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Introduction genérale

Introduction générale

L'acide salicylique est un métabolite phénolique synthétisé naturellement par un
certain nombre de plantes, on le trouve dans les fruits, sous forme estérifiée de salicylate
de méthyle [1].

L'acide salicylique et ses dérives sont utilises comme substances actives dans
plusieurs médicaments, a cause de ses diverses propriétés médicinales, notamment ses

propriétés anti-inflammatoires.

Les anti-inflammatoires non stéroidien (AINS) représentent une des classes
thérapeutiques les plus utilisées dans le monde du fait de leurs propriétés anti-
inflammatoire, analgésique et antipyrétique. Ils sont utilisées pour le traitement des

maladies aigues et chroniques.

Le travail présenté dans ce mémoire est devisé en deux parties détaillées avec une

conclusion générale et références bibliographie :

Dans la premiére partie on présente une recherche bibliographique, qui sera
composée de deux chapitres : le premier chapitre est consacré a la présentation des
propriétés chimiques physiques et biologiques de 1’acide salicylique et ses dérivés. Le
deuxiéme chapitre est consacré a I’illustration de ’inflammation et de I’activité anti-

inflammatoire in vitro.

Dans la deuxiéme partie on expose une évaluation expérimentale de ’activité
anti-inflammatoire, in vitro des dérivés de I’acide salicylique par 1’étude de I’inhibition
de la dénaturation protéique et la stabilisation de la membrane des globules rouges
humains (GRh). Une étude comparative les résultats obtenus par les tests in vitro avec

ceux obtenus antérieurement in vivo sera abordée a la fin de cette partie.

Enfin nous avons terminé ce travail par une conclusion général.




6\

Premiere partie

Recherche
Bibliographigue




-

Chapitre | \

L’acide salicyligue et ses

\.

dérivés

J




Chapitre | L’acide salicylique et ses dérivés

I.1. L’acide salicylique

L'acide salicylique est un métabolite phénolique produit par les plantes [1], il est
naturellement synthétisé par un certain nombre de plantes, on le trouve dans les fruits, sous
forme estérifiée de salicylate de méthyle. 1l peut agir comme un signal hormonal puissant
pouvant déclencher la thermogenése végétale [2]. C'est une molécule impliquée dans les
phénomenes physiologiques végétaux, qui déclenchent des réponses de défense végetale,

résistent aux attaques fongiques, bactériennes ou virales.

Il est utilisé comme médicament et comme précurseur de l'acide acétylsalicylique,
I'aspirine.

1.1.1. Structure et dénomination

Chimiguement D’acide salicylique appartient a un groupe diversifié de composés
phénoliques, qui posséde un cycle aromatique avec un groupe hydroxyle ou ses dérives

fonctionnels.

C’est une petite molécule de 138,12 g/mol de poids moléculaire, peu soluble dans 1’eau,

mais soluble dans des solvants organiques (tableau 1).

Tableau 1 : Structure et denomination de I’acide salicylique.

Structure Formule brute Nom Selon IUPAC Synonymes
COOH C7HsO3 Acide 2-Hydroxybenzoique | Acide o-hydroxy
OH benzoique

A partir de I’acide salicylique, différents groupements peuvent étre greffés : par
exemple, le plus connu, I’acide acétylsalicylique, ou aspirine, est obtenue par estérification
de la fonction hydroxyle de 1’acide salicylique par 1’anhydride acétique en milieu acide

(Figure 01).
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Figure 01 : Synthése de I’aspirine [3].
Plusieurs groupements peuvent étre greffés sur la fonction hydroxyle ou acide de I’AS,
afin d’obtenir différents dérivés salicyles.

1.1.2. Propriétés physiques et chimiques

1.1.2.1. Propriétés physiques

L'acide salicylique est un acide o-hydroxy carboxylique aromatique et
contrairement & ses isomeres méta et para (Acides hydroxy carboxyliques, aromatiques), il
dépend de la liaison hydrogene intramoléculaire et a la volatilité a la vapeur. Il se sublime
également plus facilement que ses isomeéres, et est sensiblement plus acide : les constantes

de dissociation des isoméres méta et para sont respectivement 8,7x107 et 3,3x107.

L’acide salicylique est une poudre cristalline blanche, il se cristallise sous forme
d'aiguilles incolores (eau) ou de prismes monocliniques [4].

Le tableau 2 rassemble les propriétés physiques de I’AS :

Tableau 2 : Propriétés physiques d’AS.

Point de fusion 159°C

Point de sublimation 79°C
Température d’ébullition 211°C a 20 Torr
Densite 1,443

Masse volumique 1,443 g.cm?
Point d’éclair 157°C

L’indice de réfraction 1.565
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1.1.2.2. Propriétés chimiques

Lamolécule de I’acide salicylique bifonctionnelle combine les propriétés des phénols

avec celles des acides carboxyliques aromatiques (tableau 3).

Salicylés
Sels
Esters
OH\ Esters
A
Amine *
Amine

L’AS est estérifié par les alcools en présence d’acides forts sans éthérification

significative [4].

Tableau 3 : Propriétés chimiques d’AS.

Formule brute | C7HsOs3

Masse molaire | 138,1207 g/mol

pKa pKal :2,98 a 20 °C (acide carboxylique)
pKa2 :13,6 (phénol)

pKa ( para) 4.38
pKa ( méta) 3.84

1.1.3. Historique

En 1828 Johann Buchner isolérent la salicine, un glucoside d"alcool salicylique, a
partir de I"écorce de saule, Le nom de I’acide salicylique (AS) a été donné par Raffaele Piria
qui prépara I’acide salicylique a partir de la salicine en 1838. La production commerciale du
AS synthétique a été débutée pour la premiere fois en 1874 en Allemagne. Finalement le
brevet et la marque de ’aspirine ont été déposé par Bayer en 1899 sous la dénomination

d’aspirine et est rapidement devenu le médicament le plus vendu dans le monde [2].

Depuis la découverte en 1990 de la production de 1’acide salicylique d’un signal lors
de I’établissement de la résistance systémique chez le concombre et le tabac, beaucoup

d’efforts ont été déployés pour élucider le role de cette molécule dans cette résistance [5-6].
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Par la suite, 1’acide salicylique a été reconnu comme molécule de signalisation dans la

défense des plantes contre divers agents pathogenes [7].

1.1.4. Biosynthese de I’acide salicylique

L’acide salicylique est synthétisé par trois voies métaboliques, a partir de 1’acide

shikimique (Figure 02).

La premiere voie, également appelée voie de la phénylalanine, se produit dans le
cytoplasme de la cellule, I'enzyme phénylalanine ammoniac lyase (PAL) convertit la
phénylalanine (Phe) en acide trans-cinnamique (t-CA), qui est oxydé en acide benzoique
(BA). Ensuite, I'enzyme acide benzoique-2-hydroxylase (BA2H) catalyse I'hydroxylation du

cycle aromatique de I'AB et conduit a la formation de SA. La conversion enzymatique du BA

en SA par la BA2H nécessite la présence de peroxyde d'hydrogene H202 [8-9].

Les premiéres preuves de la premiére voie ont été données par Ellis et Amrchein [10],
qui ont observé que l'alimentation de plantes de Gaultheria procumbens avec de I'acide
benzoique ou de I'acide cinnamique marqués (**C) entrainait la production de SA marqué
(*4C). Par la suite, Yalpani et al. [11] et Silverman et al. [12], travaillant sur le riz et le tabac,
ont proposé un mécanisme montrant que la chaine latérale de I'acide trans-cinnamique soit
décarboxylée pour générer de I'AB. Ensuite, I'AB est hydroxylée en position C2 pour former
le SA. Cependant, des résultats récents indiquent que le benzoyl glucose, une forme

conjuguée de I'AB, est plus susceptible d'étre le précurseur direct du SA [9-11].

La deuxiéme voie est appelée voie de l'isochorismate (IC) et se produit dans le
chloroplaste [13-14]. Dans les plantes, le chorismate est transformé en isochorismate puis en
SA, une réaction qui est catalysée par deux enzymes : l'isochorismate synthase (ICS) et
I'isochorismate pyruvate lyase (IPL). Dans la troisieme voie, la biosynthése du SA dans les
plantes a été signalée a partir de I'acide shikimique via I'acide chorismique et l'acide

comarique [15-16].

Les enzymes responsables des transformations sont indiquées en rouge. ICS,
Isochorismate synthase ; PAL, phénylalanine ammonia-lyase ; BA2H, Benzoic acid 2-

hydroxylase ; IPL, Isochorismate pyruvate lyase ; CM, Chorismate mutase.
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Figure 02 : Un modele de voie de biosynthese de I'acide salicylique a partir de I'acide shikmique et réalisé par trois voies différentes [16].
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1.1.5. Mécanisme d'action

Les acides salicyliques agissent en inhibant les actions de I'enzyme cyclooxygénase

(COX) comme les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Figure 03).

Constitutif Acide Arachidonique Inductible
PgE1l

EN J| — KN

COX-1 COX-2

. Secrétion . Inflammation
de mucus Thromboxane o] 4 et
et d’HCO3- A2

vasodilatation

au niveau . Antiagrégant

de la cellule . Facteur plaquettaire : E)_quleur
Parietale d’agrégation “Vasodilatation _Fidvre
gastrique plaquettaire

Figure 03 : Métabolites de ’acide arachidonique (AA).

L'acide salicyliqgue module [l'activité enzymatique de COX1 pour diminuer la
formation de prostaglandines pro-inflammatoires. Le salicylate peut inhiber de maniére
compétitive la formation de prostaglandines. Les actions antirhumatismales (anti-
inflammatoires non stéroidiennes) du salicylate sont le résultat de ses meécanismes

analgesiques et anti-inflammatoires [17].

L'acide salicylique agit en amenant les cellules de I'épiderme a se détacher plus
facilement, en empéchant les pores de se boucher et en laissant de la place pour la croissance
de nouvelles cellules. L'acide salicylique inhibe I'oxydation de I'uridine-5-diphosphoglucose
(UDPG) de maniére competitive avec le nicotinamide adénosine dinucléotide (NAD) et de
maniére non compétitive avec I'UDPG. Il inhibe également de maniére compétitive le
transfert du groupe glucuronyle de I'acide uridine-5-phosphoglucuronique (UDPGA) vers

I'accepteur phénolique [17].

L'action retardatrice de cicatrisation des salicylates est probablement due
principalement a son action inhibitrice sur la synthése des mucopolysaccharides [17].

1.1.6. Mode d’action de I’acide salicylique

Les mécanismes moléculaires par lesquels 1’acide salicylique agissent sur 1’induction
desgenes de résistance ont pu étre en partie appréhendés grace a 1’utilisation d’analogues

fonctionnels, en particulier 1’acide 2,6-dichloroisonicotinique qui mine son action comme
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messager intracellulaire. L’acide salicylique apparait donc comme un signal qui est a
I’origine d’une cascade de transduction intracellulaire aboutissant a 1’expression de

nombreux génes [18].

Dans la plupart des cas étudiés, la présence d’acide salicylique reste indispensable
aux endroits ou s’exprime la SAR (Systemic Acquired Resistance), qu’il provienne du
transport phloémien ou d’unebiosynthése directe au niveau de ces organes cibles. Par
opposition, certains exemples montrent cependant I’existence de voies de transduction
indépendantes de 1’acide salicylique, dans lesquelles 1’éthyléne et 1’acide jasmonique
joueraient le role essentiel pourl’expression des mécanismes biochimiques de résistance
[19].

1.1.7. Synthese de I’acide salicylique
L'acide salicylique repond a la formule C6H4(OH)COOH, ou le groupe OH est orthopar
rapport au groupe carboxyle. 1l est également connu sous le nom d'acide 2- hydroxybenzoique. Il
est peu soluble dans I'eau (2 g /1a 20 ° C) [20].
Il existe plusieurs méthodes de synthése :

+ Synthése de kolbe-Schmitt

Une méthode connue sous le nom de réaction de Kolbe-Schmitt. L'acidification du

produit avec de I'acide sulfurique donne de I'acide salicylique (Schéma 01)

Le salicylate de sodium est préparé dans le commerce en traitant le phénolate de sodium

avec du dioxyde de carbone a haute pression (100 atm) et a haute température (115°C) [20].

O Na (@) H

OH
coz ONa H2S04 OH
NaoH > —

Schéma 01 : Synthese de kolbe-Schmitt.
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+ Mécanisme de réaction

La réaction de Kolbe — Schmitt se déroule via l'addition nucléophile, phénolate
classiqguement phenolate de sodium (NaOCe¢Hs), au dioxyde de carbone pour donner le
salicylate. La derniere étape est la réaction du salicylate avec de I'acide pour former l'acide

salicylique souhaité (Schéma 02) [21].

. Na* 2
Q’OH > olr.' t\v 2 3 'FQP?H H
— O—UV—H—0 = O™
Schéma 02 : Mécanisme de la réaction de Kolbe-Schmitt.

Il peut également étre préparé par hydrolyse de I'aspirine (acide acétylsalicylique) ou
du salicylate de méthyle (huile de gaulthérie) avec un acide ou une base forte [22].

L'acide salicylique se dégrade en phénol et en dioxyde de carbone entre 200 et 230°C [23].

CsH4sOH(CO2H) — CeHsOH + CO2

1.1.8. Role physiologique de I’acide salicylique

L’AS exerce un role dans des phénomenes physiologiques comme la photosynthése,
la floraison, la perméabilité de la membrane, la production de chaleur, la croissance et

développement des plantes, et les interactions plantes — pathogenes [2-10].

Il a été impliqué notamment dans le phénomene de SAR (C’est une réponse de
résistance généralisé a la plante, déclenché par une molécule chimique) ou une plante devient
résistante vis-a-vis d’un grand nombre d’agents pathogénes différents suite & une attaque
locale par un microorganisme a virulent. L application exogéne d’AS peut protéger les
plantes contre certains pathogenes et activer I"expression d"un groupe de genes associés a la
défense comme les genes des protéines PRs lesquelles sont aussi induites dans les plantes
infectées [24].

Une étude récente montre que I"implication du SA dans I’immunité des plantes est liée

a 3 fonctions :

e [’AS est une molécule mobile capable d’intervenir dans la chaine de perception,
amplification et transmission de 1’information quand une cellule de la plante est

attaquee par un agent pathogene, ceci méne a I"expression de génes de défense
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responsables de la protection structurale et fonctionnelle [25]. L’AS migre dans les
vaisseaux de la plante, et confére une immunite a distance aux tissus de la plante dans
la SAR [2].

e L’AS est impliqué (avec le peroxyde d hydrogeéne, oxyde de nitrogéne et d’autres
composés) dans la fonction de plusieurs systemes signal, et les unifie vers un réseau
d“interactions régulatrices [26].

e Lacapacité du SA d’inhiber I"activité de la catalase (enzyme qui détoxifie leperoxyde
d"hydrogéne) meéne & une augmentation des taux de peroxyde d"hydrogénein vivo et
induit un choc oxydatif aux sites de I"attaque par le pathogéne ou du traitement avec
un éliciteur [27]. Des similarités structurales entre SA et H2O2 sont ala base de la

liaison et inhibition de la catalase par I’AS.
1.2. Molécules et spécialités dérivées de I’acide salicylique

Plusieurs modifications structurelles peuvent étre apporté sur 1’acide salicylique afin

d’obtenir des dérivés salicylés aboutissant aux divers effets pharmacologiques (Figure 04).

Salicylés
Sels
Esters
OH‘\ Esters
A
Amine ?
Amine

Figure 04 : Modifications structurelles possibles de 1’AS.

1.2.1. Modifications via la fonction acide
Formation de sels

Le groupe carboxyle de I'acide salicylique est facilement converti en sels par I'action
des carbonates métalliques. Afin d'éviter la décoloration, les solutions aqueuses desel
doivent étre conservées légerement acides. Les sels sont obtenus sous forme solide en

concentrant leurs solutions aqueuses (tableau 4).
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Tableau 4 : Formation de sels carboxylates.

Structure et formule Description Utilisation
Le salicylate de choline Ce compose appartienta | utilisé comme
O O la classe des composés analgeésique,
| + organiques appelés acides | antipyreétique et

OH /N\/\OH o _ _
| salicyliques. Ce sont des | antirhumatismal. Il

acides benzoiques ortho- | soulage les douleurs

hydroxylés. Iégeres a modérées [28].
Le salicylate de sodium Forme des paillettes utilisé comme
COONa cristallines blanches, analgésique,
@ inodores et brillantes. antipyrétique et
OH antinévralgique [29].
Le salicylate de di-éthylamine Le salicylate de Agent analgésique,
diéthylamine est un sel antipyretique et anti-

O OH d'acide salicylique. inflammatoire [28].
HO
/\N/\
H

Formation d’esters de la fonction acide

Plusieurs esters de salicylate importants sont décrits ci-dessous. Ils sont formés par
réaction avec les alcools appropriés en utilisant un acide minéral fort tel que 1’acide sulfurique
comme catalyseur. Tous sont solubles a la fois dans I'éther et I'alcool, mais n'est que peu

soluble dans I'eau (tableau 5).




Chapitre |

L’acide salicylique et ses dérivés

Tableau 5 : Formation d’esters de la fonction acide.

Structure et formule

Description

Utilisation

Le salicylate de méthyle
0
CHs

o~

OH

Un liquide huileux
incolore avec une

odeur caractéristique.

utilisé comme insecticide,
écran solaire, parfum et
intermédiaire synthétique
[30].

Le salicylate de benzyle

Saas

Un liquide clair ou

incolore a opaque.

utilisé comme additif dans les
savons, les détergents et les
produits de parfumerie

(alcool benzylique) [28].

Le salicylate d’iso amyle

Un liquide incolore au

parfum d’orchidée.

Le salicylate d'iso amyle est
utilisé comme parfum et
stabilisateur en parfumerie
et comme agent
antirhumatismal

(application topique) [29].

Le salicylate de phényle (Le salol)

@\iOO

Une poudre cristalline

incolore.

utilisé comme antiseptique,
comme agent de
conservation, comme écran
solaire et comme agent
photo protecteur général
pour les produits
synthétiques, ainsi que

comme émollient [30].
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Formation d’esters de la fonction alcool .

Acide acétylsalicylique

(Aspirine)
0) OH

g

O

Isolé sous forme d'aiguilles
monocliniques incolores ou
de poudre cristalline (a

partir d'eau), ou sous forme
de plaquettes plates (a partir

d’alcool iso amylique).

utilisé comme agent
antipyrétique, analgésique et
anti-inflammatoire, et il a un
effet antirhumatismal. L'acide
acétylsalicylique a également
des propriétés anti
thrombotiques et

anticoagulantes [30].

Formation d’amides

Le salicylamide

O+ NH,

OH

blanche.

Est une poudre cristalline

Le salicylamide est utilisé
comme analgésique,
antipyrétique,
antirhumatismal, sedatif et
fongicide [30].

Autres

Salicylanilide

e

OH

TZ

Forme des cristaux

incolores et inodores.

Le salicylanilide et
notamment ses derivés sont
des fongicides puissants, et
sont utilisés dans la synthese
de teintures, de colorants, de
lagues et de textiles, ainsi
gue comme désinfectant
[29].
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1.3. Pharmaco-toxicologie

L'acide salicylique et ses dérivés sont reésorbés par la peau et les muqueuses. Les
esters de I'acide salicylique se dissocient par hydrolyse sous I'influence des estérases. Selon
le pH de l'urine, I'acide salicylique est soit oxydé en acide gentisique, soit éliminé par les
reins sous forme d'acide salicylurétique ou de glucuronide salicylate. Le taux d'élimination
de I'acide salicylique étant inférieur au taux de résorption, il existe dans certains cas un risque

d'accumulation dans I'organisme.

L'acide salicylique a une activité kératolytique et un irritant tissulaire. Dans
I'estomac, cette action irritante affecte principalement les cellules productrices de mucus et
les cellules striées. Un traitement a long terme par I'acide salicylique ralentit le taux de
coagulation du sang en réduisant l'agrégation des plaquettes. La biosynthése des
prostaglandines est également inhibée par I'acide salicylique et ses dérivés, ce qui explique
en partie leur action anti-inflammatoire.

L'acide et ses dérivés présentent des effets antipyrétiques et analgésiques, et sont
des fongicides et des agents bactériostatiques [31].

Les symptdmes d'hypersensibilité cutanée et pulmonaire aux salicylates sont bien
connus, mais il apparait que ces réactions ne sont pas toujours le résultat d'une véritable
allergie. Une diminution de la synthése des prostaglandines et, par conséquent, d'autres
médiateurs biologiquement actifs est manifestement impliquée ici aussi. Une
sensibilisation croisée a été établie, par exemple, entre le salicylate de méthyle et I'acide
acetylsalicylique [32].
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I1.1. L’inflammation

1.1. Généralités sur la réaction inflammatoire

1.1.1. Définition

L’inflammation ou la réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants

vascularisés a une agression par une infection pathogene, ou par un traumatisme.

Cette réaction inflammatoire est habituellement bénéfique, son but étant d’éliminer
I’agent pathogene et de réparer les Iésions tissulaires. Parfois I’inflammation peut étre
néfaste du fait de la persistance de 1’agent pathogéne dans le siége de I’inflammation, par

anomalies des régulations du processus inflammatoires [33].
1.1.2. Symptébmes

Il existe des différents symptémes d’inflammation :
» Les symptémes locaux (rougeur, chaleur, tumeur, douleur).

> Les symptémes généraux (fievre, asthénie, anorexie, myalgies, torpeur [34].
1.1.3. Les causes de I’'inflammation

Les causes de la réaction inflammatoire sont multiples et représentent les agents
pathogenes d’origine biologique, les agents physiques et les agents chimiques. Ces causes

déterminent des lésions cellulaires et tissulaires qui vont déclencher 1’inflammation [35] :

* L’infection par des agents pathogénes : contamination par des micro-organismes

(bactéries, virus, parasites, champignons).

* Les agents physiques : chaleur, froid, traumatisme et les irradiations par les rayons
UVv.

* Les agents chimiques : caustiques, toxines, venins.
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1.1.4. Types d’inflammation

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoires :
% Inflammation aigtie

C’est une réponse immédiate a un agent agresseur qui se définie comme une série de
réactions qui peuvent survenir dans les premiéres heures suivant la blessure. Elle dure de

quelques jours a quelques semaines [36]. Et peut étre divisée en trois grandes phases :

» Phase vasculaire : Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés breve de
quelques secondes, caractérisée par des modifications de la microcirculation.

» Phase cellulaire : Elle se caractérise par la formation du granulome inflammatoire
[37]. Successive a la mobilisation de plusieurs cellules, cette mobilisation va faciliter
de destruction des micro-organismes, et d’élimination des tissus lésés.

> Phase de résolution : est a ’origine de la réparation tissulaire. Aprés un séjour de
24 & 48 heures.

% Inflammation chronique
L'inflammation chronique est une réponse prolongée qui implique la destruction de tissu,
n’ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évolue en persistant ou en

s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années [38].

1.1.5. Les médiateurs de ’inflammation

Les inducteurs de l'inflammation déclenchent la production de nombreux
médiateurs inflammatoires par les cellules du systéme immunitaires, qui changent a leur

tour le fonctionnement de beaucoup de tissus et organes (tableau 6) [39].

Tableau 6 : Quelques médiateurs de la réaction inflammatoire [40-41-42].

Meédiateurs Roles

Histamine Augmente la perméabilité vasculaire, permet la contraction des

muscles lisses, provoque la sensation de douleur.

Prostaglandines | Provoquent la vasodilatation, participent a la formation de 1’cedéeme

et sont responsables de la douleur.
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Cytokines Localement : Activation endothéliale (expression de molécules
(TNF, IL-1, IL-6) | d’adhésion)

Systémique : Fiévre, problémes métaboliques, Hypotension.

1.2. Les anti-inflammatoires

Le terme anti-inflammatoire stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens et connue
comme traitement actuel de I’inflammation. Ces molécules bien qu’étant efficaces
présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long
terme [43].

1.2.1. Anti-inflammatoires stéroidiens (corticoides)

Les médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides
constituent une grande famille de médicaments dérivés du cortisol synthétisé par les glandes
surrénales. Les glucocorticoides sont des substances dérivees du cholestérol, ils inhibent
I’action de phospholipase A2 responsable de la syntheése des prostaglandines a partir du
métabolisme de 1’acide arachidonique par la cyclo-oxygénase (Figure 05) [44]. Parmi ces
AIS on a prednisolone, bétaméthasone (Figure 06).

Phospholipides membranaires

AIlS — Phospholipase Az

Acide arachidonique

AINS — Cyclo-oxygénase (COX)

Prostaglandines inflammatoires

A N

Douleur Inflammation Fievre

Figure 05 : Inhibition de I’enzyme cyclo-oxygénase (COX).
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Prednisolone Bétaméthasone

Figure 06 : Structures chimiques de quelques anti-inflammatoires stéroidien.

1.2.1.1. Mécanisme d’actions des AlS

Les anti-inflammatoires stéroidiens agissent en inhibant la réaction inflammatoire par
I’inactivation de la phospholipase membranaire, ils empéchent la libération de 1’acide
arachidonique précurseur des prostaglandines et ils induisent la formation d’une protéine

appelée lipocortine qui se fixe sur la phospholipase et la rend inactive [45].

1.2.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) regroupent 1’ensemble des
médicaments qui presentent différentes activités pharmacologiques de type anti-
inflammatoire, analgésique, antipyrétique et antiplaquettaire ainsi que des effets secondaires
gastro intestinaux et rénaux. Qui inhibent la synthése des prostaglandines par 1’inhibition
spécifique de deux cyclo-oxygénases, la COX-1 et la COX-2. Parmi ces AINS on a
I’aspirine (inhibe plus la COX-1 que la COX-2), diclofénac et piroxicam (Figure 07) [46].

Cl
OH o = |
e g NH
o~ Cl OH
//S\\ CHs
(@)
Piroxicam Diclofénac

Figure 07 : Structure chimique de certains AINS.
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Les AINS d'une maniére générale, sont des inhibiteurs de la cyclo-oxygénase. Il y a deux
isoformes de COX :

COX-1: c'est I'isoforme constitutive, présente dans la plupart des tissus de I'organisme. Elle
est impliquée dans la production de prostaglandines (PGs) a fonctions protectrices au niveau
vasculaire (plaquettes sanguines, cellules endothéliales), au niveau de I'estomac et au niveau
rénal [47].

COX-2 : elle est principalement induite lors des phénomeénes inflammatoires. Elle peut

aussi exprimée constitutivement par certains tissus tels que le rein et le cerveau.
1.2.2.1. Mécanisme d’action des AINS

Les mécanismes d'action restent encore imparfaitement connus, mais on sait que les
AINS :

e Diminuent la production de radicaux libres responsables des lésions tissulaires du
foyer inflammatoire.

e Le mécanisme d’action principal des AINS est une inhibition de la synthése des
prostaglandines a partir de I’acide arachidonique, par un blocage de la cyclo-
oxygénase (COX1 et COX 2), tandis qu’une partie de la cascade de I’acide
arachidonique peut se poursuivre par la voie de la lipoxygénase.

e Les prostaglandines produites par la COX-1 jouent surtout un réle physiologique (en
particulier la protection gastrique), alors que celles produites par la COX-2 sont
surtout produites dans des conditions inflammatoires [48].

e La premicre enzyme intervenant dans la biotransformation de I’acide arachidonique
est la prostaglandine H synthase. Cette enzyme est présente sous deux isoformes : la
cyclooxygénase-1 appelée COX-1 et la cyclooxygénase-2 ou COX-2. Dans un
premier temps, les COX assurent une activité dioxygénasique sur 1’acide
arachidonique, permettant ainsi son oxydation et sa transformation en
prostaglandines G2 (PGG2). Dans un second temps, les COX assurent une activité
peroxydasique provoguant la réduction de la PGG2 en prostaglandine H2 (PGH2)
[47].

e Les PGG2 et PGH2 sont transformées en PGI2 (prostacyclines) par la prostacycline
synthase, en TXA2 (thromboxanes) par le thromboxane synthase, et en PGE2
(prostaglandines serie E), en PGF2a (prostaglandines série F a) ou en PGD2
(prostaglandines serie D) (Figure 08) [47].
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Figure 08 : Mécanisme d’action des AINS [49].

1.3. Classification des AINS

Les AINS regroupent I’ensemble des médicaments symptomatiques inhibiteurs de la

synthése des prostaglandines. La diminution de la synthése des prostaglandines par les AINS

est consécutive a I’inhibition plus ou moins sélective des isoenzymes de la COX. On peut

classer les AINS selon leur famille chimique (tableau 7) et selon leur sélectivité d’action

anti-COX (tableau 8).

Tableau 7 : Classification chimique simplifiée des AINS [50].

Familles chimiques

DCI

NON -SELECTIFS

Salicylés

Acide acétylsalicylique
Salicylate de sodium
Acétylsalicylate de lysine (aspégic)

(CLASSIQUES)

Propioniques

Ibuproféne
Fénoproféne
Naproxéne
Kétoprofene

Carprofene
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Fénamates

Acide niflumique

Acide méfénamique

Arylacétates

Diclofénac

Indoliques Indométacine
Sulindac
Oxicams Piroxicam
Méloxicam
Tenoxicam
Pyrazoles Phénylbutazone
Sulfonanilides Nimesulide
SELECTIFS Inhibiteurs sélectifs Célécoxib
(COXIBS) de la cox-2

Tableau 8 : Classification des principaux AINS selon leur sélectivité d’action anti COX

[51].
Groupe AINS
Anti-COX-1 préférentiel Aspirine
Indométacine
Anti-COX non selectif Diclofénac
Ibuprofene
Anti-COX-2 préférentiel Méloxicam
Nimesulide
Anti-COX-2 sélectif Célécoxib
Rofécoxib

1.4. Les effets des anti-inflammatoires non stéroidiens

+ Effet analgésique : L’action analgésique des AINS s’exerce a la fois au niveau
périphérique et au niveau central, mais I’effet périphérique prédomine, leur effet
analgésique est habituellement associé a leur effet anti-inflammatoire et résulte de
I’inhibition de la synthése des prostaglandines dans les tissus inflammés [45].

+ Effet antipyrétique : Qui est susceptible d’abaisser la température jusqu’a des

valeurs proches de la normale en cas de fiévre [52].
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+ Effet anti-inflammatoire : Le role des prostaglandines dans I’inflammation est de
produire une vascodilatation et d’augmenter la perméabilité vasculaire. L’effet anti-
inflammatoire relativement modeste des AINS donnés a la plupart des patients
présentant une arthrite rhumatoide, soulage par fois la douleur, la raideur et le

gonflement, mais ne modifie pas la cause de la maladie [45].
1.5. L’acide acétylsalicylique (Aspirine)

1.5.1. Présentation de la molécule I’aspirine

Aspirine est le nom commercial qui désigne un médicament dont le principe actif est
l'acide acétylsalicylique. L’aspirine est un médicament dont le brevet est déposé par la
sociéte Bayer en 1899 [53].

Le nom chimique de cette molécule est I'acide 2-(acétyloxy) benzoique (Figure 09).

Fonction acide

Fonction ester

Figure 09 : Formule semi- développée de L’4A4S (Aspirine).

1.5.2. Passage a I’aspirine

L'acide salicylique est traité par I'anhydride acétique a une température voisine de 90°C
dans un milieu acide (H2SO.). Apres 2 heures de traitement, le mélange obtenu est filtré pour
éliminer l'acide salicylique n'ayant pas réagi et le filtrat est laissé précipiter, par
refroidissement vers 0°C. L’ester acétique de I'acide salicylique ou aspirine sous forme d'un

solide blanc est filtré puis recristallisé (Schéma 03).

(@] OH
COOHO 0 0
H
)k )k H2S04 O\H/CH3
50°C o
+ CH3sCOOH

+ HyC 0] CH,4
Acide salicylique  Anhydride Acétique Aspirine (AAS) Acide Acétique

Schéma 03 : Réaction de synthese de ’aspirine (réaction d’estérification).
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1.5.3. Mode d’action

L’aspirine inhibe I’action des cyclo-oxygénases 1 et 2, ce qui empéche la
production de prostaglandines, responsables du message douloureux [54]. Ce mécanisme
d’action est ¢également a I’origine des effets indésirables du produit. En effet, la

cyclooxygénase présente au moins 2 isoformes :

La COX-1 est I’isoforme constitutive. Elle a des fonctions physiologiques.
Lorsqu’elle est activée, elle entraine la production de prostacyclines qui ont une action anti-
thrombogénique quand elles sont relarguées au niveau de I’endothélium et une action
cytoprotective quand elles se trouvent au niveau de la muqueuse gastrique. Son inhibition
est donc responsable des effets indésirables de 1’aspirine notamment de sa toxicité gastro-

intestinale et rénale.

La COX-2 est I’isoforme inductible. Elle n’est présente que faiblement a 1’état
physiologique. Elle est induite par les stimuli inflammatoires ou par la présence de cytokines
circulantes dans les autres cellules. Son inhibition permet donc ’action anti-inflammatoire

de I’aspirine (Figure 10).

Phospholipides membranaires

/ Leucotriéne

l Acide arachidonique l

COX-2 (® COX-1 ©
Inductible \ / Constitutive
l Aspirine

Isomeres tissulaires spécifiques

Prostailandines Thrimboxane AP/rostaglandines

Vasodilatation, Fonction Protection R\égmation

douleur, plaquettaire de la de la

fievre SNC mugueuse fonction

macrophage gastro- rénale

l | | rein duodénale |
INFLAMMATION HOMEOSTASIE

Figure 10 : Mode d’action de ’aspirine [55].
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111.1. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

L'objectif principal du présent travail consiste a évaluer I’activité anti-
inflammatoire in vitro des dérivés de 1’acide salicylique par deux méthodes, a savoir : la
dénaturation des protéines (albumine sérique bovine BSA) et la stabilisation membranaire
HRBC basé sur le calcul du pourcentage d’inhibition et la comparaison des résultats

obtenus avec des résultats obtenus antérieure in vivo sur les mémes composés [56].

Cette étude a été réalisée au niveau de laboratoire de pharmacologie et de phytochimie (LPP)
a la faculté des sciences exactes et informatiques de 1’université de Jijel.

111.2. Généralité sur les composés étudiés

Deux séries des dérivés de I’acide salicylique portant une fonction urée ou amide ont été
testées sur leur activité anti-inflammatoire in vitro. Les schémas de synthese de ces dérivés
sont représentés ci-dessous [57].

111.2.1. Voie de synthese de la série 01

Le schéma global de la synthese de cette série des molécules est le suivant (Schéma 04) :

R R
Toluéne 0
X + R-NCO ————> X |
Reflux Ry
NH, N NH

(R = COOH, COOCHj3, CONH,, SO;NHz2, R; = alkyle ou aryle, X = halogéne)

Schéma 04 : Schéma de synthése des molécules de la série 01.

Les molécules de la série 01 sont : HK15, K10, K104, K105, K110, K112, K113,
K114, K115,K116, K119, K120, K121, K122 et K123.

+ Mécanisme générale de la réaction

R
0 "%
* Retls C 0 =X | =X
I\CIQH N/Rl }_(|k Rl
Moy NH~ NH
H=

Schéma 05 : Mécanisme général de la réaction.
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Cette réaction donne dans certains cas des produits cyclisés comme dans les réactions

suivantes :

Obtention de K108
Cl

0]
Cl COOH Cl ||
Toluéne N
2 + (CH3),CH-NCO ——>
Reflux % COOH
NH, N 0
H

K108
Obtention de K109

0]
NCO |
COOCH,
Toluéne N
+ Em—
Reflux /&
cl NH, cl N o)
H
K109
Obtention de K125
NCO O:S//O
SO,NH, ~N
Toluéne /|k
+ —_—
Reflux N N
NH, H
K125

111.2.2. Voie de synthese de la série 02

Dans cette série une fonction amide a été fixée a partir des analogues de 1’acide
salicylique par réaction avec les chlorures d’acyle. Ce sont des réactions rapides et ne
nécessite pas beaucoup d’énergie, donc elles se font dans un solvant a reflux comme le

dichlorométhane (Schéma 06).

R 1) R
X CH2 CI2 | A o)
Nl + R —— x— + HCI
| Reflux
F

(R = COOH, COOCHj3, CONH_, SO:NH_, R; = alkyle ou aryle, X = halogéne)

Schéma 06 : Schéma de synthése des molécules de la série 02.
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Les molécules de la série 02 sont : K126, b2, b3, b6, b7, b10, b11, b12 et b15.

+ Meécanisme général de la réaction

R/,,,f -0 R R
X [+ R11/<J‘ - x@i JéRl N(Et)?’! X ﬁ
NH, cl ® <y N

Schéma 07 : Mécanisme général de la réaction.

Lorsque le NH: a été remplacé par OH en position 2, nous avons obtenu le composé K127

CONH,
// CH2 Cl,
Reflux

111.3. Matériels et méthodes

111.3.1. Matériels

N R,
CONH,
I
0 + HCI
K127

Les différents appareils, réactifs et solvants utilisés pour I’évaluation de ’activité

anti-inflammatoire in vitro sont regroupés dans le tableau 09 pour le test d’inhibition de la

dénaturation des protéines et le tableau 10 pour le test

globules rouges :

de stabilisation membranaire des

Tableau 9 : Matériel et réactifs d’Inhibition de dénaturation des proteines.

Matériels

Réactifs

- Incubateurs
- Balance analytique
- Spectrophotométre (SHIMADZU UV mini 1240)

- BSA (Bovin Serum Albumin)
- Diclofénac du sodium

- Tampon phosphate (pH 6,3)

- HCI

- L’eau distillée
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Tableau 10 : Matériels et réactifs de Stabilisation membranaire des globules rouges.

Matériels Réactifs Solutions
- Tubes EDTA - Acide citrique - Sang humain
(Ethyléne Diamine Tétra | - Citrate de sodium | - Solution d'Alsevers (2% de
Acétique) - Glucose dextrose, 0,8% de citrate de sodium,
- Incubateurs - NaCl 0,05% d'acide citrique et 0,42% de
- Balance analytique - NaOH NaCl dans de I'eau distillée)
- Centrifugeuse a chaud | - NaH,PO, - Solution hyposaline (0,36% NaCl)
- Spectrophotométre - NazHPO4 - Tampon phosphate de sodium (pH
- Cuve de quartz 7.4)
- Solution isosaline (0,85%, pH 7,2)
- HRBC (globules rouges humains)

111.3.2. Méthodes

Deux méthodes ont été utilisées pour 1’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in
vitro des dérivés d’acide salicylique a tester. Ce sont la méthode de 1’inhibition de la
dénaturation des protéines en utilisant I’albumine sérum bovin (BSA) comme modéle et la

méthode de la stabilisation des membranes des globules rouges (HRBC).

» Meéthode de stabilisation de la membrane des globules rouges humains
Principe

La méthode HRBC a été utilisée pour I’estimation de ’activité anti-inflammatoire in vitro.
Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des composés & empécher I’hémolyse
des globules rouges humaine (GR), induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la
libération de I’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et
al., 1989 ; Oyedapo et al., 2004) [58]. Le sang a été prélevé chez un donneur humain en
bonne santé ne consommant aucun médicament stéroidien depuis deux semaines. Le sang a
été soumis a une centrifugation et le surnageant a été soigneusement pipeté a I’aide d’une
pipette stérile. Les cellules emballées ont été remises en suspension avec un volume égal de
sérum physiologique normal (pH 7,4) et centrifugés a nouveau. Le processus a été répété

quatre fois jusqu'a ce que les surnageant seront clairs [59].
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e Mode opératoire
1/ Préparation de la suspension des globules rouges humains (HRBC)

Le sang recueilli sur des volontaires sains a été melangé avec un volume égal de solution
d’Alsevers stérilisée (2 % de glucose, 0,8 % de citrate de sodium, 0,5 % d'acide citrique et
0,42 % de chlorure de sodium dans de I'eau). Cette solution sanguine a été centrifugée a 3000
tr/min pendant 10 min et les cellules concentrees ont été séparées. Les cellules garnies ont
été lavées avec une solution isosaline (0,85 %, pH = 7,2) et une suspension a 10 % v/v a été

préparée avec de I’isosaline [60].

Le protocole de cette préparation est résumé dans la figure 11.

/ 2 ml de sang + 2 ml de Centrifugation a 3000 tr/min \

solution Alsevers pendant 10 min

\ 4

Récupération du culot |«

Lavage par I’isosaline

Préparation d’une suspension a 10%

Utilisation <
\ (v/V) par I’ajoute I’isosaline /

Figure 11 : Protocole de préparation de la suspension [60].

2/ Dosage de I'activité de stabilisation de la membrane

L’activité anti inflammatoire in vitro des composeés a été effectuée selon la méthode de
stabilisation de la membrane des globules rouges humains, les solutions suivantes ont été
utilisées [60-61].

+ La solution d'essai : composé de 1 ml tampon phosphate (pH=7,4 ; 0,15M), 2 ml
solution hyposaline (0,36%). 0,5 ml de produit a tester a méme concentration 1000

ug / ml et 0,5 ml de suspension de globules rouges préparé a 10 %.
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+ Le test de contrdle : composé de 1 ml de tampon phosphate et 2,5 ml d’eau

physiologie et 0,5 ml de suspension de globules rouges humains 10% v/v.

+ La Solution standard : L’acide acétylsalicylique (Aspirine) est utilisé comme un
standard. Il est composé de 1 ml de tampon phosphate, 2 ml de solution hyposaline
et 0,5 ml d’aspirine a la méme concentration 1000 ug / ml et 0,5 ml de suspension

de globules rouges humains a 10%.

Tous les mélanges d'essai ont été incubés a 37°C pendant 30 min. puis centrifugé a 3000

tr/min pendant 20 min (Figure 10).

Le liquide surnageant a été separé et la teneur en hémoglobine a été estimée par un
spectrophotometre a 560 nm. Le pourcentage d'hémolyse a été estimé en supposant que

I'némolyse produite dans le contenu était 100 % [61].

L’aspirine est utilisée comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec la méme

concentration que les produits a tester.

Le pourcentage de stabilisation ou de protection de la membrane HRBC a été calculé en

utilisant la formule suivante :

{ % d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac At) / Ac] * 100 J

Ac : absorbance de control

At : absorbance de 1’échantillon (test)
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Le Protocole de stabilisation membranaire (HRBC) est schématisé dans les figures 12,13.

1ml tampon 2 ml solution 0,5 ml 0,5 ml produit
phosphate hyposaline suspension des A tester
(PH 7,4) globules
[ Incubation a 37 C° pendant 30 min ]

l

[ Centrifugé a 3000 tr/min pendant ]

20 min

\4

Surnageant
obtenus lire a 560
nm

Figure 12 : Protocole de stabilisation membranaire HRBC [59].

Figure 13 : Les mélanges d’essai pour dosage de activité de stabilisation de la

membrane aprés la centrifugation.
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» Inhibition de la dénaturation des protéines
Principe

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par application de stress ou des composes
externes, comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant
organique ou une chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction
biologique lorsqu'elles sont dénaturées [62]. Sous 1’action d’un traitement thermique,
I’albumine peut subir des changements de conformation associés a un mauvais repliement
de la structure 3D [63].

La dénaturation des protéines est I'une des causes bien documentées de I’inflammation
et conduit a diverses maladies inflammatoires. Par conséquent, la capacité d’une
substance a inhiber la dénaturation des protéines signifie un potentiel apparent de

I’activité anti- inflammatoire.

e Mode opératoire

Le test de la dénaturation des protéines a été réalise selon la méthode decrite par Erianti
et al. (2015) [64]. Trois solutions d’essais ont été préparées :
+ Le control négatif : 0.45 ml de BSA a 5% avec 0.05 ml I’cau distillée.

* Standard : 0.45 ml de BSA a 5% avec 0.05 ml de Diclofénac sodique (50,
100, 150,

200, 250 pg/ml).

* Essai : 0.45 ml de BSA a 5% avec 0.05 ml de I’échantillon (50, 100, 150,

200,250 ug/ml).

Toutes les solutions ci-dessus ont été ajustées a pH 6,3 en utilisant du HCI 1N. Les
échantillons ont été incubés a 37°C pendant 20 minutes et la température a été augmentée
pour incuber les échantillons a 57°C pendant 3 minutes.

Aprés refroidissement, 2,5ml de tampon phosphate ajusté a pH 6,3 ont été ajoutés
aux solutions ci-dessus. L'absorbance a été mesurée a lI'aide d'un spectrophotometre a 416
nm.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :

[ % Inhibition de la dénaturation = (At - Ac /Ac) x 100 ]

Ac : absorbance de controle.
At : absorbance de test.
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IV. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vitro
IV.1. Stabilisation de la membrane des globules rouges
IV.1.1. Les produits testeés :

Tout d'abord, les composés ont été classes en deux séries selon leurs structures
chimiques. Nous avons réalisé des histogrammes comparatifs des pourcentages
d'inhibition des lots traités par les composés testés (controle, 1’aspirine, les dérivés
salicylés). Le but de cette étude est d’identifié 1’efficacité des produits a tester par rapport a
I’aspirine (médicament de référence). Nous avons utilisé une concentration de 1000 pg/ml.

Les résultats obtenus sont regroupés dans les tableaux suivants :

Tableau 11 : Pourcentage d’inhibition des composés de la série 1.

R, R
X
-
R3 NH ~NH
Composé R R1 R2 Rs3 X % d’inhibition

HK15 -COOH - - @) 61.66

K104 -COOH Cl - @) 81.81

K105 -COOH Cl - ) 79.13

K10 -COOH ©/ - - ) 70.21

Cl 75.85
K110 COOCH3

K112 -COOH ©/ Cl - @) 21.52
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Cl
K113 | -COOH ©/ 0 80.06
K115 | -OCHs _CH(CHa) 0 69.69
K114 | -OCHs © 0 77.46
FsC
K116 | -OCHs \/© 0 77.88
CN
K119 | -OCHs ©/ 0 44.39
K120 | -OCHs “C(CH2)s 29.69
0
Cl
K121 | -OCHs ©/ 0 31.65
FC CF3
K122 | oen, ©/ 0 78.41
Cl
K123 | e, ©/ s 35.86
K108 i i i 74.61
K109 i i i 76.64
K125 i i ] 23.21
Aspirine ) ) . 74.04
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L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire montre que les dérivés de 1’acide

salicylique possédent une activité remarquable selon leurs structures chimiques.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire par la méthode de stabilisation
membranaire HRBC, des dérivés salicylés a été fait par comparaison avec 1’aspirine,
médicament de référence. Les résultats obtenus montrent un pourcentage d’inhibition pour

’aspirine de 74.04 %.

Selon les resultats illustrés dans la (Fig.14) on observe que 9 composes testés ont montré
une activité de stabilisation de la membrane plus importante que 1’aspirine. Le composé
K104 présente un effet de stabilisation membranaire avec un pourcentage de 81.81% a 1000

pg/ml, qui est nettement supérieur a I’effet de 1’aspirine a la méme concentration.

Les composés H105, K108, K109, K110, K113, K114, K116 et K122 ont un pourcentage
d’inhibition compris entre 74 % et 80 % et ont donc un effet Iégérement supérieur a celui

de I’aspirine (Schéma 08).

B K104 WK105 W K108 EMKI109 MKI110 MKI113 WKI114 MKI116 K122 M Aspirine

84

82

80

78

% d'inhibition

76

7

N

7

N

70

Figure 14 : L’histogramme des pourcentages d’inhibition des composés (K104, K105,
K108, K109, K110, K113, K114, K116, K122 et I’aspirine).

D’apreés les résultats obtenus pour ces 9 composés, on constate que :

L’efficacité du : K104 > K113 > K105 > K122 > K116 > K114 > K109 > K110 > K108 >Aspirine
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L’aspirine (Acide acétylsalicylique)

Schéma 08 : Les composés supérieur a Paspirine de la série 01.

La stabilisation des membranes des globules rouges enregistré par les composes testés
semble étre due a la capacité de stabiliser les membranes lysosomales et l'inhibition de la

libération de leurs constituants. Ces résultats suggerent que ces composés possedent une

activité anti-inflammatoire par I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.

Les résultats représentés dans 1’histogramme de la figure 15 montrent que le pourcentage de
la stabilisation de la membrane des globules rouges des composés HK15, K10 et K115 et

légérement inférieur a celle de 1’aspirine, avec un pourcentage d’inhibition de 61.66%b,

70.21%, 69.69 % respectivement a la concentration de 1000 pg/ml.

D’apres les resultats obtenus, on constate que :

e L’efficacité du : Aspirine > K10 > K115 > HK15
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Figure 15 : L’histogramme des pourcentages d’inhibition des composés (HK15, K10,
K115 et ’aspirine).

« Référence

o
%%
.
74.04 %
O\ OH
v
. O _CHs

69.69% \(f)r
.\_/ K115

L’aspirine (Acide acétylsalicylique)

Schéma 09 : Les composés légérement inférieure a aspirine de la série 01.

Selon les résultats illustrés dans I’histogramme de la figure 16 on peut suggérer que certains
composés de la série 01 sont faiblement actifs par rapport a I’aspirine avec un pourcentage
d’inhibition compris entre 21% et 44% a 1000 pg/ml. 1l s’agit des composés K112, K119,
K120, K121, K123, K125.

L’évaluation du pourcentage d’inhibition montre que ces composés possédent une faible
activité anti-inflammatoire par I’inhibition de 1’hémolyse des globules rouges (Schéma
10).
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Figure 16 : L’ histogramme des pourcentages d’inhibition des composés (K112,
K119,K120, K121, K123, K125 et I’aspirine).
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Schéma 10 : Les composés faiblement actifs a I’aspirine de la séerie 01.
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L’étude de la relation structure activité pour cette série des molécules montre que les
composés les plus actifs possedent un groupe R = COOH (composés K104 : 81.81 % ;
K113 :80.06 % et K105 : 79.13 %). Cependant I’étude de la relation structure activité reste
difficile a réalisés pour cette série du fait que méme les composeés cyclisés (K108 et K109)

ont un effet important.

Les résultats de la stabilisation de la membrane des globules rouges pour la série 02 sont

représentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Pourcentage d’inhibition de la série 2.

X R
@)
Y NHLRl
Composé R R1 X Y % d’inhibition
K126 -COOH @ - - 38.82
b15 -COOCHs %\© - Cl 53.81
b12 -SO2NH: -CH:CI - - 82.95
b1l -COOCHs -CH:CI - Cl 51.12
b10 -COOH -CHCI Cl - 49.78
b7 -COOCHs -CHz - Cl 83.52
b6 -COOH -CHzs Cl - 62.78
b3 -COOCHs3 © - Cl 77.84
Cl -
b2 -COOH © 73.83
K127 81.17
Aspirine 74.04
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D’aprés les résultats représentés dans 1’histogramme de la figure 17 on remarque que 4
composés de cette série possedent un pourcentage de la stabilisation de la membrane des
globules rouges supérieur a I’effet de 1’aspirine. Les composés b7 et b12 ont particuliérement
un effet plus important que ce soit par rapport & I’aspirine ou par rapport aux composés de
la série 01 (83.52 % et 82.95 % respectivement). Le composé K127 a un pourcentage de
81.17 % et le b3 77.83 %. On peut conclure que ces composés présentent une activité anti-
inflammatoire par I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges significative par rapport a

’aspirine 74.04 % a la méme concentration 1000 pg/ml (Schéma 11).

D’apres les résultats obtenus, on constate que :

e L’efficacité du : b7 > bl12 > K127 > b3 > Aspirine

W K127 HDb3 b7 Hbil2 M Aspirine

86

84

82

80

78

% d'inhibition

76

74

72

70

68

Figure 17 : L histogramme des pourcentages d’inhibition des composés (K127,
b3, b7,b12 et I’aspirine).
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Schéma 11 : Les composés supérieurs a ’aspirine de la série 02.

L’histogramme de la figure 18 montre que les 4 composés (b2, b6, b1l et b15) possedent
uneactivité anti-inflammatoire avec un pourcentage d’inhibition similaire (b2 : 73.83 %)
ou relativement inférieur & celui de I’aspirine (b6 : 62.78 % ; b11 : 51.12 % et b15 : 53.81
%).

D’apres les résultats obtenus, on constate que :

e L’efficacité du : Aspirine >b2 >b6 > b15 > bll

Hp15 B Aspirine

80

70
60
50
40
30
20
10

0

b2 H b6 b1l

Figure 18 : L’ histogramme des pourcentages d’inhibition des composés (b2, b6, bl1, b15

et Paspirine).
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Schéma 12 : Les composés légerement inférieure a ’aspirine de la série 02.

Les 2 composes de cette série b10 et K126 sont significativement faiblement actifs par la
méthode de stabilisation membranaire HRBC par rapport a 1’aspirine (Fig.19). Le
pourcentage I’inhibition de 1’hémolyse des globules rouges de ces 2 composés a la

concentration de 1000 pg/ml est de 49.78% et 38.82% respectivement.
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L’histogramme des pourcentages d’inhibition des composés (K126, b10 et

Paspirine).
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Référence

74,04 %

L’aspirine (Acide acétylsalicylique)

Schéma 13 : Les composés faiblement actifs a ’aspirine de la série 02.

L’étude de la relation structure activité pour cette série est trés importante du fait de la

similarité structurelle qui existe entre ces molécule et I’aspirine.

Le composé b7 le plus actif des deux séries présente une grande ressemblance structurelle
avec I’aspirine. En fait on remplagant la fonction acide par une fonction ester de la position
1 et Poxygene de la fonction ester en position 2 par I’azote (fonction amide), I’activité a été

amélioré d’environ 10 % par rapport a I’aspirine.

Du méme le remplacement de la fonction acide par une fonction sulfonamide (b12) ou une

fonction amide (K127) améliore notablement 1’activité.

Conclusion

Sur la base des résultats de cette étude, on peut conclure que quelques produits testés
des 2 séries ont présentés un effet anti-inflammatoire par inhibition de I’hémolyse des
globules rouges en particulier les composés : b7, b12 et K104 qui ont un effet nettement

significatif par rapport a celui de 1’aspirine.

D’autres composés sont considérés possédant une activité équivalente a celle de 1’aspirine.




Chapitre IV Résultats et discussions

Le classement total des produits en fonction de leur efficacité est le suivant :

b7>b12>K104>K127>K113>K105>K122>K116>b3>K114>K109>K110>K 108

|

74% - 83% (composés actives)

Certains composes testés ont aussi une activité légérement faible par rapport a 1’aspirine

b2>K10>K115>b6>HK15>b15>b11
| J

Il

73% - 50% (faiblement actifs)

IV. 2. Comparaison les résultats in vivo et in vitro

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo sur quelques dérivés de I’acide
salicylique (composés de la série 01 et 02) selon la méthode de WINTER évaluée chez les

rats model de la patte inflammatoire a été effectuée par [56].

En effet, un effectif de 40 rats a été utilisé, ces rats ont été réparties en plusieurs lots (quatre
rats par lot), chaque lot recoit respectivement par voie orale une solution de NaCl (0,9 %)

(groupe témoin), diclofénac 50 mg/Kg (groupe standard), les composes a tester (50 mg /
Kg).
Une heure apres les rats de tous les groupes recoivent une injection de caragénine a 1 %.

L’cedéme a été évalué par la mesure du diametre (mm) de la patte avant et a des intervalles

d’un quart d’heure, pendant 5 heures apres injection de la carragenine.

Les résultats de cette étude montrent que I’injection de la carragénine (1 %) entraine une
augmentation du volume de la patte des rats de tous les lots. De plus, I’administration orale

du diclofénac (50 mg/Kg) réduit I’augmentation de 1’cedéme de la patte des rats.

Le traitement par les analogues de I’AS a la dose de 50 mg/Kg, exerce une action anti-
inflammatoire qui varie en fonction du squelette du composé aprés une heure

d’administration.
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Le tableau 13 représente le pourcentage d’inhibition de 1’augmentation de I’cedéme des rats

(in vivo) et le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse des GR par les dérivés de I’AS.

Tableau 13 : Comparaison des resultats in vivo et in vitro.

Les produits a tester % d’inhibition in vivo % d’inhibition in vitro
K104 91.83 81.81
b3 89.18 77.84
K125 88.71 23.21
b12 83.94 82.95
K120 79.88 29.69
K122 85.77 78.41
K126 68.57 38.82
b7 62.83 83.52
K121 71.08 31.65
Diclofénac 92.05 -

Aspirine - 74.04

La comparaison des résultats obtenus sur le modéle de la patte inflammatoire in vivo
avec les résultats obtenus sur les mémes composes in vitro montrent une grande approche
dans I’activité des deux modeles étudiés. On observe que les composés les plus actifs in vitro
présentent aussi une activité sur le modele in vivo a savoir les composes : b7, b12, K104,
K122, b3.

En remarque en particulier que les 2 composés K104 et b12 présentent une meilleure
activité que ce soit in vivo ou in vitro. Par contre le composé b7 le plus actif in vitro présente
une activité modéré in vivo. Cependant quelques composes qui ont été actif in vivo n’ont pas

montré une bonne activité in vitro surtout les 2 composés K120 et K125.

En fin on peut constater que les composés des 2 séries étudiés par les modeéles
présentent une nette activité anti-inflammatoire in vivo par rapport au diclofénac ou in vitro

par rapport a I’aspirine.
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IVV.3. Inhibition de la dénaturation de I’albumine (BSA)

Comme c’est mentionné plus précédamment la dénaturation des protéines est 1’une des
causes décritesqui induit I’inflammation et conduit a diverses maladies inflammatoires. Par
conséquent, lacapacité d’une substance a inhiber la dénaturation des protéines signifie un
potentiel apparent de 1’activité anti-inflammatoire. Les protéines dénaturées perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par 1’action de divers agents et de ce fait elles

perdent leurs fonctions biologiques.

Les résultats obtenus de 1’effet de nos composés pour les 2 séries étudiées ou par le
control négatif et le composé de référence, diclofénac, n’ont pas montré une différence
significative dans la mesure de I’absorbance. De plus 1’absorbance mesuré pour le control
négatif (BSA a5 %) avant ou aprés traitement par la chaleur est non significative. Pour ces

raisons nous n’avons pas présente les résultats de ce test.
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Conclusion generale

L'acide salicylique est un métabolite phénolique synthétisé naturellement par un
certain nombre de plantes [1], on le trouve dans les fruits, sous forme estérifiée de salicylate
de méthyle. C’est une molécule impliquée dans les phénoménes physiologiques végétaux,
qui déclenchent les réponses de défense végétale, résistent aux attaques fongiques,
bactériennes ou virales. Il est utilisé comme médicament et comme précurseur de l'acide

acetylsalicylique, I'aspirine.

Au cours de ce travail, nous avons présenté une recherche bibliographique contenant
une étude sur I’acide salicylique et ses dérivés ainsi qu’une illustration sur I’inflammation et

I’activité anti-inflammatoire.

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire de 2 séries des dérivés de 1’acide
salicylique in vitro a été réalisée par I’utilisation de la méthode de I’inhibition de I’hémolyse
des membranes des globules rouges dans le sang humain et par la méthode de I’inhibition de
la dénaturation des protéines. Les résultats de cette étude ont été comparés avec des résultats

obtenus antérieurement sur un modele in vivo.

Les résultats obtenus ont montré que quelques produits testés présentent une capacité
de I’inhibition de I’hémolyse des GR plus importante par rapport a 1’aspirine, utilisée comme
référence, en particulier les composés : K104, K127, b7 et b12. Ces résultats suggerent que
ces composés présentent une activité anti-inflammatoire significative par 1’inhibition de

I’hémolyse des globules rouges par rapport a I’aspirine a la méme concentration 1000 pg/ml.

L’étude comparative des résultats obtenus sur le modele de la patte inflammatoire in
vivo avec les résultats obtenus sur les mémes composés in vitro montrent une grande
approche dans I’activité des deux modeles €tudiés, en particulier les 2 composés K104 et

b12 qui présentent une meilleure activité que ce soit in vivo ou in vitro.

Les résultats obtenus de ’effet de nos composés pour les 2 séries étudiées ou par le
control négatif et le composé de référence, diclofénac, n’ont pas montré une différence

significative dans la mesure de 1’absorbance dans le test de la dénaturation des protéines.

En fin des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre le mécanisme
responsable de ’effet anti-inflammatoire des produits testés. Il serait aussi intéressant de

compléter ce travail par d’autres tests biologiques qui devraient étre effectués.
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Résume
L’objectif de cette étude est I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des
dérivés de I’acide salicylique in vitro par 2 méthodes : Le test de I’inhibition de la
dénaturation des protéines et le test de la stabilisation de la membrane des globules

rouges humains exprimée par les pourcentages de 1’hémolyse des globules rouges.

Les résultats obtenus ont montré que quelques produits testés présentent une
capacité de I’inhibition de I’hémolyse des GR plus importante par rapport a 1’aspirine,
utilisee comme référence, en particulier les composes : K104, K127, b7 et b12. Ces
résultats suggerent que ces composés presentent une activité anti-inflammatoire
significative par I’inhibition de ’hémolyse des globules rouges par rapport a 1’aspirine

a la méme concentration 1000 pg/ml.

L’étude comparative des résultats obtenus sur le modele de la patte
inflammatoire in vivo avec les résultats obtenus sur les mémes composés in vitro
montrent une grande approche dans 1’activité des deux modéles étudiés, en particulier
les 2 composés K104 et b12 qui présentent une meilleure activité que ce soit in vivo ou

in vitro.

Les résultats obtenus de 1’effet de nos composés pour les 2 séries étudiées ou par
le control négatif et le composé de référence, diclofénac, n’ont pas montré une
différence significative dans la mesure de 1’absorbance dans le test de la dénaturation

des protéines.

Mots clés : L’acide salicylique, anti-inflammatoire, in vitro, BSA, HRBC, aspirine.



Abstract

The objective of this study is the evaluation of the anti-inflammatory activity
of salicylic acid derivatives in vitro by 2 methods : The test of the inhibition of the
denaturation of proteins and the test of the stabilization of the membrane of human red
blood cells expressed as the percentages of hemolysis of red blood cells.

The results obtained showed that some products tested have a greater ability to
inhibit RBC hemolysis compared to aspirin used as a reference, in particularthe
compounds : K104, K127, b7 and b12. These results suggest that these compounds
exhibit significant anti-inflammatory activity by inhibiting the hemolysis of red blood
cells compared to aspirin at the same concentration 1000 g / ml.

The comparative study of the results obtained on the model of the inflammatory
leg invivo with the results obtained on the same compounds in vitro show a large
approach in the activity of the two models studied, in particular the 2 compounds K104
and b12which exhibit a better activity whether in vivo or in vitro.

The results obtained from the effect of our compounds for the 2 series studied
or by the negative control and the reference compound, diclofenac, did not show a
significant difference in the measurement of the absorbance in the test for the

denaturation of protein.

Keywords : Salicylic acid, anti-inflammatory, in vitro, BSA, HRBC, aspirin.
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