comparant le pouvoir anti-radicalaire du
captopril et du captopril méthylé sur sa fonction thiol dont nous voulons
déterminer I"impact sur la production de radicaux libres.

Nous allons donc commencer par méthyler le captopril sur sa fonction

thiol, cette méthylation est une catalyse par transfert de phase (CTP) (46).

I1-1 Principe de la CTP :

La CTP concemne en général des réactions entre un sel dissous dans I'eau
(ou & I’etat solide) et un substrat dissous dans un solvant organique, en présence
d’un catalyseur(47), (48). Si le substrat est liquide, il peut jouer 4 la fois le réle
de réactif et de solvant (49), (50) ; dans tous les cas, le systéme sera biphasique.

L’obtention d’un sulfure d’alkyle par CTP résulte de la réaction entre un
thiolate alcalin RS~ dissous dans la phase aqueuse et un bromure d’alkyle R’BR
constituant lui-méme la phase organique, le catalyseur étant QBr (figure 11)

Figure 11 : Mécanisme réactionnel de la synthése d’un sulfure d’alkyle par CTP

. b W + . : + g - .
grice a un cation Q' ammonium ou phosphonium (Q" , Br ) une paire d’ions

intimes).
Phase R 8 + (QR-S) —> R-S-R + (Q* &")
arganique J[ J [
Phase
Na* B~ + Q' RS™ £—— RS Na* + Q' &

aqususe
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11-2 Mécanisme réactionnel :

La réaction décrite figure 1 permet de distinguer quatres étapes :

- étape 1 :

Il s’agit d’un partage de Q+ RS entre la phase aqueuse et la phase
organique, il y a tranfert équilibré de 1’anion thiolate RS de la phase aqueuse
vers la phase organique grice au cation Q+. Ce transfert dans la phasé organique
n’est possible que si la patre d’ions Q+ RS 4 un caractére lipophile supérieur &

son caractére hydrophile, ¢’est pour cela qu’il faut utiliser un cation Q+ de type
ammonium porteur d’une longue chaine hydrocarbonée qui servira de catalyseur
de la réaction.

Cette étape correspond en fait & une extraction de paire d’ions (51).

- étape 2 :
Il s’agit de la réaction entre I’anion thiolate RS transféré dans la
phase organique et I"halogénure d’alkyle constituant cette phase organique.
1l est essentiel dans cette étape que le thiolate est un réactivité suffisante,
cette réactivité sera d’autant plus importante que le thiolate subira moins
d’interactions de la part du solvant ou de cations associés.

Le probléme ici est celui de la réactivité maximale de I’anion

thiolate RS™ en milieu organique.
fat, o+ [(u* X,7)s u*] AR

(@, x7), = (@ // X7
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Cette étape est complexe et pratiquement impossible a traiter
quantitativement, il faudra cependant se contenter en premiére approximation de
I’équilibre :

+ - s Ata e
Q.X) &2 Q +X

X~ étant ’anion thiolate RS

-étape 3 :
1l s’agit, comme pour la premiére étape, d’un transfert d’ion d’une

phase dans ’autre.
Il y a tansfert équilibré de I’anion bromure Br~ vers la phase
aqueuse grice 4 au cation Q+: aprés la condensation dans la phase organique,

un sel (Q+ , Br™ ) est formé et doit étre transféré dans la phase aqueuse.

- étape 4 :

Il v a échange ionique en phase aqueuse qui conduit a la
régénération du réactif Q' RS’

L’équilibre de cette étape dépendra essentiellement de la nature de

I’anion halogénure et de la structure du cation Q", ceuxci seront choisis en

conséquence.
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I1-3 Equations théoriques :
L’ensemble du mécanisme réactionnel repose sur l'extraction des tons

d’une phase par l'autre, et on peut en principe calculer les valeurs des

constantes théoriques d’extraction correspondant aux deux équations : (52)

N N {(a*, x7) org]
- e - E =
(Q » X ) org - Q aq +X aq ax [Q+aq] [X‘aq]

(Q+! RS-) org m Q+aq + Rs-aq [(Q+, RS-) DI‘Q]

E
TR [a*aq] [Rs"aq]

Il ne faut cependant pas oublier que ces équations décrivent le cas idéal ou
les coefficients d’activité seraient égaux 4 1 et ol il n’existerait pas de réactions
parasites.

Dans ce cas, la comparaison des valeurs de EQX et E__ permettrait de

QSR

savoir si I'extraction de I’anion thiolate RS dans la phase organique serait

compétitive par rapport a celle de I’halogénure X~

114 Cinétique :

La cinétique des réactions par CTP étant complexe, elle sera abordée ici
de fagon succinte.
Les cinétiques des réactions étudiées sont essentiellement des cinétiques

de réactions de substitution pour lesquelles les échanges d’anions et les
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transferts sont rapides, la réaction lente est alors la substitution en phase
organique.
La vitesse d’une réaction de substitution nucléophile bimoléculaire du

type :(33)

R-X+Y » R-Y + X

est représentée par I’équation :
v = k [Y] [R-X]

Elle devrait donc étre proportionnelle a la concentration en ions libres Y~

(RS pour la réaction) et de ce fait dépendre de la position de 1’équilibre

d’ionisation :

Q@ Y) —— Q'+ Y

La réalité est en fait plus complexe : la cinétique d’une substitution
nucléophile bimoléculaire est fonction de I’énergie d’interaction anion-cation et
ne correspond pas a ce que I’on pourrait prévoir en fonction de la simple valeur
de la constante d’ionisation Ki de la paire d’ions.

Cette cinétique est encore compliquée par I’existence d’équilibres
d’agrégation du type :

QT+ = (QLY) == (V'Y =2, X)), T=ete...

Q1 (Q,Y)
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Pour simplifier le probléme, on peut considérer que les frois paramétres
essentiels pouvant influer sur la cinétique seraient :

- la nature et la vitesse de la réaction en phase organique,

- la structure, la concentration et ia solublilité en phase organique du

catalyseur,

- enfin ’équilibre du tranfert d’anion de la phase aqueuse vers la phase

organique et le mécanisme de ce transfert.

Si le troisiéme paramétre est maintenu constant en gardant la phase

aqueuse saturée en X~ et Y (faible volume d’eau, solution aqueuse saturée en
thiolate alcalin et en NaBr), les réactions suivent alors des cinétiques d’ordre 1 :

la constante de vitesse apparente Kapp varie alors proportionnellement 4 la

quantité de catalyseur Qqrg utilisée :

K.app = f (Qorg)

Mais généralement, la concentration en anions n’est pas constante et la
cinétique est d’ordre 2. Pour définir les conditions optimales d’une réaction
donnée, on essaiera d’évaluer qualitativement et de fagon semi-empirique les
paramétres importants et le sens dans lequel il faudra les faire évoluer pour

obtenir un résultat convenable.
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I/ RESULTATS :
I11-1 Méthylation du captopril:

HII-1-1 Conditions opératoires:

A 54 ml de benzéne on ajoute 6 ml de NaOH solution (40 g NaOH dans
100 ml d’eau distillée) contenant : (54)

- 4,34 g de captopril (0,02 mole),

- 0,4 g de tétrabutylammonium bromide.

A ces 60 ml de mélange, on rajoute 1,8 ml de CH,l (iodure de
méthyle),cect se faisant goutte & goutte et & froid.

Une fois cette opération terminée, on met le reflux, et on compte 6 heures

de réaction a partir de 60°c.

On obtient deux phases :
- une phase benzénique tanslucide (phase organique),

- une phase sodique jaune ocracée (phase aqueuse).

La phase organique étant la plus importante, et se trouvant au dessus de
la phase aqueuse.

On sépare ensuite les deux phases, le captopril méthylé se trouvant
normalement dans la phase organique.

On effectue enfin une évaporation a sec de la phase benzénique pour
obtenir le résidu de captopril méthylé.

On obtient un produit solide.

Il est & noter que le rendement de cette réaction est faible. De plus, on a
remarqué qu’au bout de 24 heures, un produit avait cristallisé a froid dans la
phase aqueuse, ce qui laissait 4 penser qu’on avait aussi du produit méthylé

dans cette phase, & moins que ce ne tut le captopril qui n’avait pas réagit.
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En fait, il semblerait bien que ce soit le produit méthylé qui se trouvait
dans les deux phases aqueuse et organiques, nous en avons eu la démonstration
avec les différents essais effectués sur ces produits que nous avons nommes :

- produit A : produit ayant cristailisé dans la phase aqueuse,

- produit B : produit ayant cristaflisé dans la phase organique.

II1-1-2 Essais de solubilité:
La solubilité des produit A et B de synthése obtenus a été testée avec
plusieurs solvants, et ceci pour les purifier :
- solubilité dans I’éther : peu soluble,
- solubilité dans I’éthanol : soluble,

- solubilité dans I’eau distillée : soluble.
Les solubiltés sont identiques pour les produits A et B.

111-1-3 Points de fusion :
- Captopril : 105°C.
- Produit A : 135°C.
- Produit B : 134°C.

Les produits A et B ont un point de fusion sensiblement identique,
différent de celui du captopril.
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I11-1-4 Spectres UV-Visible :
Les spectres du captopril, et des produits A et B ont été effectués avec les
solutions méres suivantes :

- captopril : 25 mg de captopril dans 10 m! d’éthanol, soit une

concentration [¢] =11,5.10"3 M,
- produit A : 10 mg de produit A dans 20 ml d’¢éthanol,
- produit B : 10 mg de produit B dans 20 mi d’éthanol.

On utilise comme référence ’éthanol, et on fait des dilutions pour que la
loi de Beer-Lambert soit vérifiée (DO <1):

- captopril : dilution an 1/100¢,

- produit A : dilution au 1/100e,

- produit B : dilution au 1/100e.

On obtient un pic unique a4 204 nm, ce qui nous permet de dire que le
cycle du captopril a été respecté par la synthese.
(ctf. Spectres 1, 2, 3).
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1I1-1-5 Spectres Infra-Rouge :

Nous avons réalisé les spectres infra-rouge (IR) du captopnl, et des
produits Aet B :

Pour le captopril on retrouve les vibrations :

- de ia fonction -OH 4 3500 cm-1.

- de la fonction -SH a 2999 cm-1 et 2575 cm-1.

- de la fonction cétone C=0 a 1749 cm-1.

- de la fonction -COO- 4 1595 cm-1.

Pour les produits A et B, on retrouve la vibration de la fonction cétone
C=0 a 1767 cm-1, les spectres étant identiques.
(cf. spectres 4,5 6).

111-1-6 Spectres RMN :

Nous avons effectué les spectres RMN !H du captopril et du produit B,,
on retrouve ’hydrogéne de la fonction thiol du captopril & 11 ppm sur le spectre
du captopril, cet hydrogéne est remplacé par les trois autres de la fonction
méthyl sur la fonction thiol sur le spectre du produit A et on les retrouve a

3 ppm environ. Les autres vibrations sont communes aux deux produits :

-6 =2,1 ppm, doublet, 2H, -CH,-SCH,,

- 3 = 2,8 ppm, multiplet, 1H, -CH-CHj,

- 8= 1,1 ppm, doublet, 3H, -CH-CH,,

- 8 = 4,6 ppm, triplet, 2H, -N-CH,,

- 8 =2 ppm, multiplet, 4H, -CH,-CH,-

- 8 =2 ppm, doublet, 2H, -CH,-N-

(cf.spectres 7 et 8).
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Spectre n°8 : Spectre RMN du produit B.
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1I1-2 Evaluation du pouvoir antiradicalaire par RPE :
111-2-1 Evaluation par « SPIN-LABEL » : DPPH
Cette évaluation a été effectuée selon le protocole décrit auparavant sur le
captopril et sur le produit B (phase organique) qui est le captopril méthylé :
- concentration en DPPH : 3,41.10-3 M.
- concentration en captopril : 10-2 M.

- concentration en captopril méthylé : 10-2 M.

Le DPPH nous servira de référence pour I’évaluation de Pactivité

antiradicalaire :
Signal Signal Amplitude  Moyenne
Haut Bas
DPPH 2471 2387 4858 4843
2462 2366 4828
Captopril 1294 1219 2513 3100
(102 M) 1680 1529 3209
1813 1766 3579 5
|
Produit B 2069 2004 4073 4795
(102 M) 2620 2529 5149
2616 . 2537 5163

Pour le captopril, on a en moyenne un pourcentage de radicaux libres de |
64%, soit une inhibition de 36%.

Pour le captopril méthylé, on a en moyenne un pourcentage de radicaux
libres de 99%, soit une inhibition de 1%.

On a donc une inhibition supérieure du captopril.

cf. Spectres 9,10,11.
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I1i-2-2 Evaluation par « SPIN-TRAP » : DMPO
Nous utilisons le protocole décrit auparavant, les paramétres utilisés lors
de I'acquisition des spectres sont :
-gain :2.10-4
- modulation d’amplitude : 0,987G
- balayage: 80G
- atténuation : 15 dB

Résultas ;

Signal Signal Amplitude  Pourcentage Pourcentage

Haut Bas de RL d’inhibition
DMPO 2581 2317 4898

2451 2188 4639
Captopril 789 701 1490 31% 69%
(10-2M) 660 607 1267 26% 74%
Produit B 294 258 552 11% 89%
(102M) 160 138 298 6% 94%
Captopril 1221 1105 2326 48% 52%
(0.25.10-2M)
Produit B 397 360 757 15% 85%
(0.25.10-2 M)
Captopril 2139 1918 4057 85% 15%
(10-3M) |
Produit B 1054 942 1996 42% 58%
(10-3M)

Nous avons pris comme référence la moyenne des deux amplitudes de la
DMPO (4768.5),cf. spectres n° 12,13,14.
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A partir de ces résultats, nous avons construit la courbe concentration en
captopril et du captopril méthylé en fonction du pourcentage d’inhibition des

radicaux libres formés :

iR - b
T

80 £

/ /

. ,..u_w'"""‘wf
/ \—o?fﬁ//
60 ~ ok
_“‘,_-""

o . ?/,.:—"
40 /

20 7

Inhibition du radical OH° (en pourcentage)

af
° 0 O,OOZC?:S1> 0.004 0,006 0,008 0,01
On peut en déduire la CI50 du captopnl : CI50 = 0,023 M. '
On peut aussi remarquer que les pentes et les points d’inflexions sont
identiques pour les deux courbes, ce qui signifie qu'un méme processus & eu
lieu. De pilus on a un infléchissement des deux courbes qui est du 4 un
phénoméne de saturation.

Enfin, le résultat ici est exactement inverse qu’avec le DPPH, en effet,

¢’est le captopril méthylé qui inhibe le plus les radicaux libres formés.
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IV DISCUSSION :

Dans certaines conditions, le captopril est un puissant inhibiteur de la
production des radicaux phényls produits par I'auto-oxydation des phényl-
hydrazines (3).

Cependant, I'effet inhibiteur du captopril a ét€ compris comme étant une
interaction directe de cette substance avec le métal qui catalyse le processus
d’oxydation plutét qu’une réaction du captopril avec des radicaux libres
générés.

Cette derniére conclusion a été soutenue par une autre étude sur

I'utilisation de la réduction de I’anion superoxyde 02- par le captopril.

CUPERUS et coll. ont démontré que les composés antiartritiques
contenant la fonction thiol (-SH) inhibent ’hypochlorite produit par la
myéloperoxydase (55), de méme que BAGCHI et coll. ont trouvés que le
captopril est un inhibiteur puissant du radical anion superoxyde, du radical
hydroxyl, et ’hypochlorite (56).

D’aprés RAKESH et coll., qui ont utilisé le systéme xanthine-xanthine
oxydase comme générateur de radicaux libres, le captopril n’inhiberait pas
directement I’anion superoxyde, il réduirait le cytochrome ¢ de fagon dose-
dépendante, cette réduction serait immédiate, avant I'action de la xanthine
oxydase génératrice du radical superoxyde. Cet effet serait dépendant des
concentrations en xanthine oxydase, cytochrome c, et captopril, ainsi que de la
durée de préincubation (4).

La cystéine aurait les mémes effets, tandis que I’énalaprilate ne les a pas,
démontrant par la que la réduction du cytochrome ¢ provoquée par le captopril

serait probablement liée a la présence du groupement -SH.
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On a obtenu deux résultats apparemment contraires, cependant, cela peut
s’expliquer par le fait que ce n’est pas ’hydrogéne du groupement thiol qui est
en cause dans les phénoménes antiradicalaires, mais le soufre lui-méme.

En effet, le soufre posséde deux doublets qui peuvent étre responsables de
Pactivité du captopril.

Lorsque le captopril est méthylé, le groupement -CH; & un effet inductif
positif (donneur d’électrons) , ce qui fait qu’on renforce la densité électronique
au niveau du soufre, donc sa capacité & fixer un radical.

Avec la DMPO, les radicaux hydroxyles formés sont plus facilement
captés par le captopril méthylé.

Avec la DPPH, le radical triphényl-hydrazyl formé a un encombrement
stérique important qui peut géner la fixation par le soufre méthylé, d’ou un effet

du captopril supéneur au captopril méthylé.

\-.._,_7_7__' &, ;‘g @' '
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CONCLUSION
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Le captopril est le chef de file des inhibiteurs de I’enzyme de conversion
qui sont utilisés dans 1'hypertension artérielle. Il posséde la particularité d’avoir
dans sa structure un fonction thiol (SH) qui lui confére une activité
antiradicalaire.

Notre étude a donc porté sur les radicaux libres, qui sont des molécules
ayant une affinité élevée pour les électrons célibataires. Ce sont surtout les
radicaux libres oxygénés qui sont responsables d’effets toxiques notamment
lorsque les défenses de 1’organisme sont dépassées, la production de radicaux
libres oxygénés étant physiologique.

De nombreuses études ont portés sur 1’effet antiradicalaire du captopril,
en effet I’enjeu est de taille car le captopril serait le seul médicament de sa classe
thérapeutique a posséder, en plus de son activité sur la tension artérielle , une
activité antiradicalaire qui serait d’une importance primordiale surtout lors
d’infarctus du myocarde.

On pensait que I'effet antiradicalaire du captopril était du & Phydrogéne
de la fonction thiol, en fait, il apparait au cous de cette étude que se c’est le
soufre qui est responsable de cette activité.

La progression des études sur les radicaux libres est un sujet qui apparait
comme essentielle lors des prochaines années, car on découvre de jour en jour
leur implication dans des pathologies trés diverses, et les moyens de lutte restent

pour I’instant assez limités.
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AMARTI (Hicham).- Modulation de I’Activité Antiradicalaire d’un Inhibiteur de
PEnzyme de Conversion, le Captopril, par Alkylation d’un Groupement Thiol
(SH). Evaluation par Résonance Paramagnétique Electronique.- (Thése ; Parm. ;
Limoges ; 1995).

RESUME :

Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui apparaissent en
permanence dans 1'organisme au cours de métabolismes aussi divers que la
respiration cellulaire, les phénoménes de phagocytose, les réactions de
détoxication, la synthése des prostaglandines... Ils peuvent aussi étre produits
sous l'influence de certains facteurs comme le rayonnement solaire. Ces
molécules possédent un électron célibataire sur leur orbitale externe qui leur
confére une trés grande réactivité, mais elles vont de ce fait détruire de
nombreuses molécules biologiques telles que protéines, ADN, phospholipides
membranaires... '

La production physiologique de radicaux libres n’est pas toxique car
’organisme développe des systémes de défense tels que D’action d’enzymes
spécifiques et de piégeurs de radicaux libres. Cependant, les systémes de
protection peuvent étre dépassés ou diminués dans certaines situations
(vieillissement, toxicité de certains produits, ischémie-reperfusion brutale du
tissu cardiaque...), entrainant une suproduction de radicaux libres et une
aggravation de nombreuses pathologies comme au cours de I’infarctus du
myocarde.

Nous allons essayer de démontrer que le captopril, inhibiteur de I’enzyme
de conversion utilisé comme antihypertenseur, a du fait qu’il posséde une
fonction thiol, un effet antiradicalaire. Pour ceci, nous allons le méthyler sur
cette fonction et faire une étude comparative des effets antiradicalaires par
rapport 4 deux molécules de référence, le DPPH et la DMPO. La méthylation se
fera selon une catalyse par transfert de phase, et la détection de radicaux libres
par résonance paramagnétique électronique. '

MOTS CLES: - Captopril, thiol (SH)
- Inhibiteur de I’enzyme de conversion
- Radicaux libres
- Résonance Paramagnétique électronique
- Alkylation par Transfert de Phase
- DMPO, DPPH
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