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Introduction Générale

Les composés organiques hétérocycliques sont tres présents dans les produits naturels
en particulier dans les alcaloides. Ils occupent une place importante en chimie organique .Ils
sont utilisés dans différents domaines particulierement dans I’industrie pharmaceutique ou ils
ont trouvé des applications dans le traitement de nombreuses maladies. En effet, on les trouve
comme antibactériens, anticancéreux, antipaludéens et antioxydants.

L’intérét porté aux antioxydants naturels ou synthétiques, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement car ils forment, pour notre corps, un
systtme de défense contre les substances réactives oxygénées, ils inhibent la formation des
radicaux libres et s'opposent a I'oxydation de macromolécules.Chaque molécule d’antioxydant
ne peut réagir qu'avec un seul radical libre et par conséquent, il faut constamment refaire le
plein de ressources en antioxydants et évaluer leur potentiel antioxydant utilisant des
méthodes regroupées selon leurs principes (DPPHe, ...).

La demande de l’industrie chimique et pharmaceutique de nouvelles molécules
hétérocycliques, aux propriétés thérapeutiques antioxydantes intéressantes et aux modes de
préparation de plus en plus respectueux de I’environnement parmi lesquelles la pyridine et ses
dérivés, ne cesse de croitre. Compte tenu de l'importance de ce sujet, nous nous sommes
intéressés a cette famille de molécules, et en particulier les dérivés de 1,4-dihydrppyridine en
raison de leurs potentielles propriétés biologiques et pharmacologiques remarquables. En
effet,Les dérives dihydropyridine ont été découvertes comme agents antihypertenseurs et
antagoniste calcique qui peuvent bloquer les canaux calciques en diminuant les problemes
cardiaques et artériels. En outre, de nombreuses molécules de dihydropyridines ont également
été classées comme importantes classe de molécules agissant au niveau des canaux calciques
en freinant D’entrée de calcium dans les cellules musculaires lisses vasculaires et les
cardiomyocytes. D’autre dérivés de 1,4-dihydropyridine ont été identifie comme un puissant
bloque de l'influx des ions calcium dans les cellules musculaires,et sont considérés comme
une substance précieuse pourle traitement de I'hypertension artérielle et de l'angine de
poitrine.

Vue [I’importance biologique et pharmacologique de ces dérivés a basel,4-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle , la chimie des dihydropyridine a évoluée d’une
maniere intensive dans les derniere années.En effet, L'attention particuliere dans ce travail est
centrée sur la synthese et 1’¢laboration de nouveaux dérivés dihydopyridinique, afin d’étudier
I’évolution de leurs I’activité biologique, notamment I’activité antioxydante et 1’activité
antibactérienne. La syntheése de composes contenant le motif 1,4-dihydropyridine-3,5-

dicarboxylate de diéthyle a été réalisée par 1’application de la réaction de Hantzsch comme

1



Introduction Générale

procédé simple et efficacepour accéder aux dérivés 1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate
substitués en position 4, ce qui nous permet d’étudier ’activité biologiques en fonction de la
structure moléculaire de ces composés.

Ce travail est réparti en trois chapitres :

Chapitre 1. Présente une recherche bibliographique sur les propriétés chimiques ainsi
que les différentes méthodes de synthese des dérivés de la pyridine avec des exemples
typiques montrant les voies classiques et modernes permettant ’obtention des dérivés
pyridinique.

Chapitre II.Est consacré aux notions générales sur 1’activité biologique des composés
chimiques, en particulier 1’activité antioxydante et antibactérienne. Le chapitre présente
également quelques exemples illustratifs des dérivés dihydropyridines utilisés comme agents
antioxydant et antibactérien.

Chapitre III.Montre les résultats expérimentaux obtenus de la synthése et 1’évaluation
des dérivés 1,4-dihydropyridine comme agent antioxydant et antibactérien. La discutions des

résultats est donner a la fin de ce chapitre.



CHAPITRE I

Etude bibliographique sur la synthese,
réactivité et application des
dihydropyridines



Chapitre I .Etude bibliographique sur la synthese, réactivité et application des dihydropyridines

I. 1. Introduction

La pyridine ou azine, de formule brute CsHsN est un composé hétérocyclique simple et
fondamental qui se rapproche de la structure du benzene ou un des groupes CH est remplacé par un
atome d’azote(Figure. 1. 1). Elle existe sous la forme d’un liquide limpide, Iégérement jaunatre
ayant une odeur désagréable et pénétrante, Elle est tres utilisée en chimie de coordination comme
ligand et en chimie organique comme réactif et solvant. Les dérivés de la pyridine sont tres
nombreux dans la pharmacie et dans I’agrochimie. La pyridine est utilisée comme précurseur dans
la fabrication d’insecticides, d’herbicides, de médicaments, d’ar6mes alimentaires, de colorants,

d’adhésifs, de peintures, d’explosifs et de désinfectants[1].

H
H H .
- 5 3
H” N” H N N
1

Figure. I.1. Structure moléculaire de la Pyridine

L.2.Historique

La pyridine a été découverte en 1851 par le chimiste Thomas Anderson grace a des études
sur la distillation de 1’huile d’os et de matiéres animales. Le mot pyridine provient du grec « pyr »
le feu et « idine » est le suffixe utilisé pour les bases aromatiques[2]. Un radical de la molécule est
appelé pyridyle. La pyridine ainsi que plusieurs pyridines alkylées ont ainsi été obtenues au début
par la pyrolyse des os grace a une condensation entre I’ammoniac et les aldéhydes ou les cétones,
produits par la décomposition du glycérol et des dérivés azotés contenus dans les ossements. La
pyridine peut aussi €tre obtenue par distillation du charbon, du goudron de charbon d’os, le goudron
de houille et le goudron a distillation lente, dans les huiles pyrogénées d’origines diverses, (les
huiles des schistes bitumineux ainsi que 1’huile de café contiennent de la pyridine). La pyridine est
ensuite récupérée par lavage de goudron de houille au moyen d’acide sulfurique dilué, la séparation
¢tant ensuite effectuée a 1’aide d’alcalins[3]. La structure de la pyridine a été établie en 1869-
1870 par Wilhelm Korner et James Dewar[4]. La découverte de la structure de la pyridine a permis
le développement de plusieurs voies de synthese[2] : en 1877, William Ramsay réalise la synthése
de la pyridine a partir d’acétylene et d’acide cyanhydrique. Puis en 1882, Arthur Hantzsch réalise
lui aussi une synthese de la pyridine. Cependant, la pyridine est restée tres peu utilisée pendant des
décennies et les petites quantités de pyridine utilisées étaient obtenues par distillation du charbon.

La pyridine est devenue importante dans lesannées 1930 avec la découverte de
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la niacine (vitamineBs3), qui prévient les démences. Depuis les années 1940, la 2-vinylpyridine est
utilisé dans la syntheése de latex[2]. La demande en pyridine n’a cessé¢ d’augmenter jusqu’a nos
jours grice a la découverte de nombreuses biomolécules pyridiniques de sources naturelles[2]. La
demande était motivée par le besoin d'acide 3-pyridine carboxylique (niacine), de son amide
(niacinamide)(Figure. 1.2) et du médicament antituberculeux Isoniazide(Figure. 1. 2)[5].

X X

CO,H CONH, H,N

— NH

= =

N N N\ /

Figure. 1.2.Structure moléculaire d’acide 3-pyridine carboxylique, niacinamide et isoniazide

@)

I. 3.Méthodes de syntheses desdérivéspyridiniques
I. 3.1.Synthesesindustrielle de pyridine

La découverte de la structure de la pyridine a permis le développement de plusieurs voies de
synthese: en 1877, William Ramsay réalise la syntheése de la pyridine a partir d’acétyléne et d’acide

cyanhydrique. Puis en 1882, Arthur Hantzsch réalise lui aussi une synthese de la pyridine.

L.3.1. 1. Syntheseindustrielle apartir des cétones et des aldéhydes
La synthése a partir d’aldéhydes et/ou de cétones et d’ammoniac est le mode de production
de la pyridine le plus courant,La réaction la plus utilisée est la condensation entre I’acétaldéhyde et
le formaldéhyde en présence d’ammoniac[6], cetteréaction se déroule dans 2 étapes :
Etape. 1 : Formation de I’acroléine
CH;CHO+H,CO— CH,=CHCHO + H,0
Etape. 2 : Réaction de I’acroléine avec I’acétaldéhyde en présence d’ammoniac

CH2=CHCHO+CH2CHO+NH3—>pyridine+ 2H20+H2

I. 3. 1. 2. Synthéseutilisant des nitriles et ’acétyléne

Une autre voie de synthese est la réaction entre un nitrile et ’acétyléne en phase liquide avec
un catalyseur au cobalt [1]. La température de réaction se situe entre 120°C et 180 °C a une pression
compris entre 0.8 et 2.5 MPa. Cette voie de syntheése est toute fois utilisée pour la production
sélective de pyridines ortho-substituées. Ainsi I’acétonitrite et 1’acétyléne réagissent en présence de
cobaltocene pour donner la 2-méthylpyridine avec un rendement de 76%. L’acrylonitrile réagit avec
I’acétyléne en présence de cyclopentadiényl)cobalt-1,5-cyclooctadiéne pour donner la 2-

vinylpyridine avec un rendement de 93% [7].
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I. 3.2.Synthesede la pyridine au laboratoire
I. 3.2. 1. Synthése a partir des cétonesa,p-insaturées

Une méthode générale a été développée pour la synthese de dérivés de 2-amino-4,6-
diarylpyridine par l'addition de Michael, la cyclisation intramoléculaire, I'aromatisation et/ou la
perte de HNO,, en utilisant différents types de cétones o,B-insaturées 1 et de 1,1-enediamines 2
dans le 1,4-dioxane comme solvant, en présence des bases commecarbonate de Cs,CO3; ou la
pipéridine. Cette méthode est adaptée a la synthese parallele efficace desdérivés 2-aminopyridines.
Un nombre important de dérivés de 2-amino-4,6-diarylpyridine hautement fonctionnels a été

facilement préparés en utilisant la réaction décrite dans cette étude(schéma. 1.1)[8].

NHR
)J\/\ )\/ Plperldlﬂe | \
dloxane |
reflux, 9h /
Ar Ar'

Schéma. 1.1. Syntheése de 2-amino-4,6-diarylpyridine a partir des cétones a,f-insaturées

I. 3. 2. 2. Synthése a partir des y,6-alkynyl oximes

Un nouveau procédé de cyclisation et de réarrangement des y,5-alkynyl oximes substitués
par 'utilisation de carbonate de potassium K,COs pour la synthese des pyridols est décrit dans
le(Schéma. 1. 2). Le procédé accomplit un réarrangement (1,3) efficace de l'intermédiaire O-vinyl-
oxime qui est généré in situ par l'addition nucléophile intramoléculaire de y,0-alcynyl-oxime. La
réactionutilise des produits de départ facilement accessibles pour fournir une large gamme de

pyridols substitués et fonctionnels et donne une avec de bons rendements[9].

N—OH Ar N Ar'
/ K2CO3 \
%
Ar glycerol
120°C, 12h
- Ar ) /
OH

Schéma. 1.2 Synthese de 2,6-aryl-3-hydroxy pyridinea partir des y,6-alkynyl oximes

L. 3. 2. 3. Synthese a partir des N-propargylénaminones

N

Le piégeage des 1,4-oxazépines intermédiaires actives générées in situ, formées a partir
d'une réaction de cyclisation 7-exo-dig en présence d’une base, de N-propargylénaminones, avec
des alcools/thiols et des aldéhydes, fournit des 2-alkoxy/2-sulfénylpyridines et des dihydrofuro [2,3-
b]pyridines avec de bons rendements en 30 minutes a température ambiante. Cette

réactiongenereune molécule d’eau H,O comme seul sous-produit (Schéma. 1. 2)[10].
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Ar Ar

o X

| . R—on NaOH

DMSO =
/\H Ar r.t, 0.5h RO N Ar'

Schéma. 1. 3. Synthese de 2,4-aryl-5-méthyl-6-Roxy pyridinea partir des N-propargylénaminones

I. 3. 2. 3. Syntheése a partir des vinylcarbénoides

Une synthese de pyridines hautement fonctionnalisées implique une insertion formelle de
vinylcarbénoides de rhodium dérivés de composés diazoiques a travers la liaison N-O
d'isoxazoles(schéma I.4). Apres chauffage, les produits d'insertion subissent un réarrangement pour
donner des 1,4-dihydropyridines. L'oxydation par la DDQ (2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-

benzoquinone) permet ensuite d'obtenir les pyridines correspondantes avec un bon rendement[11].

(@) Ar
N 0 1) 0.5 mol-% Rh,(OAc),
2 N~ \ toluene, 60°C, 30min R’ X
+ R >
/\)kco M 2)reflux, 4h _
Ar oMe 3)leq. DDQ, r.t, 30min R N CO,Me

Schéma. 1. 4. Synthese de 2-carboxylate de méthyl-4-aryl-5-alkylonyl-6-alkyl pyridinea partir des

vinylcarbénoides

L. 3. 2. 4. Synthese de dérivés dihydropyridines par réaction de Hantzsch

Dihydropyridine est un motif structural appartenant aux hétérocycles a sixchainons dont 1’atome
d’azote occupe I’'un des sommets(Figure. I. 3). C’est une substancesynthétique qui latrouvée son
application dans divers domaines tels la biologie et lamédecine[12]. Depuis plus d’un siécle Arthur
Hantzsch a décrit la préparation des dihydropyridines. La synthese originale rapportée par Hantzsch
consiste en la condensation de trois composants et qui sont 1’acétoacétate d’éthyle, le benzaldéhyde

et ses dérivés et I’ammoniaque ou sels d’ammonium, sous reflux dans 1’éthanol (Schéma. L. 5).
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Figure. 1. 3.Structure moléculaire dedihydropyridine substituée

Schéma. 1.5. La synthese de 1,4-dihydropyridine 3,5-dicarboxylate de diethyl.

Aprés la synthése d’A. Hantzsch[13],la dihydropyridine et ses dérivés peut étre oxydée
facilement par des oxydants classiques(HNO3; CrQOs) pour récupérer le noyau pyridinique
aromatique. Les études pharmacologiques ont montréque les dérivés dihydropyridinepossedent le
pouvoir de controler I’influx ducalcium aux cellules, ce qui a amené a les utiliser dans le traitement
del’hypertension artérielle et les angines de poitrine[14]. Récemment, d’autres activités
pharmacologiques, qui n’ont pas un rapport avec les canaux calciques, ont été prouvées : il s’agit de
propriétés anti-amnésiques, anti-convulsant, antidiabétique,anti-inflammatoire[15].En plus de leur
importance biologique, ils sont également des partenaires clés largement utilisés en synthese
organique comme intermédiaires dans plusieursréactions d’oxydation, de réduction et d’alkylation

[16].

L. 3. 2. 5. Historique de la réaction de Hantzsch

La formation des dihydropyridines de Hantzschen 1882 est la premicre
synthésehétérocyclique multi composant par condensation d’un aldéhyde avec deux équivalents
d’un B-cétoester en présence d’ammoniaque[17].La structure originale des dihydropyridines a été
attribuée par Hantszch dont lenom est 2,4,6-triméthyl-2,3-dihydropyridine-3,5- dicarboxylate de
diéthyle(Figure. 1.4)puis elle a étéremplacée par nommée 2,4,6- triméthyl-1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate dediéthyl(Figure. 1.5)[16-18].Des études ont révélé que la structure des pyridines est
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celle que montrela structure qui est le 3-(2-éthoxy-2- oxoéthyl-4-phénylpyridine-1(4H)-carboxylate
de phényle dont le nom est (S)-3-(1-éthoxy-1-oxopropan-2-yl)-4-phénylpyridine-1(4H)-
carboxylate dephényle donc on peut dire que les variantes particulieres et les constituants structurels
dans la synthése originales de Hantzsch sont les aldéhydes , 1’acétoacétate d’éthyle et

I’ammoniaque[19].

EtO OEt

Figure. 1.4.Structure moléculaire de 2,4,6- triméthyl-1,4-dihydropyridine-3,5- dicarboxylate de
diéthyle

EtO \ OEt

Z

N
Figure.1.5.Structure moléculaire de 2,4,6-triméthyl-5,6-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de
diéthyle

I. 3. 2. 6. Mécanisme de la réaction de Hantzsch

La synthese de Hantszchutilise des réactifs typiques de la réaction de Knoevenagel et ses
catalyseurs classiques[19].1’ammoniac et ses dérivés et sels d’ammoniumKnoevenagel peut montrer
qu’avec le changement de catalyseurs utilisés deux types deproduits sont obtenus[20].La réaction de
Hantszch a été étudiée par Beyerpuis par Knoevenagel, en employant les composants
d’arylidéne/alkylidéne, le 1,3-dicarbonylé et I’aminocarbonyle pour obtenir les dihydropyridines
(DHP) de Hantszch.Evidement, les conditions employées dans la syntheése classique de Hantszch
peuvent donner le composé arylidéne, qui subit une cyclisation pour donner enfin les (DHP) comme
le montre le (Schéma. 1.6).
v' Etape 1 : La réaction peut étre visualisée comme passant par une condensation de Knoevenagel

comme produit intermédiaire a-arylidéne B-cétoester.
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v Etape 3 :La condensation entre les deux fragments donne le dérivé de dihydropyridine.
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Schéma. I .6. Mécanisme de formation de dihydropyridinessubstituées par réaction de Hantszch

I. 4.Réactivité des dihydropyridines (DHPs)

Les dérivés de la 1,4-dihydropyridine présentent une unité hétérocyclique qui afait partie de
nombreusesréactionsen synthese organique[21]. Ces dihydropyridines (DHPs), qui sont des
analogues du coenzyme NAD(P)H, ont étéétablies comme des agents de réduction efficaces des
oléfines non activées selon une procédure catalysée par le couple Pd/C [22]. Les cétones a.,f3-
insaturées ont aussi subi I’hydrogénation en donnant sélectivement les cétones saturées
correspondantes.LLa réactiondécrite présente 1’application des DHPs comme des agents
réducteursbiomimétiques de plusieurs transformations organiques et fournit ainsi un acces simple
etfacile pour I’hydrogénation des oléfines sans I’utilisation des réactifs coliteux et des conditions

pressurisées(Schéma. 1.7)[23].

10
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Schéma. 1.7. Reductzon des oléfines par dérivés de la 1,4-dihydropyridine
Les 1,4-dihydropyridines ont été aussi employées dans la réaction(Schéma. 1.8) de réduction des

quinoléines en polyhydroquinoléines(Schéma. 1. 8)[24].

0 EtO,C CO,Et

N 2 2 CH,CI ©\/j
+ /”\ + | | e
N~ HC CHs Mo N7 “we  omn
H H,C o
Schéma. 1.8. Réduction des quinoléines en polyhydroquinoléines par DHPs

Pour généraliser le domaine de cette méthodologie, plusieurs halogénuresd’acyle, benzyle,
allyle et d'alkyle ont été employés. Il a été observé que sous lesconditions optimisées de la
réaction,plusieurs halogénures ont réagit avec la quinoléineen formant le sel de quinolinium, qui

subit la réduction avec les dihydropyridines de Hantzcsh pour fournir une série de

tétrahydroquinoléines N-substituées avec de bonsrendements selon P.T. Perumal et Coll[25].

I. 5. Méthodes de synthése des dérivés de la 1,4-dihydropyridine DHP
On releve dans la littérature plusieurs articles qui traitent des méthodes de synthese et les
propriétés chimiques des dérivés de la dihydropyridine depuis 1881 [21-26]. Nousdécrirons dans ce

qui suit les méthodes de synthese les plus significatives.

L. 5. 1. Synthese a partir de pyridine et le selpyridinium

L’acces aux dérivés 1,4-dihydropyridiniques, partant du noyau pyridinique, ou dusel
pyridinium est une autre voie qui a été suivie dans plusieurs procédures.L’attaque nucléophile du
phényllitium en position quatre de la pyridine, suivied’une acylation donne le 5-(4,4-diméthyl-4,5-

dihydrooxazol-2-yl)-2,6-diméthylphénylnicotinatedetert-butyle, avec un rendement de 67%[27].

11
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Schéma. 1.9.Synthese de 5-(4,4-diméthyl-4,5-dihydrooxazol-2-yl)-2,6-diméthyl-
phénylnicotinatede tertio-butyle
I. 5.2. Synthése a partir de I’iodure de 3,5-Bis (triméthylsilyl)-1-méthyl-4-
thiophénylpyridinium
L’iodure de 3,5-Bis(triméthylsilyl)-1-méthyl-4-thiophénylpyridinium est additionné aun mélange de
malonitrile et I’éthanolate de sodium dans 1’éthanol, donne le N-methyl-4-hydropyridine-4-

methylmalononitrylcorrespondant[28].

Me
Me

| © |
. NI N

@\

| + CHZ(CN)Z NaEtOH | |
MesS SM
Me38 SMe3 lh ©s ©s
SPh NC CN

Schéma. 1.10. Synthése deN-methyl-4-hydropyridin-4-methylmalononitryl

I. 5.3. Synthese a partir de sel pyridiniumet un organométallique

La réaction d’un organométallique (réactif de Grignard) sur le selpyridinium, suivie d’une acylation
par I’anhydride dutrichloroacétyle, donnent apresdéprotonation le 4-aryl-1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate de diméthyle correspondant[29].

Ph \l/ Ph
Q\\ N MgX
| + R |_ C13(C02)2Me o
(T g
F CO,Me % AICl; ,benzene

Schéma. 1.11. Synthese de 4-aryl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diméthyle

12
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L. 5. 4. Synthese a partir desel 3-éthylindole pyridinium
La réduction du sel de pyridinium a été aussi employée pour obtenir lal,4-dihydropyridine :
I’utilisation de dithionite de sodium (Na,S20,) sur le sel 3-éthylindole pyridinium conduit a la 1,4-

dihydropyridine correspondante[30].

O
|5 )
/ Na25204

_ (]

COQCH3 COZCHS

Schéma. 1.12. Synthese de 4-dihydropyridine a base d’indole

L. 6. Intéréts biologiques des dihydropyridines (DHPs)

Parmi les différents isomeres de la dihydropyridine, les dérivés 1,4-dihydropyridines
méritent une attention spéciale, non seulement pour leurs propriét€és chimiques mais
particulierement pour leur importance pharmacologique croissante[31].La Diludine, le Foridone, le
Cérébrocrast et la Glutapirone sont des substances représentatives de 1’utilisation des dérivés du
1,4-dihydro-2,6-diméthylpyridine3,5dicarboxylate de diéthyle dans le domaine médical [32].
LaDiludineest un antioxydant[33].Vu sa propriété radio-protective, il estcouramment utilisé pour
diminuer les effets secondaires de la radiothérapie dans letraitement des maladies

cancéreuses[24,26].

Figure.l.6. Structure moléculaire de La Diludine

13
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Le Foridone (riodipine)est un anti-hypertensif, anti-anginal, utilisé plusparticuliecrement quand les

maladies cardiovasculaires s’accompagnent d’asthme et d’hypertension pulmonaire[27].

OCHF,
H
EtO,C CO,Et
Me N Me

H
Figure.l.7. Structuremoléculaire de Foridone
Le Cérébrocrastest un nouveau composé tres actif. Il a un effet neurotropique(antiamnésique), anti-

hypoxique, antidiabétique, et anti-inflammatoire[28].

OCHF,
H
C3H,0C,H,0,C CO,C,H,0C3H;

Me N Me
H

Figure. 1. 8.Structure moléculaire de Cérébrocrast
La Glutapyronesel de sodium de 1’acide 2-(2,6-diméthyl-3,5-diéthoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine-
4-carboxamide glutamique, posseéde une large variété d’activitésbiologiques: neuromodulateur,

neurorégulateur, anti-convulsant et anti-arythmique[28].

CH,CH,COONa
NaOOCHC
" CHONH,
H
Me N Me
H

Figure.l.9. Structure de Glutapyrone
Guidé par I’intérét thérapeutique de cette nouvelle classe de molécules (DHPs), leschercheurs ont
synthétisé de nouvelles structures qui ont été utilisées comme médicamentsvitaux dans le traitement

des maladies cardiovasculaires[34].
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L. 7. Propriétés pharmacologiques
I. 7. 1. Inhibiteurs des canaux calciques (ICA++)

Les 1,4-dihydropyridines sont des inhibiteurs calciques ou antagonistes du calcium, des
médicaments qui permettent d'inhiber le transfert membranaire du calcium dans les cellules
musculaires cardiaques et les cellules musculaires vasculaires. Ils diminuent lesrésistances

périphériques vasculaires et la consommation en oxygene du myocarde[35].
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Figure. 1.10. Structure moléculaire de Félodipine

L. 7.2.Activités antituberculeuses
Des séries des 1, 4-dihydropyridines non substituées symétriques et asymétriques ont été

étudiées pour une activité antituberculeuse comme le pyrazinamide[37].

N

Figure.l.11. Structure moléculaire depyrazinamide

I.7. 3. Activités anticancéreuses

L'activité anticancéreuse du 2,6-dimethyl-3,5-bis-N-(heteroaryl)-carbamoyl-1,4
dihydropyridine substitué en position 4 a été étudiée et les composés substitu€s par ungroupement
4-chlorophényl en C4 et le 2-méthyl-4-oxo-3H-quinazolin-3-yl substitué enposition C3 et C5 du
noyau 1,4-dihydropyridine ont montré une activité puissante parrapport au médicament de

méthotrexate contre des lignées de cellules[37-38].
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Figure 1.12. Structurede 2,6-dimethyl-3,5-bis-N-(heteroaryl) -carbamoyl-1,4-dihydropyridine

I. 7. 4. Activités antioxydantes

L'activité  antioxydante  d'une série de  2,6-dimethyl-3,5-dialkoxycarbonyl-1,4-
dihydropyridines (Figure I-13) possédant divers alkyles de longues chaines latérales (CH3C;sH33)
au niveau du groupement ester ont €té évalués dans la péroxydation de transition des ions
métalliques catalysée par un liposome. Les composés 2,6-dimethyl-3,5 diethyloxycarbonyl-1,4-
dihydropyridine et 2,6-diméthyl-3, 5-dibutyloxycarbonyl-1, 4 dihydropyridines ont montré une forte

activité comparée avec l'activité antioxydante deTrolox et Probucol[29].

H
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Hs;C N CH
3 H 3

Figure. 1.13. Structure de 2,6-diméthyl-3, 5-dibutyloxycarbonyl-1, 4-dihydropyridines
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Figure 1.14. Structure de 2,6-dimethyl-3,5-dicarboxylate diethyl -1,4-dihydropyridines

L.7. 5. Activités Antidyslipidémiques

L'activité antidyslipidémique des N-aryl-1, 4-dihydropyridines a été étudiée et les composés
2-méthyl-1, 4 -diphényl-1 ,4-dihydro-pyridine-3-acide carboxylique ester éthylique (Figure I-15)
Je 2-méthyl-1 ,4-diphényl-1 ,4-dihydro-pyridine-3-carboxylique acide de méthyle ester (Figure I-
15) , et le 1-(2,3-diméthyl-phényl) -2,5-diméthyl-4-phényl-1 ,4-dihydro-pyridine-3-carboxylique

acide de méthyle ester (Figure I-15) présentent le bonlipide et un abaissement de 1’activité [39] .
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Figure. 15. Structure de quelques dihydropyridineantidyslipidémiques

L.7. 6. Activités analgésiques et anti-inflammatoires
Des dérivés de 1,4-dihydropyridine se sont avérés possédant une activité anti-inflammatoire

et analgésique puissante par rapport au Piroxicam[40].
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Figure. 1.16. Structure moléculaire de piroxicam

I. 7. 7. Activité anti-ulcere

Les nouvelles 1, 4-dihydropyridines et leurs bases de mannich avec sulfanilamidesont
étudiées pour I’activité anti-ulcere et les composés contenant un groupementméthoxy en position
C4 montre une bonne activité anti-ulcere[40, 42].
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Chapitre 11. Etude bibliographique sur [’activité biologique

I1. 1. Introduction

L'activité biologique est "la capacité d'une entité moléculaire spécifique a obtenir un
effet biologique défini" sur une cible donnée [1]. Elle est mesurée en termes de puissance ou
de concentration de l'entité moléculaire nécessaire pour produire I'effet [2]. Une activité
biologique est déterminée au moyen d'un test biologique. Un essai biologique est une
expérience qui détermine l'activité biologique d'une substance en fonction de son effet sur une
cible spécifique, par rapport a celui d'une préparation standard [3]. C'est également le
processus par lequel la puissance d'un agent est mesurée en termes de réactions d'une cible
médicamenteuse spécifique [2].
IL. 2. Activité biologique
IL. 2. 1. Activité anti-oxydante
IL. 2.1. 1. Définition de stress oxydant

Le stress oxydant se définit par le déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et
antioxydants endogenes ayant pour conséquence des dommages intracellulaires. Il est
impliqué dans de nombreuses pathologies allant de la simple infection aux maladies
neurodégénératives comme 1’Alzheimer. L’évolution de la médecine avec la compréhension
de I’apparition des pathologies a permis de mieux cibler des thérapeutiques et c’est ainsi que
les antioxydants ont trouvé leur intérét dans le traitement ou la prévention de plusieurs
maladies. Une source majeure d’antioxydants est notamment la Nature. Elle est d’autant plus
importante a I’homme qu’elle lui en fournit une quantité significative via ’alimentation. Les
domaines d’application des antioxydants sont multiples. IIs sont largement utilisés pour leurs
capacités a empécher ’oxydation dans I’industrie agroalimentaire mais également en
cosmétologie ou ils jouent un rdle marketing du fait de leur origine naturelle. Ce chapitre
abordera d’une maniere chronologique, la description et les définitions du stress oxydant
endogéne et exogene, pour traiter par la suite, les méthodes communes d’analyse du pouvoir
antioxydant. Avant d’aborder vers la fin, la partie consacrée aux diverses applications des
antioxydants et plus particulierement en médecine humaine [4].
IL. 2. 1. 2. Origine du stress oxydatif

Les Radicaux libres, les espéces réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut
rappeler que dans le milieu des années 50, Gerschman puis Hartman évoquaient déja la

toxicit¢ de 1’oxygene et la « free radical theory » pour expliquer le processus du
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vieillissement. En 1969, les Américains Mc. Cord et Fridovich isolent a partir de globules
rouges humains un systtme enzymatique antioxydant superoxydedismutase «SOD»,
démontrant ainsi pour la premiere fois que notre organisme produit des especes réactives
d’oxygeéne «ERO» dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point de départ d’une
intense recherche scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les
antioxydants[S].
II. 2. 1. 3. Mécanismes pro-oxydants

La production de radicaux libres est un phénomene permanent au sein de la matiere
vivante. La chaine respiratoire mitochondriale, les leucocytes et la NAD(P) H oxydase, sont
les principales sources biologiques de radicaux libres [6]. Un radical libre est une espece
chimique (atomes ou molécules) possédant un électron célibataire ou plusieurs sur sa couche
périphérique. Dans les phénomenes de stress oxydant, les radicaux libres qui interviennent ont
une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un électron célibataire sur un atome
d’oxygene [7]. Parmi les radicaux libres, 1’anion superoxyde, le radical hydroxyle, I'oxygene
singulet, le peroxyde d’hydrogene, le monoxyde d'azote et le radical hydroxyle sont les plus
connus. L’avenement de la biologie moléculaire a permis de montrer que les especes
oxygénées activées (EOA) ont un role physiologique important en agissant a faible
concentration comme des messagers secondaires capables:
v' De réguler le phénoméne d’apoptose qui est un suicide programmé des cellules évoluant
vers un état cancéreux[8].
v D’activer des facteurs de transcription (NFkB, p38-MAP kinase, ...) eux-mémes
responsables de I’activation de genes impliqués dans la réponse immunitaire [9].
v De moduler I’expression de génes de structure codant pour les enzymes antioxydantes[10].
v" De détruire des bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires
[11].Par contre, si les especes oxygénées activées sont produites en quantité trop importante,
elles auront des effets néfastes en induisant un phénomene d’apoptose dans des cellules
saines, ou en activant divers genes codant pour 1I’expression de cytokines pro-inflammatoires
ou de protéines d’adhésion.
I1. 2. 1. 4. Définition d’un radical libre

L’oxygene est un ¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de I’énergie en oxydant la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques, nommés radicaux libres [12].

Selon la définition proposée par Halliwell et Gutteridge (1997), les radicaux libres sont des
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especes chimiques contenant un ou plusieurs électrons non appariées dits électrons
célibataires. Ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par scission
homolytique de liaison covalente: Apres une rupture homolytique, chacun des deux électrons
intervenant dans la liaison entre les atomes A et B gagne 1’orbitale externe de ces atomes, qui
deviennent alors des radicaux libres [13].
IL. 2. 2. Les radicaux libres dans les systémes biologiques
IL. 2. 2. 1. Roles 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 especes indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de tres nombreuses
fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été découvertes récemment. Les radicaux libres
participent au 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, au fonctionnement de certains neurones et
notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la régulation des genes, a la
production énergétique, au reglement de la croissance des cellules et a la signalisation
intracellulaire [14] .
IL. 2. 2. 2. Les conséquences du stress oxydant

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires,
induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation complete de
la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriére et d’information [15]. La
toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en effet capables de
réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également leur fonction.
Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, la cystéine et la
méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de former ainsi
des fragments protéiques. L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est ¢galement une
cible majeure des EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN,
mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne
sont pas « réparées » entrainent a long terme des altérations géniques [16] .Les conséquences
biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire.
De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et des stress moyens faciliteront
I'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents

désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses

24



Chapitre 11. Etude bibliographique sur [’activité biologique

autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenese,
malformation des feetus (tératogénese), dépot de protéines anormales, fibrose, formation
d'auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés, immunosuppressions [17].
IL. 2. 3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux
libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composés qui
inhibent ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des
pour prévenir de nombreuses maladies (cardiovasculaires et neurodégénératives,
inflammation, et le diabete...), et le vieillissement, dus a la formation exagérée des radicaux
libres. Les antioxydants sont également utilisés dans les aliments pour retarder la
détérioration, le rancissement ou la décoloration qui est souvent due a I’oxydation causée par
la lumiere, la chaleur et certains métaux [18].
IL. 2. 3. 1. Classification des antioxydants
1L 2. 3. 1a. Classification des antioxydants par rapport a leur mécanisme d’action

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux :
en prévenant la formation de radicaux libres oxygénés (groupe 1) ou en €purant les radicaux
libres oxygénés formés (groupe 2). En complément de cette double ligne de défense,
I’organisme est en outre capable de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées par
I’attaque radicalaire [19].
v Groupe I : Les antioxydants primaires

Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de
I’oxydation en participant au processus d’oxydation et en convertissant les radicaux libres
vers leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont généralement des composés
phénoliques (AH) capables de donner un atome d’hydrogéne au radical libre et le convertir en
un composé stable non radicalaire. Les antioxydants de ce groupe réagissent de
faconprédominante avec les radicaux pyroxylés, pour deux raisons : la concentration élevée
de ces radicaux et la faible énergie du groupement (ROO-). Un piégeur du radical libre, méme
a des concentrations faibles, pour rendre le radical libre inactif par 1’intermédiaire d’une
réaction de libération d’un électron, suivie d’ une déprotonation[20].
v Groupe II : Les antioxydants secondaires

Les antioxydants secondaires englobent une large gamme de différentes substances
chimiques chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des désactivateurs de I’oxygene singulet, des

piégeurs de molécules d’oxygene, d’inhibiteurs des enzymes pro-oxydative, enzymes
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antioxydants et destructeurs des hydropéroxides. Parfois, quelques antioxydants peuvent
exercer plusieurs fonctions anti-oxydatives, par exemple, 1’acide ascorbique peut étre un
piégeur du radical libre, désactivateur des oxygenes singulets dans une solution aqueuse.
Plusieurs flavonoides sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux [21].
I1. 2. 3. 1b. Classification des antioxydants suivant la nature chimique
v’ Les antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo. Elles incluent le béta
carotene, 1'albumine, 1'acide urique, les oestrogenes, les polyamines, les flavonoides, 1'acide
ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E [22]. Elles peuvent stabiliser les
membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les
acides gras libres [23]
v’ Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont principalement représentés par trois enzymes,
lasuperoxydedismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de 1’O2° et du
H,0,, conduisant finalement a la formation de I’eau et de I’oxygene moléculaire [23].
v' Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par 1’organisme et doivent €tre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines E
et C et les polyphénols. Dans ’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que 1
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée [24]. Cependant,
il a été montré que ces antioxydants de synthese pouvaient étre toxiques[25]. En effet, le BHA
convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogénes en augmentant
la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques. Il est aussi
rapporté que le BHT présenterait des effets carcinogenes chez le rat [26, 27].
II. 2. 3. 2. Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition. D’une maniere

générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-
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méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome
d’hydrogeéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol. En plus leurs
radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et
par manque de positions appropriées pour Etre attaqué par 1’oxygeéne moléculaire. Les
antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou
de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis
que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de ’oxygene singulet pour la
transformer en chaleur [28].
IL. 2. 3. 3. Evaluation de I’activité antioxydant

L’activité anti-radicalaire des différents composés chimiques a été évaluée in vitro, par
le test du piégeage du radical DPPH* (2,2-diphényle 1-1-picrylhydrazyl).
IL. 2. 3. 4. Test du piégeage du radical libre DPPH
v’ Principe

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm
provoquée par la présence des solutions éthanoiques de 1,4-dihydropyridine et ses dérivés
[29, 30]. Le DPPH initialement violet, se décolore lorsque 1’électron libre s’apparie selon la
réaction suivante :
DPPH + AH — DPPH-H + A
Ou AH est un composé capable de donner un H+ au radical DPPH (Figure. II .1). Cette
décoloration est représentative de la capacité des solutions a piéger ces radicaux libres. Dans
ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule antioxydante se
transforme en DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son absorbance
caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu en milieu éthanoique a température ambiante,
cela permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est tres utilisé car

il est rapide, facile et non couteux [31].
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Figure.Il.1. Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant

IL. 2. 3. 5. Expression des résultats

L'activité antioxydant, qui exprime la capacité de solutions éthanoliques de la pyridine
ou de ses dérives a piéger le radical libre DPPH est donnée par la formule suivante [32].
Inhibition %= (Abs control — Abs test) x 100/Abs control
Avec :
Abs control : Absorbance du control négatif a longueur d’onde 515 nm ;
Abs test : Absorbance de I’échantillon a la longueur d’onde 515 nm
IL. 2. 3. 6. Calcul des concentrations inhibitrices a 50 % " IC 50"

IC50 (Concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Concentration efficace
50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

Différentes concentrations des échantillons testée.

Figure. I1.2. Appareil de spectrophotométrie UV-visible
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IL. 2. 4. Activités antibactérienne
IL. 2. 4. 1. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires et procaryotes présents dans
tous les milieux. La plupart des bactéries possedent une paroi cellulaire glucidique. Les
bactéries les plus grosses mesurent plus de 2 um et, jusqu'au début du XXle siccle, les
spécialistes considéraient que les plus petites mesuraient 0,2 pum, mais il existe des
«ultramicrobactéries», y compris en eau douce [33]. Les bactéries présentent de nombreuses
formes : sphériques (coques), allongées ou en batonnets (bacilles), des formes plus ou moins
spiralées. Pour distinguer entre les bactéries au microscope optique, une méthode importante
et largement utilisée en bactériologie, c'est "la coloration de Gram". Elle consiste a traiter des
bactéries fixées a la chaleur, par un colorant basique (violet de gentiane) puis une solution
1odo-iodurée (mordancage), toutes les cellules se colorent en violet. Soumises ensuite a
I'action de l'alcool éthylique elles se répartissent en : cellules qui conservent la coloration
violette dites a gram positif et qui sont décolorées, appelées a gram négatif. Pour mieux
distinguer ces deux catégories, le frottis bactérien est finalement traité par de la fuchsine
basique, les bactéries a gram négatif sont roses et celles a gram positif restent violettes [34].
Apres leurs réactions avec les différents colorants utilisés par cette méthode, les bactéries se
divisent en deux groupes majeurs : bactéries a gram positif (colorées en violet), bactéries a
gram négatif (colorées en rose). Cette distinction de réponse a la coloration de gram est due a
la différence qui existe dans la composition des parois bactériennes, celles des bactéries a

gram négatif laissent passer la solution alcoolique, tandis que celles des bactéries a gram

positif représentent une véritable barriere que la solution alcoolique ne peut franchir.
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Figure. I1.3. Les différentes bactéries

I1. 2. 4. 1a Bactéries a gram négatif

v' Escherichia coli : Le genre Escherichia fait partie de la famille des entérobactéries et
comprend cinqg especes dont une seule, I'Escherichia coli, est utilisée a titre d’indicateur de la
qualité des eaux. La presque totalité des souches d'Escherichia coli ne sont pas pathogenes
puisque cette bactérie est un hote normal de I’intestin des mammiferes. L’Escherichia coli est
le seul qui soit sans équivoque toujours d’origine fécale et, a ce titre, il est de plus en plus

considérécomme I’organisme indicateur spécifique d’ pollution fécale.

Figure. I1.4. Vue sous le microscope électronique de bactérie Escherichia coli

I1. 2. 4. 1b. Bactéries a gram positif

v' Bacillus cereus : Bacillus cereus est responsable de toxi-infections caractérisées par des
symptomes diarrhéiques, ainsi que d’intoxinations. se traduisant par des symptomes
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émeétiques. Il s’agit d’un bacille a coloration de Gram positive, sporulant et aéro-anaérobie
facultatif. I fait partie d’un groupe de bactéries qui ont été longtemps considérées comme des
especes différentes mais qui, d’aprés des expérimentations d’hybridation ADN/ADN,
appartiennent a la méme espece. Pour simplifier la description de ce groupe, les noms des
anciennes especes seront ici conservés. Elles sont souvent regroupées dans la littérature sous

le terme « Bacillus cereus sensu lato »[35].

Figure. I1.5. Vue sous le microscope électronique de bactérie Bacillus cereus
v' Staphylococcus aureus : Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent
sur plusieurs plans pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur
nom (en grec staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant du NaCl a
5% et pour certains jusqua 10% a 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs. Le
staphylococcus est responsable d'intoxications alimentaires, d'infections localisées suppurées
et, dans certains cas extrémes, de septicémies physiques (greffe, protheéses cardiaques).
Staphylococcus aureus se présente comme une coque en amas (grappes de raisin), Gram
positif et catalase positif. Sa teneur en caroténoides lui confere une couleur dorée a 1'origine

de son nom.
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Figure. I1.6.Imageen microscopie électronique montre des cellules d'une souche de
Staphylococcus aureus
IL. 2. 5. Lecture des résultats

L’apparition d’une zone claire autour des puits (2 I'intérieur duquel aucune croissance
Bactérienne n'est observée) indique I’action antibactérienne des solutions éthanoliques de 1,4-
dihydropyridine et ses dérives vis-a-vis la souche bactérienne testée. Les diametres de la zone
claire sont mesurés a l'aide d'une regle graduée, et les résultats obtenus sont exprimés en
millimetre. Les bactéries seront classées selon le diamétre d’inhibition dans 1’une des
catégories suivantes : résistance, sensibilité limitée, sensibilité moyenne et tres sensible [36].
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Tableau. I1.1.Sensibilité et degré d’activité selon le diametre d’inhibition

Diameétre d’inhibition(x) Degré de sensibilité des germes Résultat
X< 8 mm Résistance -
8 mm< X< 14 mm Sensibilité limité +
14 mm <X <20 mm Sensibilité moyenne ++
X >20 mm Tres sensible +H+

I1. 3. Activité antioxydante et antibactérienne des dérivés dihydropyridine (DHPs)

La pyridine est un motif de basede nombreuses molécules organiques importanteset
précieusepossédant des activitésbiologiques et pharmacologiques diversifiés. Ces composés
présentent un large spectre d'activités comme: antimicrobien [37], antioxydant [38],
inhibiteurs du VIH [39], antipaludique [40], anticancéreux [41], et bien d'autres [42]. Par
exemple la molécule Nifédipine est une dihydropyridine antagoniste du calcium (inhibiteur
calcique). Ces indications principales sont I’angine de poitrine et ’hypertension artérielle,
bien que de nombreuses autres indications y aient été rajoutées récemment, telle la maladie de
Raynaud, etc[43].Le dihydropyridineNisolpidine a aussi un effet antagoniste de calcium. Elle
est principalement utilisée comme médicament antihypertenseur[44]. Les autres
dihydropyridines donnés dans la (Figure. II. 7)ont une action antagoniste de calcium et
peuvent &tre agir comme médicament antihypertenseurs. Dans ce travail nous
allonsprésenterune approche expérimentale sur la syntheése de quelques molécules
dihydropyridines en faisant appel a la réaction classique de Hantzsch pour préparer des
quantitéssuffisantes de dihydropyridineset qui vont étre utilisées dans la suite de ce travail

comme agent antioxydant et agent antibactérien.

33



Chapitre 11. Etude bibliographique sur [’activité biologique

NO, NO, NO,
H,CO,C CO,CH.H,CO,C CO,CH,CH(CH,), H:COC CO,CH,C,H;0;
H,C H CH, H,C ” CH, H,C H CH,

Nifedipine Nisoldipine Furnidipine
NO, NO, Cl
CH,),HC,0C “
(CH3),HC, | | CO,(CH,),0CH, H3COZC COZCHZCH3 CH,CH,0,C COZCH3
H,C~ "N~ “CH, | »
H HC™ "N™ TeH, H,C” TNT TCH,
Nimodipine Nitrendipine Felodipine

Figure. II. 7. Quelques molécules dihydropyridines biologiquement actives.
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Chapitre I11. Synthese et évaluation biologique des dihydropyridines substitué...

I11.1. Introduction

La présence du noyau  pyridiniquedans de  nombreuse  molécules
hétérocycliquesd’origine naturels ou synthétiques peut étre a l'origine de ses propriétés
biologiques et pharmaceutiques varies, par conséquent, 1’étude des composés organiques
hétérocyclique a base de pyridine est considérées comme 1'un des axes de recherches les plus
importantes qui a ét¢ menées puis développées au laboratoire de chimie organique et
thérapeutique durant les dernicres années pour collecter et développer de nouveaux composés
hétérocycliques qui posseédent un ou plusieurs noyau pyridinique et évaluer ainsi leurs
propriétés biologiques.Les composés hétérocycliques aux quels nous nous sommes intéressés
sont des dérivés dihydropyridines substituéqu’ont été synthétisés et étudies comme agents
antioxydants et antibactériens. Les molécules dihydropyridines utilisés dans ce travail ont été
obtenues par réaction multicomposant de Hantzsch. L’étude de I’activité antioxydante des
composésdihydropyridines a été réalisée en fais intervenir la méthode du piégeage du radical
libre DPPH. L’activité antibactérienne a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion sur
gélose (méthode de puits).

I1L. 2. Description générale de syntheése des dihydropyridines (DHPs)

Le plan générale de synthese des dérivés dihydropyridines utilisés dans cettepartie
comme antioxydants et antibactériens est subdivisée en deuxétapes, dont la premiere étape est
consacrée a la préparation des dérivés dihydropyridine (DHPs) selon la réaction de
Hantzsch.La syntheésedes dérivés dihydropyridines est basée sur ’utilisation de la réaction de
Hantzsch qui consiste a faire réagir un dérivé B-cetoester avec ’ammoniac dans 1’éthanol
comme solvant a PH égale 8,5 (imposé par ’ammoniac). La synthésede Hantzsch est une
réaction entre un aldéhyde avec deux équivalents de B-cetoester comme [ acetoacetate
d’éthyle et un donneur d’azote comme I’ammoniac ou I’acétated’ammonium et permet
d’obtenir un dérivé dihydropyridine avec un bon rendement en mélangeant dans I’éthanol les
trois réactifs a une température de 90°C.Les dihydropyridines ainsi obtenus peuvent &tre N-
alkyles par quelquesdérivéshalogénés comme (chlorure de benzyle, chlorobutane,
épichlorhydrine, bromure de benzyle). Les réactions de N-alkylation sont effectuées dans
différents solvant comme (éthanol, DMSO, DMF et acétone) en utilisant le carbonate de
potassiumK,CO3; comme base qui sert a arracher le proton de la fonction amine pour fournir
I’anion correspondant qui va réagir avec le dérivé halogéné pour donner des dérivés N-alkyl

7z

dihydropyridines. La réaction de N-alkylation de dihydropyridine a été optimisée dans des

40



Chapitre I11. Synthese et évaluation biologique des dihydropyridines substitué...

conditions expérimentale différentes a fin d’obtenir un rendement similaire voir élevé avec
celles donner dans la littérature.
I11. 2.1.Mécanisme de formation 4-R-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle
La syntheésedes dérivé 1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle a été réalisée
en faisant réagir deux équivalents del’acétoacétate d’éthyle(1)avec un aldéhyde(2) dans
I’éthanol comme un solvant et en présence de I'ammoniac (3) comme base et réactif, La
réaction nécessite un chauffage a reflux a un température 90 C°(Schéma III. 1). Le
mécanisme de cetteréaction passe par trois étapes ; la premicreest conduita la formation de
I’imine par action de [’ammoniacsur la fonction cétone de ’acétoacétate d’éthyle, qui par
effet de tautomérisation 1’imine se transforme en unénamine, en suite la deuxieme étape
consiste a la formation de 1’énolate par 1’arrachement du proton labile en (o) de la fonction
ester del’acétoacétate par la base NHj, puis ’anion énolate se condense avec 1’aldéhyde pour
fournir ledérivé arylidene correspondant qui est appelé aussi le produit de Knoevenagel. La
derniére étape consiste ala réaction entre I’enamine et le produit de Knoevenagel pour aboutir
a undérivé 4-aryl (ou 4-alkyl) 1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthylecomme le

montre le (Schéma.lIL.3).

O R O
o o 0 EtO OEt
)I\ EOH O
EtO R y + NH;
90°C,6h we” S e

D (2) )
R=H ;C6H5 ;C6H5—CH=CH— ;N(CH3)2—C6H5 ;C3H7— ;Vanili—; CH3— .
Schéma. I11.1. La réaction de Hantzsch de syntheése de DHPs
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v' Mécanisme de synthése du DHP:s :

1-Mécanisme de formation de ’imine
0 0
0 0 H
w OH > o
. =
EO NH; — > <A —> —
HoN HN

OEt

HoN

2-formation du produit de Knoevenagel

(0] (0]
1. H3 B — M +
EtO EtO

Q

0 0
H
0/\ o/\
‘ H,0
R

R
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3-Réaction produit Knoevenagel et enamine

0 R 0
H
| T
HNZ
Q |
H
(0] R (0] 0 R 0
H
o SR - o N\

Ir=
T
A
Ir=

Schéma. I11. 2. Mécanisme de syntheése de dihydropyridines

I11.2.2.Alkylation de 1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle

La N-alkylation de dihydropyridine comme le 4-phényl 1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate de diéthyleconsiste a faire réagir ce composé préalablement preparé avec un
derivé hologéné comme le chlorure de benzyle en presence d’une base comme K,COsdans
différents solvants organiques (DMF, DMSO, Ethanol,...). Le mécanisme de cette réaction est
une substitution nucléophile entre le dihydropyridine et le dérivé halogéné. Toute d’abord la
base K,COjs sert a arracher le proton de la fonction amine de dihydropyridine pour donner
I’anion correspondant qui va réagir avec le dérivés halogéné comme (chlorure de benzyle),
dans un solvant tels que le DMF pour obtenir le N-benzyl 1,4-dihydropyridine-3,5-

dicarboxylate de diéthyle. Comme le montre le schéma.lll.4.

0] R 0 0] R 0]
EtO OEt EtO OEt
| | + R—X K,CO; - | |
Me H Me Reflux 3h Me Iil Me
R

Ha
<

R\:C6H5 ;C4H9 ; o . X =Cl ;Br

Schéma.lll. 3.La réaction d’alkylation de DHPs
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v’ Mécanisme de N-alkylation de DHPs :

o Ph o 0 Ph 0
EtO OFEt EtO OEt
| | K,CO;, | | W
+
T DMF N
H

Ph 0
EtO ‘ ‘ OEt
e~
Schéma.lIll.4. Mécanisme de synthese de N-alkyl dihydropyridines

I11. 3.Protocoles expérimentales de la synthese des DHPs et ses drivés
I11.3.1.Synthese du 1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle

Dans un ballon bi colle de 250ml équipé d’un montage a reflux et agitation
magnétique, on introduit (20g, 0.156mol) d’acétoacétate d’éthyle (1) avec (8g, 0.074mol) de
benzaldéhyde(2) d’ammoniac (3) concentré (10ml, 0.13mol) et 60 ml d’éthanol absolu.
Lemélange est porté a reflux 90°C pendant 5 a 6h. Le mélange réactionnel est refroidit a
température ambiante et versédans un mélange eau/ glace. Le produit est précipité
apresquelques minutes et le solide obtenus est filtré, laver avec de I’eau et 1’éthanol. Le
produit brut est recristallis¢ dans 1’éthanol. Lel,4-dihydropyridine-3,5- dicarboxylate de
diéthyle est obtenu sous forme de poudre jaunes pales (12,10g .47%).Le (Tableau. III.

1)présente les structures moléculaires de différents dérivés DHPs obtenus avec leurs

apparences, ainsi qu’avec leurs rendements.
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Tableau.Ill.1.Dérivés de dihydropyridines DHPs synthétisés par réaction de Hantzsch

Structure

Apparence

Tf(°C)

Rt%

EtO,C CO,Et
XL
N

H
2,6-diméthyl-1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate de diéthyle(DHPF)

158

30

2,4,6- triméthyl-1,4-dihydropyridine-
3,5-dicarboxylate de diéthyle(DHPE)

95

37

2,6-diméthyl-4-propyl-1,4-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de
diéthyle(DHPBu)

98

15
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(E)-diethyl 2,6-dimethyl-4-styryl-
1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate(DHPC)

36

60

OH

Diethyl 4-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2,6-dimethyl-1,4-
dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate(DHPV)

36

37

\N/

Diethyl 4-(4-
(dimethylamino)phenyl)-2,6-
dimethyl-1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate(DHPN)

70

10
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135 49

2,6-diméthyl-4-phenyl-1,4-
dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate de diéthyle(DHPB)

I11.3.2. N-alkylation du 4-R-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle

Dans un ballon bicolle de 250ml équipé d’un montage a reflux et agitation
magnétique, on met tout d’abord (0.7g) de K,COsdans (30ml) de DMF(diméthyle
formamide ), on laisse le mélange agité pendant 20 min a température ambiante,lors que la
quantité du K,COsest totalement dissoudre on ajoute (1.5g) du 1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate de diéthyle puis (0.6ml) de chlorure de benzyle goutte a goutte, le tout est
maintenu sous agitationa une température de 70°C durant 3h. Le montage est refroidit a 1’aire
libre, on versedans le mélange environ 60 ml d’eau froide, le précipité qui se forme est filtré.
pour obtenir leN-benzyl4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle sous forme de
cristaux d’une couleur jaunes (1.43g, 84%).Le (Tableau. III. 2)donne les résultats de la
réaction de N-alkylation de 2,6-diméthyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de
diéthylepar quelques dérivés halogénés.Le (Tableau. III. 3) présente les structures
moléculaires de différents DHPs N-alkylés obtenus avec leurs apparences, ainsi qu’avec leurs

rendements.
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Tableau.Ill.2. Optimisation des conditions opératoires de la réaction de N-alkylation

Drivés halogénés Solvant Rt (%) T(°C)
Chlorure de benzyle DMF 71 65
Chlorobutane DMF 84 70
Epichlorohydrine DMF/DMSO/acétone 81 /80 /87 70 /68 /50
Bromure de benzyle DMSO/éthanol 89/95 70 /60

Tableau. II1. 3. Dérivés de dihydropyridines DHPs N-alkylés

Structures Apparence Tf (°C) Rt(%)

130 81

Diethyl 2,6-dimethyl-1-
(oxiran-2-ylmethyl)-4-phenyl-
1,4-dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate(DHPEp)

EtO,C

|
~J

Diethyl 1-butyl-2,6-dimethyl-

132 84

4-phenyl-1,4-dihydropyridine-
3,5-dicarboxylate(DHPCBu)
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130 71

Diethyl 1-benzyl-2,6-dimethyl-
4-phenyl-1,4-dihydropyridine-
3,5-dicarboxylate(DHPCB)

I11.4. Evaluation de ’activité biologique des DHPs

Evaluation de I’activité biologique des molécules dihydropyridine synthétisés est s’articules
sur deux axes principaux : La premicre partie est consacrée a I’activité antioxydant des
différentes solutions éthanolique des dérivés azoiques des DHPs en utilisant la méthode du
piégeage du radical libre DPPH. La deuxi¢me partie consiste a 1’évaluation de I’activité
antibactérienne par la méthode de diffusion sur gélose (méthode de puits).

II1.4.1. Evaluation de ’activité antioxydant

L’activité anti-radicalaire des différents composés chimiques a été évaluée in vitro, par le test
du piégeage du radical DPPH*.

I11.4.1.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

v" Le DPPH est solubilisé dans le méthanol ou 1’éthanol a raison de 0.025g/1 ;

v' Différents concentration des solutions de DHP et de ses dérives (5, 2.5, 1.25, 0.625, et
0.312 mg/ml) sont préparés dans 1’éthanol ou I’acétone;

v" Le mélange réactionnel est constitué de 50ul de chaque solution ou de DHP et de ses
dérives ajouté a 1,95ml de la solution alcoolique de DPPH ;

v’ Le mélange est vigoureusement agité, puis incubés a température ambiante et a 1’obscurité
pendant 30 minutes ;

v" Un contrdle négatif, est préparé dans les mémes conditions en remplagant 1’échantillon par
50ul d’éthanol ou de 1’acétone.

v’ L’absorbance des mélanges réactionnels des échantillons et du contrdle sont lus a une
longueur d’onde de 515 nm par un spectrophotometre.

v" Toutes les expériences sont répétées deux fois.
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I11.4.1.2. Résultats et discussions
Inhibition %=( Abs control — Abs test) x 100/Abs control
Tableau. II1.4.Le taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de(DHPE)de

l’éthanal
Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%)
0.31 4.28
0.62 6.56
1.25 9.77
2.5 11.45
S 14.06

Tableau. II1.5. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de (DHPV)de la

vanilline
Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%)
0.31 56.98
0.62 62.22
1.25 82.5
2.5 71.76
3 94.66

Tableau. II1.6. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de(DHPB)

benzaldéhyde
Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%)
0.31 5.79
0.62 6.56
1.25 8.15
2.5 8.95
3 11.45
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Tableau. IIl1.7. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de(DHPF)de
formaldéhyde

Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%)
0.31 4.28
0.62 16.8
1.25 21.66
2.5 45.90
S 62.22

Tableau. II1.8.Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de (DHPBu) de

butanal
Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%)
0.31 75.47
0.62 93.75
1.25 75.46
2.5 93.76
3 97.87

Tableau. I11.9. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations(DHPN) de N,N-
dimethylaminobenzaldéhyde

Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%)
0.31 57.62
0.62 40.90
1.25 57.62
2.5 57.62
3 57.62

51



Chapitre I11. Synthese et évaluation biologique des dihydropyridines substitué...

Tableau. I11.10.Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations (DHPC) de

cinnamaldéhyde

Concentration (mg/ml)

Taux d’inhibition (%)

0.31 38.80
0.62 40.90
1.25 45.31
2.5 55
S 63.15
Tableau. II1.11. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations

de(DHPE)epichlorophyrine

Concentration (mg/ml)

Taux d’inhibition (%)

0.31
0.62
1.25
2.5
5

92
79.31
73.33
73.33
64.74

Tableau.Ill.12. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de (DHPCBu) de

chlorobutane

Concentration (mg/ml)

Taux d’inhibition (%)

0.31
0.62
1.25
2.5
5

73.33
73.33
79.31
79.33
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Tableau.lll.13. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de (DHPCB)

chlorure de benzyle

Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%)
0.31 73.33
0.62 97.31
1.25 85.71
2.5 79.31
3 100

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

concentration (mg/ml)

—@— taux d'inhibition % P,ethanal —@=—taux d'inhibition% P,vaniline

taux d'inhibition % P,benzal ——@=taux d'inhibition % P,formal

Figure.Ill. 1. Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de

solution acétonique des DHPs.
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20
0
1 2 3 4 5 6
concentration (mg/ml)
—@—taux d'inhbition % P,butanal —@—taux d'inhibition U P,dimethyl,benzal

taux d'inhibition P,cinnamal

Figurelll. 2. Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de

solution acétonique des DHPs

120

100
i -
o) 80 / )
z -
= 60
=
o
x 40
8
20
0
1 2 3 4 5
concentration (mg/ml)
—@—T.inb % DHP.epichloro  —@=—T.inb %DHP.benzal T.inb %DHP.but.cl

Figure.Ill.3.Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de
solution éthanolique des DHPs N-alkylés
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Tableau.111.14. Valeurs d’IC50 des differents DHPs synthétisés

DHPs IC50

DHPV (vaniline) 1.4
DHPN(N,N-dimethylamino benzaldéhyde) 3.6
DHPC(cinnamaldéhyde) 4.5
DHPB(butanal) 1.7
DHPF(formaldéhyde) 5.3
DHPB(benzaldéhyde) -

DHPE(éthanal) -

DHPE(epichlorophyridrine) -
DHPCB(chlorure de benzyle) -

DHPCBu(chlorobutane) -
6
5
4
A
03
O
[l
2
1 l
) W e o
Q > > >
Y QL © Q v
‘0& & (\\\\Q ®x 07’& S&Q o‘ & &
RS R O - P I S R
Q N ¢ Q g S LR N &

dérives DHPs

Figure.lll.4.Variation d’IC50 en fonction des dérivés DHPs
I11.4.2. Evaluation de ’activité antibactérienne
I11.4.2.1. Les souches testées
Les souches testées proviennent de laboratoire de microbiologie de I’Université de

Saida elles sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau.IIl.15. les souches testées pendant I’évaluation des activités antimicrobiennes

SOUCHE CODE GRAM
Escherichia coli ATCC 25922 Négative
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positive
Bacillus cereus ATCC11778 positive

I11.4.2.2. Préparation de I’inoculum
e [’ensemencement des souches bactériennes sur la gélose nutritive et 1’incubateur a
37C°pendant 24h.
e On a prélevé a l'aide d'une anse de platine ou d'une pipette pasteur scellée, 3 a Scolonies
bien isolées.
e Décharger l'anse ou la pipette pasteur dans 5 ml d'eau physiologique stérile, bi
Homogénéisée la suspension bactérienne (la densité optique de suspension bactérienne entre
0.08 20.12 2 625 nm)
I11.4.2.3. Préparation des puits

L'activité antibactérienne des différentes solutions éthanolique et acétonique de
dihydropyridines et ses dérives a été étudiée pour chaque souche bactérienne. A partir d'une
culture de 18 a 20 h (105-106 UFC/ml). L'ensemencement de 1'inoculum de 1ml est réalisé en
surface du milieu Mueller Hinton préalablement coulé dans des boites de Pétri. Apres 15 mn,
des puits ont été découpés a l'aide de pipettes Pasteur (I'extrémité épaisse de 6 mm). Le fond
des puits est obturé par une goutte de gélose Mueller Hinton pour limiter la diffusion des
produits sous la gélose. Ensuite, 50 ul du produit dilué est distribué dans chaque puits. Apres
diffusion (20 mn), les cultures sont incubées dans des étuves a la température de 37 °C
pendant 24 h, et les auréoles d'inhibition sont mesurées par un pied a coulisse. Le diametre du
puits (8 mm) est inclus dans les tableaux des résultats.
111.4.2.4. 1.’ensemencement
e La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzene ;
e Immerge un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;
e En fait Frotter 1’écouvillon sur les boites pétrie qui contient la gélose nutritif (Mueller
Hinton) ;
e [’opération doit se faire deux fois en tournant la boite de pétrie d’un ongle de 60° a chaque
fois. sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.

e Finir I'ensemencement en passant 1'écouvillon sur la périphérie de la gélose [38].
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I11.4.2.5. L’application des puits

Une fois les géloses Muller-Hinton sont ensemencées, les puits sont troués sur la surface de
la gélose a l'aide d'une pince stérilisée au bec benzene, en effet, on préléve 10 pl du produit et
on le mit dans les puits. (Dans chaque boite quatre trois puits ont été réalisée a une seule
concentration(C=0.05mg/ml) Pour le contrdle négatif (t¢émoin) on le met dans a coté de la

dihydropyridine dans le premiere boite pétrie. En fin, les boites de Pétri sont laissées dans

I’incubateur (37C° pour les bactéries).

2. Ensemencement en surface

3. Carottage (création des puits) 4. Dépot des matériaux

Figure.IlL5. Protocole expérimentale de ’activité antibactérienne
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I11.4.2.6. Lecture des résultats

Tableau.1l1.16.Diamétre de la zone d’inhibition en *(mm)

Les souches bactériennes Escherichia coli Bacilluscereus
DHP de vanilline - 11, 61
DHP d’éthanal 09,70 11,61
DHP de butanal 11,07 21,77
DHP de diméthyle amino benzene - 08,70
DHP de benzaldéhyde - -
DHP de formaldéhyde - -
Les souches bactériennes Escherichia coli Staphylococcus aureus
DHP de cinnamaldehyde 15 13,5
N-butyle DHP - 10,5
N-benzyle DHP 10,5 12
N-(oxiran-2-ylmethyl) DHP 10,5 12
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Figure.Ill.6. Résultat de ’activité antibactérienne

IIL.5. Discussion des résultats

La réalisation de la réaction de Hantzsch durant cette présenteétude nous a permis
d’obtenir sept composés de DHPs correspondant aux aldéhydes suivants ( benzalaldéhyde,
formaldéhyde, butanal ,éthanal , vaniline , cinnamaldéhyde , N,N-
dimethylaminobenzaldéhyde ) , ces derniers ont fait I’objet de teste biologique a savoir les
testes d’activité antioxydant par réduction de radical DPPH et des testes antibactériennes par
la méthode de diffusion on puits ,contre deux souches bactériennes de références E.coli
(ATCC 25922) S.aurcus (ATCC 25923) B.cereus (ATCC11778). En effet , les résultats de
’activité antibactérienne ont permis d’obtenu d’importantes zones d’inhibition contre E.coli
avec des valeurs de 15, 9.70,11.07 mm pour les composes de DHPs respectivement
cinnamal , éthanal , butanal et contre B.cereus avec des zones de 11.61, 11.60, 21.77, 8.70
pour les composes de DHPs respectivement vaniline , ethanal ,butanal , dimethyl amino
benzene.On outre , ces résultats confirment ceux de Stefan MARCHALIN et al (2016)[1]qui
ont testant les effets antibactériennes des  dérivés6-méthyl-4-nitro-phényl-1,4-

dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de 3-méthyl-5-isopropyle sur E.coli et S.aureusont montré
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des activités d'inhibition significativement plus élevées sur tous les micro-organismes testés
par rapport au reste des dérivés. Dans le méme propos Alimamad MALANI et al(2021)[2] a
révélé une bonne activitéantibactérienne des composes titrés contre différentes bactéries
(Gram négative)concentration minimale inhibitrice = 50 pg/ml) et champignons.De plus,

’activité antioxydante des solutions DHPs contre le radical DPPH a été mesurée en suivant la
réduction de ce radical, qui est accompagnée par le passage de la couleur violette (DPPH) a la

couleur jaune (DPPH-H) a 515 nm. Ainsi, la solution hydroéthanolique de la DHP a une
capacité significative a piéger le radical DPPH, comme le montre la figure.Ill.4, avec une
concentration inhibitriced’IC=5mg/ml. Ont révélé que les composés synthétisés possédent une
moyenne activité antioxydante avec des valeurs de IC50 1, 3, 4, 1.2, 4.9 pour les composes de
DHPs réspectivement (vaniline, dimetyl amino benzyl, cinammal, butanal, formal), on outre
ces résultat sont bon accord avec ceux trouvée par Panek, J.; et al (2000) [3]Jont démontré
également que la diludine était le dérivé le plus actif, suivie de plusieurs dérivés
structurellement apparenté. Par contre Manuela G.Lopez et al (2020) [4] qui ont montré une
nouvelle famille de 4,7-dihydro-2 H -pyrazolo[3— b ]pyridines en tant que ligands multicibles
montrant de puissantes propriétés antioxydantes et capables de piéger a la fois les radicaux
oxygene et azote. Cette différence due au changement des substituants et les conditions

opératoire.
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Figure 1 : Spectre d’absorption IR de 1,4-dihydropyridine-2,4,6-dimethyl-3,5-dicarboxylate
de diéthyle

IR (cm™): N-H (3343,41) ,C=0 (1743,46), C-O (1209,86)

C=C, Ar (1639,58), C-C, Ar (1639,58), C-Hj,3 (2961), C-Hy,, (2963,01), CH3 (1259,58)
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Figure 2 : Spectre d’absorption IR de 1,4-dihydropyridine-2,6-dimethyl-4-phenyl-3,5-
dicarboxylate de diéthyle

IR (cm™): N-H (3340,39), C-O (1202,23), C=C, Ar (1486,54)

C=0, Ar (1649,76), C-H,3 (2812)
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Figure 3 : Spectre d’absorption IR del,4-dihydropyridine-2,6-dimethyl-4-propyl-3,5-
dicarboxylate de diéthyle

IR (cm™): N-H (3348,99), C=0 (1697,78), C-O (1108,60)

C=C, Ar (1487,72), C-C, Ar (1642,75), C-Hy,3 (2868), C-H,y (2959,27)
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Figure 4 : Spectre d’absorption IR de 1,4-dihydropyridine-2,6-dimethyl-3,5-dicarboxylate de
diéthyle

IR (cm™): N-H (3347,46), CH; (1264,29), C-O (1113,48)

C=C, Ar (1469,49), C=0, Ar (1647,52), C-Hyy3 (2900), C-Hy,, (2978,77)
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Figure 5 : Spectre d’absorption IR de 1,4-dihydropyridine-2,6-dimethyl-3,5-dicarboxylate de
diéthyle

IR (em™): C-O (1161,33) ,C=CAr (1588,05) ,C=O Ar (1656,18)

C-Hs,3 (2902) ,CH3 (1392,73)
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Conclusion Générale

Au cours de ce travail nous avons présenté quelques résultats sur la synthése et
I’évaluation biologique des dérivés dihydropyridiniquesqui contient un motif de
dihydropyridine ou 1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diéthyle. Ces composés qui
montrent une activité biologique intéressante vis-a-vis les radicaux libres et les bactéries ont
été préparés avec succes en utilisant des réactions classiques et efficaces. Les dérivés
dihydropyridine sontpréparepar la méthode de Hantzchen chauffant a reflux deux molécule
B-cétoester (acétoacétate d’éthyle) avec un aldéhyde comme le benzaldéhyde dans I’éthanol
comme un solvant et en présence de l'ammoniac comme donneur d’azote pour accéder au
motif pyridinique. L’étude des propriétés antioxydantes a été effectuéeparla méthode de
piégeage du DPPH, utilisé comme un radicale libre qui peut facilement étre piégé par les
composés 1,4-dihydropiridiniques synthétisés.

L’activité antibactérienne a également été réalisée en utilisant deux genres de bactérie
Escherichia coli a gram négatif et Staphylococcus aureus et Bacillus cereus a gram positif.
Les résultats obtenus a partir de cette étude expérimentale nous permettons de tirer les
conclusions suivantes :

1- Les dérivés 1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de d’éthyle préparés par le procédé de
Hantzschsontobtenus avec un bon rendement similaire, voir élevé avec celles trouver dans la
littérature.

2- Le spectre IR desDHPS syntheses sont en bon accord avec les structures de DHPs
proposées, ce qui indique clairement le bon déroulement de cette synthese et la pureté des
DHPs obtenus.

3- Les testes de [I’activit¢é antioxydante montrent que la plus part des dérivés
dihydropyridinessynthétisés possedent une activité antioxydante. En effet, 1’activité de
piégeage du radical libre DDPH varié avec la concentration des dihydropyridines ou nous
avons marqué que DHPs de vanilline un potentiel antioxydant le plus élevé.D’une fagon
générale, ’activitéantioxydante des dihydropyridines sont de 1’ordre suivant :

DHPV>DHPN>DHPC>DHPBu>DHPF

4- Les testes de I’activité antibactérienne des molécules ciblées en utilisant Escherichia coli a
gram négatif et Staphylococcus aureus et Bacillus cereusa gram positif révelent que les
dihydropyridines ont une moyenne activité antibactérienne, sauf dans le cas deDHPCqui
montre un pouvoir antibactérien avec inhibition assez importante vis-a-vis I’évolution de

bactérieEscherichia coli, et aussi leDHPV montre un pouvoir antibactérien assez élevé vis-a-
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vis 1’évolution de la bactérie Bacillus cereus. Par conséquence, L’activité antibactérienne des

dihydropyridines est classée suit :
v E. coli : DHPC >DHPE>DHPBu
v’ B.cereus : DHPV >DHPE>DHPBu>DHPN

5-les résultats de I’activité biologique révelent que les dihydropyridines N-alkylées ne
possedent aucune activité antioxydante ; par contre ces molécules ont une activité

antibactérienne importante
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Résumé

Les dérivés dihydropyrdines sont des syntones et réactifs importants en synthese
organique, ils ont trouvé des applications avec de nombreuses activités pharmacologiques,
comme analgésique, anti-amnésique, anti-convulsant, antidiabétique, anti-inflammatoire. De
plus les dérivés hydropyridines ont été avérées utiles dans les produits agrochimique et
biologique et avec d'autres applications diversifiées. L’objective de ce travail est la synthese
et I’évaluation antioxydante et antibactérienne de quelques dérivés dihydropyridines. Les
résultats obtenus montrent clairement que la plus part des dihydropyridines testés ont une
activité antioxydante, notamment, DHPV qui possede un potentiel antioxydant trés important,
Les résultats des testes antibactériens révelent que seulement le DHPV et DHPC ont une forte

activité antibactérienne.

Abstract

Dihydropyrdine derivatives are important syntones and reagents in organic synthesis;
they have found applications with many pharmacological activities, such as analgesic, anti-
amnesic, anti-convulsant, anti-diabetic, and anti-inflammatory. Additionally, dihydropyridines
derivatives have been proven useful in agrochemical and biological products and with other
diverse applications. The objective of this work is the synthesis and the antioxidant and
antibacterial evaluation of some dihydropyridine derivatives. The results obtained clearly
show that most of the hydropyridines tested have antioxidant activity, in particular, DHPV
which has a very significant antioxidant potential. , The results of antibacterial tests reveal
that only DHPV and DHPC which have strong antibacterial activity.
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