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Introduction

Les problémes posés par la dispersion des polluants dans 1’environnement ont suscité
I’intérét de la communauté scientifique depuis de nombreuses décennies. La prise de conscience de
la nécessité de préserver I’écosystéme terrestre et aquatique a ainsi fait émerger certaines questions
notamment celles du devenir de ces polluants dans I’environnement ainsi que de leurs effets sur les
communautés animales et végétales (Amara, 2011).

Parmi les contaminants majeurs de 1’environnement, les métaux lourds qui posent de sérieux
problemes écologiques, tant par leur caractére ubiquiste que par leur forte rémanence et leur toxicité
élevée (Chouahda et al., 2013). Le plomb est I’'un des métaux le plus anciennement utilisé par
I’homme est un métal exploité depuis des millénaires, mais son usage s'est accentué avec la
révolution industrielle. Plusieurs études ont révéle les effets déléteres de ce métal sur différentes
fonctions biologiques, notamment la génération d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) agissant
comme étant médiateurs des lésions cellulaires en raison de leur capacité de causer un stress
oxydatif (Ercal et al., 1996 ; Moon et Shibamoto, 2009 ; Jamesdaniel et al., 2018 ).

Le stress oxydatif imposé a la santé humaine par les oxydants environnementaux peut étre
réduit par une consommation accrue des antioxydants, or la synthése chimique des antioxydants
dotés de propriétés anti-radicalaires est devenue un axe de recherche primordial dans les milieux
universitaires et la recherche industrielle (Anastas et Warner, 1998 ; Clark et Macquarie, 2002 ;
Gangwar et kasana, 2012 ; Attri et al., 2017 ).

La chimie médicinale a progressé avec la synthése de composés de plus en plus spécifiques
a faible cytotoxicité. Dans ce contexte, les chercheurs se sont orientés ces derniéres années vers la
synthese d'une série de dérivés de composés chimique dits dihydropyrimidinones (DHPM) (Kumar
et al., 2009 ; Kaur, 2017 ; Attri et al., 2017 ), qui sont des composés hétérocycliques synthétisés
par des réactions classiques comme la réaction de Biginelli (Biginelli, 1893). Cette classe de
composés est devenue importante dans le domaine de la chimie médicinale grace au noyau
dihydropyrimidinone considéré comme étant pharmacophore dotant de plusieurs propriétés
biologique (Kappe, 2000).

Ce travail vise d’une part a évaluer 1’activité antioxydante in vitro de nouveaux dérivés de
composés 3,4-dihydropyrimidine-2(1H)-on portant des groupes sulfonylurée, urée et thio-urée en
utilisant le test DPPH® (2,2-diphényl-1picrylhydrazyl), le test de piégeage du radical-cation ABTS®"
[acide 2,20-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic) et le test de réduction de fer (FRAP) , et
d’autre part a tester les produits les plus actifs comme des agents antioxydants contre un stress

oxydatif induit par le plomb in vitro au niveau des homogénats des foies des souris albinos Wistar.
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1. Les métaux lourds

L’appellation métaux lourds est attribuée aux éléments métalliques ayant une densité
supérieure a 5 g/cm3 et présentent un caractére toxique a des faibles concentrations (Adriano, 2001
; Cossio et al., 2002 ; Banfalvi, 2011). Bien qu'elle soit relativement claire et non ambigué, cette
définition peut étre une source de confusion, car certains métaux ne sont pas particulierement lourds
comme le zinc, tandis que certains éléments toxiques ne sont pas des métaux comme I’arsenic
(Cossio et al., 2002). Parmi les principales caractéristiques communes entre tous les métaux lourds
est leur non biodégradabilité dans I’environnement et leur bioaccumulation (Zhuang et al., 2016 ;
Xu et al., 2017). Certains métaux, les oligoélements essentiels, comme le cuivre (Cu), le zinc (Zn),
le chrome (Cr), nickel (Ni), le cobalt (Co), le molybdene (Mo) et le fer (Fe), sont indispensables a la
vie et peuvent étre toxiques a des tres faibles ou des trés fortes concentrations. D'autres comme
I’aluminium (Al), I’Arsenic (As), le cadmium (Cd), le mercure (Hg), 1’étain (Sn) et le plomb (Pb)
(également appelés xénobiotiques) n’ont aucun rdle biologique et sont considérés comme néfastes
et peuvent entrainer des effets toxiques a des trés faibles concentrations (Arockia Vasanthi et al.,
2013 ; Sfakianakis et al., 2015).

1.2. Le plomb (Pb)

Le plomb est, sans nul doute, I'un des métaux qui a été le plus anciennement et le plus
largement utilisé par ’homme, Le plomb, du latin plombum, est un métal mou, gris bleuétre
malléable, sans godt ni odeur caractéristique, est un métal de classe B, post-transition (numéro
atomique 82). Il existe principalement dans son état oxydant divalent (Juste, 1988 ; Mager, 2011).
Sa présence dans I’environnement peut étre d’origine naturelle ou anthropique (Bektas et al.,
2004). En effet, le plomb peut étre issu de I’industrie métallurgique (Stouthart et al., 1995). I
provient également de la galvanoplastie, de la fabrication des batteries, des industries des pigments
et des colorants, de I’emploi du plomb tétra methyle dans les carburants et de I’utilisation des
combustibles fossiles (Subhashini et al., 2013 ; Ravindra Kumar Gautam, 2014).

Tous les auteurs s’accordent pour reconnaitre qu’il est souvent difficile d’identifier la source
de plomb ayant intoxiqués I’étre humain (Landrans et Paclot, 1994 ; Landrans et al., 1999).
Environ 1/3 des causes d’intoxications restaient inconnues, bien que les principaux secteurs
d'activité exposés au plomb sont le batiment, I'industrie et I'artisanat (Certin et al., 2007), pour les
enfants, en raison de leurs comportements de « Pica » et de « mainbouche », sont plus fréquemment
soumis aux risques engendrés par les écailles de peintures ou les poussiéres chargées en plomb
(Goyer et Clarkson, 2001).
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Les principales propriétés physico-chimiques du plomb sont représentées dans le tableau 1.

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques du plomb (Lenntech, 2007).

Numéro atomique 82
Masse volumique 11.34 g/lcm3 a 20°C
Masse atomique 207.2g/mol
Etat d'oxydation +2
Tempeérature de fusion 327.4°C
Température d'ébullition 1740°C

1.2.1. Les principaux effets toxiques du plomb sur la santé humaine

» Latoxicologie aigué

L’intoxication aigu€ ne se rencontre plus que trés rarement aussi bien dans I’industrie qu’en
milieu non professionnel, mais elle peut néanmoins se produire par inhalation ou par absorption
dans des situations accidentelles. L’essentiel des données rapportées dans littérature concerne
I’absorption de plomb ou ses dérivés par voie orale. Les troubles digestifs sont parmi les
symptémes les plus précoces. lls se traduisent par I'apparition de fortes coliques associées a des
douleurs et crampes abdominales, ainsi qu'a des vomissements (Awad et al., 1981 ; Schyeitzer et
al., 1990).

Le plomb présente un certain nombre de particularités au plan de sa toxicocinétique. La
premiére d’entre elles est sa tres forte absorption chez I’enfant comparativement a 1’adulte (Goullé
et al., 2016), les enfants présentaient des signes de constipations sévéres, souffraient d’anorexies de
vomissements par phases intermittentes (Malcom et Dascher, 1970). L'atteinte rénale a été décrite
par différents auteurs, et plusieurs s'accordent a mentionner l'apparition de lésions tubulaires
caractérisées par une oligurie, une albuminurie, une glycosurie et une hyperphosphaturie (Bennett,
1985). La sévérité des lésions peut aller jusqu'a entrainer la mort des sujets exposés, mais
I'administration rapide d'un traitement rend en principe les effets réversibles (Cézard, 1992). En cas
d’atteinte sévere, les 1ésions au niveau du systéme nerveux central se manifestent cliniquement par
une encéphalopathie convulsive et un coma pouvant conduire a la mort (Kehoe, 1961).

Des atteintes hépatiques ont parfois éte observées chez des enfants présentant des signes

d’intoxication aigu€ par le plomb (Etchevers et al., 2017). Elles se manifestent par la réduction de
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la métabolisation de certains médicaments (antipyrine, EDTA) qui serait liée a la diminution du

contenu en cytochrome P450 (Saenger et al., 1984).
» Latoxicologie chronique

Les signes cliniques d’exposition répétée au plomb (intoxication chronique) sont peu
specifiques car les symptémes demeurent pour la plupart du temps discrets et insidieux (Saka et al.,
2011). Les principales pathologies sont tres variées et dissemblables. On reléve a titre d’exemple les
syndromes : Hématologiques (Hammond et al., 1985), les effets sur le SNC (Parkinson et al.,
1986), sur effet le systeme rénal (Nuyts et al., 1991), effets cardiovasculaires (Dingwall-Fordyce
et Lane, 1963), effets sur la reproduction (Garnier, 2005), effets cancérogénes (IARC, 2006).

2. Le stress oxydant

L'organisme doit confronter et contrdler la présence des antioxydants et des pro-oxydants
continuellement, ces derniers sont utiles pour I'organisme a dose raisonnable. Le stress oxydant est
le terme se rapportant au déséquilibre entre les systémes producteurs des especes réactives de
I’oxygéne et du nitrogéne et les systémes de défense antioxydants (figure 1). C’est une situation ou
la cellule ne contrble plus la présence excessive des espéces radicalaire toxiques (Durackova,
2008 ; Rios-Arrabal et al., 2013).

Oxidative stress

Figure 1: La prédominance des processus d'oxydation causés par le stress oxydatif (Armstrong,
2016).

Page 4



Analyse bibliographique

2.1. Les espéces réactives (RS)

Les espéces réactives (RS) sont souvent des radicaux libres, un radical libre (RL) est un
atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique périphérique un ou plusieurs électrons
non appariés. Cela entraine une tres haute réactivité chimique avec les éléments voisins. (Leverve,
2009 ; Rochette, 2008) formant des liaisons covalentes, procure aux radicaux libres une trés grande
instabilité (Cheesman et al., 1993).

Les radicaux libres sont omniprésents dans notre corps, geénérés par des processus
physiologiques normaux y compris le métabolisme aérobie et les réponses inflammatoires, pour
éliminer les microorganismes pathogenes envahisseurs. (Govindarajan et al., 2005).

Il existe majoritairement deux grandes classes d’espéces réactives: les espéces réactives de
l'oxygéne ROS (Reactive Oxygen Species) et les espéces réactives d’azote RNS (Reactive Nitrogen
Species) (Yan, 2014).

2.1.1. Les espéces réactives de I’oxygeéne (ROS)

L’oxygene (O2) est un élément essentiel pour des processus de la vie en aérobiose.
Cependant, environ 5 % ou plus de I'O2 inhalé est converti en espéces réactives de I'oxygéne
(ROS). Les ROS présentent un groupe de composés dérivés de la réduction incomplete de
I'oxygéne moléculaire (Merksamer et al., 2013). Les ROS sont des médiateurs importants de la
signalisation pendant divers processus biologiques, ils sont produits en réponse a des divers
stimulus, y compris des facteurs de croissance, des cytokines et des facteurs chimiotactiques
(Zhou et al., 2013).

2.1.2. Les espéces réactives de I’azote (RNS)

Le monoxyde d’azote (NO’), un RNS, est produit de maniére endogéne a partir de
L’arginine, de l'oxygene et du NADPH (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) par
plusieurs enzymes d’oxyde nitrique synthase (NOS) en réponse a un certain nombre de stimulus
physiologiques. Le NO' est une espéce tres réactives, il représente le messager moléculaire idéal, il
est impliqué dans le réglement d'un certain nombre de fonctions y compris la tension artérielle,
phagocytes et ’activité antimicrobienne, homéostasie endothéliale et neuronale, adhérence de

plaquette et de leucocyte, et I’induction de I’apoptose (De Marco, 2013).
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2.2. La forme des espéces réactives
2.2.1. Les espéces radicalaires

Un radical libre est une espéce chimique (atome, molécule ou ion) qui porte sur sa couche
électronique peériphérique un ou plusieurs électrons non appariés (Tableau 2), ce qui la rend
chimiquement tres réactive (Leverve, 2009). Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par
I’acceptation d’un autre électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule pour
devenir plus stable, conduisant ainsi a une réaction en chaine qui va produire de nouveaux radicaux
libres car la molécule agressée devienne a son tour radicalaire (Afonso et al., 2007). Ces especes
radicalaires sont de plus en plus impliquées dans les différentes maladies humaines (Rao et al.,
2011).

2.2.2. Les especes non radicalaires

Ce sont des espéces non radicalaires qui acceptent deux électrons pour donner des produits non
radicalaires (Tableau 2). lls peuvent étre convertis en radicaux libres par réaction avec un métal de
transition (Winterbourn, 2016).

Tableau 2. Différents types des espéces réactives (Gutowski et Kowalczyk, 2013).

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02" Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO’ Oxygeéne singulet ‘o,
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Peroxynitrite ONOO

2.3. La source de production des radicaux libres
2.3.1. Les sources endogenes

Les sources endogénes sont intracellulaires, la production des ROS dans les cellules
mammiferes découle de plusieurs sources possibles (Figure 2) dont la plus importante est la
mitochondrie qui est responsable de la production de 90% des ROS cellulaires (Assis de Silva et

Mela, 2014). De méme, les radicaux libres sont produits in vivo sous l'action de plusieurs systéemes
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biochimiques tel que, les cellules neuronales, endothéliales et phagocytaires (macrophages)
(Ansari, 1997 ; Valko et al., 2006).

Au niveau des mitochondries, au cours du transfert d’¢lectron dans la chaine respiratoire,
1’0,"™, est produit par réaction de 1’0, avec un radical semi-ubiquinone (Lagourge et Lorsson,
2013). Les complexes, nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH)-ubiquinone
oxydoréductase et 1’ubiquinone-cytochrome c¢ réductase, sont alors d’importants complexes
membranaires mitochondriales qui peuvent générer d’O,” et d’H,0, (Zhang et Gutterman, 2007 ;

Grivennikova et Vinoaradov, 2013).

Réactions oxydatives Respiration
de détoxification

mb interne mitochondriale

monoamine oxydase
. >

RE
mb nucléaire ———

péroxysomes

Phagocytose N h

lipoxygénases

mb plasmique
phagosomes
lysosomes

cyclooxygénases

NAD(P)H oxydases

molécules exogénes

(médicaments, pesticides...)

Figure 2. Les sites de production intracellulaire des radicaux libres (Serteyn et al., 2003).

Le peroxysome est aussi une source importante dans la production cellulaire d’H,0,, cet
organite contient de nombreuses enzymes générant d’H,O, (Sandalio et al., 2013). La catalase
peroxysomale utilise I'H,O,, généré par les enzymes de peroxysome, comme substrat pour réaliser
des réactions de peroxydation d’autres substrats, ces enzymes sont importantes dans les processus
de détoxification présents dans le foie (Wages et al., 2014).

Le réticulum endoplasmique est considéré aussi comme une autre importante source de la
production des ROS. En effet, le métabolisme oxydatif des molécules liposolubles est catalysé par
le systtme cytochrome P450 responsable de 1’oxydation des composés endogeénes et des
xénobiotiques contribuent donc a I’augmentation de 1’anion superoxyde et du peroxyde

d’hydrogene (Figure 3) (Zangar et al., 2004).
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Figure 3. La géneration des ROS par le Cytochrome P450 (CYP) (Boelsterli, 2007).

L’oxyde nitrique synthase (NOS) est un générateur important du NOe, a des fins de
médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages. Le NOe permet la

production des autres RNS tel que le peroxynitrite ONOO™ (Rahal et al., 2014).
2.3.2. Les sources exogenes

Les sources exogenes sont extracellulaires, I’environnement et le mode de vie sont
¢galement responsables de la création et de I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme
(figure 4). Ces facteurs environnementaux incluant des agents cancérogenes non-génotoxiques
peuvent directement ou indirectement étre impliqués dans la génération de radicaux libres
(xénobiotiques, activation des leucocytes). L'exposition prolongée au soleil, ainsi les rayonnements
UV induisent la synthése de O;", OH' 0, et d’H,0, ’intermédiaire d’agents photo sensibilisants
(Martinéz-Cayuela, 1995 ; Chen et al., 2012).

Radiations
..‘ ionisantes . Tabac
\\1

1N e
4 ._d i o:)?
3 e o >
- D
- _ o
. - o5 Deégats sur IYTADN
7N\ 7\ 7N -
»u A\ WA\ WA\ -D

O.H ‘j
O; + UV

¢ dans I'atmosphére
Pollution - S s UV 3
atmosphériii

Figure 4. Les sites de production extracellulaire des radicaux libres (Durackova, 2008).
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» La géneration des ROS par les eléments traces métalliques

Les éléments traces métalliques sont considérés parmi les différentes classes des polluants
de I’environnement responsables des effets nocifs sur les organismes a travers la génération des
espéces réactives de I’oxygene, a cause de leur capacité a perdre des électrons (Radwan et al., 2010
; Oliva et al., 2012). En effet, les métaux de transition tels que le Fe, le Cu, le Cr, le Cd et le Pb
peuvent catalyser la réaction Fenton (Jomova et Valko, 2011), dans laquelle un ion métallique peut
réagir avec le pyroxide d’hydrogene H,0, selon la réaction suivante (Lackner, 1998) :

Métal” + H,O, ——>Métal’+ «OH + OH"

Les métaux lourds peuvent aussi générer les especes réactives de 1’oxygene par le biais de la
réaction d’Haber-Weiss. Ainsi, un métal oxydé est réduit par 1’0, puis réagit avec H,O, pour
produire le radical * OH selon les réactions suivantes :

Métal™ + O, ———>Métal* + O,
Métal” + H,0, —> Meétal "' + «OH + OH"
O, +H; O — > "0, ++OH + OH-

En plus des réactions de fenton et de Haber-Weiss, certains métaux lourds comme le
Cadmium (Cd), I’arsenic (As) et le plomb (Pb) peuvent contribuer indirectement a la production des
ROS en réagissant avec les groupes SH du glutathion et les défenses antioxydantes enzymatiques
(Gavrié et al., 2017).

> La génération des ROS par le plomb

L'activité pro-oxydante du plomb a été étudiée et démontrée dans de nombreuses études. Les
effets toxiques du plomb sur la cellule sont attribués a sa capacité de produire les espéces réactives
d'oxygéne responsables d’un stress oxydatif et a son affinité pour le groupe sulfhydrile dans le
glutathion réduit, ce qui peut avoir des implications pour le maintien de 1’équilibre des thiol-
disulfures dans la cellule. (Shafiqur-Rehman et al., 1995 ; Dragun et al., 2012 ; Tchounwou et
al., 2012).

Les dommages oxydatifs induits par le plomb pourraient également résulter de
I'accumulation d'acide aminolévulinique, qui est une source endogene latente de radicaux libres. De
plus, le plomb pourrait interagir avec les membranes biologiques pour conduire a la peroxydation
lipidique, un autre mécanisme est que le plomb pourrait réduire la production de plusieurs enzymes
piégeant les radicaux libres, comme la superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la et de glutathion
peroxydase (Howard, 1974 ; Sugawara et al., 1991 ; Costa et al., 1997).
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2.4. Le role biologique des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espéces extrémement
dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des
espéces indispensables a la vie. En effet, ils ont des rdles physiologiques trés importants au sein des
cellules en agissant sur le fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux
cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par apoptose des
cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, et sur la régulation des genes (Favier,
2003), a la production énergetique, au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation
intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007 ; Alexandrova et Bochev, 2007).

2.5. Les implications pathologiques des radicaux libres (RLs)

Lors d’un stress oxydant, les RLs non détoxiquées par le systéme antioxydant attaquent et
endommagent par oxydation les macromolécules contenues dans les cellules, notamment les lipides,
les protéines et I’acide désoxyribonucléique (ADN) (Menon, 2014).

L’ADN est une molécule trés sensible a 1’attaque par les RLs. L’attaque radicalaire peut
entrainer 1’oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées, mais le stress
oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou
attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin (Burton et Jauniaux, 2011 ;
Charbon et al., 2014).

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I’attaque par ’OH"™ qui est capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons. Cette réaction est appelée peroxydation lipidique qui aboutit a la formation de
nombreux dérivés toxiques. Parmi ces dérives, le Malon dialdéhyde qui a une demi-vie plus longue
que celle des RLs et qui diffuse facilement. Il peut former des liaisons avec les bases de I’ADN, et il
provoque aussi une augmentation croissante de la perméabilité des membranes cellulaires induisant
une altération irréversible des propriétés fonctionnelles de la cellule, pouvant aller jusqu’a la lyse
compléte (Miwa et al., 2008 ; Cotticelli et al., 2013).

Les protéines sont aussi sensibles aux attaques radicalaires. Les RLs sont capables de réagir
avec différents acides aminés des chaines des protéines. Les plus sensibles a leur action sont les
acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine et I’histidine, sur lesquels 1’OHe
s’additionne. L’oxydation par les RLs conduit a la formation des ponts disulfures, sur les acides
aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine, en modifiant la

conformation de la protéine. De nombreux enzymes cellulaires et protéines de transport vont ainsi
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étre oxydées et inactivées. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés
biologiques, et deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases (Dirackova, 2008 ;
Rahal et al., 2014).

Un stress oxydatif est souvent associé a toutes sortes de maladies, mais il n'est pas toujours
facile de déterminer s'il s'agit d'une cause ou une conséquence de I'état observé. Une sélection de
pathologies pour lesquelles le mécanisme de stress oxydatif est bien documenté, est décrite dans le
tableau 3.

Tableau 3 : Certaines pathologies résultent de stress oxydatif.

Cancer (Goetz et Luch, 2008)
Diabete (Asmat et al., 2016)
Obésité (Ruiz-Ojeda et al., 2018)
Maladies neurodégénératives (Bhat et al., 2015)
Schizophrénie (Yao et Keshavan, 2011)
Inflammation (Libetta et al., 2011)

2.6. Les antioxydants et la protection cellulaire

Notre organisme est capable, dans une certaine mesure, de limiter les dommages dus aux
radicaux libres, grace a des mécanismes de défense enzymatiques et chimiques développés au cours
de 1’évolution (figure 5), les molécules ou micro constituants capables d’interférer avec les
radicaux libres sont appelées antioxydants, défini comme une substance capable de ralentir ou
d’inhiber le phénomene d’oxydation une fois est ajoutée a faible dose a un produit naturellement
oxydable a I’air. (Matés et al., 1999 ; Rahman, 2007). Cette définition peut étre élargie et le terme
"antioxydant" englobe ainsi toutes les substances qui protegent les systemes biologiques contre les
effets déléteres potentiels des processus ou réactions qui engendrent une oxydation excessive
(Park et al. 2001 ; Valdo et al. 2006).
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Figure 5. Le mécanismes d’action des antioxydants (Kalam et al., 2012).

2.6.1. Les systéemes enzymatiques

La Superoxyde discutasse (SOD) réagit contre les produits toxiques de métabolisme
cellulaire, et catalyse la disputation d’0:" en H202 (Equation 1) (Papa et al. 2014). Cette enzyme
associée a des cofacteurs métallique : ions de cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD) c’est une forme
cytotoxique et nucléaire, manganése (Mn-SOD) c’est une forme mitochondriale et une forme
extracellulaire (EC-SOD) (Peng et al., 2014).

H,0, +O,” = 0, + OH + HO' (1)

La Catalase (CAT) est une enzyme qui catalyse la transformation d’ H202 en H20 et
oxygene moléculaire (Equation 2) (Bonnefon-Rousselot et Colin, 2010), et se trouve dans les

hématies et dans les peroxysomes de nombreux tissus et cellules (Tokar et al., 2014).
2H,0,=2H,0+0, (2)

La glutathion peroxydase (Gp) agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la
disputation d’H202 en H20 et Oz et la réduction de divers hydro peroxydes lipidiques. Lors de cette
réaction (Equation 3), deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion
disulfure (GSSG) (Jacquot, 2013). Le GSSG ainsi produit est a nouveau réduit par la glutathion
réductase (GR) utilisant le NADPH comme donneur d’électron (Equation 4) (Foyer et al., 2008 ;
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Long et al., 2012). Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries
(Sorgo, 2004).

ROOH + 2 GSH = ROH + GSSG + H,0 3)
H,0,+ 2 GSH = H,0 + GSSG (4)
2.6.2. Les antioxydants non enzymatiques

La vitamine C (Vit C) empéche ’oxydation des lipoprotéine de basse densité (LDL)
produites par divers systémes générateurs des ROS (neutrophiles activés, cellules endothéliales
activées, myéloperoxydase) (Limbach et Guilland, 2007). La Vit C est hydrosoluble et localisé
dans le cytosol et le fluide extracellulaire, elle capte directement 1’0O,” et I’OH™ (Combhair et
Erzurum, 2002 ; Peng et al., 2014).

Les caroténoides, ce sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge, synthétisés par
les plantes et les microorganismes. Les caroténoides sont capables d’inactiver 1''O: et les RLs en
neutralisant 1’¢électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables
(Tanumihardjo, 2013).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires ont des propriétés antioxydantes, et en
particulier la classe des flavonoides. Les flavonoides peuvent agir de différentes fagons dans les
processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des RLs, par chélation de métaux

de transition comme le fer ou par inhibition de 1’activité de la XO (Li et al., 2014).
2.7. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques, a savoir I'nydroxyanisole butylé (BHA), I'hydroxytoluéne
butylé (BHT), le gallate de propyle (PG) et la tert-butylhydroquinone (TBHQ) (Shahidi et Naczk
2004 ; Shahidi 2015) sont plus utilisés dans 1’industrie agroalimentaire, leur utilisation est
strictement réglementée par les gouvernements en raison de leur toxicité potentielle et leur risques
sur la santé (Ambigaipalan et Shahidi, 2015).

Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés en laboratoire, et principalement a
partir de composants chimiques, sont généralement utilisés dans les huiles végetales, comme par
exemple le BHT qui contrble lI'oxydation des acides gras dans les huiles de noix de coco et de
palmiste qui sont généralement utilisées dans les céréales et les confiseries (Shahidi et
Wanasundara, 1992). La combinaison aussi de BHT et de 3-BHA présente une activité
antioxydante plus élevée dans I'huile de soja, le lard et l'oléate de méthyle (Nanditha et

Prabhasankar, 2009). Pour le TBHQ a été démontré qu’il présente une plus grande activité

Page 13


http://fr.wikipedia.org/wiki/Lipoprot%C3%A9ine_de_basse_densit%C3%A9
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/search?facet-author=%22S.+Limbach%22
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/search?facet-author=%22J.-C.+Guilland%22

Analyse bibliographique

antioxydante dans les huiles marines raffinées, blanchies et désodorisées que le BHA, le BHT
(Shahidi et Wanasundara, 1995). La PG inhibe la xanthine oxydase et supprime les ROS
intracellulaires dans une lignée cellulaire humaine de leucémie (HL-60) (Lin et al., 2000)

Ces antioxydants synthétiques sont utilisés par I'industrie alimentaire depuis plus de 60 ans.
Néanmoins, certaines études (Rodil et al., 2010 ; Biparva et al., 2012), ont montré que le BHA et
le BHT peuvent avoir de faibles effets cancérogenes chez certains animaux a des concentrations
élevées, Dolatabadi et Kashanian, (2010) ont signalés que le PG et le BHA ont le potentiel de
former des complexes moléculaires avec les acides nucléiques et de causer des dommages a la
structure double hélice de I'ADN, le BHT a la capacité de réduire les facteurs de coagulation
sanguine dépendants de la vitamine K et peut donc causer des hémorragies internes et externes
suffisamment graves pour causer la mort chez certaines souches de souris et de cobayes (Ito et al.,
1986).

En sus de ces antioxydants synthétiques, nous nous sommes intéressés a une nouvelle série
d’antioxydants récemment synthétisés, ce sont des dérives de la 3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones
(DHPM) qui ont fait I’objet d’une attention considérable dans le domaine de la chimie médicinale

en raison de leurs activités biologiques importantes.
2.7.1. Les dihydropyrimidinones

Les dihydropyrimidinones, connues sous le nom de composes Biginelli (Biginelli, 1893),
sont des unités hétérocycliques (Figure 6) dotant d’un fragment pyrimidine dans le noyau,
qui joue un réle important dans la synthése de I' ADN et I' ARN, le noyau dihydropyrimidinone est
un pharmacophore important en chimie médicinale.(Barbosa et al., 2016).

Des structures dérivées du DHPM sont également présentés dans le squelette de plusieurs
alcaloides marins polycycliques naturels de guanidine tels que la crambine, la batzelladine B
(puissants inhibiteurs du VIH gp-120CD4) et les alcaloides de ptilomycaline, les DHPM peuvent
donc étre considérés comme des structures précieuses pour la recherche et la synthése de leurs
dérivés reste un axe majeur de la découverte de médicaments modernes (Beena et al., 2017).

Les composés contenant l'unité pyrimidine/DHPM ont diverses propriétés biologiques, ils
jouent un role trés important dans le domaine de la chimie organique naturelle et synthétique qui
possedent diverses propriétés thérapeutiques et pharmacologiques, notamment des activites
antioxydantes (Stefani et al., 2006 ; Barbosa et al., 2016), anticancéreuses (Holla et al., 2004 ;
Da Silva et al., 2012), anti-inflammatoires (Bahekar et Shinde, 2004 ; Tale et al., 2011),
antibactériennes (Akhaja et Raval, 2011 ; Attri et al., 2017), antidiabétiques (Dhumaskar et al.,
2014). lls possedent egalement des propriétes antagoniste/inhibitrice de l'acétylcholinestérase
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(Ahmad et al., 2016), et ils sont considérés comme des modulateurs des canaux calciques (Habila
et al., 2018).

x
R4 __ /LI\ 5
s N/R
=
R3 1
R2

XK= O, MNMHar s
R1-5 = H, alkyl, aryl, ester, amide, acyl,
(thiojurea ar an heteracycke

Figure 6. La structure basique des dihydropyrimidinones (Matos et al., 2018).
2.7.2. L’activité antioxydant des dihydoropyrimidinones

Les dihydropyrimidinones (DHPM), s’obtiennent facilement via la réaction multi-
composante de Biginelli et sont signalés comme étant de bons antioxydants agissant contre la
peroxydation des lipides (Gangwar et Kasana, 2012 ; Attri et al., 2017), certains dérivés de
DHPM, ont montré une forte activité contre la peroxydation lipidique induite par le Fe-EDTA
(Borges et al., 2016 ; de Vasconcelos et al., 2012), tandis que d'autres étaient plus puissants pour
réduire les ROS, avec une activité dépendante du glutathion (Stefani et al., 2006 ).). lls sont
également considérés comme chélateurs du fer (I1) un puissant prooxydant métallique catalyseur de

la réaction de fenton (Gangwar et Kasana, 2012).
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Ce travail est réalisé au niveau du laboratoire de Pharmacologie et Phytochimie a la Faculté
des sciences exactes et d’informatique de I’Université de Jijel. Au cours de ce travail, nous avons
évaluée I’activité antioxydante de dix molécules qui dérivent de 3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones
portant des restes d’urée, thiourée et sulfonylurée par I’utilisation des méthodes suivantes :
réduction du fer (FRAP), test de Piégeage du radical libre DPPH® (2,2-diphényl-1picrylhydrazyl), le
test de piégeage du radical-cation ABTS®" [acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulphonique)], ainsi que les paramétres du stress oxydant hépatique GSH et MDA.
1. Généralités sur les composés étudiés

Ces dérivés ont été synthétisés par Habila et al., (2018). lls possédent comme squelette de
base la dihydroprimidinone qui est un isostere de la dihydropyridine qui constitue le cycle de base
de certains médicaments notamment la nifedipine, un inhibiteur calcique trés puissant utilisé dans
le traitement de certaines maladies cardiovasculaires comme 1’hypertension artérielle, 1’arythmie
cardiaque et I’angine de poitrine (Habila et al., 2018).

La synthese des nouveaux derivés de 3,4-dihidroprymidinone portant des restes d’urée, thio-
urée et sylfonyl-urée peut étre réalisée en trois étapes (Figure 7). En effet la premiére étape consiste
a la préparation des intermédiaires clé (4a et 4b) suivant la réaction de Biginelli lors de laquelle
deux catalyseurs ont été utilisés.

> Le premier catalyseur est le nitrate de zinc alors que le deuxiéme est un aluminate de zinc
dopé par le nickel (Zn0.9Ni0.1Al,0,).

> La deuxiéme étape est la réduction du groupe nitro portée par le groupe aryle en position
4 de I'nétérocycle pour obtenir les produits (5a et 5b).

» Enfin, la réaction de condensation du produit 5a (et 5b) avec un isocyanate, un

thioisocyante ou sulfonylisocyanate d’aryles.
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Figure 7. Voie de Synthése des dérivés des 3,4-dihydriroprimidinone portant des restes urée,
thiourée et sulfonylurée (6a-q et 7a-n). (i): (Zn(NO3)2.6H,0O/acétonitrile ou
Zn0.9Ni0.1Al,04/éthanol. (ii) : H2/Pd,C 5% ou (iii) HCOONH4/ Pd,C 5%. (iv) : RNCS ou RNCO
ou RSO,NCO/THF anhydre ou R=Ar ou ArSO,. (Habila et al., 2018).

Les 10 molécules sur lesquelles on a réalis¢ 1’étude de I’activité antioxydante sont

représentées dans le Tableau 4 ci-dessous.

Tableau 4 : les Molécules testés avec la structure chimique de la molécule mere.

CHs o

HN ~ CHs

— ~ "
H PN

N N
H H

Molécule X -R

NO,
4-NO,-Ph-
6a HTNO,S
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NO,
4-NO,-Ph-

6b HTNO, /©/ 2

CHs
6¢c HTCH3S /@/ 4-Me-Ph-

CHs
6d 4-Me-Ph-

HTCHs
Cl
4-Cl-Ph-

6e HTCIS /©/ ¢

Cl
of 4-CI-Ph-

HTCI
g
69 38 /u\@\ 4-Me-Ph-SO,-
CHs

o 4-Br-Ph-
6h 114 /O/

OMe
6i HTOMLS /O/ 4-OMe-Ph-

OMe
6j HTOML /©/ 4-OMe-Ph-

2. L’évaluation de I’activité antioxydante

2.1. L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Les composés a tester, sous forme de poudre, ont été solubilisées dans le DMSO. Dans une

premiére étape, une solution mere de concentration de Img/ml a été préparée. Toutes les molécules

ont été testées a cette concentration (1 mg/ml) sur les trois essais choisis. Des solutions diluées ont

été préparées par la suite a partir de la solution mére pour les composés montrant une activité a la
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concentration de 1mg/ml afin de déterminer les concentrations a 50% de I'effet maximal (ECs). Les
solutions diluées ainsi préparées allant de 1000pg/ml, 500ug/ml, 250ug/ml, 100pg/ml et 50pg/ml,
25pug/ml, 10pg/ml, Spg/ml jusqu’au 1pg/ml suivant I’effet observé. Les molécules ayant une ECs la
plus faible ont été choisies pour mesurer les parametres du stress oxydant hépatique, notons aussi

que tous les tests réalisés ont été répétes deux fois dans deux indépendantes expériences.
2.1.1. Le pouvoir réducteur (FRAP)

La méthode décrite par Chew et al., (2009) a été adoptée, avec de légéres modifications,
pour déterminer le pouvoir réducteur du fer de notre série de molécule. Ce test est basé sur la
réduction directe du fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure (Fe®** (CN")g) en fer ferreux (Fe*)
(Fe®* (CN)g), dans un milieu acidifi¢ par ’acide trichloracétique et qui est déterminée par la
détection spectrophotométrique du complexe (Fe**)s[Fe?+(CN-)s]3 ayant une forte absorption &
700nm (Le et al., 2007). Cette réaction se traduit par le virage de la couleur jaune du ferricyanure
de potassium vers la couleur bleu verte avec une augmentation de 1’absorbance indiquant une
augmentation de la puissance réductrice de 1’échantillon étudié (Zou et al., 2004).

Brievement, 100ul de chaque composé, d’acide ascorbique choisi comme control positif a
différentes concentrations (1000ug/ml a 1pg/ml) (avec des concentrations finales comprises entre
0.05 et 53.5ug/ml), ont été ajoutés a 250 ul du tampon phosphate (0.2M ; pH = 6.6), 250 ul d’une
solution de ferricyanure de potassium a 1%. Le mélange a été agité ensuite incubé a 50°C pendant
20 min. Apres refroidissement, 250 ul de TCA (acide trichloracétique) a 10% ont été ajouté, la
dilution s’est faite avec 850ul d’eau distillée puis 170 ul de Fe Cl3 a 0.1% ont été ajoutés. Le tout a
été incubé a 28°C pendant 30 minutes. L’absorbance a été mesurée a 700nm. L’augmentation de
I’absorbance indique 1’augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés, contre un blanc

préparé dans les mémes conditions en remplacant les molécules testées par le DMSO.
2.1.2. Le piégeage du radical cationique (ABTS™®)

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS™ de
coloration vert bleu en le transformant en ABTS incolore. Le radical préformé ABTS™ est généré
en présence des ions persulfates (Floegel et al., 2011).

ABTS + Ions persulfates — ABTS™*

En présence d’un antioxydant, le passage du radical ABTS™ & la forme non radicalaire
s’accompagne de la disparition de la coloration vert bleu intense qui peut étre suivie par la mesure
de la densité optique a une longueur d’onde de 734 nm (Chen et al., 1997). Le test ABTS des

molécules des dérivés étudiées a été déterminé selon la méthode de Re et ses collaborateurs
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(1999). Le radical cationique ABTS™® a été produit en faisant réagir une solution mére ABTS (7
mM) avec du persulfate de potassium a 2.45 mM et en laissant le mélange reposer a la température
ambiante pendant 12 & 16 heures a I'obscurité, ensuite, la solution a été diluée avec de 1’¢thanol et
équilibrée pour donner une absorbance de 0.700 £ 0.02 a 734 nm. L'activité de piégeage a été
estimée en mélangeant 100 ul de notre échantillon a différente concentration (de 1000pg/ml a
1ug/ml) (avec des concentrations finales comprises entre 0.1 et 100ug/ml), avec 900 ul de solution
ABTS"™ pendant 30 minutes d'incubation a température ambiante

L’acide ascorbique a été choisi comme control positif, préparé dans les mémes conditions a
différentes concentrations allant de 1000ug/ml, 500ug/ml, 250ug/ml, 125pg/ml et 62.5pg/ml,
31.25pg/ml, 15.62ug/ml, 7.82pg/ml, 3.90pug/ml a 1.95pg/ml (avec des concentrations finales
comprises entre 0.19 et 100ug/ml). Tous les essais ont été répétés deux fois dans deux expériences
indépendantes. La lecture de 1’absorbance est effectuée a 734 nm, contre un blanc préparé dans les
mémes conditions en remplagant les molécules testées par le DMSO et I'activité antioxydant a été
calculée comme suit :

Activité de piégeage de I'ABTS™ (%) = [1- (A — Ag)] x 100

Ag : absorbance du blanc.
AEg : absorbance de I'échantillon.

2.1.3. Le piégeage du radical (DPPH)

La capacité de piégeage des radicaux libres de nos produits a été déterminée en utilisant la
méthode de DPPH°, comme elle est décrite par Brand et al. (1995). Le principe est basé sur la
capacité d’un antioxydant a réduire le radical DPPH® en 2.2diphenyl picrylhydrazine (DPPHH)
(Figure 8), cette réduction change la couleur du DPPH°® du violet vers le jaune pale quand il réagit
avec un antioxydant, ce changement de couleur se traduit par une décroissance de 1’absorbance en
fonction de temps. L’intensité de la coloration, mesurée au spectrophotométre, est inversement

proportionnelle a I’activité anti-radicalaire du produit teste.
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Figure 8: Réduction du DPPH° par un antioxydant (Talbi et al., 2015).
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Briévement, 50 ul de nos composés a différentes concentrations de 1000ug/ml a 1pg/ml,
(avec des concentrations finales comprises entre 0.05 et 50ug/ml), 950 ul de la solution
méthanolique de DPPH (60 uM) fraichement préparé ont été ajoutée. Apres agitation, le mélange a
été incubé a I’abri de la lumiére pendant 30 min a température ambiante. La lecture de 1’absorbance
est effectuée a 515 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions en remplacant les
molécules testées par le DMSO.

L’activité antioxydant de I’extrait est comparée avec ’activité de 1’acide ascorbique préparé
dans les mémes conditions a des concentrations de 1000ug/ml, 500pg/ml, 250pg/ml, 125ug/ml et
62.5ug/ml, 31.25pg/ml, 15.62ug/ml, 7.82ug/ml, 3.90ug/ml, 1.95ug/ml (avec des concentrations
finales comprises entre 0.095 et 50ug/ml). L’effet anti- radicalaire ou I’inhibition des radicaux
libres est exprimé en pourcentage selon la relation suivante :

1% inhibition = [(Ag— Ag)/ Ag] X 100
Dont :
Ag : Absorbance du blanc.

Ag : Absorbance de 1’échantillon.

2.2. L’évaluation de ’activité antioxydante in vitro sur I’homogénat de foie des souris

2.2.1. L’entretien des animaux

L’étude a été menée sur des souris albinos Wistar femelles, provenant de 1’institut Pasteur
d’Alger, (Algérie). Les souris sont maintenues dans 1’animalerie de 1’Université de Jijel dans des
conditions standards, une température ambiante de 22°C, une humidité relative de 60 % et a un
cycle de lumiere/obscurité de 12 /12 h. Les souris sont placées dans des cages en plastique. Elles
ont acces libre a la nourriture et a I’eau.

2.2.2. La préparation de ’homogénat

La préparation de I’homogénat a été effectuée selon la méthode d’Ellman (1959). trois
souris ont été sacrifiées par exposition au chloroforme dans un dessiccateur, les foies ont été
immédiatement isolés et lavés par le NaCl (9%), ils sont ensuite coupés en petits morceaux et
homogénéisés dans 10ml de tampon phosphate (50 mM, KCI 1,5%, pH 7,4). Le mélange a été
broyé a I’aide d’un Potter manuel et centrifugé a 3000 tours/min pendant 15 min. Le surnageant
ainsi obtenu est utilisé pour réaliser les mesures des parameétres du stress oxydant hépatique GSH et
MDA.
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2.2.3. L’induction du stress oxydatif

Pour I’induction du stress oxydatif nous avons utilisé deux méthodes. La premiére a été faite
en utilisant le mélange (FeCls/ FeSO,4) (V/V) et le Pb a une concentration de 20 uM et 1000ug/ml
respectivement. Tandis que la deuxieme a été effectuée en utilisant le plomb (1mg/ml) seul comme
agent prooxydant.

La premiére méthode consiste a ajouter 100ul des produits testés (1000ug/ml) et des
produits antioxydant de réference (1000ug/ml) (quercitrine et 1’acide ascorbique). Un volume de
500ul de I’homogénat a été ajouté au melange réactionnel contenant 350ul de la solution oxydante
(FeCls/ FeSOQy) (V/V) et 50ul du Pb (1mg/ml), le mélange est ensuite incubé au bain marie a 37°C
pendant une heure.

Le contrble positif a été préparé dans les mémes conditions cités précédemment excepté les
molécules d’intérét, bien que le contrble négatif a été préparé dans les mémes conditions en
absence de la solution oxydante FeCls/ FeSO,, et le plomb qui ont été remplacés par un mélange
contenant 350ul de I’cau distillée et 50 pl de DMSO.

Dans la deuxiéme méthode nous avons suivi la méme procédure en remplacant la solution
oxydante (FeCls/ FeSO,) par de I’eau distillée. Tous les essais ont été répétés 5 fois et les résultats

sont exprimés par rapport au poids du tissue.

2.2.4. Le dosage tissulaire du Malone-dialdéhyde (MDA)

Dans notre étude, les taux du MDA tissulaire sont évalués selon la méthode d’Okhawa et
al.,, (1979). Le MDA est I’'un des produits terminaux de la décomposition des acides gras
polyinsaturés sous 1’effet des radicaux libres au cours du stress In vitro. Cette peroxydation
lipidique est induite par le FeCls/ FeSO,4 dont le principe est I’induction de la réaction de Fenton et
la formation du radicale hydroxyle qui attaque les acides gras polyinsaturés. Le dosage repose sur la
formation en milieu acide et a chaud (100°C) entre le MDA et 1’acide thiobarbiturique (TBA) d’un
complexe coloré qui absorbe a 530 nm.

Pour cela. 0.5 ml du mélange préparé précédemment (avec le mélange (FeCly/ FeSO,4 (V/IV)
et le plomb), a été ajouté a 1.5 ml du milieu réactionnel contenant 5% de 1’acide trichloracétique
(TCA), 0.125% d’acide thiobarbiturique (TBA) et 0.52% de HCI. Le mélange est chauffé a 100°C
pendant 30 min. Apreés refroidissement, la densité optique a été mesurée a 530 nm.

Le taux du MDA est calculé en utilisant le coefficient d’extinction molaire du MDA.

AEx10°xVt
1.56x 105x Vt
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Dont:
AE: Absorbance de 1’échantillon.
Vt: Volume totale.

1.56 x 10° : Le coefficient d’extinction molaire du MDA.
2.2.5. Le dosage tissulaire du glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode d’Ellman (1959). Le principe de ce
dosage repose sur la mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte
de la réduction de I’acide 5.5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (réatif d’Ellman, DTNB) par les
groupements (-SH) du glutathion. Pour ce dosage, 500 pl de I’homogénat préparé précédemment,
comme a été décrit dans la section (2.6), a été dilué dans 500ul du tampon phosphate (50 mM,
pHB8). Ensuite 25 pl de DTNB (200uM) ont été ajouté. Aprés 15 min d’incubation, la lecture de la
densité optique a été effectuée a 412nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec le
tampon phosphate.

Le taux du GSH est déduit a partir d’'une gamme étalon du glutathion préparée dans les
mémes conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en micromoles du glutathion

par gramme de tissue (Annexe 1).
3. Les analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyennes et barre d’erreur (M+SEM). Les valeurs ECsg et
ICs ont été calculées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 7®. Les résultats sont ajustés a une
équation logistique de 5 parametres :
e LogXb = LogECs + (1/HillSlope)*Log((27(1/S))-1)
e Denominator = (1+10"((LogXb-X)*HillSlope))"S
e Numerator = Top - Bottom
e Y = Bottom + (Numerator/Denominator)
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 7®.
La normalité des données a été vérifiée par le test de Kolmogorov-Smirnov. Dans tous les cas, les
données sont normalement distribuées ce qui a permis leur comparaison en utilisant un test
paramétrigue ANOVA a un seul facteur suivi par le test de comparaison multiple post hoc de

Tukey. Le niveau de signification a été fixé a p <0,05.
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Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le rdle tragique
du processus oxydatif incontrélable induit par les espéces réactives oxygénées (ROS).
L’accumulation de ces molécules dans 1I’organisme aboutit a une chaine réactionnelle radicalaire qui
dégrade les molécules vitales biologiques (Durackova, 2008). Pour cela I’organisme utilise les
antioxydants pour réduire les ROS, mais, sous certaines conditions, ces systemes antioxydants ne
peuvent pas fonctionner efficacement et néecessite donc une supplémentation en antioxydants
exogenes naturels et synthétique, pour équilibrer la balance entre les ROS et les antioxydants et
donc essentielle pour prévenir I’apparition des différentes pathologies liées aux stress oxydant.

Les dihydropyrimidinones présentent une activité antioxydante importante selon Stefani et
al., (2006). Ceci due a leur structure chimique qui leur confére la capacité de donner des ions
d'’hydrogénes pouvant attaquer les radicaux libres en empéchant les réactions d'oxydation dans la
cellule. De ce fait, elle inhibe la formation des radicaux libres et réduit le stress oxydatif (Mansouri
etal., 2012).

C’est dans ce contexte qu’on a mis en évidence 1’évaluation de ’activité antioxydante de 10
molécules dérivent de 3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones portant des groupements urée, thiourée et
sulfonylurée par I’utilisation des méthodes suivantes : réduction de fer (FRAP), test de Piégeage du
radical libre DPPH"® et le test de piégeage du radical-cation ABTS. Ces trois testes sont largement
utilisés dans 1‘évaluation de la capacité antioxydante des produits naturelles (Bougatef et al., 2009 ;
Bouchouka, 2016 ; Annapandian et Rajagopal, 2017) et des substances de synthése (McCarthy
et al., 2001 ; Carocho et al., 2013 ; Chew et al., 2016).

1. L’effet anti-radicalaire contre le radical libre DPPH®°

L’activité anti-radicalaire est tres importante de fait du role délétére des radicaux libres dans
les systemes biologiques. La méthode du radical DPPH° est employée pour le criblage des
molécules douées d’activité antioxydante. Elle est souvent utilisée a cause de sa simplicité, sa

grande sensibilité, sa rapidité, ainsi que sa bonne reproductibilité (Gulgin et al., 2010).

La figure 9 montre les variations de 1’effet Scavenger de nos échantillons et de 1’acide

ascorbique a différentes concentrations contre le radical libre DPPH°®.
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Figure 9. L ‘effet Scavenger des différentes concentrations des échantillons, envers le
radical DPPH". (A): Les produits testés. (B): L ‘acide ascorbique

Les résultats obtenus montrent que les composés HTOML, 114, HTCI, HTCH3, HTNO,,
portant des groupements urée et 38 portant un groupement sulfonyl-urée présentent un effet
antioxydant, mais relativement faible, par rapport a celui de ’acide ascorbique seulement les
substances portant des groupements thio-urée (HTCH3S, HTOMLS, HTNO,S et HTCLS)
présentent une activité antiradicalaire concentration-dépendante assez importante. Un effet
antiradicalaire maximal de 87.11%, 86.54%, de 86.08% et 85.48% est exercé par les molécules
HTOMLS, HTCLS, HTNO,S et HTCH3S respectivement a des concentrations de 50ug/ml. L’acide
ascorbique, utilisé comme antioxydant standard a montré un effet maximal de 89.41% a une
concentration de 15.62pg/ml.

Nous avons déterminés pour chaque échantillon, la concentration nécessaire pour réduire
50% du radical libre DPPH" ou ICsg en utilisant le logiciel GraphPad Prism7®. Les produits ayant
présenté une ICso > 50pg/ml sont considérés comme inactifs. Plus la valeur d’ICsq est basse, plus
I'activité antioxydante d'un composé est grande (Hebi et Eddouks, 2016). Les valeurs obtenues
sont représentées dans la figure 10.

En comparant les ICsp de quatre composés actifs a celle de 1’acide ascorbique, nous
remarquons que ’activité anti-radicalaire de nos molécules d’intérét est inférieure a celle de I’acide
ascorbique. Les ICsp sont de I’ordre de 16.09 pg/ml, 22.51 ug/ml, 23.87 pug/ml et 24.78 pg/ml pour
I’HTCH3S, PHTCLS, PHTOMLS, et ’HTNO,S respectivement, contre 2.393 pg/ml obtenu avec
I’acide ascorbique. Il est claire que HTNO,S est doté d’un pouvoir de piégeage des radicaux DPPH’
modéré avec une valeur moyenne d’ICsy (24.78 = 1.05ug/ml), tandis que le composé HTCIS

présente 1’effet scavenger le plus puissant du radical DPPH" (ICso = 22.5 + 0.08ug/ml), une activité
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qui reste toujours, significativement trés inférieure a celles de standard : 1’acide ascorbique (ICsp =

2.393 + 0.014 pg/ml) (figue 10).

Figure 10. L’activité antiradicalaire de molécules étudiés et de [’acide ascorbigue envers le
radical DPPH'. Les résultats sont exprimés en moyennes et barre d’erreur (MESEM) ; les
différences significatives entre les différents composés sont indiquées par des lettres
minuscules. (p <0.05) (ANOVA a un seul facteur suivi par le test de comparaison multiple
post hoc de Tukey).

Nos résultats suggerent que ces composés contiennent des groupes fonctionnels piégeurs des
radicaux libres responsables du pouvoir antioxydant primaire, réduisant et décolorant le radical
DPPH. De nombreuses études ont démontré que les dérivés de DHPM présentent des effets
antioxydants dans le test de DPPH (Stefani et al., 2006 ; Padmavathi et al., 2007 ; George et al.,
2008). L’action des molécules actives pourrait étre due a 1’existence de la fonction thione (C=S) de
la thiourée qui peut se transformer en la forme thiol (-SH), grace a 1’équilibre tautomérique thione-
thiol. Cette activité peut s’exercer soit par un transfert d’électron soit par un transfert d’hydrogene
avec le radical DPPH".

Il est important de signaler que le composé HTCLS qui porte un groupe chloro sur le
phényle liée a la fonction thio-urée présente la capacité de piégeage du radical DPPH la plus élevée.
Cela montre qu’il y a une relation entre la présence de groupe chlorophenyl et D’activité
antioxydante. Des résultats similaires ont décrits par Attri et al. (2017), qui ont démontré que des
DHPMs ayant un groupement chlorophényle présentent I’activité anti-radicalaire la plus importante,
de ce fait I’effet anti-radicalaire n’est pas seulement concentration-dépendant mais également

structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).
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2. La détermination du pouvoir réducteur (FRAP)

La méthode de FRAP, est une technique facile, rapide et reproductible (Le et al., 2007). Le
pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait & donner un ¢€lectron et a réduire le fer. De nombreux
auteurs considerent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur significatif de son
pouvoir antioxydant (Tepe et al., 2005). Les résultats de pouvoir réducteurs de nos échantillons et

de I’acide ascorbique a différente concentrations, sont représentés dans la figurell.
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Figure 11. Le pouvoir réducteur de [’acide ascorbique et de nos molécules a différentes
concentration.

Comme pour le test de DPPH, notre étude montre que les composés HTOML, 114, HTCI,
HTCHs, HTNO,, portant des fonctions urée et 38 portant une fonction sulfonyl-urée présentent une
tres faible capacité de réduction du fer. Seulement les composés portant des fonctions thio-urée a
savoir HTCH3S, HTCLS, HTNO,S et HTOMLS, ont pu réduire le fer d’une maniere concentration-
dépendante, mais pas assez élevée pour calculer les ECsy avec des absorbance maximales de 1’ordre
de 0.348 + 0.025, de 0.33 £ 0.017, de 0.681 * 0.024 et de 0.685 + 0.023 contre 1.528 + 0.03 pour
I’acide ascorbique. Parmi ces composés, HTOMLS portant le groupement méthoxyphenyl et
HTNO,S portant le groupement nitrophényl présentent les capacités a réduire le fer le plus
importantes mais restent toujours inférieur a celle de la substance de référence (1I’acide ascorbique).

Kumarappan et al., (2012), ont signalé que les donneurs d’électrons pourraient réagir avec
les radicaux libres pour les transformer en produits plus stables et arréter les chaines des réactions
radicalaires, c’est ce qu’on appelle pouvoir réducteur. Le role antioxydant de ’acide ascorbique
découle de ses propriétés réductrices, c’est le plus puissant des antioxydants hydrosolubles (Sekli-
Belaidi, 2011), porte plusieurs groupements hydroxyle, Galato et al., (2001) ont démontré que
I'activité anti-oxydante d’une molécule augmente avec l'augmentation des nombres de groupements

hydroxyles y attachés (Sroka et Cisowski, 2003 ; Palafox-Carlos et al., 2012). Les résultats
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obtenus suggérent que les molécules testées n’ont pas une capacité considérable de réduire le Fe*
en Fe*?, ceci peut étre expliqué par le fait que le cycle DHPM responsable de I’activité réductrice
est difficile a étre oxydé, D’apres la littérature le cycle DHPM s’oxyde par des oxydants tres fort

notamment le Ca (OCl,) ( Tamaddon et al., 2011).

3. Test de piégeage du radical-cation ABTS™

Le test 2,20-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic (ABTS) est considéré comme le
teste antioxydant le plus connu ces dernieres années. C’est un test facile reproductible est trés

largement utilisé pour évaluer I’activité antioxydante des produits naturelles et des substances de

synthése (Floegel et al., 2011).
La figure 12 illustre le pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ de différents composés

et de I’acide ascorbique.
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Figure 12. L effet piégeur des différentes concentrations des échantillons envers le radical
ABTS™. (A): Produits testés. (B): L ‘acide ascorbigue. Chaque valeur représente la moyenne de 2
essais indépendants.

Comme pour les autres deux tests, les résultats obtenus mettent en évidence une tres faible
activité des composés HTOML, 114, HTCI, HTCHs, HTNO,, NO, CHj3 portant des fonctions urée
et 38 portant une fonction sulfonyl-urée. Seulement les substances (HTCH3S, HTOMLS, HTNO,S
et HTCLS), portant des fonctions thio-urée, presentent une activité antiradicalaire concentration-
dépendante trés importante. Un effet antiradicalaire maximal de 91.16% et de 90.67% est exercé par
les molécules HTNO,S et HTCH3S respectivement, a des concentrations de 25 pg/ml et 10 pg/ml ,
suivi par 87.45% et 89.61% pour les molécules HTOMLS et HTCLS, a une concentration de 100
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pg/ml. L’acide ascorbique, utilis¢ comme antioxydant de référence a montré un effet maximal de
90.72% a une concentration de 15.62pug/ml, envers le radical-cation ABTS™.

La concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical ABTS™ est représentée dans la
figure 13.

20

EC50 en pg/ml

Figure 13. L activité antiradicalaire de nos molécules et de [’acide ascorbique envers
le radical ABTS'™". Les résultats sont exprimés en moyennes et barre d’erreur
(M£SEM) ; les différences significatives entre les différents composés sont indiquées
par des lettres minuscules. (p<0.05) (ANOVA a un seul facteur suivi par le test de
comparaison multiple post hoc de Tukey).

Les valeurs des I1Csy observées durant notre étude suivent le gradient :

IC50 HTCH3S> ICs acide ascorbique> IC5o HTCLS> 1C50 HTNO,S > IC50 HTOMLS.

Le composé HTCHj3S présente la meilleure activité antioxydante de tous les produits testés y
compris la substance de référence (acide ascorbique) avec une valeur moyenne d“ICsq de 1’ordre de
1.56 £ 0.07 ug/ml. Suivi par I’acide ascorbique et le composé HTCLS qui présentent une activité
antioxydante plus ou moins similaire avec des valeurs d‘ECsy de 1’ordre de (3,280,078 pg/ml et
3.68+£0. 11ug/ml) respectivement. Quant aux deux autres produits HTNO,S et HTOMLS. lls ont
des activités plus faibles par rapport a I’acide ascorbique avec des ICsy de ’ordre de 5.626
+0.21pg/ml et 14.14 +0.14 pg/ml, respectivement. Le produit HTOMLS a montré 1’activité
antioxydante la plus faible.

L’importante capacité de piégeage du radical ABTS observée chez le composé HTCH3S
qui est méme meilleure que la substance de référence (I’acide ascorbique) est attribuée a la présence
du groupement alkyle. Ce dernier joue un rdéle non négligeable dans I’amélioration de 1’effet
antioxydant des drivées des DHMPs portant de fonctions thio-urée.

Le composé HTCLS ayant présenté le meilleur effet antiradicalaire avec le test de DPPH, a

présenté également une bonne activité avec le test d’ABTS qui est comparable a celle de 1’acide
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ascorbique, ceci confirme la contribution du groupement chlorophenyl a I’amélioration de piégeage
des radicaux libres.

Dans ce test, les composés étudiés ont présenté un effet bien remarquable en raison de leur
capacité a céder ’hydrogéne, cette capacité est due a la présence d’une fonction thio-urée, un

groupe donneur d’hydrogéne.
4. Le stress oxydatif et le Plomb

Dans I'étiologie, le Pb est considéré toujours comme un facteur majeur déclenchant le stress
oxydatif (Patrick, 2006). Non seulement grace a sa capacité a perdre des électrons mais également
grace a son interaction avec les antioxydants enzymatique et non enzymatique (Habila, 2017),
prenant en compte la composition du systeme antioxydant enzymatique et non enzymatique riche
en métalloprotéines portant des groupes SH ; impliquees dans la détoxification de I'O;" et de I'H,0O»,
et la grande affinité du plomb pour ce groupe. Le plomb peut interagir avec les sites actifs des
enzymes et réduire leur capacité antioxydante (Gurer-Orhan et al., 2004) . Ce qui est en accord
avec plusieurs études qui ont montré une perturbation importante de la capacité antioxydante chez
les organismes exposées au plomb in vitro et in vivo (Berrahal et al., 2007 ; Upadhyay et al.,
2009 ; Belli et al., 2010 ; Virgolini et al., 2019 ). Dans cette partie, on s’est intéressés d’une part a
I’évaluation des paramétres de stress oxydatif hépatique, tels que les taux du MDA et du GSH, dans
les homogénats de foies des souris exposés au plomb, et d’autre part a évaluer 1’effet protecteur des

deux molécules jugées plus actifs par les tests antioxydant DPPH, ABTS et FRAP.
4.1. La peroxydation lipidique (MDA)

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I’attaque par le radical hydroxyle OH® capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situes
entre deux doubles liaisons. Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou
les phospholipides membranaires (Ittiyavirah et Paul, 2016). Le dimaloaldehyde malonique
(MDA) est sans doute le marqueur le plus connu et le plus utilisé (Milane, 2004). Les variations des
taux du MDA hépatique en présence du Pb seul et en présence du Pb avec la solution oxydante

FeCls/ FeSO, sont illustrées dans la figure 14 et figure 15.

Page 30



Résultats et Discussion

& 0
] ]

MDA n mol/g de tissue
W

Figure 14. La variation de taux du MDA hépatique en nmol/g de tissu en présence de Pb seul.
Les résultats sont exprimés en moyennes et barre d’erreur (MESEM) ; les différences
Significatives entre les différents groupes sont indiquées par des lettres minuscules. (p <0.05)

(ANOVA a un seul facteur suivi par le test de comparaison multiple post hoc de Tukey).

On constate une augmentation hautement significative du taux de MDA chez le control
positif (recevant le Pb a une concentration de 50pug/ml) et en comparant au control négatif, 1’ajout
des composés HTCLS, HTCH3S et de la substance de référence (la quercetine) a entrainé une
diminution hautement significative de taux de MDA jusqu’a un taux similaire a celui du control

négatif figure 15.

» En présence du FeCl,/ FeSO, et du plomb
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Figure 15. La variation de taux du MDA hépatique en nmol/g de tissu en présence de Pb et de la
solution oxydante FeCls/ FeSQy. Les résultats sont exprimés en moyennes et barre d’erreur
(M£SEM) ; les différences significatives entre les différents groupes sont indiquées par des lettres
minuscules (p <0,05). (ANOVA a un seul facteur suivi par le test de comparaison multiple post hoc
de Tukey).
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Le taux de MDA est estimé par 1.12 nmol/g chez le control négatif, ce taux a
significativement augmenté chez les foies exposés au mélange (FeClsy/ FeSO, et plomb) en
atteignant une valeur de 1.48 nmol/g. L’ajout des produits testés et des substances de références a
significativement réduit le taux du MDA a des taux plus ou moins similaires au control négatif
(1.48 nmol/g) pour les produits HTCH3 (1.13 nmol/g), HTCLS (0.97 nmol/g), et I’acide ascorbique
(1.06 nmol/g), et aun taux significativement inférieur pour la quercitrine (0.80 nmol/g).

D’une manicre générale notre étude a montré une augmentation significative du taux de
MDA au niveau des tissues de foies exposés a la solution oxydante (FeCls/FeSO, / Pb) et ceux
exposé au plomb seul. Ce qui est en accord avec plusieurs études montrant une forte augmentation
du taux de MDA in vitro et in vivo chez les organismes exposés a ces metaux (Sandhir et Gill,
1995 ; Lettéron et al., 1996 ; Wilson et al., 2002 ; Ibrahim, 2004 ; Sivaprasad et al., 2004).

L’ajout des molécules HTCH3S portant le groupe alkyl et HTCLS portant le groupe Chloro-
phényl a significativement réduit le taux de MDA jusqu’a des niveaux comparables au control
négatif et aux substances de référence, ce qui confirme leur capacité antioxydante obtenue avec les
tests ABTS et DPPH. Une chose importante a signaler ici, ¢’est que malgré leur faible capacité de
réduire le fer, les molécules HTCH3S et HTCLS ont présenté une bonne activité vis-a-vis la
peroxydation lipidiqgue méme chez les tissues exposés a la solution (FeCls/FeSO,/ Pb). Cela montre
que nos molécules n’interviennent pas par réduction de fer, mais en piégeant les radicaux libres

responsables de la peroxydation lipidique tels que le radical OH".
4.2. Le dosage tissulaire du glutathion (GSH)

La cellule dispose pour sa protection au glutathion, thiol intracellulaire vital qui constitue un
acteur essentiel de la défense antioxydante cellulaire en se liant par son pdle SH aux métabolites
toxiques. Il joue son rdle antioxydant également en synergie avec les enzymes antioxydantes telle
que la Gpx et la GST (Kebsa, 2006). Le GSH est la premiere ligne des mécanismes de défense
cellulaire contre les dommages oxydatifs (EI-Missiry et al., 2001).

» En présence du plomb seul

Les variations des taux du GSH hépatiques en présence de plomb seul sont presentées dans
la figure 16.
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Figure 16. La variation des taux du GSH hépatique en umol/g de tissu en présence de Pb seul Les
résultats sont exprimés en moyennes et barre d’erreur (MSEM) ; les différences significatives
entre les différents groupes sont indiquées par des lettres minuscules. (p <0.05). (ANOVA a un seul
facteur suivi par le test de comparaison multiple post hoc de Tukey).

Le taux de GSH obtenu chez le control négatif est de 1’ordre de 448.33 pmol/g. Ce dernier
est significativement réduit chez le control positif recevant une concentration de 50pug/ml du plomb.
L’addition des composés HTCH3S, HTCLS et la quercetine a significativement amélioré le taux de
GSH en atteignant un taux plus élevé que celui observé chez le control négatif chez les tissues
recevant le composé HTCH3S (514.94 umol/g) et un taux plus faible que le control négatif chez les
tissus recevant le produit HTCLS (300.55 pmol/g) et la molécule de référence (quercitrine) (289.66

pmol/g).

» En présence du FeCls/ FeSO, et du plomb
Les variations des taux du GSH hépatiques en présence du FeCls/ FeSO, et du plomb sont

présentées dans la figure 17.
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Figure 17. La variation des taux du GSH hépatique en pmol/g de tissu en présence du Pb et de la
solution oxydante FeCls/ FeSO,. Les résultats sont exprimés en barre d’erreur (MESEM) ; les
difféerences significatives entre les différents groupes sont indiquées par des lettres minuscules. (p
<0.05). (ANOVA a un seul facteur suivi par le test de comparaison multiple post hoc de Tukey).
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Le taux de GSH obtenu chez le control négatif est de I’ordre de 326.69 umol/g. Ce dernier
est significativement réduit chez le control positif recevant une concentration de mélange (FeCls/
FeSO,4/Pb). L’ajout des composés HTCH3S, la quercetine et 1’acide ascorbique a significativement
amélioré le profil de GSH mais a des taux significativement faibles par rapport au control negatif,
les valeurs sont respectivement 180.97 pumol/g, 200.83 pmol/g et 176.99 umol/g. Cependant 1’ajout
du produit HTCLS n’a pas amélioré le taux de GSH (162.48u mol/g) (les valeurs sont proches a
celles observées chez le control positif 132.98 umol/g)

D’une maniére générale I’exposition in vitro des homogénat des foies des souris au mélange
(FeCls/ FeSO4/Pb) et au plomb seul a considérablement réduit le taux de GSH ce qui est en accord
aux ¢étude antérieur qui ont démontré une réduction importante du taux GSH apres 1’exposition au
métaux lourds y compris le plomb et le fer (Wilson et al., 2002 ; Hunaiti et Soud, 2000 ; Liu et
al., 2011).

L’ajout de nos produits a significativement amélioré le taux de GSH mais d’une fagon plus
importante pour les homogénats du foie exposés au plomb seul, par rapport a ceux exposés au
mélange. (FeCls/ FeSO4/Pb). Tenant en compte ces résultats et 1’incapacité de nos produits a
réduire le fer, on peut donc supposer qu’ils agissent par chélation du plomb, ce qui n’est pas
inattendu vu la composition chimique de nos produits qui portent des groupements thiols ayant une
grande affinité vers le plomb (Berrahal et al., 2007 ; Saka et al., 2011 ; Sangvanich et al., 2014).
Il est important de signaler que le composé HTCH3S portant le groupe alkyl a amélioré le taux du
GSH d‘une fagon trés remarquable qui est méme supérieure a celle de la substance de référence la
quercetine. Ce qui confirme le résultat obtenu avec le radical ABTS ou le composé HTCH3S a

exhibé une activité nettement supérieure a celle de la substance de référence (acide ascorbique).
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Radicaux libres, stress oxydant et antioxydants sont devenus des termes familiers tant dans
le monde médical que dans le grand public. Au début des années 2000, ces notions n’étaient
généralement évoquées que dans les congres scientifiques. Mais ces derniéres années, 1’industrie
pharmaceutique, les laboratoires d’analyses médicales et la presse grand public ont massivement
diffusé des informations nécessaires. Ce terme est fréeguemment employé dans un certain nombre
de situations biochimiques, physiologiques et pathophysiologiques.

Dans la premiere partie de notre travail, nous nous sommes intéressés principalement a
I'évaluation du pouvoir antioxydant in vitro de quelques composés dérivent de 3,4-
dihydropyrimidin-2(1H)-ones portant des fonctions urée, thiourée ou sulfonylurée par 1’utilisation
des méthodes largement utilisés notamment le test de réduction de fer (FRAP), test de Piégeage du
radical libre DPPH et test de piégeage du radical-cation ABTS.

Les résultats qui ont été obtenus au cours de ce travail ont montré que les composés
HTOML, 114, HTCI, HTCHs, HTNO,, NO, CH3 portant des groupements urée et 38 portant un
groupement sulfonyl-urée sont tres faiblement actifs -et seulement composés portant des fonctions
thio-urée( tels que le produits HTCH3S, HTOMLS, HTNO,S et HTCLS) présentent une activité
antioxydante assez importante.

Les résultats du test FRAP ont montré que, les composés HTOMLS portant le groupement
méthoxyphenyl et HTNO,S portant le groupement nitrophenyl présentent les capacités a réduire le
fer les plus importantes, mais qui restent toujours inférieures a celle de la substance de référence
(I’acide ascorbique).

Les résultats du test DPPH ont montré que, les composés étudiés ont des capacités a piéger
le radical DPPH plus ou moins similaires mais significativement inférieures & la substance de
référence. Le composé HTCIS présente 1’effet scavenger le plus puissant du radical DPPH" (ICs =
22.5 £ 0.08ug/ml), une activité qui reste toujours modéré par comparaison a celles de standard :
I’acide ascorbique (ICso = 2.393 *+ 0.014 pg/ml).

Les résultats du test ABTS ont montré que, les composés HTCH3S, HTOMLS, HTNO,S et
HTCLS, portant des fonctions thio-urée, ont une activité antiradicalaire concentration-dépendante
tres importante. Dont le composé HTCH3S a présenté la meilleure activité antioxydante (ICso= 1.56
+ 0.07 pg/ml) par comparaison a tous les produits testés y compris la substance de référence
(3,28+0,078 pg/ml).

La deuxiéme partie de notre travail s’est focalisée sur la détermination de 1’effet antioxydant
des deux molécules jugées plus actifs (HTCH3S et HTCLS) par les tests DPPH et ABTS. dans les
homogénats des foies des souris de type albinos Wistar exposés au plomb in vitro. Les paramétres

mesurées sont les taux du MDA et du GSH. Les résultats obtenus ont montré que les deux
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molécules ; HTCH3S (portant le groupe alkyl) et HTCLS ‘portant le groupe Chloro-phényl) ont
significativement réduit le taux de MDA et ameélioré le temps de GSH jusqu’a des niveaux
comparables voir meilleurs (dans le cas de GSH avec le composé HTCH3S) au control négatif et
aux substances de référence.

D’une maniére générale, les résultats expérimentaux de notre étude montrent que les dérivés
de de 3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones portant des fonctions thiourée représentent un réservoir
d’antioxydants susceptibles d’étre utilisés dans la lutte contre les radicaux. Le présent travail
détaille le large spectre de l'activité antioxydante par rapport aux substances de références. Il sera
utile d'étudier l'effet de ces composés sur d'autres activités biologiques telles que I’activité
antitumorale, anti-VIH, antihypertenseurs, etc. qui peuvent élargir l'utilité thérapeutique de ces
composeés synthétises dans le cadre d'une étude future. Mais également la poursuite des applications
biologiques in vivo pour valoriser leur toxicité et leur éventuelle utilisation dans le domaine de la

pharmacologie.
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Evaluation de I’activité antioxydante des substances nouvellement synthétisées (3,4-dihydropyrimidin-
2(1H)-ones) contre un stress oxydatif induit par le Plomb

Résumé

La présente étude a été entreprise afin d’évaluer I’activité antioxydante in vitro de nouveaux derives
de 3,4-dihydropyrimidine-2(1H)-on portant des groupes sulfonylurée, urée et thio-urée en utilisant le test
DPPH* le test de piégeage du radical-cation ABTS®" et le test de réduction de fer (FRAP) , et a tester les
produits les plus actifs comme des agents antioxydants contre un stress oxydatif induit par le plomb in vitro
au niveau des homogénats de foie des souris albinos Wistar, les résultats obtenus montrent que nos composes
sont dotés d’un pouvoir antioxydant important. Le composé HTCIS présente 1’effet scavenger le plus
puissant du radical DPPH’ (ICso = 22.5 + 0.08ug/ml) tandis que le composé HTCH;S a présenté la meilleure
activité anti-radicalaire contre le radical libre ABTS (ICs;= 1.56 + 0.07 pg/ml) par comparaison a tous les
produits testés y compris la substance de référence (3,28+0,078 pg/ml). Or, les résultats du test FRAP ont
montré que, les composés HTOMLS portant les groupements méthoxyphenyl et HTNO,S portant le
groupement nitrophenyl ont exhibé un pouvoir réducteur remarquable mais reste toujours inférieur a celui de
la substance de référence. Par ailleurs, les deux molécules HTCIS portant les groupements Chloro-phényl et
HTCHSsS et le groupement alkyl jugées plus actifs par les tests antioxydants DPPH, ABTS et FRAP ont
significativement réduit le taux de MDA et de GSH.

Mots clés : stress oxydatif, activité antioxydante, 3,4-dihydropyrimidine-2(1H)-on, Plomb.

Abstract

The present study was undertaken to evaluate the antioxidant activity in vitro of new derivatives of 3,4-
dihydropyrimidine-2 (1H) -on bearing sulfonylurea, urea and thiourea groups using DPPHe test, the radical-cation
trapping test ABTS e + and the iron reduction test (FRAP), and to test the most active products as antioxidants against
lead-induced oxidative stress in vitro at liver homogenates of albino Wistar mice. The results show that our compounds
have an important antioxidant power. The compound HTCIS has the strongest scavenger effect of the radical DPPH
(IC50 = 22.5 + 0.08pug / ml) while the compound HTCH3S exhibited the best anti-free radical activity against the free
radical ABTS (IC50 = 1.56 £ 0.07 pg /ml) compared to all products tested including the reference substance (3.28 +
0.078 pg / ml). The results of the FRAP test have shown that the HTOMLS compounds carrying the methoxyphenyl
and HTNO,S group bearing the nitrophenyl group exhibited a remarkable reducing power but which remains lower than
that of the reference substance. Moreover, the two HTCIS molecules carrying the chlorophenyl group and HTCHsS
carrying the alkyl group considered more active by the antioxidant tests DPPH, ABTS and FRAP have significantly
reduced MDA and GSH levels.

Key words : oxidative stress, antioxidant activity, 3,4-dihydropyrimidine-2(1H)-on, Plomb.
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