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- INTRODUCTION :

La maladie d'Alzheimer est la plus fréquente des démences dégénératives. Identifiée au début
du siécle, elle présente encore avjourd’hui de nombreux mystéres pour les scientifiques. La
population touchée par cette pathologie va s’élever de fagon exponentielle dans les années a
venir avec des conséquences humaines et économiques dramatiques. L arrivée sur le marclié de
médicaments inhibiteurs des cholinestérases a donc fait naitre un grand espoir pour tenter
d’enrayer ce phénoméne. C’est dans ce contexte ou réside une forte pression de la part des
familles des patients et des organismes sociaux que vont se présenter dans les mois prochains,

de nouvelles molécules. L huperzine A fait partie de celles-ci.

Les inhibiteurs des cholinestérases, sont connus depuis longtemps pour leurs applications
agricoles et militaires. Si leur usage tend & disparaitre dans les pays industrialisés, ils restent
trés répandus dans le reste du monde ou ils représentent autant de danger. Cette classe de
produits chimiques a pourtant démontré son efficacité dans la maladie d’Alzheimer, mais
également ses limites. 1l est done impératif de poursuivre la recherche et la mise au point de

nouvelles molécules innovantes.

Issu de la pharmacopée chinoise qui dévoile tous les jours un peu plus de ses secrets a
Poccident, ’buperzine A pourrait donc s’affirmer comme un produit majeur dans cette terrible
maladie, du fait de ses nombreuses qualités et de sa trés faible toxicité démontrée par un usage

ancestral.
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I-LE POINT SUR LA MALADIF D'ALZHEIMER:

1-1} Définition:

La maladie d’Alzheimer est une affection neurclogique chronique, d’évolution progressive,
caractérisée par une altération intellectuelle irréversible aboutissant 3 un état démentiel. Cette
maladie se traduit par une dégénérescence nerveuse ¢’évolution inéluctable, causée par une
diminution du nombre de neurones avec atrophie cérébrale et présence de “plaques séniles™.

(Larousse, 1995)

1-2) Historique : (GENTY, 1997)

Neurologue et psychiatre allemand, Alois Alzheimer est le fondateur de I'école de
neuropathologie de Munich ; il est nommé professeur & Breslau en 1912, Clinicien avant de
devenir pathologiste, il mit clairement en évidence les facteurs déterminant un ensemble
‘clinique, en particulier dans Ia sénilité.

En 1906, il décrivit des altérations anatomiques observées sur le cerveau d’une patiente de 51
ans atteinte de démence, d’hallucinations et de troubles de I’orientation. Depuis on définit la
maladie comme une démence présénile (pouvant apparaitre avant ’dge de 65 ans). La
communauté scientifique réunit anjourd’hui sous I"appeliation “démence de type Alzheimer” la

maladie d’ Alzheimer stricto sensu et les démences séniles.
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2) Symptdmes et siones de la maladie : (ROQUIER-CHARLES, 1998 ; BLARD, 1996)

Le début de la maladie est généralement discret, marqué par des symptOmes banals. Leur
expression varie beaucoup d’une personne & 1’autre. Leur importance augmente généralement

avec le temps.

2-1) Les troubles cognitifs:

- Les troubles de la mémoire constituent le pfemier symptome de la maladie dans 75% des
cas. Ils peuvent étre isolés et durer plusieurs mois ou plusieurs années. Les malades n’arivent
plus & retrouver le nom d’une personne ou d’un lieu pourtant bien connus. Ces troubles
peuvent rester longtemps isolés ou s'associer rapidement a l'atteinte d'autres fonctions
cognitives. Ils portent d'abord sur des faits récents. Le sujet a des difficultés & mémoriser de
nouvelles informations, pose plusieurs fois les mémes questions. La mémoire des faits anciens
est plus longtemps préservée, ce qui améne parfois le patient 4 vivre dans le passé et & évoquer
de vieux souvenirs, ce qui rassure a tort l'entourage qui linterpréte comme un élément
rassurant. C’est dong plus tardivement que les troubles de mémoires touchent les faits anciens
(incapacité du malade & évoquer les faits marquants de sa vie), les connaissances acquises lors
de la scolarité ou de la vie professionnelle et le bagage culturel. Trés vite, les troubles de la
mémoire s'aggravent et une désorientation temporelle apparait (qui touche successivement le
jour, le mois, I'année puis la saison) ainsi qu’une désorientation spatiale (par exemple le sujet
ne retrouve plus sa chambre). Les souvenirs anciens ne tardent pas a devenir déficients :

progressivement, les repéres personnels et socioculturels s'effacent.

- Les troubles du langage (Aphasie) passent parfois inapergus au début de la maladie.
L'aphasie est le symptome le plus fréquent aprés le déficit mnésique. Elle serait observée dans
40% des formes débutantes de la maladie. Il y a atteinte du langage oral et atteinte du langage
écrit.

L'atteinte du langage oral se manifeste au début par des difficultés, au cours d'une
conversation, a trouver le mot juste ou le nom d'un objet. La crainte de ne pas trouver le mot

juste améne le sujet & s'exprimer le moins possible. Le manque du mot dans le langage
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spontané explique l'emploi de périphrases ou de mots "passe-partout” comme “truc",
"machin"... Il est souvent interprété a tort comme un trouble de la mémoire. Il doit en étre
distingué. Peu & peu, les troubles du langage oral augmentent : le discours spontané devient
peu informatif, marqué par des digressions. La fluidité verbale est trés déficitaire. Petit & petit,
la production linguistique se réduit a I’émission de formules automatisées, puis évolue vers un
mutisme terminal.

Le langage écrit est atteint le plus souvent avant le langage oral ; dysorthographie, dysgraphie,

altération des capacités narratives...

- L'Apraxie (perturbation gestuelle) est constante dans les démences de type Alzheimer mais,
elle n'est pas considérée comme un marqueur de la maladie. On assiste, par exemple, A une
incapacité de réaliser des imitations, des gestes bimanuels sans signification, devdistinguer la
droite de la gauche, de dessiner des figures géométriques, de s'habiller correctement (erreur
dans l'ordre des habits, dans leur position ou dans leur utilisation), de réaliser les gestes de la
vie courante qui conduisent & leur abandon. Toute cette dérégulation gestuelle contribue a

réduire l'autonomie d’une personne malade de fagon importante.

- L'Agnesie est classiquement tardive, essentiellement visuelle et observée dans 30% des cas
environ. Le patient a du mal a reconnaitre les images d'objet, puis les objets eux-mémes, ceci
en l'absence de tout déficit visuel. Peu & peu, il a des difficultés & reconnaftre les visages

familiers (prosopagnosie) et méme son propre visage dans un miroir ou sur une photographie.

- L'Anosognosie (non-conscience que les patients ont de leurs troubles) est un facteur de

mauvais pronostic pour l'adaptation sociale du patient et pour l'évolution de sa maladie.

2-2) Les troubles non cogmitifs:

- Les troubles du comportement moteur se manifestent par une difficulté a effectuer des
gestes pourtant trés quotidiens (s’habiller, tenir une fourchette...) alors qu’il n’y a pas de

paralysie.

18




- Les troubles du comportement sont eux aussi, relativement précoces mais peuvent n’étre
remarqués que tardivement. Une indifférence, une réduction de P’activité sont souvent
constatées ; elles représentent une réaction du malade & ses troubles de mémoire, mais
témoignent parfois aussi d’un syndrome dépressif. Des troubles du caractére et de I'humeur (
dépression, irritabilité, idées de persécution) peuvent également apparaitre. Il est donc trés

difficile de les distinguer.

-~ Les troubles de la personnalité et du comportement sont de différents types. On peut
trouver une réduction d'activité, une perte de motivation, des comportements stéréotypés, des
comportements d’agressivité, voire d'agitation, pouvant poser d'importants problémes de prise

en charge...

Plus rarement des troubles variés sont constatés d'ordre psychotique, comme des idées
délirantes ou des hallucinations, des troubles du sommeil tendant vers une inversion
nycthémérale, ou des troubles de la conduite alimentaire allant de la perte d'appétit ou plus

rarement, de boulimie,

Parfois, la maladie débute par un état confusionnel spontané ou déclenché par une prise de
médicament (anticholinergiques en particulier), une maladie ou un choc affectif (disparition
d’un proche, déménagement,...).

L.’évolution de la maladie est donc trés progressive. Dans la phase la plus avancée, le malade a
perdu toute autonomie et doit étre assisté dans tous les actes de la vie qubtidienne tels que

marcher, se lever, manger ou faire sa toilette. Une incontinence totale est souvent inévitable.

2-3) Histologie : (SCHORDERET, 1998 ; GENTY, 1997)
L'examen peut-éire effectué sur un prélévement chirurgical (biopsie corticale) ou sur des

prélévements effectués aprés le décés du malade (cas général). Deux Iésions principales sont

présentes en grand nombre: les plagues séniles et la dégénérescence neurofibrillaire,
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- La plague sémile est un dépdt extracellulaire de peptide BA4 entouré de
prolongements nerveux. Ce peptide est un fragment d'une protéine normale de l'organisme (le
précurseur du peptide BA4 ou APP) dont la fonction n'est pas encore connue. Les molécules
de peptide s'accumulent pour des raisons mal comprises, précipitent et s'entassent en adoptant
une forme particuliére B-plissée. La conformation B-plissée est reconnue sur les prélévements
examinés au microscope par des colorants quivne se fixent que sur les protéines ou les peptides
accumulés sous cette forme. Les produits qui fixent ces colorants sont dits amyloides. Les
prolongements nerveux qui entourent le peptide BA4 (amyloide) sont surtout des axones. 1l
n'est toujours pas démontré que ces protéines soient indubitablement neurotoxiques in vivo. Il
semble toutefois que sous une forme anormale ou dégradée, elles se concentrent surtout ‘dans
les plaques séniles et les microvaisseaux cérébraux. Paradoxalement, ces _événements‘
surviennent en principe plusieurs amiées avant l'apparifion des troubles cognitifs, De surcroit,
une corrélation stricte entre ces dépﬁts de protéine BA4, qui sont disséminés un peu partout
dans le systéme nerveux central, et la neurodégénération n'est pas démontrée de maniére
univoque. Enfin, des dépbts qualitativement et quantitativement identiques de BA4 sont
facilement décelables dans le cerveau de sujets qui ne sont pas atteints par la maladie
d’'Alzheimer. Malgré ces réserves, il est admis de fagon consensuelle que la libération par voie
protéolytique de BA4 3 partir de la séquence transmembranaire précurseur APP est un

événement déterminant.

- La dégénérescence neurofibrillaire correspond a l'accumulation dans le cytoplasme
du neurone, autour de son noyau, de protéines qui se disposent en double hélices, visibles au
microscope électronique. La protéine tau, composant principal de la dégénérescence
neurofibrillaire, est normalement présente dans le neurone. Elle joue un rble dans le maintien
du cytosquelette, un ensemble de protéines rigides qui permettent de maintenir la forme de la
cellule. Dans la maladie d'Alzheimer, elle serait excessivement phosphorylée sur l'un de ses
segments (protéine A68), anomalie qui pourrait affecter la stabilisation des microtubules,
perturber le transport axonal et réduire la viabilité neuronale. La mort et la disparition des
neurones sont probablement secondaire au développement des dégénérescences
neurofibrillaires : elles sont responsables de la diminution du volume du cortex cérébral

(atrophie corticale).
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Les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires sont présentes seulement dans
certaines parties du cerveau : I'hippocampe -région du cortex cérébral qui intervient dans la
faculté de former de nouveau souvenirs, 'amygdale temporale -une autre région qui joue un
réle dans l'émotion et laffectivité, ainsi que les régions les plus évoluées du cortex, ou sont
traitées les informations nécessaires au langage, aux gestes, 4 la reconnaissance des images et
des sons. Elles sont aussi prééentes dans des noyaux (amas de neuyrones) situés dans la
profondeur du cerveau et qui synthétisent des médiateurs nécessaires & son fonctionnement: le
noyau basel de Meynert (acétylcholing), le locus coeruleus (noradrénaline), les noyaux du

raphé (sérotonine).

Les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires sont également présentes dans le
cerveau de personnes Agées, mais elles sont peu nombreuses et seulement dans quelques unes
des régions qui viennent d'étre mentionnées. Il peut étre difficile de diStinguer les effets de l'age

de ceux de la maladie d'Alzheimer et les rapports entre I'un et l'autre sont encore mal compris.

3) Epidémiologie: (RITCHIE, 1996)

La maladie d’ Alzheimer est la plus courante des démences. Sa fréquence globale, aprés 65 ans,
varie entre 1 et 5,8 %. Elle augmente avec I’dge, atteignant 10 % aprés 85 ans. Cette maladie
risque de devenir avec I’augmentation continue de ’espérance de vie, un véritable probléme
social. Malgré les efforts accomplis pour multiplier les centres d’accueil, ceux-ci sont en
nombre insuffisants pour héberger les personnes privées de leur autonomie et qui ne peuvent

étre soignés par leur proches.

La difficulté majeure des études épidémiologiques dans cette pathologie réside dans la
différenciation des malades et des non-malades. Le probléme est donc entiérement 1ié & celui
du diagnostic que nous aborderons plus tard.

De plus, ces études sont génées du fait de "hétérogénéité des fonctions cognitives chez la

personne 4gée, & laquelle s’ajoute la fréquence élevée des pathologies associées.
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3-1) Prévalence et incidence; (RITCHIE, 1996)

Depuis la publication des algorithmes diagnostiques de la démence sénile dans les années 1980,
~ on a assisté & une amélioration de la cohérence des résultats dans les études épidémiologiques.
Actuellement, la prévalence de la démence dans la population dgée de plus de 65 ans est
estimée entre 4 et 6 %. Le taux de la démence sénile de type Alzheimer (DSTA) semble
augmenter aveé l'age d'une maniéfe.exponentielle entre 65 et 85 ans, doublant tous les 4,2 ans.
Les études les plus récentes montrent une réducﬁon dans l'accroissement de la prévalence
aprés 85 ans. L'incidence de la DSTA semble tripler tous les 10 ans aprés 65 ans.

La fréquence d'apparition de la maladne passe de 0,4 %, pour les individus des deux sexes ﬁges
de 55 4 59 ans, 3 43 %, pour ceux qui atteignent l'dge de 95 ans ( OTT, 1995) '

D'ap}és un modéie dérivé d'une méta-analyse appliqué a la population francaise en 1990, on
estime que 460 043 personnes de plus de 60 ans souffraient de démence sénile 4 cette date.
Parmi celles-ci, 248 167 auraient la maladie d'Alzheimer. D'aprés des estimations, ce chiffre est
en augmentation croissanie pour atteindre 824 062 cas d'Alzheimer en l'an 2020 ( BLARD,
1996). '

Les groupes d'dge plus €levés sont ceux qui préoccupent le plus les responsables des services
de santé car ils sont plus susceptibles d'avoir des pathologies multiples, et moins susceptibles
d'avoir de la famille proche suffisamment jeune pour les soigner a domicile. On estime que 162
379 personnes de plus de 85 ans souffraient de démence sénile en France en 1990 (RITCHIE,
1992).

Les formes familiales de la maladie d'Alzheimer représentent moins de 10 % du nombre total
des cas. Elles découlent de mutations génétiques situées, pour les formes précoces, sur les
chromosomes 1 (géne de la préséniline-2), 14 (géne de la préséniline-1) ou 21 (géne de la
protéine $/A4); pour les formes tardives, sur le chromosome 19 (géne ApoE, alléle £4), et
probablement sur un géne du chromosome 12 (SCHORDERET, 1998).
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62,5
67,5
72,5
77,5
82,5
87,5
91,5
95,0

0,9
1,6
2,8
4,9
8,7
15,5
245

36,7

0,2

0,4
0,9
2,1

2

4,7
10,8
21,0

37,4

Tableau I : Taux estimés de prévalence (en %) de la démence sénile et de la DSTA pour des

tranches d'dge spécifiques. (RITCHIE, 1992)
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Schéma n°l : Taux de prévalence des démences séniles et de la DSTA en fonction de I'dge.

(RITCHIE, 1992)
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Rmgq; - Prévalence: proportion d'une population qui, & un moment donné est atteinte d'une
maladie.
- Incidence: nombre de nouveau cas d'une maladie dans une population pour un

intervalle de temps donné.

(RITCHIE, 1996)

) Les facteurs de risgues:

L'age et les amécédenté familiaux de DSTA sont les seuls facteurs de risques confirmés. La
trisomie 21 est un facteur de risque significatif des 1ésions neurobiologiques de type DSTA
mais pas de la détérioration cognitive.

Les traumatismes criniens, le sexe féminin et les antécédents de trisomie 21 semblent étre ligs
avec la survenue de la DSTA d'une maniére qui est toujours discutée. TOuteféis chez les
femmes, la plupart des études rapportent des incidences plus élevées que chez les hommes, ce
qui laisse penser que la prévalence de DSTA dans cette partie de la population n'est pas
seulement due aux différences d’espérance de vie mais aussi 4 un risque plus grand.

D'autres facteurs de risques sont toujours a I'étude mais les preuves sont encore insuffisantes
pour affirmer leur implication de fagon certaine. On trouve entre autre : l'apnée du sommeil,
lalumintum dans leau, les hémopathies malignes, I'dge des parents, les anesthésies, la
malnutrition, I'exposition aux solvants, des facteurs socio-économiques...

Enfin plusieurs facteurs de risques ont été totalement exclus : le contact avec des animaux, le
diabéte, les infections herpétiques, la consommation de viande crue, le tabagisme, les maladies

thyroidiennes, les interventions chirurgicales et les analgésiques.

4) Diagnostic de la maladie: (ROQUIER-CHARLES, 1998 ; BLARD, 1996)

C’est souvent & un stade avancé de la maladie que les patients consultent pour la premiére fois
leur médecin et que leur entourage commence réellement & s’inquiéter. A 'examen le médecin
détecte d’important troubles de la mémoire avec, notamment, ’oubli quasi immédiat d’une
consigne ou de T'idée que le patient voulait exprimer s’il interrompt sa phrase. Des tests

psychologiques font apparaitre une diminution des capacités intellectuelles.
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- En ["absence de marqueurs biologique ou radiologiqﬁe de la maladie d’Alzheimér, le diagnostic
repose sur un faisceau d’arguments. Ii faut avant tout s’assurer que le patient n’est pas atteint
d’une affection donnant des symptdmes proches de ceux de la maladie d’Alzheimer :
hypothyroidie, syphilis, anémie de Biermer, déficit en vitamine B12 ou en folates, tumeur
cérébrale, hématome sous-dural ou Iésions vasculaires cérébrales, infection par le VIH, maladie
de Creutzfeldt-Jakob... Le scanner et Pimagerie par résonance magnétique montrent une
atrophie cérébrale. Si celle-ci n’est pas spécifique de la meladie d’Alzheimer (elle s’observe
chez norhbre de sujets normaux), son aggravation entre deux scanners successifs et sa
prédominance dans la région pariéto-occipitale ont une certaine valeur diagnostique. Mais
seule I'étude au microscﬁope d’un fragment de cortex oérébral prélevé chirurgicalement peut
apporter une certitude. Il est facilement imaginable que de telles biopsies ne sont pratiq‘uées'
que trés exceptioﬁne}lement. On voit donc ici toute la difficulté qui réside dans le d:iagno'sﬁc. de
cette maladie.

Depuis quelques années, de gros efforts ont été faits pour obtenir des critéres de définition
clinique. 1l s'agit des critéres du DSM-IV (critéres diagnostiques de I'American Psychiatric
Association) et de ceux du NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke / Alzheimer Disease and Related Disorders Association),
beaucoup plus détaillés et selectifs. Ces critéres sont sans doute imparfaits mais ils proposent
un abord pragmatique et rationnel et ont été adoptés par la plupart des équipes médicales.

L'utilisation de ces critéres a renforcé la crédibilité des études épidémiologiques et a permis une

certaine uniformisation des résultats depuis une dizaine d'années.

Le diagnostic de la maladie d'Alzheimer comporte deux étapes : le diagnostic de la démence
d’une part, puis celui de la démence de type Alzheimer.

Le diagnostic de la démence reposé sur l'interrogatoire de l'entourage du patient, sur I'examen
- clinique, ainsi que sur I'exploration neuropsychologique du patient. Ce diagnostic est d'autant
plus aisé que le sujet présente une détérioration évoluée, qui répond aux critéres du DSM-IV.
Différents tests permettent une évaluation globale du fonctionnement cognitif, du degré de

sévérité de la démence et de son évolution.
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Le diagnostic de démence est plus difficile a poser dans les formes débutantes ou les troubles
restent discrets et prédominent sur une fonction cognitive.

Une fois ce diagnostic de démence posé, il faut comme nous l'avons vu précédemment éliminer
toute autre cause de démence.

Le diagnostic de la maladie d'Alzheimer du vivant du patient est un diagnostic de probabilité,
reposant sur ’analyse clinique. Le clinicien bénéficie heureusement des critéres du NINCDS-
ADRDA, qui permettent d'effectuer le diagnostic de cette maladie avec une fiabilité établie par

vérification anatomopathologique & 80-90 %.
5) Etiologie: (ROQUIER-CHARLES, 1998 ; SCHORDERET, 1998)

Les causes de la maladie demeurent inconnues. De nombreuses théories ont été formulées,
mais aucune d’entre elles ne sont pleinement satisfaisantes ou complétement vérifiées. Dés lors,

rappelons les hypothéses classiques formulées a ce jour

- EL’hypothése meurochimique repose sur une diminution des taux de plusieurs
neuromédiateurs au niveau cérébral. Bien que différents systémes de neurotransmission soient
touchés dans cette pathologie (voir le tableau résumant ces phénomeénes page suivante), l'axe
cholinergique est le plus atteint. Ce déficit entralnerait une diminution de I’acétylcholine, et de
ce fait une baisse de la transmission de Uinflux nerveux. Toutefois cette hypothése n’explique

pas la dégénérescence nerveuse.
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TRANSMETTEURS

CHANGEMENTS OBSERVES DANS LA MA

Acétylcholine

- Diminution importante dans le cortex et dans "hippocampe
- Diminution modérée des récepteurs nicotiniques et muscariniques
M,, mais pas M, dans les aires corticales de I"hippocampe

- Effet plus précoce chez les patients ApoE,

Somatostatine

-Diminution nette dans le cortex et dans 'hippocampe
-Diminution modérée des réc_epteurs SRIF-1 dans les aires corticales

et I’hippocampe

Galanine

-Augmentation modérée de I'immunoréactivité dans le noyau basal de
Meynert'et ses aires corticales de projections

Sérotonine

-Diminution dans le cortex et dans ’hippocampe, chez un sous-groupe
de patients

-Diminution importante des récepteurs 5-HT; et 5-HT, dans les aires
corticales et dans i’hippocatﬁpe

Noradrénaline

-Diminution dans le cortex et dans ’hippocampe chez un sous-groupe
de patients
-Diminution des récepteurs a2A dans le cortex, le cervelet et

Phypothalamus

Dopamine

-Diminution modérée, corticale et striatale, observée dans quelques

cas
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CRF (Substance P) |-Diminution possible des peptides et de leurs récepteurs corticaux

dans des études isolées

Neuropeptide ¥ et | -Pas de consensus jusqu’a présent. Des augmentations et des
acides aminés diminutions ont ét¢ décrites

excitaienrs

CCK, Newrotensine, |-Pasde modiﬁc_ation nette
pepiides apﬁoides, ViP

GABA, Glycine, -Pas de modification nette

Taurine

Tableaw IT : Résumé des modifications neurochimiques observées dans le cerveau des
patients atigints de la maladie d’Alzheimer. Les neurotransmetteurs et les neuropeptides sont
présentés dans ['ordre décroissant d’importance de ['atteinte.

(BESSON, 1997) '

- Les hypothéses génétiques reposent sur des études épidémiologiques relevant I’existence
d’antécédents familiaux de la maladie chez 10 % des sujets atteints. Dans ces familles, on
constate également une augmentation de la probabilité de naissance d’un enfant porteur d’une

trisomie 21, sans que I’on ait déterminé les raisons de cette association.

- Ume hypothése virale est émise par ansglogie avec la maladie de Creutzfeldt-Jakob.
Toutefois, 7l existe un agent infectieux responsable de 1a maladie d’Alzheimer, il aurait besoin

d’un certain contexte génétique, immunitaire ou toxique pour s’exprimer.

- Une hypothese immunologique repose sur la diminution globale du nombre de lymphocytes
circulants et la présence accrue d’auto-anticorps. Cependant, ces perturbations sont fréquentes

avec I’age en dehors de toute démence.
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- Les hypothéses vasculaire et métaboligue sont étayées par une réduction du débit sanguin
cérébral, de I'oxygénation du sang et de sa capacité a capter le glucose. Il faut toutefois noter

que ces déficits peuvent étre la conséquence et non la cause de la détérioration cérébrale.

- Une hypothése toxique repose sur 'augmentation des taux d’aluminium dans le cerveau.
Mais des concentrations cinq fois supéricures 2 la normale, observées chez les dialysés, ne

produisent pas de dégénérescence nerveuse.
- Une hypothése impliquant les radicaux libres repose sur le fait que le vieillissement est dd,

en partie, aux effets destructeurs de ceux-ci. Cette derniére hypothése fait actuellement 1’objet

de nombreuses recherches.

6) Les différents traitements ; (ALLAIN, 1996 ; HAUW, 1997)

Plusieurs possibilités d'actions thérapeutiques doivent étre distinguées dans la MA.

Le plus simple tout d'abord est de dépister et de traiter efficacement les affections qui
aggravent la démence (traiter la cause d'un syndrome confusionnel ou une dépression...). 1l faut
en second lieu juguler les troubles du comportement et, enfin, tenter d'améliorer les troubles

cognitifs par des médicaments substitutifs.

6-1) Traitements des troubles du comportemse

Deux points sont importants & retenir pour envisager ce type de thérapie.

Le premier est de rechercher systématiquement le facteur déclenchant ou entrainant ces
troubles comportementaux de fagon & pouvoir éventuellement agir directement sur celui-ci.

Le deuxiéme est d'éviter tous les médicaments anticholinergiques ou possédant une

composante de ce type.
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a) Dépression et troubles affectifs:

En pratique, le traitement d'une dépression est impératif et peut sensiblement améliorer les
fonctions cognitives, Les antidépresseurs non anticholinergiques pourront étre utilisés.

Les antidépresseurs de type noradrénergiques ou dopaminergiques sont d'avantage adaptés aux
cas de “déficit affectif” ou I'on note chez le patient un certain repli, de lindifférence, et
l'absence de plaisirs ou d'émotions.

Au contraire les patients présentant une certaine "incontinence émotionnelle" se caractérisant
par des sanglots, des changements brutaux dhumeurs et des réactions de panique face aux

difficultés seront traités par des antidépresseurs sérotoninergiques.

b) Irritabilité et agressivité:

Les neuroleptiques sont fréquemment prescrits mais ils sont peu efficaces dans ces indications,
sauf lorsque le trouble est dii & une activité psychotique.

Les molécules sérotoninergiques sont de possibles alternatives thérapeutiques mais elles n'ont
pas €té évaluées par des essais contrdlés. Les antidépresseurs actifs par inhibition de la
recapture de la sérotonine, la buspéridone et la trazodone pourraient étre des traitements
d'avenir. D'autres études ont montré un effet bénéfique possible de la carbamazépine, du

valproate de sodium ¢t des bétabloquants.

¢) Délires et hallucinations:

Dans le traitement des hallucinations, les neuroleptiques retrouvent pleinement leur indication.
Les nouveaux neuroleptiques dits "atypiques” {clozapine, rispéridone, zacopride) suscitent des
espoirs du fait d’effets indésirables plus faibles. Toutefois, le recul dans Putilisation de ces
produits semble encore insuffisant.

La prescription & 'avenir de produits cholinergiques pourrait modifier cette situation de quasi-
monopole thérapeutique. En effet, I'amélioration de la transmission cholinergique pourrait
réduire la fréquence des troubles psychotiques.
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La possible réaction épilepsie-hallucination incite & instituer un traitement anti-épileptique

chaque fois que cela parait légitime.

d) Agitation, comportement de déambulation et fugues:

Les neuroleptiques et les benzodiazépines sont souvent prescrits, mais leurs effets paraissent
limités sauf quand lagitation semble directement liée 4 une production hallucinatoire ou
délirante. | |

Les thérapeutiques médicarﬁe:ﬁeuses sont habituellement peu efficaces sur les comportements
de déambuliatiun‘ | :

6-2) Traitement des troubles cognitifs:

Deux classes principales de médicaments peuvent étre proposées a ce jour: la classe des
inhibiteurs des cholinestérases dont ¢’est I’indication, et d’autres produits qui ont été amenés a

cette pathologie, mais dont Iutilité principale n’est pas la maladie d’ Alzheimer.

Les seuls traitements ayant regu l'autorisation de mise sur le marché frangais pour cette maladie
sont le COGNEX® (tacrine) et I’ ARICEPT® (donepezil). Ce sont deux anticholinestérasiques,
visant & compenser les déficits cholinergiques cérébraux des patients. Nous allons revenir plus

largement sur l'approche cholinergique dans les paragraphes suivants.

Les autres traitements proposés jusqu'a présent, souvent sur des bases empiriques, peuvent

aussi ére regroupés en deux classes : les produits & visée vasculaire et les agents nootropes.

- Les moléculles 3 visée vasculaire sont nombreuses. Aucun effet manifeste n'a jamais
été formellement démontré. Paradoxalement d'ailleurs, les études effectuées avec une

méthodologie correcte sont trés peu nombreuses.

- Les médicaments nootropes, dont le but est de favoriser le fonctionnement neuronal,
pourraient étre plus intéressants. On trouve ici par exemple le piracétam, des alcaloides de
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l'ergot de seigle ou bien encore, des principes actifs extraits de Gingko biloba. Nombre de ces
produits appartiennent 4 la classe des "activateurs cognitifs". De la méme maniére, aucun de

ces médicaments n'a démontré une efficacité quelconque dans la maladie d'Alzheimer.

6-3) Autres essais thérapeutigues: (ALLAIN, 1996)

De nombreux articles font actuellement le point sur des molécules présentant un intérét certain
dans la maladie d’ Alzheimer. 1l serait vain d'en faire un recensement exhaustif tant ces produits
sont nombreux et les hypothéses sur lesquelles ces traitements reposent sont hasardeuses.

Nous ne citerons ici que les cas les plus prometteurs au vue de plusieurs raisons :

- pour l'instant, seule deux molécules, la tacrine et le donepezil, ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché, dans quelques pays, dont la France et les USA.

- les molécules en développement sont trés nombreuses, appartenant & des classes
chimiques et pharmacologiques trés diverses.

- 'objectif thérapeutique a terme (correction d'un symptéme ou ralentissement d'un
processus physiopathologique) n'est pas toujours clair, a priori.

- les cibles neurochimiques des principaux médicaments actuellement en évaluation
clinique ne correspondent pas aux processus les plus caractéristiques de 1'affection
(DNF, protéine béta-amyloide...).

- peu de médicaments ont €té évalués dans le cadre de phases Il méthodologiquement
acceptables contrastant avec la multiplicité des études considérées comme “pilotes™

sur des échantillons trop faibles.

- linadéquation du stade de la maladie a la sensibilité des outils de mesure est classique
malgré le fait admis d'une évolution lente en début de maladie (et par conséquent de la
difficulté de mettre en évidence de faibles variations) et d'une accélération des signes
dans les formes modérées.

- Yabsence quasi constante des étapes dites de pharmacologie clinique (recherche de
doses, évaluation des effets indésirables ; détection d'actions psychométriques autres

que mnésiques, interactions (nourriture/médicaments)).
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- Les anti-inflantmatoires mon stéroidiens (AINS): I'approche est originale car elle repose
initialement sur des données épidémiologiques montrant 1'association inverse entre
consommation d'AINS et la survenue de la maladie d’Alzheimer. Manifestement, les AINS
ralentissent le processus évolutif de la maladie (NOURHASHEMI, 1998). Toutefois la
rationalité de ceite démarche tient compte de Iidentification dans le cerveau de patients
décédés, d'une série de marqueurs indicatifs d'une réaction immunologique de phase. aigué,
souvent associ€s aux dépﬁts de protéine amyloide. Si 'AINS a la capacité de franchir la
barriére hémato-encéphalique, il devrait &re en mesure d'inhiber la cascade de. réactions
inflammatoires et immunologiques qui provoquent ou accompagnent la maladie d’Alzheimer
(SCHORDERET, 1998). 11 faudra toutefois tenir compte du rapport bénéfice / risque de ce
type de m_édicaments, dont les effets indésirables a long terme et chez les personnes ﬁgéesbsont

loin d'étre tolérables.

- L'hormenothérapie substitutive post-ménopausique pourrait également s'avérer
protectrice. Le rfle bénéfique de l'oestrogénothérapie dans la MA repose sur un faisceau
d'arguments. Les récepteurs cérébraux des cestrogénes présentent une distribution similaire 2
celle des lésions histologiques de la maladie (télencéphale blasal,. cortex cérébral et
hippocampe). Les cestrogénes renforceraient la synthése des récepteurs du NGF. Le 17-béta-
oestradiol favoriserait le catabolisme non amyloidogénique de 1'APP. Certaines études
rétrospectives ont pu montrer que les femmes ménopausées ayant bénéficié dune
oestrogénothérapie substitutive ont un risque moindre de développer la maladie. De plus,
parmi les patientes atteintes, celles ayant bénéficié d'une oestrogénothérapie substitutive

présentent une dégradation cognitive moins marquée (ALLAIN, 1996).

- Les antioxydants: la littérature est trés abondante, plaidant en faveur du réle des radicaux
libres, dans la mort cellulaire programmée (apoptose) des cellules nerveuses et de leur
interaction avec d'autres composés délétéres tels le glutamate, le fer et le calcium. Les
arguments en faveur de cette théorie radicalaire dans la maladie d’Alzheimer sont pourtant
fragiles et toujours indirects. Cette pauvreté de preuves contraste avec le nombre élevé de
composés chimiques qui s'opposent a cette surproduction radicalaire, notamment la série des
aminostéroides (les lazaroides) et 1'alpha-tocophérol (vitamine E) ou d'autres molécules
classées dans les "activateurs cognitifs" (ALLAIN, 1996).
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- On peut encore citer la sélégilime (inhibiteur de la monoamine oxydase de type B), la
nimodipine (antagoniste calcique de type dihydropyridine) ou des molécules agissant en
limitant ou bloquant la neurotransmission glutamatergique, comme produits présentant un fort

~ potentiel de développement dans le traitement de cette pathologie.

7-1) L'acétyicholine et son cyele: (GENTY, 1997 ; KATZUNG, 1996)

L'acétylcholine est le premier neurotransnietteur a avoir ét¢ caractérisé comme tel en 1921 par
Otto LOEWI (biochimiste et physiologiste allemand, 1873-1961, prix Nobel en 1936). Cette
découverte, historique devait avoir une portée considérable dans le monde des biologistes.

On trouve des synapses cholinergiques dans le systéme nerveux central (différents circuits
cérébraux) ainsi que dans le systéme nerveux périphérique (neurones pré-ganglionnaires
sympathiques. et parasympathiques, neurones post-gangﬁonnaires parasympathiques, jonction
neuro-musculaire). | |
L'acétylcholine est synthétisée dans les terminaisons pré-synaptiques des neurones
cholinergiques, & partir de choline et d'acétyl-coenzyme A sous l'action de la choline acétyl-
transférase (ChAT). '

Dans le cas de la jonction néuro-musculaire, I'ACh, libérée dans la fente synaptique, se fixe sur
des récepteurs post-synaptiques spécifiques, dits nicotiniques, qui sont des protéines canaux
dont elle déclenche Youverture. Cette fixation peut étre contrariée par le curare. La molécule
d'ACh est ensuite inactivée par l'enzyme acétylcholinestérase (AChE).

Au niveau des synapses cholinergiques des systémes ﬁerveux sympathique et central, 'ACh
peut aussi se fixer sur des récepteurs, dits muscariniques, qui sont des récepteurs liés aux

protéines G.

Le fonctionnement de la synapse cholinergique est généralisée dans le schéma suivant :
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Schéma n° 2 ; La synapse cholinergique (RATZUNG, 1996)

Deux structures cellulaires, la terminaison du nerf cholinergique (51 gauche) et la cellule post-
synaptique (3 droite), sont séparées par la fente synaptique. |

La choline est transportée dans la terminaison nerveuse par un transporteur a haute affinité (1)
qui transporte également lion sodium, en utilisant le gradient de sodium comme énergie. Ce
transport peut étre inhibé par I'hémicholinium. A lintérieur de la terminaison nerveuse, la
choline s'associe a l'acétyl-coenzyme A (AcCoA), au c_ours' d'une réaction catalysée par la
choline-acétyltransférase, pour former l'acétylcholine (ACh).

La formation des vésicules de stockage est initiée par le dép6t de molécules de clathrine a la
surface interne de la membrané terminale (représentée par la structure en forme de palissade de
la nouvelle vésicule). Expulsé de la surface par pincement, un "complexe vésiculaire” est
formé, qui va éventuellement donner naissance & une vésicule de stockage mature. L'ACh est
transportée dans la vésicule de stockage sous l'action d'un transporteur (2) qui utilise I'efflux de
protons comme source d'énergie. De 'ATP et du protéoglycane sont également stockés dans la
vésicule. La libération du médiateur survient lorsqu'un potentiel d‘action, transporté le long de
I'axone sous l'effet des canaux sodiques dépendant du voltage, arrive dans les terminaisons
nerveuses. Les canaux calciques sensibles au voltage de la membrane terminale sont ouverts,
permettant un influx de calcium. On pense que l'augmentation du calcium intracellulaire

provoque la fusion des vésicules avec la membrane cellulaire, entrainant une expulsion par
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exocytose de 'ACh, de 'ATP et du protéoglycane dans la fente synaptique. Cette étape est
bloquée par Ié botuline. | |

L'ACh atteignant les récepteurs pré- et post-synaptiques modifie la fonction de la cellule
correspondante. |

Le médiateur diffuse ecalement au contact de I'acetylcholmesterase (AChE), une enzyme

polymérique qui scinde I'ACh en choline et en acétate.

‘Nous avons vu que la maladie d’ Alzheimer est marquée par de multiples anomalies'ce’;rél:;rales
en neurotrahsinetteurs._ Le d.éﬁcit en acétylcholine est le plus net et le plﬁs consté.nt.
L'importance des circuits cholinergiques dans les processus mnésiques a ét¢ démontrée depuis
lés années 70. Plusieurs études ont mis en évidence une corrélation entre la sévérité du
syndrome démentiel et l'intensité du déficit en acétylcholine (DAVIES, 1976). L’hypofhése
cholinergique de la maladie d” Alzheimer confirme les résultats de plusieurs études post-mortem
et les analyses de biopsies. A l‘hél.lre actuelle, il y a deux explications a ce phénoméne. On a .
soit une diminution de l'activité de I'enzyme choline acétyl-transférase dans différentes régions
du cortex, soit une surexpreésion du transpbrteur a haute affinité de la choline dans ces mémes
régions. On a également constaté une réduction de la libération de I’acétylcholine et de son
métabolisme, ainsi qu’une perte de récepteurs muscariniques. |
La pertinence des altérations du systéme cholinergique dans la maladie d’ Alzheimer est justifiée
en outre par le fait que la neurotransmission cholinefgique module ’apprentissage, la mémoire
et I"attention, comme cela a €t¢ démontré : |
- il y a corrélation entre le déficit cortical de la choline acétyltransférase, les plaques séniles et
les déficits cognitifs dans cette maladie.

- Le déficit cognitif lorsqu’il est induit par des agents anticholinergiques actifs au niveau central
(scopolamine) chez I"humain normal, comme chez les animaux de laboratoires, rappelle mais
sans I’expliquer, les déficits obtenus dans la maladie d’ Alzheimer (BENZI, 1998).

La diminution de la transmission cholinergique cérébrale serait donc la cause des déficits

cognitifs dans cette maladie.
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ACRE:

LES SYSTEMES CHOLINERGIQUES DANS LA MALADIE D'ALZHEMEE

Résumé des connaissences actuelles:
{(BESSON, 1997)

NEQCORTEX:

- activité diminuée de 30 & 90 % suivant les études, accompagnée d'une baisse
de la recapture et d'une baisse de la synthése de 'ACh; activité diminuée en
biopsie ' _
- activité diminuée dans toutes les couches corticales, surtout dans les couches
MetIV

- activité plus fortement diminuée dans les cas de maladie d'Alzheimer a début
précoce et chez les patients porteurs de l'alléle €4 de l'apolipoprotéine E

- présente dans les plaques séniles et dans certains neurones contenant des DNF
- diminution de l'activité corréiée avec le déficit intellectuel, la densité des
plaques séniles et des DNF et le déficit somatostatinergique dans le cortex
frontal - '

- pas de corrélation entre diminution d'activité et perte neuronale du noyau basal
de Meynert

- activité diminuée de 20 2 90 % suivant les études
- activité diminuée dans toutes les couches corticales

- présente dans les plaques séniles et dans certains neurones contenant des DNF
- pertes des fibres immunoréactives

- Nicotinique: densité normale ou diminuée

- Muscarinique: densité normale ou diminuée
HIPPOCAMPE:

- activité diminuée de 30 & 90 % suivant les études

- présente dans les plaques séniles
- pertes des fibres immunoréactives

- activité diminuée de 60 & 90 % suivant les études
- Nicotinique: densité normale ou diminuée
- Muscarinique: densité normale ou diminuée
NOYAU BASAL DE MEYNERT :
- activité normale ou diminuée de 60 a 80 % suivant les études
- diminution de I'expression des ARNm

- diminution du nombre de neurones de 18 a 80 % suivant les études

- activité diminuée de 50 a 60 % suivant les études
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BANDELETTE DIAGONALE DE BROCA ¢

ChAT: - activité diminuée de 60 %
- diminution du nombre de neurcnes de 20 a 90 % suivant les études
SEPTUM ;

ChAT: - activité diminuée de 45 3 55 % suivant les études
~ diminution du nombre de neurones de 20 & 60 % suivant les études

STRIATUM :
ChRAT: - dorsal: activité normale ou diminuée, pas de diminution du nombre de
neurones -
- ventral: activité diminuée de 50 & 90 % suivant les études, diminution du
nombre de neurones
THALAMUS
ChAT: - activité normale ou abaissée

- perte de fibres immunoréactives

1l est donc logique de proposer des traitements augmentant le taux de ce neurotransmetteur

dans le cerveau en choisissant plusieurs modes d'actions :
- pré-synaptique: apport en précurseur

- synaptique; inhibition des cholinestérases

- post-synaptique. apport d'agonistes (muscarinique ou nicotinique)

L'approche pré-synaptiqgue n'a pas abouti 2 des résultats convaincants ; elle consistait en

Papport de choline ou de Iécithine. Ce fut 'une des premiéres stratégies thérapeutiques qui a
ét¢ mise au point dans le traitement de cette maladie, pour augmenter la synthése de
Pacétylcholine. Cette approche fut inspirée par emploi de précurseurs de la dopamine dans la
maladie de Parkinson. Cette stratégie n’est plus considérée comme intéressante 3 I'heure
actuelle (BECKER, 1988).
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L'approche _post-synaptique semble prometteuse mais encore au stade de l'étude. Toutefois

certaines études cliniques sont trés avancées. (ALLAIN, 1996)

Les agonistes muscarinigues MI: L'idée d'agir directement sur les récepteurs post-
synaptiques muscariniques (les récepteurs de type MI1) semble logique et
pharmacologiquement plus simple que le recours aux inhibiteurs d'enzymes. Le produit
actuellement en phase III aux USA, la xanoméline, semble des plus prometteur. Deux produits
francais, la mirameline et le SR 46559 A sont en phase II ; ce dernier produit posséde 6 fois
plus d’affinité pour les récepteurs M1 que pour les M2, et, ne semble pas exposer le patient au
risque de "syndrome cholinergique". En pharmacologie préclinique, de nombreuses substances
agonistes M1 sont 3 I'étude, et toutes se sont révélées efficaces sur les modéles‘ animaﬁx de
troubles cognitifs ; c'est le cas de I'AF 102 B, dérivé de la quinuclidine. Le SB202026
représente également un agoniste partiel puissant des récepteurs M1 (40 fois plus puissant que

le RS 86) utilisable chez 1'homme 4 des doses quotidiennes situées entre 100 et 150 pg.

Les agents micotinigues: Malgré une connotation trés négative, la nicotine est connue
comme exercant des effets positifs sur la mémoire, 1'attention, 1'anxiété et méme la dépression.
En pharmacologie clinique, 1'amélioration de nombreuses performances cognitives a ét¢
démontrée. L'absence de phénoméne de tolérance est prouvée, de tels résultats ont pu étre
reproduits chez des patients atteints de la MA, avec amélioration du rappel verbal de
1'attention et de la vitesse de traitement de 1'information.

La nicotine stimule les récepteurs nicotiniques centraux. Elle agit également sur d'autres
systémes & neurotransmission: élévation de lactivité de la tyrosine hydroxylase, augmentation
du relargage de la noradrénaline dans 1'hippocampe. La cinétique de ces effets est étonnante,
puisque les modifications induites persistent au-deld de l'interruption du traitement. Si
l'administration de nicotine a des malades pose des problémes, cette voie de recherche a le
mérite de déboucher sur des composés dénués des effets indésirables de la nicotine elle-méme.
Ces substances sont qualifiées de “cholinergic channel activators”.

Les agonistes nicotiniques représentent un champ treés actif de la pharmacologie du systéme
nerveux central, d'autant que les propriétés neuroprotectrices ont été clairement mises en

évidence. Ces faits sont & rapprocher des résultats des épidémiologiques permettant de
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suggérer un effet protecteur du tabagisme vis-a-vis de la MA elle-mé&me. Une discussion

récente est lancée concernant le risque de MA, le tabagisme et certains génotypes.

L'approche synaptique. l'action inhibitrice sur les cholinestérases s'est révélée jusqu'ici la plus

intéressante; elle a favorisé les premiers résultats positifs sur les troubles de la mémoire.

La portée de cette intervention se trouve pourtant limitée, car les déficits en plusieurs
neurotransmetteurs sont observés dans la maladie d’Alzheimer, et il faut également tenir
compte des lésions neuronales du cortex cérébral. Toutefois, comme les résultats obtenus
jusqu'a présent avec ce type d'interventions sont encourageants, cette voie thérapeutique est en

plein essor.

7-3) Les cholinestérases:

Ce sont des enzymes présentes chez les vertébrés en général et chez 'homme en particulier.
L'acétylcholinestérase (EC 3.1.1.7., AChE) et la butyrylcholinestérase (EC 3.1.1.8., BuChE)

sont deux enzymes qui hydrolysent rapidement les esters de choline.

L'AChHE est particuliérement importante au niveau des jonctions neuromusculaires, puisque son
principal r6le physiologique est dhydrolyser l'acétylcholine libérée dans la synapse
cholinergique, permettant ainsi la restauration de l'excitabilité de la membrane post-synaptique.
La présence de l'enzyme dans des tissus dépourvus de synapses cholinergiques et sa répartition
au cours de l'embryogenése et de la différenciation cellulaire suggérent cependant que,
l'enzyme pourrait étre impliquée dans d'autres fonctions (BALASUBRAMANIAN, 1993).

En revanche, aucune fonction physiologique n'a encore été attribuée a la BuChE, qui est

exprimée dans de nombreux tissus, notamment le foie d'ou elle est sécrétée dans le plasma.

Composées de sous-unités catalytiques glycoprotéiques dont les masses molaires s'étalent
généralement de 70 a 80 kDa, les cholinestérases (ChE) présentent un polymorphisme
moléculaire complexe. On a mis en évidence des formes monomériques, homo ou hétéro-
oligomériques, globulaires hydrophiles ou amphiphiles, jusqu'd des structures en grappes &

queues collagéniques incluant douze sous-unités catalytiques (MASSOULIE, 1993).
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La résolution de la structure tridimensionnelle de I' AChE extraite du poisson torpille (Torpédo
californica) (SUSSMAN, 1991) a permis de préciser I'ensemble des connaissances structurales

et catalytiques de ce type d'enzyme.

Présentant des propriétés catalytiques voisines, les ChE agissent selon le mécanisme général
des estérases 4 sérine. L'ACHE est une des enzymes les plus rapides que 'on connaisse, puisque
la vitesse d'hydrolyse de l'acétylcholine approche de la limite théorique fixée par la diffusion du
substrat (QUINN, 1987). La vitesse de catalyse de la BuChE est par contre beauccup‘ plus
faible. Ces ChE possédent dans leur site actif une sérine qui peut étre phosphorylée par des
inhibiteurs organophosphorés par exemple. Ce sont des hydrolases & sérine, dont le mécanisme
catalytique est semblable a celui d'autres estérases, lipases ou protéases. On peut décomposer

la réaction catalytique en trois étapes:

- 1a Haison du substrat semble s'accompagner d'un réarrangement conformationel qui
permet le déroulement des étapes chimiques ultérieures (ROSENBERRY, 1975).

- la deuxieme étape consiste en une attaque nucléophile de l'acétylcholine par la
sérine du site actif, qui libére la choline et produit une acétyl-enzyme.

- dans la troisiéme étape, l'acétyl-enzyme est hydrolysé et I'enzyme active est

régénérée.
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Schéma n° 3 : Fonctionnement de I'acétylcholinestérase. (CHAMP, 1986)

L'ACHE est une enzyme “parfaite”, selon l'expression de QUINN (1987), car les énergies
d'activation des différentes étapes sont pratiquement égales, de sorte que la vitesse catalytique

ne dépend pas d'une seule étape limitante.

7-4) Structure de acétylcholinestérase:

La détermination de la structure tridimensionnelle de I'acétylcholinestérase de torpille par
diffraction des rayons X a été réalisée en 1991 par SUSSMAN et ses collaborateurs. Cette
enzyme appartient & la classe des protéines o/ et sa structure est constituée par un ensemble

de 12 feuiilets B entouré de 14 hélices a. Cette équipe de chercheurs a visualisé pour la
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premiére fois, le site de liaison de l'acétylcholine au niveau atomique. Ce site est localisé non &
la surface de la protéine, mais prés de son centre, au fond d'une étroite cavité, profonde de 20
Angstroms. Il est constitué par une triade catalytique sérine (200), histidine (440), glutamate
(327). C'est le premier exemple d'une triade catalytique comprenant un glutamate au lieu d'un
aspartate, Les parois de la gorge sont tapissées par les noyaux aromatiques de 14 résidus

phénylalanine, tryptophane ou tyrosine, qui représentent environ 40% de sa surface.

La modélisation de la molécule d'acétylcholine en conformation trans, dans cette structure,
montre que le groupe quaternaire de la choline est en contact étroit avec le noyau imidazole du
tryptophane 84, ce qui confirme la présence de ce résidu dans le sous-site “anionique”. On
constate que la liaison des ammoniums quaternaires est plutdt due a leur interaction avec les
&lectrons 7 des noyaux aromatiques, qu'avec des charges négatives. |

D'autres études complémentaires nous aménent 3 penser que l'acétylcholine se lierait tout
d'abord au site périphérique, qui jouerait le rle d'un terrain d’atterrissage a la surface de la
protéine, puis glisserait comme sur un toboggan, le long des résidus aromatiques disposés sur
les parois de la gorge, jusqu'au site catalytique ot elle est hydrolysée. 1l est possible que ce
transfert du substrat du site périphérique au site catalytique corresponde a la premiére étape
conformationelle de la catalyse, qui précéde les étapes chimiques d'acétylation et de
désacétylation de l'enzyme. Les liaisons faibles avec les noyaux aromatiques accéléreraient
l'accés de I'ACh au site catalytique en la confinant a la surface de la gorge: clest le “guidage
aromatique”. La disposition des charges électriques dans la protéine semble également créer un
champ qui peut entrainer les molécules de substrat vers le site catalytique (MASSQULIE,
1993). |
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il - LES INHIBITEURS DES CHOLINESTERASES :

1) Présentation :

L’hypothése cholinergique de la maladie d’Alzheimer a conduit & une thérapeutique courante
et majeure. Cette approche est basée sur la tentative de correction du déclin cognitif par une
manipulation de la neurotransmission cholinergique. Dans les possibles stratégies pour
augmenter activité cholinergique cérébrale, I'inhibition des cholinestérases est celle qui est la
plus utilisée. L’usage d’agonistes des récepteurs de I'acétylcholine pourrait conduire & une
alternative mais il n’est toujours pas d’actualité. Les inhibiteurs des cholinestérases peuvent
augmenter Uefficacité de la transmission cholinergique en évitant 'hydrolyse de ’acétylcholine
dans I’espace synaptique et fournissant ainsi davantage de médiateurs au niveau des récepteurs
post-synaptiques. La tacrine et la physostigmine (€sérine) ont ¢été les molécules les plus

largement étudiées. L évaluation de 1'usage a long terme du donepezil est en cours.

1-1) Les différentes molécules : (MASSOULIE, 1993)

On peut distinguer deux types de produits -

- ceux qui réagissent de fagon covalente avec la sérine active de I’enzyme,

- ceux qui se lient a 'enzyme de fagon non covalente,

La réaction de I'enzyme avec les inhibiteurs de la premiére catégorie ressemble 4 la réaction
d'acylation d'un substrat. Mais les dérivés produits, carbamylés, sulfonylés ou phosphorylés,
ont une durée de vie plus longue que celle de I'acétyl-enzyme. L'ésérine par exemple produit un
carbamyl-enzyme, qui s’ﬁydrolyse spontanément en quelques minutes. Les composés
organophosphorés, donnent un phosphoryl-enzyme, qui ne s'hydrolyse que trés lentement ou
pas du tout. Certains de ces dérivés peuvent étre réactivés par des composés nucléophiles
ayant une bonne affinité pour le site actif, comme certaines oximes. Cependant, dans certains

cas, le phosphoryl-enzyme subit une réaction dite de “vieillissement”, dans laquelle un groupe
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alkyle 1ié au phosphore est éliminé. Aprés cette réaction de “vieillissement”, l'enzyme ne peut

plus étre réactivé par les oximes,
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Schéma n° 5 : Vieillissement de 'acétylcholinestérase. (PONTAL, 1997)

Pour certains organophosphorés comme le soman, cette réaction de vieillissement est trés
rapide. Cette réaction de vieillissement joue donc un réle tres i.mpoftant dans la toxicité des
molécules anticholinestérasiques, car elle détermine la possibilité de les détoxifier par des
agents réactivateurs. On peut noter également que la vitesse de cette réaction dépend de la

nature chimique de l'inhibiteur, mais aussi de l'enzyme elle-méme.

Certains inhibiteurs non covalents, comme I'édrophonium, se lient au site actif, entrant ainsi en
compétition avec le substrat. Ces inhibiteurs portent généralement un groupement ammonium
quaternaire, comme l'acétylcholine. Ceci a conduit & un schéma classique, selon lequel on
considére que le site actif se compose d'un sous-site estérasique, ou se situe la sérine active et
une histidine et, d'un sous-site cationique, responsable de la liaison du groupe ammonium

quaternaire de la choline ou des inhibiteurs (WILSON, 1967).
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D'autres inhibiteurs non covalents de 'AChE, comme la gallamine, ne sont pas compétitifs avec
le substrat (CHANGEUX, 1966). 1ls agissent donc de fagon allostérique sur le site de liaison
des groupements ammoniums quaternaires, appelé site périphérique. Le role du site
périphérique dans le mécanisme catalytique n'est pas clair, On pense cependant qu'il est
responsable de l'inhibition par exces de substrat qui caractérise l'acétylcholinestérase (RADIC,

1991).
Plus classiquement, par leur utilisation dans la maladie d’Alzheimer, on peut diviser ces

composés en quatre grandes classes par rapport a leur structure et 4 leur mécanisme d’action

(BENZI, 1998) :

a) Les composés contenant un groupement amine tertiaire :

Ce sont des inhibiteurs réversibles, soit non compétitif comme le donepezil, ou de type mixte,
comme la tacrine, qui provoguent une inhibition allostérique de ’acétycholinestérase, par

liaison & une région hydrophobe, prés de son site anionique.

b) Les carbamates :

La physostigmine, la pyridostigmine et I’eptastigmine, sont des inhibiteurs pseudo-irréversibles
de I’enzyme, par formation d’un complexe carbamoylé avec le résidu sérine de la triade
catalytique de ce dernier. Ce complexe sera hydrolysé avec une vitesse beaucoup plus lente que

la forme acylée de I’enzyme avec son substrat habituel.

¢) Les composés organophosphorés :

Ce sont des inhibiteurs irréversibles de I’enzyme. Un seul de ces composés pourrait devenir un
médicament pour la maladie d’Alzheimer : il s’agit du métrifonate, qui aprés une activation
metabolique donne du dichlorvos. Ce dernier forme une liaison covalente avec le résidu sérine

de I’enzyme pour aboutir a la formation d’un complexe stable.
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d) Les inhibiteurs sélectifs :

On classe dans cette catégorie, les composés sélectifs pour I’acétylcholinestérase par rapport 3
la butyrylcholinestérase comme I'ENA 713 ou le donepezil, ainsi que des molécules

particuliéres, présentant également cette propriété, comme la galanthamine ou I"huperzine A.

Liste des principaux inhibiteurs des cholinestérases connus.

- Ambenonium - - Benzpyrinium
- Demecarium - Distigmine

- Donepezil - Echothiophate
- Edrophonium - Eptastigmine
- Hexafluorenium - Isoflurophate
- Neostigmine - Physostigmine
- Pyridostigmine ~ Rivastigmine

- Tacrine

Ces inhibiteurs enzymatiques se résumaient jusqu'a présent aux substances antimyasthéniques
(physostigmine...). Les progrés de la recherche leur cuvrent aujourd'’hui un nouveau

débouché : celui de la maladie d'Alzheimer.

0
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Donepezil Tacrine
. tp\\v\(‘*a CH3
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Physostigmine (Esérine)

Schéma n° 6 : Formules chimiques
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1-2) Les composés organophosphorés : (CHAMP, 1986 ; PONTAL, 1997)

- Structure chimique et classification:

Les composés organophosphorés ont une structure chimique et un mode d'action commun.

Leur formule générale est la suivante:

Rl\ ‘//O

V2N

Ry X

Selon la nature du constituant X, quatre classes principales d'importance variable peuvent étre
définies :

~ Classe I. X contient un ammonium quaternaire.

- Classe Il X =F.

- Classe IIT: X=CN, OCN, SCN ou un halogéne autre que F.

- Classe TV: X= autre substituant.

La classe I'V étant la plus large, elle a ét¢ elle-méme subdivisée en fonction des substituants R;
et R, : diméthoxy, diéthoxy, autre dialkoxy, trithioalkyl. .

Les organophosphorés de la classe I, aussi appelés les phosphorylcholines, sont de puissants
inhibiteurs des acétylcholinestérases et possédent également une action cholinergique directe.
L'un d'entre eux, I'écothioline est utilisé dans le traitement du glaucome. Il ne sont pas utilisés
comme pesticides.

Les organophosphorés de la classe II sont pratiquement aussi toxiques que ceux de la classe I,
ils possédent en outre, une forte tension de vapeur. Ces deux propriétés expliquent leur
utilisation prédominante comme gaz de combat (Tabun), tandis que peu d'entre eux ont été
utilisés en agriculture (Dimefox).

Les organophosphorés de la classe III ont une toxicité intermédiaire entre les classes I et IV.
Certains, comme le Sarin, ont été également utilisés comme gaz de combat.
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Les organophosphorés de la classe IV regroupent la quasi-totalité des produits utilisés en
agricutture. Dans la plupart des cas, le substituant X est fixé par une liaison P-O ou P-§, plus
rarement P-N ou P-C. Ce groupe couvre aussi une vaste échelle de toxicité, allant de celle

équivalente au gaz de combat, 4 celle de produits pratiquement atoxiques chez les mammiféres.

La diversité des propriétés permet & ces organophosphorés de répondre & tous les types de

besoins :

- traitements de sol, pulvérisations foliaires, protection antiparasitaire du bétail, usages
domestiques, traitements de stocks...

- produits pouvant protéger une culture contre une large gamme de déprédateurs divers
ou épargnant la faune auxiliaire. | ' |

- produits persistants pour assurer une protection prolongée des plantes ou produits

peu rémanents limitant les problémes de résidus.

Cette large gamme d'utilisation des organophosphorés s'explique donc par une grande diversité
de structures chimiques greffées sur une fonction de base. Il en résulte tout naturellement une

pluralité de propriétés physiques.

D'autres types de classifications sont utiles, notamment entre inhibiteurs directs et indirects de
1 ‘enzyme. De facon générale, les organophosphorés contenant la fonction P=S sont des
inhibiteurs indirects. Leur métabolisation conduit a des dérivés P=0O qui eux sont des

inhibiteurs directs.

Propriétés physigues:

La plupart des organophosphorés sont facilement dissous dans les solvants organiques et
insolubles dans I'sau, mais quelques-uns uns sont trés hydrosolubles, comme 'acéphate ou le
vamidothion. Le tétrachlorvinphos est quant & lui insoluble dans l'eau et peu soluble dans les
solvants organiques. Certains organophosphorés, comme le TEPP et le dichlorvos, sont trés

volatils, alors que d'autre, comme la phosalone, ont une tension de vapeur négligeable.
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Stabilité:

Certains produits sont trés rapidement dégradés dans le sol, en raison par exemple d'une

grande sensibilité 4 I'hydrolyse ; d'autres au contraire, y ont une persistance de plasieurs mois. -

De méme, la persistance des dépdts sur les feuilles ou des produits véhiculés par la séve peut

aller d'un ou deux jours & plusieurs mois.

HC,0. 0
HC,0 0—{ )—NO, HsC0" O 4 1" NO,
PARAOROR PARATHION |
O 0
H5Czo\‘g " ,OCZHS
F—O0—F, TEPP
HSCZO OCZHS

Schéma n° 7 : Formules chimiques

2) Application dans la maladie &’ Alzheimer ;

2-1) Les médicaments commercialisés ¢

Les inhibiteurs des cholinestérases représentent l'option thérapeutique la plus étudiée dans la

maladie d’Alzheimer. A ce jour, ce sont les seules molécules qui ont été approuvées pour

traiter cette maladie. Deux produits sont disponibles sur le marché francais : la tacrine et le

donepezil. 11 s’agit d'un traitement symptomatique. Ces produits ralentissent la dégradation de

l'acétylcholine intrasynaptique en ses deux composants, la choline et I'acétale

prolongent de ce fait ies effets du médiateur au niveau de la fente synaptique. Leur intérét
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' réside dans I'amélioration des capacités mnésiques mais ils pourraient également posséder un
effet positif sur les manifestations comportementales. Cependant, aucune évidence ne suggére
que ces produits enrayeraient le processus de la maladie. C'est donc pourquot il faudra s'assurer
des potentiels effets bénéfiques a long terme, et notamment sur la mortalité associée a la

maladie, avant d’institutionnaliser ce type de traitement.

Les effets obtenus avec ces molécules sont pourtant trés encourageants. Elles ont ou{rert une
voie dans le traitement de cette terrible maladie et représentent un espoir réel.
-L'épprofondisSemem des études conforte donc 'hypothése de la voie cholinergique. Ccrtéins
auteurs pensent méme, que cette stimulation cholinergique pourrait inhiber la formation des
dépdts de protéine amyloide (TARIOT, 1996). On sait en effet depuis peu que
P acétylcholinestérase est capable d’induire I'assemblage du peptide o en fibrilles amyloides et

. que, d’autre part, enzyme diminuerait la solubilité de ce peptide (INESTROSA, 1996). On

peut donc penser que les inhibiteurs des cholinestérases pourraient inhiber ce phénoméne. Si tel
est le cas, ’explication des résultats probants 6btenus par ces traitements pourrait résider dans
le fait que ces inhibiteurs n’ont pas qu’un effet palliatif, mais également un effet préventif sur la
formation des plaques séniles.

Devant la réussite démontrée de ces pro&uits, le développement de cette classe thérapeutique
est donc tout naturellement en plein essors dans l'industrie pharmaceutique depuis quelques
années, et nombre de nouvelles molécules devraient étre commercialisées dans les prochains

mois.

- Huperzine A (alcaloide) : phase III (Chinese Acad. Sciences)
- Metrifonate (composé organophosphoré) : phase III (Bayer)

- Eptastigmine (carbamate) : phase III (Mediolanum)
- Galanthamine (alcaloide) : phase ITI (Shire Pharm)
- ENA 713 (phényl-carbamate) : phase IT (Novartis / Exelon” )
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La tacrine (Cognex®) est la premiére molécule 4 avoir été commercialisée en 1993 aux USA.
C'est un dérivé aminoacridine possédant une activité d'inhibition des cholinestérases réversible
mais non spécifique. De ce fait la tacrine posséde de nombreux effets indésirables de type
cholinergique et notamment gastro-intestinaux qui nécessitent une répartition des prises sur la
journée, et qui peut entrainer 'arrét du traitement. Un autre probléme majeur est apparu a
lusage, résidant dans son hépatotoxicité directe, visible par une élévation des
aminotransférases plasmatiques (WATKINS, 1994). Bien que ce phénomene soit
complétement asymptomatique, des nécroses hépatocellulaires ont été observées sur des
biopsies du foie, Cette hépatotoxicité induite par la tacrine est réversible 5 & 6 semaines aprés
Parrét du traitement. Une telle thérapie est donc difficile 3 instaurer et exige les compétgnces
de médecins spécialisés. Le dosage régulier de PALAT est impératif, et alourdi de ce fait les
contraintes qu’impliquent déja‘i la prise de ce médicament.

L’efficacité de la tacrine a été pleinement démontrée chez les patients sensibles. Chez d’autres,
il faudra prendre un grand soin pour évaluer le rapport bénéfice-risque avant d’instaurer un tel

traitement.

Les intéréts du donepezil (Aricept®) commercialisé cette année en France représentent une
amélioration notable par rapport 4 la tacrine, et notamment de par sa sélectivité. Les effets
indésirables de types cholinergiques (gastro-intestinaux) existent mais sont moins fiéquents que
dans le cas de la tacrine. Aucune hépatotoxicité n’a été démontrée jusqua présent et une prise
unique quotidienne suffit au patient, du fait d’une longue biodisponibilité. Le donepezil a
démontré son efficacité dans deux essais cliniques pivots se référencant aux différentes
recommandations des agences d’enregistrements (effet cognitif et effet clinique global pour la
FDA, effet cognitif, clinique global et effet sur les activités quotidiennes pour I’agence
européenne) (KELLY, 1997). Tout laisse donc & penser que cette molécule devrait trés

rapidement simposer sur le marché.

Les caractéristiques de ces deux produits sont résumées dans le tableau suivant :
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Cognex® Aﬁcept®
acridine pipéridine
Inhibiteur non sélectif Inhibiteur sélectif
Inhibiteur non sélectif Inhibiteur sélectif
Variable - Non linéaire Linéaire
1,4 4 3,6 heures # 70 heures
Hépatique Hépatique et rénale
Absorption diminuée de 30 % Aucun
Suivi ALAT Aucune
Jusqu'a 4 prises par jour Une prise le soir
Cpr. de 10, 20,30 & 40 mg | Cpr. de 10 & 20 mg

AChE: acétylcholinesiérase BuChE: butyrylcholinestérase

FTableau ¥ : Comparaison de la Tacrine et du Donepezil

2-2) Limites de ces traitements : ( BENZI, 1998)

Bien que les intéréts cliniques de cette classe thérapeutique aient été démontrés, il faut tout de

méme modérer I’espoir que ces molécules pourraient susciter. Plusieurs points en effets restent

obscurs dans cette maladie et dans ’'usage de ces médicaments :
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- Le traitement de la maladie d’Alzheimer par les inhibiteurs des cholinestérases ne donne pas
de résultats homogénes dans la population traitée, du fait de I’hétérogénéité génétique,
neurochimique, neuropathologique et clinique des patients. Il faudra de plus conduire des
études 4 long terme (d’une durée supérieure & un an), pour estimer si ces médicaments sont

capables d’enrayer le cours de la maladie.

- Les effets indésirables de ceftaines de ces molécules vont conduire a une réduction des
posologies. En effet le bon usage de ces drogues repose sur une bonne tolérance des produits ;
on a pu voir que ce n’était pas le cas avec la tacrine qui impliquait I’arrét pur et simple du
traitement chez certains patients du fait de l’hépatotbxicité caractérisée. Il en va de méme avec
les effets indésirables cholinergiques au niveau périphérique, qui peuvent étre un facte'{x:r de

limitation de la posologie ou contribuer & une mauvaise observance des patients.

- Il existe une difficulté non négligeable de stimuler les récepteurs post-synaptiques
indépendamment du systéme pré-synaptique. En effet, une stimulation trop importante des
autorécepteurs de la synapse cholinergique, pourrait réduire la capacité des neurones pré-

synaptiques a transmettre 'influx correctement.

- La pharmacologie des cholinestérases n’est toujours pas clairement élucidée, et certains
résultats sont contradictoires. On sait pourtant qu’on a une altération des cholinestérases dans
certaines régions du cerveau chez le patient atteint de la maladie d’ Alzheimer,

Les inhibiteurs seraient plus actifs sur certaines formes de lenzyme que d’autres. Les

conséquences bénéfiques ou néfastes de ce traitement sont donc encore inconnues.

- 1 faut également mentionner que de nombreuses études s’interrogent sur des altérations de la
réponse fournie par les récepteurs post-synaptiques, aprés leur stimulation par I’acétylcholine
dans le cerveau des malades. Beaucoup d’études constatent un découplage entre le signal émis

par le récepteur et sa transduction par les seconds messagers (protéine G / GTP).

- Enfin, comme nous I’avons déja mentionné, le systéme cholinergique n’est pas le seul systéme
de neurotransmission concerné par des dysfonctionnements dans la maladie d’Alzheimer, La
maladie d’Alzheimer reste une pathologie dont ’origine est multifactorielle, ce qui en rend
I’étude plus complexe, et les interprétations difficiles.
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phytosanitaires : (CHAMP, 1986 ; PONTAL, 1997)

En 1942, la firme BAYER mettait sur le marché le premier pesticide organophosphoré : le
tétraéthylpyrophosphate ou TEPP. Ce produit était rapidement suivi par les parathions et
d'autres composés phosphorés. Ainsi dans les années 1950, toutes les grandes sociétés de la
chimie se mettaient a synthétiser ce type de produits. Cinquante ans plus tard, les
organophosphorés représentent toujours au niveau mondial, un peu moins de la moiti¢ des
ventes d'insecticides d’usage agricole, mais plus de la moitié en France !

En raison de son large spectre d'action, de son efficacité et de ses caractéristiques physico-
chimiques, le parathion est devenu l'un des organophosphorés les plus utilisés en agriculwre. 1
reste leader dans de nombreux pays, bien qu'il tende a étre remplacé par d'autres produits de la
méme famille, mais moins toxiques. Le parathion est l'insecticide le plus souvent impliqué dans

les intoxications fatales par pesticides.

Comme tous les pesticides, les organophosphorés sont réglementés aussi bien au niveau
national qu'international par le Joint meeting on pesticides (JMP), recouvrant I'ancien Joint
meeting on pesticides residues (JMPR) en charge de fixer la dose journaliére admissible (DJA)
et le Codex alimentarius qui fixait les limites maximales de résidus (LMR). Le respect des
LMR impose dans certains cas un délai minimal entre la derniére application du produit et la
récolte, de fagon a permetire une décroissance suffisante des résidus. Dans certains états,
comme la Californie aux USA, des temps avant ré-entrée sont €galement fixés, pour éviter les
intoxications par contact avec les végétaux traités présentant une quantité importante de
résidus délogeables en surface. Par ailleurs, 'Europe et d'autres pays ont commencé a établir

des doses quotidiennes acceptables pour les opérateurs.

57




Tableau IV ; Doses journaliéres admissibles (DJA) et intervalles avant récolte pour les

principaux organophosphorés vendus en France (PONTAL, 1997) :

Acéphate 0,03 15 &4 21 jours
Bromophos 0,04 7a15 jours
Carbophénothion 0,005 |
Chlorfenvinphos 0,0005 15 jours
Chlorpyriphos 0,01

Chlorothion pas de DJA

Crufomate 0,01

Cyanofenphos pas de DJA

Demeton pas de DJA

Dialiphos pas de DJA

Diazinon 0,002 15 & 21 jours
Dichlorvos 0,004 2 & 5jours
Diméthoate 0,01 7 a 21 jours
Disulfoton 0,0003

Edifenphos 0,003

Ethephon 0,05

Ethion 0,002

Ethoprophos 0,0003

Fenamiphosa 0,0005

Fenchlorphos 0,01 |

Fenitrothion 0,005 15 &30 jours
Fensulfothion 0,0003
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Fenthion 0,007 15 a 21 jours
Isofenphos 0,001

Leptophos pas de DJA

Malathion 0,02

Meéthamidophos 0,004 15 jours
Meéthidathion 0,001 15 jours
Mevinphos 0,0015 7 jours
Monocrotophos 0,00006 21 jours
Parathion 0,003 a 0,004 15 jours
Phorate 0,0005

Phosalone 0,001 15 a 21 jours
Phosphamidon 0,0005 21 jours
Profenophos 0,01

Pyrazophos 0,004

Terbuphos 0,0002

Thiometon 0,003 21 jours
Trichlorfon 0,01 7 jours
Vamidothion 0,008

Remargue : voir en complément les remarques sur Ia protection contre les intoxications lors de 1'usage de ces

produits (annexes),

Ces produits sont utilisés essentiellement comme insecticides, nématicides ou acaricides. Dans
cet usage, on retrouve principalement des produits de la classe TV avec des composés R-
diéthoxy et diméthoxy. D'autres types d'activités et d'utilisations sont possibles : défoliant
(merphos), régulateur de croissance (éthéphon), fongicide (trimiphos), antihelmintique
vétérinairte ou rodenticide (crufomate). Il faut cependant noter ici que le mode d'action

recherché est indépendant dans certains cas de l'activité d'inhibition des cholinestérases.
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D'une fagon générale, ces organophosphorés sont responsables d'une part importante des
intoxications humaines par pesticides, qu'il s'agisse d'accidents, de suicide ou d'expositions
professionnelles. Cependant, l'imprécision de l'enregistrement de ces accidents, dans la plupart

des pays, rend impossible toute statistique fiable.

Les produits phytosanitaires ont ét¢ largement utilisés dans le monde agricole depuis la fin de
la seconde guerre mondiale, dans le but d'augmenter les rendements. Différents composés ont
été employés et notamment des organophosphorés. On commence & s'interroger aujourd’hui
sur l'influence de ces pratiques sur la santé de I'homme. D'autre part les principaux producteurs
de ces produits sont représentés par une industrie chimique lourde, pour qui les riéques
d'incidents ou d'accident sont censés étre maitrisés. Pourtant on ne peut écartervle risque d'un
incident industriel majeur, bien que la probabilité de survenue d'un tel événement soit trés
réduite. On notera enfin que chaque année en France des employés de l'industrie chimique ou
des agriculteurs sont victimes d'une intoxication accidentelle aux organophosphorés sur leur
lieu de travail. Si le cas de I'intoxication individuelle pourra étre réglé en milieu hospitalier, le
risque d’un accident industriel majeur a proximité d’une usine pourrait initier une réflexion
chez le pharmacien. Nous pourrions en effet envisager une distribution préventive de produits
protecteurs de U'intoxication chez les populations habitant une zone & risque, de la méme fagcon
que des comprimés d’iode ont été déliviés aux personnes vivant 3 proximité des centrales
nucléaires frangaises. Il faudra donc disposer pour cela du produit adéquat. L’huperzine A

pourrait étre celui-ci.

4) Applications militaires :

Les neurotoxiques de guerre sont des armes chimiques détenues par les armées.
Redoutablement toxiques, ces produits sont d'autant plus effrayants que leur fabrication est
trés simple, notamment pour industriel spécialisé dans la production d'insecticides | Ces armes
sont donc largement répandues dans un grand nombre d'armées a travers le monde, certains

groupuscules armés ou groupes terroristes, du fait de leur facilité de fabrication augmentée
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d'un faible cofit de revient. Ces neurotoxiques de guerre font partie de l'arsenal dissuasif d'un
pays. Des conventions internationales ont ét¢ signées au cours de ces derniéres années pour
diminuer la prolifération de telles armes, mais certains états n'ont pas ratifié ces accords.
D'autre part des stocks importants de chimiques demeurent disséminés sur toute la surface de
la planéte, représentant autant de risque. |

4-1) La menace chimigue ; (MASSON, 1998)

Les bouleversements géopolitiques survenus en Europe ces dix derniéres années ont éloié;né le
risque d'un affrontement Est-Ouest au cbu:fs duquel l'armie chimique aurait pu étre employée de
fagon massive, La ratification par de nombreux états de la convention d'interdiction des armes
chimiques et .son entrée en vigueur au pri.ntemps 1996 marque une étape importante dans
I'éradication des armes. Pourtant la menace persiste. Le conflit entre 1Tran et Irak a en
particulier ét¢ marqué par lutilisation stratégique d'érmes chimiques, par l'armée irakienne,
comme ['ypérite (gaz moutard'e) et les organophosphorés. D'importants stocks d'armes
chimiques ont ét¢ détruits en Irak depuis la fin de la guerre du Golfe, mais ils en restent sans
doute encore. Des stocks considérables existent encore aux Etais~Unis et en Russie. En Russie
notamment, leur destruction trop lente fait peser un risque de dissémination, d'autant que les
structures étatiques du pays sont fragilisées. Le risque de prolifération dans certain pays est
également a prendre en compte sérieusement. Enfin, les risques chimiques industriels s'ajoutent
aux risques auxqucls' les troupes frangaises, appelées a intervenir hors métropole, sont
susceptibles d'étre confrontées. On ne peut exclure enfin le risque d'attentats chimiques

frappant les populations civiles au cosur méme du pays.

Parmi les toxiques de guerre, les organophosphorés demeurent les plus redoutables agents
létaux. Ils pourraient étre utilisés dans des conflits armés ou lors d'actes de terrorisme : les
attentats perpétrés par la secte Aum en 1994 2 Matsumoto et dans le métro de Tokyo en sont

des exemples marquant.

Les choses semblent évoluer puisqu'en 1993 a Paris, 130 nations sighent une convention
d'interdiction des ces armes. Cette convention propose linterdiction de ia mise au point, de la
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fabrication, du stockage et de l'emploi des armes chimiques et impose entre autre, la
destruction de tout arsenal et produit en vrac. Les états en accord avec cette convention
s'engagent 4 démanteler leur armement dans les dix ans suivant leur signature. L'entrée en
vigueur de cette convention est intervenue le 29 Avril 1997 puisque 89 pays ont ratifié cet
accord d'éradication des armes chimiques. Toutefois, ces armes risquent de représenter
pendant de longues années encore, une menace pour certains pays et populations. En effet, de
nombreux obstacles restent 3 surmonter pour parvenir, d'une part, & la destruction des stocks
existants, et d'autre part, & contrbler et vérifier que certains pays ne parviennent pas a

contourner les dispositions du traité (FROMENT, 1996 , JACQUEMET, 1997).

Les risques demeurent donc toujours. Selon les estimations, treize pays disposemient. d'un
a.rsena,luchimique ou biologique. Cing inquiétent particuli¢rement I'Office of Technology
Assessment, organisme du Congrés américain chargé de 'évaluation des menaces liées 4 la
technologie : I'lran, I'Irak, la Libye, la Syrie et la Corée du Nord. L'Irak détiendrait 8 000 litres
de solution d'anthrax, 19 000 litres de toxines botuliques, de l'aflatoxine, de I'ypérite et des gaz
neurotoxiques. La Chine aurait tissé un réseau de distribution d'armes chimiques vers au moins
trois pays dont ITran. Plus grave, des munitions chimiques issues des stocks de l'armée

| soviétique sont disponibles au marché noir dans six pays dont la Turquie et I'ex-Yougoslavie.

Aucune ville en France n'est aujourdhui capable de faire face & un attentat chimique ou
biologique. Face & un attentat chimique qui pourrait se solder par des milliers de victimes,
I'ensemble des chafnes de décontamination disponibles dans I’hexagone ne permettrait de traiter
qu'environ 400 personnes & I'heure : le nombre de masques de protection contre les vapeurs
toxiques destinés aux victimes est insuffisant. 11 en est de méme pour les stocks d'antidotes
dans le cas ou ceux-ci existent | Aucune station de métro ne dispose de détecteur de gaz
toxique. D'apres une étude menée en 1997 & Paris par la sécurité civile, la RATP mettrait
trente minutes & donner l'alerte en cas d'attentat chimique ; un temps largement suffisant pour
que les 292 ventilateurs géants du réseau diffusent un peu partout 'air empoisonné et que les
personnes contaminées s'éparpillent. Le drame est qu'une victime qui se croit indemne, mais
dont les vétements ont été touchés par une seule micro-goutelette d'un neurotoxique, peut
contaminer au moindre contact ceux qu'elle croise dans la rue, puis ses proches en rentrant
chez elle (LABBE, 1998).
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Il faut noter qu'une telle situation serait le cauchemar des sauveteurs de par la difficulté
d'organisation des secours et des structures d'urgence & mettre en place mais également parce
qu'ils seraient les secondes victimes d'un tel acte. En effet, les études menées par les Japonais
apres les attentats au gaz sarin survenus dans leur pays en 1994, ont montré que les sauveteurs
et les médecins arrivés sur les lieux sans masque a gai et sans procédure de décontamination,

ont subit une contamination secondaire de l'ordre de 20% (OHBU, 1997).

4-2) Les ager

a) Présentation ;

Il faut distinguer deux types de produits : les agents G et les agents V. Ce sont tous des
composés inhibiteurs des cholinestérases. Tous ces produits sont insolubles dans l'eau mais
solubles dans les solvants organiques. Ces produits sont extrémement toxiques, ce qui en font

des armes redoutables, aussi bien sur le plan physique que psychologique.

Le tableau ci-dessous résume les données de toxicité des principaux composés

organophosphorés d'usage militaire :

AGENTS CtLso Ctlso Ctse DLso (percutanée)
(mg / min.m®) (mg / min.m®) (mg/ min.m®) (mg /b)
Tabun 200 - 400 300 2,5 1000
Sarin 100 75 1,0 1700
Soman 50-170 inconnue <10 50
VX 10 - 50 35 0,04 10

- Ct: produit de la concentration du toxique dans l'air par la durée d'exposition
- CtLso: Dose létale 50% par inhalation .

- Ctlso: Dose incapacitante 50% par inhalation
- Ctso: Dose minimum provoquant un effet chez 50% des sujets
- DLso: Dose létale 50% par voie percutanée, pour un homme de 70 Kg

Tableaw V : Toxicité des neurotoxiques de guerre (DORANDEU, 1998)
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- Les agents G sont des esters de dérivés des acides fluorophosphorique ou
cyanophosphorique. Ce sont des liquides suffisamment volatils pour étre utilisés sous forme
d'aérosols. Ils agissent donc par voie respiratoire. Cependant ils peuvent avoir une action par
voie percutanée (tabun et sarin). La destruction de ces produits par simple hydrolyse, explique
que ces toxiques sont de type non persistant. Ils sont mis en place par des tirs d'artillerie

percutants.

- Le Tabun (GA) ( ou diméthylaminocyanophosphate d'ethyle) est un liquide allant de

lincolore au brun foncé.

- volatilité & 25°C: 612 mg/m3
- odeur: &' aocune 3 fiwité,

- point d’ébullition; 240°C

- point de fusion: - 49°C

= densité de vapeur: 5,63 / air

- Le Sarin (GB) ( ou méthylfluorophosphonate d'isopropyle) est un liquide incolore et

inodore.
- volatilit¢ 4 25°C; 17 000 mg/m3
- point d’ébullition: 147°C
- point de fusion; - 36°C
- densité de vapeur: 4,8 / air

- Le Somar (GD) ( ou métyhylfluorophosphonate de pinacolyl) est un liquide incolore.
-~ volatilité & 25°C: 3 000 mg/m3
- odeur: de fruité & camphré
- point 4’ébullition: 167°C
- point de fusion: - 70°C
- densité de vapeur; 6,3 / air

- Les agents V sont quant 3 eux des esters de l'acide thiophosphorique appartenant 3 la famille
des pesticides Amitons. Ces agents sont des liquides peu volatils dont l'utilisation vise une
pénétration percutanée principalement. Ces agents présentent du fait d'une moindre volatilité

par rapport aux agents G, une plus grande résistance & I'hydrolyse. Ce sont donc des agents
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persistants. Ils sont mis en place par des tirs d'artillerie fusants ou par épandage aérien 2 faible
altitude.

- A4 (VX) ( ou méthylthiolophosphonate de O ethyle et S [(P diisopropylamino)éthyl])

est un iiquidé incolore et presque inodore.

- densité de vapeur: 9,2

- volatilité 4 20°C; 8 4 10 mg/m3
- point d’¢builition: 300°C

- point de fusion: - 39°C

- A; (ou thiolophosphate de 0,0 diéthyl et de S [ (B diéthylamino)éthyle] ) est un

liquide allant de l'incolore au sabré.

- densité de vapeur: 9,3
- point d’¢bullition: 110°C

H,C. .0 (HCuN 0
»? SARIN i TABUN
H,Cy—0" °F H,C~0" “CN
HiC
Nek-0 0
(CHy)C7 p?  SOMAN
H ' F

Schéma n° 8 : Formules chimiques
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b) Effets clinigues : (BLANCHET, 1995)

Les symptomes résultent d'une importante accumulation d'acétylcholine. Ces symptdmes
varient selon la dose absorbée et le type de produit concerné. Ils apparaissent dans un délai
allant de quelques minutes & deux ou trois heures. Leur durée s’échelonne de quelques heures 2
neuf jours. Dans le cas d'une intoxication fatale, le délai qui sépare du décés varie de moins de
cing minutes a 24 heures, en fonction de la voie d'introduction, de la nature et de la quantité du
toxique. Des symptémes localisés a l'endroit de I'exposition peuvent étre constatés en 'absence
de signe d'absorption systémique.
L'intoxication aigué est caractérisée par deux grands syndromes :

- un Syndrorﬁe? respiratoire et

- un syndrome convulsif d'origine périphérique et/ou centrale, dont 'apparition est

toujours de mauvaise augure.

La mort survient par paralysie respiratoire.

¢) Traitements : (BLANCHET, 1995)

La France comme la plupart des autres pays, a mis au point un traitement d'urgence a la
disposition des soldats. Il consiste en une seringue auto-injectable a trois compartiments. Cette
seringue contient du sulfate d'atropine (2 mg), du méthylsulfate de pralidoxime (350 mg) et du
diazépam (7,5 mg). L’injection est renouvelée 10 minutes plus tard en cas de persistance des
symptoémes de l'intoxication. Ce traitement du premier quart d'heure a pour but de lutter contre
la toxicité aigué des agents neurotoxiques et vise donc & améliorer le pronostic vital. Ce
traitement précéde 'évacuation vers un centre médicalisé ol la suite du traitement classique
sera effectuée (décontamination et stabilisation du patient). Ce traitement de l'urgence est laissé
a l'initiative du combattant, ce qui sous-entend que celui-ci a été formé d'une part a l'usage de
la seringue quil s'injecte dans la cuisse a travers sa tenue de soldat, et d'autre part 4 la

reconnaissance des signes de l'intoxication (thinorrhée, salivation...).
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Sur ordre du commandement et a titre préventif, les soldats évoluant dans un secteur 2 risque,
seront pré-traités a la pyridostigmine.

En effet, ce carbamate est capable d'inhiber environ 30 % des cholinestérases aprés la prise
pour une posologie de 3 comprimés de 30 mg par jour. Cette inhibition est réversible
spontanément ou peut étre facilement levée par 'administration d'une oxime. Si la victime a été
au contact du soman, on congoit quil resiera au moins 30 % d'activité enzymatique

“récupérable”.

L’ensemble de ces traitements présente toutefois certaines limites sur les convulsions.

De nombreuses études expérimentales montrent que des associations du type carbamate /
atropine + oxime sont efficaces au plan de la survie pour des doses de neurotoﬁques
correspondant & plusieurs fois la dose létale 50 %. Maﬁs ces associations n'offrent aucune
protection contre les crises convulsives. Or nous savons que ces crises saccompagnent de
lésions cérébrales qui entraineraient chez les survivants des déficits moteurs ou cognitifs trés
invalidants. C'est la raison pour laquelle on doit impérativement inclure une molécule

anticonvulsivante dans la thérapeutique.

L'incidence de la pyridostigmine et de la pralidoxime (deux agents antilétaux efficaces) sur les
décharges électriques céreébrales est nulle car ces composés ne sont pas capables de franchir la
barriére hémato-encéphalique. |
Celle de l'atropine est trés réduite pour deux raisons :
- cette molécule pénétre assez lentement dans le cerveau, bien plus lentement que les
organophosphorés,
- la concentration cérébrale d'atropine qui résulte de I'njection de deux seringues auto-
injectables actuelles (2 x 2 mg) est inférieure & la concentration thérapeutique
anticonvulsivante.
Reste le diazépam (2 x 7,5 mg). Pour des raisons de pharmacocinétique, la voie
intramusculaire n'est pas recommandée dans I'état de mal épileptique. Dans la mesure du
possible, les produits doivent étre administrés uniquement par voie intraveineuse. L'injection
intramusculaire, dictée par 'urgence, est certainement un handicap. Néanmoins, le diazépam
est une benzodiazépine qui, une fois dans le torrent circulatoire, pénétre facilement le cerveau.
Un autre probléme est li€¢ & la nature du produit. En raison de sa forte liposolubilité, le
diazépam est rapidement redistribué¢ dans les autres tissus gras, ce qui entraine une chute
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rapide des concentrations cérébrales et sériques. Par conséquent, l'état de mal épileptique peut

récidiver si seul le diazépam est utilisé pour arréter les convulsions.

D'autres molécules doivent donc étre recherchées dans l'anticonvulsion. De par ses propriétés
intrinséques et parce qu’elle franchit facilement la barriére hémato-encéphalique, "huperzine A

pourrait étre "'une de ces molécules.

Remarque : Complément d’informations en annexes

- Les agents chimiques toxiques d'usage militaire
- L'intoxication par les organophosphorés
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I - ’HUPERZINE A

Parmi les anticholinestérasiques dont le développement s'inscrit dans l'approche cholinergique
de la thérapeutique de la maladie d’Alzheimer, de nouvelles molécules sont apparues
récemment. Parmi les molécules d'origine végétale figure I'huperzine A. Cette drogue a été
extraite d'un lycopode d'origine chinoise nommeée Lycopodium serratum en 1980, mais connue
sous le nom de Huperzia serrata (Thumb) Trev anjourd'hui. La plante était connue depuis des
siécles dans la médecine traditionnelle chinoise pour ses capacités promnésiantes, d'ou l'intérét
que la recherche scientifique lui a porté depuis bient6t vingt ans, .

La molécule présente donc une activité inhibitrice des cholinestérases et présente un bon
potentiel dans le traitement de la maladie d'Alzheimer. L'huperzine A pourrait de plus s'avérer
posséder des capacités neuroprotectrices, rendant cette molécule intéressante dans la

prévention des infoxications aux composés organophosphorés.

1) De Ia médecine traditionnelle chinoise 3 "huperzine A :

1-1) Introduction:

Pourquoi s’intéresse-t-on aujourdhui a dautres cultures médicales aprés tant d'années
d'autosatisfaction occidentale ?

En fait, les difficultés rencontrées par nos industries pharmaceutiques & développer de
nouvelles molécules sont telles, aussi bien sur le plan technique que financier, que celles-ci
s'orientent de nouveau vers la prospection de drogues d'origine naturelle. Cette voie avait été
en effet négligée au profit d'une chimie fine et de technologie de pointe.

On a pu assister a un échec partiel du drug-design par exemple, qui a montré que les drogues
de synthése ne parvenaient pas toujours a reproduire les effets curatifs des produits naturels
(ZHU, 1996). De plus, encore aujourd'hui, seule la nature et ses millions d'années d'évolution,

sont capables d'élaborer des structures chimiques trés complexes et variées, telles que le sont
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celles des métabolites secondaires. Nos industries occidentales ont donc un regain d'intérét vers

les plantes aujourd'hui.

(GUILLAUME,

-2) Apport de la phytothérapie dans la médecine traditionnelle chinoise:

1991)

Selon une statistique de 1984, il existe plus de 300 000 praticiens de médecine traditionnelle
chinoise (MTC) en Chine. Plus de 1100 hopitaux, 23 colléges et 46 instituts de recherche sont
consacrés 4 la MTC. Plus 95 % des hdpitaux de médecine occidentale possedent des
départements de MTC. Ces quelques chiffres montrent a quel point la MTC conserve une place
importante dans le systéme de santé chinois qui en font, avec I'Inde, le premier pays lpour

l'exercice de 1a médecine traditionnelle.

La MTC, trésor d'expérience clinique encore incomplétement exploité par la recherche
moderne, s'est continuellement développée, en théorie comme en pratique, pendant les deux
mille ans passés et est encore utilisée a vaste échelle & coté de la médecine dite occidentale
comme nous venons de le voir. Ses méthodes thérapeutiques qui tendent & augmenter les
défenses naturelles de l'organisme, a restaurer ses fonctions normales, offrent un vaste champ
d'investigations 4 la recherche chinoise sur les médicaments. Elle n'en est encore qu'a ses
débuts, et sa tentative de combiner harmonieusement la médecine traditionnelle et la médecine
occidentale moderne offre des perspectives encourageantes. L'expérience traditionnelle des
plantes médicinales, accumulée, depuis des siécles, sert de base fondamentale 4 la recherche de

nouveaux médicaments dans la Chine moderne.

Ce qu'on appelle pharmacopée chinoise traditionnelle, c'est l'ensemble des substances
médicinales issues de produits naturels, au premier rang desquels se situent les herbes
médicinales. En raison de l'immensité du territoire chinois qui recouvre plusieurs nationalités,

les remédes peuvent étre classés, selon leurs différents usages, en trois catégories principales :

- les remedes chinois traditionnels "Zhong Yao" dont l'emploi répond 4 des régles
spécifiques, énoncées dans la MTC,
- les remédes des minorités nationales "Min zu yao" utilisés par les médecins du Tibet,

de la Mongolie... dont la diffusion reste bien souvent limitée a certaines régions,
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- les remédes populaires "Cao yao" d'usage souvent empirique, dont les prescriptions

peuvent étre tenues secrétes et se transmettent dans les familles.

Au moins 80 % de la pharmacopée est d'origine botanique. Une évaluation a identifi¢ plus de

4800 espéces de plantes qui possédent une valeur thérapeutique. Elles se distribuent de la |

maniére suivante :

- Thallophytes:

- Bryophytes

- Ptéridophytes

- Gymnospermes

- Angiospermes:
Dicotylédones

Monocotylédones

230
39
382
55

3495
676

Dans le tableau suivant nous citons les familles botaniques qui comportent plus de 100 espéces

médicinales
Familles Espéces Genres

Compositae 331 89
Leguminosae 313 91
Renonculaceae 208 31
Labiateae | 189 46
Liliaceae 165 45
Rosaceae 146 28
Orchidaceae 135 45
Umbelliferae 123 34
Rubiaceae 118 35
Euphorbiaceae 104 30
Asclepiadaceae 101 29

Tableaw VI : Familles botaniques de la pharmacopée chinoise (GUILLAUME, 1991)
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1-3) Notions de médecine traditionnelle chinoise: (GUILLAUME, 1991)

Partie intégrante de la MTC, la phytothérapie ne peut se comprendre sans pénétrer quelque
peu la conception chinoise de I'nomme, imprégnée de tacisme et de confucianisme, comme
nous le montre I'étude des textes classiques. Nous allons donc développer queiques notions de

MTC pour mieux situer notre molécule.

La théorie des oppositions est la base de toute la MTC, et de la philosophie de la vie en général
chez les Chinois. Cette théorie est plus connue sous le nom de “Yin-Yang”, formule de tquies
les alternances dont est faite 'existence. Les jeux d'influences que se livrent les deux principes,
le Yin et le Yang, dominantes & tbur de réle, commandent le comportement de tous les étres.
Le Yin, principe de l'ombre, du froid, et de la féminité invite au répli, au repos et a la passivité,
Au contraire, le Yang, principe de la lumiére, de la chaleur et de la masculinité invite l'individu
au déploiement des énergics; a Yactivité, voire 3 l'agressivité. |

Detriére les mouvements de la naissance et de la mort, il y a une force qui préside, de l'ordre de
Iinvisible, que les Chinois nomment Dao. Le Dao est 4 la fois le principe sans nom et sans
forme de l'univers, et la voie selon laquelle va l'univers, est de I'ordre de l'indicible. Appliqué &
la médecine le Dao exprime l'ensemble des mouvements ordonnés de la vie.

La vie est fondamentalement mouvement. Cest gréce 4 ce mouvement qu'il y a des étres et de

la vie. Ce mouvement est rendu par I'aliernance du Yin et du Yang.

- Les souffiles constitutifs de I'étre:

Le but de la MTC réside dans I'étude du "principe vital" a l'origine de la vie.

Le ternaire "Shen, Qi, Jing", préside & la création et & la permanence de toute existence.

- Shen: - Principe de la vie: un agrégat matériel devient un étre vivant,
- Force élaboratrice et transformatrice de la vie.
- Ils appartiennent aux instances psychiques de l'individu.

- Ils sont Iiés & des organes particuliers: foie, poumons, rate, reins, cosur.
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- Jimgs - Quintessence sur laquelle se fonde toute structure (air, aliments), et
toute existence (les parents).
- Matériau du liquide spermatique.

- Réside dans les reins.

- Qi - Energie ou souffle.
- Concerne toute l'animation et la structure de I'étre.
- Le corps et ses fonctions ne sont qu'une seule entité englobées sous

cette dénomination.

La MTC est fondée sur la notion d'énergie ou souffle. Ce souffle est un mécanisme subtil qui
préside & éclosion de la vie et de ses manifestations. Le déréglement des souffles est 2
l'origine des pathologies. La pharmacopée et l‘acuponcture ont pour but de réguler et
d'harmoniser ces souffles pour rétablir I'‘équilibre nécessaire au bon fonctionnement de

l'organisme.
- Les visceéres:

Contrairement & notre médecine, les viscéres ne sont pas des entités anatomiques. Seule la
notion de fonction est prise en compte dans la culture chinoise. La MTC se chargera donc

d'influencer les relations entre ces viscéres. On distingue plusieurs types de viscéres

- orgames: viscéres pleins, thésaurisent les souffles et les essences. Ce sont donc un lieu

~ de stockage (cceur, poumon, foie, rate, rein),

- entrailles: viscéres creux, lieux de passage et de transformation, par opposition aux
précédents (estomac, gros intestin, intestin gréle, vésicule biliaire, vessie, triple
réchauffeur).

- emtrailles curienses: elles sont curieuses en ce sens que ce sont des entrailles qui
assurent des fonctions d'organes (cerveau, moelle, os, les vaisseaux, la vésicule biliaire

et l'utérus.)
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- les méridiens.

Ils permettent les relations entre les différentes parties du corps. Le systéme des méridiens
coordonne et régule toutes les fonctions de l'organisme, en son sein et avec le milieu extérieur.
Les activités physiologiques, les pathologies, le diagnostic et la thérapeutique dépendent de ces
relations. '

Ce sont des vecteurs immatériels d'énergie, organisateurs et lieux de résonance de toutes les
activités du corps. Il existe douze méridiens principaux qui correspondent en fait aux lignes sur
lesquelles ont retrouve les points d'acuponctures. C'est donc par ces méridiens que vont

transiter les souffles.

- Etiopathologie en MTC:

La libre circulation des souffles (résultant d'un parfait équilibre du Yin et du Yang) définit la
notion de santé en MTC. Tout déréglement dans cette circulation est a la base de la pathologie,

en créant un déséquilibre entre le Yin et le Yang. Cette circulation peut étre entravée par

différents facteurs :
facteurs d'origine interme:
les sept sentiments: les productions pathogénes:
-joie ~-glaires
-coleére -phlegmes
-S0ucis -amas de sang
-pensée : -produits anormaux dérivant
-tristesse , d'un dysfonctionnement des
-peur viscéres.
-effrot
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facteurs d'origine exterme: (les six souffles)

~vent -froid
~humidité -sécheresse
-chaleur feu

facteurs d'erigine ni interme ni externe:

-erreurs alimentaires -fatigue et surmenage
-blessures et traumatismes -parasitoses
-brilures....

Il existe de plus une énergie perverse qui vient déséquilibrer le passage des souffles et qu'il
faut éliminer. Au contraire, l'individu posséde une énergie orthodoxe qui lui est donnée & sa
naissance et qui va décroitre jusqu'a sa mort & une vitesse plus ou moins grande, ce qui va
définir sa longévité. Il lui faudra la préserver.

L'intensité de la lutte entre ces deux énergies définit la gravité des symptomes de la maladie.

- Les traitements:

IIs reposent sur des "ordonnances" de plantes adapiées aux différents types de maux. Le
médecin traditionnel chinois, aprés avoir identifié les troubles touchant son patient, prescrit une

"ordonnance" connue pour agir sur le mal déterming.

exemple: "Ordonnance qui régularise le sang"” > Décoction "$i Wu Tang"

~ composition: Rehmania glutinosa, Angelica sinensis, Ligusticum wallichii, Paeonia lactiflora.
- propri¢iés: nourrit et tonifie le sang, régularise sa circulation. Elle harmonise le sang, dimine la
stagnation, arréte les hémorragies.

- Indications; menace d'avortement, hémorragies utérines, ménorragies,
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1-4) Approche de la démence en médecine traditionnelle chimoise: (DHARMANANDA,
1996)

- Généralités:

En accord avec les idées fondamentales de la médecine chinoise, le cerveau est une
excroissance de l'organisme qui est nourrie par les reins. De ce fait, toutes les défections
cérébrales, les détériorations neuronales peuvent étre prévenues, limitées ou stoppées par
l'ingestion de toniques rénaux. Les agents nourrissants riches, comme les extraits de placenta
ou les essences astringentes pour les reins, comme celles d'dstragalus ou de Pob/gondmm,

sont fréquemment recommandées pour améliorer les troubles cérébraux.

Les fonctions cognitives d'autre part, sont régulées par le coeur : “les reins fournissent les
substances et le coeur régule lactivité”. La mémoire, la connaissance et la sagesse seront
altérées si le coeur est agité ou s'il existe un blocage des orifices connectés au cceur ou au
cerveau, par un phlegme obstruant les canaux. Les herbes Zizyphus, Polygala ou Acorus sont
considérées comme importante pour traiter les désordres cardiaques affectants la mémoire et la

connaissance. Les ordonnances tonifiant le Qi, le cosur et les reins sont aussi utilisées.

- 1637 / Zhang Jingvue:

Au XVII™ siécle ce médecin chinois consacra un chapitre entier 4 la démence dans un de ses
ouvrages. Pour lui la démence est le résultat d'un collapsus dans le gi originel et de la présence
d'un qi impur dans les méridiens et les orifices du cosur. Il propose une formule pour restaurer
'équilibre du qi (QF Fu Yin). Celle~ci est composée de Ginseng, de Rehmannia cuite, de
Zizyphus, de Polygala, et de Licorice cuit. Ces herbes ont pour but d'éliminer les phlegmes qui

bouchent les orifices.

- 1690 / Chen Shiduo:

Pour ce médecin, la démence provient de la dépression du qi du foie, occasionnée par des

probléemes émotionnels. Cette dépression conduit 2 I'épuisement du gi de l'estomac. Il en
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résulte que les aliments mal digérés produisent des phlegmes obstructifs. Pour lui, "traiter le
phiegme c'est traiter la démence". Pour y parvenir il faut tonifier le foie et la rate. L'auteur
propose donc plusieurs formules d'herbes (Su Xin Tang) comprenant le plus souvent : Ginseng,

Gardénia, Zizyphus, Aconit, Coptis, Pinellia...

- fin XIX*™ siecle / Wang Qingren:

Pour cet auteur, la démence provient d'un vide de matiére dans la moelle et le cerveau en plus
d'une stagnation de sang bouchant les orifices. Il propose également une formule a base
d'herbes comprenant . persil, oignon, muse, jujube, pivoine. Du vin de nz est ajouté 4 l'eau

pour la préparation d'une décoction.

- aprés 1950 / ére moderne.

Les changements dégénératifs des tissus sont traités par des herbes qui activent la circulation
sanguine (sauge, Carthamus) et des toniques des organes déficients. Le cerveau est traité par

des tonifiants des reins et du qi (Rehmania, Ginseng).

1-5) L'buperzine A dans Ja médecine traditionnelle chinoise:

La plante Huperzia n'est que trés peu utilisée dans la médecine chinoise en temps qu'herbe
crue. Une de ces applications principales réside dans le traitement des troubles sanguins causés
par un traumatisme ou une affection aigué (hématémése de fatigue, contusions, hémorroides,
abcés pulmonaires). La plante est également utilisée pour traiter la tension artérielle,
I'hématurie, les enflures, et améliorer la mémoire. L'utilisation la plus surprenante d'Huperzia
serrata en Chine est le traitement des fiévres et de l'inflammation, alors que les composés de
cette plante sont dénués de toute activité antipyrétique et anti-inflammatoire. En plus des
alcaloides, la plante contient des triterpénes qui pourraient avoir une action sur ces types de

maux, ce qui pourrait expliquer la large plage d'utilisation de cette plante.

La plante d'origine se trouve en chine sous le nom “Qian Ceng Ta”, signifiant "pagode aux
mille marcottes", en référence & l'apparence du lycopode. Cette plante est également connue
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sous le nom de “Jin Bu Huan", signifiant "plus précieux que 'or", habituellement attribué aux
got pius p

plantes qui ont des actions analgésiques puissantes.

Remarque: Cette herbe ne doit pas étre confondue avec un produit breveté en Chine, nommé

"Jin Bu Huan", et qui est fabriqué a partir de tétrahydropalmatine.

L'utilisation potentielle de cette plante dans le traitement de la maladie d’Alzheimer et des
démences en général n'a été effectuce que récemment, avec la découverte de l'activité
inhibitrice des cholinestérases de 'huperzine A, au début des années 1980. Depuis, la molécule
a été utilisée en Chine pour les traitements de la myasthénie & une large échelle. Aux USA, la
plante a 'état brut a été intégrée dans un produit diététique recommandé pour les troubles dela
mémoire ; elle est done disponible sur le marché depuis cette année. Il faudra toutefois attendre
quelques années encore, avant de voir Thuperzine A transformée en médicament indiqué dans
la maladie d'Alzheimer, puisque la molécule est en cours d'essais cliniques en Chine et aux

USA.

Remarque : D’autres plantes chinoises contiennent des alcaloides possédant une activité

inhibitrice des cholinestérases (DHARMANANDA, 1996)

= Lycoris rediata (shisuan):

Cette plante de la famille des Amaryllidacées contient plusieurs alcaloides dont :

- lycorine - lycoramine

- lycoréine - galanthamine

La lycoramine et la galantamine ont montré une activité inhibitrice des cholinestérases de type
réversible. La lycoramine présente une activité plus faible que la galanthamine.
La galanthamine passe trés facilement la barriére hémato-encéphalique. Elle décroit Pactivité

cholinestérasique dans le cortex cérébral et a fort dosage, cette propriété s'étend au thalamus,
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La lycorine posséde une action sédative marquée chez la souris et le rat, et elle prolonge la
durée du sommgil chez les animaux traités avec du pentobarbital. Cette lycorine pourrait

également potentialiser le pouvoir analgésique de la morphine.

- Macleavg cordate (boluohui):

Cette plante de la famille des Papavéracées contient plusieurs alcaloides dont :

- sanguinarine - chelerythine

- protopine - allocryptopine

Ces alcaloides sous forme de sulfates possédent une action anesthésique plus puissante que
celle de la procaine.

La sanguinarine inhibe les cholinestérases.

Cette herbe est également utilisée couramment pour traiter les infections bactériennes ou a
trichomonas, et elle posséde une action vermifuge. Les alcaloides provoquent I'excitation puis

la paralysie et la mort des larves.

~ Coptis chinenses (huanglian);

Cette plante de la famille des Renonculacées contient plusieurs alcaloides

- berbérine - coptisine
- worénine - palmatine
- columbamine

La berbérine est un inhibiteur des cholinestérases. Cet alcaloide exerce un effet dose-dépendant
sur l'acétylcholine chez l'animal et leurs organes isolés. La berbérine antagonise la bradycardie,
et la dépression du segment ST, induite par l'acétylcholine, chez le lapin. La

tetrahydroberbérine, un dérivé de la berbérine, posséde une activité analgésique, sédative, et
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provoque la relaxation musculaire, avec un effet trois fois plus puissant que celui du

méprobamate.

= Berberis sp. (sankezhen):

Nombre de plantes issues de la famille des Berbéridacées sont des sources de berbérine mais

également de

- berbamine - palmatine

- isotetrandrine - jatrorrhizine

La palmatine est connue pour avoir une activité anticholinestérasique puissante.
L'isotetrandrine antagonise les contractions iléales induites par l'acétyicholine ou I'histamine. La
jatrorrhizine réduit l'activité spontanée des souris et prolonge le sommeil induit par le

pentobarbital chez cet animal.

- Securinega suffruticosa (yiyigiu):

Cette plante de la famille des Euphorbiacées contient beaucoup d'alcaloides, dont la sécurinine
et ses dérivés, La sécurinine est un stimulant du systéme nerveux central qui antagonise l'action
inhibitrice du méprobamate. Cet alcaloide présente une activité inhibitrice des cholinestérases

mais cette derniére est plus faible que celle de la galanthamine.

- Solanum nigrum (longlkui):

Cette plante de la famille des Solanacées contient de la solanine et de la salasodine, ainsi que
d'autres alcaloides. La salasodine réduit la sensibilité¢ & la douleur chez Panimal. La solanine
réduit 'activité spontanée des souris et prolonge le sommeil induit par le pentobarbital chez cet
animal. La solanine posséde en outre une puisante activité¢ anticholinestérasique qui est

attribuée & son aglycone solanidine.
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2) Phuperzine A:

2-1) Origine:

a) Les lycopodes: (BONNIER, 1990)

Les plantes de la famille des Lycopodes sont dépourvues de fleurs. Ce sont des plantes
herbacées a tiges plus ou moins longuement rampantes, rameuses et le plus souvent fourchues,
a rameaux redressés, & racines plus ou moins ramifiées en fourches. Les tiges. sdnt_rametises et
couﬂfertes de nombreuses petites feuilles sans pétidle, insérées en spirale et étroitement
imbriquées. Les feuilles supérieures, souvent différentes et formant alors une sorte d'épi,
portent 2 la base et en dessus, un sac ou sporange qui s'ouvre en plusieurs valves (2 4 4 suivant
les espéces). Les sporanges sont soit tous semblables et les prothalles issus de la germination
des nombreuses spores produisent ensemble les organes reproducteurs (anthéridies et
archégones), puis une nouvelle plante, soit de deux sortes, les uns & nombreuses petite spores,
et les autres 3 quatre grosses spores. Les prothalles nés des petites spores ne portent que des
anthéridies, tandis que ceux qui proviennent des grosses spores donnent des archégones et une
nouvelle plante. On décrit emrirén 600 espéces dans cette famille qui croissent dans les deux

hémisphéres, dans les zones froides et tempérées, et notamment en altitude.

En Chine, mais également en Occident, les Iycopodes étaient utilisés pour la propriété
absorbante de leurs spores dans lintertrigo par exemple, ou pour saupoudrer la peau des
nourrissons pour éviter les gercures. Toutefols, cetie matiére premiére a été remplacée depuis
longtemps dans nos contrées! Les feuilles ont également été utilisées en infusion dans les
médecines anciennes en Europe, comme diurétique, pour les troubles des reins et de la

vésicule. Cependant, on ne sait toujours pas d'ou provient cette activité (WICHTL, 1994).
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- Classification; (CUSSET, 1997)

La division des lycophytes est composée par trois grands ensembles :

- les lycopodes, |

- les sélaginelles,

~ les isoétes. _
Cette division regroupe environ 1300 espéces, avec un découpage en Zenres assez incerta.in.
Elle correspond aux lycopodiales au sens large du terme. Ces espécés sont caractérisées par
l'existence d'un sporange unique, & la base et dans le plan médian de chaque sporophylle,
caractére rare chez les ptéridophytes. Leur ra.miﬁcatioﬁ est peu fiéquente et généralément
pseudo-dichotome. Leur traces foliaires se rattachent 4 la stéle de la tige sans bréche foliaire,

- Les lvcopodiopsides (= les lycopodes): (CUSSET, 1997)

Cette classe comprend prés de 600 espéces, autrefois placées en un genre unique, Lycopodium.
Actuellement, on reconnait en plus de ce dernier, les genres Lycopodiella, Diaphasiastrum,
Huperzia et un genre monospécifique dont on fait parfois une famille séparée : Phylloglossum.

Dans tous les cas, la germination de la spore aboutit & un prothalle. Si celui-ci se développe a
la surface du sol, il sera chlorophyllien, au moins dans sa partie topographiquement supérieure.
S'il reste endogg, il n'a pas de chloropiastes, mais possédera d'abondant leucoplastes. Il existe
presque toujours un champignon -endosymbiotique dans une zone périphérique du
gamétophyte. Toutes les cellules sont identiques et il ne se différencie aucun tissu de
conduction.

Ce prothalie a un développement et une vie trés ralentie. Il faut parfois jusqu'a huit ans avant
que la spore ne germe, et une quinzaine d'années avant l'apparition des premiers gamétanges.
Moins il y a de tissu chlorophyllien, plus le développement est long. La premiére racine
apparait donc tardivement, 4 la base de la zone donnant la premiére feuille. Elle a une durée de
vie trés limitée et relayée par des racines adventives d'origine exogéne - le role du champignon

endosymbiotique est encore inconnu.
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La croissance de la tige s'effectue par un méristéme apical, pluricellulaire. La ramification est
franchement latérale. La tige est toujours monostéliqﬁe et ne posséde pas de cambium, Son
diamétre reste constant pendant toute la vie du sporophyte, ce gui confére un aspect gréle & la
plante.

Les feuilles restent de petite taille, inférieure & deux ou trois centimétres. Elles sont entiéres.
Celles de la base de la tige sont sans nervures, les autres en posseédent une, qui est mediane.
L'épiderme est pourvu de stomates sur les deux faces et le parenchyme, chlorophyllien, est
lacuneux.

Les racines sont adventives, naissant sans disposition précise. Elles font un assez long parcours
dans I'écorce de la tige avant d'en sortir. Encore dans ['écorce, elles se dichotomisent, ce qui
épaissit I'extréme base de la "tige apparente”. | '

Les cellules du xyléme sont toutes des trachéides. Les sporanges naissent a l'aisselle de
certaines feuilles (sporophylles), et par croissance intercalaire, sont souvent déplacées de fagon
a étre, a I'état adulte, sur la face ventrale des sporophylles. Dans le genre Huperzia, toutes les
fevilles sont susceptibles d'étre des sporophylles ce qui permet leur différenciation des autres
lycophytes.

Les sporanges proviennent d'un groupe de cellules formant rapidement un ensemble bistratifié.
La strate supérieure donne la paroi du sporange. La strate interne fournit les cellules meres de
sporanges qui se divisent en tétrade de spores. Les spores sont extrémement nombreuses au
moment de la déhiscence. On peut noter enfin que le nombre chromosomique dans le genre

Huperzia est tres élevé (Huperzia selago . 1=264).

b) Huperzia serrata;

- Embranchement des Ptéridophytes
- Classe des Lycopodiales
- Famille des Lycopodiacées

- Genre Huperzia
Huperzia serrata est donc un Chaméphyte herbacé de petite hauteur (5 - 25 cm). Ses tiges
coriaces sont dressées, n'émettant des racines qu'a la base de la plante et bifurquant en branches

d'égale longueur. Les feuilles, atteignant 8 x 12 mm sont nombreuses, vert foncé, petites,
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simples, coriaces et aigués au sommet. Des bulbilles qui naissent a la base des feuilles et se

détachent aisément, assurent la multiplication végétative de la plante (PRELLI, 1992).

L'huperzine A est un alcaloide de type quinolizidinique présent dans la plante Huperzia serrata.
L'alcaloide est retrouvé dans la tige et dans les fevilles de la plante. Cette plante renferme
également d'autres alcaloides en Ci6-N, (flabellidanes) comme I'huperzine B, la lycodine, la
serratinidine et probablement d'autres encore inconnus (BRUNETON, 1993). La plante
contient 0,2 % d'alcaloides totaux. La plante contient enfin de faibles quantités de flavonoides,
de lacide caféique ainsi que des triterpénes (WICHTL, 1994). Des composés dont les
structures chimiques sont proches de l'huperzine A ont ét€ recensés a‘i ce jour dans d'autres

espéces de lycopodes, qui ont été de ce fait nommés huperzine C et D (LIU, 1994).

2-2) Caractéristigues:

Identité de la molécule:

L' huperzine A a longtemps été différenciée d’un autre alcaloide nommé sélagine, qui pourtant
posséde la méme fonmxie chimique et de nombreux points communs avec elle. Ce composé fut
extrait & partir d'un autre lycopode (Huperzia selago, ex Lycopodium selago), en Pologne
apres la seconde guerre mondiale. La sélagine fut alors utilisée sous forme de collyre indiqué
dans le traitement du glaucome, en remplacement de I'éserine et de la pilocarpine. Le mystére
quant a lidentité de ces deux molécules a été levé il y a une dizaine d'années, grice au
perfectionnement des techniques analytiques : 'huperzine A et la sélagine ne sont qu'un seul et
méme composé (AYER, 1989) ! On peut donc penser que cette molécule est présente dans
plusieurs espéces de lycopodes en quantité variable, puisque deux plantes sont désormais

identifiées comme source de produit.
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Schéman®9: Huperzine A

(5R,9R,11E)-5-amino-11-ethylidene-5,6,9,10-tetrahydro-7-methyl-5,9-
methanocycloocteno[bjpyridin-2(1H)-one

CisHisN20
C: 74,35 %, H. 7,49 %, N:11,56 %; O: 6,60 %

- Poids moléculaire: 242 g

~ L'huperzine A se présente sous la forme de cristaux légérement jaunitres et possédant une
odeur de coniine. C'est une base amorphe qui se transforme en sels déliquescents.

-pKa: 7,18

- Point de fusion: 230°C

- Pouvoir rotatoire: [a] “p=- 150,4° (¢ = 0,498; méthanol)

- Spectre ultraviolet (éthanol). - Amax = 231 nm (log £: 4,01)
- A =313 nm (log s: 3,89)

- Spectre infrarouge: Quatre bandes principales | Vpa (KBr): - 3180 cm™
- 1650 cm™
- 1615 cm™

- 1550 cm™

(€léments de la monographic d'aprés LIU, 1986 & MERCK, 1989)
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- Aprés une incubation de 48 heures 4 24°C avec de l'acétylcholinestérase, I'huperzine A n'est
pas dégradée, d'aprés des données de spectrophotométrie dans l'ultraviolet et d'HPLC couplée
a la spectrométriec de masse. D'aprés ces mémes données, la molécule n'est pas modifiée non
plus, aprés incubation pendant 96 heures & 24°C dans l'acide chlorhydrique 0,1 N d'une part, ni
dans I'hydroxyde de sodium 0,1 N d'autre part. La structure de Ihuperzine A est donc d'une

grande stabilité (ASHANI, 1992).

3) Extraction / Synthéses :

3-1) Extraction :

L'extraction de 'huperzine A a partir d'Huperzia serrata se fait sur les parties aériennes de la
plante séche. L'herbe est réduite sous forme de poudre. La poudre est ensuite extraite par de
l'ethanol & 95 %. Les alcaloides de types phénoliques sont alors éliminés par un traitement par
une solution diluée d'hydroxyde de sodium. Le mélange d’alcaloides est porté sur une colonne
contenant un gel basique de silice. L'élution de cette colonne se fait par un mélange
chloroforme / méthanol.

Aprés évaporation de la solution éluante, on obtient un extrait sec brut. Ce dernier est

recristallisé dans de I'acétone, pour obtenir enfin les cristaux d’huperzine A.

Le rendement de cette extraction est trés faible puisqulil s'approche de 0,2 %y (180 mg
d’huperzine A par Kg de plante séche). Cela explique alors la nécessité de développer une
méthode de synthése organique pour se procurer la molécule en quanﬁté satisfaisante (LIU,
1986).

3-2) Synthéses ;

a) Synthése racémique :

La premic¢re synthése totale de I'huperzine A sous forme de mélange racémique a été réalisée

en 1989 par A.P. Kozikowski (XIA, 1989).
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Schéma m° 10 ; Synihese chimique de I'huperzine A (XIA, 1989)
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La réaction de la pyrrolidine (I) avec le cyclohéxane-1,4 dione dont 'une des fonctions cétones
est protégée (II) sous forme d’acétal, conduit sous 'action de I’acide paratoluéne sulfonique
dans du benzéne sous reflux 4 I’énamine (IIT). Celle-ci subit ensuite une réaction de cyclisation
a 'aide de Yacrylamine (IV) dans du dioxane sous reflux. On aboutit alors & la pyridone

bicyclique (V).

La benzylation de (V) & I'aide du chlorure de benzyle et de 'hydrure de potassium dans du
THF conduit au dérivé N-benzyl (VI) qui va étre déshydrogéné sous Paction du chlorure de
phénylsélénium, toujours dans le méme solvant. Il subit ensuite I"action du périodate de sodium

dans du méthanol sous reflux pour aboutir 4 la pyridone protégée (VII).

La débenzylation de (VII) a P'aide du dihydroxyde de palladium dans ”acide acétique donne la
pyridone libre (VIII) qui va subir une réaction d’aromatisation avec I'iodure de méthyle et le

carbonate d’argent. On obtient ainsi la 2-méthoxypyridine (IX).

La déprotection de (IX) par élimination du groupement cétal avec de I’acide chlorhydrique
sous reflux donne la tétrahydroquinolone (X). Celle-ci est carboxylée & 1’aide de carbonate de
diméthyle et de ’hydrure de potassium en ester méthyligue de I’acide 2-méthoxy-6-oxo-
5,6,7,8-tétrahydroquinoline-5-carboxylique (XI).

En présence de méthoxyde de sodium dans le méthanol, ou également de 1,1,3,3-
tétraméthylguanidine (TMG) dans le dichlorométhane, ’ester (XI) se cyclise avec la
méthylacroléine (XII). On obtient ainsi le composé tricyclique (XIIL) rapidement mésylé en

composé (XIV), sous I'action du chlorure de mésyle.

L’élimination du groupement mésyle du composé (XIV) & I'aide d’un mélange d “acide
acétique et d’acétate de sodium sous reflux permet la création d*une double liaison (composé
XV). Ce dernier subit alors une condensation de Wittig avec ’éthylidéne triphénylphosphorane
dans I’éther, pour aboutir au composé diethylénique (XVI) sous forme d’un mélange

d’isoméres Z et E. L’isomére Z représente 90 % du mélange.

L’hydrolyse sélective de (XVI) avec de la soude dans un mélange THF/méthanol donne Pacide
(XVID). Cette fois-ci, ¢’est 'isomére E de cet acide qui représente 90 % du mélange. I est
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alors traité par du chlorure de thionyle et de I'azide de sodium dans une réaction de Curtius
modifiée ; on obtient ’uréthane (XXVIII).
Enfin, I'iodure de triméthylsilyle permet les N- et O-déprotection de (XVIII) pour donner

I’huperzine A sous forme de racémique précipité.

Remarque :

Une autre voie de synthése totale a été décrite, dans l’ensembie relativement similaire (QIAN,
1989). On part de Pester (XI) avec une suite réactionnelle commune entre les composés (XII)
a (XVIID), mais en utilisant ’azide de diphénylphosphoryle 4 la place du chlorure de thionyle
dans P’étape (XVII) a (XVII). En finalité le clix%age du méthyl éther (XVII) par acti&;;n du
triméthylchlorosilane sous reflux de chloroforme, donne la pyridone libre (XIX) qu1 est
convertie en mélange .racénﬂque d’huperzine A par un traitement avec de la soude et le 18-

couronne 6-ether.

b) Synthése de la (-)-Huperzine A :

La synthése totale précédente conduit & un mélange racémique. Il a été montré que ce mélange
présente une activité inhibitrice de ’acétylcholinestérase de moitié¢ inférieure a celle de la (-)-
huperzine A (KOZIKOWSKI, 1991). 1l a donc fallu trouver une voie synthétique pour aboutir

au compos€ optiquement pur d’huperzine.

Schéma n° 11 : Synthese chimique de la (-)-Huperzine A (KOZIKOWSKI, 1991)
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Cette voie démaire au niveau de Uintermédiaire méthyl-ester (XI) de la synthése du mélange
racémique précédent. Celui-ci est transestérifié a I’aide du (-)-8-phénylmenthol (A) dans du
benzéne sous reflux pour former Pester (Xa) qui va pouvoir subir alors une réaction de
cyclisation. Cette cyclisation se fait de la méme fagon que précédemment avec Ia
méthylacroléine. On obtient ainsi le composé tricyclique (XIla) correspondant au composé

(XIT) mais avec la configuration absolue adéquate.
L’étape suivante est une réaction de déshydratation qui produit le composé (XIVa) de la méme

fagon que dans la synthése du mélange racémique. La suite du chemin réactionnel est le méme

pour donner en finalité, un composé optiquement actif de (-)-huperzine A,

4) Pharmacolpgie;

L'huperzine A est une molécule chimique possédant la propriét¢ d'inhiber les cholinestérases.

4-1) Activité in vitro:

Cette activité anticholinestérasique a été étudiée in viro (WANG, 1986). Les sources
d'acétylcholinestérase (AChE) sont la membrane d'érythrocyte de rat et les cellules de noyau

caudé de porc.

- plso (membrane érythrocyte) = 7,2
- plso (noyau candé) = 7,9

L'effet inhibiteur de Ihuperzine A sur l'enzyme est trois fois supérieur & celui de la
physostigmine. Cependant la physostigmine conserve une meilleure activité inhibitrice sur la
butyrylc]’ilolmestémse (BuChE) par rapport a 'huperzine A.

Cette action inhibitrice de 'huperzine A est réversible aussi bien sur 'AChE que sur la BuChE.

Du fait que la molécule est active sur les deux enzymes, on peut la qualifier d'inhibiteur mixte.
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Cette propriété d'inhibition de 'acétylcholinestérase a été confirmée sur des plasmas de souris

et de chiens (HAQO, 1988). Cette action se révéle également puissante.

Une étude chinoise apporte des précisions sur cette inhibition enzymatique, en comparant
l'alcaloide aux deux inhibiteurs des cholinestérases majeurs que sont la tacrine et le donepezil.
L'huperzine A et le donepezil présentent une inhibition de I'AChE supérieure a celle de la
tacrine ; le donepezil étant le plus puissant des trois. Par contre 'huperzine A et le donepezil
inhibent la BuChE a des concentrations nettement supérieures 3 celles qui leurs sont nécessaire
pour inhiber I' AChE. Cela montre que ces deux molécules sont de puissants inhibiteurs de I
AChE.

En observant le tableau ci-dessous, on peut voir que I'huperzine A possede une action sur T
AChHE plus sélective que le donepezil. Ces deux drogues agissehf probablemeni a des sites
actifs différents de l'enzyme.

La tacrine & une action inhibitrice puissante sur Ja BuChE. Cette action inhibitrice non sélective

sur les cholinestérases pourrait ére a la base de son faible index thérapeutique et a la base de
certains de ses effets indésirables (CHENG, 1996).

Clso = Clso =
58894 77 + 782,90 66,58 + 0,51 884,57
Clso = Clso =
5012,76 + 66,63 10,25 £ 0,62 489,05
Clsp = Clso =
74,61 £ 0,51 93,00 +£0,13 0,80

Clso : Concentration & inhibiteur conduisant 2 une inhibition de 50 % de 'enzyme en (a)

Fableau VI s Comparaison de l'effet inhibiteur de I'huperzine A, du donepezil et de la

tacrine sur Uactivité cholinestérasique in vitro (CHENG, 1996)
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Comparaison du mécanisme d'inhibition de la tacrine du donepezil et de I'huperzine A:

Les représentations de l'inhibition de 'AChE provenant de la membrane d'érythrocyte de rat,
par ces trois inhibiteurs enzymatiques, selon la méthode de Lineweaver-Burk , montre que
I'huperzine A se distingue des deux autres produits. En effet, le mécanisme d'inhibition de cette
molécule est de type mixte-compétitif alors que celui des deux autres produits est de type non-
compétitif. On a vu également que le donepezil présentait une meilleure affinité pour 'AChE
que lhuperzine A alors qu'au niveau clinique, l'effet de cette derniére semble supérieur.
L'explication pourrait résider dans la faible biodisponibilité du donepezil au niveau cérébral par
rapport a lhuperzine A (CHENG, 1996).

"

Sehéma n® 12 s Représeniation selon Lineweaver-Burk - de 'inhibition de
Pacétyicholinestérase de membrane d’érythrocyte de rat par la tacrine, le donepezil et
Uhuperzine A. (CHENG, 1996)
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4-2) Activité im vivo:

Chez le rat, l'huperzine A induit une inhibition de 'AChE d'une maniére franche et prolongée
dans le cerveau et au niveau des érythrocytes, ainsi qu'une inhibition de la BuChE plasmatique,
aprés une administration 1.p. ou i.m. d'une dose de 2 mg/Kg. Durant le méme temps, on peut
noter une augmentation significative des niveaux d'acétylcholine (ACh) cérébrale. On observe
de plus, des variations régionales dans Faugmentation du taux d'ACh. Les niveaux les plus
élevés d'ACh sont enregistrés dans le cortex frontal et le cortex pariétal. Cette inhibition
cholinestérasique qui se normalise plus rapidement dans les érythrocytes et le plasma, est
toujours présente dans le cerveau entier & un taux de 32 % aprés 6 heures, avec paraﬂélémént
une augrmentation résiduelle du taux cérébral d'ACh de seulement 10 % (TANG, 1989).
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Schéma n° 13 : Activités acétylcholinestérasiques cérébrale et érythrocytaire et
butyrylcholinestérasique plasmatique. Taux cérébral d'acétyicholine chez le rat aprés
administration i.m. d’une dose de 2 mg/Kg d’huperzine A. (TANG, 1989)

Chez la souris, I'huperzine A marquée, est retrouvée dans tout le cerveau 60 minutes aprés une
administration i.v. d'une dose de 183 ug/Kg, avec les niveaux les pius élevés dans le cortex
fronto-pariétal ainsi que dans le noyau de l'accubens, 'hippocampe et le striatum. Quasiment
aucune radioactivité n'est détectée dans le reste du corps de l'animal aprés 12 heures (TANG,

1989),
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Chez le rat, I'huperzine A, qu'elle soit d'origine synthétique ou naturelle, administrée a une dose
de 0,5 mg/Kg (i.p.) provoque une augmentation du niveau d'ACh dans I'hippocampe. Dans
cette méme région, les niveaux de choline, de norépimephrine ou de sérotonine ne sont pas
affectés, L'activité de 'AChE dans Phippocampe est réduite 60 minutes aprés 'administration
de doses aussi faible que 0,1 mg/Kg (i.p.) I en est de méme dans le cortex et le striatum aprés
l'injection d'une dose de 0,25 mg/Kg (i.p.). Les huperzine A naturelle et de synthése possédent
un profil pharmacologique similaire (HANIN, 1990).

L'action de la (-)-huperzine A (huperzine naturelle) est plus puissante que celle de la (+)-
huperzine A ou du mélange racémique, dans I'inhibition de 'AChE du cortex du rat (Mc
KINNEY, 1991). '

Chez le rat, I'usage chronique ou aigu de 'buperzine A, diminue de fagon significative l'activité
acétylcholinestérasique au niveau cérébral. La molécule diminue également le transport de la
choline par les récepteurs & haute affinité dans I'hippocampe. Au contraire, cette molécule
n'exerce aucune action sur la choline acétyltransférase ; elle n'a donc pas d'action sur la

formation du médiateur (LAGANIERE, 1991).
L'administration locale ou systémique dhuperzine A provogue une augmentation dose-

dépendante de I'ACh, de la norépinephrine et de la dopamine dans le cortex du rat. Ce

compose est un inhibiteur puissant des cholinestérases (ZHU, 1995).

4-3) Mutagenicité ;

La mutagenicité de T'huperzine A déterminée par un test diincorporation sur Salmonella
typhimurium est nulle, qu'il'v 2it eu ou non d'activation par la fraction So de foie de rat.
Le test du micronucleus sur cellule de souris s'est également révélé négatif. L'huperzine A n'est

donc pas considérée & ce jour comme un agent mutageéne (ZENGHONG, 1990).
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Chez le rat et la souris, les études pharmacocinétiques ont montré que le niveau sanguin
d’huperzine A aprés administration veineuse ou intrapéritonéale déclinait en deux phases ; une

phase de distribution et une phase d’élimination.

Tableaw VIIE : Données pharmacocinétiques (WANG, 1988)

Distribution : Chez la souris, 15 minutes aprés administration intraveineuse la radioactivité de
I'huperzine A marquée est retrouvée en .gra;nde quantité dans le foie et les reins, en quantité
moyenne dans la rate, les poumons et le coeur, et en faible quantité dans le cerveau.

Chez la souris enceinte, une faible quantité de radioactivité est trouvée sur les foetus.

La liaison de la molécule aux protéines plasmatiques serait de 17 %.

Elimination : La majorité de la radioactivité de I’huperzine est excrétée dans U'urine (73 %) 24
heures aprés "administration intraveineuse. 2,4 % de cette radioactivité est retrouvée dans les
féces. Le chromatogramme des urines retrouve une partie de 'huperzine A ainsi que plusieurs

métabolites (WANG, 1988).

S) Mode d'action :

L'huperzine A est un inhibiteur réversible et lent de acétylcholinestérase. Son activité est due
principalement & une interaction avec les acides aminés aromatiques localisés dans la gorge
catalytique de l'enzyme (ASHANI, 1992). L huperzine A inhibe I’acétylcholinestérase de fagon

temps dépendante (Ki = 1.10° M min™), et le complexe enzyme-inhibiteur se dissocie de
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fagon relativement lente (t vz =35 min). Ces phénoménes sont en contraste avec les autres
nhibiteurs des cholinestérases connus qui se dissocient trés rapidement de I’enzyme.
L’huperzine A est prés de 1000 fois moins puissante dans [Iinhibition de la
| butyrylcholinestérase que dans celle de ’acétylcholinestérase. D’autre part, la (-)- huperzine A
possede une activité inhibitrice sur 1’acétylcholinestérase 38 fois supérieure & celle de la (+)-
huperzing A.

Cette étude a montré que 'huperzine A inhibe 'enzyme, quelle que soit la source de celle-ci
(humaine ou animale). L’inkibition se fait par une interaction non covalente et réversible avec
Penzyme, au niveau de la région de son siie actif catalytique. L’huperzine A est une molécule
tricyclique rigide et une autre équipe de chercheurs (KOZIKOWSKI, 1991) a montré que
certaines parties de ceite structure chimique sont indispensables pour maintenir Iactivité

pharmacologique. Tl s’agit de :

le groupement —-NH2,

le cycle a-pyridone,

la liaison éthylénique exocyclique,

le pent earboné en position 3.

C’est donc entre ces groupements de la molécule et les acides aminés aromatiques du site
catalytique de ’enzyme que se font les interactions électrostatiques. La différence de nature de
ces acides aminés aromatiques dans les gorges catalytiques de I’acétylcholinestérase et la
butyrylcholinestérase, permettent d’expliquer la spécificité de Uhuperzine A pour
Iacétylcholinestérase. En regardant la molécule d’huperzine A sous un certain angle, on peut la
comparer a celle de Pacétylcholine ; ainsi le groupement carbonyloxy de cette derniére est
remj)iacé par le groupement amide de I’alcaloide, alors que les azotes des deux molécules vont

se superposer dans I'espace.

Schéma n® 14 :

Superposition dans 1'espace

de 'huperzine A et du ligand naturel :
Pacétylcholine.

(KOZIKOWSKI, 1991)
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L’huperzine A est un inhibiteur des cholinestérases unique, qui en contraste avec la
physostigmine n’est pas modifié aprés Uinteraction avec ’enzyme, et se dissocie lentement de

ce dernier.

La nature des interactions enzyme-ligand a été complétée récemment (RAVES, 1997), grice a
des études structurales sur un cristal du complexe acétylcholinestérase (Yorpedo californica) /
huperzine A. Les lisisons entre Ialcaloide et 'enzyme se font de la maniére suivante (voir

schéma n° 15 ci-aprés). Ona:

- une forte liaison hydrogéne (2,6 A) entre le groupement carbonyle de 'huperzine A et
Patome d’hydrogénc du groupe hydroxyle de la tyrosine 130,

- une liaison hydrogéne se formant via les molécules d’eau présentes dans la gorge du
site actif entre d’autres molécules d’eau d’une part ou avec les chaines latérales de
composants de la protéine comme I"oxygéne du groupe carboxylique du glutamate 199
ou le groupe hydroxyle de ia tyrosine 121 d’autre part, |

- une interaction entre le groupe amine primaire de I’alcaloide, qui est chargé au pH du
milieu intérieur (pH = 5,8), avee les noyaux aromatiques du tryptophane 84 et de la
phénylalanine 330, (Les distances entre I’atome d’azote et le centre des cycles sont de
4,8 et 4,7 A respectivement. Cette interaction est analogue 4 celle observée avec le

groupe amine primaire de la tacrine.)
- une courte liaison hydrogéne (3 A) entre le groupement méthyl-éthylénique de
Phuperzine A et la chaine oxygénée principale de I’histidine 440 (membre de la triade

catalytique),

- plusieurs contacts hydrophobes avec le tryptophane 84, I'histidine 440, et avec les
résidus glycine 118 et sérine 122.
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Schéma m° 15 : Inferactions principales entre la protéine et le ligand
(RAVES, 1997)

Cette étude révéle donc la maniére dont I'huperzine A va bloquer le fonctionnement de
Petizyme, L’alcaloide glisse doucement dans le site actif de Iacétylcholinestérase ou
Pacétylcholine est habituellement dégradée. Puis il progresse dans ce site grice a4 un grand
nombre de liens chimiques subtils.

L’analyse de ce complexe enzyme-ligand semble done confirmer les attentes des chercheurs
guant a 'intérét qu’il faut porter & "huperzine A. Pour le Professeur J Sussman, membre de

I'équipe qui a conduit ce projet, c’est “comme si la substance naturelle avait ét¢
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ingénieusement dessinée pour s’accoupler sur le point exact de ’enzyme, ot son action serait
la plus efficace” (SKOLNICK, 1997).

Remargue : Plusieurs études ont essayé de construire des analogues structuraux de 'huperzine
A ou, de faire de la chimie combinatoire & partir de cette molécule. Ces éiudes ont permis
d’affiner la théorie de fixation de 'huperzine A 2 I’enzyme, mais aucune d’entre elles n’ont

abouti 4 la production d’un composé plus puissant dans son action inhibitrice.

6) Etudes préclinigues:

Dés lidentification définitive de T'huperzine A, des éitudes ont démontré limpact de cette

molécule sur les capacités mnésiques du cerveau.

a) Etudes chez la souris :

L’huperzine A adminisirée oralement ou en intrapéritonéale facilite I’ apprentissage et améliore
la mémoire spatiale chez la souris placée dans un labyrinthe. L huperzine A présente une
activité supérieure & celle de la physostigmine. La molécule semble également inhiber les

dommages induits sur I’acquisition de la mémoire par hypercapnie (ZHU, 1987).

Pour approfondir I'étude de I'impact de 'huperzine A sur la mémoire, plusieurs études ont
testé 1a molécule, sur des animaux chez qui ’on a préalablement dégradé les centres cognitifs &

’aide d’artifices expérimentaux.

L’huperzine A administrée immédiatement aprés 'induction d’une amnésie par divers facteurs
provoque une inversion du phénoméne par rapport aux animaux non traités. Ces facteurs sont :
- des chocs électroconvulsifs appliqués au cerveau
- la scopolamine
- le nitrite de sodium

- - le cyclohéximide.
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On peut obtenir dans tous ces cas, une amélioration de "amnésie par un traitement du rat par

de la physostigmine, mais elle est moindre que celle obtenue avec 'huperzine A (ZHU, 1988).

b) Etudes sur le rat:

Une éiude a testé Peffet de huperzine A sur la mémorisation et I'apprentissage chez le rat
placé dans un labyrinthe. Un parcours est déterminé pour atteindre le but, et des erreurs de
repérage sont possibles pour I'animal, Le nombre d’erreurs est évalué. Des doses de 100 et
167 ug/Kg (1.p.) d’huperzine A sont adminisirées 20 minutes avant 1‘entrainement. Les
anmimaux traités rejoignent plus rapidement leur objectif. Le nombre d’erreurs d’orientation est
plus élevé dans le groupe témoin. Cette facilitation de repérage dans le labyrinthe est dose
dépendante entre 36 et 167 ug/Kg. Pour les auteurs, cette propriété d’amélioration de la
mémoire est due a un effet sur le systéme nerveux central cholinergique et plus

particuliérement sur sa composante muscarinique (TANG, 1986).

D’autres études se sont intéressées a 'influence de "huperzine A sur la mémoire, en fonction
de I’dge des rats. Les résultats montrent que le processus de mémorisation est augmenté par la
molécule chez le rai adulie de la méme maniére que chez le rat 4gé. Cette indépendance de
I’dge des animaux dans Vamélioration des phénomeénes cognitifs induite par huperzine A est
maintenue chez les rats traités préalablement par de la scopolamine (ZHU, 1987 ; DONG,
1996).

De la méme fagon que chez la souris, des expériences d’induction d’amnésie ont été menées
chez le rat. Une étude récente montre que ’huperzine A est capable d’inverser les déficits de
mémoire induits par la scopolamine. On utilise pour ce fait, un labyrinthe circulaire et les doses
d’buperzine A vont de 0,1 4 0,4 mg/Kg (p.0.). L’effet de I’buperzine A est supérieur a celui du
donepezil (0,5 a 1 mg/Kg (p.0.) et & celui de la tacrine (1 4 2 mg/Kg (p.0.)). On peut voir dans
cette étude que les trois produits entrainent le méme type d’amélioration sur la mémoire des
rats, mais ’efficacité de ’huperzine A est significativement supérieure 2 celle des deux autres

produits.
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De plus cette action semble profiter d’avantage a la mémoire de travail qu’a la mémoire de
référence. L huperzine A ne posséde pas d’affinité pour les récepteurs muscariniques et 'effet
bénéfique de ceite molécule sur la mémoire semble principalement du 3 inhibition de
Pacétylcholinestérase cérébrale. Notre molécule s’avere donc étre la plus sélective des trois
inhibiteurs testés (CHENG, 1996).

Sur le méme schéma de base, des rats ont ét¢ intoxiqués avec une moutarde azotée (AF64A)
qui provoque une dégradation de la mémoire spatiale chez cet animal (XIONG, 1995).
L’action de ce poison se fait par une inhibition de la choline acétyltransférase dans
Phippocampe principalement. Les rats sont amenés dans un labyrinthe ou plusieurs voies leurs
sont proposées. Le nombre de choix corrects est évalué, L huperzine A { 0,4-0,5 mg/Kg (ip))
est administrée aprés " AF64A . Les rats traités trouvent plus facilement la sortie du labyrinthe
que les animaux témoins de fagon significative. La molécule semble donc inverser les effets
induits par le poison.

Ces résultats ont été¢ compléiés cette année par la méme équipe en reproduisant des effets
similaires sur la mémoire, par injection d’acide kainique dans le noyau basal magnocellulaire
(XIONG, 1998). De la méme maniére, ¢c’est activité de la choline acétyltransférase qui est
concernée. Les rats traités par Uhuperzine A ( 0,2 mg/Kg (ip) ) se repérent mieux dans le

labyrinthe.

Deux études récentes ont comparé les effets bénéfiques de I'huperzine A avec ceux de la
tacrine et du donepezil chez le rat placé dans un labyrinthe, aprés intoxication par un poison
spécifique.

La premiére étude (WANG, 1998) wtilise la scopolamine pour altérer la mémorisation des
animaux. L'huperzine A ( 0,2-0,4 mg/Kg (po.) ; 0,1-0,4 mg/Kg (i.p.) ) posséde une plus grande
efficacité que le donepezil ( 0,6-0,9 mg/Kg (p.o.) ; 0,3-0,6 mg/Kg @i.p) ) et que la tacrine ( 1,5-
2,5 mg/Kg (p.0) ; 0,3-0,6 mg/Kg (.p.) ) sur la mémorisation des animaux. L huperzine A est le
plus efficace des composés testés et provoque la plus forte inhibition observée de
Pacétyicholinestérase par voie orale. I’autre part, effet du donepezil s avére similaire & celui

de 'huperzine A si I’administration se fait par voie intrapéritonéale.
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La seconds étude (CHENG, 1998) utilise de nouvean UAF64A pour altérer la mémoire de
travail des rats. Des doses orales d’huperzine A ( 0,5-0,8 mg/Kg ), de donepezil { 1,0-2,0
mg/Kg ), et de tacrine (8,0 mg/Kg ) permettent d’inverser les déficits de mémoire induit par le
toxigue. Les trois molécules produisent une inhibition dose-dépendante de [activité
acétylcholinestérasique aprés 'admunistration. L’huperzine A par voie orale démontre une
meilleure efficacité dans Dinhibition de Yacétylcholinestérase dans le cortex et ["hippocampe
que les deux autres produits. La tacrine est plus efficace dans Pinhibition de la
butyrylcholinestérase que dans celle de I’acétylcholinestérase cérébrale. L'huperzine A présente

la meilleure biodisponibilité au niveau cérébral.

6-2) Aspects neuroprotectenrs de I'huperzine A:

L’huperzine A apparait comme possédant d’autres propriétés pharmacologiques qui en font un

candidat attractif au niveau thérapeutique pour nombre d’essais cliniques.

Dans une étude sur des cultures cellulaires prélevées sur des embryons de rats (hippocampe,
cervelet, cortex) des chercheurs ont montré que huperzine A diminuait 1a mort des cellules
neuronales causée par des taux toxiques de glutamate (VED, 1997). Nous avons vu en outire
que les fonctions glutamatergiques et GABAergiques sont également compromises dans ia
maladie 4’ Alzheimer, méme si ¢’est en moindre proportion que la perte cholinergique.

Le glutamate est un acide aminé excitateur dont la concentration augmente lors d’événements
neuropathologiques comme l'ischémie cérébrale. Le glutamate active alors les récepteurs
NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et augmente le flux des ions calcium dans le neurone, dont la
concentration excessive peut tuer la cellule. Donc ici, des cultures de neurones dérivés de trois
régions cérébrales différentes sont traitées par 1'huperzine A avant d’éire exposées a des
concentrations toxiques de glutamate. Les cultures cellulaires prétraitées par 'huperzine A
monirent de fagon significative une faible toxicité. Ces cellules sont caractérisées par une
élévation de calcium intracellulaire induite par le glutamate plus faible que les cultures non
prétraitées.

Cette étude démontre done que les effets thérapeutiques de la molécule ne dérivent pas
uniguement de son action sur la fonction cholinergique, mais également de cette capacité de
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réduction des conséquences neurotoxiques de I’exposition au glutamate. Cette propriété fait de
I"huperzine A une drogue potentielle pour réduire les agressions neuronales dans les ischémies

cérébrales, Uépilepsie et d’autres désordres (SKOLNICK, 1997).

Une autre équipe a testé Phuperzine A comme agent prophylactique contre le soman et
d’autres gaz neurotoxiques (GRUNWALD, 1994). Une longue durée d’efficacité antidotale
associée a une faible toxicité, font de la molécule, un agent protecteur contre les armes
chimiques prometteur. Pour évaluer la capacité neuroprotectrice de la molécule, "huperzine A
est injectée (i.p.) a des souris. Puis les chercheurs ont examiné la DLso du soman administré en
sous-cutané et & différents temps. L’huperzine A permet d’obtenir un rapport de protection
d’environ 2 pendant six heures aprés une injection unique et sans avoir recours & d’autres
traitements pour maintenir les fonctions vitales. En comparaison, un prétraitement 3 la
physostigmine donne un rapport de DLsy d’environ 1,4 41,5 durant seulement 90 minutes.
Cette équipe a renouvelé ce genre de manipulation chez le singe pour arriver & des conclusions

similaires (ASHANI, 1996).

Une derniére étude & approfondie les données sur ceite neuroprotection procurée par
Ihuperzine A lors d’une intoxication par le soman chez le cochon (LALLEMENT, 1997). Un
prétraitement a "huperzine A (0,5 mg/Kg (p)) prévient la survie de tous les animaux 24
heures aprés 'intoxication. Les tissus de I'hippocampe de ces animaux ne montrent aucune
1ésions. En comparaison, tous les animaux prétraités par de la pyridostigmine présentérent une
crise convulsive et la moitié en moururent.

Des analyses complémentaires montrérent que I'huperzine A n’a pas d’affinité pour les
récepteurs muscariniques, AMPA et (GABA)a. Au contraire la molécule présente un trés faible

affinité pour les récepteurs NMDA.
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Les inhibiteurs des cholinestérases utilisés comme agents palliatifs dans la maladie d'Alzheimer
sont les traitements les plus prometteurs dans cette pathologie. Le risque d'un agent
insuffisamment sélectif pour les tissus cérébraux serait d'inhiber toute lactivité
acétylcholinestérasique, et notamment systémique, entrafnant ainsi les effets indésirables.

Puisque la BuChE ne semble pas impliquée dans le catabolisme cholinergique cérébral, on peu
résumer les conditions que doit remplir un bon inhibiteur des cholinestérases utilisé comme

traitement de la maladie d'Alzheimer :

- grande sélectivité pour 'AChE par rapport & la BuChE,

- affinité pour les tissus nerveux cérébraux (sélectivité pour 'AChE cérébrale par
rapport & I'AChE systémique), ce qui limitera les effets indésirables de type
parasympathique au niveau périphérique,

- longue durée d'action,

- puissance inhibitrice supérieure ou au moins équivalente au produit de référence,

- borne biodisponibilité par voie orale.

Ces cing conditions sont réunies par Mhuperzine A ce qui en font un trés bon candidat pour une

évaluation clinigue. Ceite évaluation est actuellement en cours (phase II1 ).

Remarque : La cooncentration d’une molécule nécessaire pour inhiber in . vitro
Pacétyicholinestérase est un bon critére pour estimer son activité. Il faut toutefois prendre en
compte d’autres paramétres pour passer 2 V'usage clinique. Les obstacles relatifs 4 la toxicité,
au métabolisme, 3 la pharmacocinétique et 4 la biodisponibilité sont & franchir pour démontrer
Pinnocuité et les qualités d’une molécule. De ce fait, huperzine A peut étre présentée comme
“candidat clinique” pour le traitement de la maladie d’Alzheimer & la vue des nombreux tests

que cetie molécule a déja réussi, aussi bien chez I'homme que chez 1’animal.,
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7-1) Phase I

- Innocuité, tolérance, pharmacocindligue, chez 6 sujets jeunes et sains ; (QIAN, 1995)

Aucun effet indésirable notable n’a été observé dans une gamme de dosages allant de 0.18 &

0.54 mg (p.o.).

Les niveaux sanguins d’huperzine A déterminés par HPLC, indiquent que la molécule est
relativement rapidement absorbée aprés une administration orale, avec un tpK, de 12,6
minutes et un pic de concentration plasmatique moyen & 79,6 minutes. Le profil de la courbe
de concentration plasmatique est conforme a un modéle & un compartiment ouvert, avec une
cinétique d’absorption de premier ordre. Le pic de concentration plasmatique principal aprés
une dose orale unique de 0,99 mg est de 8,4 ugl™, ce qui indique que ’huperzine A est
rapidement distribué in vivo. T2 Ke = 288,5 minutes ; huperzine A est donc éliminé avec un

taux modéré.

7-2) Phase 1

- Trajtement de la myasthénie:

Y.S. CHENG et ses collaborateurs (1986) ont été les premiers a rapporter les effets cliniques
de 'huperzine A. 99 % des patients traités ont vu les manifestations cliniques maftrisées ou
amcliorées 4 la suite du iraitement. La durée d'action de la molécule (7+-6 heures) est
supérieure & celle de la néostigmine. Les effets indésirables de types parasympathomimétiques

a I'exception des nausées, sont inférieurs a ceux de la néostigmine
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- Essai comparatif sur la mémoire : (ZHANG, 1986)

Chez cent sujets dgés souffrants de troubles de la mémoire (Agés de 46 4 82 ans dont 17 sont
 atteints de la maladie d’ Alzheimer), un traitement a 'huperzine A (30 pg (im.)) est comparé a
un traitement par 600 pg d’Hydergine®(dihydroergotoxine). L huperzine A augmente les
fonctions mnésiques des sujets de 1 & 4 heures apres une administration par voie intraveineuse.

Des effets indésirables ont rarement été noiés.

- Etude sur la mémaoire ; (ZHANG, 1991)

Les effets thérapeutiques de Uhuperzine A sont évalués par une étude multicentrique,
randomisée et en double aveugle versus placebo chez 56 patients souffrants de démence induite
par des infarctus ¢érébraux récidivants ou de démence sénile, ainsi que 104 patients présentants
des troubles séniles de la mémoire. Chaque groupe est divisé en deux sous-groupes dont I'un
est traité par une solution isotonique et P'autre par de 'huperzine A (50 pg 2 fois par jour
pendant un mois pour le premier groupe, et 30 ug 2 fois par jour pendant deux semaines pour
le second). Les effets curatifs sont évalués par le score de Wechsler (test de mémoire).
L’huperzine A améliore de fagon significative le coefficient de mémoire des sujets traités dans
les deux groupes (p< 0,01). Trés peu d’effets indésirables sont notés a part quelques cas de

nausées et de vertiges.

- Btude sur lg maladie @’ Alzheimer : (XU, 1995)

Une étude multicenirique, en double aveugle, paralléle et randomisée versus placebo a été
conduite en Chine sur 103 patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Les malades furent
inclus dans Dessai aprés un diagnostic de la pathologie selon les critéres du DSM IH R
L’évaluation des capacités mnésiques a été effectuée an moyen du score de Wechsler, du score
d’Hasegawa (test de démence), du mini-mental state ainsi que de scores évaluants la qualité de
vie des patients, 50 patients regurent 0,2 mg d’huperzine deux fois par jour par voie orale. Les
autres 53 patients regurent un placebo dans les mémes conditions. I expérience dura deux

mois.
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58 % des patients traités par "huperzine A présentérent une amélioration significative de leur
capacité mnésique, aussi bien au niveau de la mémoire que du savoir, ainsi qu’une amélioration
de leur capacité a accomplir leurs activités quotidiennes (p< 0,01). Peu d’effets indésirables

sont notés.

Schéma n® 16 s Modéle assisté par ordinateur en 3-D de 'huperzine A dans
Pacétylcholinestérase. (Welzmann Institute of Science , 1997, Internet)
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THESE SOUTENUE PAR : Frédéric PILOTAZ

TTTRE : L’huperzine A, un nouvel inhibiteur des cholinestérases
pour la maladie &’ Alzheimer.

CONCLUSION :

Prés d’un siécle aprés sa découverte, les clefs de la maladie d’Alzheimer ne sont toujours pas
connues. De son origine multifactorielle, a la complexité de son diagnostic, le mystére semble
s’épaissir avec les progrés de la recherche scientifique. Pourtant, la nécessité de trouver les
moyens de soigner une population de patients qui atteindra plus de 300 000 Frangais en I’an

2000, n’a jamais été aussi forte.

Les inhibiteurs des cholinestérases sont des produits connus depuis longtemps pour leurs
applications militaires ou phytosanitaires. Leur utilisation dans la maladie d’Alzheimer est
récente et, elle offre un réel espoir dans le monde médical, qui ne disposait d’aucune arme pour
ralentir I’évolution de cette pathologie. Ils sont & ce jour, les seuls produits qui ont fourni la
preuve de leur efficacité clinique, en agissant sur les symptomes de la maladie. Toutefois, leur
action repose sur hypothése cholinergique de la maladie, qui n’est que 'une des causes de la

démence.

Trésor d’expériences cliniques, la médecine traditionnelle chinoise nous apporte aujourd’hui
une molécule innovante, qui pourrait s’avérer étre un produit majeur dans le traitement de la

maladie d’ Alzheimer,

L’huperzine A a répondu de fagon brillante 2 tous les tests nécessaires a 1’évaluation de son
efficacité et de son innocuité. Ce composé s’avére plus efficace que les produits utilisés jusqu’a
présent, du fait d’'une trés bonne sélectivité, d’un franchissement de la barriére hémato-
encéphalique aisé et, d’effets indésirables extrémement réduits. C’est donc pourquei, cet

alcaloide est actuellement en cours de phase Il d’essais cliniques.
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QOutre sa capacité a inhiber Pacétylcholinestérase, comme les autres médicaments de cette
classe, ce produit pourrait développer une qualit¢ de neuroprotection. Si ce fait est confirmé
dans la maladie d’Alzheimer, I"huperzine A serait la premiére molécule potentiellement capable
~ d’enrayer le mécanisme de cette pathologie. Son utilisation permettrait de développer une
nouvelle génération de produits, et d’éclaircir la connaissance des mécanismes complexes qui

aboutissent a cette dégénérescence.

La maladie d’ Alzheimer reste 3 ce titre 'un des grands enjeux de la médecine du XXI™ siécle.
Si Pespérance de vie continue de s’étendre comme cela est prévu dans les années futures, il
s’agira de vivre mieux et nion pas simplement plus longtemps. L’huperzine A sera peut-étre le

premier moyen d’y parvenir.
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- ANNEXES -

On définit classiquement trois catégories d'agents chimiques toxiques utilisés en tant qu'armes
chimiques:

- Psychiques: 1.SD, BZ (qﬁinuclidinol), drogues.

- Physiques: agents lacrymogénes, sternutatoires ou urticants.

- Les agents {étaux:

- Toxiques:
- Neurotoxiques (organophosphorés):

- agenis G: Tabun, Sarin, Soman
- agents V: Ay ou Vx), A,

- Hématologiques: AsH;

- Cellulaires: HCN, Fluorocarbones

- Toxines: toxine botulique, mycotoxines
- Suffocants: |

- Chlore - Surpalite
- Chloropicrine - Chloropirrine
- Phosgéne '

= Les agenis mixtes:

IIs sont incapacitants a faible dose et 1étaux a dose plus élevée. Ce sont les agents
vésicants: Ypérites, Lewisite, oximes halogénées.
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"(BLANCHET, 1995 ; DORANDEU, 1998 . PONTAL, 1997)

~ On peut subdiviser en trois catégories l'intoxication par des composés organophosphorés :

- des neuropathies retardées provoquées par l'usage a long terme d'insecticides par
exemple.

- des neuropathies d'apparition semi-retardée si la contamination a été plus forte que
dans le cas précédent.

- l'intoxication aigué survenant lors d'un accident de type industriel ou lorsque les gaz
de combat sont employés !

1) Mode de contamination:

Les signes cliniques et biologiques sont globalement indépendants de la voie de contamination.
Cependant, celle-ci peut influencer lordre d'apparition des symptdmes ainsi que la
prédominance de l'un d'eux. Dans la plupart des cas, les intoxications surviennent aprés une
exposition unique, en général importante. C'est le cas lors d'accidents industriels mais bien
évidemment en cas d'utilisation militaire d'arme chimique de type neurotoxique.

Les signes d'intoxication peuvent cependant aussi survenir aprés des contacts répétés, de
moyenne intensité. Ceci survient essentiellement lorsque le produit induit une inhibition des
cholinestérases lentement réversible permettant ainsi I'accumulation des effets lors d'expositions
répétées et rapprochées.

a) Voie orale:

Il s'agit le plus souvent d'accidents, en particulier chez les enfanis ou & la suite du
reconditionnement d'un produit dans un récipient pour usage alimentaire. Plus rarement, la
prise de nourriture sur les lieux du travail avec des mains contaminées peut entrainer une
intoxication symptomatique. Il peut enfin s'agir de la consommation de produits de plantes
illégalement traitées par un organophosphoré (produit non autorisé sur cette plante ou
surdosage ou non-respect du délai avant récolte).

b) Voie dermique:

Elle résulte le plus souvent d'une contamination accidentelle sur les lieux de travail. Celle-ci
peut survenir lors de l'application du produit (préparation de la bouillie ou application elle-
ménie) et correspond, en général & un non-respect des mesures d'hygiéne recommandées pour
ce type de produit. Elle peut également survenir a la suite du travail dans des parties
récemment traitées, quil s'agisse de taille, d'éclaircissage ou de récolie. I s'agit alors de
transfert vers les vétements et la peau de résidus délogeables encore présent a la surface des
feuilles et des fruits. Dans ce cas, les symptOmes peuvent apparaiire seulement aprés quelques
jours de travail, du fait de T'effet cumulatif ou de la lente absorption dermique au contact des
vétements souillés,
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¢) Voie respiratoire:

La voie respiratoire est rarement prédominante dans les expositions professionnelles. Elle peut
survenir en usine lors de la manipulation de matiéres actives sous forme séche (synthése ou
formulation). Une contamination respiratoire prédominante peut également arriver lors de
l'inhalation des goutteleties de pulvérisation avec certains équipements ou lors de la
manipulation de formulations solides et pulvérulentes. Les signes respiratoires peuvent dans ce
cas, représenter les premiers symptomes de l'intoxication.

d) Voie muqueuse:

La projection directe de poussiére dans I'oeil peut entrafner des symptdmes locaux a type de
myosis serré.

L'intoxication est principalement due 3 l'inhibition des cholinestérases, enzymes de dégradation
de 'acétylcholine.

Les composés organophosphorés inhibent les cholinestérases en formant un complexe covalent
extrémement stable et résistant & I'hydrolyse. La fixation est considérée irréversible car il n'y a
pas ou peu de régénération spontanée de l'enzyme. Toutefois, l'enzyme est réactivable par des
réactifs nucléophiles comme I'hydroxylamine et les oximes. On peut noter que cette possibilité
de réactivation décroit avec le temps, jusqu'a l'obtention d'une forme non réactivable ; c'est le
phénomeéne du vieillissement de l'enzyme. Ce phénomeéne survient plus ou moins t6t selon le
toxique utilisé.

Dans le cas des organophosphorés militaires, le composé utilisé en cas de guerre chimique sera
d'autant plus dangereux pour les soldats, que sa constante de vieillissement est courte. Cette
constante déterminée in vitro peut aller de ti, = 2 jours pour le VX & t;, = 2 minutes pour le
soman. ‘ :

L'inhibition de l'enzyme par un organophosphoré, que le complexe soit réactivable ou non, a
pour comséquence directe, I'impossibilité, pour l'enzyme dhydrolyser I'acétylcholine qui est
alors capable d'agir pendant une longue période sur les récepteurs cholinergiques et donc de
provoquer un syndrome d'hypercholinergie.

Cas des chimigues de guerre:

L'action létale de la majorité des agents chimiques de guerre repose principalement sur
Iinduction d'une hypoxie puis de convulsions comme nous venons de le voir,
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1) Exposition a des vapeurs:

- Le délai d'apparition des effets va de quelques secondes & quelques minutes. La progression
des effets est rapide. Des pertes de connaissance et des crises épileptiques ont été observées en
- moins d'une minute aprés l'exposition au chimique. L'absence de péricde de latence caractérise
le contact "vapeur".

—> exposition faible ou modérée: On observe en général un myosis, une conjonctivite et une
rhinorrhée. Des signes pulmonaires peuvent n'étre révelés que par une plainte de la victime.

—» exposition forte: En plus des signes précédents, on peut observer des sécrétions abondantes
(nez, bouches), des fasciculations généralisées, des contractions musculaires, des crises
épileptiques, une perte de connaissance €t une apnée. Une cyanose, une hypotension et une
bradycardie peuvent étre observées juste avant la mort.

2)_Exposition au liquide:

L'exposition 4 une petite gouttelette de liquide sur la psau peut n'entrainer qu'assez peu de
symptomes. Une hypersudation, un blanchiment de la zone et parfois des fasciculations locales
peuvent &tre présents peu de temps aprés l'exposition, mais pourront avoir disparu avant
l'apparition des signes digestifs. Aprés un contact important, les signes sont les mémes que
ceux observés aprés intoxication "vapeur".

Le délai d'apparition des effets va de une a trente minutes. Une grande quantité de liquide au
contact de la peau va provoquer des effets dans les minutes qui suivent. Aprés contact avec de
faibles quantités de toxique, le délai d'apparition des symptomes a pu étre aussi long que 18
heures (DORANDEU, 1998). D'une maniére générale, on peut dire que plus le délai
d'apparition des signes est long, moins l'intoxication est sévére, Aprés cette période de latence,
la progression des effets est assez brutale : perte de connaissance, crise épileptique, apnée,
flaccidité musculaire. Lorsque le délai d'apparition est trés long, les effets sont initialement
d'ordre gastro-intestinal et ne compromettent pas le pronostic vital.

- Kffets muscariniques:

Ils sont le résultat de la potentialisation de l'activité parasympathique post-ganglionnaire sur les
muscles lisses, le cosur et certaines glandes exocrines. Les signes dépendant de cet effet
incluent:

-Un myosis,

- un syndrome respiratoire; constriction thoracique, augmentation des sécrétions
bronchiques et broncho-constriction,

- une augmentation des sécrétions salivaires, des larmes et une transpiration abondante
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- un syndrome digestif caractérisé par une augmentation de la tonicité digestive avec
nausées, vomissements, crampes abdominales, diarrhées, ténesme, défécations
involontaires,

- des mictions involontaires,

- une bradycardie qui peut évoluer vers le bloc auriculo-ventriculaire.

- Effets micotiniques:

Iis résultent de 'accumulation de l'acétylcholine au niveau de la plaque motrice et des synapses
pré-ganglionnaires des systémes sympathique et parasympathique

- faiblesse musculaire pouvant affecter les muscles respiratoires et aggraver la
défaillance respiratoire,

- fasciculations musculaires,

- tachycardie qui peut masquer la bradycardie d'origine muscarinique,

- hypertension,

- péleur.

- Effets sur le systéme nerveux central:

Ils résultent de 'accumulation de l'acétylcholine dans le systéme nerveux central.

- anxiété, - tension artérielle,

- irritabilité, - instabilité émotionnelle,
- cauchemars, - céphalées,

- confusion, - ataxie,

- tremblements, - langage inintelligible,

enfin, coma avec convulsions et dépression des centres respiratoires et circulatoires.

- Lésions cardiagues;

Lors des intoxications aigués graves, des lésions cardiaques, non corrélées au niveau
d'inhibition des cholinestérases, peuvent survenir. Elles se traduisent par la survenue
progressive d'un choe cardiogénique ou d'un bloc atrio-ventriculaire avec possibilité de
survenue brutale d'une asystolie.

- Les neuropathies:

1) Neuropaihie retardée:

Initialement décrite & la suite d'intoxication par le tri-o-crésyl phosphate, un produit sans
propriété insecticide, cette neuropathie a également été observée aprés intoxication aigué par
certains organophosphorés comme le mipafox, le trichlorphon, le phytosol ou le tamaron.
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Mpopins d'une centaine de cas ont été recensés aprés intoxication par des organophosphorés
utilisés comme insecticides. Son mécanisme d'action est lié & l'inhibition irréversible d'une
enzyme, l'estérase neurotoxique (NTE). Cette inhibition peut survenir avec de nombreux
organophosphorés et méme des carbamates. Cependant, I'apparition de la neuropathie semble
liée a la possibilité de désalkylation de l'enzyme phosphorylée, rendant son inhibition
irréversible (comme dans le cas des cholinestérases). Histologiquement, elle est caractérisée
par une dégénérescence axonale centripéte atteignant principalement les fibres de faible
diameétre. _

La neuropathie retardée mixte sensitivomotrice peut survenir typiquement 8 & 14 jours aprés
lintoxication, qu'il y ait eu ou non des signes cholinergiques. Elle se caractérise par des
paresthésies, une faiblesse musculaire avec fatigabilité et, des crampes apparaissant de fagon
systématique en commencant par les exirémités distales des membres inférieurs. Elle peut
également atteindre les membres supérieurs. Les symptOmes vont apparaiire progressivement
en commengant par les extrémités, et s'aggraver durant quelques jours, voire quelques
semaines. Aprés quoi la phase de récupération va débuter. Elle peut aller de plusieurs mois a
plusieurs années, pour aboutir 4 une amélioration souvent partielle des 1ésions.

2) Augres syndromes neurologiques retardés.

Ils ont été décrits expérimentalement chez l'animal, essentiellement aprés des expositions
répétées & des inhibiteurs irréversibles de type sarin. Des cas isolés ont été rapportés chez
I'homme : perturbations persistantes de I'électroencéphalogramme et signes subjectifs comme
une perte de mémoire, des difficultés de concentration ou de I'onirisme.

Remargues sur lg crise convulsive ;

1/2)La crise:

L'accumulation du neurotransmetteur dans les synapses neuro-neuronales et neuro-musculaires
provoque une réponse exagérée de tous les récepteurs cholinergiques de type nicotinique et
muscarinique avec toutes les conséquences physiologiques qu'elle implique. Rappelons que les
récepteurs muscariniques sont majoritairement présents dans le cerveau (90 %).
L'aboutissement de cette intoxication abouti & un état de mal épileptique qui frappe par son
ampleur et sa durée. C'est le syndrome convulsif caractéristique de l'intoxication aigué que le
rencontre avec les neurotoxique de guerre.

En périphérie, les convulsions motrices sont intenses, de type tonico-clonique. A I'EEG, on
observe des décharges paroxystiques ininterrompues pendant des heures. Ces réponses
éléctrophysiologiques exagérées traduisent en réalité de profondes perturbations de
l'excitabilité des neurones.

En raison du stockage relativement faible de combustible énergétique dans le neurone, celvi-ci
est trés dépendant de la fourniture en glucose.

Lorsque les convulsions se prolongent, on observe chez les survivants des lésions
morphologiques touchant prioritairement les neurones, mais également les celtules gliales. Les
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structures les plus atteintes sont : I'hippocampe, le cortex piriforme et le cortex entorhinal.
L'encéphalopathie débute généralement par un cedéme astrocytaire deux heures aprés
lintoxication. Les nécroses neuronales surviennent vers la quatriéme ou cinquiéme heure et
deviennent massives 4 24 heures. Seuls les sujets frappés de crises convulsives présentent &
l'autopsie des Iésions cérébrales.

A la suite d'accidents de laboratoire, il a été observé des troubles comportementaux chez les
sujets ayant respiré malencontreusement des vapeurs de neurctoxiques organophosphorés. Il a
¢été noté . de lirritabilité, une tendance suicidaire, des pertes de mémoire que I'on attribue
généralement 3 la stimulation excessive des récepteurs cholinergiques dans le systéme limbique.

Meure toxique
Qrganephospheré

i &hs

:
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é tardentent @
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Schéma n° 17 ;: Séquence des événements neurochimiques survenarnt au cours du syndrome
convulsif induit par les organophosphorés neurotoxiques (BLANCHET, 1995)

2/2) Origine de la crige:

Les mécanismes par lesquels les composés organophosphorés agissent sur le systéme nerveux
sont loin d'étre élucidés. 1l est pourtant acquis que les effets de ces composés résultent d'une
part de l'action de l'acétylcholine sur les synapses cholinergiques et d'autre part d'actions
toxiques quil est encore difficile de cerner. On admet actuellement que plusieurs systémes de
neyrotransmission interviennent dans I’établissement des convulsions.
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Dans le cas de l'intoxication au soman par exemple, I'action du toxique se situerait au niveau du
systéme des acides aminés excitateurs. Rappelons que dans le systéme nerveux central, le
médiateur des synapses excitatrices est le glutamate qui peut agir sur différents types de
récepteurs. Il agit d'une part sur les récepteurs canaux AMPA (kainate) perméable aux ions
" monovalents (Na" et K') et d'autre part sur les récepteurs canaux NMDA perméables aux ions
Ca®*. En condition de faible stimulation, le canal récepteur NMDA intervient peu dans la
transmission synaptique. En revanche, dans les conditions de fortes stimulations, comme c'est
le cas dans les crises épileptiques induites par le soman, la dépolarisation va lever le blocage du
canal par les ions Mg”" et favoriser un flux entrant de Ca> dans le neurone. Or on sait que les
ions Ca®" favorisent la libération de neurotransmetteurs et entrainent des modifications de
l'excitabilité cellulaire.

Le mécanisme de la formation des lésions neuronales est commun & celui survenant lors
d'anoxie cérébrale. L'hippocampe est entre autre une région particuliérement touchée par ces
phénoménes. De nombreuses données expérimentales suggérent que la lésion anoxique des
cellules de 'nippocampe est due a une libération excitotoxique de glutamate induite par I'anoxie
prolongée. L'entrée de Ca® qui en résulte va induire la mort cellulaire en activant des protéases
dépendantes du calcium. Ces protéases vont détruire les protéines constituantes du
cytosquelette.

Les ions Ca® peuvent également activer des phospholipases pouvant dégrader les lipides
membranaires et provoquer la formation de radicaux libres. Un tel mécanisme est proposé dans
l'intoxication par les neurotoxiques organophosphorés (BLANCHET, 1991).

lisé

) Le traitement en
Le traitement de l'intoxication aux organophosphorés comprend trois phases principales
- stopper l'absorption en entreprenant une décontamination,

- maintenir les fonctions vitales,
- traiter I'intoxication elle-méme.

- Décontamination:

S'il n'existe pas de symptOomes menagant rapidement le pronostic vital, il faut procéder en
premier lieu 4 la décontamination,

~ Décontamination dermique:

- Retirer la personne de la zone contaminée,

- Déshabiller et laver rapidement, abondamment et largement la peau contaminée, si possible
avec un savon alcalin qui va également accélérer I'hydrolyse du produit sur la peau.

- En cas d'atteinte oculaire, rincer abondamment avec de l'eau pendant au moins quinze
minutes.

- Eviter le contact direct avec le matériel contaminé.
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- Décontamination gastrique.

- §i la victime est consciente, adopter les méthodes habituelles de décontamination gastrique,
qu'il s'agisse des méthodes manuelles, du sirop d'ipéca, de 'apomorphine ou si lintoxication le
justifie, du lavage gastrique, éventuellement apres intubation.

- Stabilisation:

Plusieurs facteurs tendent & entrainer une hypoxie : la parésie des muscles respiratoires, la
broncho-constriction, I'hypersécrétion bronchique et celle du niveau bucco-pharyngé, les
vomissements chez le sujet inconscient, la dépression respiratoire centrale due 2
P'organophosphoré et, éventuellement au traitement.

Une prolongation du segment QT a I'électrocardiogramme doit étre surveillée, car elle peut
entrainer une tachycardie ventriculaire justiciable d'un choc électrique.

Non seulement cette hypoxie et les troubles de la conduction cardiaque sont responsables de la
plupart des décés immédiats, mais la présence d'une hypoxie diminue l'efficacité du traitement

atropinique tout en augmentant sa toxicité.

-Les movens thérapeutiques:

Sil existe une forte suspicion d'intoxication aux organophosphorés, le traitement atropinique
doit &re commencé avant toute confirmation biologique de lintoxication. La régression de
certains symptdmes sous l'effet de l'atropine peut méme étre considérée comme un critére
diagnostique complémentaire. Pour la plupart des organophosphorés, il existe une importante
synergie d'action enire les oximes, comme le pralidoxime (2-PAM), et 'atropine. Il est rare en
effet, chez l'animal, que les oximes seules protégent contre plus de deux fois la DLs,. Clest le
cas chez la souris traitée au paraoxon, l'atropine également administrée seule augmente la dose
létale d'un facteur 2 tandis que la combinaison des deux augmente cette dose Iétale d'un facteur
128. En revanche, la faible pénétration de ces oximes dans le systéme nerveux central limite
leur action 2 ce niveau. Il faut également noter que, du fait de leur fixation sur 'acétylcholine,
les oximes a forte dose, ont également une action anticholinestérasique. Il est donc préférable
de ne pas les utiliser en l'absence d'atropine.

L'atropine: Elle agit essenticllement sur les effets muscariniques. Elle va donc contribuer a
améliorer I'hypersécrétion bronchique, Ihypersalivation, la transpiration, les nausées, les signes
digestifs et la bradycardie. Elle n'a en revanche que peu d'action sur les signes neurologiques et
la faiblesse musculaire. La dose exacte est fonction de la gravité de l'intoxication, du poids et
de la réaction du patient an traitement. A titre indicatif on peut mentionner des doses de 2 & 4
mg par voie intraveineuse toutes les 10 a 15 minutes si besoin. L'asséchement des séerétions
montre que la dose efficace est atteinte. La mydriase est un signe d'un surdosage en atropine. Ii
faut cependant se souvenir qu'une dose excessive d'atropine entraine rarement des effets
graves, tandis qu'une dose insuffisante peut-étre fatale.

Quand la phase critique est passée, l'atropine peut étre administrée par voie intramusculaire ou
sous-cutanée. Cependant, méme quand les symptdmes sont rapidement comirdlés par le
traitement, si celui-ci a été arrété trop t6t, une rechute soudaine est possible durant au moins
48 heures. '
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Le pralidoxime (2-PAM): 1l est indiqué en cas d'empoisonnement grave avec des symptémes
respiratoires et/ou des convulsions et une faiblesse musculaire. Il est également indiqué en
présence d'un manque d'amélioration aprés administration d'atropine.

Le dosage pour I"adulte est de 1 g par voie intraveineuse, sans dépasser 0,5 g par minute.
Comme ce produit peut affecter le rythme respiratoire, l'injection doit étre lente, et ce rythme
surveillé. Si nécessaire, I'administration de pralidoxime peut étre répétée 1 & 2 heures, puis 10 a
12 heures aprés. Dans des cas d'intoxication tres sévére, la dose peut &re doublée. Les
injections peuvent étre complétées par une perfusion lente de pralidoxime dans une solution de
glucose a 5% pendant 30 3 60 minutes.

Quand linjection intraveineuse n'est pas possible, elle peut éire remplacée par une injection
intramusculaire profonde.

Les oximes agissent sur les signes nicotiniques dont la faiblesse musculaire, ainsi que sur les
signes neurclogiques. L'administration du 2-PAM doit intervenir avant le phénoméne de
vieillissement du complexe cholinestérase / organophosphoré. Nous avons vu que dans le cas
du soman, cette réaction est trés rapide, ce qui implique une intervention immédiate. Or ceci
n'est facile ! C'est pourquoi le concept du pré-traitement & la pyridostigmine a ét€¢ mis au
point par les services de santé des armées.

(PONTAL, 1997)

Vu la dangerosité de ces produits, il convient d'envisager des niveaux de protection pour les
personnes venant & éire en contact avec ceux-ci. Comme l'ensemble des pesticides, les
insecticides organophosphorés = sont soumis & des réglementations précises. Ces
réglementations visent & protéger les ouvriers chargés de la production, le consommateur de
produit traité ainsi que l'utilisateur et son entourage. Cependant, des problémes persistent dans
de nombreux pays, en particulier tropicaux, ot se conjuguent le plus souvent l'utilisation des
composés les plus toxiques (car ce sont les plus anciens et donc les moins chers), une
information insuffisante et un climat rendant le port de vétement de protection efficaces
difficiles a supporter.

1) Protection et surveillance dons les usines:

Elle est basée sur le respect des régles habituelles d'hygiéne industrielle ainsi que des valeurs
limites d'exposition quand elles existent. La surveillance du taux des cholinestérases
plasmatiques et érythrocytaires permet une détection précoce des dépassements d'exposition.
Ces déterminations doivent toujours éire comparées a une valeur de base, avant tout contact
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avec un organophosphoré. Une dépression de 30% par rapport aux valeurs de base doit
entralner une soustraction du risque ainsi qu'une révision des mesures d'hygiéne industrielle.
Les pathologies dues aux organophosphorés sont réparées par le tableau 34 du régime général
des maladies professionnelles.

2) Protection ef surveillance des utilisateurs:

L'exposition peut survenir scit lors de I'application du produit dans les champs, soit lors de la
préparation de la bouillie ot du produit concentré est manipulé. La bonne utilisation des
protections, telle qu'elle est décrite sur l'emballage de chaque produit, doit théoriquement
assurer une marge de sécurité suffisante aux utilisateurs. Actuellement, le calcul de l'exposition
théorique des utilisateurs est une condition préalable & I'homologation de nouvelles
formulations. Ce calcul permet aussi de définir plus précisément les protections nécessaires.

L'exposition peut aussi survenir lors de I'entrée dans une parcelle traitée pour différentes tiches
comme la cueilleite, 'éclaircissage... Il n'y a pas, a 'heure actuelle en France, de temps définis
avant lequel la réentrée dans un champ traité est interdite. Ce type d'activité a entrainé un
certain nombre d'accidents aux organophosphorés en Californie ou les doses d'application sont
élevées et ou une main d'oeuvre peu qualifiée et peu informée était fréquemment utilisée. Dans
ces états, des temps avant réentrée ont été définis pour de nombreux organophosphorés. Les
pathologies dues aux organophosphorés sont réparées par le tableau 11 du régime agricole des
maladies professionnelles.

3) Protection des consommateurs:

Pour chaque organophosphoré sont définis une série de cultures ou I'emploi est autorisé, une
dose et un nombre d'applications, ainsi qu'un délai entre la derniére application et la récolte.
Quand ces conditions sont respectées, les résidus contenus dans la plante ne doivent pas
dépasser la LMR (limite maximale de résidus) qui assure elle-méme que la quantité absorbée
par un individu n'excede pas la dose journaliére admissible, ces deux chiffres étant fixés par
voie réglementaire,
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