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Introduction

INTRODUCTION

Les produits naturels peuvent étre remplacés par des produits de synthese identiques.
Quelle que soit son origine, une substance donnée est formée des mémes molécules et possede

les mémes propriétés.

Les salicylates sont utilisés en rhumatologie depuis plus de 100 ans. Les reconnaissances
de la modification de la fonction plaquettaire et endothéliale. La conduit a leur utilisation dans
d'autres domaines de la médecine. L'acide salicylique et ses dérivés sont utilisés comme
substances actives dans de nombreux médicaments, en raison de ses diverses propriétés

médicinales, notamment ses propriétés anti-inflammatoires et anti oxydantes [1]

C’est dans ce but s’inscris notre travail qui consiste a évaluer I’activité anti-inflammatoire
(in vivo) et ’activité anti oxydante (in vitro) des produits synthétisés (quelques analogues de

I’acide salicylique).

Notre travail est divisé en trois parties :
% La premiere partie aborde une étude bibliographique qui regroupe deux chapitres dont
le premier concerne I’acide salicylique et ces analogues. Le deuxiéme chapitre
comporte les effets pharmacologiques étudiés dans ce travail.

¢ La deuxieme partie résume les travaux personnels dans ce travail qui porte sur :

e Une ¢étude de TPactivité anti-inflammatoire des produits par un modéle
d’inflammation aigué, cedéme de la patte des rats induit par la carragénine par la
méthode de WINTER [2]

e Une étude de I’activité anti oxydante des mémes produits (Cette partie est reportée
a cause de la situation actuelle)

% Enfin, une troisiéme partie dont laquelle nous avons étudié et analysé les résultats de

laboratoire obtenus.
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I. 1. L'acide salicylique

L'acide salicylique est un compose organique aromatique utilisé comme médicament. Il est
naturellement synthétisé par certains végétaux, on le retrouve surtout dans des fruits, sous
forme estérifiée de salicylate de méthyle. Il peut agir comme un signal hormonal pouvant
déclencher, occasionnellement une thermogenése végétale [1]; c’est une molécule qui
implique dans beaucoup de phénomeénes physiologiques des plantes [2], parmi lesquels
I"activation des réponses de défense de la plante envers des attaques par les champignons,

bactéries ou virus.

1.1. Structure et dénomination [3]
AS a un systeme cyclique central, de nature aromatique ou hétéro-aromatique. 1l possede
un groupement acide et un groupement hydroxyle (on position ortho) directement fixé sur la

partie aromatique.

Tableau 1: Structure d’acide salicylique.

Structure Formule brute Nom IUPAC Synonymes

COOH
OH C7HeO3 Acide 2- Acide ortho-
CesHs (OH) (COOH) hydroxybenzoique hydroxybenzoique

1.2.Propriéetés physiques et chimiques
1.2.1.Propriétés physiques
L’AS est un acide o-hydroxy carboxylique aromatique incolore et cristallin.
Contrairement a ses isomeres méta et para, il est soumis a une liaison hydrogene
intramoléculaire et a la volatilité de la vapeur. Il se sublime également plus facilement que ses
isomeres et il est sensiblement plus acide. Les constantes de dissociation des isomeres

« méta » et « para » sont respectivement de 8,7105 et 3,3105 [4]

Il se cristallise sous forme daiguilles incolores ou de prismes monocliniques, dont les

caractéristiques sont indiquées dans le tableau ci-dessous : [5]



https://fr.wikipedia.org/wiki/Formule_brute
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_IUPAC
https://fr.wikipedia.org/wiki/Synonymie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cristallin
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Tableau 2 : Propriétés physiques d’AS.

Point de fusion 159 °C

Point de sublimation 76 °C

T° ébullition 211 °C a 20 Torr
Densité 1,443

Masse volumique 1,443 g.cm?

Point d’éclair 157 °C (coupelle fermée)
Solubilité 1,8 g/L 420 °C

1.2.2.Propriétés chimiques
La molécule d’AS combine les propriétés des phénols avec celles des acides carboxyliques
aromatiques.

Tableau 3 : Propriétés chimiques d’AS.

Masse molaire 138.123 g/mole
PKa 3

Le groupement acide carboxylique (COOH) peut réagir avec un alcool en donnant de
nombreux esters. Le groupe hydroxyle peut réagir avec l'acide acétique pour former de l'acide

acetylsalicylique, ou aspirine.

1.3. Découverte

L'acide salicylique (AS) est un composé phénolique synthétisé dans une large gamme
d'organismes procaryotes et eucaryotes, y compris les plantes [6].1l y a environ 2400 ans,
Hippocrates a prescrit des décoctions de feuilles de saule pour traiter la fievre et la
douleur[4] . Le principe actif des feuilles de saule est I'AS qui a été synthétisé chimiquement
pour la premiere fois par Hermann Kolbe en 1859, mais le golt amer et les effets secondaires
ont limité l'utilisation de I'AS a long terme comme médicament.

En 1897, Felix Hoffmann a synthétisé I'acide acétylsalicylique (produit a l'origine par un
chimiste francais, Charles Fréderic Gerhardt, en 1853), qui est devenu Aspirine, pour réduire

les effets secondaires [6].

1.4. Biosynthése
Chimiquement, I’AS appartient a un groupe de composés phénoliques de plantes, qui
possédent un anneau aromatique avec un groupe hydroxyle ou ses dérivés fonctionnels
Deux voies de biosynthése de I’AS sont possibles chez les plantes d’aprés des travaux
publiés. La premiére suivrait la voie des phénylpropanoides, avec I"acide cinnamique comme

un produit initial (Figure 01). L acide cinnamique est formé a partir de la phénylalanine par


https://fr.wikipedia.org/wiki/Point_d%27%C3%A9bullition
https://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_volumique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Point_d%27%C3%A9clair
https://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_molaire
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I"enzyme phénylalanine ammonia-lyase (PAL), et est ensuite transformé en acide benzoique.
L"étape finale de la biosynthese est I"hydroxylation du benzoate par I'enzyme benzoate 2-
hydroxylase (BAH)

Une voie alternative de synthése existe chez les bactéries et dans les chloroplastes de
plantes. Cette voie implique les enzymes isochorismate synthase et isochorismate pyruvate
lyase qui catalyse les deux étapes de synthese a partir de I"acide chorismique [7]. La premiére
enzyme catalyse la conversion de chorismate a isochorismate, et la deuxieme la conversion de
ce dernier en AS (Figure 01)

Voie 2 Voie 1

N N
’ A f COO” \

COO-
(0]
NH3*
> \ o]
Phénylalanine H
HO OH ammonia-Iyase
OH acide cinnamique
Acide shikimique Phénylalanine l
COO”
\ coor
on Acide chorismique Acide benzoique
l Isochorismate synthase
COO” -
COO Benzoate 2-hydroxylate
OH OH
Isochorismate-
10 coO- pyruvate Iyase
Acide isochorismique Acide salicylique

Figure 01 : Voie de biosynthese de I"AS proposé chez Arabidopsis [ 7]
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1.5. Production industrielle
La premiére production commerciale de I’AS synthétique a débutée en 1874 en
Allemagne. Son dérivé acétylé (acide acétylsalicylique) est introduit sous le nom commercial
d“aspirine par I'entreprise Bayer en 1898 et est rapidement devenu le médicament le plus
vendu dans le monde [2]

> Synthése Kolbe — Schmitt

L'AS est préparé a l'échelle industrielle par la synthese de Kolbe-Schmitt a partir de
phénoxyde de sodium sec dans un courant de dioxyde de carbone a 150 — 160°C et sous une
pression de 5 bars.

COO"Na*

o 150 C°/ 5 bar
Na* + co, =—— OH

L'utilisation de la pression (SCHMITT, 1884) conduit & un rendement d'environ 90%,

tandis que sans pression le rendement ne dépasse pas 50% car le salicylate disodique et le

phénol se forment en quantités équivalentes.

COONa COONa

COONa COONa

/ \ 245-300 °C
2 OH ~——— ONa + OH + CO,

L'acide 4-hydroxyisophtalique, qui donne du salicylate par libération directe de CO2 (ou

par carboxylation du phénolate), a été discuté comme intermédiaire possible dans le processus
de réaction [8]. Un mécanisme de substitution électrophile via un complexe formé entre le
phénol, une molécule de CO: et un metal alcalin également est proposé [9]. La température, la
nature du métal alcalin et la pression de CO2 sont tous d'une importance decisive pour la

réactivité et la sélectivité du phénoxyde [10].
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La réaction de Kolbe— Schmitt en générale est la suivante :
Ox_ONa O« OH

OH OH
co, ONa 1 s0,

NaOH

»  Autres processus
Il est envisagé de produire I'AS par oxydation a l'air d'o-crésolate a 230°C en présence d'un
catalyseur a base de cuivre ou de benzoate de cuivre (175 —215°C). Le benzoate de cuivre
alcalin peut également étre transformé par traitement thermique en salicylate directement.
L'acide benzoigue est un intermédiaire dans la synthése du phénol a partir du toluene par le
procéde de Dow.

e Le procédé Dow
C’est un procédé¢ catalytique en deux étapes qui permet d’obtenir environ 5 % de la
production mondiale de phénol a partir du toluéne :

Premiéere étape

/ \ 0, , 140 C° O
— Catalyseur Co OH
Toluéne Acide benzoique

Deuxieme étape

O Catal Mg, C
OH 210 C°

Acide benzoique Phénol

Le bilan de ce procédé peut s’écrire
CBH5CH3 + 2 02 —_— C6H5OH + C02 + Hzo

L'AS peut également étre obtenu par fermentation de composés aromatiques polycycliques

tels que le naphtaléne a l'aide des micro-organismes [4].


http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_de_Kolbe
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1.6. Mécanisme d'action
Comme les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les AS agissent en

inhibant les actions de I'enzyme cyclooxygénase (COX) (Figure 02) [11].

[ L'acide Arachidonique }

X COX @ Salicylates
Thromboxane J Prostacyclin
synthase synthase
TXA, |+ Y | PGH2 | Y s PGl
e Agrégation ¢ Inhibition
plaquettaire plaquettaire
e Vasoconstriction e Vasodilatatio
\4 \ 4
PGE> PGF;
o Fievre  Diminution de la pression
e Douleur intraoculaire (P10)
* Vasodllata.tlon Augmentation des contractions
e Inflammation e
. utérines
e Production de mucus

Figure 02 : Inhibition de I’enzyme cyclooxygénase (COX).

L’AS agit en inhibant de maniere irréversible la COX-1, une enzyme qui catalyse la
formation d'endoperoxyde cyclique, qui est ensuite convertie en ce qui suit:
» Thromboxane A, (TXA?) dans les plaquettes:
» TXA; est un puissant inducteur d'agrégation et de libération des plaquettes.

* L'inhibition de TXA> entraine les effets antiplaquettaires de I'AS (Figure 03).
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Salicylates

Activation

I ~~, r— Récepteur Ib / 111a

activation et agrégation plaquettaires

Figure 03 : Le mécanisme d’action de I’acide salicylique

> La prostaglandine E> (PGE>) intervient dans la fiévre, la douleur, I'inflammation et la
production de mugueuses

* L'inhibition de la formation de PGE2 entraine donc un bon nombre des effets les plus
connus des salicylates, a savoir leurs propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et
antipyrétiques

» Prostacycline I, (PGI2) dans les cellules endothéliales
* PGI> joue essentiellement le role opposé & TXA2 comme il est montrait dans la Figure
02.

1.7. Effet thérapeutique
L'AS est principalement utilisés pour synthétiser des produits pharmaceutiques (Environ

60% de I'AS produit aux Etats-Unis a été consommé dans la fabrication de l'aspirine) [5], et
comme intermédiaires dans la production de colorants et de produits agrochimiques et de
parfumerie [4]. Parmi ses nombreux effets, on cite :

« Anti-inflammatoire dans les rhumatismes, dans le traitement général ou local

« Antalgique dans les douleurs surtout articulaires

« Antipyrétique dans les hyperthermies

« Effet kératolytique[12]
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1.8.Rdle physiologique

L’AS joue un r6le dans des phénomenes physiologiques comme la photosynthése, la
floraison, la perméabilité de la membrane, la production de chaleur, la croissance et
développement des plantes, et les interactions plantes - pathogénes [13, 14]. Il a été impliqué
notamment dans le phénoméne de RSA () ol une plante devient résistante vis-a-vis d’un
grand nombre d’agents pathogénes suite a une attaque locale par un microorganisme virulent
[15]

Dans une revue récente [7] I'implication de I’AS dans I’immunité des plantes est liée a 3
fonctions:

% L’AS est une molécule mobile capable d’intervenir dans la chaine de perception,

amplification et transmission de I’information quand une cellule de la plante est

attaquée par un agent pathogene [16]
% L’AS est impliqué dans la fonction de plusieurs systémes de signalisation, et les unifie

vers un réseau d’interactions réguliéres [17]
s La capacité de I’AS d’inhiber 1'activit¢ de la catalase (enzyme qui détoxifie le

peroxyde d hydrogéne) méne a une augmentation des taux de peroxyde d hydrogéne

et induit un choc oxydatif aux sites de I"attaque par le pathogene [18]

1.2. Les analogues de ’acide salicylique
2.1. Sels
Le groupe carboxyle de I'acide salicylique est facilement converti en sels par I'action des
carbonates métalliques. Afin d'éviter la décoloration, les solutions aqueuses de sel doivent étre
conservées légérement acides. Les sels sont obtenus sous forme solide en concentrant leurs

solutions aqueuses [4]

Tableau 4: Les analogues d’acide salicylique (sels)

Structure et formule Masse molaire Description

Le salicylate de sodium : « C7HsNaO3z »

COON i i
a 160,11 g/mol Flocons_ cristallins
blancs, inodores et
brillants
OH

(1) La résistance systémique acquise (RSA, ou SAR, acronyme de Systemic acquired resistance en anglais) désigne une
réponse immunitaire, puissante et généralisée a la plante entiére, induite par une infection ou agression localisée par un agent
pathogene (bactérie, champignon, virus ...) La plante est ainsi mieux protégée dans le temps d'une infection ultérieure.
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Le salicylate de morpholine : « C11H1sNO4 »

O g Morpholine

O
Je
: (o)
/N\
H H

Acide salicylique

225,24 g/mol

Cristaux jaunes
clairs

« Autres sels :

Outre le salicylate de sodium, un certain nombre de sels sont connus par exemple,

'ammonium, le magnésium, le calcium, l'aluminium. Ses sels sont commercialisés sous

différents noms commerciaux [4].

2.2.Esters :

Ce sont des produits obtenus par estérification de l'acide salicylique avec l'alcool approprié

en utilisant un acide minéral fort tel que I’acide sulfurigue comme catalyseur. Les esters de

salicylate sont appliqués comme agents de protection solaire contre les rayons UV et comme

agents d'ardme et de parfum. Plusieurs ont une application comme analgesiques topiques [5]

Tableau 5 : Les analogues d’acide salicylique (esters)

Structure et formule

Masse molaire

Description

Le salicylate de méthyle (huile de wintergreen)

OH

: « CgHgO3 » - .

o Un liquide huileux

152,15 g/mol incolore avec une
- odeur
o caractéristique [3]
OH
Le salicylate de benzyle : « C1aH1203 »
O
Un liquide incolore

228,25g/mol avec une odeur

caractéristique [3]
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Le salicylate d'isoamyle : « C12H1603 »

208,26 g/mol Un liquide incolore

[3]
Le salicylate de phényle (le salol) : « C13H1003 »
(@]
Une poudre
o 241,22 g/mol cristalline incolore
OH

2.3.Autre analogue de I’AS :

Tableau6 : Autre analogues d’AS

Structure et formule rr':g?;?fe Description
L’acide acétylsalicylique (Aspirine) :
« CoHgO4 » Il existe sous forme des
° o aiguilles incolores ou poudre
o 180.15 g/mol cristalline, ou sous forme de
Y plaquettes plates [3]
(0]
Le salicylamide : « CtH7NO2 » Une poudre cristalline
° . blanche, peu soluble dans
OH 137,13 g/mol I'eau et soluble dans
I’alcool[4]
Le salicylanilide : « C13H11NO2 » Forme des cristaux incolores
et inodores, Il est peu soluble
213,33 g/mol

dans l'eau et soluble dans

I'alcool et le chloroforme [3]
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L'acide 3- chloro-salicylique :

« C7HsCIO3 »

O

172,57 g/mol Poudre blanche
OH
OH
Cl
L'acide 4-chlorosalicylique :« C7HsCIO3 »
HO (@]
HO
\5 172,57 g/mol Poudre blanche
ClI
L'acide 5-chlorosalicylique :« C7HsCIO3 »
o OH
? OH 172,57 g/mol Poudre blanche [4]
cl

L’acide5-(2°,4’-difluorophényl)
salicylique (Diflunisal) : « C13HgF203 »

(0] OH

Composé cristallin blanc
OH 250,20 g/mol

3

F

inodore fondant a 211-213 °c

L'acide 4-aminosalicylique : « C7H7NOz »

OH

o3

H,N OH

153,135g/mol

Poudre blanche, sans odeur

(ou une légere odeur)[19]
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L’acide m- hydroxybenzoique :

« C7HeO3 »
COOH
@\ 138,12 g/mol Poudre blanche
OH
L'acide p-hydroxybenzoique : « C7HgO3 »
prvErRY d OH e C’est un solide cristallin blanc
légérement soluble dans I'eau
5 138,12 g/mol et le chloroforme, mais bien
soluble dans les alcools,
HO I'éther et I’acétone [4]
Alcool salicylique (Saligénine, Alcool o-
hydroxybenzylique) : « C7HgO2 » Poudre cristalline brun clair.
o Il se cristallise dans l'eau sous
124,14 g/mol forme d'aiguilles ou de
OH . :
cristaux rhombiques blancs.
[13]
L’acide thiosalicylique (L’acide o-
mercaptobenzoique) : « C7HsO2S»
0
154,19 g/mol | solide cristallin incolore [19]
OH
SH
Benorilate «4-acetamidophenyl 2-
acetoxybenzoate» : « C17H3NOs » C’est une combinaison de
313,3 g/mol paracétamol et d'un ester

AT T

d'aspirine.
Poudre blanche [20]
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Salsalate (acide salicylsalicylique) :

« ClsH1005»
C’est un dimére d'acide
i 258,2 g/mol salicylique, sous forme des
o cristaux blancs [20]
OH HO o]

Trisalicylate (Trisalicylate de magnésium
et de choline) : « C2sH20MgNO10»

La structure absolue du trisalicylate de Le trisalicylate de magnésium
choline et de magnesium n'est pas connue a et de choline est un dimére

. 539,8 g/mol
ce jour [20] non acétylé de l'acide
Mais lorsque cette substance se dissout dans salicylique [4]

I'eau, elle semble former 5 ions (1 ion
chlore, 1 ion magnésium et 3 ions

salicylate) [4]

1.3. Toxicologie de ’AS et ces analogues :

L'AS a une activité kératolytique et est un irritant tissulaire. Dans I'estomac, cette action
irritante affecte principalement les cellules productrices de mugueuses

Des doses uniques supérieures a 10 g peuvent s'avérer fatales. La principale cause d'une
telle intoxication aigué est la perturbation de I'équilibre acido-basique. Les cas graves
d'intoxication peuvent provoquer délire, tremblements, insuffisance respiratoire, transpiration,
exsiccose, hyperthermie ou coma. Les symptomes d'intoxication moins severe comprennent
I'hyperventilation, les acouphénes, les nausées, les vomissements, les troubles de la vision et
de l'audition, les vertiges et les troubles nerveux [21]

En cas d'intoxication chronique, les symptémes comprennent des troubles digestifs et des
douleurs gastriques et intestinales, parfois accompagnées d'hémorragies graves, qui restent
néanmoins souvent cachées. L'anémie induite par le salicylate, qui peut étre observée en cas
d'administration chronique, est une carence en fer due a des saignements cachés. Chez les
personnes Aagées, les symptdmes d'intoxication chronique sont souvent de nature

neuropsychiatrique, y compris la confusion et l'agitation. Malgré les effets tres nocifs des
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salicylates sur les tissus, aucun probléme hépatique ou rénal n'a été signalé a ce jour suite a
I'administration de formes pures du compose.

Des expériences avec différentes espéces d'animaux ont montré que l'administration de
doses relativement importantes d'AS et de ses dérivés peut avoir un effet tératogéne. L'agent
causal est probablement I'AS. Ces résultats n'ont cependant jamais été confirmés chez
I'hnomme [4].

I.4. Pharmacocinétique :

L'AS et ses dérivés sont résorbés par la peau et les muqueuses. Les esters d’AS se
dissocient hydrolytiquement sous l'influence des estérases. En fonction du pH du l'urine, ’AS
est soit oxydé en acide gentisique (acide 2,5-dihydroxybenzoique), ou il est éliminé par les
reins sous la forme d'acide salicylurétigue ou de salicylate de glucuronide. Le taux
d'élimination de I'AS étant plus faible que le taux de résorption, dans certains cas il y a un

danger qu'il puisse s'accumuler dans le corps [21]
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11.1. L’effet antioxydant :
1.1.Radicaux libres biologiques

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) en contenant un ou
plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et capables
d’existence indépendante. Ils peuvent étre dérivés de I'oxygéne (ERO) ou d’autres atomes
comme 1’azote (ERN). La présence d’un €lectron célibataire confeére aux radicaux libres une
grande réactivité (demi-vie courte) et ils peuvent étre aussi bien des especes oxydantes que
réductrices. Les ERO sont capables de provoquer des dommages oxydatifs a I’ADN ainsi
qu’aux protéines et lipides de la cellule. Ce sont ces dommages qui sont consideres comme
étant a I’origine du vieillissement et des nombreuses pathologies qui lui sont associées. Les

plus communs sont le peroxyde d’hydrogene (H205) et les radicaux hydroxyles (OH")[1].

1.2.Les systéemes antioxydants
L’organisme est doté d’un ensemble de systemes de défenses tres efficaces contre la
surproduction d’ERO et d’ERN [2]. Les antioxydants sont définis par HALLIWELL (1999)
comme « toute substance qui, en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre
oxyd¢, prévient ou ralentit I’oxydation de ce substrat » [3].
Il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante dans I’organisme dont Les

mécanismes d’action sont différents, nous les avons résumés dans le tableau 1 :

Tableau 7: Principaux modes d’action de quelques antioxydants [ 3]

NATURE MODE D’ACTION
Vitamine E Piéger les radicaux libres
Vitamine C Piéger les radicaux libres

Défenses non

A \ Piéger les radicaux libres
enzymatiques Béta carotene

Fixation des métaux de Transition

Acide urique Piéger certains radicaux libres

Superoxy de dismutase Catalyse la dismutation de I’anion superoxyde
Défenses

) Catalase Métabolise Métabolise H202
enzymatiques

Glutathion peroxydase | Action réductrice sur H20: et les hydro peroxydes
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1.3.Méthodes d’études des antioxydants :

Les antioxydants présentent une grande diversité moléculaire agissant contre les processus
d’oxydation de différentes manieres. Ainsi, afin de mesurer I’activité antioxydante d’une
molécule, on peut coupler plusieurs tests. Par exemple, on retrouve le test au radical libre
DPPH" (2,2-DiPhényl-1-PicrylHydrazyle) ainsi que le test au radical libre ABTS" qui est
obtenu a partir de IDI'ABTS (sel d’ammonium de 1’Acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzoThiazoline-6- Sulfonique)). Ces deux tests sont les plus utilisés mais on peut
également retrouver d’autres méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant : ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) et
FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) [4].

Dans ce travail le test au DPPH est utilisé.

» Test de reduction du DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical stable et présente une absorption
spécifique a 517 nm qui lui conferent une couleur violette. Lorsque le DPPH est réduit par un
capteur de radicaux, sa couleur disparait. L ’activité des substances anti-radicalaire est mise en
évidence par la révélation sur des chromatogrammes de taches décolorées sur un fond violet a
I’aide de DPPH [5].

0.0 O

OZN N02 + A-H — > OZN N02 + A
N02 NOZ
DPPH DPPH-H
(violet,517nm) (incolore)

Figure 04 : Structure du DPPH avant et aprés la réaction avec un antioxydant
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11.2. L’effet anti inflammatoire :
2.1. Généralités sur la réaction inflammatoire
2.1.1. Définition
L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés, a
une agression. Ce processus comprend des phénomeénes généraux, exprimés biologiquement
par le syndrome inflammatoire et cliniquement de facon variable, le plus souvent par de la
fievre et éventuellement une altération de I'état général et des phénomenes locaux ou
I'inflammation se déroule dans le tissu conjonctif vascularisé
Les tissus dépourvus de vaisseaux (cartilage, cornée) sont incapables de développer une
réaction inflammatoire complete. Les tissus épithéliaux n'ont pas de réle actif dans le
déroulement de la réaction inflammatoire mais ils peuvent étre altérés par l'agression qui
déclenche l'inflammation puis étre réparés au cours de la phase terminale de I'inflammation
[6].
2.1.2. Etiologie
La réaction inflammatoire peut étre déclenchée par plusieurs éléments :
% Les éléments physiques : la brulure (chaleur), la gelure (froid).
% Les pathogénes microbiens
%+ Les produits chimiques : acide, base ...
% Les produits biologiques : toxines ...

% Les composées issues de la réaction immunitaire : cytokines... [7]

2.1.3. Types d’inflammation
L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus
inflammatoires :
e L'inflammation aigué
L’inflammation aigué est définie comme une réponse tissulaire pouvant survenir dans les
premiéres heures suivant la blessure, peut étre déclenchée par la présence d'agents infectieux
tels que la bactérie [8].
» Phase vasculaire : immédiate, de I’ordre de la minute, caractérisée par des
modifications de la microcirculation locale.
» Phase cellulaire : successive a la mobilisation de plusieurs cellules, cette
mobilisation va faciliter I’élimination des micros organismes pathogenes et des
tissus lésés.

» Phase de résolution : qui en quelques jours, verra la restauration des tissus [7].
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e L’inflammation chronique
L’inflammation chronique correspond a une inflammation n’ayant aucune tendance a la
guérison spontanée et qui évolue en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou
plusieurs années.
On peut distinguer deux types de circonstances de survenue des inflammations chroniques :

e Les inflammations aigués évoluent en inflammations prolongées subaigués et
chroniques lorsque I’agent pathogene initial persiste dans les tissus, ou lorsqu’une
inflammation aigué récidive de facon répétée dans le méme organe en entrainant a
chaque épisode des destructions tissulaires de moins en moins bien réparées ;

e Les inflammations peuvent parfois se manifester d’emblée sous une forme
apparemment chronique. La phase aigué vasculo-exsudative est passee inapercue car
breve ou asymptomatique. C’est souvent le cas de maladies auto-immunes et
d’affections pour lesquelles les mécanismes immunitaires sont prépondérants (ex :

hépatite auto-immune) [9].

2.1.4. Les médiateurs de I’inflammation
Un médiateur inflammatoire est une substance chimique qui intervient activement dans le
déclanchement et le déroulement de la réaction inflammatoire. I1 est d’origine cellulaire ou
plasmatique [10].

Tableau 8 : Quelque médiateurs de I’inflammation [11]

Médiateur Description

La libération d'histamine des mastocytes lors des réactions anticorps
antigene est bien connue, tout comme son implication dans la réponse
Histamine inflammatoire aux lésions cutanées. De plus, un nombre accru de
mastocytes sont présents dans la synoviale rhumatoide et dans le poumon

asthmatique, corrélés avec des niveaux élevés d'histamine.

De petites quantités de bradykinine provoquent des douleurs, une
vasodilatation et un cedéme, contribuant toutes a l'inflammation. Une
o immune réactivité de type bradykinine a été détectée chez exsudats
Bradykinine | ) o o
inflammatoires pleuraux de rat. Les kinines sont aussi présentes dans les
sécrétions nasales aprés provocation immunologique, et une kininogénase

est libérée du poumon humain mastocytes.
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. Une part des érythrocytes non nucléés, toutes les cellules sont capables de
es
) synthétiser les PG, qui sont libérés dans réponse a de nombreux types de
prostaglandines ) ) )
traumatismes ou de perturbations de la membrane cellulaire.

2.2. Les type des anti-inflammatoires :
Les anti-inflammatoire sont répartis en deux grands groupes :

2.2.1. Anti-inflammatoires stéroidiens
Les glucocorticoides sont la thérapie la plus efficace contrdle a long terme des cellules
inflammatoires et immunitaires dans les voies respiratoires, en particulier dans I’asthmel, ils

sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire [12].

2.2.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont des médicaments symptomatiques
capables de s'opposer au processus inflammatoire, quelle qu'en soit la cause (mécanisme,
chimique, infectieuse, immunologique), ils agissent sur les signes locaux de l'inflammation :
rougeurs, chaleur, douleur et cedéme

En outre, tous les AINS possedent a coté de leur action anti-inflammatoire, une action
antalgique et antipyrétique. Les AINS se caractérisent par 1’absence d'une structure chimique
stéroidienne, s'opposant en cela aux corticostéroides anti-inflammatoires qui sont des
glucocorticoides [13]

Les AINS appartiennent a diverses catégories mais sont tous capables de bloquer la
formation de certaines substances comme les prostaglandines, médiateurs chimiques
nécessaires au développement de I’inflammation. Ils sont surtout efficaces dans les phases
aigues de l'inflammation et sont utilisés en rhumatologie, en urologie (coliques néphrétiques),

en gynécologie (régles douloureuses) [14].
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Tableau 9 : Classification des anti-inflammatoires non stéroidiens par demi-vie plasmatique. [15]

Courte demi-vie <6h Longue demi-vie > 6h
Aspirine, Diclofénac 3-4 Diflunisal 8-12
Ibuproféne 1-2,5 Naproxene 12-15
Etodolac 6-7 Salsalate 3,5-16
Kétoprofene 1,5-4 Sulindac 16-18
Fenoprofene 2-3 Piroxicam 24-38
Acide Mefanamique 2-4 Nabumetone 24
Meclofenamate 3-4 Oxaprozine 25
Indométacine 3-5 Phenylbutazone 77
Flurbiprofene 4-6

Ketorolac 4-6

Les salicylates appartiennent a ce type (AINS), et pour cela, nous avons mentionné le
mécanisme d’action des AINS, ensuite, nous avons détaillé comment fonctionne les

salicylates en prenant lI'exemple de I'Aspirine.

2.3. Mécanismes d'action des AINS :
Le mécanisme d'action commun de tous les AINS est la diminution de la production de
prostaglandines du fait de I'inhibition de la cyclo-oxygénase (COX) [13].
La COX, également désignée PGHS est un systeme enzymatique qui regroupe deux activités
distinctes :
e Une activit¢ dioxygénasique (COX), responsable de l'oxydation de 1’acide
arachidonique (AA) en prostaglandine G2 (PGG2)
e Une activité peroxydasique (POX) intervenant dans la réduction de I’hydroperoxyde
PGG:; en dérivé hydroxylé PGHo.
La prostaglandine H» subit ensuite des transformations enzymatiques spécifiques pour
donner les prostaglandines, la prostacycline (PGI>) et le thromboxane Az (TXAy).

Il existe deux principales isoformes de cyclooxygénase :

% COX-1:
C’est lisoforme constitutive, présente dans la plupart des tissus de l'organisme. Elle est
impliguée dans la production de PGs a fonctions protectrices au niveau vasculaire (plaquettes

sanguines, cellules endothéliales), au niveau de l'estomac et au niveau rénal [16].
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s COX-2:
Elle est principalement induite lors des phénomenes inflammatoires. Toutefois, la COX-2

est aussi exprimée constitutivement par certains tissus tels que le rein et le cerveau [17].

2.4. Mécanisme d'action des salicylates (Exp : Aspirine) :
L'aspirine posséde un statut particulier au sein des AINS. Ses effets pharmacologiques
résultent de la présence dans I'organisme de deux principes actifs : l'acide acétylsalicylique et
son produit d'hydrolyse, l'acide salicylique, respectivement. Ces deux substances participent a

I'activité anti-inflammatoire selon divers mécanismes.

2.4.1. Mécanisme dépendant des COX
L'inhibition non sélective des COX (COX-1 et COX-2) est considérée comme le principal
mécanisme impliqué dans les effets thérapeutiques de l'aspirine. L'aspirine se comporte
comme un donneur de groupement acétyle a I'egard d'un résidu sérine (Ser 530) du site actif
des deux isoformes.
Le blocage de la Ser 530 par acétylation est un mécanisme irréversible. L'aspirine est un
inhibiteur mixte (COX-1 et COX-2). Toutefois, son affinité pour la COX-1 est environ 100

fois supérieure a celle observée pour la COX-2.

/— Ser 530 | Q. /—|Ser530 |
HO o -
™ H-C
H5;C \
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NN~ 1A 120 N~ N AR 120
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Figure 05 : Acétylation du site actif des COX par l'aspirine

2.4.2. Meécanismes indépendants des COX
L'acide salicylique ne posséde aucune activité inhibitrice a I'égard des COX mais exerce

toutefois une puissante action anti-inflammatoire. Deux mécanismes concernant la
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signalisation cellulaire ont été avancés pour expliquer les effets bénéfiques de l'acide

salicylique contre l'inflammation.

a. Le blocage de l'activation du facteur nucléaire NFxB pourrait expliquer l'absence
d'expression des génes intervenant dans l'inflammation. L'acide salicylique s'oppose
notamment a la transcription du géne de la COX-2.

» Le NF«B est un facteur de transcription impliqué dans la régulation de I'expression de
génes inductibles intervenant notamment dans la réaction inflammatoire. Le NF«B est présent
dans le cytoplasme sous forme de complexe avec une protéine inactivatrice IxB. L'action
d'une kinase spécifique (IKK-B) permet la phosphorylation d’IxB et la libération de NF-xB
qui subit une translocation vers le noyau et se fixe sur I'élément de réponse nucléaire (NRE).

ACIDE ACETYLSALICYLIQUE ———] | IKK-$ |

oy o ATP ADP
(doses élevées)

—> IkB

Membrane

nucléaire “ F 5 ;i
Elément de Réponse NRE

Nucléaire I - Sk
Transcription

des genes

Figure 06 : Inhibition du facteur nucléaire Kappa B par les salicylés.

A doses élevées, les salicylates bloquent de maniére indirecte I'activation du NF-kB :
I'inhibition concerne la kinase IKK-B, ce qui empéche la translocation de NF-xB dans le

noyau.

b. L'activation de la voie de signalisation de I'AMPK dans les cellules macrophagiques a

été également évoquée [18].
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111.1. Etude pharmacologique in vivo

1.1. Les animaux
Les expériences de notre étude pharmacologique, ont été réalisées sur les rats albinos de la

souche Wistar femelles pesants entre 93-146 grammes. Les rats ont été divisés en plusieurs
groupes, dans des cages en plastique opaques. Ils ont libre acces a 1’eau et a la nourriture, et la

température de I’animalerie était maintenue entre 16° et 20°.

Figure 07 : Les cages qui regroupent les rats d’expérience.

1.2. Préparation des solutions administrées
Nous avons administré pour les rats une dose qui correspond a leur poids corporel. Les

solutions a administrer, a chaque rat, ont été préparées juste avant 1’administration, en

solubilisant la quantité du produit a tester dans 1’eau physiologique.

Figure 08 : Administration orale (gavage gastrique) des solutions.
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Les composés a testés (analogues d’acide salicylique) sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Liste des composés a tester.

Composé Structure
Cl
Diclofénac NH
Cl OH
(@)
I
NH,
K102
L
O%kNH
o)
S |
OH
K104
r
O%kNH
I
OCHg
K110 cl
cl NH /©/
O%kNH
I
OCH; CF,
K111 Cl NH
O%kNH
Cl
OCH,4
K120 O:
NH  CH,
K /kCH3
7
07 SNH CH,
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K121

OCH,

Cl

K122

K125

K126

b3
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b7
Cl NH

Cl
\E:E\OH
b10 "

b12

1.3.L’activité anti-inflammatoire
1.3.1. Protocole expérimental
1.3.1.1. Prétraitement par les analogues
Une demi-heure avant I’injection de la carragénine, un effectif de 40 rats pesant 93-146 ¢
est divisé selon le nombre des composés, le diameétre de la patte a été mesuré avant I’injection
de la carragénine. Chaque groupe recoit par voie orale les solutions expérimentales comme
suit :
v" Groupe témoin (n=4) : une solution de NaCl (0,9%) puis injecté par la carragénine
(non traité) pour suivre I’inflammation.
v" Groupe standards (n=4) : I’anti-inflammatoire Diclofénac avec une posologie de
50mg/kg, dissout dans NaCl (0,9%).
v" Groupes analogues (n= 4): les composés a testés (50mg/kg) dissout dans NaCl
(0,9%).
Les tests anti-inflammatoires de nos composés ont été réalisés sur les deux pattes arriéres

droite et gauche alternativement.
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1.3.1.2.Induction de ’'inflammation

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire des analogues de 1’acide salicylique,
un modéle expérimental d’inflammation aigue de la patte du rat induit par la carragénine a été
sélectionné. Des cedémes au niveau des pattes de rats sont induits aprés injection sub-
plantaire (intra articulaire) d’une solution de carragénine au niveau de la patte arriére des rats,
une heure aprés I’administration des solutions par voie orale (gavage gastrique).
L’inflammation causée sera diminuée en présence de composé ayant une activité anti-
inflammatoire. Les rats utilisés sont privés de nourriture et d’eau pendant 12 heures avant la

période d’expérimentation [1]

» Injection de la carragénine
Une heure aprés ’administration des traitements, chaque animal regoit par injection
subplantaire dans la patte arricre 0,1 ml d’une suspension de carragénine a 1% dissous dans

NaCl (0,9%).

Figure 09 : Injection subplantaire de la carragénine.

1.3.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire
» Mesure de I’cedéme
Le diamétre de la patte a été mesuré, a ’aide d’un micrometre digital avant et apres
induction de I’cedéme a des intervalles d’une heure moins quart (45min) pendant cing heures.

L'évolution de I'cedéme de la patte a été déterminée chaque 45 min jusqu’a 5 heures.
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Figure 10 : Mesure le diamétre de la patte avant et aprés 1’injection.

» Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG)
Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de 1’cedéme est calculé pour chaque groupe de
rats. 1l est donné par la formule suivante :

(Dn — Do)
%AUG = T X 100

Dn : diamétre de la patte I’I°™ heure aprés I’injection de la carragénine.

Do : diamétre de la patte avant ’injection de la carragénine.

» Calcul du pourcentage d’inhibition de I’eedéme (% INH)
Le pourcentage d’inhibition (%INH) de ’cedéme est calculé pour chaque groupe de rats

traités par rapport au lot témoin. 1l est obtenu par la formule suivante :

%AUG témoin — %AUG traité

%INH = x 100
o %AUG témoin
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I11.2. Etude pharmacologique in vitro

% Activité antioxydants

L’effet anti-radicalaire des produits étudiés a été évalué in vitro par la méthode de DPPH
(2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle) décrite par Ohinishi [2]

Le DPPH (CigH12Ns0s) est solubilisée dans le méthanol absolu pour en obtenir une
solution de 0,2 mM.

1mL de chacun des produits a différentes concentrations (0-400 pg/ml) sont ajoutés a 1 ml
de la solution méthanoique du DPPH (0,2 mM).

Apres 30 min d’incubation dans I’obscurité et a la température ambiante, I’absorbance a
¢été lue a A=517 nm. Le Vitamine C (acide axorbique) (0-400 pg) a été également utilisés
comme réfeérences.

L’effet antioxydant des analogues de I’AS est exprimé en pourcentage de réduction de
DPPH selon la formule suivante :

(Abs controle - Abs échantillon)

% de réduction = 1bs controle x 100
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IV.1. L’évaluation de I’activité anti inflammatoire:

L'injection de la carragénine dans la patte du rat provoque une douleur locale et une
réaction inflammatoire, qui est une méthode appropriée pour évaluer les agents anti-
inflammatoires.

Cette technique est sélectionnée en raison de sa simplicité d'exécution, de sa rapidité
d’induction des symptomes caractéristiques de I’inflammation (développement de 1’cedéme
dans I’heure qui suit I'injection, avec un effet maximal au bout de 5 heures) et également en
raison de sa reproductibilité.

Cette étude est réalisée en mesurant le diamétre de la patte des rats chaque 45 min pendant
5h apreés l'administration du composé.

1.1. Comparaison entre le diclofénac pure et commercialisé :
Au début, nous avons comparé le diclofénac pure et commercialisé afin de sélectionner le

meilleur standard pour I’interprétation des résultats.

45
40

o 1\
30 \

25 \

20 \ == Diclofénac
\ \\ commercialisé
15

\ Diclofénac pure
10 % ¢
\/ \
5 \\x

0 T T T T T 1
45 920 135 180 225 270
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AUG %

Figure 11 : Les courbes des pourcentages d’AUG du Diclofénac pure et commercialisé.

Apres ’administration orale du diclofénac (Figure 11) on remarque que le diclofénac pure
présente un effet important dés la premiere heure (19.09%) par rapport au diclofénac
commercialisé (39.38%), cet effet a été exercé jusqu’a I’obtention des valeurs proches des

AUG (61.86%,63.71%) a 180 min. Puis, on note une diminution progressive du pourcentage
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d’AUG jusqu'a ce qu'il atteigne 7,34% a 270 min, tandis que les taux d’AUG pour le

diclofénac pure sont bien moindres.
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Figure 12 : Les courbes des pourcentages d’INH de Diclofénac pure et commercialisé.

La Figure 12 montre les courbes des taux d'INH du diclofénac pure et du diclofénac
commercialisé : Concernant la courbe du diclofénac commercialisé, on observe une
augmentation progressive des valeurs d'INH aprés 1’administration, qui atteignent 63,71% a la
180e min, c'est le moment ou le diclofénac commercialisé donne son effet maximal.Tandis
que le lot du diclofénac pure, les valeurs d’INH augmentent progressivement apres
I’administration jusqu'a atteindre sont effet maximal de 92,05% a 270min, ce qui nous

confirme la grande efficacité du diclofénac pure par rapport au diclofénac commercialise.

Sur la base de ces résultats, nous avons utilisé le diclofénac pure a la place du diclofénac

commercialisé pour ’interprétation des résultats de ce travail.

1.2. Les composes testés :
Tout d'abord, les composés sont divisés selon leur squelette en groupes. Nous avons réalisé
des courbes comparatives des pourcentages d'AUG et d'INH des lots traités par les composés
testé (témoin, diclofénac, les analogues). Le but de cette étude est d’identifié I’efficacité des

composeés testés par rapport au diclofénac.
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1.2.1. Groupe 01 : Les composes b7, b10, et b12

Tableau 11 : les composés du groupe 01

Le squelette de base b7 b 10 b 12
R——Ester R—— Carboxyle
Ry R Ri—Meéthyle | Ri— Chlorométhyle | < sulfonamide prim.
Rs——Chlorure R,—— Chlorure  — chloromethyle
SO,NH,
S | ] e |
Lol o] o | My
11| Cl NH NH c
. A
07 “CH, o
45 ——b7
40 —8—b10
35 A b12
30 \ /.\\. - Diclofénac
w pure
25 \ Temoin

AN

~

S
O 20
-
<
15 -
10
5
0

45

90 135

180 225

T (min)

270

Figure 13 : Les courbes des pourcentages d’AUG des composés b7, b10, b12.

»  Composé b7

Les rats traités par le composé b7 présente un effet anti inflammatoire satisfaisant, le

pourcentage d'AUG diminue trés rapidement de 30,32% a 13,33% a la 90e min comme est-il

montré dans la courbe (Figure 13), puis il augmente un peu plus tard et revient a décliner

progressivement et régulierement jusqu’a atteigne 6,48% a 270 min.
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En ce qui concerne les taux d'INH de lot traité par le composé b7 (Figure 14), on observe
un effet important de 62,83% a 90e min, puis elle diminue a 43,5% a la 135e min, pour
remonter progressivement jusqu'a atteindre sa valeur maximale & la 270 min (65,65%).

On constate que le composé b7 posséde un effet anti-inflammatoire mais son efficacité est

bien inférieure a celle du diclofénac pure.

»  Composé b10
La courbe d'AUG (Figure 13) nous montre des résultats fluctuants et irréguliers apres
I’administration du composés b10, les pourcentages d’AUG de ce composé sont tres proches
des valeurs de témoin, notamment entre 90e et 135e min, ce qui signifie que le composé est

inefficace et n'a aucun effet anti-inflammatoire.

»  Composeé b12

Concernant le composé bl2 Les pourcentages d'AUG diminuent progressivement et
réguliérement apres 1’administration comme le montre la courbe représentée dans la Figure
13. Ces rapports sont bien inférieurs aux taux d'AUG de témoin, ce qui indique l'effet anti
inflammatoire de ce composé.

Les valeurs d’efficacité inhibitrice du composé b12sont représentées dans la Figure 14, on
note une augmentation progressive des valeurs, atteignant son effet maximal de 83,94% a la
270 min (Cette valeur était susceptible d'augmenter si plus de temps avait été disponible),

mais ce composé reste Moins efficace que le diclofénac pure.
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Figure 14 : Les courbes des pourcentages d’INH des composés b7, b10, b12.
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D’apres les résultats obtenus, on constate que :
. L’efficacité du : b12 > b7.
. Le composé bl0 n’est pas actif a 50mg/kg

1.2.2. Groupe 02 : Les composés K104, K110, et K111.

Tableau 12 : les composés du groupe 02

Le squelette de base K104 K110 K111
R——Hydrogéne R——Méthyle R——Méthyle
0 R;—Cycle benzéne Ri—Chlorobenzéne Ri-Chlorotriflurobenzyl
R, R,—Chlore Rs——Chlore Rs—— Chlore
OR
o) 0 0
R
07 NH NH /@ Cl NH @/C' cl j\'-l
o)\N O)\N 07 "NH
H H Cl
45 ——K104
40 W\\ —=—K110
35 K111

30/\\
NN

=>¢=Dijclofénac
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2 \
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T (min)

Figure 15 : Les courbes des pourcentages d’AUG des composés K104, K110, K111
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»  Composé K104

Le taux d’AUG du lot traité par ce composeé diminue progressivement comme montré la
Figure 15. Le composé a donné des bons résultats par rapport au témoin, ce qui confirme la
présence d’un effet anti-inflammatoire.

L’administration des rats par le composé K104 présente une efficacité inhibitrice (INH%)
moins importante que le diclofénac (32,28%, 54,27% respectivement) a la premiére heure.
Apres cela, le composé K104 entraine un effet plus abondant par rapport au diclofénac entre
90 et 180 minutes. Les valeurs d’INH du composé K104 et du diclofénac continuent
d'augmenter progressivement jusqu'a 1’obtention des valeurs maximale égale a 91,83% et
92,05% respectivement comme le montre la Figure 16. Le composé a donné des excellents

résultats par rapport au diclofenac pure.

»  Composé K110
Ce composé exerce son effet anti-inflammatoire aprés une heure d’administration .Le
pourcentage d’AUG (Figure 15) diminue progressivement et régulierement apres

administration, ce qui indique que le composé posséde un effet anti inflammatoire.

Concernant le pourcentage d’INH représenté dans la Figure 16, le taux d’INH augmente
progressivement et régulicrement aprés ’administration de composés K110, et il atteigne sa
valeur maximale de 66,87% a 270 min. Ces valeurs nous montrent la présence d’un effet

satisfaisant, mais il reste moins efficace que le médicament standard.

»  Compose K111
En analysant la courbe (Figure 15), on observe que le taux d’AUG a diminué
progressivement jusqu'a 135 min. Apres 135 min, on assiste a une légere diminution ce qui
nous meéne a conclure que ce compose posseéde un effet satisfaisant deés les trois premiéres

heures d’administration.
Cela est confirmé par les valeurs des taux d’INH (Figure 16), ou on observe une
augmentation progressive jusqu'a 135min. Entre 100 et 210 min le composé présente une
efficacité trés importante que celle du diclofénac (86.01%). A partir de 225 min le diclofénac

reprend son efficacité.
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Figure 16 : Les courbes des pourcentages d’INH des composés K104, K110, K111.

D’apres les résultats obtenus, on constate que :

. L’efficacité du : K104 > K 111 > K110.

1.2.3. Groupe 03 : Les composés K120, K121, et K122.

Tableau 13: les composés du groupe 03

Le squelette de base K 120 K121 K 122
R— 2,4-Bis
OCH3 R—Tert-Butyle R—— Chlorobenzéne (trifluorométhyl) —
OCH; OCH; benzene
NH @ OCHj
R g NH . @ CF
- 3
@) N O)\NH)TCH?, )\ NH

CFj3
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Figure 17 : Les courbes des pourcentages d’AUG des composés K120, K121, K122

»  Composé K120
Les taux d'AUG diminuent progressivement et continuellement aprés I’administration du
composé K120 (Figure 17). Les pourcentages d'AUG de ce composé sont moins abondant
que les valeurs de témoin ce qui indique la présence d’un effet anti inflammatoire.
Pour les pourcentages d’inhibition (Figure 18), on observe une augmentation progressive
des valeurs du lot traité par le composé K120 jusqu'a I’obtention d’une efficacité maximale de
79,88% a225 min. ce composé présente un effet tres satisfaisants mais il reste moins efficace

que le diclofénac pure.

»  Composé K121
Aprés I’administration, les pourcentages d’AUG de ce composé ne sont pas stables,
augmentant a un moment et diminuant a l'autre. On observe une forte diminution de entre 90
et 135 min de 28.32 % a 8.68 %. La variation de ces résultats par rapport au groupe témoin
nous montre que ce composé possede un certain effet anti-inflammatoire.
En ce qui concerne les taux d'INH représentées dans la Figure 18, on observe une
perturbation des valeurs enregistrées. Ce composé présente un effet maximale de 71,08% a

135min, cette valeur et trés proche de celle du diclofénac pure (72.15%). C’est le moment ou
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I'efficacité du composé K121 a commencé a apparaitre. Aprés 135 min, les pourcentages
d’INH ont continué a osciller avec des valeurs inférieures a celles du diclofénac pure.
On constate que I’administration orale de ce composé entraine un effet anti-inflammatoire

satisfaisant et non stable.

»  Composé K122

Le taux d'AUG commence a diminuer progressivement et réguliérement apres
I’administration du composé jusqu'a 225 min (Figure 17). Ces proportions indiquent
clairement la présence d’un effet anti inflammatoire en les comparants avec le lot témoin.

La Figure 18 nous montre une augmentation graduelle de la valeur d'INH aprés
I’administration du produit. La valeur maximale d’INH est de 85,77% a 225 min, ces valeurs
nous confirment que ce composé possede une efficacité importante pendant les 225 premiéres
min. Apres 225 min, on observe une diminution de I’efficacité ce qui nous mene a proposer
qu’on doit re-administrer le composé a nouveau pour continuer son efficacité. Les valeurs
enregistrées pour ce compose présentent une efficacité trés satisfaisante que les deux autre du

groupe 03, mais elle reste moins importante que celle du diclofénac pure.
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Figure 18 : Les courbes des pourcentages d’INH des composés K120, K121, K122
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Chapitre IV

D’apres les résultats obtenus, on constate que :

. L’efficacité du : K122 > K 120 > K121

1.2.4. Groupe 04 : Les composes b3 et K126.

Tableau 14 : les composeés du groupe 04
Le squelette de base b3 K 126
R Ester
R——Carboxyle
R Ri——Chlorure
@)
@)
OH
R NH /Ejko ch
NH
O o] NH
@)
o
45 =3
40 —— K126
== Diclofénac
35 pure
\ Temoin

30 \
X 25
o \
I 20

15 -

10 -

5
0 T T T T T 1
45 90 135 180 225 270
T (min)

Figure 19 : Les courbes des pourcentages d’AUG des

composés b3, K126
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Chapitre IV Résultats et discussion

»  Composé b3

L’administration de composés b3 provoque une diminution progressive du pourcentage
d’AUG par rapport au groupe témoin (Figure 19). Cela nous montre la présence d'un effet
anti-inflammatoire.

Concernant les pourcentages d'inhibition de ce composé (Figure 20), on remarque une
augmentation progressive des valeurs d'INH aprés 1’administration, ces valeurs sont trés
satisfaisantes que celle du diclofénac pure entre 90 et 180 min, a partir de 180 min le
diclofénac pure a reprend son efficacité de 92,05%, ainsi que pour le composé b3 qui a exercé
un effet maximal de 89,18%.

»  Composé K126

Les pourcentages d'’AUG des rats administrés par le composé K126, diminuent
progressivement (Figure 19), ce qui indique la présence d’un effet anti-inflammatoire.

Alors que la courbe d'INH (Figure 20) montre une augmentation progressive et reguliére
des rapports d'INH juste aprés I’administration de composé, le pourcentage d’INH du
compose se rapproche étroitement de celui du diclofénac pure a 180 min, et il atteint sa valeur
maximale de 68,57% a 270 min. Ces valeurs nous confirment la présence d’une efficacité

satisfaisante.
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60
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40
== K126
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/
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Figure 20 : Les courbes des pourcentages d’INH des composés b3, K126
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Chapitre IV Résultats et discussion

D’apres les résultats obtenus, on constate que :

. L’efficacité du : b3 > K 126

1.2.5. Groupe 05 : Le compose K102.

Tableau 15 : le composé du groupe 05.

O
NH>
La structure de composé o @
oél\ N

H
45 —t— K102
40
35 ==>¢=Dijclofénac

pure

30 L

. \ Temoin
20 \

i \ \VA

10 \ Y \

5 S \

45 90 135 180 225 270
T (min)

AUG %

Figure 21 : La courbe des pourcentages d’AUG du composé K102

»  Composé K102
Aprés ’administration du produit K102, les pourcentages d’AUG (Figure 21) diminuent
progressivement jusqu'a 180min, ou il assiste a une légére augmentation suivie d'une
diminution du taux d’AUG. Ces résultats confirment la présence d’un effet anti-inflammatoire
en comparant avec le groupe témoin.
Le pourcentage d’INH du composé K102 représenté dans la Figure 22 augmentent

progressivement et irrégulierement jusqu'a la 180 min, ou ils atteignent une valeur maximale

48




Chapitre IV

Résultats et discussion

de 49,23% ce qui est considéré faible par rapport a la valeur du diclofénac pure. Une

efficacité plus importante est susceptible d'étre obtenue avec une posologie plus élevée.
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=== Dclofénac
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Figure 22 : La courbe des pourcentages d’INH du composé K102

1.2.6. Groupe 06 : Le composé K125

Tableau 16 : le composé du groupe 06.

La structure de composé

W\ 7/

~

I

N
H
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Chapitre IV Résultats et discussion
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Figure 23 : la courbe des pourcentages d’AUG du composé K125

»  Composé K125

La Figure 23 montre que les taux d’AUG du compose K125 diminuent progressivement
durant les 270 min de I’expérience, avec des valeurs bien inférieures a celles du témoin alors
le composé K125 posséde un effet anti inflammatoire.

Ainsi que pour les taux d'INH du composé K125 (Figure 24), on observe une augmentation
progressive et parallele au diclofénac pure jusqu'a 180 min ou les valeurs d'inhibition du
composé deviennent plus importante que celles du diclofénac pure. Ensuite, le diclofénac
reprend son efficacité maximale a 225 min, Iégerement supérieure a celle du composé, qui
atteint sa valeur maximale de 88.71% a 270 min. Généralement on peut dire que le composé

K125 a donné une excellente efficacité.
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Chapitre IV Résultats et discussion

100
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Figure 24 : la courbe des pourcentages d’INH du composé K125.

1.3.Conclusion :
Apres les expériences de laboratoire, I'analyse des courbes et des résultats obtenus, nous
concluons que les composés a tester possédent un effet anti-inflammatoire a I'exception du
composé b10.

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

K104 > b3 > K125 > K111 > b12 > K120 > K122 > K126 > K110 > b7 > K121 > K 102
v ~ ~ — ~ ~/ }
91% [88%,71%] [68%,50%)] 42%

+» Le composé K 104 est le plus efficace de tous les composeés que nous avons testés.

IV.2. L’évaluation de P’activité antioxydant :
En raison de la situation actuelle, nous n‘avons pas pu terminer les expériences de I’activité

antioxydant par le test du DPPH.
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Conclusion et perspectives

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les essais précliniques sont une étape essentielle dans le développement de médicaments

afin de démontrer I’activité pharmacologique d'un produit naturel ou synthétique.

L’effet anti-inflammatoire des analogues de I’acide salicylique est évalué dans ce travail.

Les résultats obtenus montrent que les produits ont une activité anti-inflammatoire.

L’évaluation de IP’activité anti-inflammatoire des produits montre que ces analogues
possedent un pouvoir pharmacologique variable selon leur squelette, ce qui supporte leur
usage industriel dans la fabrication des médicaments comme des principes actifs pour le

soulagement de diverses affections inflammatoires.
On peut alors constater que nos produits sont comparables au médicament de référence.

Ce travail n’est qu’un premier pas pour la découverte de nouvelle substance active, il sera
complété par d’autres études plus approfondies dans 1’avenir par ce qui suit :
»  Comprendre les doses convenables de chaque produit,
»  Poursuivre les tests antioxydants afin de confirmer 1'usage thérapeutique de ces

COMpOSES.
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Tableau 17 : les pourcentages AUG et INH du compose b3

b3
Do (mm) 4,543
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,62 5,14 4,88 4,94 4,73 4,636
AUG % 23,7 13,14 7,41 8,73 4,18 2,04
INH % 43,23 63,36 75,31 68,94 84,31 89,18

Tableau 18 : les pourcentages AUG et INH du compose b7

b7
Do (mm) 4,32
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,63 4,896 5,053 4,943 4,863 4,6
AUG % 30,32 13,33 16,96 14,42 12,56 6,48
INH % 27,37 62,83 43,5 48,7 52,87 65,65

Tableau 19 : les pourcentages AUG et INH du compose b10

b10
Do (mm) 4,563
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,946 6,246 5,853 6,126 5,883 5,91
AUG % 30,3 36,88 28,27 34,25 28,92 29,52
INH % 27,42 -2,81 5,82 -21,84 -8,51 -56,43

Tableau 20: les pourcentages AUG et INH du compose b12

b12
Do (mm) 4,513
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,496 4,94 4,823 4,786 4,8 4,65
AUG % 21,78 9,46 6,86 6,04 6,35 3,03
INH % 47,83 73,62 77,14 78,51 76,17 83,94

Tableau 21 : les pourcentages AUG et INH du compose K102

K102
Do (mm) 3,994
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,24 4,814 4,678 4,564 4,726 4,424
AUG % 31,19 20,53 17,05 14,27 18,32 10,76
INH % 25,29 42,76 43,2 49,23 31,25 42,97
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Tableau 22 : les pourcentages AUG et INH du compose K104
K104
Do (mm) 5,17
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 6,63 5,702 5,53 5,426 5,286 5,25
AUG % 28,23 10,29 6,96 4,95 2,24 1,54
INH % 32,38 71,31 76,81 82,39 91,59 91,83
Tableau 23 : les pourcentages AUG et INH du compose K110
K110
Do (mm) 4,186
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,928 5,478 5,186 4,738 4,604 4,448
AUG % 41,61 30,86 23,88 13,18 9,98 6,25
INH % 0,33 13,96 20,45 53,11 62,55 66,87
Tableau 24 : les pourcentages AUG et INH du compose K111
K111
Do (mm) 4,426
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,668 5,19 4,674 4,6 4,628 4,56
AUG % 28,06 17,26 5,6 3,93 4,56 3,02
INH % 32,79 51,88 81,34 86,01 82,88 83,99
Tableau 25 : les pourcentages AUG et INH du compose K120
K120
Do (mm) 4,812
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 6,384 5,912 5,574 5,154 5,07 5,068
AUG % 32,66 22,85 15,83 7,1 5,36 5,32
INH % 21,77 36,29 47,26 74,74 79,88 71,8
Tableau 26 : pourcentages AUG et INH du compose K121
K121
Do (mm) 4,236
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5,216 5,436 4,604 4,648 4,568 4,54
AUG % 23,13 28,32 8,68 9,72 7,83 7,17
INH % 44,59 21,04 71,08 65,42 70,61 62
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Tableau 27 : les pourcentages AUG et INH du compose K122
K122
Do (mm) 4,896
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 6,372 5,838 5,318 5,136 5,082 5,16
AUG % 30,14 19,24 8,61 4,9 3,79 5,39
INH % 27,8 46,36 71,31 82,56 85,77 71,43
Tableau 28 : les pourcentages AUG et INH du compose K125
K125
Do (mm) 5,052
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 6,08 5,884 5,48 5,266 5,25 5,16
AUG % 20,34 16,46 8,47 4,23 3,91 2,13
INH % 50,85 54,11 71,78 84,95 85,32 88,71
Tableau 29 : les pourcentages AUG et INH du compose K126
K126
Do (mm) 4,826
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 6,468 5,746 5,548 5,36 5,26 5,098
AUG % 34,02 19,06 14,96 11 8,99 5,63
INH % 18,51 46,86 50,16 60,86 66,26 68,57
Tableau 30 : les pourcentages AUG et INH du diclofénac pure
Diclofénac pure
Do (mm) 4.66
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 5.55 5.35 5.05 5.16 4.76 4.73
AUG % 19.09 14.80 8.36 10.72 2.14 1.50
INH % 54.27 58.73 72.15 61.86 91.96 92.05
Tableau 31 : les pourcentages AUG et INH du diclofénac commercialisé
Diclofénac commercialisé
Do (mm) 4.90
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 6,83 6.13 5.79 5.40 5.38 5.26
AUG % 39.38 25.10 18.16 10.20 9.79 7.34
INH % 5.67 30.02 39.50 63.71 63.26 61.10
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Tableau 32: les pourcentages AUG du témoin

Témoin
Do (mm) 5.22
T (min) 45 90 135 180 225 270
Dm (mm) 7.39 7.09 6.87 6.68 6.61 6.20
AUG % 41.75 35.87 30.02 28.11 26.65 18.87
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Résume

Ce mémoire comporte une évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo des analogues de I’acide salicylique
selon la méthode de WINTER évaluée chez les rats model de la patte inflammatoire.

En effet, un effectif de 40 rats est utilisé, ces rats sont réparties en plusieurs lots (quatre rats par lot), chaque lot
recoit respectivement par voie orale d’une solution de NaCl (0,9%) (Groupe témoin), diclofinac 50 mg/Kg (groupe
standard), les composés a tester (50 mg / Kg).

Une heure aprés les souris de tous les groupes regoivent une injection de caragénine a 1 %. L’cedéme est évalué par
la mesure du diamétre (mm) de la patte avant et a des intervalles d’un quart d’heure, pendant 5 heures aprés injection
de la carragénine.

Nos résultats montrent que 1’injection de la carragénine (1 %) entraine une augmentation du volume de la patte des
rats de tous les lots. De plus, ’administration orale du diclofénac (50 mg/Kg) réduit I’augmentation de I’cedéme de la
patte de rats.

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

fonction du squelette du composé apres une heure d’administration comme suit :
Eldaei=KEi125>Klll>el2>EKi20>K122=2K126 = K110>87>K121 =K 102
1 = v 2l - v - +
91% [8825,71%6) [68%,50%) 42%
L’ensemble de ces résultats montre que la plus part de nos composés exerce un effet anti-inflammatoire et par ce
fait il pourrait étre utilisé comme composés alternatifs particulierement dans la prévention contre I’inflammation.

Mots clés : Acide salicylique et ses dérivés, activité anti-inflammatoire.

Abstract

This thesis includes an evaluation of the anti-inflammatory activity in vivo of salicylic acid analogues according to
the WINTER method evaluated in model rats of the inflammatory paw.

Indeed, a number of 40 rats was used, these rats are divided into several groups (four rats per group), each group
receives respectively orally a solution of NaCl (0.9%) (control group), diclofenac 50 mg / Kg (standard group), the
compounds to be tested (50 mg / Kg).

One hour later, the mice of all groups are injected with 1% caragenin. Edema is evaluated by measuring the
diameter (mm) of the front paw and at 45 min, for 5 hours after injection of caragenin.

Our results show that the injection of caragenin (1%) caused an increase in the paw volume of rats of all groups. In
addition, oral administration of diclofenac (50 mg / Kg) reduces the increase in paw edema in rats.

Treatment with AS analogues at a dose of 50 mg / kg exerts an anti-inflammatory action which varies depending

on the skeleton of the compound after one hour of administration as follows:
Elod=r3=K125>HKlll >blz2>HK120= Kl122=>HK126 = K110=k7 = K121 =K 102
+ L. —— - . ~ "y +
91%% [88%6,71%] [68%,50%] 42%
Taken together, these results show that most of our compounds exert an anti-inflammatory effect and therefore
could be used as alternative compounds particularly in the prevention of inflammation.

Keywords: Salicylic acid and its derivatives, anti-inflammatory activity.

asldf

3 o yaall Alal) il e Lginlas 5 ) WINTER 3yl 8 5 cllallll s ciliidial (il sliaal) Jabiill Loy Al )l 38 (pasa®s
(70.9) assall 35518 Jslaa il o i dady (S (Rndd J<U 0l 5 day ) e 30 ) 0 80 038 il o G ¢ 8 40 aladin) o3

o s (pe) Alall pnil) Hld Gl Gy sk e a )l i ol 17 3858 50 G JISI Jslas e ganall aaen o ) (s oy Aol ey
) S s dmy el 5 53l can )y V) Aol jads <) yi

adll 3ok e el Il Jolis gl eelld ) AlaYl ciladll) maes e Ol 238 aas 3305 (8 s (1) Cutnl SIS s o Linilis el
208l 80 e JIy (85/6 50)

sl e elac ) (e Baal 5 Aol dey S el JS CaDEAL Calidy it slan 4ils ) aS/5 50 de o il aladiuly 3l go 5
s Aal

E 104 :\-b?:\-'FfH.’%‘?:\-'FC'I'I‘I =h12 = K120 = 'FC'I?.E:\- 'FT'IEG:\-'FC'I'I(’J:\-FJ?:\-'FC'IEL:\-TC 102 )

+ e i +
91%a [EEY, /1% (68, 500%4] 4204

eIV (e Al sl Al ALy LS e Lgalatiiad (e L 5 LI dline il Ll LS e alana of gl o2 gl

Al Baliaal) Aladl) | o il g lliallul) (aes ; Agalidal) cilalgt)




