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Liste d’abréviations

ABC *  Protéine liant FATP (ATP-Binding Cassette protein)

ADP Adénosine diphosphate

ATP ~ Adénosine triphosphate

[ATP}; Concentration d'ATP intracellulaire

BKc, Canal potassique calcium-dépendant 3 grande conductance
[Ca‘}; - Concentration du calcium intracellulaire

CCMm Chromatographie sur couche mince

CCVD Canal calcique voltage dépendant

CGRP . Pepfide lié au géne calcitonine

Diaz Diazoxide

DMA . Diméthylacétamide

DMF ' Diméthylformamide

DMSO Diméthylsulfoxyde

DMSO-d8 . DMSO deutérié

DTM ' Domaine transmembranaire

EDHF | Facteur d’hyper-polarisation des dérivés endothélium

Ex . Potentiel membranaire du potassium

GABA ~ Acide gamma-aminobutyrique

GDP . Guanosine diphosphate

Gli Glibenclamide

GMPc | Guanosine monophosphate cyclique

GTP Guanosine triphosphate

SHT 5-Hydroxy-tryptamine

ICso - Concentration a 50 % de l'inhibition

Kea Canal potassique calcium-dépendant & moyenne conductance
Ka Canal potassique voltage-dépendant transitoire sortant

Kaa - Canal potassique modulé par I'acide arachidonique

Kach Canal potassique activé par {'acétylcholine

Karp Canal potassique sensible 4 LATP |
Kir ; Canal potassique votage-dépendant a rectification entrante

Kv Canal potassique voitage-dépendant a redresseur retardant




Mg-ADP
Mg-ATP
mV
NBF
PCOs
PPM

PTH
Ry
SKca
SNC
STM
SUR
THF
™S
VIP

Complexe magnésium-ADP

Complexe magnésium-ATP
millivolt

Site de fixation de nucléotide (nucleotid binding fold)
Ouvreurs des canaux potassiques |

Partie par million

Picosimens

Hormone parathyroidienne
Rapport frontal

Canal potassique calcium-dépendant & basse conductance
Systeme nerveux central

Segment transmembranaire

Récepteur sulfonylurée (sulfonylurea receptor)
Tetrahydrofurane
Tetraméthylsilane

Peptide intestinal vasoactif
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introduction et objectifs de la recherche

Introduction et objectifs de la recherche :

Les diurétiques sont devenus le premier geste du traitement de I'hypertension et ceci malgré
I'avénement successif de trois nouvelles classes d’'antihypertenseurs a savoir :

les B-bloqueurs, Les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine, et les
antagonistes du calcium,

Le développement de la prescription des diurétiques s'est accompagné d'une meilleure
connaissance |du fonctionnement du néphron et des mécanismes trés complexes régulant le
mouvement des ions a travers les membranes des cellules.

Les benzothiadiazines appelés communément thiazides constituent une classe importante
des agents thérapeutiques utilisés dans le contrble de rhypertension artérielle par une
augmentation de la sécrétion du chlorure de sodium et de 'eau (hydrochlorothiazide), ou par
une vasodilatation comme le cas du diazoxide.

Ces composés| sont également employés pour traiter diverses formes d’hypoglycémie par
l'activation des canaux potassiques sensibles a ATP, et [inhibition de la sécrétion de
Finsuline.

Par ailleurs, les sulfonylthiourées obtenues par des substitutions biocisostériques par le
remplacement de la fonction urée des sulfonylurées par une fonction thiourée montrent des
effets puissants comme diurétiques, en outre ils sont des bloqueurs des différents canaux
potassiques sensibles a 'ATP, dans lesquels ils occupent les récepteurs spécifiques des
suifonylurées {j1,2].

En revanche dans les cellules cardiaques, des études récentes montrent que les
sulfonylthiourées sont des bloqueurs sélectifs des canaux potassiques sensibles @ I'ATP
sans production d'effets secondaires sur le glucose du sang et le systéme cardiovasculaire [3].

Dans ce travail, nous nous somme tout d’'abord attachés & synthétiser des dérivés de

|
I'hétérocycle 4H-1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde sur lequel nous avons fixé de fagon

covalente une fonction sulfonyithiourée (schéma 01).
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Schéma 01

En effet, des travaux récents ont prouvé que l'association d'une benzothiadiazine et d'une
fonction sulfonylurée a donnée des composés hybrides dotés de propriétés diurétiques et
vasodilatatrices trés intéressantes [4,5,6,7].

Ces molécules hybrides vont étre testées dans le but d'évaluer leurs effets sur la diurése
et sur la glycémie.

Ces tests vont étre soutenus par le dosage du sodium, du potassium, du calcium et de 'acide
urique urinaires.

L’évaluation de I'activité pharmacologique sera faite sur un modéle d’animaux de laboratoire
(in vivo) par l'utilisation des rats de type Wistar Albinos.
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Analyse bibliographique Pharmacologie

1. Les diurétiques :

1. 1. Généralités :

Les diuretiques déclenchent une augmentation de I'émission d'urine (diurése). Au sens
strict, il s'agit de substances qui agissent a différents niveaux de la surface luminale des
cellules du tubule rénale, principalement en raison de l'inhibition de la réabsorption d'eau et de
chlorure de sodium. Cet effeta pour conséquence la diminution de la volémie et de la
surcharge sodique de I'organisme [8,9].

Leurs indications principales concement la baisse de la tension artérielle dont ils sont des

meédicaments de choix. Déja a des doses faibles, its diminuent les résistances périphériques,

et peuvent ainsi abaisser le débit cardiaque et la capacité de travail de 'organisme d'ol feurs
utilisations dans le traitement de l'insuffisance cardiaque. D'autres indications également sont
possibles tel que le traitement des cedémes, qui correspondent & un gonfiement des tissus
dd a une augmentation de leur contenu en liquide localisé dans I'espace extracellulaire
(volume interstlitiel).

Leurs effets indésirables sont: La déshydratation favorisée par la prescription prolongée
ou des posoltLgies élevées des diurétiques, Ihypokaliémie, et I'hyponatrémie [10,11].

1. 2. Rappel de la physiologie rénale :

Le principal role des reins est 'excrétion sélective des diverses substances afin que la
composition cLimique du plasma sanguin et donc de I'espace extracellulaire soit maintenue
constante. La régulation de I'équilibre hydroélectrolytique et de I'équilibre acido-basique est
contrbiée par |I'excrétion de deux catégories de substances:

- Les résidus et les déchets du métabolisme qui ne sont plus utilisés : 'urée, F'acide urique...
- Les substances physiologiquement essentielles telles que les ions sodium, potassium,
calcium, L'eau/ etc. [12].

" Le rein est composé d'environ un million de néphron, il recoit prés de 20 % du débit
cardiaque, ce qui représente une perfusion spécifique d’environ 4 ml/g de rein par minute.
Le néphron, unité fonctionnelle du rein, remplit trois fonctions principales :
ta filtration glomérulaire, la réabsorption et la sécrétion tubulaire (Fig.01).
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» La filtration glomérulaire : Le filtre glomérulaire normal est perméable 4 toutes les

molécules donlt le poids moléculaire est inférieur a 68000 dattons. La filtration est un processus
passif qui dépend de la concentration des constituants de part et d’autre du fiitre et du débit
sanguin. Le vc1!ume filtré par les reins est de 125 ml/ min soit 180 litres par jour {12,13].
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Fig. 01 : Schéma du néphron et les sites d’action des diurétiques [9].

»la réabissorption tubulaire : La réabsorption d'eau est comprise entre 99 % et 85 % du

débit de ﬁltratit:)n glomerulaire. Au niveau du tube contourné proximal, le site principal de la

réabsorption dt!a I'eau, 65 % du sodium est activement réabsorbé vers le plasma qui entraine

une réabsorpti%m passive de I'eau. A ce niveau il y a la réabsorption aussi du bicarbonate, du

sulfate, du glucose, de divers acides et acides aminés. Le potassium y est égéiement
réabsorbé mais a une concentration beaucoup plus faible que le sodium. Au niveau de I'anse
de Henlé, Ia |réabsorption de l'eau suit un transport passif dans la branche descendante,
etune réabsorbtion active du sodium, potassium, et de chlore dans la branche ascendante.

|
i 4
|
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La partie large de I'anse de Henlé est imperméable a I'eau, environ 25 % du sodium fittré
y est réabsorbé. Au niveau du tube distal, la réabsorption du sodium est de 10 % dans
la premiére partie, dans la deuxiéme partie la réabsorption est favorisée seulement par
I'aldostérone. 'Au niveau dutube collecteur, la réabsorption de l'eau se fait en présence de
Fhormone antidiurétique, avec un échange ionique entre le sodium et le potassium {12,13].

. - La sécrétion tubulaire : Dans le tube proximal it y a la sécrétion d'ions hydrogéne et de
nombreux médicaments & fonction acides : diurétiques thiazidiques, pénicilline, indométacine,
acide salicylique, ainsi que la sécrétion de médicaments & fonction basiques : histamine,
thiamine, choline, quinine, morphine, I'amiloride. Pas de sécrétion au niveau de 'anse de
Henlé. Au niveau du tube distal, il y a ia sécrétion d'ions hydrogéne, ammonium, et potassium.
Une surcharge de chiorure de potassium peut entrainer une compétition entre I'ion potassium
et lion hydrogéne pour étre secrétés dans la lumiére du tubule en échange du sodium.
L’augmentatio}l de félimination du potassium au détriment de lion hydrogéne conduit a
l'acidose plasmatique et alcalinisation des urines, le phénoméne inverse s'observe en cas de
carence en potassium [12,13].

1. 3. Classification et principaux sites d’action des diurétiques :

1. 3. 1. Diurétiques thiazidiques et apparentés :

Ce sont ceux qui nous intéressent dans cette étude.
1. 3. 1. 1. Historique :

Les| premiers diurétiques efficaces du 20°™ siécle étaient les organomercuriques,
leurs utilisations clinique était efficace seulement par injection, cependant leurs utilisations
prolongeée a ey comme conséquence des effets secondaires toxiques. Vers la moitié du
20*™ siécle, |les affections cardiovasculaires avaient surpassé les maladies infectieuses
comme principale cause de mort. L’hypertension artérielle de cause inconnue, était 'une des
problémes cardiovasculaires. Des efforts furent focalisés pour la premiére fois sur ia mise au
point de traitement de la maladie du coeur. La découverte de médicaments inhibiteurs de
l'anhydrase carbonique était d'incroyable importance pour le traitement de I'hypertension.
Cette famille de diurétiques était largement répondue, mais elle a eu des inconvénients sérieux
tel que la perte de bicarbonates menée & I'acidose métabolique. Les scientifiques ont espérés
développer un'agent empéchant la réabsorption du sodium et des ions chlorures dans le rein
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on de la production d'urine. Les chercheurs chez Merk développérent le
annoncant une novelle ére de médicaments diurétiques, ils les ont appelés

des thiazides a fait une révolution dansle traitement de I'hypertension etles

cedémes. lIs ont été efficaces par voie orale remplagant ainsi rapidement les mercuriels et les

inhibiteurs de Fanhydrase carboniques [14,15].

1. 3. 1. 2. Relations structure-activité des thiazides :

Le chiorothiazide est le prototype des diurétiques thiazidiques : c’est un 8-chioro-7-

sulfamoyl-2H-1,2 4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde. Les diurétiques thiazidiques se caractérisent

par la présence d'un atome d’halogéne ou d'un groupe trifluorométhyle en 6 et d'un groupe

sulfonamide en 7. Les modifications structurales réalisées sur la téte de série ont porté

essentiellement sur, la saturation de la double liaison entre 3 et 4, et lintroduction de

substituant sur l'azote 2 et/ ou le carbone 3 [13]. De nombreux dérivés thiazidiques ont été
synthétisés dans le but d'étudier leur activité diurétique (Schéma 02).
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1. 3. 1. 3. Pharmacologie des diurétiques thiazidiques :

Les thiazides agissent essentiellement par linhibition du cotransport Na*/ CI au
niveau du premier segment du tube contouné distal (face endo-luminale des cellules du tube
contourné distal). lls n'inhibent pas Ja réabsorption du calcium, cette derniére étant modulée
par 'hormone| parathyroidienne (PTH). L'existence d'un site d’action secondaire au niveau
proximal a été reliée a leur capacité d'inhibition de Fanhydrase carbonique {Fig. 02) [9,13].
L'excrétion des ions sodium, chlore, potassium, et magnésium est augmentée, mais a un
degré moindre| que celle des bicarbonates. Les urines sont acides et peuvent étre isofoniques.
L'absorption intestinale de ces diurétiques, rapide et satisfaisante, est de 60 % a 80 %.
La cinétique de l'effet étant souvent identique aprés injection intraveineuse, ils ne sont utilisés
que par voie orale.

Tube olontoumé
dista!

Thinzides

Fig. 02 : mécanisme d’action des diurétiques thiazidiques.

L'effet diurétique se manifeste lentement et devient maximal entre 4 et 6 heures. La durée
moyenne d’acltion etant de 12 a 24 heures. Ce sont donc des diurétiques faciles a manier
du fait du caractére lentet prolongé de leur action. Ces médicaments passent a travers la
membrane placentaire et dans le lait maternel ; cependantla dose ingérée par l'enfant reste
inférieure 4 1 % de celle administrée a la mére.
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La présence de substituants liposolubles sur Phétérocycle en position 2 et/ ou 3, entraine un
taux de liaison plus important aux protéines plasmatiques. La plupart de ces molécules
possédent une forte capacité de liaison aux hématies (tableau 01). Elles se lient & 'anhydrase
carbonique selon un mode compétitif et réversible. Cette association n'entraine pas cependant
de maniére systématique une inactivation de cette enzyme.

Tous les thiazides sont résorbés lorsqu'ils sont administrés par voie orale, mais présentent des
différences dans leur métabolisme. lis sont secrétés par le systéme sécrétoire des acides
organiques et entrent en compétition avec la sécrétion de Pacide urique [9,12].

Tableau 01 : Quelques données pharmacologiques des diurétiques thiazidiques et

apparentés [13,16).

Thiazide Dose per Durée Fixation Elimination

o os (mg) ! d'action (h) | aux PP(%) | urinaire (%)
| Chiorothiazide 500 1-2 40-45 92
Hydrochlorothiazide 75 2-3 66 70
Hydrofluméthiazide 100 6-25 80 85
Bendrofluméthiazide 10 2-5 95 >08
Polythiazide 1 26 85 25
Chlortalidone 100 24-55 75 45
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1. 3. 1. 4. Indications des diurétiques thiazidiques :

~* L'hypertension artérielle : Deux mécanismes ont été avancés pour expliquer l'effet
antihypertensif des thiazides : le premier implique un effet d'épuisement de sodium, tandis
que le deuxiéme montre que les thiazides agissent par un mécanisme vasodilatateur qui
est indépendant de ['effet saliurétique. Ce demier effet a été constaté sans qu'il ait diurése
significative, le diazoxide constitue un agent de cette classe (antihypertenseur vasodilatateur)

(17].

Des études récentes sur les diurétiques offrent plus d'espoir & ceux qui souffrent de
I'hypertension.|Les résultats montrent que les diurétiques sont parmi les médicaments dont
le rapport bénéfice/ danger reste le mieux établi dans le traitement de Phypertension artérielle
modérée, sans complications rénales, oculaires, neurovasculaires ou cardiaques, que les
drogues nouvelles et plus codteuses, en plus ils sont les plus probable & empécher ['arrét
du coeur. Ces études suggérent que les médecins devraient commencer le traitement
de I'hypertension avec un diurétique de type thiazidique ou ajouter un diurétique a leur
régime [18,19,20].

P L'insuffisance cardiaque : La mise en place d'un régime désodé associé au repos

physique constitue la premiére mesure hygiénodiététique garantissant le succés d'une
thérapeutique |diurétique et éventuellement digitalique de linsuffisance cardiaque. Pour un

traitement d'entretien, il est préconisé de débuter par un thiazide & faible dose en traitement
discontinu : 3 jours par semaine. En dépit de la réduction continue de la tension artérielle par
un traitement avec le chlorothiazide le débit cardiaque est réduit en une semaine, il devient
normale aprés|un ou plus d’'un mois de traitement continu [15,21].

P insuffisance rénale : Les diurétiques thiazidiques (a I'exception de la métalazone) cessent

d'étre actifs quand le débit de filtration glomérulaire s'abaisse & 20 ml /min. ils sont associés
aux diurétiques de I'anse, en cas d'échec d'induction de la déplétion volémique, mais cela
nécessite une surveillance attentive pour en éviter les effets secondaires [13,16].

-+ Autres indications : Les diurétiques thiazidiques, surtout celles a longue durée d'action,

sont utilisés pour le traitement du diabéte insipide ; leurs emploi dans le cas d’hypercalciurie
est possible, car ils provoquent une réduction de I'élimination du calcium [13].
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1. 3. 1. 5. Effets secondaires :

* L’hypokaliémie . a cause de [utilisation fréquente des diurétiques thiazidiques, Fhypo-
kaliémie demeure probablement I'anomalie électrolytique rencontrée le plus souvent en
clinique. On observe une hypokaliémie lorsque la concentration plasmatique de potassium est
inférieure a 3,5 mmolA. Elle peut étre a I'origine de crampes musculaires, de constipation, voire
d’arythmie cardiaque particulierement chez les malades digitalisés et justifie lapport de KCI
par voie orale ou I'association a un diurétique épargnant le potassium [13,17].

* L'hyperuricémie : souvent sans traduction cliniques, n'apparait qu'aprés un traitement
prolongé ; les doses orales bloquent les mécanismes de transport d’acide urique ( urate ) dans
les tubules rénaux ; elle peut nécessiter la prescription d’'un uricolytigue chez un malade
goutteux [17]. '

* L’'hyperglycémie : elle survient surtout chez les sujets diabétiques, favorisée par la

déplétion potassique causé par les thiazides.

L'emploi de fortes doses de diurétiques thiazidiques permit d'observer les effets secondaires
suivants : . |

« Déshydratation extra cellulaire,

= Insuffisance rénale aigue,

» Alcalose métabolique,

» Hypercaicémie,

« Troubles du rythme cardiaquef13,17].

10
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1. 3. 2. Diurétiques inhibiteurs de I'anhydrase carbonique :

L'acétazolamide est le chef de file de cette classe (Fig. 03). L’activité diurétique reste
modeste et ces substances conservent un intérét surtout du fait de leurs effets sur I'équilibre
acido-basique (et de leurs actions extra-renales [13].

0O
|l
i HyC—C—N_ s _SO,NH,
HsC—C—HN._ _S. ,SO2NH;
\[r /N—N
N—N H3C
Acétazolamide Méthazolamide

Fig. 03 : Structure de quelques inhibiteurs de 'anhydrase carbonique.

L'acétazolamide augmente la diurése par Yinhibition de Fanhydrase carbonique au niveau du
tube contourné proximal. 1l réduit la production intracelluiaire d'ions H* et limite de ce fait
I'approvisionnement en ion H* du transporteur Na'/H' situé dans la membrane apicale. Un
risque d'acidose pourrait survenir & cause de I'élimination accrue des ions HCO3 (Fig. 04).

Inhibition de I'échange Na'/H*

Inhibiteurs de f'anhydrase
carbonique

Fig. 04 : Mécanisme d’action des inhibiteurs de I'anhydrase carbonique.
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1. 3. 3. Diurétiques de I'anse de Henlé :

lis agissent en éliminant de 'eau, du sodium, du potassium, du chlore, et trés peu de
bicarbonates. |L'action salidiurétique se manifeste essentiellement au niveau dela branche
ascendante de 'anse de Henlé par Iinhibition du cotransport Na'/K'-2CI" (Fig.05). Cette
inhibition provoque une augmentation associée de l'excrétion de Mg?* et de Ca®,
Les diurétiques de I'anse sont rapidement résorbés par voie orale et atteignent la lumiére
tubulaire rénale soit par filtration glomérulaire soit par sécrétion tubulaire. 50 % de la dose du
furosémide administrée est excrétée sous forme active dans les urines [9,16).

Inhibition des canaux K* |

Favaeeiband

Nfﬁ"l c-;‘i"' Mg"sa—. s --__%Wﬁ—h

Fig. 05 : Mécanisme d’action des diurétiques de 'anse.

Le torasémide et ses dérivés sulfonylurées représentent une nouvelle classe de diurétiques
capable d'inhiber la réabsorption de NaCl dans la branche ascendante de 'anse de Henlé. Le
torasémide est| un diurétique trés puissant. L'élimination de potassium est moins importante
relativement au furosémide [22,23).

Une série de sulfonylthiourées a été obtenue par une substitution isostérique de la fonction

urée du torasemide en thiourée correspondante. Ces nouvelles substances représentées
par le BM20 (Fig. 06), ontune action rapide dans les deux premiéres heures aprés une
administration é)ar voie orale [1].

12
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CaHy
C NH—CH, o Q NH
|]/_:|] e}
HoNO,S COOH
COOH

H,NO,S

F ]
urosémide By nide

ON ol (O
2 | O2NH-C—NH-CH %stozNH—c—NH—csz
CHa o

Torasémide BM20

Fig. 06 : Structures chimiques de quelques diurétiques de I'anse.

1. 3. 4. Diurétiques épargnant le potassium :

Les diurétiques épargnant le potassium agissent au niveau du tube contourné distal
et de la portion initiale du tube collecteur. lls inhibent la sécrétion tubulaire du potassium et
ne sont que faiblement natriurétiques (Fig. 07). lls sont utilisés le plus souvent, associés a des
diurétiques hypokaliémiants comme les thiazidiques, ou a d’autres antihypertenseurs [13].

Fig. 07 : Mécanisme d’action des diurétiques épargnant le potassium.
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Les diurétiques épargnant le potassium appartiennent a deux séries chimiques (Fig. 08) :
- les diurétiques stéroidiens, antagonistes de I'aldostérone, ou spirolactones.
- les diurétiques non stéroidiens constitués essentiellement par 'amiloride et le tnamtéréne.

Spironolactone Amiloride.

N N
NH,
Triamtéréne

Fig. 08 : Structures chimiques de quelques diurétiques épargnant le potassium.

1. 3. 5. Autres diurétiques :

- Diurétiques osmotiques : L'urée, le glucose, {isosorbide ou le mannitol sont librement

filtrés au niveau glomérulaire, subissant une faible réabsorption, et s'accumulent dans le
lumen. lis contribuent donc & Yosmolarité urinaire. Le mannitol est le plus utilisé.

Parmi les trois dérivés xanthiques naturels (théophylline, théobromine, caféine) qui exercent
une activité diurétique, la théophylline reste le composé le plus utilisé (Fig. 09).

14
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'(|3H20H CHO
HO?-(IZ-H H-—"(!'J*“OH
HO—‘IE—H Ho—(IJ—H )
H—(|3—OH H_(lj_OH HyN—C—NH,
H—(IJ—OH H—(|:—0H
I
CH,OH CH,0H
Mannito! Glucose Urée
0 g O CH Q CHs
me, M) He, o H3C\N N
N .
)\ > )\ N> )\ N>
o’ N N o N o- N
CH CH; CH;
Théophylline Théobromine Caféine

Fig. 09 : structures chimiques des diurétiques osmotiques et des dérivés xanthiques.
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2. Les canaux potassiques :

2. 1. Généralités :

Les canaux ionigues sont des protéines membranaises qui assurent le passage de un
a cent millions d'ions par seconde. {ls jouent un réle essentiel, principalement dans e bon

- fonctionnement, et le maintien du potentiel de repos des cellules. Le potentiel d'action des
cellules nerveuses et musculaires apparait quand un canal ionique situé 3 Ia surface de ces
cellules est ouvert par un signal chimique envoyé par un neurone adjacent [24,25].

La structure etla fonction des canauxioniques sont demeurées longtemps méconnues, en
raison de leur [faible densité et du fait que ce sont des protéines membranaires intrinséques
qui se prétent mal a la purification. L'identification de ces protéines a débuté par les travaux de

‘Hodgkin et Huxiey qui publiaient en 1952 la premiére caractérisation des mécanismes ioniques
de I'excitation des cellules neuronales. Il fallut cependant attendre plus de 30 ans, avec ia mise
au point de la méthode du patch clamp, pour confirmer que les courants ioniques dans les
cellules excitables sont produits lors de I'ouverture et de la fermeture de protéines-pores qui
laissent spécifiquement passer des ions. Avec le déploiement spectaculaire des techniques de
clonage et de biologie moléculaire dans les années 90, les structures primaires de nombreux
canaux ioniques ont été identifiées [26].

Roderick Mackinnon provoqua la surprise dans I'ensemble de la communauté scientifique
lorsqu'il réussit, avec son équipe de recherche, a déterminer la structure spatiale d'un canal
sélectif aux ions potassiques en 1998. ces travaux ont permis pour la premiére fois, & I'échelle
atomique, pourquot les canaux potassiques peuvent si bien discriminer les ions K* des autres
ions et distinguer les processus de diffusion des ions dans un canal [27,28).

Les canaux potassiques et leurs modulations sont devenus récemment une cible attrayante
pour la recherche expérimentale et clinique. lls sont trés nombreux et forment la classe la plus
abondante des canaux ioniques, au moins 16 types et beaucoup plus de sous-types ont été
décrits jusqu'ici (tableau 02).

Les canaux potassiques ontune structure muitimérique comportant généralement 4 sous-
unités identiques a portant la fonction canal (pore ionique), associées a une ou plusieurs sous-
unités régulatrices transmembranaires ou cytosoliques. Chaque sous-unités a comporte
2,4,6, ou 7 hélices transmembranaires. La diversité structurale des canaux potassiques est
associée a une diversité fonctionnelle :

ceux intervenant dans la repolarisation sont dépendants du potentiel ; certains peuvent servir
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d'effecteurs lors de la stimulation de récepteurs membranaires couplés aux protéines G ;
d'autres sont réglés via la concentration cytosolique de Ca®* ou d'ATP [29,30].

Tableau. 02 : Principaux types et sous-types de canaux potassiques [27].

Type de , Conductance
canaux, ‘. Sous-types (pS)
- Canaux & redresseurs retardant (Ky) 5-60
Canaux (Delayed rectifier)
Potassiqlues - Canaux 2 rectification entrante (Kir)
. voltang- ~ (Inward rectifier) 5-30
dépendants - Canaux transitoires sortants (Ka)
(Transient outward rectifier) 2
+ « Canaux potassiques sensibles aux ions
, Ca':
- Canaux a grande conductance (BKc,) 100-250
Canaux | _Ganauxa moyenne conductance (IKc,) 18-50
potassiq‘ues - Canaux a basse conductance (SKc¢g) 10-14
Sensibles |
. Canaux potassiques régulés par des
li:::ds Ligands :
- - Canaux potassiques sensibles a 'ATP (Katp) 20-50
- - canaux potassiques modulés par l'acide /
: arachidonique et acides gras (Kaa)
+ - Canaux potassiques activés par 25.50
I'acétyicholine (Kach)

17
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2. 2. Modulation des canaux potassiques :

L'utilisation thérapeutique des modulateurs des canaux potassiques est un champ de
recherche en croissance rapide. Plusieurs composés naturels et synthétiques, qui modulent
I'ouverture ou la fermeture de ces canaux ont été identifiés.

2. 2. 1. Modulation endogéne :

Les canaux Karp sont modulés par la concentration intracellulaire de FATP, le canal est
fermé lorsque |la concentration en ATP est élevée, et s'ouvre quand la concentration devient
faible (31). D'autres ligands endogéne tels que le NO (monoxyde d'azote) [32], EDHF
{facteurs d’hyper-polarisation des dérivés endothélium), prostacycline, VIP (peptide intestinal

vasoactif), et le CGRP (peptide lié au géne calcitonine) ont également montré leurs efficacités
arelacherle mLscIe lisse vasculaire en ouvrant les canaux potassiques [33,34].

Quelques ligands telle que la Sérotonine, régulent essentiellement les canaux potassiques
neuronaux, des neuromediateurs (Acétylcholine, Adénosine, Somatostatine, GABA) activent
des récepteurs|spécifiques qui, a leur tour, modulent I'activité des canaux potassiques par des

mécanismes couplés aux protéines G [35,36].

2. 2. 2. Modulation exogéne :

Le fonctionnement des canaux potassiques a pu étre modulé par un certain nombre
de substances| exogénes, bloquant ou activant ces canaux et ont donc un potentiel

thérapeutique prometteur.

Les toxines natlurelles isolées a partir de plantes exotiques, et les venins de scorpions et de
serpents sont ‘des agents experimentaux sélectifs trés utiles dans l'identification de divers
sous-types de canaux potassiques.

L'apamine, une toxine polypeptidique isoiée a partir de venin d'abeille, bloque les canaux
potassiques a basse conductance régulés par le Ca*? SKc, des cellules musculaires lisses.
La charybdotoxine, isolée a partir de venin de scorpion, bloque les canaux potassiques a
haute conductance liés au Ca'’ (BKcs) dans le muscle squelettique, et le muscie lisse. La
dendrotoxine, is‘o!ée a partir de venin de serpent, bloque les canaux potassiques transitoires
extérieurs , impliqués dans la phase rapide de la repolarisation des neurones du systémes

nerveux central [37).
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Une grande v
potassiques.

ariéte de composés synthétiques sont capables de bloquer les canaux

Le clofilium, le sotalol et autres composés antiarythmiques de la classe III

(Fig. 10), connus par leur prolongement dela durée du potentiel d'action en retardant la
repolarisation par blocage des canaux a redresseurs retardant du muscle cardiaque [38,39).

X JGHCHs
CH,SO;N AQ—CHCHgNHCH(CHg,)z ~©—CH2(CH2)3—N ~—(CH,)sCH;

Fig. 10

CH,CH;

Sotalol
Clofilium

OCHyCHN(CoHs)

Amiodarone

Structures chimiques de quelques antiarythmiques de la classe III.

Les sels d'ammonium quaternaires, les aminopyridines, et les sulfonylurées sont des produits

qui bloquent les canaux potassiques régulés par FATP dans divers tissus. Récemment des
sulfonylthiourées ont prouvé leur pouvoir d'inhibition sélective des canaux Ksmp du muscle

cardiaque (Fig.

11) {40,41].

0
S
OCH; O N
o H;C SO,NHCONH(CHy);CH,
N

Cl

Fig. 11

Tobutamide
Glibenclhmide
OCH; O \\ // ~CHs
<j/l ’\/O\ocm

HMR 1883

: quelques bloqueurs des canaux potassiques ATP-dépendants.
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2. 3. Les canaux potassiques sensibles a 'ATP :

2. 3. 1. Introduction :

La fermeture ou Youverture des canaux potassiques sensibles 4 'ATP (Karp) dépend
de la concentration intracellulaire en triphosphate d'adénosine (ATP). lls existent dans une
variété de tissus ou ils assurent un couplage entre [l'excitabilité de la membrane et le
métabolisme énergétique de la cellule, et jouent un réle crucial dans différentes fonctions
cellulaires [42]!

Depuis la découverte des canaux potassiques sensibles & FATP dans les cellules du muscle
cardiaque en 1983 par Noma [43], des travaux ont prouvés que ces types de canaux sont
présents dans | différents tissus, y compris les cellules B-pancréatiques [44], les cellules du
muscle lisse vasculaire [45], les cellules du muscle squelettique [46], les cellules neuronates
[47), les mitochondries [48], et dans d'autres cellules non excitables.

Il est important de souligner que les canaux Karp de tissus différents peuvent avoir des
propriétés physiologiques différentes, cette diversité résulte en des différences dans la
composition moléculaire des canaux Kare. Ainsi dans les cellules B-pancéatiques fa sécrétion
d'insuline est liée au changement de la concentration de glucose dans le sang, dans les
myocytes, 'augmentation de lactivité des canaux Karp pendant l'ischémie peutles protéger
contre des dolmmages myocardiques par le raccourcissement du potentie d'action, dans les
cellules du muscle lisse vasculaire, ces canaux réglent la tonalité des vaisseaux, par contre
dans les cellules du muscle squelettiques, ils contribuent 4 l'augmentation du ﬂhx de
potassium et a la fatigue pendant des exercices sévéres. Leur rdle physiologique déns les
neurones est 1a modulation de l'activité electrique, et la contribution a la réponse lors d'une

ischémie oérét":rale [49,50,51}.

2. 3. 2. Structure des canaux potassiques sensibles a I'ATP :

L’équipe de Bryan réussit en 1995 a purifier le récepteur du glibenclamide d'une lignée
cellulaire déri\llée des cellules B-pancréatiques. La détermination de la séguence amino-
terminale de Ia| protéine et la réalisation du clonage et de I'expression fonctionnelle du géne
qui code pour le récepteur des sulfonylurées montre que fes canaux Kawe sont des protéines
hétéromultiméres composés de deux sous-unités : les sous-unités a qui forment le pore du
canal, les Kir, et les sous-unités B, les SUR, qui sont les régulateurs de Vactivités du- canal
(Fig. 12) {52].
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Les sous-unités Kir sont des membres de la famille des canaux" K’ inward rectifiers " et
possédent deux domaines transmembranaires (M1 et M2) en forme d’hélice a reliés par une
boucle repliée dans la membrane, les extrémités de la protéine sont intracellulaires [53].

Les canaux Kir présentent une rectification entrante, c'est-a-dire qu'ils conduisent mieux le flux
de potassium entrant dans la cellule que celui qui en sort. La famille Kir est composée de
groupes Kir1 a Kir7, seulement Kir6.1 et Kir6.2, donc les membres du groupe Kir6, font partie
des canaux Karp. Ily @ a peu prés 71 % d’homologie entre les acides aminés composant les
sous-unites Kir6.1 et Kir6.2 [54]. Le motif Gly-Tyr (Phe)-Gly, est déterminant pour la sélectivité
du canal au potassium. Les canaux Karp contenant Kir6.2 sont trés sensible a 'ATP : le site
d'inhibition de FATP est formé par les extrémités amino- et carboxy-terminales. Les canaux
Kare basés sur Kir6.1 ne sont que faiblement sensibles a 'ATP [55].

Fig. 12 : Structure octamérique (SUR/Kir6.x) des canaux Karp.

Les sous-unités SUR, pour " sulfonylurea receptor ", sont membres de la superfamille des
protéines ABC " ATP-Binding Cassette ", c'est-a-dire qu'elles possédent au moins un domaine
de liaison aux Mg-nucléotides. La protéine humaine SUR1 est composée de 1582 acides
aminés avec un poids moléculaire de 176 kDa [56].

La sous-unités B des canaux Karp, le SUR, contient 17 segments transmembranaires (STM)
qui sont groupés en trois domaines (DTM). Le DTM O est le domaine initial et contient
extrémité amino-terminale extracellulaire et les STM 1-5. Les domaines DTM 1 et DTM 2 sont
composés de 6 STM chacun (6-11, 12-17 respectivement) ainsi que de deux domaines de
liaison aux nucléotides, appelés NBF 1 et NBF 2 pour " nucleotid binding fold ", le MgATP
se fixe de préférence &8 NBF1 tandis que MgADP se fixe 4 NBF2 (Fig.13) [57,58,59).
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Le site récepteur des sulfonylurées et des ouvreurs se trouve, d'aprés des études récentes,
sur la surface intracellulaire du DTM 2 et notamment sur les STM 14-15 ainsi que sur la boucle
intracellulaire du STM 16 [60,61]. Des travaux utilisant la mutagenése dirigée ont permis
d'identifier en position 1238 'acide aminé déterminant I'affinité de SUR pour les sulfonylurées.
Le remplacement de la sérine 1238 dansle SUR pancréatique par une tyrosine (qui est
I'acide aminé correspondant dans les SUR cardiaques et vasculaires) réduit l'affinité pour
le tolbutamide d’'un facteur de 100. Ceci explique la sensibilité différente des canaux
pancreatique et cardiovasculaire envers les sulfonylurées (Fig. 13) [62,63].

SUR Kir6.2

TMD1 TMD2

TMDO

NH>

1((2]3(/4]|5 6 (|7 (/8] 9|10(|11 2([13|14| 15| 16([17 M1 2

eec || o
T Y
‘e ‘C§ 3
S 1238Y NH,  COOH
NBF2
MgADP

Fig. 13 : Topologie membranaire des sous-unités SUR/Kir6.2 des canaux Kyrp.

Acejour, on connait chez les mammiféres deux génes qui encodent la sous-unité SUR.
Le premier code pour le SUR pancréatique (SUR1), quiesttrés sensible aux sulfonylurées
et peu sensible aux ouvreurs (3 part le diazoxide) [54]. Le deuxiéme code pour le SUR des
muscles (SUR2), dont I'épissage alternatif donne deux isoformes (SUR2A et SUR2B) qui
ne différent que dans les 40 demiers acides aminés. SUR2A est le récepteur des myocytes
cardiaques et squelettiques, SUR2B celui des muscles lisses. Les récepteurs SUR2
différent du SUR1 par leur grande sensibilité aux ouvreurs et leur sensibilité basse pour les
sulfonylurées [64,65,66).
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Selon le tissu considéré, les canaux Karp sont formés par combinaison des sous-unités a
(Kir6.1 ou Kir6.2) et des sous-untés B (SUR1 ou SUR2), donnant des canaux de propriétés
électrophysiologiques et pharmacologiques distinctes. Le tableau 03 montre la composition et
les caractéristiques des canaux Karp dans différents tissus.

Tableau 03 : Composition et caractéristiques des canaux Kayp dans les tissus [67].

Composition Conductance
du canal ICso ATP  Unitaire (pS) Localisation Fonction

Cellules B Libération

SUR1/Kir6.2 30 uM 80 pancréatiques d'insuline
Neurones Neuroprotection
Cardiocytes Cardioprotection

SUR2A/Kir6.2 30 uM 80 Muscle squelettique

Anti-ischémique

Muscle lisse non

SUR2B/Kir6.2 30 uM 60-80 vasculaire Relaxation
Muscle lisse

SUR2B/Kir6.1 1mM 20 vasculaire Relaxation

2. 3. 3. Les canaux K, dans différents tissus et leurs modulations :

2. 3. 3. 1. Les canaux Karp dans les cellules B-pancréatiques :

Les propriétés fonctionnelles des canaux Karp ont été mieux caractérisées dans les
cellules B-pancréatiques ol I'activité de ces canaux est contrdlée par la concentration d'ATP
et d'ADP intracellulaire ou par le rapport ADP/ATP. En période de jetine, les canaux Kamp
des cellules B-pancréatiques sont polarisées (E=-70 a -60 mV), valeur proche du potentiel
d'équilibre du potassium Ex = -90 mV (donnée par I'équation de Nernst), elles se comportent
comme des cellules non excitables : elles n'engendrent pas de potentiels d’action et elles ne
sécretent pas d'insuline. Dans cette situation les canaux Kap sont ouverts.

Lorsque la glycémie s'éléve, fait schématiquement intervenir une augmentation de ['utilisation
de glucose par les cellules B du pancréas, avec une production accrue en ATP et une
diminution du rapport ADP/ATP conduisant & la fermeture des canaux Karp (Fig.14).

23



Analyse bibliographique Pharmacologie

Cette situation entraine une dépolarisation de la membrane qui permet I'ouverture des canaux
calciques voltage-dépendants. L'augmentation de la concentration du calcium intracellulaire
[Ca*?}; déclenchent I'exocytoses des granules de sécrétion et la libération d'insuline [68,69,70].
Les sulfonylurées (tolbutamide, glibenclamide) par leur liaison aux sous-unités (SUR1/Kir6.2)
des canaux Karp des cellules B, agissent par le méme mécanisme d'action du glucose.

En bloquant le canal, ces composés stimulent la sécrétion d'insuline et sont utilisés dans le
traitement de diabéte de type 2 (non insulino-dépendants).

Canal K;rp
Glucose SuU SUR1 Kir.2

I l I \ Dépolarisation

Métabolisme
l [ATP/ADP] I lCCVD
ATP' / Ca* G C3*?

QO(_?(D PRI

. y r - - -
& Sécrétion d’insuline

Fig. 14 : Fonctionnement et régulations des canaux Karp pancréatiques.

Les sulfonylurées ont une grande affinité pour le canal Karp pancréatiques (SUR1/Kir6.2).
Cette affinité dépend de la nature chimique de la sulfonylurée. Le tolbutamide, par exemple
(un composé de la premiére génération) a une affinité¢ moindre pour ses récepteurs que le
glibenclamide (un composé de la deuxiéme génération). En outre I'affinité¢ dépend du type
de tissus, le tolbutamide a 500 fois moins d"affinité pour SUR2 que pour SUR1 [71].

Un développement récent d’une nouvelle série de sulfonyithiourées, sur un modéle d'animaux,
montre un effet significatif pour la réduction de I'hyperglycémie.
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Le composé N-[(4-méthylphényl) sulfonyl]-N'-(2-éthoxypyrid-4-yl) thiourée est 3000 fois plus
efficace que le metformin (Fig. 15) [2].

OC,H;s
S
I /N
H;C SO,—NH—C—NH N

Fig. 15 : Structure chimique du N-[(4-méthylphényl) sulfonyl]-N'-(2-éthoxypyrid-4-yl)
thiourée.

Les canaux Kar des cellules B-pancréatiques sont modulés par toute une série d’hormones,
la plus connue d'entre elles est la somatostatine qui inhibe la sécrétion d’insuline.

La fixation de 'hormone sur son récepteur spécifique, active une protéine G (protéine qui fixe
le GTP) qui elle-méme provoque lactivation des canaux Kare. L'activation de ces canaux
parla somatostatine conduit a une hyperpolarisation qui réduit la probabilité d’ouverture des
canaux calciques voltage-dépendants et par conséquent l'inhibition de la sécrétion d'insuline.
Les nucléotides cytosoliques peuvent aussi moduler les canaux Karp. En plus de 'ATP, 'ADP
libre, le diadénosinopolyphosphate, le GTP libre et le GDP réduisent lactivit¢ du canal
Kare [72]. Le site de fixation pour ces inhibiteurs est localisé sur la sous-unité Kir6.2, plus
probablement dans la région proximale intracellulaire C-terminal.

Les complexes Mg*?-nucléotides stimule I'activité du canal Karp en présence ou en absence
d'ATP. Des études ont démontré que I'augmentation du complexe MgADP est le facteur
principal qui induit I'ouverture du canal en présence d'une quantité bloquante d’ATP. De ce fait
le complexe MgADP est considéré comme I'ouvreur physiologique du canal Karp [73,74].

2.3. 3. 2. Les canaux Karp dans les cellules des muscles cardiaque et squelettique :

Les canaux Karp existent avec une forte densité dans la membrane cellulaire du
muscle cardiaque. Dans les conditions normales ces canaux sont fermés, mais pendant
Fhypoxie ou lischémie la concentration en ATP intracellulaire peut chuter au dessous d’un
niveau critique et le canal devient actif, menant a un raccourcissement de la durée du potentiel
d'action, une perte cellulaire en K* et une accumulation des ions K* extracellulaire peut
s'observer, ceci suivi d'une repolarisation de la membrane qui réduit Finflux en calcium et par
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conséquent une réduction de la contractilité myocardique rendant le coeur susceptible a des
arythmies représentant un danger pour la vie (Fig. 16) [51].

Potentiel d’action Potentiel d’action
normal faible
Canal Karp ®  Canal Karp
ferme ouvert

(aTP)

o —

:'A—;;l IA_T_Pl
\_____*™® "ATP Normale \\ 4T | ATP bas ,/

Normal Hypoxielischémie

Fig. 16 : Fonctionnement des canaux Krp du myocarde.

L'apparition des arythmies dans les modéles ischémiques peut étre examinée en bloquant les
canaux SUR2A/Kir6.2. Heureusement, il existe des inhibiteurs efficaces pour ces canaux a
savoir les sulfonylurées et en particulier le glibenclamide [75]. En effet, le glibenclamide a
eté employé afin d'étudier les propriétés anti-arythmiques possibles et il a pu démontrer
qu'il diminue la fibrillation ventriculaire, cependant la drogue a un certain nombre d'effets
secondaires, telle que I'nypoglycémie. Par conséquent elle ne peut pas étre donné pour un
patient non diabétique. Le blocage sélectifs des canaux Karp cardiaques est considéré comme
étant une importante approche thérapeutique pour empécher de telles arythmies.

Récemment une nouvelle série de sulfonylthiourées, représentée par le HMR 1883 et son sel
le HMR 1098 (Fig. 11) ont été développé et sont des blogueurs cardiosélectifs des canaux
Kare, étant actuellement en cours de développement clinique [76,77]. Le HMR 1883, premiére
drogue inhibant les canaux Karp cardiaques sans production d’effets significatifs sur le glucose
du sang et le systéme cardio-vasculaire, a montré son efficacité pour la prévention de la
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fibrillation ventriculaire dans des animaux appropriés. Contrairement aux inhibiteurs des
canaux Karp, il ne montre aucun effet sur les paramétres électriques ou fonctionnels du

ceeur dans les ‘conditions normales [78,79,80,81].
Comme dans le muscle cardiaque, le canal Karr du muscle squelettique semble étre fermé
dans les conditions normales & moins que son probabilité d'ouverture soit augmentée par des

hormones, des drogues ou une diminution de réserves énergétiques [82].

2. 3. 3. 3. Les canaux Kap neuronales :

Dans le cerveau, les canaux Karp sont présents dans plusieurs régions notamment,
dans I'hypothalamus, dans le néocortex et dans Fhippocampe [83).
Les canaux KTLTP du systéme nerveux central (SNC) possédent classiquement la méme
sous-unité SUF|%1 combinée avec la sous-unité Kir6.2. lls sont impliqués dans le contrble de
Phoméostasie du glucose en régulant, par 'hypothalamus la sécrétion du glucagon par les
cellules a par un mécanisme assez semblable a celui de la sécrétion d'insuline par les cellules
B du pancréas/[84].
Le canal Kar| est connu comme un canal capable de moduler la sécrétion de certaines
hormones et neuromédiateurs, parmi lesquels des transmetteurs de type rapide comme le
GABA et 'acétylcholine. L'application des sulfonylurées stimulatrices de la sécrétion d'insuline
provogue aussli la sécrétion du GABA dans la substance noire. Lafermeture des canaux
Kare situés au niveau synaptique par le glucose ou par les sulfonylurées entraine une
dépolarisation des synapses, une entrée du Ca*?par les canaux calciques synaptiques et une
sécrétion de neurotransmetteurs [30].

2. 3. 3. 4. Les canaux Karp du muscie lisse :

Les canaux Karp ont été également identifiés dans les cellules du muscle lisse
vasculaire, ils sont formés de la sous-unité SUR2B combinée avec la sous-unité Kir6.1. Les
propriétés physiologiques et la sensibilité de ces canaux envers 'ATP ressemblent a ceux des
cellules B-pancréatiques. Cependant leur sensibilité aux sulfonylurées est inférieure 4 celle
des cellules B.| Dansle muscle lisse vasculaire, les canaux Karp ont une importance dans
le reglement du tonus de muscle. Il est encore peu clair, si ces canaux sont ouverts dans
les conditions physiologiques [85].

Les ouvreurs cjes canaux Karp relaxe les cellules du muscle lisse vasculaire et non vasculaire.
En raison de Ieiurs propriétés vasodilatatrices, ces substances réduisent la tension artérielle.
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2. 3. 4. Les ouvreurs des canaux K,p et leur affinité tissulaire :

Les canaux Karp sont activés par divers groupes de composés connus sous le nom

d'ouvreurs des canaux potassiques (PCOs).

Il existe une importante différence d'affinité aux canaux Karp dans les différents tissus.

Par exemple, Ié cromakalim est un bon ouvreur des canaux Kap du myocarde, par contre il est
faiblement actif sur les cellules B-pancéatiques. Le contraire est vrai pour le diazoxide qui est
connu comme étant un activateur des canaux Karp pancréatiques et moins actif pour ceux des
cellules cardiaques [86]. Mise & part le diazoxide et le cromakalim, les ouvreurs se lient de
préférence au |SURZB. Leur affinité pour le SUR2A est 3 2 4 fois plus faible et pour le SUR1
Fest encore beaucoup plus[87). Cela est d0 au fait que le canal Kap du muscle lisse
vasculaire cont%ent la sous-unité SUR2B qui se combine avec la sous-unité Kir6.1, qui n'est
que faibiementiinhibée par FATP.  L'ouvreur peut donc facilement surmonter cette inhibition,
par contre les autres muscles lisses et le coeur contiennent la sous-unité Kir6.2 qui est trés
sensible a TATP. En général, L'effet dominant des ouvreurs est une dilatation des vaisseaux
artériels sans |effet sur les muscies lisses non vasculaires et le cceur. Plusieurs familles
d'ouvreurs de canaux Karp ont été développées, leur classification étant basée sur la structure
chimique [88,89).

2. 3. 4. 1. Dérivés de P'acide nicotinique :

Cette famille d’agonistes des canaux Karp est représentée par le nicorondit (Fig. 17),
un vasodilatateur coronaire, qui a été le premier médicament connu en 1984 pour lequel on a
démontré une hyperpolarisation des muscles lisses et une augmentation de la perméabilité de

la membrane cellulaire aux ions potassium, il est largement répondu dans le traitement de

Pangine de poitrine.

o)
N7Z N \NOZ

r
™ H

Fig. 17 : Structure chimique du nicorondil.
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Le nicorondil posséde deux mécanismes d'action indépendants, d’une part I'activation directe
des canaux Kap et d'autre part I'augmentation du GMP cyclique qui est causée parle
groupement nitrate de la molécule. Le nicorondil peut exercer une action anti-arythmique dans
plusieurs modélles d’'animaux et chez ’homme, cependant Peffet cardioprotectif du nicorondil
dans l'ischémie du muscle cardiaque doit attirer la plus grande attention [49].

2.3. 4. 2. Les benzopyranes :

Le prototype de cette classe d’ouvreurs des canaux Karp est le cromakalim ou le
BRL 34915 (Fig. 18). Il présente une bonne affinité pour les canaux Karp cardiaques avec
pour effet le raccourcissement de la durée du potentiel d'action et de la période réfractaire, et il
relaxe les muscles vasculaires lisses [51,90).

Fig. 18 : Structure chimique du cromakalim ($).

Le cromakalim| est le premier composé développé par synthése en 1986 spécifiquement

comme ouvreur des canaux Kare. Du pointde vue chimique cette molécule présente deux
centres d’asymlétrie. L'activite biologique réside dans la forme (-)-3S,4R qui est connu par
son nom générique levcromakalim, les autres énantioméres sont beaucoup moins efficace.
Plusieurs analogues du cromakalim ont été synthétisés [90,91,92] (Fig.19).
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Fig. 19 : Structures chimiques de quelques benzopyranes.

2. 3. 4. 3. Les cyanoguanidines :

Le pinacidil, un antihypertenseur, est une pyridine substituée par une cyanoguanidine
en position 4, appartient également au groupe des ouvreurs des canaux Karp (Fig. 20). Cette
substance existe sous forme d'un mélange racémique, dont I'activité biologique réside surtout
dans 'énantiomeére (-),R. Dans les cellules du muscle lisse, il a montré un efflux de potassium
& des concentrations basses, et active les canaux Karp des cellules B-pancréatiques, des
neurones et aussi bien ceux du coeur {85,90].
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Fig. 20 : Structure chimigue du pinacidil.

En plus du pinacidil, d’autres cyanoguanidines plus efficaces ont &té synthétisées comme le
P1060 et te P1075 (Fig. 21).
Le P1075, un isomére du pinacidil, qui ne posséde pas de centre d’asymétrie, est I'un des plus

puissants activateurs des canaux Karp. Il est environ 30 fois plus puissant que le pinacidil et
relaxe fortement les vaisseaux sanguins [85).

7
H H

Fig. 21 : Structure chimique de P1075.

|
2. 3. 4. 4. Les thioformamides ;

Les ¢
Kare (Fig. 22).
d'oxydation de

érivés de thioformamide sont une nouvelle classe d'activateurs de canaux
Des études conduisant & la découverte du RP 49356 indiquent que I'état
I'atome de soufre et la stéréochimie, sont deux facteurs critiques pour I'activité.

Le RP 49356 encore appeié apricalim a une activité comparable a celle du cromakalim [93).
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Fig. 22 : Exemples de thioformamides.

Le remplacement de la fonction sulfoxyde par une fonction oxime a conduit au dérivé
RP 61674 qui s'est révéié étre 500 fois plus actif que le RP 49356. Le remplacement de la
pyridine par des phényles substitués ne modifie pas I'activité de la molécule, par contre une 3-
quinoline la rend 4 fois plus active [93].

2. 3. 4. 5. Les benzothiadiazine-1,1-dioxydes :

Cette famille d’activateurs est illustrée par le diazoxide (Fig. 23), connu par son
action antihypertensive et son effet hyperglycémiant. Du point de vue chimique le diazoxide
ressemble aux diurétiques thiazidiques, en revanche son mode d’action antihypertensif est tout
a fait différent des composés thiazidiques. En fait cet effet se produit juste aprés une injection
intraveineuse, a l'opposé des diurétiques thiazidiques qui exigent une plus longue période a
agir puis exercer un effet antihypertensif plus prolongé. Le diazoxide est vasodilatateur
puisque son effet est li¢é & une augmentation du rendement cardiaque et une diminution des
résistances périphériques totales. Il exerce également une action relaxante sur d'autres types
de cellules musculaires [17].
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Fig. 23 : structure chimique du diazoxide.

L'effet hyperglycémiant du diazoxide résulte d'une inhibition de la sécrétion d'insuline, cela est
expliqué par 'activation des canaux Karp des cellules B-pancréatiques qui diminue Finflux du
calcium nécessaire la sécrétion des granules d'insuline.

Plusieurs analogues de diazoxide ont été synthétisés dans ie but d'étudier leur activité anti-
hypertensive et les propriétés vasorelaxantes. Les plus importants de ces composés sont le
BPDZ 154, le NNC-55-9216 ou BPDZ 216 etle BPDZ 73 (Fig. 24). Le NNC-55-9216 est un
activateur sélectif du canal SUR1/Kir6.2 des cellules B, il n'a aucun effet surle SUR2A/Kir6.2
et SUR2B/Kir6.2 des cellules cardiaques et vasculaires, il peut s'avérer utile pour des études
de mécanisme moléculaire d'action des PCOs [94). '

Dans des essais de criblage, le NNC-55-9216 était un inhibiteur de la sécrétion d'insuline
plus efficace qde le diazoxide. Cette inhibition dépend de la présence du complexe MgATP
intracellulaire, il n’a aucune action myorelaxante significative sur les aortes de rat in vitro. Le
BPDZ 73 provoque une augmentation considérable de la concentration du glucose dans le
sang, plus importante que celle du diazoxide, par contre les propriétés vasorelaxantes du
BPDZ 73 sont moins prononcés que celles du diazoxide [95,96,97].
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Fig. 24 : Structures chimiques de quelques analogues du diazoxide.

Le remplacement du cycle benzémque par une pyridine a conduit a8 de nouveaux composés
pyndo-thladlazmes (Fig. 25), qui ont été synthétisés pour tester leurs effets possibles comme
ouvreurs des canaux Kare. La plupart de ces composés ont une faible activité sur les cellules B
du pancréas, par contre ils ont des propriétés vasorelaxantes trés claire [4,5,98,99,100,101].
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Fig. 25 : Structures chimiques de quelques pyrido-thiadiazines.
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1. Les benzothiadiazine-1,1-dioxydes :

1. 1. Propriétés physico-chimiques :

Les benzothiadiazine-1,1-dioxydes se présentent sous forme de poudres ou de cristaux
blancs, ou créme, inodores, de golt légérement amer, et stables méme aprés chauffage
prolongé (02 semaines) & 60°C. Il sont trés peu solubles dans l'eau, assez solubles dans
I'éthanol, solubles dans l'acétone et dans les solutions diluées d'hydroxydes alcalins [102].

Les benzothiadiazine-1,1-dioxydes présentent des bandes d'absorption intenses dans la
spectrométrie ultraviolette dues aux présence des cycles benzéniques et des groupements
sulfoxydes et 3|la double liaison C=N.

Dans la spectrométrie infrarouge, les bandes caractéristiques des benzothiadiazines résultent
de la présence|des groupements suivants :

« NH, NH,, correspondant & une fréquence de 3100-3400 cm™.

« C=C, C=N (hétérocycie), correspondant & une fréquence de 1520-1600 cm™.

« SO,, correspondant A une fréquence de 1100-1350 cm™.

L'identification des benzothiadiazines se fait par les méthodes usuelles & savoir :

+ Mise en évidence de la fonction sulfonamide par chauffage avec une solution d’hydroxyde
de sodium et dégagement des vapeurs ammoniacales, qui bleuissent le papier de tournesol
rouge, puis acidification du milieu et formation du dioxyde de soufre, qui noircit un papier
filtre imprégné d’une solution de nitrate mercureux.

* Mesure du point de fusion.

* Détermination du rapport frontal par chromatographie sur couche mince et le comparer avec
une substance de référence.

« Interprétation| des spectres obtenus par la spectrométrie UV-VISIBLE, IR, 'H RMN, "°C RMN.
* Analyse élémentaire et comparaison avec les résultats calculés [13].
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1. 2. Méthodes de synthéses :

La synthese de 'hétérocycle 1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde se fait par condensation
d'un ortho-aminobenzénesutfonamide avec des dérivés d’acides carboxyliques pour donner des
ortho-{N-acylamino)-benzénesulfonamides, suivie par une cyclodéshydratation en milieu acide,
basique, ou par simple fusion. Lorsque des aldéhydes sont utilisés & la place d'acides
carboxyliques ou de leurs dérivés, en milieu acide, le produit de la réaction est une 3,4-dihydro-
1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde.

L’ortho-aminobenzénesulfonamide est obtenu par une chlorosulfonation d'aniline par l'acide
chlorosuffonique, puis par action d'une solution ammoniacale concentrée (schéma 03) [99].

~ CISO;H SO,Cl1 NH, Z SO,NH;,
. \NH .
2 NH2 NHZ

Schéma 03

Cette méthode permettra la formation d’'isomére en position para, et elie a linconvénient
d'utiliser un produit dangereux, I'acide chiorosulfonique [103].

Les differentes voies de synthése aboutissant aux dérivés de 1,2,4-benzothiadiazine-
1,1-dioxydes & |partir d'ortho-aminobenzénesuifonamides sont les suivantes :

1. 2. 1. Condensation avec les acides carboxyliques :

La réaction se produit dans un excés d'acide carboxylique a reflux, en présence d'une
quantité catalytique d’acide sulfurique concentré (schéma 04) [04].
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,
'
~
/
;
=0
|
z
I—Z
=

Schéma 04
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Dans un prerqier temps le produit se dissout, puis un précipité blanc identifié¢ & 1'amide
intermédiaire apparait, ce dernier disparait aprés un certain temps pour laisser place a un
deuxiéme préci‘pité qui correspond au produit cyclisé voulu.

1. 2. 2. Condensation avec les anhydrides carboxyliques :

|.a réaction est catalysée par 'acide carboxylique d’ol dérive Fanhydride, et par 'acide
sulfurique concentré, ou par la pyridine, I'étape de cyclisation se fait indifferemment en milieu
acide ou basique (schéma 05) [101,104].

O \}S
SO2NH2 (R]CO)]O
R ———-;——b R
H : N R;

NH;

N
/\o

Z

Schéma 05

1. 2. 3. Condensation avec les chlorures d’acyles :

La condensation des chlorures d'acyles se fait dans un solvant a reflux, les solvants
utilisés sont le benzéne, le toluéne. Dans le cas des aminobenzénedisulfonamides insolubles
dans ces solvants, on utilise le tetrahydrofurane ou ie dioxane anhydres. La premiére étape de
condensation permet la formation d’'un amide intermédiaire. L'étape de cyclisation de 'amide se
produit par fusion, ou par chauffage en solution acide ou basique (schéma 06) [4,6].

0
SO,NH, SO,NH, \\S/./\
R@( RICOCI o g o Chaufbge N
———— e
I
NH, THF }ﬁ C—R Acide ou Base N/lkRi
I
H H

Schéma 06
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1. 2. 4. Condensation avec les aldéhydes :
Deux voies de condensation sont possibles :

1. 2. 4. 1. A partir d'un aldéhyde par la méthode indirecte :
La cyclisation conduit au composé 3,4-dihydro-1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde en

présence d'un acide concentré [104], ou par chauffage a reflux dans le chlorure d’ammonium
et le diméthytformamide pendant une heure (schéma 07) [105]. |

Ce demier est|oxydé par le permanganate de potassium pour donner le 1,2,4-benzothiadiazine-
1,1-dioxyde voulu [106}.

O o 10)
SO,NH, 7 3%
R R,CHO N KMnO, N
—eee= R /%H -_ R J\
H+
NH, | Ry | Ry
H H
Schéma 07

1. 2. 4. 2. A partir d’un aldéhyde par la méthode directe :

Par |:ondensation de l'aldéhyde dans le diméthylacétamide (DMA) comme solvant, en
présence de bisulfite de sodium & 150°C (schéma 08) [105].

O 4,0
SOzNHZ \}S\
R,CHO/DMA N
R- » R /U\
NH, NaHS0;/150°C

Schéma 08

1. 2. 5. Condensation avec les orthoesters :

Cette méthode est trés commode pour synthétiser les 3-alkyl-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-dioxydes, cependant, elle est limitée aux groupes alkyls peu complexes, et d'autres réactifs
que l'orthoester sont souvent préférés (schéma 09) [102].
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0 /O
SONH, R,C(OEt); §S\N
e - L
NH, 1? R
H

Schéma 09

1. 2. 6. Cyclisation & partir d’ortho-nitrobenzénesulfonamide :

L'action de [l'ortho-nitrobenzénesulfonamide sur un chlorure d'acyle ou un anhydride
d'acide carboxylique, en présence d’hydroxyde de sodium, ou dans la pyrdine conduit a
I’ortho-nitrobenlzénesulfon—(N—alkyl)amide avec de bon rendements. La réduction de ce demier
par le fer en milieu HCI concentré, foumnit le 3-alkyl-1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde par
cyclisation in situ (schéma 10) [108].

SO;NH, VE SO,NHCOR,
R—@( OO e & _Femer ‘<I
NO, ou(R;COX0/Base 0, 2) H JJ\

Schéma 10
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2. Les sulfonylthiourées :

2. 1. Propriétés physico-chimiques :

Les sulfonylthiourées sont des solides cristallins. La présence du radical sulifamoyl leur
confére des propriétés acides. His se dissolvent dans les alcalis avec formation de sels stables
qui se cristallisent sous forme de solides brillants, de points de fusion définis, par I'addition
d'alcool sur leurs solutions concentrés [109).

La solubilité des sulfonyithiourées dans 'eau et dans les solvants organiques change avecla
complexité de |leur structure : les sulfonylthiourées non substituées peuvent souvent étre
cristallisées dans I'eau bouiliante ; les sulfonylthiourées contenant des substituants additionnels
sont habituellement solubles dans les solvants polaires [110].

Dans des conditions appropriées, les sulfonyithiourées sont hydrolysées en sulfonamides.
Les N-carbe!h?xysurfonylthiourées. subissent une hydrolyse par un chauffage prolongé a
150°C dans 15% d'une solution d’ammoniaque alcoolisée (schéma 11) [111].

NH
CH3CH,O0COSONHCSNH, ——» CHyCH,0COSO,NH,

Schéma 11

Les sulfonyithiourées peuvent étre converties en thiazoles substitués par les méthodes usuelles.
L'action d’'une sulfonyithiourée sur le 1,2-dichloroéthyiméthylcetone dans l'acétate de sodium
aqueux donne une sulfathiazole (schéma 12) [112].

I _ HaN HsC N
CH3—C—CIIH—(|3H2 + C—NHSO,R —
Cll ¢ g CH,C S° 'NHSO,R
Schéma 12
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2. 2. Méthodes de synthéses :

La plupart des méthodes de synthéses sont applicables a la préparation d'urées
et des thiourées[113]. Des voies d'acces aux sulfonyithiourées plus commodes ont &té
développees.

2. 2. 1. Synthéses a parfir des sulfonamides :

2. 2. 1. 1. Interaction avec les isothiocyanates :

La condensation des isothiocyanates avec les sulfonamides est une méthode
générale pour la préparation des sulfonylthiourées. C'estune conversion des amines en

thiourées par une agitation prolongée & température ambiante, avec des isothiocyanates
aliphatiques ou; aromatiques, dans différents solvants tels que I'acétone, I'éthancl, le DMF, etle
DMSO, en présence d'une base (schéma 13) {114].

NaH n
RSO,NH, + R,NCS ——>  R{SO,;NH-C—NHR,
DMF

Schéma 13

Cette condensation est facilitée par la grande réactivité des isothiocyanates (leur toxicité
élevée constitue un handicaps lors de leur utilisation industrielle} [13].

Les sulfonylthiourées ont été produites avec d’excellents rendements quand lisothiocyanate est
ajoutée au sel|de sodium du suifonamide. La réaction se fait en 2 heures a température
ambiante (schéma 14) [115].

S
i _ Il
R;SO,NHINa" + R,;NCS —— » R;SO,NH—C—NHR,

Schéma 14
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2. 2. 1. 2. Interaction avec I'acide isothiocyanique :

Lorsque le para-aminobenzénesulfonamide est condensé avec F'acide isothiocyanique
la para-sulfonainidophenylthiourée est formée, le groupement sulfonamide reste inchangé dans
ces conditions|(schéma 15).

S
T [}
HZN—<:/>-—SOZNH2 + HNCS ——» HgN—-C—NH‘@—SOzNHZ

Schéma 15

Les sulfonamides se condensent avec I'acide isothiocyanique en milieu neutre ou alcalin, mais
la réaction est|plus lente qu'avec les amines (schéma 16){116,117].

R;SO;NH; + HNCS ——» R;SO,NHCSNH,

Schéma 16

2. 2. 1. 3. Interaction avec les thiourées substituées :

l.e caractére acide du groupement sulfonamide, nécessite la présence d'une base.
La réaction se fait par chauffage proiongé d’'un mélange de sulfonamide et de thiourée
substituée dans le DMSO en présence d’'un excés de NaOH (schéma 17) [102).

S S
I NaOH I
R1SO:NH; + HoON—C—NHR; —— R{SO;NH—C—NHR;
DMSO
Schéma 17

2. 2. 1. 4. Interaction avec le disulfure de carbone et une amine :

La réaction se passe en trois étapes :
La condensation de disulfure de carbone sur un sulfonamide approprié en présence d'une base
a température ambiante permet la formation du sel sulfonyliminocarbodithicate de potassium
(schéma 18).
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RiISONH; + CS; ——»  RySO,—N=C/

Le sel obtenu

. o ©
2KOH S, K

e @ * 2HO
S. K
Schéma 18

est transformé en sulfonyl-méthylmercapto-thiocarbamate par I'ajout de l'iodo-

méthane dans le méthanol (schéma 19).

R1SO;—N=C

@

K CH30H 3

@ + CHl ———>  R{SO,;NH—C—SCH;
K

rd

<)
S,
. ©

S,

Schéma 19

Enfin le thiocarbamate est transformé en sulfonylithiourée par l'addition d'une amine appropriée

(schéma 20) [1

R4

2.2.1. 5. Inter

i8],
1] H
SO;NH—C—SCH; + RNH; — »  R;SO,NH—C—NHR;

Schéma 20

action avec le disulfure de carbone et le chloroformiate d’éthyle :

Lar

éaction entre un sulfonamide et le disulfure de carbone en présence d'une base

conduit au sel sutfonyliminocarbodithioate de potassium. Ce demier est traité par le chloro-

formiate d'éthyle pour donner un sulfonyl isothiocyanate intermédiaire qui se condense avec une

amine appropriée (schéma 21) [41].
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o)
2 KOH S, K |
RiSO;NH, + CS; RiSO;~N=C( g o * 2 H0
e @
S .K il
RiSO;—N=C_ 5 o + CFC—OCyHs —— R;SO,NCS
S K .

RiSO,NCS  + RyNH,

2. 2. 2. Autres voies de synthéses :

2. 2. 2. 1. Synthése a partir des sulfonylcyanamides :

cyanamide a 1

R4S

il
R1SO;NH—C—NHR;

Schéma 21

Le chauffage prolongé d'un mélange de sulfure d’hydrogéne et d'un sulfonyl-

00°C conduit au sulfonyithiourée (schéma 22) [119].

OoNHCN + H,S — R{SO,NHCSNH;

Schéma 22

2. 2. 2. 2. Interaction entre une sulfonyithiourée et une amine :

La réaction d’'une sulfonylthiourée non substituée avec une amine fournit sous

|
certaines conditions une autre sulfonylthiourée plus substituée (schéma 23) {120].

R{SO;NHCSNH, + RoNH; ——»  R;{SO,NHCSNHR,

Schéma 23

Ainsi, le chauffage prolongé de l'acétyisulfonyithiourée avec le chiorhydrate de benzylamine

dans [I'éthanol,
thiourée [120].

ou dans la diméthylamine, suivi d’'une hydrolyse produit la 3-benzyl-1-sulfonyl-
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Partie expérimentale Synthése des molécules

1. Synthése des molécules :

1. 1. Stratégie de synthése :

Rappelons que notre objectif dans ce travail est la synthése de dérivés de 'hétérocycle
1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxydes et le greffage d'un synthon sulfonylthiourée sur cet
hétérocycle. Une analyse retrosynthétique montre qu'ils existent au moins deux voies de
synthése (voir schéma 24).

[ i Oo. 0
eoe
Cl If)‘J,\Rl
H

0y /0 A
HzNozsI/IS\N Rz—}ll\I—C-g-HN-QS:EIsozNHz
o N)éj\Rl Cl NH,

b

H;NO,S SO,NH,
Cl: : jNHZ
Molécule de départ

Schéma 24

La voie A consiste en la formation de I'hétérocycle 1,2,4—benzothiadiazine-1,1-dioxyde,; puis
la fixation du synthon sulfonylthiourée (02 étapes de synthése). '
La deuxiéme voie (voie B) est la fixation de la chaine sulfonylthiourée sur la molécule de

départ, puis construire I'nétérocycle, or la molécule de départ comporte plusieurs sites réactifs
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{un groupe amine et deux groupes sulfamoyles) et la fixation d'une seule fonction
sulfonyithiourée nécessite la protection des autres sites réactifs, autrement dit réaliser
plusieurs étapés réactionnelles avant d'arriver aux produits finaux, ce qui diminue les

rendements des réactions. Pour ces raisons notre choix de synthése s'est porté sur la

premiére voie. Cette méthode est inspirée

1. 2. Schéma de synthése des mol

de travaux antérieurs [4,5,6].

écules :

X
Cl NHCOR,

SO,NH,

OHM,0

H,NO,S., SO,NH, H,NO,
:@ R,COCI
————
o NH, THF
1
= n
RCO,HM,SO,
ou
(R{C0),0/RCO,H
0.0
HNO,S 7

N
A

|
H

12, 13, 4

|

DNaOH/DMSO
S)R,NCS

Schéma 25
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Le schéma 25 rEnontre que nous avons commencé par la préparation de I'hétérocycle 4H-
1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde & partir du 4-amino-6-chloro-1,3-benzénedisulfonamide (1)
par deux méthodes :

La premiere méthode consiste a préparer le 6-acylamino-4-chloro-1,3-benzénedisuifonamide
(11) par chauffage a reflux du 4—amino—6-chloro-1,3—benzénedlisulfonamide (1) avec un chlorure
d'acyle appropnié dans le THF, puis cycliser le produit intermédiaire par chauffage en milieu
basique aqueux pour donner le 3-aryl (alkyl) -6-chloro-4H-7-sulfamoyl-1,2 4-benzothiadiazine-
1,1-dioxyde (12,13,14).

La deuxiéme m‘éthode permet de condenser un acide carboxylique seul en présence d'acide
sulfurique concentré comme catalyseur avec le 4-amino- 6-chloro-1,3-benzénedisulfonamide
(1) pour obtenir hétérocycle sans nécessité d'isoler le produit intermédiaire. L'utilisation de
l'anhydride d'acide rend la réaction plus rapide vue la grande réactivité des anhydrides par
rapport aux acides carboxyliques correspondants.

Dans cette pfemiére étape nous avons préparé trois composés intermédiaires ( tableau 04),

les reéactions sont totales ( pas de tache des réactifs sur la plague de chromatographie sur
couche mince), et les rendements sont trés bons.

Tableau 04 : composés intermédiaires synthétisés.

Comqosé R4 Rendement (%)

12 H 80
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Le greffage du synthon
des isothiocyanates

sulfonylthiourée sur le groupement 7-sulfamoyle se fait par ['utilisation

appropriées. L’hétérocycle 1,2 4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde est

transformé en sel par 'ajout du NaOH solide dans le DMSO anhydre. Ce sel est traité par

des isothiocyanates a température ambiante pendant 24 heures (schéma 26). Il est é;noter

qu'avec certaines
chromatogramme sur

isothiocyanates la réaction donne plus d'un produit d'aprés

le
couche mince. Nous avons utilisé [isothiocyanate de phényle et

I'isothiocyanate de méthyle.

» Mécanisme de la

0 O

\\//

MI"

réaction :

0O

\\// 0 N/—\
i : : 2 RN5C=S

O,N,
H —--—'—P

Cl

S

S 1
o_ .0

0. 0 /\G A N
Z\N/[LN 0,8 \\S{( H@ Ry,—N ITIOzS S\N

| | N H :

H H -
cl N7 R c R
H
Schéma 26
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Le tableau 05 rassemble les composés finals préparés.

Tableau 05 : Composés finals synthétisés.

Yo
Cl NLR]

O'/O

I

H
Composé R, R, Rendement(%) | Formule brut

F1 H CH; 70 CoHyCIN4O4S;
F2 H Cells 8 C14H; 1CIN4O4S;
F3 75

CH; CH; C10H;1CIN4O4S;
F4 80

CeHs CH; C15Hj3CIN4O4S5
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1. 3. Etude spectrale des composés synthétisés : |
Aprés élaboration des composés cibles, plusieurs méthodes d’'analyses spectrales ont
été utilisées pour confirmer les structures chimiques obtenues. ‘

Les composés synthétisés ont été purifiés par recristallisation dans un mélange Acétone / Eau.

Les spectres infrarouge des composés intermédiaires et finals ont permis d'identifier les
bandes caractéristiques des groupements fonctionnels présents :

- Vibrations \d'élongations des liaisons N-H a des fréquences de 3200-3350 cm™. Un autre
pic est obs‘ervé a une fréquence de 3550 cm™' dans les spectres des composés finaux

correspondant & la vibration d’élongation des liaisons N-H de la fonction sulfonylthiourée.
- Vibrations d'élongations du groupement SO, situées entre 1160 et 1350 cm™.
- Vibrations d'élongations des liaisons C-H des cycles aromatiques entre 3000 et 3100 cm™’
et celles des liaisons C - H aliphatiques entre 2850 et 3000 cm™ (Fig. 26, 27).

/n | ﬂ' |
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w
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7 | I
E /
AT |
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Fig. 26 : spectre infrarouge du composé 12.

51




I
3

Partie expérimentale Synthése des mo!écules

# A 8

8

&

NIAN

{ v (CHamm) |’
{ J— 3000- 3100

I

\;(NHI) | v(SO2)
3200-3550 Co 1160-1350 |

" : N ! ) !
L LELILALI TrTY TTT'IT'T]IIIIIIIII‘ T LELILIR ] LELELEL TET LIL LI LILELE] LILELI] 'IIII'IYIIIIIIIII.lUIII

300 O OO0 A0 FWO M0 2100 1980 1800 188 150 13 130 1080 800 = &0

8

B

N

-
t

-y
(=]

f -3
lllllll b 111 3 i 11 | T I Ill]ill]] Lilli.l Li L.l
|
-"-'I-__
i
e
-
]
—_—

430
e

Fig. 27 : spectre infrarouge du composé F4,

Les spectres 'HRMN des composés synthétisés présentent les signaux de résonance de

protons sous forme de singulet, doublet et triplet avec les déplacements chimiques spécifiques

et les intégrales correspondants (Fig. 28,29).

L'interprétation |des spectres révéle ia présence de trois types de proton :

- Les protons aliphatiques (groupement CH3) apparaissent sous forme d'un singulet a environ
2.84 ppm avec une intégrale de 3.

- Les protons aromatiques et hétérocycliques dans l'intervalle de 7.6-8.1 ppm.

- Les protons de groupe (N-H) de 'hétérocycle et de la fonction sulfonylthiourée apparaissent

sous forme de §ingulets dans lintervalle de 8.1-12.0 ppm.

Les spectres 13(|2 RMN permettent de confirmer les structures des composés synthétisés tel

que chaque carbone de molécule est présenté sous forme de pic.
Le plus important de ces spectres est Papparition de pic du groupe (C=S) a 178 ppm (Fig. 30).
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Fig. 28 : Spectre "H RMN du composé F4.
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Fig. 29 : Agrandissement de la zone des protons aromatiques.—

53



"p4 @sodwod np NIWY 9, 3#39eds : o¢ *Bi4

fa o]
1 ]
] ta
1 rs
- 4
37 ir
o F
o -] 2
1 i78.56 con
-
-
54
o
s W
& -]
o
156.13
- =
w 4,
[+
3 s
- qE L]
2 r_ 140.18 ©
1 134.70
= 133.91
i -L_ . — 131.67
° 12849
128.96 ~
5 ——121.59 &
e ———119.75 R;
) o
o
2 : 2
o3
(=3 . .
g_
2
""—
Q
o J
[~}
24 .
@ 40.58
40.37
46.17
s e 359,96
39.75
39.54
g_ . \39-33
31.96
n
[=]
=4
o .
EE
SaOPIoW S3p aSIYAS E BRI ED EEIN




Partie expérimentale Synthése des molécules

1. 4. Partie expérimentale :

1. 4. 1. Matériels et méthodes :
1. 4. 1. 1. Réactifs et solvants utilisés :

Nous|avons utilisés pour la préparation des molécules intermédiaires et finales les
réactifs suivants :

= Le 4-amino-6-chloro-benzénedisulfonamide.
- Acide formique.

— Anhydridé acétique.

== Chlorure de benzoyle.

== |sothiocyanate de méthyle.

- |sothiocyanate de phényle.

Les solvants utilisés dans les différentes étapes réactionnelles et pour la recristallisation des
composés synthétisés, ainsi que ceux utilisés comme phase mobile dans la CCM sont :
m Acide acétique : solvant de réaction.

s THF : solvant de réaction.
n DMSO : solvant de réaction.
m Acétone : solvant de recristallisation.
m Eau distillée : solvant de recristallisation.

|
= Acétate d’tléthyle : phase mobile.
u Ether éthylique : phase mobile.
m Méthanol : Phase mobile.

1. 4. 1. 2. Méthodes d’analyses et matériels utilisés :

Nous|avons utilisés les méthodes physico-chimiques d'analyses suivantes pour
confirmer les structures des composés synthétisés :

a- Spectrométrie infrarouge IR :

Les analyses ont été réalisées en milieu solide et échantillon a été préparé sous forme
de pastille diluée & 2% dansdu KBr, avec un appareil FTIR-8400 S, CE (SHIMADSU) au
laboratoire de phytochimie et de pharmacologie de I'université de JIJEL.

55




Partie expérimentale

b- Spectromét

Synthése des moiécules

rie de résonance magnétique nucléaire RMN :

Les spectres RMN du proton et de C13 ont été enregistrés a 500 MHz sur un appareil

(BRUCKER) 2
de pharmacie
préparés dans |
ppm (5).

Les abréviation

suivantes :
s : singulet
d : doublet

t : triplet

m : muttiplet

température ambiante au laboratoire de pharmacochimie moléculaire de 'UFR
(Université Joseph Fourier, Grenoble - France). Les échantillons ont été

e DMSO deutérié (DMSO-dg). Les déplacements chimiques sont exprimés en

s conventionnelles utilisées pour linterprétation des spectres RMN sont les

¢- Chromatographie sur couche mince CCM :

Touts les produ

its de réactions ont été contrbiés par la chromatographie sur couche mince,

avec comme phase stationnaire le gel de silice déposé sur un support en afuminium
(MERCK 60 Fz,r,|4).

1. 4. 1. 3. Désignation des composés synthétisés :

Les

composés intermédiaires sont désignés par la leftre | en majuscule

(I : intermédiaire), suivie par un chiffre arabe (12, I3, 14).

Les composés

finaux sont désignés parla lettre F en majuscule (F:final), suivie parun

chiffre arabe (F1, F2...).
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1. 4. 2. Modes opératoires relatifs aux composés intermédiaires :

»>» 6-chloro-4H-7-sulfamoyl-1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde 12 :

2g (7 mmol) de 6-amino-4-chioro-3-sulfamoyl-benzénesulfonamide sont chauffés a reflux
pendant 5 heures dans 20 ml d'acide formique en présence de 2ml d'acide sulfurique

concentré. Le

IR (KBr 2%, v (l.

précipité formé est filtré puis lavé a l'eau et séché.

HNOsS. 2 S(N Recristallisation : Acétone/ea.
Rendement : 90 %.
T :

H Point de fusion : 342-343°C {116).
R;: 0,5 dans 'AcOEt/Ether (2/1).

m™) : v (NH) = 3250, 3350 ; v (SO,) =1180,1190,1260,1320 ; v (C=N) = 1630.

'HRMN (500 MHz, DMSO-dg, 5 ppm): 7,46 (1s, 1H, CH aom) ; 7,67 (15, 2H, SONH,) :
7.98 (1s, 1H, ﬂl(:(=N)NH) : 8,26 (1s, 1H, CH arom); 1248 (1s, 1H, NH).
3C RMN (50 MHz, DMSO-d;, & ppm): 120,00 ; 120,24 ; 125,23 ; 134,59 ; 137,60 : 138,91 -

147,91 (HC(=N)

NH).

>»» 6-chloro-4H-3-méthyl-7-sulfamoyl-1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde 13 :

Une suspension formée de 2g (7 mmol) de 6-amino-4-chloro-3-sulfamoyl-benzénesulfonamide

et de 0,65 ml (7,

mmol) d'anhydride acétique dans 20 ml d'acide acétique, en présence de 2 mi

d'acide sulfurique concentré, est chauffée a reflux dans un bain d’huile de silicone pendant 05

heures. Aprés refroidissement on obtient un précipité blanc qu'on lave avec de I'eau et qu'on

séche.

Recristallisation : Acétone/eau.
Rendement : 85 %.

//O
3
/ o

Z

HaNO,S - S
H Point de fusion : 332°C [1186).
Cl - CH;

If Rs: 0,55 dans 'AcOEVEther (2/1).
H

13
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IR (KBr 2%, v em™) : v (NH) = 3175, 3250, 3350 ; v (S02) = 1160,1180,1240,1260 ; v (C=N) =
1640.
'H RMN (500 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) : 7,45 (1s, 1H, CH arom) ; 8,25 (15, 1H, CH arom) ; 7,89
(1s, 2H, SOzNﬂlz) + 2,33 (1s, 3H, CHa).

3C RMN (50 u’m;, DMSO-ds, 5ppm):22,87 (CHiC(=N)NH); 118,80 ; 119,93 (CH aom);
124,93 (CH m!) - 134,37 : 138,35 ; 138,43 ; 158,36 (CHsC(=N)NH).

»>» 6-chloro-4H-3-phényl-7-suifamoyl-1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde 14 :

29 (7 mmol} de 6-amino-4-chloro-3-sulfamoyt-benzénesutfonamide et 0,8 ml (7 mmol) de
chlorure de benzoyle sont chauffés a reflux pendant 8 heures dans 30 ml de THF. Aprés
évaporation du solvant sous pression réduite, le résidu obtenu est porté a ébullition pendant 40
minutes, dans 30 ml d'eau en présence d'une quantité équimolaire de soude. La solution
obtenue est ﬁltr'éeachaud, refroidie puis acidifiée avec une solution d'HCI 2N. Le précipité
blanc formé est filtré puis séché.

Recristallisation : Acétone/eau

H,NO,S iz S N Rendement ; 90 %.
|\ | Point de fusion : >260°C.
Cl N

| Ry : 0,6 dans IACOEVEther (2/1).

IR (KBr 2%, v em™) : v (NH) = 3150, 3250, 3380 : v (SO2) = 1150, 1180, 1275, 1300, 1350 ;
v {C=N) = 1630.

'HRMN (500 MHz, DMSO-d¢, & ppm): 7,65 (1t, 2H, CH arom) ; 7,67 ( 1t,1H, CH arom) ; 7.85
(15, 1H, CH arom ) ; 7,94 (1s, 2H, SO;NH,) ; 8,05 (1d, 2H, CH grom) ; 8,34 (15, 1H, CH arom) ;
12,80 (1s, 1H, llzu).

SC RMN (50 MHz, DMSO-ds, & ppm): 119,73 ;121,70 125,48 ; 128,90 ; 129,49 ; 131,69 ;
133,87 ; 134,82 ; 139,17 ; 139,31 ; 155,93 (CsHsC(=N)NH).

58




Partie expérimentale Synthése des molécules

1. 4. 3. Modes opératoires des composés finals :

Procédure générale :

1,69 mmol de (12, 13, |4) est dissout dans un minimum de DMSO, auquel est ajouté 0,07 g
de NaOH avecl: agitation jusqu'a dissolution compléte de la base, puis 1,69 mmol d'une
isothiocyanate appropriée est ajouté. Le mélange réactionne! est agité pendant 24 heures a
température ambiante. La solution obtenue est versée dans 20 ml d’eau et filtrée. Le filtrat est
acidifié avec une solution d’'HCI 2N. Le précipité formé est filtré, lavé a 'eau et séché.

»>» 6-chloro-4H-7-{méthylaminothiocarbonylaminosulfonyi)-1,2,4-benzothiadiazine-
1,1dioxyde F1:

Réactifs : 0.5 g|de 12, 0.13 ml d'isothiocyanate de méthyle et 0.07 g de NaOH.
Solvant : DMSO.

S1o o0
J\ 0.0 Recristallisation : Acétone/eau.
I?I ll\‘l H N Rendement : 70%.
H H cl NJ\H Point de fusion : > 260°C.

i Ry : 0,55 dans méthanol/éther (3/1).

=
=
4
/N

IR (KBr 2%, vem™): v (NH)= 3180, 3400, 3550; v (SO;)= 1180, 1190, 1260, 1320;
v (C=N) = 1640.

'HRMN (500 MHz, DMSO-d;, 5ppm): 2,84 (1s, 3H, CHs); 7,52 (1s, 1H, CH arom) ; 8,13
(1s, 1H, HC(=N)NH) ; 8,37 (1s, 1H, CH arom} ; 9,85 (s, 3H, NH).

3C RMN (50 Mle, DMSO-dg, & ppm) : 31,95 (CHs) ;120,72; 129,93 ; 134,82 ; 139,32 ; 149,29
(HC(=N)NH) ; 178,55 (C=S).

»» 6-chloro-4H-7-{phénylaminothiocarbonylaminosulfonyi)-1,2,4-benzothiadiazine-
1,1-dioxyde F2 :

Réactifs: 0,5 g de {2, 0,2 ml d'isothiocyanate de phényle et 0,07 g de NaOH.
Solvant : DMSO.
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N

Synthése des molécules

Recristallisation : Acétoneleau.
Rendement : 65 %.

Point de fusion : > 260°C.

R: : 0,4 dans méthanol/éther (3/1).

IR (KBr 2%, v cm™) : v (NH) = 3250, 3280, 3500 ; v (SO;) = 1170, 1180, 1300, 1310 ; v (C=N)

= 1640.

'H RMN (500 Plde, DMSO-ds, 5 ppm): 7,02 (1s,1H,CH arom) ; 7,13 (11, 1H, CH grom) ; 7.31
(1t, 2H, CH arom) ; (1d, 2H, CH grom) ; 8,12 (1s, 1H, HC(=N)NH) ; 8,38 (1s, 1H CH &rom) ; 10,06

(1s, 3H, NH).

3C RMN (50 MHz, DMSO-ds, & ppm) : 119,58 ; 120,58 ; 123,60 ; 125,57 ; 128,98 ; 129,36 ;
129,77 ; 130,34 ; 134,82 ;138,76 ; 149,15 (HC(=N)NH) ;178,06 (C=S).

»» 8-chloro-4H-3-méthyl-7{méthylaminothiocarbonylaminosulfonyl)-1,2,4-benzothia-
diazine-1,1-dioxyde F3 :

Réactifs : 0,5 g de I3, 0,13 ml d'isothiocyanate de méthyle et 0,07 g de NaOH.

Solvant : DMSO.

S

8]
N\ 7 N7
HyC S S
3 \IfJ'kITI/ \N
HoOH M
Cl N CH;

Recristallisation : Acétone/eau.
Rendement : 75 %.

Point de fusion : >260°C.

Ry : 0.45 dans Méthanol/Ether (3/1).

IR (KBr 2%, v cm™) : v (NH) = 3250, 3320, 3450 ; v (SO,)= 1150, 1180, 1280, 1300, 1320 :

v{C=N) = 1630

'H RMN (500 Mll'lz, DMSO-dg, 5 ppm) : 2,33 (1s,3H, H:C(C=N)NH) ; 2,83 (1s, 3H,H;CNHCS) ;
7,45 (1s, 1H, CH arom) ; 8,12 (18, 1H, CH arom) ; 12,47 (1s, 3H, NH).
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3C RMN (50 MHz, DMSO-ds, & ppm): 22,88 ; 30,06; 116,70 ; 124,95; 130,15; 134,30 ;
137,41 ;151,43 ; 158,38 (C=N) ; 178,14 (C=S).

>»> s-chIoro-4H-7-(méthylaminothiocarbonylaminosdlfonyl)-3-phényl-1,2.4-benzo—
thiadiazine-1,1-dioxyde F4 :

Réactifs: 0,5 g |de 14, 0,13 ml d'isothiocyanate de méthyle et 0,07 g de NaOH.
Solvant : DMSO.

i 0\\ /0 0\ /0
HC J\N _sZ \S(N Recristallisation : Acétone/eau.
I :@[ Rendement : 80%.

H
Cl Point de fusion : > 260°C.
R¢ : 0.4 dans Méthanol/Ether (3/1).

T —

)
H

F4

IR (KBr 2%, vem™): v (NH) = 3380, 3500 ; v (S0O2) = 1170, 1190, 1280, 1300 ; v (C=N) =
1630. |

'HRMN (500 MHz, DMSO-ds, &ppm): 2,50 (1s, 3H, CHs); 7.65 (1t, 2H, CH arom) :
7,72 (3, 1H, CH arom) ; 7,83 (15, 1H, CH arom) ; 8,05 (1d, 2H, CHarom); 8,40 (1s, 3H, NH) ;
8,43 (1s, 1H, CH arr).

15C RMN (50 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) : 31,96 (CHs): 119,75 121,50 128,96 : 129,03
129,49 ; 131,67; 133,91 ; 134,70 ; 134,80 ; 140,18 ; 156,13 (C=N) : 178,56 (C=S).
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Partie expérimentale Etude pharmacologique

2. Etude pharmacologique :

2. 1. Matériels et méthodes :

2.1.1. Les animaux :

Des rat‘s males et femelles Albinos de la souche Wistar, agées de 2 a 4 mois pesant
entre 200 & 300g sont utilisés dans T'étude pharmacologique. La température de I'animaierie

est maintenue entre 20 et 22°C.

2. 1. 2. Préparation des solutions administrées :

Les solutions sont préparées en solubilisant la quantité du composé a tester
(50 mg par ex.) dans un minimum de DMSO (environ 0,2 ml) et le volume est complété a 4 ml
avec de 'eau distillée. Cette solution a une doée de 12,5 mg/ml. Chaque rat regoit la dose qui
comrespond a son poids.

2. 1. 3. Evaluation pharmacologique :

Les testes pharmacologiques ont été effectués selon les deux voies d’administration,
la voie indirecte (voie orale) et |la voie directe (injection intrapéritonéate).

r

2. 1. 3. 1. Evaluation de L'effet diurétique :

1

L'évaluation de l'effet diurétique consiste & mesurer le volume de I'urine émis par le
rat mis en surcharge hydrosodique suiviimmédiatement par I'administration du composé &
tester avec les posologies de 25, 50 et 75 mg/kg. Les animaux ont libre accés a l'eauetala
nourriture juste| avant Fadministration. Les animaux sont répartis en 5 groupes dans des cages
a métabolisme |au nombre de 3 rats par cage.

a- Administration par voie orale :

Les composés|sont administrés en solution par gavage & l'aide d'une sonde métallique.
@ Groupe 1|(temoin 1) : animaux témoins ne recevant aucun produit.
< Groupe 2 (témoin 2) : animaux recevant 40 mi’kg d'une solution de NaCl 0,9 %.
©* Groupe 3((DMSO) : animaux recevant 40 milkg d'une solution de NaCl 0,9 % suivie
immédiatrment d'une solution de DMSO 200 pitkg.

* Groupe 4 (HCTZ) : animaux recevant 40 milkg d'une solution de NaCl0.9 % suivie

|
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Etude pharmacoiogique

immédiatement d’'une dose de 'hydrochiorothiazide.

* Groupe 5
suivie im

(produit & tester) . animaux recevant 40 mi’kg d'une solution de NaC! 0,9 %
médiatement d'une dose du produit a tester.

Les urines émises par les 3 rats de chaque cage sont collectées et mesurées chaque heure
pendant 4 heures.

b- Administration par voie intrapéritonéale :

Les animaux sont répartis en 5 groupes de trois rats chacun tel que :

< Groupe 1

* Groupe 2
* Groupe 3

(témoin 1) : animaux ne recevant aucun produit.
(témoin 2) : animaux recevant 40 milkg d’'une solution de NaCl 0,9 % per os.
(DMSO) : animaux recevant 40 ml/kg d'une solution de NaCl 0,9% et 200 pikg

d'une solution de DMSO par une injection intrapéritonéale.

< Groupe 4

une dose

* Groupe §

(HCTZ) : animaux recevant 40 mi’/kg d'une solution de NaCl 0,9 % peros et
de I'nydrochlorothiazide par une injection intrapéritonéale.
(produit & tester) : animaux recevant 40 ml’kkg d'une solution de NaCl 0,9 %

per os et une dose du produit & tester par une injection intrapéritonéale.

La mesure des
4 heures.

volumes des urines émises par les 5 groupes s'effectue chaque heure pendant

2. 1. 3. 2. Evaluation de l'influence des composés sur la glycémie :

Les animaux sont mis en diéte totale 18 heures avant le test, ils sont divisésen 5

groupes de 3ra

a- Administ

chaque groupe

ts chacun. Nous avons utilisés les deux voies d’'administration.

ration indirecte (per os) :

d'animaux regoit une prise d'une solution par gavage a l'aide d’'une sonde

métallique comme suit :

* Groupe 1
* Groupe 2
* Groupe 3
< Groupe 4
* Groupe 5

: animaux ne recevant aucun produit.

- animaux recevant une solution de tolbutamide a une dose de 50 mglkg.
. animaux recevant une solution de glibenclamide & une dose de 0,25 mg/kg.
: animaux recevant une solution de diazoxide a une dose de 50 mg/kg.

. animaux recevant une solution du produit  tester 4 une dose de 50 mg/kg.
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b- Administration directe (injection intrapéritonéale) :

Le premier groupe ne regoit aucun produit, les autres groupes d’animaux recevant les mémes
doses décrites ci-dessus par une injection intrapéritonéale.

Le préievement du sang est effectué juste avant le traitement et aprés 1, 2 et 3 heures au
niveau du sinus caverneux  'aide d’un tube capillaire enfoncé dans l'angle antérieur de I'ceil.
La mesure de la glycémie s'effectue & l'aide d'un glucométre aprés le dépét d'une goutte de
sang sur une Ibandeiette réactive contenant de la glucose oxydase. Le glucométre affiche
des valeurs de la glycémie en mg/di.

2.1.3.3. Etudle de Pinfluence des composés sur les taux du sodium, potassium,
calcium et de 'acide urique dans les urines :

Les urines collectées aprés 4 heures par les deux voies d’administrations dans le testde
I'évaluation de l'effet diurétique (2. 1. 3. 1) pour les 5 groupes sont conservées au réfrigérateur
pour la détermilnation des concentrations urinaires du sodium, potassium et du calcium, alors
que l'acide urique est dosé, etle pH est mesuré juste aprés le test de diurése.

2. 2. Les dosages :

2. 2. 1. dosage du calcium :

Le calcium est dosé par une méthode colorimétrique & 'aide d’un spectrophotométre
UV-VISIBLE préétalonné de marque (SHIMADZU 1240).

» Principe du dosage :

La détermination du calcium dans I'échantillon est basée sur la formation d’un complexe
coloré entre le calcium et 'o-cresolphtaléine en milieu alcalin (schéma 27).
L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du calcium.

OH
Ca*? + o-Cresolphtaleine » Complexe coloré

Schéma 27
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» Mode opératoine :
Les urines collectées sont acidifiées par I'acide nitrique (50 %), puis its sont diluées & 1/2.

Dans des tubes a essai on fait préparer trois mélanges pour I'échantilion, I'étalon et le bianc
avec les voiume|s suivants :

Echantillon Etalon Blanc
Urines - 20 ,pi _ | ~ "
Calcjum (100 mg/l) - 204 ~
" [Réactt | 2ml ml | 2ml

Les méianges sont laissés reposer 15 minutes & 37°C. Le spectrophotométre est fixé a la
longueur d'onde 570 nm, les valeurs des absorbances de l'étalon et de I'échantillon sont
mesurées par rapport au blanc. La concentration en calcium est donnée en mg/l.

2. 2. 2. Dosage du sodium et du potassium :

Le dosage du sodium et du potassium urinaire s'effectue par la spectrométrie
d'émission de flamme et ce aprés la dilution des urines & 1/10 dans I'eau distiliée.

» Principe de la méthode :

La spectrométrie d'émission de flamme est une technique d'analyse qui utilise la flamme
comme source d'excitation. L'échantillon dans lequel on dose un élément est sous forme de
solution qui est aspiré au moyen d'un capillaire et qui subit une dispersion en un fin brouillard.
Les chocs qui résultent lors de la combustion dissocient les molécules en atomes.

Dans les atomes, un ou plusieurs électrons peuvent passer & des niveaux d'énergie supérieurs
(excitation) ou ils sont instables. lis reviennent alors sur leur état fondamental stable, libérant
leur énergie sous forme d’'un rayonnement caractéristique pour chaque élément. L'intensité
des raies émises donnée sous forme d’un signal électrique est fonction de la concentration de
I'élément dans Ila solution.
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Résultats et discussion

3. Résultats et discussion :

Sur un tota! de 55 rats utilisés pour les tests de la glycémie et de la diurése avec les doses

de 25, 50 et 75 malkg par les deux voies d’administrations pendant une période de trois mois
et demi aucun rat n'a été perdu cela signifie que nos substances sont loin dela toxicité
mortelle jusqu'ala-dose de 75 mg/kg.

3. 1. Variations de la diurése en fonction du temps :

Les résultats de variations de la diurése en fonction du temps pour les trois doses
(25, 50, 75 mg/kg) par les deux voies d'administrations sont représentés sur les figures
(31, 32, 33, 34,135, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42) voici quelques remarques généraux :
- Les animaux de Témoin 1, qui ne regoivent aucun produit, ont éliminés un faible volume

d'urine soit 6,19 mi/kg pendant quatre heures.

- pour les animaux de témoin 2, recevant 40 ml/kg de 'eau physiologique, le volume d'urine
éliminé est relativement considérable 21,52 mi’kkg, on peut dire que le maximum de la
surcharge sodique administrée est &liminé dés les premiéres heures.

- comparativemlent au témoin 2 les animaux de témoin 3 recevant une dose supplémentaire de
DMSO (200 plkg), ont éliminés un volume d'urine légérement supérieur & ceux de témoin 2.
ainsi les résuitats de nos produits vont étre comparés avec le témoin 3 etle médicament
de reférence (HCTZ).

- dans la majorité des cas 'élimination d'urine par la voie orale s'effectue dans la 2°™ heure,
par contre par la voie intrapéritonéale le maximum d’excrétion s'observe dés la 1°™ heure.

3. 1. 1. Résultats d’administration de la dose de 25 mg/kg :

Le traitement par voie orale par 'hydrochlorothiazide (médicament de référence) a une
dose de 25 mg/kg implique une émission d’'urine importante 49,58 ml/lkg. Nos molécules
synthétisées ont une diurése significative, les quatre produits exercent un effet diurétique qui
est inclus dans l'intervalle de valeurs de T3 et de HCTZ. Le F1 est ie plus actif de nos produits,
il montre un effet diurétique trés proche de celui de I'hydrochlorothiazide avec un volume
d’élimination de 46,08 ml/kg. Le F2 lui aussi exerce un effet remarquable (Fig. 31,32).
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60 - - — |
50 -~ 49 58
46,08
D 41,95
40 -
E 37,22
[
§ 30
B |
E L a22arl |
3 20 21,52 '
> :
|
10 |
—6,19 '
0 el e e
1 2 3 4
Temps (h)

Fig. 31 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par
voie orale des différents produits a une dose de 25 mg/kg.

-
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Volume d'urine (mi/kg)
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I

c N b
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Fig. 32 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures
aprés administration par voie orale a une dose de 25 mg/kg.
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Pour la méme dose de 25 mg/kg, linjection par voie intrapéritonéale montre une légére
variation de la diurése pour le produit F1, 44,35 ml/kg contre 46,08 ml/kg par voie orale.
L’hydrochlorothiazide n'a subit aucune variation d'élimination d'urine par rapport ala voie
orale. On remarque par cefte voie d’administration que le produit F3 est devenu plus actif
avec un volume de 46,45 mi/kg (Fig. 33,34).
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Fig. 33 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par
voie intrapéritonéale des différents produits a une dose de 25 mg/kg.

69



Résultats et discussion

25 - — |
——T1 '
-T2
20 - -

—_ ——HCTZ
o
o
Ele
@
£
B
=
T
@ 10 |
£ 10
=
o
>

5 =

0 . -

1 2 3 4
Temps (h)

Fig. 34 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heure aprés
administration par voie intrapéritonéale a une dose de 25 mg/kg.

3. 1. 2. Résultats d’administration de la dose de 50 mg/kg :

Les figures 35 et 36 représentent la variation de la diurése en fonction du temps pour
la dose de 50 mgl/kg par la voie orale. Malgré qu'on a doublée la dose I'effet reste inchangé,
sauf une légeére augmentation de l'effet de I'hydrochlorothiazide qui atteint un volume de
52,71 ml/kg. Les valeurs enregistrées de nos produits ne montre aucune élévation de volume
d'élimination d’'urine. Néanmoins I'effet diurétique persiste aussi a cette dose.
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Fig. 35 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie
orale des différentes produits a une dose de 50 mg/kg.
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Fig. 36 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés
administration par voie orale a une dose de 50 mg/kg.
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L'injection de la dose de 50 mg/kg des différents produits par voie intrapéritonéale a donnée
un maximum d’effet pour le composé F1 avec un volume de 57,29 ml/kg dépassant ainsi
I'hydrochlorothiazide (45,83 mi/kg), ce dernier exerce un effet moindre relativement a la dose
de 25 mg/kg. Le produit F1 manifeste son action diurétique dés la 1°® heure, presque la
moitie du volume éliminé en quatre heures est éliminée dans la 1*® heure, soit 26,78 mi/kg.
Cela montre clairement que I'effet diurétique induit par ces produits s'accentue en une heure
aprés injection intrapéritonéale. La différence d’effet marquée par le composé F1 par les deux
voies d'administration est due probablement aux différentes transformations métaboliques
lors de I'administration par voie orale ou le produit est mal résorbé.

Les autres produits F2, F3 et F4, ont un effet plus au moins constant et peu important
relativement a HCTZ et F1 (figure 37,38).
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Fig. 37 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par
voie intrapéritonéale des différents produits a une dose de 50 mg/kg.
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Fig. 38 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés
administration par voie intrapéritonéale a une dose de 50 mg/kg.

3. 1. 3. résultats d’administration de la dose de 75 mg/kg :

Les résultats d’administration de la dose de 75 mg/kg par voie orale sont représentés
sur les figures 39 et 40. Ces résultats montrent un effet prononcé du produit F2 qui a été
moins efficace pour les doses de 25 et 50 mg/kg. Le volume d'élimination d'urine exercé
par le produit F2 est de 50,64 ml/kg, il est comparable a celui du hydrochlorothiazide
(51,60 mi/kg) et Iégérement supérieur a celui du produit F1.

Les résultats obtenus par ['injection des différents produits par voie intrapéritonéale a Ia dose
de 75 mg/kg confirment ceux enregistrés par voie orale (figure 41,42).

Le produit F2 qui exerce un effet diurétique important avec un volume de 53,60 mi/kg est
devenu le plus actif. Cependant cette activité reste proche de celle exercée par le médicament
de référence et du produit F1.

Les deux autres produits F3 et F4 sont moins actifs méme a la dose de 75 mg/kg par les deux
voies d'administration, au contraire ces deux produits exercent leurs effets maxima a la dose
de 25 mg/kg.
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Fig. 39 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par
voie orale des différents produits a une dose de 75 mg/kg.
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Fig. 40 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés

administration par voie orale a une dose de 75 mg/kg.
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Fig. 41 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie
intrapéritonéale des différentes produits a une dose de 75 mg/kg.
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Fig. 42 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés
administration par voie intrapéritonéale a une dose de 75 mg/kg.
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3. 2. Variations de la concentration des ions Na® urinaires :
3. 2. 1. Variations de [Na"] aprés traitement par voie orale :

Les urines des rats collectées aprés 04 heures de traitement par les différents produits

par voie orale pour les doses de 25, 50 et 75 mg/kg sont analysées pour déterminer la teneur
en sodium éliminé en 04 heures, les résultats sont représentés sur la figure 43.
Ces derniers montrent une concentration de sodium de 2,85 mmol/04 heures pour le témoin
03 qui recoit 40 mi’kg de I'eau physiologique et 200 ul de DMSO. L’hydrochlorothiazide
a provoqué une élimination importante en sodium pour la dose de 25 mg/kg avec
une concentration de 9,43 mmol/04 heures. La concentration du sodium résultant de
I'administration de nos produits montre que ces composés exercent une élimination importante
en sodium comparativement avec le témoin 03, mais cette concentration reste inférieure
a celle provoquée par 'THCTZ.

12 -

10 9,43
e
E BT
« BT2
= g 5,52 oT3
= OHCTZ
g_ BF1
il i oF2
g BF3

OF4
o4 :
0 4

Fig. 43 : Variations de [Na"] urinaire aprés un traitement par voie orale des différents
composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.
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3. 2. 2. Variations de [Na'] aprés traitement par voie intrapéritonéale :

La figure 44 présente les données numériques et graphiques de la concentration des
ions Na" aprés injection des différents produits par voie intrapéritonéale pour les doses de
25, 50 et 75 mg/kg. Ces données montrent aussi un effet natriurétique de 'HCTZ, par contre il
y a parmi nos produits ceux qui ont une concentration d’élimination de sodium plus importante
que celle de 'HCTZ, tel que le produit F1 pour la dose de 50 mg/kg qui provoque une
excrétion de Na* de 7.47 mmol/04 heures, et le produit F2 pour la dose de 75 mg/kg avec
une concentration de 7.10 mmol/04 heures.
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Fig. 44: Variations de [Na] urinaire aprés un traitement par voie intrapéritonéale des
différents composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.
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3. 3. Variations de la concentration des ions K* urinaires :
3. 3. 1. Variations de [K"] aprés traitement par voie orale :

Les résultats du taux de potassium des urines collectées apres quatre heures lors de

I'administration des différents composés par voie orale sont présentés sur la figure 45. Le
témoin 03 a marqué un taux d'élimination de potassium de 1,94 mmol/ 04 heures.
Les concentrations de potassium urinaire pour les rats traités par I'hydrochlorothiazide varient
dans l'intervalle de 3 et 4 mmol/ 04 heures. Concernant nos produits I'élimination du potassium
est légérement supérieure a la concentration de témoin 03, varie entre 2 et 3 mmol/ 04 heures.
On voit clairement que ces produits ne provoquent pas une élimination accrue en K* par
la voie orale, ce qui implique que I'hypokaliémie enregistrée lors du traitement par les
diurétiques thiazidiques est moins importante par I'administration de nos produits, néanmoins
la détermination du taux sérique en potassium est nécessaire.
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Fig. 45 : Variations de la concentration des ions K* urinaires aprés un traitement par
voie orale des différents composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.
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3. 3. 2. Variations de [K"] aprés traitement par voie intrapéritonéale :

La figure 46 montre l'effet des composés synthétisés sur I'excrétion urinaire de
potassium aprés injection par voie intrapéritonéale des trois doses.
Les résultats obtenus montrent que la concentration en potassium urinaire résulte de l'injection
de 'HCTZ n’a pas changée d'une facon significative. Par contre l'injection de nos produits a
augmentée ['élimination du potassium surtout pour le produit F1 a la dose de 50 et 75 mg/kg
(4,10 et 4,16 mmol/04 heures respectivement) et le produit F2 & la dose de 75 mg/kg avec un
taux de potassium de 4, 22 mmol/04 heures.
On constate que I'administration par la voie directe augmente I'élimination de potassium et par
conséquent I'augmentation d'un effet secondaire.
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Fig. 46 : Variations de la concentration des ions K’ urinaires aprés un traitement par
voie intrapéritonéale des différents composés aux doses de 25, 50 et
75 mglkg.
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3. 4. Variations de la concentration des ions Ca®* urinaires :

Les figures 47 et 48 représentent les variations des concentrations du Ca** urinaire
aprés traitement des animaux par les différents produits par les deux voies d’administrations.
Les résultats montrent une variation de la concentration en Ca*? pour les lots témoins entre
09 et 80 pmol/04 heures environ. Les taux d'élimination de calcium des lots traités par FTHCTZ
et nos composés sont comparables a ceux des lots témoins ou légérement supérieurs que ce
soit par la voie orale ou parla voie intrapéritonéale.
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Fig. 47 : Variations de la concentration des ions Ca®" urinaires aprés un traitement par
voie orale des différents composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.
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Fig. 48 : Variations de la concentration des ions Ca**urinaires aprés un traitement par
voie intrapéritonéale des différents composés aux doses de 25, 50
et 75 mg/kg.

3. 5. Variations du taux d’acide urique urinaire :

Le dosage du taux d'acide urique urinaire a été effectué sur des urines collectées
aprés 04 heures d’administration des différents produits par voie orale (figure 49).
Le taux d'acide urique urinaire éliminé par le témoin 03 est de 0,99 mg/04 heures. Les
résultats enregistrés par ['administration de I'hydrochlorothiazide et de nos produits ne
montrent pas une rétention importante d’acide urique, en fait ces résultats sont proches des
résultats de témoin 03.
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Fig. 49 : Variations du taux d’acide urique urinaire aprés un traitement par voie orale
des différents composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.

Le traitement par voie intrapéritonéale, montre que le taux d’acide urique est clairement

comparable & celui du témoin 03 que ce soit pour I'hydrochlorothiazide ou bien pour les

produits synthétisés pour les trois doses injectées (figure 50).
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Fig. 50 : Variations du taux d’acide urique urinaire aprés un traitement par voie
intrapéritonéale des différents composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.

3. 6. Valeurs du pH urinaire :
3. 6. 1. Variations du pH urinaire aprés traitement par voie orale :

Les valeurs du pH des urines collectées aprés 04 heures d'administration des
différents produits par voie orale sont rapportées sur la figure 51.
Le pH urinaire pour les trois témoins est Iégérement basique, il est compris entre 7,41 et 8,09.
Toutes les valeurs de pH enregistrés par I'administration per os de I'hydrochlorothiazide et nos
produits n’ont aucun changement significatif sur le pH urinaire.
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Fig. 51 : Variations du pH urinaire aprés un traitement par voie orale des différents
composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.

3. 6. 2. Variations du pH urinaire aprés traitement par voie intrapéritonéale :

Les valeurs du pH des urines collectées quatre heures aprés administration par voie
intrapéritonéale des différents produits pour les doses de 25, 50 et 75 mg/kg sont rapportées
sur la figure 52.

Le pH des urines est Iégérement basique pour les témoins, ainsi que pour les composés
injectés. On remarque seulement une diminution du pH aprés traitement par le produit F4 & la
dose de 50 mg/kg ou le pH enregistré est légérement acide (6,51).
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Fig. 52 : Variations du pH urinaire aprés un traitement par voie intrapéritonéale des
différents composés aux doses de 25, 50 et 75 mg/kg.
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3. 7. Variations de la glycémie en fonction du temps :
3. 7. 1. résultats de 'administration par voie orale :

Les résultats de la variation de la glycémie en fonction du temps aprés administration
des différents produits par voie orale d'une dose de 50 mg/kg sont représentés sur la figure 53.
Les animaux du témoin (ne recevant aucun produit) ont une glycémie stable qui varie entre
0,90 et 1,12 g/l. Le tolbutamide et le glibenclamide exercent un effet hypoglycémiant dés la
1°"® heure (0,58 et 0,56 g/l respectivement), cet effet persiste encore jusqu'a la 3*™ heure.
Le diazoxide connu par son effet hyperglycémiant atteint un maximum d'effet a la 2°™ heure
2,35 g/l et qui commence a diminuer a partir de la 3™ heure.
Les résultats enregistrés par nos produits sur la glycémie montrent que ces derniers sont
inefficaces. Ces résultats sont comparables aux valeurs obtenues par le témoin.
Seulement il faut noter leffet du produit F3 qui augmente la glycémie de 0,90 a 1,20 g/,
cependant cette variation reste dans l'intervalle des normes.
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Fig. 53 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration des
différents produits par voie orale a une dose de 50 mg/kg.
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3. 7. 2. Résultats de I’'administration par voie intrapéritonéale :

La figure 54 représente les résultats de la variation de la glycémie en fonction du
temps aprés administration des différents produits par voie intrapéritonéale a une dose de
50 mg/kg. Le tolbutamide et le glibenclamide manifestent leur effet hypoglycémiant maximum
dés la 1°® heure 0,52 et 0,53 g/l respectivement, tandis que le diazoxide atteint son maximum
d'effet hyperglycémiant dés la 2°™ heure d’administration exactement ce qu'on a obtenus
par voie orale. Cependant I'effet par voie intrapéritonéale est plus puissant 3,83 g/l contre
2,35 g/l par voie orale.

En ce qui concerne nos produits on remarque qu'ils ont un léger effet hyperglycémiant qui
ne dépasse pas la différence de 0,30 g/l et reste dans l'intervalle des normes.
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Fig. 54 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration des
différents produits par voie intrapéritonéale a une dose de 50 mg/kg.
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Nous avons administré conjointement nos produits et le glibenclamide d’une part, et le
diazoxide d'autre part, dans le but de savoir si cette opération pourrait modifier I'activité
hypoglycémiante du glibenclamide et I'activité hyperglycémiante du diazoxide. C'est-a-dire,
vérifier s'il y aurait des interactions médicamenteuses, sur la glycémie, entre nos produits et
les deux médicaments de référence (glibenclamide, diazoxide).

Ce travail a été fait par les deux voies d'administration sur cinqg lots de rats comme suit :

- 1% |ot : Administration du Gli ou Diaz seul aux doses de 0,25 et 50 mg/kg respectivement.

- les quatre lots restants : Administration du Gli ou Diaz suivi directement par I'administration
d'un produit synthétisé a la dose de 50 mg/kg.

Les résultats de ces traitements sont inscris sur les figures 55,56, 57, 58.
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Fig. 55 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration du Gli
a la dose de 0,25 mg/kg avec les différents composés par voie orale aux
doses de 50 mg/kg.
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les résultats de la figure 55 montre que l'effet du glibenclamide administré seul par voie orale
et atteint a partir de la 1 heure et persiste jusqu'a la 3*™ heure, or lorsque I'administration
du glibenclamide est suivi par I'administration de nos produits les résultats sont tout a fait
inattendus. La glycémie reste inchangé dans la 1**® heure, sauf pour le produit F3 ol on note
une hypoglycémie de 0,65 g/l contre 0,56 g/l pour le glibenclamide seul. A partir de la 2°™
heure on remarque une faible diminution de la glycémie mais qui ne chute pas au dessous de
0,70 g/l.
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Fig. 56 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration du Gli
a la dose de 0,25 mg/kg avec les différents composés par voie
intrapéritonéale aux doses de 50 mg/kg.

La méme procédure refaite par la voie intrapéritonéale. Les résultats sont illustrés dans la
figure 56. L'effet du glibenclamide est maximum & la 1°® heure, il atteint 0,53 g/l. L'injection
des différents produits avec le glibenclamide a légérement diminué leffet hypoglycémiant
dans la 1 heure. Cette efficacité du glibenclamide a pratiquement disparue dés la 2°™ heure
sauf avec le composé F4 pour lequel la glycémie reste inférieur & 0,70 g/l.
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Ces derniers résultats ont bien éclairci un effet antihypoglycémiant de nos composés vis-a-vis
du glibenclamide, et offre plusieurs hypothéses sur leur activité biologique. A ce stade la on
peut dire que ces produits entre en compétition avec le glibenclamide sur son site d’action

puisquiils sont des sulfonylthiourées.
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Fig. 57 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration du Diaz
avec les différents composés par voie orale aux doses de 50 mg/kg.

La figure 57 représente la variation de la glycémie aprés administration par voie orale du
diazoxide seul et diazoxide avec les produits synthétisés. Comme nous avons déja vu le
diazoxide seul atteint son effet maximal a la 2*™ heure (2,66 gl). I'effet du diazoxide est
clairement inhibé par 'administration des autres produits, et surtout avec le produit F3 ou la
glycémie n'a pas dépassé 1,32 g/l. De méme pour les produits F1 et F2 I'inhibition de I'activité
du diazoxide est remarquable 1,61 et 1,43 g/l respectivement contre 2,66 g/l du diazoxide seul.
L'effet engendré par 'administration du produit F4 est moins important.
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Fig. 58 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration du Diaz
avec les différents composés par voie intrapéritonéale aux doses de 50 mg/kg.

L'injection par voie intrapéritonéale du diazoxide seul et le diazoxide suivi par 'injection des
différents produits (Figure 58) a donnée des résultats tout a fait différents de la voie orale.
En fait I'effet du diazoxide qui est puissant par voie intrapéritonéale (3,83 g/l) est intensifié par
linjection de nos produits par cette voie.

Ces résultats expérimentaux montrent que nos produits sont des bloqueurs sélectifs des
canaux Karp lors de leurs utilisation par voie orale et ne sont pas du tout sélectifs par voie
intrapéritonéale. Cette différence d’activité entre les deux voies d’administrations semble étre
en relation avec les différentes étapes métaboliques qui peuvent avoir lieu par I'utilisation de la
voie orale, et que I'activité biologique probablement résulte d'un ou de plusieurs métabolites et
non pas par les produits synthétisés eux mémes.
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Conclusion et Perspectives

Conclusion et Perspectives :

Une nouvelle série des dérivés de I'hétérocycle 1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde comportant
une fonction sullfonylthiourée ont été synthétisés par le greffage de deux molécules hybrides :
un hétérocycle | benzothiadiazine et une chaine sulfonylthiourée. Notre stratégie était de
construire 'hétérocycle 1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxyde, puis une association motéculaire
pour fixer la fonction sulfonylthiourée. Quatre molécules finales originales sont ainsi préparées
etleurs structures chimiques confirmées par la spectroscopie IR, 'HRMN, °C RMN. Ces
motécules ont été testées in vivo sur leurs effets diurétiques et sur la glycémie.

& |'étude pharmacoiogique a montrée que nos produits sont globalement des diurétiques
par les deux voies d’administration. Lé F1 a un effet important & partir de la dose de 25
mg/kg, Le F2 exerce son effet diurétique a la dose de 75 mg/kg.

Ueffet induit par ces deux composés est équivalent 3 celui marqué par Thydrochlorothiazide,
ces résultats sont importants, et ils nous ont encouragé a réaliser plusieurs dosages sur les
&léments minéraux et organiques dans ies urines afin de comparer les ‘effets secondaires
probables de ces composés a celles des diurétiques thiazidiques.

@ | e dosage du sodium urinaire nous a permis de déduire que nos composés ont exercés
e &limination jmportante comme ils le font les ditrétiques thiazidiques en générale.
L'élimination du potassium urinaire varie entre 2 et 3 mmol/ 04 heures par voie orale, efle est
relativement moins importante par rapport a celle &liminée par I'hydrochlorothiazide (entre 3 et
4 mmol/ 04 heures). De méme la teneur du calcium urinaire des lots traités par ces composés
est comparable|a celles des lots témoins. Le dosage de Pacide urique urinaire a montré que
nos substances ne provoquent pas une rétention importante de ce demier surtout a la dose
de 75 mg/kg par voie orale et pour tout les doses par voie intrapéﬁtonéaie ce quiréduit la
possibilité de Papparition de la goutte suite a l'utilisation prolongée de ces substances. En
outre fe pH urinlaire était Iégérement- basique que ce soit pour les lots témoins ou pour lés lots
traités par nos produits. On peut donc suite a ces résultats de dosage de constater que nos
substances ont moins d'effets secondaires par rapport au médicament de référence.
Cependant ces résultats de dosage des éléments minéraux et organiques dans les urines
restent insuffisants et doivent étre suivie par les mémes dosages dans le sérum, ainsi
que d'autres téstes biologiques.
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Conclusion et Perspectives

@ Notre étude sur l'influence des molécules synthétisés sur le taux de glucose sanguin
a démontré que ces substances n'entrainent aucun effet comparativement avec les

médicaments de références ; diazoxide comme hyperglycémiant, tolbutamide et glibenclamide

comme hypoglycémiants, au contrairé les résultats obtenus sont comparables & ceux du

témoin.

@ L'administration de ces molécules en méme temps avec le glibenclamide ou le diazoxide a
démontré que Ces derniers ont une barticblaﬁté de 'gardér le taux du glﬁcoée éaﬁéﬁin
dans les limites de la glycémie des rats (0.6-1.35 g/l). Ce qui nous a permis de constater
que nos produits ont sans doute un éffet biologique qui reste 3 déterminer.

Ce travail n'est qu'un premier pas pour la découverte de nouvelles substances actives, i
sera complétés|par d’autres études plus approfondies dans un proche avenir par ce qui Suit :

v Synthése d'autres analogues en gardant I'hétéracycle benzothiadiazine et la fonction
sulfonylthiourée et en miodifiant la nature des deux radicaux R; et R, par divers substituant.

v Tester ces molécules in vivo sur leur effet antihypertenseur qui pourrait se manifester grace
a leffet diurétique.

v’ Tester ces molécules in vitro sur leur capacité d’activée ou d'inhibée les canaux potassiques
ATP dépendants des cellules B du pancréas et les cellules de muscle cardiaque.

v Etude des interactions possible entre nos composés et les deux médicaments de références
(diazoxide et glibenclamide).
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Annexes des tableaux

Tableau 06 : Variations de ia diurése en fonction du temps aprés administration par voie
o{ale d’une dose de 25 mg/kg et le pourcentage d’élimination d’urine a la

4™ heure par rapport au témoin 02.

%

Volume d'élimination d'urine (mi/kg) d’élimi

nation

-

" 4 heure’ 2" heure 3™ heure  4°™ heure durine
Témoin 01 (4) 04.04 £0.74 04.83 £ 0.91 05.31£ 0.75 06.19+£0.13 —
Témoin02 (4)| 03681212 13.80 £ 3.61 18.09 + 4.91 2152237 100
Témoin 03 (4)| 08.26 £ 4.03 17.97 £ 3.61 21.6316.52 22.97 £+6.07 106
HCTZ {4) 1043+ 369™ 2827+467* 4268:668* 49.581688* 230
F1 (4)| 1404:009* 3026£226* 4041:0.88* 46081043 214
F2 (4)| 0502+150™ 1921+073™ 35251699* 41.95%500* 195
F3 (4)! 1280+614™ 2579+579™ 32341345* 37.22:278* 173
F4 (4) 1760+£025* 28.96+039** 3317x052* 3684x0.11* 171

Chaque valeur correspond i la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * 1 p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tableau 07 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés
administration par voie orale d’une dose de 25 mg/kg.

Volume d’élimination d’urine (ml/kg)

1°® heure 2°™ heure 3°™ heure 4" heure

Témoin 1 04.04 00.79 00.48 00.89
Témoin 2 0368 10.12 04.29 03.43
Témoin 3 08.26 09.71 03.68 01.34
HCTZ 10.43 17.84 14.36 06.90
F1 14.04 16.22 10.15 05.67
F2 05.02 14.19 16.04 06.10
F3 12.80 12.99 06.61 04.88
F4 17.60 11.36 04.81 03.67
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Annexes des tableaux

Tableau 08 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie

intrapéritonéale d’une dose de 25 mg/kg et le pourcentage d’élimination

d’urine 4 la

4éme

heure par rapport au témoin 02.

%

Volume d’élimination d’urine (mi/kg) d’elimi

-nation

d'urine

n 1°°heure 2*™ heure 3*™ heure 4°™ heure

Témoin 01 (4) 04044074 0483091 05.31£ 0.75 06.19+0.13 —
Témoin02 (4) 036812.12 13.80 £ 3.61 18.09 £ 4.91 21.52 £2.37 100
Témoin 03 (4) ' 08.2614.03 17.97 £ 3.61 21.63+6.52 22.97 £ 6.07 106
HCTZ (4) 19871768" 3728557 4369223 4980t1.12* 232
F1 (4) 18.59+280* 36.12+473* 4215x516™ 4435+511™ 206
F2 {4) 1541+602™ 2893+7.80" 3516+464"* 3860+x222* 179
F3 (4)  1365+594™ 3179%737* 4093+237* 4645+1.09*™ 216
F4 (4 1361+238™ 2842+258* 3285+085* 36.04 £1.04 167

Chaque valeur correspond & la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * . p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** . p<0.001.

Tablean 09 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés

administration par voie intrapéritonéale d’une dose de 25 mg/kg.

Volume d’élimination d’urine (ml/kg)

1°™ heure 2*™ heure 3*™ heure 4°™ heure

Témoin 1 04.04 00.79 00.48 00.89
Témoin 2 03.68 10.12 04.29 03.43
Témoin 3 08.26 09.71 03.66 01.34
HCTZ 19.87 17.41 06.41 06.21
F1 18.59 17.53 06.03 02.20
F2 15.41 13.52 06.23 03.44
F3 13.65 18.14 09.14 05.52
F4 13.61 14.81 04.43 03.19
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Annexes des tableaux

Tableau 10 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie

orale d’une dose de 50 mg/kg et le pourcentage d’élimination d’urine 2 la

4*™ heure par rapport au témoin 02,

%

Volume d’élimination d’urine (ml/kg) d’élimi-

nation

d’'urine

n 1*"heure 2*™heure 3* heure 4°™ heure

Témoin01 (4) 04.0410.74 04.83+ 091 05.31£ 0.75 06.19+0.13 -—
Témoin 02 {4) 03.6812.12 13.80 + 3.61 18.09 £ 4.91 2152 +2.37 100
Témoin03 (4) 0826:4.03  17.97 1 361 2163£6.52  2297+6.07 106
HCTZ (4) 1852:1.71* 3724+660" A4777+450* 5271:3.44** 245
F1 (4) 1227+417™ 31.28+4.08* 4211:+230* 4610:1.60** 214
F2 (4) 112910681™ 246511.33* 2811+024™ 320686+0.21* 149
F3 (4) 1399:+598™ 31.16:+1.10* 3596+090* 3812%105* 177
F4 (4) 1583+2.36* 3017+2.01* 3722+320* 4062+1.30* 188

Chaque valeur correspond 4 la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * : p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tableau 11 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés

administration par voie orale d’une dose de 50 mglkg.

Volume d’élimination d’urine (ml/kg)

1°® heure 2™ heure 3°™ heure 4™ heure
Témoin1 | 04.04 00.79 00.48 00.89
Témoin 2 03.68 10.12 04.29 03.43
Témoin 3 08.26 09.71 03.66 01.34
HCTZ 18.52 18.76 10.53 04.94
F1 12.27 19.01 10.83 03.99
F2 11.29 13.36 03.46 03.95
F3 13.99 1717 04.80 02.16
F4 15.83 _ 14.34

07.05

03.40
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Tableau 12 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie

intrapéritonéale d’une dose de 50 mg/kg et le pourcentage d’éﬁminaﬁon

d’urine & la

4éme

heure par rapport au témoin 02.

{
¥

%
Volume d’élimination d’urine (ml/kg) d’élimi-
nation
n d’urine
1 heure 2™ heure 3*"° heure  4°™ heure

Témoin01 (4)| 04.04:074  0483£091  0531:075  06.19£0.13 —
Témoin 02 (4)| 036812.12 13.80 £ 3.61 18.09 + 4.91 21.5212.37 100
Témoin 03 (4)| 08.26 +4.03 17.97 £ 3.61 21.63 £ 6.52 2297 +6.07 106
HCTZ  (4)| 181614.88* 3458:6.89* 4131+477* 45831486 213
F1 (4)| 26.781245** 4241:405*" 5357+3.34*" 5729+212*" 266
F2 (4)] 21.011081** 28681242 37.49%071* 4003+151* 186
F3 (4)| 1837:163* 3059+381* 3391+209* 3905+3.34" 181
F4 (4)| 11252077™ 2287+047* 30714+230* 32611201"* 151

Chaque valeur correspond 4 la moyenne + écart type.

ns:p>0.05;*:

Tableau 13 : V

|

p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

administration par voie intrapéritonéale d’une dose de 50 mg/kg.

olumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés

Volume d’élimination d’urine (ml/kg)

1%® heure 2" heure 3*™ haure 4% heure

Témoin 1 04.04 00.79 00.48 00.89

Témoin 2 03.68 10.12 04.29 0343
Témoin 3 08.26 09.71 03.66 01.34
HCTZ 18.16 16.42 06.73 04.52
F1 26.78 15.63 11.16 03.72
F2 21.01 07.65 08.53 02.84

F3 18.37 12.53 03.32 05.14
F4 11.25 11.62 07.84 01.90
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Tableau 14 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie
orale d’une dose de 75 mg/kg et le pourcentage d’élimination d’urine i la

4" heure par rapport au témoin 02.
p pp

%

Volume d’élimination d'urine (ml/kg) d’élimi-

nation

n d’urine

" 1" heure 2" heure  3*"°heure  4°™ heure

Témoin 01 (4) 04.04+0.74 04.83 + 0.91 05.31£ 0.75 06.19+0.13 —_
Témoin 02 (4) 03681212 13.80 £ 3.61 18.09 + 4.91 21521237 100
Témoin 03 (4) 08.26 +4.03 17.97 £ 3.61 21.63 £ 6.52 22.97 £6.07 106
HCTZ (4) 2069:507* 4053:6.16* 47.65+468*" 51.604%3.95* 240
F1 (4) 1325+088* 3228:032* 39.72:158* 4653+0.88* 216
F2 (4) 21.89£0.09** 4115:+1.41%* 48271267** 5084255 235
F3 (4)  13511544™ 26881+470* 3201+3.78" 3814+1.85* 177
31.78+3.87* 3644%£6.21* 38301575* 180

F4 (4y | 18931343 ™

Chaque valeur correspond & la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * : p>0.01 ; ** : p>0.001 ; **¥* : p<0.001.

Tableau 15 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant quatre heures aprés

atllministration par voie orale d’une dose de 75 mg/kg.
t

= Volume d’élimination d’urine (ml/kg)

1°® heure 2*™ heure 3°™ heure 4"™° heure

Témoin 1 04.04 00.79 00.48 089
Témoin 2 03.68 10.12 04.29 03.43
Témoin 3 08.26 09.71 03.66 01.34
HCTZ 20.69 19.84 07.12 03.95
F1 13.25 19.03 07.44 06.81
F2 21.89 19.26 05.12 04.37
F3 13.51 13.37 05.13 06.13
F4 18.93 12.86 04.66 01.86
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Tableau 16 : Variations de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie

intrapéritonéale d’une dose de 75 mg/kg et le pourcentage d’élimination

&’urine i 1a 4™ heure par rapport au témoin 02.
%
Volume d’élimination d’urine (mi/kg) d’élimi-
nation
n d’urine
1 heure 2*"°heure 3™ heure  4°™ heure
Témoin01 (4) 0404+074  04.83+0.91 05.31+ 0.75 06.19+0.13 —
Témoin02 (4) (03681212 13.80 + 3.61 18.09+4.91 21621237 100
 Témoin 03 (4) 08.26+4.03 17.97 + 3.61 2163652  22.97+6.07 106

HCTZ (4) 1936+108™ 3724+713* 4827+741* 51.721548" 240
F1 (4) 2229+324* 3550+598* 42451+436* 48981618* 227
F2 (4) 26.04+439** 4204:505** 4883+6.76* 53.6016.18* 249
F3 (4) ) 19.05£205™ 2805+3.05" 3328%£228* 39441055* 135
F4 (4) : 13.94+394™ 2228+628™ 2228+732™ 3086+586"™ 143

Chaque valeur corresponci 4 la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * : p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tableau 17 : Volumes d’urines collectées chaque heure pendant guatre heures aprés
administration par voie intrapéritonéale d’une dose de 75 mg/kg.

Volume d’élimination d’urine (mi/kg)

1°™ heure 2°™ heure 3°*™ heure 4™ heure

Témoin 4 04.04 00.79 00.48 00.89
Témoin2 03.68 10.12 04.29 03.43
Témoin3 08.26 09.71 03.66 01.34
HCTZ 19.36 17.88 11.03 03.45
F1 22.29 13.21 06.95 06.53
F2 : 26.04 16.00 06.89 04.67
F3 . 19.05 09.00 05.23 06.16
F4 13.94 08.34 03.04 05.54
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Tableau 18 : Variations de Ia concentration des ions Na* urinaire éliminées en 04 heures

aprés un traitement par voie orale par les doses de 25, 50 et 75 mg/kg et

le'ur pourcentage &’ élimination par rapport au témoin 02.

Dose administrée

[Na'] (mmol/04 heures) et % d’élimination / Témoin 02

25 % 50 % 75 %

{mg/kg) n
Témoin1 |(2) 0.53%0.06 —- 0.53+0.06 - 0.53+0.06 -—--
Témoin2 (2) 2.19+0.27 100 2.19+£0.27 100 2.19+0.27 100
Témoin3 ((2) 2.85:0.07 130 2.85+0.07 130 2.85%+0.07 130
HCTZ (2) 943+148* 430 691+£032** 315 636+035* 290
F1 (2) 5.89+048* 268 6.14+0.12*%** 280 4.75+064* 216
F2 |(2) 585x0.16** 267 471+£005** 215 552+£0.50* 252
F3 |(2) 566+1.01™ 258 331+038™ 151 4.06+£0.74™ 185
F4 :(2) 340+£029™ 155 4.03+0.60™ 184 371%076™ 169

Chagque valeur correspond a la moyenne + écart type.
ns : p>0.05 ; * | p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tableau 19 : Variations de la concentration des ions Na* urinaire éliminées en 04 heures

aprés un traitement par voie intrapéritonéale par les doses de 25, 50 et 75

mlg!kg et leur pourcentage d’élimination par rapport au témoin 02.

Dose administrée

[Na'] (mmol/04 heures) et % d’élimination / Témoin 02

(mg/kg) n 25 % 50 Y% 75 %
Témoin1 (2) 0.53+0.06 == 0.53£0.06 e (.53 +0.06 seoe
Témoin 2 |(2) 2.19+0.27 100 2.19+0.27 100 2.19+£0.27 100
Témoin 3 1(2) 2.85+0.07 130 2.85+0.07 130 2.85+0.07 130

HCTZ (2) 643+022%* 294 598+0.16** 273 6.74+0.23** 308

F1 (2) 404+0.06* 184 747+020*** 341 629+0.75* 287
F2 (|2) 401+045ns 183 4.88+0.21%% 223 7.10+0.35%* 324
F3 (|2) 6.57+106* 300 476+033* 217 420+ 0.08** 192
F4 (:2) 507+£0.16** 231 374+0.06*F 171 4.49+0.07** 205

Chaque valeur correspond a la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * : p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.
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Tableau 20 : Variations de la concentration des ions K’ urinaire éliminées en 04 heures

aprés un traitement par voie orale par les doses de 25, 50 et 75 mg/kg et

leur pourcentage d’élimination par rapport au témoein 02.

[K'] (mmol/04 heures) et % d’élimination / Témoin 02
25 % 50 % 75 %

Dose -administrlée
(mgkg) I

Témoin1 (2) 0.51+0.03 - 0.51%£0.03 -eee (.51£0.03 -—--
Témoin2 (2) 1.62+0.18 100 1.62+0.18 100 1.62+0.18 100
Témoin3 (2) 1.94:0.17 120 1.94+0.17 120 1.94+0.17 120

HCTZ ‘(2) 393+0.78% 242 371+£0.08** 229 296+0.14* 183

F1 (2) 295+045™ 182 296+£035™ 183 3.02+030* 186
F2 (I2) 358+0.03** 221 266+046™ 164 299+0.13* 184
F3 (|2) 244+£048™ 151 232+0.03™ 143 229+0.07™ 141
F4 (|2) 214+£003™ 132 247+0.18™ 152 258+0.14™ 159

Chaque valeur correspond a la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * :[p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tableau 21 : Variations de la concentration des ions K urinaire éliminées cn 04 heures

aprés un traitement par voie intrapéritonéale par les doscs de 25,50 et 75

amlg/kg <t lcur pourcentage d’élimination par rapport au témoin 02.

[K'] (mmol/04 heures) et % d’élimination / Témoin 02

D ..

ose administrée 25 % 50 % 75 %
(mg/kg) [N

Témoin1 (2) 0.51+0.03 @ 0.51+0.03 w= 0.51+0.03 e

Témoin 2 ’(2) 1.62+0.18 100 1.62:x0.18 100 1.62+0.18 100
Témoin 3 |(2) 1.94 £ 0.17 120 1.94+0.17 120 1.94:0.17 120
HCTZ (2) 339+0.26* 209 326+031* 201 4.07+086" 251

F1 (2) 2.97+0.13* 183 4.10+0.66* 253 4.16+045* 257
F2 |(2) 294:039™ 181 265+0.18™ 163 422+063* 260
F3 I(2) 337+0.14* 208 2.84::0.03* 175 237+0.07™ 146
F4 :(2) 275+£0.02*% 169 147+0.13™ 91 337+0.06** 208

Chaque vaieur <’:orrespond a la moyenne + écart type.
ns :p>0.05; * : p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.
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Tableau 22 : Variations de la concentration des ions Ca®*urinaire éliminées en 04 heures
aprés un traitement par voie orale par les doses de 25, 50 et 75 mg/kg et

leur pourcentage d’élimination par rapport au témein 02.

[Ca!’] {(1mol/04 heures) et % d'élimination / Témoin 02
Dose .admmtstrl'ée 25 % 50 % 75 %
(mg/hkg) |n

Témoin1 (2) 09.84+0268  --.- 09.84+02.68 -— 09.84+02.68 -
Témoin2 (2) 80.70+17.61 100 80.70 +17.61 100 80.70 4 17.61 100
Témoin 3 (2) 57.65+10.93 71 57.65+10.93 71 57.65+10.93 71

HCTZ ‘(2) 79.82+£20.50™ 99 128.08+£27.93™ 159 34.06+01.03™ 42

F1 (2) 4285+0139™ 53 76.06+0507™ 94 111.67+12.56* 138
F2 (|2) 90.61 £36.49™ 112 77.58+30.13™ 96 59.75+13.67™ 74
F3 (|2) 80.76 £01.49™ 101 51.46+11.05™ 63 147.60+03.05%* 183
F4 (|2) 29.10£02.57™ 36 121.04+39.80™ 150 73.92+30.64™ 91

Chagque valeur correspond & la moyenne + écart type.
ns : p>0.05; * ; p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tableau 23 : Variations de la concentration des ions Ca**urinaire éliminées ¢n 04 heures
a[lrés un traitement par voie intrapéritonéale par les doses de 25, 50 ¢t 75

mg/kg et feur pourcentage d’élimination par rapport au témoin 02.

'[Caﬁ (umol/04 heures) et % d’élimination / Témoin 02

Dose administrée

(mgkg) |n 25 % 50 L % 75 %
Témoin1 (2) 09840268 - 098440268 -:vic 09.84+02.68  sie-
Témoin 2 :(2) 80701761 100 80.70+17.61 100 80.70+17.6] 100
Témoin 3. (2) 57.65+10.93 71 57.65+10.93 71 57.65+10.93 71

HCTZ }2) 4840+£01.99% 60 57.28+09.16™ 70 61.54+0620™ 76

1 (|2) 7938+ 1242 99 65.88+£05.72™ 82 140.08+16.16* 174
F2 (!2) 42.85+1698™ 53 71.65+2241™ 89 69.68+05.89™ 86
F3 (l2) 7769+03.54™ 96 56.62:03.51™ 70 160.52+05.13** 199
F4 (!2) 2991+00.72™ 37  77.94+19.24™ 97 133.31401.54* 165

Chaque valeur c'orrespond a la moyenne * écart type.
ns : p>0.05; * :p>0.01 ; ** : p>0.001 ; ***: p<0.001.
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Tableau 24 : Variations du taux d’acide urigue urinaire éliminées en 04 heures aprés
|
uh traitement par voie orale par les doses de 25, 50 et 75 mg/kg et leur

pourcentage d’€élimination par rapport au témoin 02.

Taux d'acide urique{(mg/04 heures) et % d'élimination /Témoin 02

Dose -adm'inistrlée 25 % 50 % 75 %
(mg/kg) n | ‘
Témoin1 (2) 027x0.04 sen 027+0.04 wi- 0,27+ 0.04 wone

Témoin 2 |(2) 0.91+£0.16 100 0.91+£0.16 100 0.91=x0.16 100

Témoin3 (2) 0.994:0.06 108 0.99+0.06 108 0.99+0.06 108
HCTZ |(2) 1.65£024™ ~ 181 1.69+0.15* 185 LI1+0.18™ 122
F1 (iz) 1.80+0.14* 197 2.08+0.08** 228 143+035™ 157
F2 () 171£032% 188 127+016™ 139 106£005™ 116
F3 (2) 15340.14* 168 129£006* 142 111+£0.16™ 122
Fa4 (2) 084£001™ 92 166+0.07* 182 099£022™ 108

Chaque valeur correspond a la moyenne =+ écart type.
ns : p>0.05; * ;p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tableau 25 : Variations du taux d’acide urique urinaire éliminées en 04 heures aprés
un traitement par voie intrapéritonéale par les doses de 25, 50 et 75 mg/kg

et leur pourcentage d’élimination par rapport au témoin 02.

Taux d'aéide urigue(mg/04 heures) et % d'élimination /Témoin 02

Dose administrée 25 o 50 % 75 %
(mg/kg) |n
Témoin1 [(2) 0.27=+0.04 s 0.27+:0.04 =2 0.27+£0.04 FErn

Témoin2 (2) 091+0.16 100 0.91+0.16 100 0.91+0.16 100
Témoin3 |(2) 0.99+0.06 108 0.99+0.06 108 0.99+0.06 108
HCTZ (2) 1.02£0.19™ 112 1.16+0.06™ 127 1.59+0.04** 174

#1 (2) 097+005™ 106 1.43%0.02* 157 13240.16™ 145
2 i(2) 0.87+0.12"™ 95 095+0.05™ 104 2.14+0.07* 235
F3 &2) 097+0.16™ 106 1.054022™ 115 138x024™ 15}
F4 #2) 0.77+0.02 "™ 8 1.09£0.04™ 119 098+0.14™ 107

Chaque valeur correspond 4 la moyenne + écart type.
ns :p>0.05; * : p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** ; p<0.001.
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Tabieau 26 : Valeurs du pH urinaire aprés un traitement par voie orale des différents

composés par les doses de 25, 50 et 75 mg/kg.

Valeurs du pH
Dose administrée 25 50 3
_ (mg/kg) I
Témoin1 | (2) 8.02 +0.22 8.02+0.22 8.02+0.22
‘Témoin2 |(2) 7.41 £0.13 7.41 £0.13 7.41 £ 0.13
Témoin3 .{(2) 8.09 + 0.06 8.09 + 0.06 8.09+0.06
HCTZ (2) 7.89+0.14™ 8.06+0.07™ 820+£035™
F1 (2) 7.95+0.06 ™ 8.04+£0.12™ 823+0.12"
F2 (2) 8.06+0.07™ 8.06+0.06™ 7.83+0.03 *
F3 (2). 7.83+0.06* 7.95+045™ 7.75+£0.03 *
F4 (2) 821£011 % 8.00+0.60™ 8.17+£0.16™
Chaque valeur correspond a la moyenne ++ écart type
ns : p>0.05; * : p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<0.001.

Tsbleau 27 : Vatcurs de:

différents com

pH urinaire aprés un traiterment par voie Intrapéritonéale des
posés par les doses de 25, 50 et 75 mg/kg.

o Valgurs du pH
D"f:m;‘:;;ms“f: 25 T 5o 75

Témoin1 ((2) 8.02+0.22 202+022 8.02+ 022
Témoin2 [(2) 7.41 £0.13 7.41+0.13 7.41 £0.13
Témoin3 ((2) 8.09 4 0.06 8.09 + 0.06 8.09+0.06

HCTZ (2) 773+ 0.64 ™ 7.96+ 0.07 ™ 8.02+0.12™

1 (2) 768+042™ 741 £0.13 * 8.03+0.09™

F2 (2) 7.82+037™ 8.0940.06™ 8.13+£0.18™

F3 (2) 7.87+0.50™ 7.83+0.17™ 7.99+0.09™

4 L(2) 8.26:0.06™ 6.51 £ 0.04 *=* 821%£005™

t

F

Chaque valeur correspond & la moyenne + écart type

ns.: p>0.05; *:
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Tableau 28 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration des

différents composés par la voie orale par une dose de 50 mg/kg.

Glycémie a\iant ot apréé adminisiration (g/i) "

n Avant 1H 2H 3H

Témoin ) 1.06+0.15 0954005 1.04+0.17 096010
Tolbutamide (2) 1.02+0.08™ 058+009* 054+0.02* 0.53+£0.02*
Glibenclamidle (2) 091+0.09™ 0.56+0.01 * 055+002* 0.60x003*
Diazoxide (2) 1.00:018™ 207+0.09** 2354:031%* 196:0.14*
F1 (2) 1.12%006™ 1.10+£0.07™ 1.13£007™ 1.08x002"™
F2 (2) 097005 1.03+0.13™ 1.03+0.02™ 1.00£005™
F3 | (2) 090£001™ 1.04£006"™ 120£0.04™ 1.09 002"
F4 (2) 100£001™ 1.07x006% 098+£0.08™ 0.99+0.01"™

Chaque valeur correspond a {a moycnne % écart type
p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** : p<(.001.

ns:p>0.05;*:

Tableau 29 : Yariations de da glycémic on fanction du femps aprés administration des

différents composés par voie intrapéritonéale 2 une dose de 50 mg/kg.

'Giyéémia avant et aprés administration ggﬂf |

n Avant iH ZH 3

Témoin @) 106£0.15  095+005  1.04+017  096+0.10
Tolbutamide (2) 1.03:-0.08™ 0.51:003* 06600505 0.57+0.09*
Glibenclamide 2) 097+£009™ 053+£005* 054+£003* 0.71+£000%
Diazoxide | (2) 098£0.12" 275+034% 3.83+045% 2531034°%
F1 (2) 080+001™ 102+0.13™ 1.06+0.04ns 1.07+0.03™
F2 (2) 092£008™ 1.114005™ 103£007ns 1.05+£0.11™
F3 (2) 084+0.02™ 097+0.12™ 1.12+0.04ns 0.93::0.04"™
F4 | (2) 094:1003™ 1144012™ 12430.19ns 1.16+0.16™

[

Chaque valeur correspond a la moyenne - écart type
ns : p>0.05; * :p>0.01 ; ** : p>0.001 ; *** ; p<0.001
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Tableau 30 : Variations de [a glycémic en fonction du temps aprés administration du Gl

Avec les différents composés par voie orale.

Glycémie avant et aprés administration (g/1)

Avant 11 ZH 3H
Gli 0.9 0:56 0.53 0.57
Gli+F1 0.99 1.00 0.95 0.77
Gli+F2 | 0.92 1.02 0.79 0.70
Gli+F3 0.87 0.65 0.80 0.77
Gli + F4 | 0.90 1.06 0.75 0.82

Tzbleau 31 : Variations de !a glycémie en fonction du temps aprés administration du Gli

Avec les différents composés par voie intrapéritonéale.

r Glycémie avant et aprés administration (g/l)

J Avant 1 20 34
Gli 0.97 0.53 0.54 0.71
Gli+F1 0.95 0.54 0.7 0.74
Gli+F2 1.08 0.60 0.81 0.75
Gli+F3 1.10 0.68 0.80 0.76
Gli + F4 1.03 0.59 0.63 0.69
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Tableau 32 : Variations de la glycémie en fonction du temps aprés administration du

Diaz avec les différents composés par voie orale.

Glycémie avant et aprés administration 7))

Avant iH 2H in
Diaz 0.82 2.16 2.60 1.82
Diaz + F1 1.03 1.31 1.61 1.61
Diaz + F2 0.93 1.64 1.43 1.46
Diaz + F3 0.92 133 1.32 1.27
Diaz + F4 1.14 1.65 1.83 1.44

Tablcau 33 : Variations de {a glycémie en fonction du temps aprés administration du

Diaz avec les différents composés par veie intrapéritonéale.

Glycémie avant et aprés administration (/1)

Avant ' 19 2H 30
Diaz 0.98 2.75 3.83 2.53
Diaz + F1 0.72 2.98 4.56 4.13
Diaz + F2 1.02 3.60 4.23 3.98
Diaz + F3 0.97 3.31 3.78 3.97
Diaz + F4 1.10 3.61 4.72 4.49
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Résumé

Une nouvelle serie de dérivés de I'hétérocycle 1,2,4-benzothiadiazine-1,1-dioxydes comportant une
fonction sulfonylthiourée a été synthétisée, purifiée et les structures chimiques ont été confirmées
par la spectroscopie IR, RMN'H et RMN'™C. Ses effets sur la diurése et la glycémie ont été évalués
in vivo sur des rats wistars. Certain de ces dérivés montrent un effet diurétique identique a celui de
I'hydrochlorothiazide, et présentent moins d'effets secondaires suite aux résultats des dosages
des éléments minéraux et organiques éliminés dans les urines. L'étude de I'effet sur la glycémie
révele que ces molécules n‘ont pas d'effet sur le taux du glucose sanguin.

En revanche, il s'avére que ces substances ont une particularité de garder le taux du glucose
sanguin dans les limites de la glycémie des rats lorsqu'ils sont administrées en paralléle avec des
activateurs ou des inhibiteurs des canaux Karp, ce qui ouvre la voie a des tests plus approfondies
pour I'évaluation de la sélectivité de ces substances.

Mots clés : canaux Karp, diurétiques, benzothiadiazines, activateurs des canaux Karp, inhibiteurs
des canaux potassiques, sulfonylthiourées.
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Summary

A new series of 1,24-benzothiadiazine-1,1-dioxide derivatives comprising a sulfonylthiourea
function was synthesized, purified and the chemical structures were confirmed by the IR, RMN'H,
RMN™C spectroscopies. Their effects on the diuresis and the glycemia were evaluated in vivo on
rat's wistars.

Certain of these derivatives show an identical diuretic effect to that of the hydrochlorothiazide, and
present less side effects.The study of the effect on the glycemia reveals that these molecules don’t
have an effect on the concentration of blood glucose.

These substances have a characteristic to keep the concentration of blood glucose in the limits of
the glycemia of the rats when are managed in parallel with activators or inhibitors of Katp channels,
which opens the way to deeper pharmacological studies for these substances.

Key words: Karp channels, diuretics, benzothiadiazine, activators of Kap channels, inhibitors of Karp
channels, sulfonyithiourea.
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