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1 - ENSEIGNANTS - CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS
PROFESSEURS DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Décembre 1989
Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990

Pr. KHARBACH Aicha
Pr. TAZI Saoud Anas

Médecine Interne — Clinique Royale
Anesthésie -Réanimation
Pathologie Chirurgicale

Médecine Interne — Doyen de la FMPR
Neurologie

Gynecologie -Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Février Avril Juillet et Décembre 1991

Pr. AZZOUZI Abderrahim
Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZAD Rachid

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed
Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed
Pr. BENSOUDA Adil

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza

Pr. CHRAIBI Chafiq

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique Méd. Chef
Maternité des Orangers
Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie - Dir. du Centre National
PV Rabat

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale Doyen de FMPT
Anesthésie Réanimation
Gastro-Enterologie

Gynecologie Obstétrique



Pr. EL OUAHABI Abdessamad
Pr. FELLAT Rokaya

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHERKAOQOUI Lalla Ouafae
Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

* Enseignants Militaires

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAQOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia

Pr. SEFIANI Abdelaziz

Neurochirurgie
Cardiologie
Anatomie
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Doyen de la FMPA
Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale — Directeur du CHIS

Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie — Inspecteur du SSM

Pédiatrie
Traumatologie — Orthopédie
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie
Génétique



Pr. ZEGGWAGH Amine Ali Réanimation Médicale

Décembre 1996

Pr. BELKACEM Rachid Chirurgie Pédiatrie

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim Ophtalmologie

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan Chirurgie Générale

Pr. GAOUZI Ahmed Pédiatrie

Pr. OUZEDDOUN Naima Néphrologie

Pr. ZBIR EL Mehdi* Cardiologie Directeur HMI MohammedV

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan Gynécologie-Obstétrique

Pr. BIROUK Nazha Neurologie

Pr. FELLAT Nadia Cardiologie

Pr. KADDOURI Noureddine Chirurgie Pédiatrique

Pr. KOUTANI Abdellatif Urologie

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid Chirurgie Générale

Pr. MAHRAOUI CHAFIQ Pédiatrie

Pr. TOUFIQ Jallal Psychiatrie Directeur Hop.Ar-razi Salé
Pr. YOUSFI MALKI Mounia Gynécologie Obstétrique

* Enseignants Militaires

Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI Neurologie Doyen de la FMP Abulcassis
Pr. BOUGTAB Abdesslam Chirurgie Générale
Pr. ER RIHANI Hassan Oncologie Médicale
Pr. BENKIRANE Majid* Hématologie
Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed* Pneumo-phtisiologie
Pr. AIT OUAMAR Hassan Pédiatrie

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr Sououd Pédiatrie

Pr. BOURKADI Jamal-Eddine Pneumo-phtisiologie
Pr. CHARIF CHEFCHAOQUNI Al Montacer Chirurgie Générale
Pr. ECHARRAB El Mahjoub Chirurgie Générale

Pr. EL FTOUH Mustapha Pneumo-phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.

EL MOSTARCHID Brahim*
TACHINANTE Rajae
TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
CHERTI Mohammed

ECH-CHERIF EL KETTANI Selma

EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid
GHARBI Mohamed El Hassan
MDAGHRI ALAOUI Asmae

* Enseignants Militaires

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.

Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EI Hassane*
CHAT Latifa

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek

Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie - Directeur Hop.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation

Neurologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Enterologie

Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique Directeur Hop. Des
Enfants Rabat

Chirurgie Générale

Pédiatrie - Directeur H6p. Univ. International

(Cheikh Khalifa)
Neuro-Chirurgie
Chirurgie Générale Directeur Hopital Ibn Sina



Pr. KABIRI EL Hassane*
Pr. LAMRANI Moulay Omar
Pr. LEKEHAL Brahim

Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*

Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NOUINI Yassine

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFIANI Yasser

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

* Enseignants Militaires

Décembre 2002

Pr. AMEUR Ahmed *

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef *

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*
Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia
Pr. BERNOUSSI Zakiya

Pr. CHOHO Abdelkrim *

Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair
Pr. FILALI ADIB Abdelhai
Pr. HAJJI Zakia

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RAISS Mohamed

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EIl Hassan
Pr. AMRANI Mariam
Pr. BENBOUZID Mohammed Anas

Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique V-D chargé

Aff Acad. Est.

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie



Pr. BENKIRANE Ahmed*
Pr. BOULAADAS Malik
Pr. BOURAZZA Ahmed*
Pr. CHAGAR Belkacem*
Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
* Enseignants Militaires

Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima
Pr. KHARMAZ Mohamed
Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre *
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. THAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif*

Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*
Pr. BELMEKKI Abdelkader*

Gastro-Enterologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie

Anatomie Pathologique

Radiologie

Gynecologie Obstétrique

Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie  Directeur Hop. Al Ayachi Salé
Pédiatrie

Cardiologie

Biophysique

Cardiologie  (mise en disponibilits)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie



Pr. BENCHEIKH Razika OR. L

Pr. BOUHAFS Mohamed ElI Amine Chirurgie - Pédiatrique

* Enseignants Militaires

Pr. BOULAHYA Abdellatif* Chirurgie Cardio — Vasculaire. Directeur
Hopital 1bn Sina Marr.

Pr. CHENGUETI ANSARI Anas Gynecologie Obstétrique

Pr. DOGHMI Nawal Cardiologie

Pr. FELLAT Ibtissam Cardiologie

Pr. FAROUDY Mamoun Anesthésie Réanimation

Pr. HARMOUCHE Hicham Médecine Interne

Pr. IDRISS LAHLOU Amine* Microbiologie

Pr. JROUNDI Laila Radiologie

Pr. KARMOUNI Tariq Urologie

Pr. KILI Amina Pédiatrie

Pr. KISRA Hassan Psychiatrie

Pr. KISRA Mounir Chirurgie — Pédiatrique

Pr. LAATIRIS Abdelkader* Pharmacie Galénique

Pr. LMIMOUNI Badreddine* Parasitologie

Pr. MANSOURI Hamid* Radiothérapie

Pr. OUANASS Abderrazzak Psychiatrie

Pr. SAFI Soumaya* Endocrinologie

Pr. SOUALHI Mouna Pneumo — Phtisiologie

Pr. TELLAL Saida* Biochimie

Pr. ZAHRAOUI Rachida Pneumo — Phtisiologie

Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid Réanimation médicale

Pr. ACHACHI Leila Pneumo phtisiologie

Pr. AMHAJJI Larbi * Traumatologie orthopédie

Pr. AOUFI Sarra Parasitologie

Pr. BAITE Abdelouahed * Anesthésie réanimation

Pr. BALOUCH Lhousaine * Biochimie-chimie

Pr. BENZIANE Hamid * Pharmacie clinique

Pr. BOUTIMZINE Nourdine Ophtalmologie

Pr. CHERKAOQUI Naoual * Pharmacie galénique

Pr. EL BEKKALI Youssef * Chirurgie cardio-vasculaire

* Enseignants Militaires

Pr. EL ABSI Mohamed Chirurgie générale



Pr. EL MOUSSAOQUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid *

Pr. ICHOU Mohamed *

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LOUZI Lhoussain *

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine *
Pr. SIFAT Hassan *

Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour *

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali*
AGADR Aomar *

AIT ALI Abdelmounaim *
AKHADDAR Ali *
ALLALI Nazik

AMINE Bouchra
ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes

* Enseignants Militaires

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BOUHSAIN Sanae *

. BOUI Mohammed *

. BOUNAIM Ahmed *

. BOUSSOUGA Mostapha *
. CHTATA Hassan Toufik *
. DOGHMI Kamal *

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice

Radiothérapie
Oncologie medicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie
Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie

Neuro-chirurgie Directeur Hop.des Spécialités

Anesthésie Réanimation
Anatomie

Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Hématologie clinique



Pr. EL MALKI Hadj Omar

Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid *

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. LAMSAOURI Jamal *

Pr. MARMANDE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAIJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

* Enseignants Militaires

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Chirurgie Générale
Microbiologie
Medecine interne
Gynecologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation

Médecine Interne  Directeur ERSSM
Physiologie

Microbiologie

Médecine Aéronautique

Biochimie- Chimie

Radiologie

Chirurgie Pédiatrique

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
Urologie

Gastro-Entérologie

Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Anatomie Pathologique



Décembre 2010
Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil *

Pr. BENCHEBBA Driss *

Pr. DRISSI Mohamed *

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane *

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Février 2013

Pr.AHID Samir

Pr.AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi
Pr.BELAYACHI Jihane
Pr.BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr.BENCHEKROUN Laila
Pr.BENKIRANE Souad
Pr.BENSGHIR Mustapha *

* Enseignants Militaires

Pr.BENYAHIA Mohammed *
Pr.BOUATIA Mustapha
Pr.BOUABID Ahmed Salim*

Pr BOUTARBOUCH Mahjouba
Pr.CHAIB Ali *

Pr.DENDANE Tarek

Pr.DINI Nouzha *
Pr.ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali
Pr.ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa
Pr.ELFATEMI NIZARE

Pr.EL GUERROUJ Hasnae

Pr.EL HARTI Jaouad

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-orthopédie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique

Pharmacologie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie

Anesthésie Réanimation

Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie

Réanimation Médicale
Pédiatrie

Anesthésie Réanimation
Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique



Pr.EL JAOUDI Rachid *
Pr.EL KABABRI Maria
Pr.EL KHANNOUSSI Basma
Pr.EL KHLOUFI Samir
Pr.EL KORAICHI Alae
Pr.EN-NOUALI Hassane *
Pr.ERRGUIG Laila
Pr.FIKRI Meryem
Pr.GHFIR Imade
Pr.IMANE Zineb
Pr.IRAQI Hind
Pr.KABBAJ Hakima
Pr.KADIRI Mohamed *
Pr.LATIB Rachida
Pr.MAAMAR Mouna Fatima Zahra
Pr.MEDDAH Bouchra
Pr.MELHAOUI Adyl
Pr.MRABTI Hind
Pr.NEJJARI Rachid
Pr.OUBEJJA Houda
Pr.OUKABLI Mohamed *
* Enseignants Militaires
Pr.RAHALI Younes
Pr.RATBI llham
Pr.RAHMANI Mounia
Pr.REDA Karim *
Pr.REGRAGUI Wafa
Pr.RKAIN Hanan
Pr.ROSTOM Samira
Pr.ROUAS Lamiaa
Pr.ROUIBAA Fedoua *
Pr SALIHOUN Mouna
Pr.SAYAH Rochde
Pr.SEDDIK Hassan *
Pr.ZERHOUNI Hicham
Pr.ZINE Ali *

Avril 2013
Pr.EL KHATIB MOHAMED KARIM *

Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie
Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie
Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie
Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique

Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie

Ophtalmologie

Neurologie

Physiologie

Rhumatologie

Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale



Mai 2013
Pr. BOUSLIMAN Yassir*

Mars 2014

Pr. ACHIR Abdellah

Pr. BENCHAKROUN Mohammed *
Pr. BOUCHIKH Mohammed

Pr. EL KABBAJ Driss *

Pr. EL MACHTANI IDRISSI Samira *
Pr. HARDIZI Houyam

Pr. HASSANI Amale *

Pr. HERRAK Laila

Pr. JEAIDI Anass *

* Enseignants Militaires

Pr. KOUACH Jaouad*

Pr. MAKRAM Sanaa *

Pr. RHISSASSI Mohamed Jaafar

Pr. SEKKACH Youssef*

Pr. TAZI MOUKHA Zakia

Décembre 2014

Pr. ABILKACEM Rachid*

Pr. AIT BOUGHIMA Fadila

Pr. BEKKALI Hicham *

Pr. BENAZZOU Salma

Pr. BOUABDELLAH Mounya
Pr. BOUCHRIK Mourad*

Pr. DERRAJI Soufiane*

Pr. EL AYOUBI EL IDRISSI Ali
Pr. EL GHADBANE Abdedaim Hatim*
Pr. EL MARJANY Mohammed*
Pr. FEJJAL Nawfal

Pr. JAHIDI Mohamed*

Pr. LAKHAL Zouhair*

Pr. OUDGHIRI NEZHA

Pr. RAMI Mohamed

Toxicologie

Chirurgie Thoracique
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Thoracique
Néphrologie
Biochimie-Chimie

Histologie- Embryologie-Cytogénétique

Pédiatrie
Pneumologie
Hématologie Biologique

Génycologie -Obstétrique
Pharmacologie

CCcv

Médecine Interne
Geénécologie-Obstétrique

Pédiatrie

Médecine Légale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Maxillo-Faciale
Biochimie-Chimie
Parasitologie

Pharmacie Clinique
Anatomie
Anesthésie-Réanimation
Radiothérapie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
O.R.L

Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Pédiatrique



Pr
Pr

. SABIR Maria
. SBAI IDRISSI Karim*

Aout 2015

Pr
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INTRODUCTION GENERALE




Chez les vertébrés, le pancréas est un organe glandulaire du systéeme digestif et
endocrinien, il est situé dans la cavité abdominale derriére I'estomac et produit plusieurs
hormones circulant dans le sang : I’insuline, le glucagon, la somatostatine et le polypeptide
pancréatique. Parmi ces hormones, I’insuline, joue un rdle vital dans I’organisme. Elle a, en
effet, pour réle de maintenir 1I’équilibre du taux de glucose dans le sang (glycémie).

La dysfonction insulinosécrétoire (défaut de sécrétion de I'insuline par rapport a la glycémie
observée) ainsi que l'insulinorésistance (défaut d'action de I'insuline sur ses cellules cibles)
hépatique et musculaire correspondent aux traits physiopathologiques principaux observés au
cours du diabete de type 2.

Le diabete de type 2 est une maladie chronique, insidieuse, plurifactorielle touchant toutes
les classes sociales, dont la prise en charge nécessite une collaboration multidisciplinaire. La
plupart des individus diagnostiqués avec ce trouble sont obéses, ce qui est considéré comme la
cause principale de ce type de diabete, cependant, la préedisposition génétique et le
vieillissement sont également responsables du développement de cette maladie. Le stress
oxydatif constitue également 1I’un des facteurs importants qui participe non seulement a
I’installation et la propagation du diabéte mais aussi a I’apparition de nombreuses complications
graves.

Plusieurs études scientifiques ont suggéré que la cause principale de l'apparition des
complications diabétiques est I'hyperglycémie postprandiale non contr6lée. L’une des
approches thérapeutiques pour contréler la glycémie postprandiale est I’inhibition de 1’a-
glucosidase intestinale (une enzyme nécessaire a la digestion des glucides) réduisant ainsi
’absorption intestinale du glucose.

Dans le marché pharmaceutique, il existe une seule classe de médicaments désignée
contre I’hyperglycémie postprandiale ; c’est la classe des inhibiteurs de 1’a-glucosidase
représentés par deux médicaments : I’acarbose et le miglitol. Ces médicaments induisent
cependant beaucoup d’effets secondaires tels que des flatulences abdominales, diarrhées et
troubles hépatiques.

Dans ce contexte, il est primordial de renforcer I'effort pour la recherche de nouvelles
thérapies plus efficaces, ayant a la fois des propriétés thérapeutiques spécifiques, un minimum

d'effets indésirables et ayant la capacité de réguler la glycémie postprandiale, qui joue un role



trés important dans le traitement du diabéte, et dans la prévention des complications chez les
patients diabétiques, et également dans la production de stress oxydatif.

Ainsi, I'étude de Il'activité antidiabétique et antioxydante de nouveaux composés de
pyridazinones constitue une cible thérapeutique nouvelle, particulierement intéressante. Les
pyridazinones sont, en effet, des molécules de synthéses possédant un large spectre d'activités
biologiques et pharmacologiques incluant des effets antioxydants. lls représentent donc un

champ d’expérimentation prometteur en raison de leurs vastes applications thérapeutiques.

Dans le présent travail, nous avons effectué des études chimiques, expérimentales et
enzymatiques de I’activité antihyperglycemiante et antioxydante in vitro d'une série de derivés
de pyridazinones a motif oxadiazole, synthétisée au Laboratoire de Chimie Thérapeutique a la
Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rabat. Finalement, nous avons testé la toxicité des
produits sur des souris avant de passer au test ex-vivo pour évaluer la tolérance du glucose par
voie orale (TTOG).

Le présent mémoire est subdivise en trois parties :

v' La premiere partie a été consacrée a une étude bibliographique sur les pyridazinones, le
stress oxydatif, le diabéte et la digestion enzymatiques des glucides.

v Dans la deuxiéme partie nous nous intéressons aux différents matériels et méthodes
expérimentales utilisés dans cette étude pour [1’évaluation de [Dactivité
antihyperglycémiante et antioxydante de nos produits in vitro et, ex vivo par 1’étude de la

toxicité aigué chez les souris.

v" Enfin, dans la troisiéme partie, nous exposons I’essentiel de nos résultats en terminant par

une conclusion et des perspectives.
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1. Definition
Les pyridazinones sont des molécules d’origine synthétique qui n'existent pas a I’état
naturel. Ce sont des composés organiques hétéroaromatiques caractérisés par une structure a

six chainons, et composees de quatre atomes de carbone, un atome d'oxygene et deux atomes

d'azote dans des positions adjacentes (Figure 1) [1].

.
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Figure 1 : Formule chimique de la pyridazin-3(2H)-one

La chimie des pyridazinones a ét¢ un domaine d'étude intéressant depuis longtemps. La
synthése de nouveaux dérivés pyridazinoniques et 1'examen de leurs structures chimiques et
leurs comportements biologiques ont acquis un grand intérét au cours des derni¢res décennies

pour des raisons médicinales et agricoles.

2. Activités pharmacologiques

Les pyridazin-3(2H)-ones synthétiques ont constitué un théeme de recherche important en
synthése organique, principalement pour leurs activités biologiques qui peuvent étre explorées
pour le traitement de diverses pathologies humaines. Les hétérocycles contenant le noyau
pyridazinonique sont connus pour leurs activités pharmacologiques diverses : analgésiques
antibactérienne, anticancéreuse, anticonvulsivante, antifongique, vasodilatatrice,  anti-
hypertensifs, anti-inflammatoires, inhibiteurs de I'agrégation plaquettaire et anti-tuberculeux
[2], c’est la raison pour laquelle plusieurs chercheurs s’intéressent a 1’étude de cette classe dans
le but de développer de nouveaux produits pharmacologiquement actifs. Dans cette partie nous
résumerons les travaux récemment réalises par les chercheurs concernant les propriétes

biologiques et /ou thérapeutiques de ces composes chimigques.



2.1. Activité analgésique

Plusieurs agents a activité analgésique, de structure pyridazinonique ont été synthétises par

différents chimistes :

- M. Asif et al.,, [2] ont synthétisé une série dérivée de pyridazinone afin d’évalué leur
activité analgésique en utilisant le modéle de plaque chauffante. Les composés 23, 24 et
25 ont présenté des activités analgésiques significatives par rapport au médicament de

référence, I'aspirine. (Molécules 23, 24 et 25, figure 2)

- C. Biancalani et al., ont développé une série de pyridazinone substituée par un groupement
arylpipérazinylalkyle et ont testé leur activité analgésique grace a un modele de nociception
aigué induite par des stimuli thermiques chez la souris. Les composé 26, 27 et 28 ont
montré une forte activité analgésique, 3 fois plus puissante que celle de la morphine.
(Molécules 26, 27 et 28, figure 2)

- M. Sukuroglu et al., ont testé I’activité analgésique in vivo d’une série dérivé de
pyridazinone en utilisant le test de contorsion induite par la p-benzoquinone. Les résultats
ont indiqué que les composés 29, 30 et 31 étaient équipotents a I'aspirine. (Molécules 29,
30 et 31, figure 2)
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Fiqure 2 : Dérivés de pyridazinones a activité analgésique




2.2. Activité antibactérienne

De nombreux agents a activité antibactérienne, a structure pyridazinonique ont été développés

par les chercheurs :

- Une série de pyridazinone a été préparée par G. Alang et al.. [4]. L'activité antibactérienne
des composés synthétisés a été réalisée contre S. aureus, S. epidermis, P. Aeruginosa et E.
coli. Les résultats ont montré que les composés 58a et 58b présentaient une excellente
activité contre E. coli et P. aeruginosa par rapport a lI'ampicilline. (Molécules 58a et 58b,

figure 3)

- M. Sukuroglu et al., ont synthétisé une série de dérivé 4,6-disubstitués-3(2H)-pyridazinone
et évalué leur activité antibactérienne. Les composés 59 et 60 ont révélé I'activité la plus
élevée contre E. faecalis a Gram positif par rapport a I'ampicilline et plus puissant que la

gentamycine. (Molécules 59 et 60, figure 3)

- EL-Hashash et al., ont développé une série de dérivé de pyridazinone et testé leur activité
antibactérienne. Le composé 61 contenant le fragment diazépine a montré une forte activité

contre E. Coli, P. aeruginosa, S. aureus et B. subtilis. (Molécule 61, figure 3)

- De plus, J. Lee et al., ont évalué I’activité antibactérienne d’une série dérivée de
pyridazinone, contre K. pneumonia et S. Enterica en utilisant I'ampicilline comme
médicaments standard. Le composé 62 a montré une activité antibactérienne modérée
contre S. Enterica et une bonne activité contre K. pneumonia, comparable a celle de

I’ampicilline. (Molécule 62, figure 3)
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Figure 3 : Dérivés de pyridazinones a activité antibactérienne

2.3. Activité anticancéreuse

N.A. El-Ghaffar et al. [2] ont synthétisé une série de pyridazinone substituée par un
groupement 2-phényl-1H-indolyl afin d’évalué leur activité anticancéreuse. Le composé
49 a présenté de puissant effet cytotoxique contre le carcinome du sein. (Molécule 49,
figure 4)

T.H Al-Tel et al., ont étudier une série dérivé de pyridazin-3(6H)-one. Les composés 50,
51, 52 et 53 ont montré une excellente activité antiproliférative contre la lignée cellulaire
du cancer du sein SK-BR-3 avec une puissance 30 fois supérieure a celle des autres lignées

cellulaires cancéreuses testées. (Molécules 50, 51, 52 et 53, figure 4)

De plus, P. Selvakumar et al., ont synthétisé une série de dérivé de pyridopyridazin-3(2H)-
one et evalué leur activité anticancéreuse contre le cancer du sein MCF-7. Le composeés
54, a présenté une activité significative. Les résultats SAR ont indiqué que le groupe
amidique dans la structure de la pyridopyridazin-3(2H)-one est essentiel pour l'activité

anticancéreuse. (Molécule 54, figure 4)



Un nouveau dérivé de pyridazinone portant une fraction benzenesulfonamide a été préparé
par |. Rathish et al. Le composé 55 a montré une activité remarquable contre plusieurs
lignées cellulaires cancéreuses, dont celle du cancer du sein et du poumon. (Molécule 55,
figure 4)

Aussi, S.H. Abbas et al., ont testé la cytotoxicité d’une serie de pyridazinone par lI'inhibition
des polymeéres de tubuline. Les composés 56 et 57 ont montrer une bonne activité
cytotoxique contre la lignée cellulaire cancéreuse Hep-G2 avec une IC50 comparable a

celle du Paclitaxel. (Molécules 56 et 57, figure 4)

Figure 4 : Dérivés de pyridazinones a activité anticancéreuse




2.4. Activité anticonvulsivante

Les dérivés de pyridazinones sont également doués d’activité anticonvulsivante :

M. Asif et al., [3] ont développé une série de pyridazinone. L'activité anticonvulsivante de
ces composés a éte évaluée en utilisant la méthode par électrochoc maximal (MES). Les
composés 72a,72b et 72c¢ ont présenté une activité anticonvulsivante significative contre
les crises induites par la MES chez des souris albinos apres administration de 50 mg/kg.
(Molécules 72a,72b et 72c, figure 5)

De plus, PS Banerjee et al., ont synthétisé une série de 6-aryl-2,3,4,5-tétrahydro-3-
pyridazinones substituées et de 6-aryl-2,3,4,5-tétrahydro-3-thiopyridazinones puis, les ont
évalués en tant qu'agents anticonvulsivants a l'aide d'un test de crise induite par MES. Le
composé 74 a montré une activité anticonvulsivante significative. (Molécule 74, figure 5)
S. Partap et al., ont étudié une série de nouveaux dérivés hybrides de benzimidazole
contenant des pyridazinones qui ont été évalués comme anticonvulsivants en utilisant la
méthode MES. Les composes 73, 75 et 76 ont montré une activité anticonvulsivante
significative en comparaison a la phénytoine. (Molécules 73, 75 et 76, figure 5)

De plus, A. Husain et al., ont synthétisé une série de pyridazinone et étudié leur effet en
tant qu'agents anticonvulsivants par Docking molecular. Les composés 77, 78,79 et 80 ont
révélés les scores d'amarrage les plus €élevés. Les chercheurs ont conclu que les produits
testés pouvaient potentialiser l'ouverture du canal de chlore médiée par le GABA.
(Molécules 77, 78,79 et 80, figure 5)

10



72a: R = CgHs N—NH
72b: R = O-OHCgH,, 73
72c: R = p-OCH3CgH5

Figure 5 : Dérivés de pyridazinones & activité anticonvulsivante

2.5. Activité antifongique

- XJ. Zou et al., [2] ont synthétisé une série de pyridazinone-oxadiazole et testé leur activité
fongicide. Le composé 63 a presenté la meilleure activité parmi la série étudiée. (Molécule
63, figure 6)

- De plus, certains nouveaux complexes métalliques de 5-benzoyl-4-hydroxy-2-méthyl-6-
phényl-2H-pyridazin-3-one ont été synthétisés par M. Sonmez et al., et évalués pour leur
activité antifongique contre C. albicans ATCC 27541 et C. tropicalis. Les composés 64 et
65 ont montré la plus forte activité antifongique avec une CMI de 0,005 et 0,01 pg/mL,
respectivement par rapport au fluconazole (0,005 ug/mL). (Molécules 64 et 65, figure 6)

11
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Figure 6 : Dérivés de pyridazinones a activité antifongique

2.6. Activité vasodilatatrice

- K. Abouzid et al., [2] ont développe trois séries de pyridazinones. L'activité vasodilatatrice
a été testée en isolant I'artére pulmonaire du lapin. Les composés 38 et 39 ont présenté une
activité vasodilatatrice puissante en comparaison a la milrinone utilisé comme médicament

de référence. (Molécules 38 et 39 figure 7)

- R. Bansal et al., ont synthétise une série de pyridazinone afin d’évaluer leur effet
vasodilatateur sur 1’aorte thoracique du rat. Le composé 40 a révélé une activité de
vasorelaxation supérieure a celle de I'nydralazine. L'étude SAR de ces composés a révélé
que la substitution du cycle pyridazinone par un fragment phényle en position 2, annulait

I'activité vasorelaxante. (Molécule 40, figure 7)
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Figure 7 : Dérivés de pyridazinones a activité vasodilatatrice
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2.7. Activité anti-hypertensive

Concernant I’activité anti-hypertensive, plusieurs travaux ont été faits :

M. Imran et al., [5] ont synthétisé quatre dérivés de pyridazinones et des études d'amarrage
moléculaire de ces composés ont été réalisées sur I'enzyme de conversion de lI'angiotensine
humaine (ECA). Les composés 32, 33 et 34 ont présenté les scores les plus élevés et ont
donc éte testés pour l'activité inhibitrice de I'ECA a I'aide du kit de test Dojindo ACE Kit-
WST ; ceux-ci ont révélé une activité prometteuse par rapport a celle du Lisinopril. A partir
de cette etude de recherche, les auteurs ont conclu que I'incorporation de groupes d'acides
aminés et carboxyliques dans la structure des dérivés de pyridazinones peut améliorer
I'activité inhibitrice de I'ECA. (Molécules 32, 33 et 34, figure 8)

Par ailleurs, R. Mishra et al., ont étudier une série dérivée de pyridazinone et ont évalué
leur activité antihypertensive en utilisant la méthode Tail Cuff. Cette étude a réveélé que les
composés 35, 36 et 37 réduisaient la pression artérielle moyenne de (41,84 ; 40,78 et
40,98%), respectivement, avec des résultats comparables aux médicaments standard,
propranolol et hydralazine (41,40 ; 40,85 et 41,76%), respectivement. (Molécules 35, 36
et 37, figure 8)
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Figure 8 : Dérivés de pyridazinones a activité anti-hypertensive
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2.8. Activité anti-inflammatoire

Les travaux de K. Abouzid et al. [2] sur les dérivés de pyridazinones en évaluant leur
potentiel anti-inflammatoire ont montrer que les composés 8 et 9 présentaient une activité

comparable a celle du diclofénac pris comme référence. (Molécules 8 et 9, figure 9)

De méme, D.S. Dogruer et al. ont testé une série de pyridazinone pour leurs propriétés anti-
inflammatoires et ulcérogenes ; les résultats ont indiqué, gréce a I’utilisation d’un test de
dépistage in vitro contre les cyclooxygénases COX-1 et COX-2, que les composés 10, 11,
12, 13, 14 et 15 présentaient une bonne activité avec trés peu d’effet indésirables gastro-
intestinal. (Molécules 10, 11, 12, 13, 14 et 15, figure 9)

Z.Ozdemir et al., & leurs tours, ont testé I'activité anti-inflammatoire en utilisant la méthode
de I'eedéme de la patte de rat induit par injection de carraghénane, les composés 16, 17, 18,
19, 20, et 21 ont montré une activité comparable a I'indométhacine utilisé comme
médicament standard (Molécules 16, 17, 18, 19, 20 et 21, figure 9)

C Barberot et al., ont synthétisé une série de pyridazinones et testés comme agents anti-
inflammatoires par réduction du niveau d'IL-8 et le composé 22 était le composé le plus
actif. (Molécule 22, figure 9)

14



— />: —N N cl

22 cl

Figure 9 : Dérivés de pyridazinones a activité anti-inflammatoire

15




2.9. Activité anti-plaquettaire

T. Costas et al., ont testé de nouveaux dérivés de pyridazinones 2,6-disubstitués et ont testé
leur effet antiplaguettaire. Le composé 41 a montré une activité antiplaquettaire

comparable a celle de I'aspirine. (Molécule 41, figure 10)

De plus, une série de pyridazinone a été synthétisée par S. Thota et al.. Tous les composés
testés ont présenté une activité inhibitrice significative de I'agrégation plaquettaire. Les
composés 42 et 43 se sont avérés plus puissants que l'aspirine. (Molécules 42 et 43,
figure 10)

Par ailleurs, E. Sotelo et al., ont étudié une série de 6-phényl-3(2H)-pyridazinones a effet
antiplaquettaire potentiel. Le composé 44 a montré la plus forte inhibition de I'agrégation
plaquettaire. (Molécule 44, figure 10)

De plus, R. Laguna et al. ont développé une série de pyridazinone substituée par un
groupement 6-aryl et ont évalués leur activité inhibitrice de lI'agrégation plaquettaire de
maniere dose-dépendante. Les composés 45 et 46 ont révélé une excellente activité avec
une puissance supérieure a celle du médicament standard, le sulfinpyrazone. (Molécules
45 et 46, figure 10)
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Figure 10 : Dérivés de pyridazinones a activité anti-plaquettaire
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2.10. Activité anti-tuberculeuse

- A. Husain et al., [2] ont synthétisé deux séries dérivées de pyridazinones et évalué leur
activité antituberculeuse contre la souche Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Les
résultats ont indiqué que les composés 66 et 67 présentaient une bonne activité
antituberculeuse. Les pyridazinones dérivées des 4-chloro-furanones se sont avérées plus
puissantes que celles dérivées des 4-méthylfuranones. La présence du groupe nitro en
position para du groupe benzyle comme le composé 68 a montré une activité

antituberculeuse accrue. (Molécules 66, 67 et 68, figure 11)

- Deplus, A.A. Siddiqui et al., ont testé une série de pyridazinone. L'activité antituberculeuse
des composés synthétisés a été réalisée en utilisant le test de sensibilité au bleu Alamar. Le
composé 69 est apparu comme un analogue hautement actif de la série contre M.
Tuberculosis H37Rv. Le composé 70 a montré I'activité la plus élevée avec une CMI de 5
pg/mL par rapport a l'isoniazide et a I'éthambutol (CMI = 0,2 et 1,0 pg/mL),

respectivement. (Molécules 69, 70, figure 11)

Figure 11 : Dérivés de pyridazinones a activité anti-tuberculeuse
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CHAPITRE Il : STRESS OXYDATIF
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1. Definition

Les reactions d’oxydation sont des réactions habituelles et indispensables au sein de nos
cellules, car elles contribuent au bon fonctionnement de leurs métabolismes. En effet, ces
réactions d’oxydation ont lieu lors de nombreux processus biologiques qui visent & maintenir
un équilibre ou a synthétiser des molécules indispensables [3]. Cependant, comme dans tout
phénomene important, un déréglement dans ces réactions d’oxydations peut créer un
dysfonctionnement au niveau des cellules, c’est-ce qu’on appelle un stress oxydant.

Le stress oxydatif, ou stress oxydant, peut étre défini comme étant un déséquilibre de la
balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants. 1l se développe lorsque les radicaux
libres, des molécules oxydantes, sont produits plus rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés
par I’organisme ce qui aboutit & des dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants
cellulaires : Les lipides avec altérations des membranes cellulaires, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et

de cancérisation [4].

2. Sources du stress oxydatif

La pollution, le tabagisme, 1’alcoolisme, la prise des contraceptifs, 1’exposition prolongée
au soleil ou a des radiations, la pratique du sport de haut niveau et I’inflammation chronique
sont des sources de production des ROS. Une alimentation pauvre en fruits et Iégumes ou se
trouve la majeure partie des antioxydants exogenes nécessaires (vitamines C et E, caroténoides,

polyphénols) favorise une baisse de la capacité antioxydante.’

3. Radicaux libres

Les radicaux libres, aussi appelés « espéces réactives de I'oxygéne » (EOR ou ROS en
anglais pour reactive oxyden species) lorsqu'ils impliquent un ou des atomes d’oxygene, sont
définis comme étant des molécules ou des atomes possédant un électron non apparié sur leur
couche périphérique, ce qui leur confére une grande réactivité [5]. Ces radicaux libres auront
toujours tendance a remplir leur orbitale en captant un électron. Ce sont, donc pour la plupart

d’entre-eux, de puissants oxydants. Dans la cellule, ils sont notamment générés au sein de la
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chaine respiratoire mitochondriale [6] et ils jouent un role essentiel dans certaines fonctions
biologiques telle la phagocytose, la régulation de la croissance cellulaire et la synthése
d'importants composés organiques. Toutefois, en concentrations élevées, les ERO deviennent
néfastes pour I’organisme et peuvent altérer le bon fonctionnement des cellules. Les atteintes
causées sont responsables d’un vieillissement cellulaire prématuré et pourraient étre associés a
certaines maladies tels que le diabéte, le cancer, les maladies neurodégénératives et
rhumatismales [7]. Une des principales fonctions déclenchées par le stress oxydatif est la mort

cellulaire programmée ou apoptose.

Les principaux radicaux libres rencontrés en biologie sont :
e Anion superoxyde O2°-
e Radical hydroxyle °OH
e Oxygene singulet 102
e Monoxyde d’azote NO°
e Peroxyde d’hydrogéne H202
e Nitroxyde NOO°
e Peroxynitrite  ONOOQO°
e Radical peroxy ROOQO°

4. Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules qui diminuent ou empéchent l'oxydation en
neutralisant les radicaux libres. Ils ont donc le pouvoir de diminuer les niveaux de stress
oxydatif et, par conséquent, les dommages oxydatifs responsables du vieillissement cellulaire

[8]. Ils peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine.
On en retrouve 2 types :

+ Les antioxydants endogenes, sous forme d'enzymes produites par l'organisme : On en
compte trois principales : la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion

peroxydase.
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+ Les antioxydants exogénes, fournis par I'alimentation : On retrouve entre autres le béta-
carotene (provitamine A), I'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E), le

lycopene et les polyphénol.

Les mécanismes d’action des antioxydants sont variables, incluant le captage de 1’oxygene, la
désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux ou de

peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition.

5. Activité antioxydante

L’activité antioxydante est considérée comme la capacité a piéger les radicaux libres, par

I’apport d’un atome d’hydrogeéne ou d’un électron et la stabilisation des espéces formées.

Une molécule antioxydante est une espece chimique réductrice a bas potentiel
d’oxydation, comportant des éléments tels que des hydrogénes phénoliques, des cycles
aromatiques et des liaisons multiples. Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer
I'activité antioxydante des aliments et les systemes biologiques. Parmi ces techniques, nous

citons :

- La méthode ABTS (2,2-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonate))

- La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants)

- La méthode du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

- La méthode ORAC (Capacité d’absorbance du radical de 1’oxygéne)

- La méthode DMPD (Balayage du radical cation N, N-diméthylphényléne- diamine)
- La méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux)

- La méthode TRAP (Paramétre du piégeage du radical total)

21



6. Diabete et stress oxydatif

De maniére générale, le diabéte implique des déréglements du métabolisme, or, la plupart
des voies métaboliques annexes activées dans la pathologie du diabéte sont accompagnées par
une surproduction d’espéces oxydantes hautement réactives, mises en cause dans I'apparition
des diverses complications microangiopathiques et macroangiopathiques [9], [10]. Il a
également été prouvé que I’hyperglycémie chronique du diabéte conduit a un stress oxydant
pouvant étre impliqué dans les atteintes tissulaires, ce qui représente un nouveau facteur de
risque pour les maladies cardiovasculaires au cours du DT2. [11]. Plusieurs mécanismes
semblent étre impliqués dans la génése de ce stress oxydant : auto-oxydation du glucose,
glycation des protéines, voie des polyols, surproduction de radical superoxyde au niveau de la
mitochondrie et de la NAD(P)H oxydase. Parallélement, le stockage d’un exces de glucose sous
forme de graisse est a I'origine de processus inflammatoires qui vont également augmenter la

production de radicaux libres.

Le stress oxydant est un dénominateur commun rencontré dans les multiples formes
d’insulinorésistance. Il a fait I’objet de beaucoup d’intérét ces derniéres années. Des études
suggerent que la production mitochondriale d’anions superoxyde pourrait constituer un
mécanisme central dans la physiopathologie de I’insulinorésistance. L’équilibre glycémique

joue donc un role tres important dans la balance pro-oxydants/anti-oxydants [12], [13].
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1. Définition

Le diabéte est une maladie caractérisée par une glycemie élevée de maniére chronique.

Cette hyperglycémie pathologique est la consequence de différents dysfonctionnements de

I'noméostat glycémique, soit par la déficience de sécrétion de I’insuline, soit par des anomalies

de I'action de l'insuline sur les tissus cibles, ou par 1’association des deux. On distingue ainsi

différents types de diabéte [14]. L’insuline est une hormone produite par le pancreéas,

indispensable a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut, le

taux de glucose augmente dans le sang, or I'organisme est tres sensible a ces variations : la

chronicité de I'hyperglycémie est responsable de complications a long terme touchant de

nombreux organes notamment les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux [8].

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le diabéte peut étre retenu dans quatre

situations différentes [15]:

+ Glycémie a jeun >1,26g/L (7 mmol/L) a deux reprises.

+ Glycémie > 2 g/L a n’importe quel moment de la journée (11,1 mmol/L) en présence de

symptdmes de diabéte : polyurie, polydipsie, polyphagie et perte de poids inexpliqués.

+ Glycémie deux heures apres ingestion de 75g de glucose a jeun (test d’hyperglycémie

provoquee par voie orale (HPGO)) > 2 g/L (11,1 mmol/L).

+ Une hémoglobine glyquée (HbAlc) > 6,5%.

Tableau 1 : Critéres diagnostiqgues du diabéte et valeurs de référence de la glycémie

normale

Lors de 2 dosages

Glycémie a jeun

Glycémie post-

successifs (8h de jeun) (2h gpr)?ggirilpas) HbAle
Normal 0,7-1,10¢g/L <1,40 g/L <5,6%

Prédiabete 1,10-1,25¢g/L entre 1,40 - 1,99 g/L | entre 5,7 et 6,4 %
Diabete >1,26. g/L >2g/L >6,5%
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2. Epidémiologie
2.1. Le diabéete dans le monde

On peut considérer, aujourd’hui, le diabéte sucré comme un véritable probléme de Santé
publique et on parle, de plus en plus, d’«épidémie de diabéte». En effet, sa croissance est liée
au vieillissement des populations et aux changements du mode de vie (réduction de I'activité
physique, alimentation de plus en plus riche en graisses saturées avec diminution de fibres),
source de prise de poids et d’obésité [16].

Selon la Fédération Internationale du Diabete (FID), 1I’épidémie mondiale du diabéte a
explosé pour toucher en 2012, 371 millions de personnes, soit 8,3 % de la population adulte. Si
cette tendance se poursuit, 550 millions de personnes environ, soit un adulte sur 10, seront
atteintes de diabéte d'ici a 2030, ce qui représente prés de 10 millions de nouveaux cas par an.
Notons de plus que la proportion de personnes atteintes du diabete mais non diagnostiquées est

estimée a pres de 50% soit environ 185 millions [17].

Cette « épidémie de diabéte » engendre des colts majeurs, humains et financiers, pour la

societe, du fait des complications liées au diabete.
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Figure 12 : Prévalence du diabéte de type 2. Données 2012 mondiales et répartition
par continent [18]

2.2. Le diabéte au Maroc

Au Maroc, la situation est particulierement préoccupante, selon 'OMS, le taux de

prévalence du diabéte dans la population adulte est de 12,4 %. Selon les statistiques du ministere

de la santé, environ 2 millions de Marocains agés de plus de 20 ans sont diabétiques, dont 50%

ignorent étre atteints de cette maladie. Le diabéte provoque plus de 24.000 décés, par an, au

Maroc.

Entre 2011 et 2015, le nombre de diabétiques est passé de 1,5 million a plus de 2 millions,

soit 25% de plus en 5 ans. 80% des cas de diabéte sont de type 2 [17], [19].

Selon les statistiques, le diabéte arrive a la premiére place dans le classement des maladies

a long terme [20]. Ce fléau pése énormément sur le budget de la santé au Maroc. A cet effet, le

ministére de la Sante mobilise une enveloppe budgétaire annuelle d’environ de 156 700 000
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dirhams pour l'achat d’insulines et d’antidiabétiques oraux et 15 millions de dirhams pour
I’acquisition du matériel médico-technique et des réactifs pour assurer le dépistage du diabete
et le suivi métabolique des diabétiques. Le Ministere de la Santé prend en charge au niveau des
établissements des soins de santé primaires plus de 823 000 diabétiques dont 60% sont des

ramédistes et plus de 350000 sont insulinotraités [21].

3. Classification du diabéte.

3.1. Diabéte type 1

Le diabéte de type 1 ou diabéte insulino-dépendant (DID) qui représente 5 a 10 % des cas
de diabéte, est caractérisé par une carence absolue ou quasi absolue de I’insulinosécrétion, liée
a la destruction auto-immune des cellules béta des Tlots de langerhans du pancréas, identifiées
a tort par les lymphocytes T comme étrangeres [22]. La carence profonde en insuline ne peut
alors étre traitée que par I'administration d’insuline exogéne. Ce type de diabete apparait
brutalement, le plus souvent chez I'enfant, I'adolescent et I'adulte jeune [23]. Les causes exactes
de l'apparition du diabéte de type 1 demeurent inconnues. Les chercheurs pensent qu’une
prédisposition génétique et certains facteurs lies a I'environnement contribuent au

développement de la maladie [24].

3.2. Diabéte type 2

Le diabéte de type 2 ou diabéte non insulino-dépendant (DNID) représente 90-95% des
cas de diabete et touche le plus souvent les adultes de plus de 50 ans, il est, toutefois, en
progression chez les sujets entre 30 et 50 ans [25]. Cette forme de diabéte se caractérise par une
perte progressive de la sensibilité a I’insuline (insulino-résistance), de certains tissus comme le
foie, les muscles ou les tissus adipeux, réduisant ainsi I’entrée du glucose dans ces organes.
Pour compenser cette perte, le pancréas va devoir sécréter plus d’insuline, on parle alors
d’hyper-insulinémie. Avec le temps, le pancréas va s'épuiser et les cellules béta-pancréatiques
ne vont plus pouvoir secréter suffisamment d’insuline [26], il y aura alors diminution de
I’insulinosécrétion pouvant conduire & une insulinopénie. Ce type de diabete est d'apparition

lente : il peut évoluer avec un degré d’hyperglycémie suffisant pour engendrer des atteintes
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organiques et fonctionnelles dans de nombreux tissus mais sans symptéme clinique et donc
sans diagnostic pendant plusieurs années. L'étiologie du diabete de type 2 n'est pas encore
clairement identifiée mais il semble exister des profils génétiques qui augmentent la
susceptibilité a la maladie dans un contexte favorisant.

Le principal facteur de risque de diabéte de type 2, clairement reconnu aujourd'hui, est
I'nygiéne de vie : une alimentation trop grasse et trop sucrée combinée a la sédentarité mene a

I’obésité, qui constitue en elle-méme un facteur majeur de risque de diabete [27]-[29].

Diabéte de type 1 Diabéte de type 2
Récepteur a insuline
Glucose Glucose
) 2 .
alimentaire Cellules cibles alimentaire
, l de l'insuline llots de
Ce.!ulesﬁ 4 Langerhans
des ilots de o _ intacts
Langerhans ) — ‘r
détruites S Musde - Diabéte
p commengant
> C ¢ '7 e — 4
P Foie 0o * e
o ==l
g > % -
J——rrr— 1 Tissu — O O
' ";‘II'. adlpeu' hin Diabére
résistance aggrave

Moins de glucose (insulinopénie)
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o >

® Insuline produite

Hyperglycémie « = Hyperglycémie

Figure 13 : Schéma résumé de la physiopathologie du diabéte de type 1 et 2 [25]

o Diabéte de type 1 : maladie auto-immune qui entraine la destruction des cellules 3 des
flots de Langerhans du pancréas par le systeme immunitaire du patient, il y a alors peu

ou pas d’insuline sécrétée ce qui entraine une hyperglycémie.

e Diabeéte de type 2 : se caractérise par une insulino-résistance de certains tissus (foie,
muscles, tissus adipeux), due a la diminution de la sensibilité des récepteurs a insuline.
Avec I’évolution de la maladie, il y aura diminution de I’insulinosécrétion par les

cellules p pouvant conduire a une insulinopénie.
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3.3. Autres types de diabéte

3.3.1. Le diabéte gestationnel

Selon POMS, le diabéte gestationnel est défini comme une intolérance au glucose de
sévérité variable apparue ou diagnostiquée pour la premiére fois pendant la grossesse, quelle
que soit son évolution dans le post-partum. Le diagnostic est généralement fait entre la 24 et
28°™ semaine d’aménorrhée (6°™ mois). La fréquence du diabéte gestationnel est trés variable
a travers le monde. Elle est estimée a 4 a 6% des grossesses. Les femmes atteintes de diabéte
gestationnel ont un risque accru de complications pendant la grossesse et a I’accouchement. Le
risque, pour la mére et I’enfant, d’avoir un diabéte de type 2, a un stade ultérieur de leur vie,

augmente également [16].
3.3.2. Le diabete de type MODY (Maturity-onset diabetes of the young)

Il s’agit d'un diabéte non insulinodépendant, de survenue précoce, habituellement avant
I'dge de 25 ans, familiale, avec une hérédité autosomique dominante a I'origine d’une anomalie
de la régulation de la sécrétion d’insuline.

Six sous-types de MODY ont été identifiés en fonction de la localisation des mutations
génétiques (MODY-1, 2, 3, 4, 5 et 6). Les Mody repréesentent environ 2% des diabétes sucrés,
avec une prédominance des MODY-2 et 3 [5].

4. Complications
4.1. Complications vasculaires a long terme

4.1.1. La rétinopathie diabétique

Tous les patients diabétiques sont a risques de développer une rétinopathie diabétique
(RD) qui dépend d’une part de la durée du diabéte et d'autre part du controle glycémique.
L'hypertension artérielle est un facteur aggravant [30].

La rétinopathie diabétique est une microangiopathie rétinienne qui se caractérise par des
Iésions des petits vaisseaux qui irriguent la rétine. C’est la premiere cause de malvoyance et de

cécité chez les diabétiques de moins de 50 ans. Le risque croit avec I’évolution du diabéte
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puisque plus de 75% des sujets présentent les symptomes apres deux décennies d’ancienneté
de diabéte [7]. Le mauvais controle de la glycémie amplifie la sévérité de cette complication.
Un examen ophtalmologique précoce deés la découverte du diabete, puis une surveillance
ophtalmologique réguliére tout au long de la vie du diabétique doivent permettre d'éviter

I'évolution vers des complications graves de la rétinopathie diabétique [31].

4.1.2. La néphropathie diabétique

La néphropathie diabétique est I’une des complications microangiopathique les plus
fréquentes et les plus redoutables du diabéte, qui fait craindre I'évolution vers une insuffisance
rénale chronique [32]. Elle peut toucher aussi bien le patient atteint d’un diabéte de type 1 que
de type 2, ou d’un autre type de diabete, aprés au moins 5 ans d’évolution.

La néphropathie diabétique typique est secondaire a une hyperglycémie chronique. Cette
hyperglycémie va altérer les capillaires du glomérule; c’est donc typiquement une
glomérulopathie [33] (avec une protéinurie majoritairement constituée d’albumine, une
hypertension artérielle et un déclin rapide de la filtration glomérulaire) [34].

Il est donc recommandé de débuter le dépistage de la néphropathie diabétique des le
moment du diagnostic en cas de diabéte de type 2, car environ 7% des patients présentent déja
une microalbuminurie en raison d’une période souvent cliniqguement silencieuse de plusieurs
années. Pour le diabéte de type 1, le dépistage doit débuter cing ans apres le diagnostic puis

annuellement [35].

4.1.3. La neuropathie diabétique

La neuropathie sensitive et la neuropathie douloureuse sont des polyneuropathies. Ce sont
les formes les plus fréquentes d’atteinte neurologique du diabéte. Leur incidence augmente avec
la durée du diabete, I'équilibre du diabéte, 1’age, et d’autres facteurs de risque. L’ excés prolongé
de sucre dans le sang finit par nuire au fonctionnement du systéme nerveux. La personne ressent
des picotements voire des douleurs ainsi qu’une perte de sensibilité, d’abord aux extrémités
(orteils et doigts), puis le long des membres. Cela touche prés d’un diabétique sur deux (selon
I’OMS). La neuropathie augmente la probabilité d’infection et empéche la cicatrisation des
plaies [36].
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On estime la prévalence de la polyneuropathie diabétique a 50% chez les diabétiques dont
la maladie évolue depuis plus de 20 ans, et également a 50% chez les diabétiques agés de plus
de 70 ans [37].

4.1.4. Pied diabétique

La survenue d’une plaie, d’une ulcération ou d’une destruction des tissus profonds du
pied est une complication redoutée par les patients diabétiques. Lourdes de conséquences,
celles-ci sont responsables d'une surmortalité. Elle ne concerne pas tous les patients diabétiques,
mais seuls ceux qui présentent une neuropathie péeriphérique des membres inférieurs liée a un
diabete mal contrélé. L examen clinique du pied doit étre a la fois programmé et systématique
chez tout sujet diabétique car mal traité ou néglige, le pied diabétique, peut conduire a

I'nospitalisation voire a I’imputation [38].

4.1.5. Les complications cardiovasculaires

La présence d’un diabéte multiplie par 2 a 3, aussi bien chez les femmes que chez les
hommes, la mortalité cardiovasculaire en raison des divers effets deléteres de I’hyperglycémie

sur plusieurs facteurs de risque de maladies cardiovasculaires [39] :

+ Dyslipidémie : une forte proportion de diabétiques présentent un profil lipidique associé
a une hausse du risque de maladies cardiovasculaires (taux élevés de cholestérol-LDL et
de triglycérides, faibles taux de cholestérol-HDL)

« Athérosclérose : I'excés de sucre et dinsuline favorise la formation de plaques,
essentiellement composée de lipides, sur la paroi des vaisseaux. Ce dép6t de graisse est
plus généralisé, plus grave et se développe plus rapidement chez les personnes

diabetiques par rapport aux non-diabétiques.

* Hypertension artérielle : I’hypertension est deux fois plus fréquente chez les personnes

atteintes de diabete.

Tous ces facteurs, combinés a une atteinte des petits vaisseaux sanguins (microangiopathie),

font en sorte que le diabéte de type 2 est associé a [23], [40], [41] :
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+ Une augmentation de 2 a 4 fois de I’incidence de maladies coronariennes
+ Une augmentation de 10 fois de I’incidence de maladies vasculaires périphériques

+ Une augmentation de 3 a 4 fois du risque de mortalité prématurée due a des événements
cardiovasculaires graves tels I’infarctus du myocarde (IM) ou encore des accidents

vasculaires cérébraux (AVC) [42].

4.2. Complications métaboliques aigués
4.2.1. L’hyperglycémie

Les hyperglycémies séveres sont des formes graves de décompensation aigués du diabéte
sucré. Elles font suite a une carence aigué en insuline ainsi qu’une augmentation des hormones
de la contre régulation (glucagon, cortisol, hormone de croissance, catécholamines) [20], [42]

En fonction de la profondeur de la carence insulinique, deux types d'hyperglycémies

séveres peuvent étre diagnostiqué :

- L’acidocétose correspond a la production par I’organisme de corps cétoniques
entrainant une élévation de I'acidité du sang, conséquence d'une concentration d'insuline trop
faible dans I’organisme, en cas de diabete mal compensé par le traitement. Elle s’observe en
particulier chez les personnes diabétiques de type 1[43]. En I'absence de prise en charge, le

risque est la survenue d'un coma acidocétosique mortelle.

- Le coma hyperosmolaire survient généralement chez les diabétiques de type 2 sans
traitement par insuline, d'un age avancé, qui n'ont pas conscience de leur diabéte ou dont le
traitement est négligé. Il est décrit comme l'association d'une forte déshydratation, d'une

hyperglycémie sans cétose accompagnée de troubles de la conscience [44].

Dans les deux cas, il s’agit de complications graves pouvant engager le pronostic vital des
patients (particuliérement dans le cas du coma hyperosmolaire) [11].
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4.2.2. L'hypoglycemie

L’hypoglycémie peut survenir chez tout patient diabétique (diabete de type 1, diabéte de
type 2 et diabete gestationnel) en cas de traitement par insuline ou par certains médicaments
hypoglycémiants (sulfamide hypoglycémiant ou glinide) lorsqu’ils diminuent la glycémie de
facon trop importante [46]. La plupart du temps, I'hypoglycémie n’est précédée d'aucun signal
d'alerte mais dans la moitié des cas, elle est précédée d’un ou plusieurs signes cliniques parmi
lesquels, des sueurs, des tremblements, des palpitations, une sensation de malaise [47].

Une hypoglycémie severe est une hypoglycémie nécessitant le recours & une tierce
personne pour le resucrage, soit une personne de I’entourage, soit une aide médicale (pompier,
médecin). Parfois, il peut se produire des hypoglycémies séveres pouvant entrainer des pertes
de connaissance. Le recours a des injections intraveineuses de glucose ou de glucagon sera alors

indispensable pour rétablir la glycémie.

5. Traitement du diabéte

Les traitements du diabéte sont de deux types, les non médicamenteux (traitement
hygiéno-diététiques) et les médicamenteux (antidiabétiques oraux et/ou insulinothérapie) et ce,
dans le but de rechercher un équilibre glycémique optimal avec un taux d’hémoglobine glyquée
(HbAlc) < 6,5 %.

5.1. Prise en charge du diabéte de type 1

Dans la mesure ou la carence de sécrétion d’insuline est la caractéristique essentielle du
diabete de type 1, I’insulinothérapie, nécessaire pour compenser l'insuffisance de production
du pancréas, constitue la seule option thérapeutique en association aux mesures hygiéno-
diététiques.

La dose quotidienne d'insuline dépend de nombreux facteurs : age, poids, puberté,
ancienneté du diabete, répartition des apports alimentaires au long de la journée, niveau

d'activité physique, habitudes de vie, autres maladies, etc [45].
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Les schémas thérapeutiques actuels jonglent avec les différents types d’insulines a
dispositions, ceux-ci dépendent essentiellement de leur rapidité de passage dans la circulation

sanguine ainsi que de leur durée d’action [32], [45], [47] :

> Les analogues rapides de I'insuline ou insulines ultra-rapides :

Les analogues se caractérisent par une durée d'action tres bréve avec un début d'action 15
minutes apres l'injection, un pic d'action 30 minutes apreés, avec une durée d'action de 4 a 5
heures. Elles se présentent sous forme de flacons et de cartouches pour stylos injecteurs, et de

stylos injecteurs préremplis jetables.

» Les insulines & action rapide :

Ce sont des insulines d'origine humaine qui récréent le pic postprandial. Elles
commencent a agir environ 20 minutes apres I'injection, elles atteignent leurs pics (efficacité
maximale) en 1 a 3 heures, et ont une durée d'action de 6h. Ils se présentent sous les mémes

formes que les analogues rapides de I’insuline.

> Les insulines d'action intermédiaires :

Sont également appelées insulines isophanes ou NPH (Neutre Protamine Hagedorn),
elles ont un début d'action dans les 90 minutes apres I’injection, elles atteignent leurs pics
environ 4h heures plus tard et dure environ 12 a 20 heures.

> Les insulines pré-mélangées :

Elles résultent d'un mélange en proportions variées d'insuline rapide (ou d'analogue
rapide) et d'insuline de durée d'action intermédiaire. Ces mélanges permettent d'obtenir une
action rapide (15 a 30 minutes) mais également, une action prolongée dans le temps (12 a 16

heures).

> Les analogues lents de I'insuline :

A action longue commencent a agir en 1 heures environ, mais elles n'atteignent pas de

pic et dure environ 24 heures, et dans certains cas elles peuvent durer plus longtemps que cela.
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5.2. Prise en charge du diabéte de type 2

La prise en charge initiale repose sur un traitement non médicamenteux associant des
mesures diététiques et une activité physique réguliére. Un antidiabétique oral est indiqué si
I’HbA 1¢ reste supérieur a 7% apres 4 a 6 mois de régime et d'activité physique réguliere.

Le choix des antidiabétiques oraux est orienté par les effets indésirables de chaque classe
et les risques associes en fonction du profil du patient [27]. L'objectif glycémique doit étre

individualisé en fonction du profil du patient.
On distingue plusieurs classes d’antidiabétiques oraux en fonction de leur mécanisme d'action:

» Les Biguanides : Elle lutte contre I’insulinorésistance en améliorant la sensibilité cellulaire
périphérique a l'insuline en facilitant I'entrée du glucose dans les cellules (foie, muscles..) en
vue de son utilisation. Elle réduit I'nyperglycémie sans induire d'accident hypoglycémique.
Elle permet également de diminuer la production hépatique du glucose en inhibant la
néoglucogenése et la glycogénolyse. Enfin, elle agit sur le métabolisme lipidique : elle réduit
le cholesteérol total, le LDL cholestérol et les triglycérides totaux. La metformine est la seule
substance de cette famille actuellement disponible. Elle est généralement prescrite comme
premier traitement chez les diabétiques de type 2.

» Les Sulfamides hypoglycémiants : ce sont des insulinosécréteurs : ils stimulent de facon
continue la sécrétion d'insuline par le pancréas, quel que soit le niveau de glycémie. lls

diminuent également la production hépatique de glucose en freinant la néoglucogenése.

» Les Glinides : Leur mécanisme d’action est proche de celui des sulfamides hypoglycémiants
en bloquant le canal potassique ATP-dépendant de la cellule béta, le répaglinide stimule la

sécrétion d’insuline par le pancréas, quel que soit le niveau de glycémie.

» Les Stimulants des incretines : Les incretines sont des hormones intestinales, sécrétées par
I’intestin lors des repas. Elles stimulent la sécrétion d’insuline et diminuent celle de
glucagon. Le Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1) fait partie de I’'une de ces incrétines. Pour

augmenter la disponibilité en GLP-1, deux classes de médicaments sont commercialisées :

e Lesanalogues du GLP-1 : ils reproduisent les effets du GLP-1. Ils sont administrés par

voie sous-cutanée (Injectables).
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e Lesgliptines ou inhibiteurs de la DPP-4 : elles empéchent la dégradation des incretines
(GLP-1) en inhibant I'enzyme responsable de leur dégradation : la dipeptidyl-peptidase-
4 ou DPP-4. Elles freinent également la sécrétion de glucagon, ralentit la vidange

gastrique et réduit la prise alimentaire. Elles sont administrées par voie orale.

» Les Inhibiteurs des alphaglucosidases : Ce sont des inhibiteurs compétitifs et réversibles
des alpha-glucosidases intestinales, enzymes de la bordure en brosse des entérocytes
hydrolysant les poly-, oligo- et disaccharides en monosaccharides absorbables (glucose,
fructose). Ainsi, son administration permet de diminuer I’absorption digestive des glucides
d'origine alimentaire et donc de réduire I'nyperglycémie postprandiale tout en limitant les

fluctuations glycémiques nycthémérales.

» Les inhibiteurs du SGLT2 : La dapagliflozine est le premier représentant d'une nouvelle
classe d'antidiabétiques, les gliflozines. Elle n’a pas d'action sur la sécrétion d'insuline. Son
action se situe au niveau rénal, elle inhibe le principal transporteur (SGLT2) chargé de la
réabsorption tubulaire du glucose vers la circulation et favorise ainsi son élimination dans
I’urine.

L’action des inhibiteurs de SGLT-2 ne dépend ni de la présence d’insuline, ni de la
sensibilité a I’insuline du tubule proximal. Cela permet d’envisager de traiter tous les
diabétiques, y compris les diabétiques de type 2 avec insulinorésistance significative, qui

constituent actuellement la population cible de cette nouvelle classe thérapeutique

Ces médicaments nécessitent que le pancréas conserve une certaine capacité sécrétoire
d’insuline. Ils ne s'adresseront donc qu’au traitement du diabéte de type 2 [26], [28], [48].

Dans certains cas, une insulinothérapie peut étre instaurée chez des patients ayant un diabéte de
type 2, soit parce qu'ils ont des contre-indications a 1’utilisation des anti-diabétiques oraux
(ex : IR sévere), soit parce que les traitements hypoglycémiants n’ont pas permis d'atteindre les

objectifs glycémiques.
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CHAPITRE IV : LES ENZYMES
DIGESTIVES ET LE DIABETE
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Notre étude expérimentale sur I’activité antihyperglycémiante a été réalisée sur deux
enzymes (I’a-glucosidase et 1’a-amylase). Pour cela, nous avons jugé utile de donner un apergu
sur ces deux enzymes et leurs roles dans la digestion des glucides et dans le contréle de la

glycémie postprandiale.

1. Les enzymes digestives et I’absorption des glucides dans la régulation de

la glycémie postprandiale

Les enzymes sont des protéines fabriquées par les étres vivants et destinées a provoquer
ou faciliter des réactions chimiques indispensables a la vie. 1l existe des dizaines de milliers
d’enzymes, chacune adaptée a une réaction chimique particuliére.

Dans le contexte de la digestion, les enzymes ont pour fonction de fractionner les
molécules complexes en éléments plus simples et plus facilement absorbables par le tube
digestif.

L’a-amylase et ’a-glucosidase sont des enzymes responsables de la dégradation des
glucides (hydrates de carbone) en plus petites unités de glucose, au niveau de l'intestin gréle.
Cette dégradation permet I'absorption du glucose, produit majeur de 1’ensemble des processus
digestifs, qui représente le substrat énergétique utilisé par la majorité des cellules de
I’organisme pour générer de 1’énergie ou pour synthétiser le glycogéne sous forme de réserve

glucidique [49].
1.1. Digestion des glucides

Les glucides sont I'un des trois macronutriments de l'alimentation humaine, avec les
protéines et les lipides. Ces molécules contiennent des atomes de carbone, d'hydrogéne et
d'oxygene. Les glucides jouent un rdéle important dans le corps humain, ils agissent comme
source d'énergie, aident a contréler le métabolisme de la glycémie et de I'insuline, participent
au métabolisme du cholestérol et des triglycérides et aident a la fermentation. Le tube digestif
commence a décomposer les glucides en glucose, qui est utilise pour I'énergie, lors de la
consommation. Les glucides apportés par I'alimentation comprennent : les amidons

(polysaccharides), les sucres (disaccharide et monosaccharide) et les fibres.
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La digestion des glucides est assez simple : Les monosaccharides s’absorbent directement
au niveau de I’intestin pour rejoindre la circulation sanguine. Par contre, les disaccharides
(saccharose, maltose, lactose) et les polysaccharides doivent subir une hydrolyse enzymatique
par I’a-glucosidase pour étre transformés en monosaccharides absorbables (glucose, galactose
et fructose), c’est uniquement sous cette forme qu’ils pourront étre absorbeés par les entérocytes.
Cette digestion des glucides est quasiment compléte des le jéjunum moyen en situation

physiologique [19].

Fiqure 14 : Structure de ’a-glucosidase

La figure 5 ci-dessus illustre la structure de /'‘a-glucosidase, déterminée a l'aide de

PDB (La base de données des protéines).

1.2. Digestion de I’amidon : les a—amylases salivaire et pancréatique

La digestion de I'amidon débute dans la bouche pendant la mastication grace a une
enzyme de la salive : I'amylase salivaire. Cette premiére décomposition de I'amidon est arréter
par l'acidité de I'estomac mais reprend dans le duodénum grace a l'action des amylases
pancréatiques.

L'action successive de ces amylases conduit a I'apparition d'un sucre simple, le maltose,
qui lui-méme sera hydrolysé en polymére de glucose et autres produits, c’est uniqguement sous

cette forme qu’ils pourront étre absorbés par I’intestin [50].
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Amylase

Acides ammes
catalytigues

Amidon

Figure 15 : Structure du complexe Amylase pancréatique humain (HPA) — Amidon [51]

La figure ci-dessus montre le site de liaison du ligand (Amidon) a la surface de I’HPA. Le
site 1 est situé dans la fente du site actif, et les sites 2 a 10 sont éloignés de cette région et
peuvent avoir le potentiel de lier des éléments de granules d’amidon.

2. Role de la digestion enzymatique des glucides dans la régulation de la
glycémie postprandiale.

La digestion enzymatique des glucides et leur absorption ultérieure par la mugueuse
intestinale interviennent dans la régulation de la glycémie postprandiale, correspond a la
période de 4 a 6 heures aprées un repas durant laquelle les glucides sont hydrolysés et absorbés
progressivement au niveau intestinal [52]. Cette fonction est prise en compte dans la stratégie
thérapeutique du diabete, par I'élaboration de recommandations nutritionnelles ainsi que dans
le mécanisme d'action des antidiabétiques oraux.

L’inhibition des enzymes digestives induit l'intolérance des carbohydrates, la satiété et la
perte de poids et prolonge le vide gastrique. Ils ont ainsi un potentiel thérapeutique pour le
traitement de l'obésité et du diabéte non insulinodépendant. Les niveaux de glucose des
diabétiques peuvent étre contrblés aprés les repas par I'administration d’'un inhibiteur de ces
enzymes telles que l'acarbose, un inhibiteur des a-glucosidases d'origine microbienne a base
d’azote, permettant de diminuer I'nyperglycémie postprandiale et de réduire le risque de

complications macrovasculaires chez les diabétiques.
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DEUXIEME PARTIE : PARTIE
EXPERIMENTALE :
ETUDE DE L’ACTIVITE
ANTIOXYDANTE ET
ANTIHYPERGLYCEMIANTE
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Cette partie vise a évaluer I'activité anti-hyperglycémiante et le pouvoir antioxydant in vitro
d’une série de sept molécules dérivées de pyridazinone a motif oxadiazole. Nous avons réalisé
tous les tests au niveau du Laboratoire de Pharmacologie et de Toxicologie sous I’encadrement

du professeur My. El Abbes FAOUZI.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la glycémie postprandiale. En effet, ce
dernier s'avére important puisque l'augmentation du taux de glucose aprés les repas est I'une
des principales raisons des problemes liés au diabéte. La recherche de nouveaux composés
dotés d’activités inhibitrices des alpha-glucosidases intestinales est une approche essentielle
pour le contréle de I'nyperglycémie postprandiale et des complications qu'elle entraine.

L'a-glucosidase est I’enzyme principale utilisée pour cette étude mais nous nous sommes
également intéressés a I’effet que peuvent présenter nos produits sur une autre enzyme digestive

: ’a-amylase.

Il faut mentionner que les études de I’activité inhibitrice de la série étudié sur les enzymes
a-glucosidase et a-amylase ont été réalisées au sein du laboratoire de Pharmacologie mais les

résultats de cette étude ne sont pas encore publiés.

1. Présentation et structure des composes etudiés

L’étude de I’activité antihyperglycémiante et antioxydante a été réalisée sur sept produits
dérivés du 2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)methyl)-6-methylpyridazin-3(2H)-one,
synthétisé au sein du laboratoire de Toxicologie de la faculté de Médecine et Pharmacie de
Rabat.

Pour faciliter la lecture de ce travail, les composés seront numérotés de la fagon suivante :

01, 02, O3,etc
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Produits dérivés du 2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)methyl)-6-methylpyridazin-
3(2H)- one

Produit 1

» 5-bénzyl-2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)méthyl)-6-méthylpyridazin-3(2H)-one

N N N/N
[ A AP
O
0]
01
Formule brute : C1sH14N4O2S
Masse molaire : 314,08
Produit 2

»  5-(4-méthylbénzyl)-2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)méthyl)-6-methylpyridazin-
3(2H)-one

| SN N
|
Me N\/MO%SH
Q)
02

Formule brute : C16H16N4O2S
Masse molaire : 328,10

43



Produit 3

» 5-(4-méthoxybenzyl)-2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)méthyl)-6-
méthylpyridazin-3(2H)-one

AN N N’N
A AL
MeO (0)
0)
03
Formule brute : C16H16N4O3S
Masse molaire : 344,09
Produit 4

» 5-(4-chlorobénzyl)-2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)méthyl)-6-méthylpyridazin-
3(2H)-one

Cl

SN NN
A

\/QO\>~SH
0

04

Formule brute : C1sH13CIN4O2S
Masse molaire : 348,04
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Produit 5

» 5-(2-chlorobénzyl)-2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)méthyl)-6-méthylpyridazin-
3(2H)-one

~N N N/N
A M s
Cl O
O
05
Formule brute : C1sH13CIN4O2S
Masse molaire : 348,04
Produit 6

» 5-(2,4-dichlorobénzyl)-2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)méthyl)-6-
méthylpyridazin-3(2H)-one

Cl
SN NN
(A
Cl 0
0
06

Formule brute : C1sH12CI12N4O2S
Masse molaire : 382,01
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Produit 7

»  5-(4-fluorobénzyl)-2-((5-mercapto-1,3,4-oxadiazol-2-yl)méthyl)-6-méthylpyridazin-
3(2H)-one

Y M
O
O7

Formule brute : CisH13FN4O2S
Masse molaire : 332,07

2. Etudes de I'activite antihyperglycemiante in vitro d’une série de dérivés

de pyridazinones

Le controle de I’hyperglycémie postprandiale est 1’une des stratégies importantes de la
prise en charge du diabéte sucré. Deux méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité
antihyperglycémiante et donc antidiabétique des dérivés de pyridazinone (pyridazinone-
oxadiazole), a savoir : le test enzymatique d’inhibition de 1’a-glucosidase et le test enzymatique

d’inhibition de I’a-amylase.

2.1. Test enzymatique d’inhibition de I’a-glucosidase

Tres largement répandues chez les procaryotes et les eucaryotes, les a-glucosidases sont
des enzymes clés de I’hydrolyse des hydrates de carbone. Elles agissent sur de nombreux
osides, dégradant les disaccharides, oligosaccharides et polysaccharides (glycogéne, amidon...)

pour liberer le glucose terminal de I’extrémité non réductrice des polymeres de glucides. Ces
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enzymes sont présentes sur les cellules tapissant I’intestin gréle, ce qui permet aux
monosaccharides libérés d’étre absorbés par [D’intestin. L'inhibition de ces systémes
enzymatiques réduit donc le taux de digestion des glucides [53].

Les inhibiteurs des alpha-glucosidases sont des saccharides agissant en tant qu'inhibiteurs
compétitifs par diminution de la dégradation des carbohydrates (oligo- et polysaccharides) en
monosaccharides absorbables.

Ils sont utilisés pour abaisser les taux de glucose sanguin postprandial entrainant ainsi
une amelioration des taux d'HbA1c chez les patients atteints de diabéte de type 2, ce qui réduit
le risque de complications macrovasculaires.

Les inhibiteurs des alpha-glucosidases peuvent étre utilisés en monothérapie, en
association avec un régime approprié pour le diabéte et de I'exercice physique, ou en association

avec d'autres médicaments antidiabétiques.

Principe

Cette méthode est basée sur I’inhibition de I’enzyme a-glucosidase qui est responsable
de I’hydrolyse du pNPG (4-Nitrophényl-a-D-glucopyranoside) en a-D-glucopyranose et en p-
Nitrophénol de couleur jaune, dont I’absorbance est mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre a

une longueur d’onde de 405 nm

CH,OH GH,OH
L 5 ——o0
OH a-Glucosidase OH ' HO :’ : NO,
OH 04@ NO, OH OH
OH OH
4-Nitrophenyl-a-D-glucopyranoside a-D-glucopyr anose p-Nitrophénol

Figure 16 : Réaction d'hydrolyse du pNPG par I’a-glucosidase
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Réactif

- Tampon phosphate (0,1M, pH =6,7)

- Enzyme : a-glucosidase (du Saccharomyces cerevisiae (E.C.3.2.1.20) [Sigma]), sous forme
lyophilisée, sa masse moléculaire est de 63 kDa, conservée a + 4°C

- DMSO (Diméthylsulfoxyde) : solvant polaire organique pour solubiliser les produits.

- Substrat : pNPG (4-Nitrophényl a-D-glucopyranoside)

- Carbonate de sodium (Na.COs) 0,1 M : solution utilisée pour arréter la réaction enzymatique.

Protocole expérimental

v Préparation de la solution Tampon : 1.74g de K;HPO4 + 1.3609g de H2KPO4 dans
100 ml d’eau distillée.

v' Préparation d’enzyme : 50uL d’a-glucosidase est solubilisé dans 8 mL de solution
tampon phosphate (0.1 M, pH 6,7).

v Préparation du substrat : 6 mg de pNPG dans 20 ml de solution tampon (pH = 6.7).

v Préparation de carbonate de sodium (Na2CQOg) : 1.06 g de carbonate de sodium est

solubilisé dans 100mL deau distillée.

Préparation des échantillons :

Nous avons travaillé avec une concentration initiale de 45 mmol/l d’échantillon. Chaque
produit a été dilué dans un volume de DMSO pour obtenir un volume final de 1ml.

L'activité inhibitrice de I'a-glucosidase des produits testés a été réalisée par le mélange
de 150uL d'échantillons (10uL Ech + 140uL de tampon) ajoutés & 100uL de tampon phosphate
0,1M (pH = 6,7) contenant la solution d’enzyme a-glucosidase (0,1U/mL), ensuite les tubes ont
été incubés a 37°C pendant 10 min. Apres la pré-incubation, 200uL de solution de 1mM de
pNPG dans un tampon phosphate 0,1M (pH = 6,7) ont été ajoutés. Les mélanges réactionnels

ont été incubés a 37 °C pendant 30 min. Aprés incubation, 1mL de Na2003 0,1M a été ajouté

dans chaque tube pour arréter la réaction.
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L activité enzymatique de nos échantillons de pyridazinones est quantifiée en mesurant
le p-nitrophénol libéré dans le milieu réactionnel, par spectrophotométrie a une longueur d’onde
de 405 nm.

L’ 'activité inhibitrice de I'a-glucosidase a été exprimée en pourcentage d'inhibition, et
les valeurs 1Cso (concentration d’inhibiteur nécessaire pour inhiber 50% de I’enzyme active)
ont été déterminées en umol/ml et obtenue a I’aide du logiciel GraphPad Prism 5.

L'acarbose est toujours utilisé comme témoin positif (Standard).

Calcul du pourcentage d’inhibition

o (Ac — Acb) — (As — Asb)
Inhibition(%) = 1o — Ach X 100

- Ac: absorbance du témoin (tampon et enzyme)
- Acb : absorbance du blanc témoin (tampon, sans enzyme)
- As: absorbance de I’échantillon (enzyme et inhibiteur)

- Asb : absorbance du blanc d’échantillon (pas d’enzyme)

2.2. Test enzymatique d’inhibition de I’a-amylase

L'amylase (ou alpha-amylase) est une enzyme digestive classée comme glycosidase ou
saccharidase, c'est-a-dire une enzyme qui hydrolyse les polysaccharides en unités plus petites
(glucose, maltose et dextrine).

La fonction principale de 'amylase est de participer a la digestion des glucides provenant
de la nourriture ingérée. Elle joue notamment un réle prépondérant dans la dégradation de
I'amidon, constitué de glucides.

Il existe 2 types d’enzyme alpha-amylase : 'amylase salivaire, produit par des sécrétions
exocrines des parotides (les glandes salivaires) et qui est présente dans la salive, et l'amylase

pancréatique, produit par le pancreas et qu’on retrouve dans le suc pancréatique.
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Le potentiel inhibiteur de l'a-amylase a été étudié en réagissant les différentes

concentrations des produits avec I'enzyme a-amylase et la solution d’amidon.

Principe

L-analyse du pouvoir inhibiteur d’a-amylase de nos produits a été réalisée in vitro, par
dosage colorimétrique basé sur la quantification du glucose libéré dans le milieu réactionnel.
Gréace aux propriétés réductrices du sucre, I'acide 3,5-dinitrosalycilique (DNS) qui joue le réle

d’oxydant est réduit en acide 3-amino-5-nitrosalycilique (figure 17) selon la réaction suivante :

OOH OOH

OH OH

NO; NH,
NO; NO, :

<

a-amylase

Acide 3,5 dinitrosalycilique + 6 H + 6 e* _ acide-3-amino-5-nitrosalycilique + 2 H,O

Figure 17 : Réduction du DNS par I’a-amylase

Réactif

- Solution tampon phosphate (0.02M pH= 6,9)

- Enzyme : a-amylase (a-amylase du pancréas humain (E.C.3.2.1.1))

- DMSO (Diméthylsulfoxyde) : solvant polaire organique utilisé pour solubiliser les produits
- Substrat : amidon

- Indicateur colorimétrique : DNS (Acide 3,5-dinitro salicylique)

- Hydroxyde de sodium

- Tartrate de sodium et de potassium.
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Protocole expérimental

v Préparation de Solution tampon (0,02M a pH =6,9) : 1,569 de NaH2PO4 H.0O +
1.41g de Na2HPO4 dans 500ml d’eau distillée.

v Préparation d’enzyme : 1ml d’enzyme dans 49 ml de tampon phosphate (0,02M a pH
6,9).
v Préparation du substrat : 1g d’amidon dans 100ml d’cau distillée (H20).

v Préparation de la Solution de DNS : 912mg de DNS + 1,6g de NaOH + 28,29 de
tartrate double de sodium et potassium sont solubilisés dans 100ml d'eau distillée.

Préparation des échantillons :

Nous avons travaillé avec une concentration initiale de 45mmol/l d’échantillon. Chaque
produit a été dilué dans un volume de DMSO pour obtenir un volume final de 1ml.

L'activité inhibitrice de 1’a-amylase des produits testés a été réalisée par le mélange de
250uL d'échantillons (10uL Ech + 240uL de tampon) ajoutés a 250uL de tampon phosphate de
sodium 0,02M (pH = 6,9) contenant la solution d’enzyme a-amylase (240 Ul/mL), ensuite les
tubes ont été incubés a 37°C pendant 20 min. Apres la pré-incubation, 250 uL de solution
d’amidon a 1% dans un tampon phosphate de sodium 0,02M (pH = 6,9) ont été ajoutés. Les
mélanges réactionnels ont été incubés a 37 °C pendant 15 min. Apres incubation, 1 mL d’acide
dinitro salicylique (DNS) a été ajouté dans chague tube puis on incube le mélange réactionnel
dans un bain d'eau bouillante pendant 10 min. Enfin, le mélange réactionnel est dilué en ajoutant
ImL d'eau distillée.

L'absorbance est mesurée a 540 nm au spectrophotometre.

L'acarbose a été utilisé comme témoin positif (standard).

Le DNS forme quantitativement avec le sucre, un complexe donnant une coloration rouge-
orangé proportionnelle a la concentration d'ose libérée par I'hydrolyse de I'amidon sous I'action
de ’a-amylase. L'activité inhibitrice des dérivés de pyridazinones sur 1’a-amylase s'exprime

donc par la diminution de la quantité de glucose libérée dans le milieu réactionnel.
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Lactivité inhibitrice de 1'a-amylase a été exprimée en pourcentage d'inhibition, et les valeurs
ICso ont été déterminées en umol/ml et obtenue a I’aide du logiciel GraphPad Prismb5.

3. Etudes de D’activité antioxydante in vitro d’une série de dérivées de

Pyridazinones

De nombreuses méthodes physicochimiques permettent d'évaluer I'activité antioxydante
d'un produit. La plupart de ces méthodes sont basées sur I’utilisation de systemes (espéces
chimiques) qui genérent des radicaux et qui sont mélangés a d’autres substances capables de
détecter ces mémes radicaux.

L’évaluation du pouvoir antioxydant a été réalisée en utilisant trois méthodes : celle du
piégeage du radical libre DPPH, celle de la réduction du fer FRAP, et celle du piégeage du
radical cationique par I’ABTS.

3.1. Mesure du pouvoir antioxydant par le test DPPH

Principe

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-pierylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violette
intense. Il possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Lorsqu’il est mélangé
avec une substance qui peut donner un hydrogéne (antioxydant), le DPPH (2,2-Diphényl-1-
pierylhydrazyl) se réduit en DPPHH (2,2 Diphényle-1-picryl-hydrazine) de couleur jaune.

La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la

coloration violette par spectrophotométrie a 517nm.
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Figure 18 : Réduction du radical DPPH

La capacité antioxydante est rapportée par rapport a un antioxydant de référence, 1’acide

ascorbique, qui correspond a I’analogue de la vitamine C.

Réactifs

- DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyle).
- DMSO (Diméthylsulfoxyde)

- Méthanol

- Acide Ascorbique

Mode opératoire

Une solution méthanolique de DPPH " a été préparée en dissolvant 3,9 mg de ce produit
dans 50 ml de méthanol, puis, a 50 pl d’extrait a une concentration donnée sont ajoutés 250 ul
de la solution de DPPH et 1,20 mL de méthanol.

Les extraits ainsi que la référence (acide ascorbique) sont testés a différentes
concentrations (250 - 125 - 62,5 - 31,25 - 15,62 - 7,81 uM) ; puis les absorbances ont été
mesurées a 517 nm apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité.

Trois essais ont eté effectués pour chaque concentration de produit testé.
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L'activite antioxydante liée a I'effet de piégeage du radical DPPH "est exprimée en

pourcentage d’inhibition (1%) a I’aide de la formule suivante :

1% = [(AsO - As1) / (As0)] x100

| % : pourcentage de 1’activité antiradicalaire.
AsO : absorbance du control négatif.
Asl : absorbance de 1’échantillon en présence de ’antioxydant a différentes concentrations.

La valeur IC50 (concentration de I’antioxydant nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux
libres) se détermine en mmol/L et est obtenue en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5.

3.2. Mesure du pouvoir réducteur par le test FRAP (Ferric reducing

antioxydant power)
Principe

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est un test direct et rapide, utilisé
pour déterminer I activité antioxydante des produits étudiés dans un milieu neutre. Elle est
basée sur la réduction de I'ion ferrique (Fe3+) présent dans le complexe ferrocyanure de
potassium, en ion ferreux (Fe2+) par un composé antioxydant qui a le pouvoir de céder des
électrons. La réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe3+) en
couleur bleu vert du fer ferreux (Fe2+), I'intensité de cette coloration est mesurée par
spectrophotométrie a 700 nm. Une augmentation de I’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des composes testés.

La meéthode est standardisée par rapport & I’acide ascorbique (standard).
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Figure 19 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
ferricyanide ferrique Fe(l11) et un antioxydant (AH)

Réactifs

- Solution tampon phosphate
Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s)
Acide trichloracétique (TCA)

Eau distillée

Trichlorure de fer (FeCls)
Méthanol

Acide ascorbique
Diméthylsulfoxyde (DMSO)

Mode opératoire

1ml de solution de méthanol, ainsi que chaque produit testé a ImM a été mélangé avec
2,5ml de tampon phosphate (K2HPO4 + HoKPO4, 0,2M, pH 6,6) et 2,5ml de ferricyanure de
potassium (Ks[Fe(CN)s]) a 1%. Le mélange a ensuite été incubé a 50°C pendant 20 min pour
réduire le ferricyanure Fe(CN)g> en ferrocyanure Fe(CN)s*. 2,5 ml d'acide trichloroacétique a
10% a été ajoutée au mélange pour arréter la réaction. Le mélange a ensuite été centrifugé a
3000 tr/min pendant 10 min. Enfin, un volume de 2,5ml du surnageant a été mélangé avec 2,5ml
d'eau distillée et 0,5ml de solution de FeClz (0,1%). Immédiatement apreés cela, I'absorbance a

été mesurée a 700 nm.

PS : des valeurs d'absorbance accrues indiquent un pouvoir réducteur plus élevé.
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3.3. Mesure du pouvoir antioxydant par le test ABTS

Principe

Le test de décoloration de I'ABTS est basé sur la capacité d'un antioxydant a réduire le
radical cationique ABTS®°+ (acide 2,2-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) de
coloration bleu-vert en le transformant en ABTS+ incolore (forme non radicalaire). Le radicale
préforme ABTS+ est généré en présence d’ion persulfate.

Le radical ABTS°+ se forme par arrachement d'un électron e- a un atome d'azote de
I'ABTS. En présence d'antioxydant donneur d’atome hydrogéne, le radicale d’azote concerné
piége un H+, conduisant & I'ABTS+, ce qui entraine la décoloration de la solution. Cette
décoloration du radical est mesurée par spectrophotométrie a 734 nm et elle est proportionnelle

a la concentration de I’antioxydant.

HyC 4

et Toiag st m S
Ilj((
\ N(’_,u\

C,Hs

ABTS radical (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ABTS
blue green color

Figure 20 : Réduction du radical ABTS°+ en ABTS+ apreés la réaction avec un
antioxydant

Une comparaison est faite avec un antioxydant de référence : 1’ Acide ascorbique

La décroissance de I'absorbance causée par 1I’antioxydant réflete la capacité de capture du

radical libre.

Réactifs

- ABTS (acide 2,2 -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)).
- Persulfate de potassium (K2S20s)
- Méthanol

- Acide ascorbique
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Mode opératoire

Une solution de cation radicalaire d’ABTS (ABTS®") a été préparée par la réaction entre
10 mI d'ABTS a 2 mM dans H20 et 100 pl de persulfate de potassium (K2S20g) a 70 mM a
température ambiante dans I'obscurité pendant 16 h. La solution ABTS°" a ensuite été diluée
avec du méthanol jusqu’a obtention d’une absorbance de 0,70 a 734 nm.

Les échantillons ont été préparés en triple en diluant 200 pl de composés dans 2 ml de
la solution ABTS°" diluée dans le méthanol et laissés réagir pendant 1 min. L'absorbance a

été enregistree par spectrophotometre a 734 nm.

4. Etude de la toxicité aigiie :

L’objectif principal de cette partie est de déterminer la toxicité aigie des derivés de
pyridazinones-oxadiazoles. Nous avons investigué la toxicité aiglie par voie orale, car c’est la
voie usuelle impliquée dans les conditions normales pour ’homme. Cette étude sera menée
conformément aux lignes directives de 1’Organisation de Coopération et de Développement
Economiques (OCDE) [52].

4.1. Produits testés

Les produits testés sont : O2 et O3 de la famille des pyridazin-3(2H)-ones, a une dose de 2g/kg.

4.2. Modéles d’animaux expérimentaux

Les souris suisses ont été utilisées tout au long de I'étude. Elles ont été élevées au niveau
de I’animalerie de la Faculté de médecine et de pharmacie de Rabat. Lors des expériences, tous
les animaux ont été maintenus dans une piece maintenue dans des conditions
environnementales controlées de 23 +1 °C et de 12 heures de cycle d'obscurité et ont librement
acces a de l'eau et a un régime alimentaire standard. Les animaux soumis a I'administration

orale de produits testés ont été mis a jeun 16h avant I’expérience (sans supprimer I’eau).
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4.3. Protocole expérimentale : Administration des composées a tester et

observation

Deux groupes de 3 souris femelles, pesant 20-25g, a été mis a jeun pendant la nuit et traité
par voie orale avec les composes a tester a la dose de 2g/kg, a raison de 1ml/100g de poids
corporel de souris. Les produits testés sont administrés a l'aide d’une sonde gastrique en une
dose unique, par gavage des animaux a jeun. Le groupe de souris témoin a recu uniquement de
I’eau distillé par voie orale.

Les animaux traités ont été observés individuellement, principalement pendant les
premiéres 30 minutes aprés I'administration de la substance, puis réguliérement pendant les

premieres 24 heures et quotidiennement pendant 14 jours.

Une fiche individuelle étant établie pour chaque animal, nous avons noté toutes les

observations, afin de détecter tous signes potentiels de toxicité aigué :

» Modifications de la peau, des poils, des yeux et des muqueuses,

» Moadification du comportement, augmentation ou diminution de I'activité motrice,

« Tremblement, convulsion, salivation, diarrhée, Iéthargie, sédation,

» Coma, taux de mortalité.

Le poids corporel de chaque souris a été enregistré avant I'administration de la substance

d’essai, puis, toutes les 24 heures, pendant 14 jours. Il est possible de calculer des évaluations

d'intervalle pour la DLso, plus I'intervalle est étroit et meilleure est I'évaluation de la DLso.

Figure 22 : Gavage par voie orale Figure 21 : Sonde gastrigue des souris
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5. Etude de la tolérance orale au glucose

Le test ex-vivo de tolérance orale au glucose (TTOG) ou Oral sucrose tolérance test
(OSTT) a été réalisé en administrant les différents produits a tester sur des souris normo-
glycémique. Le principe de ce test consiste a étudier I'effet de I’administration des substances
02 et O3 sur I’évolution de I'hyperglycémie post-prandial provoqué par I’administration

d’amidon.

Protocole expérimentale :

Pour cela, 20 souris femelles normoglycémiques de poids moyen 25-30 grammes, ont été

répartis en 4 groupes de 5 souris, mis a jeun 18 heures la veille et traité comme suit :

1 groupe recoit par gavage de I'eau distillée (ImL/kg), puis de I’amidon a 2g/kg (témoin négatif)
1 groupe recoit par gavage de 1’acarbose (10 mg/kg) puis de I’amidon a 2g/kg (témoin positif)
1 groupe recoit par gavage 50 mg/kg de produit O2, puis de I’amidon a 2g/kg (Essai 1)
1 groupe regoit par gavage 50 mg/kg de produit O3, puis de I’amidon a 2g/kg (Essai 2)

Le gavage a été effectué a I'aide d'une sonde gastro-cesophagienne.

La premiére glycémie (glycémie de base) a été faite juste aprés administration des différentes

substances (produits O2, O3, acarbose).

Les produits O2 et O3, ont été administrés par gavage juste avant I'administration de 1’amidon.
La glycémie a été successivement déterminée aux instants TO, T30, T60, T90 et T120. Tous les

animaux étaient maintenus a jeun durant toute 1’expérience.

La glycémie a été déterminée dans du sang capillaire. Une Iégere incision au bout distal de la
queue des souris permettait d'obtenir une goutte de sang qui était immédiatement déposée sur
la plage réactive d'une bandelette de type SD-Check et la lecture de la glycémie était

automatiqguement faite a lI'aide d'un glucométre de type SD-Check.

Les produits qui ont eu la propriété de baisser significativement I'hyperglycémie provoquée
chez les souris par I'administrant d’amidon, ont été sélectionnés pour I'évaluation des propriétés

hypoglycémiantes.
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Figure 23 : Déroulement du test de tolérance orale au glucose
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TROISIEME PARTIE : RESULTATSET
DISCUSSION
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1. Etudes de activité antihyperglycemiante in vitro d’une série de dérivées

de Pyridazinones

Les enzymes o-glucosidases et a-amylases sont essentiels pour digérer les
oligosaccharides en monosaccharides. Par conséquent, I’inhibition de ces enzymes peut
clairement réduire ’augmentation de la glycémie postprandiale, et donc, est une approche

efficace pour gérer le taux de glycémie dans le diabéte de type 2.

Les résultats de I’activité anti-hyperglycémiante des produits de synthése sont exprimés
en pourcentage d’inhibition d’enzymes étudiées selon la formule déja décrite dans la partie
Protocole expérimental. Les valeurs ICso de chaque produit expriment la concentration efficace
d’un inhibiteur, nécessaire pour la réduction de 50% d’une réaction enzymatique ou la liaison

est réduite de moitié.

Nous avons testé nos produits avec une concentration initiale de 45mmol/L, ensuite
nous avons diminué la concentration jusqu'a ce que le pourcentage d'inhibition de chaque

produit devienne inférieur a 50%.

1.1. Résultat du test enzymatique d'inhibition de I’a-glucosidase

Les résultats de 1’évaluation du pouvoir inhibiteur de I'a-glucosidase de nos sept produits

dérivés de pyridazinones sont présenté dans le tableau 2 et figure 24 page 63.

L’acarbose est pris comme référence (standard).

L'effet inhibiteur de 1'a-glucosidase est remarquable pour les molécules O2 et O6, et
particuliéerement pour le produit O3 qui présente une ICso de 22.06 + 0.24 pmol/ml

significativement plus puissante que celle de 1’acarbose (72.5 + 1.21). Les produits O1 et O4,
possedent de modestes taux d’inhibition de 1’a-glucosidase. Les produits O5 et O7 ne présentent

pas d’activité inhibitrice.
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Tableau 2 : Les valeurs 1Cso d’inhibition de I’a-glucosidase par les dérivés de pyridazinone-

oxadiazole.
Produits ICs0 a-glucosidase (umol/ml)
o1 104.4 £ 0.54
02 70.67 £1.02
03 22.06 +0.24
04 121.1+0.82
06 7420 +1.31
Acarbose 725+121
150 IC50
| = O1
E 100 = 02
‘_5 = 03
2 = 04
=3 50 == 05
== O5
"E‘I"P'” WP‘ | — ey
0 mm Standard
oSt PP D’kb@@
o

¥

Figure 24 : Effet inhibiteur des pyridazinones-oxadiazole sur l'a-glucosidase
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1.2. Résultat du test enzymatique d’inhibition de I’a-amylase

Pour le test in vitro d’inhibition de 1’a-amylase par nos produits dérivés de pyridazinones,
les résultats présentés dans le tableau 3 et la figure 25 montrent que les produits O1, 02, O4 et
O5 ont une activité inhibitrice moyenne, tandis que O3 et O7 ont un effet plus fort que celui du

standard avec une I1Csg de 99.93 + 1.71 et 93.12 + 3.10 respectivement, ce qui suggére une

meilleure activité. Le produit O6 est inactif.

Tableau 3 : Les valeurs IC50 d’inhibition de 'a-amylase par les dérivés de pyridazinone-

oxadiazole

Produits IC50 a-amylase (pmol/ml)

0O1 160.4 £ 2.17

02 119.8 £1.43

03 99.93+1.71

04 281.8 £ 3.02

05 1785+ 1.21

06 >500

o7 93.12 + 3.10
Acarbose 1156 +1.21
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Figure 25 : Effet inhibiteur des pyridazinone-oxadiazole sur l'a-amylase

2. Etudes de Dactivité antioxydante in vitro d’une série de dérivées de

Pyridazinones

Trois méthodes ont été utilisées pour évaluer la capacité antioxydante in vitro de chacun
de nos produits : il s’agit de la méthode du piégeage du radical libre DPPH, celle de la réduction

du fer FRAP, et celle du piégeage du radical cationique par I’ABTS.

2.1. Résultat de la mesure du pouvoir antioxydant par le test DPPH

Les résultats de I’évaluation de lactivité antioxydante de nos produits dérivés de
pyridazinones étudiés in vitro par le test DPPH sont exprimés en ICsg et présentés dans le
tableau 4 et la figure 26, page 66.
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Tableau 4 : Les résultats de ’activité antioxydante des composés avec le test DPPH (NA =

Non actif
Produits IC50 (DPPH)
o1 NA
02 111.7 +2.41
O3 148.3 + 0.82
04 NA
05 231.9 +2.72
06 67.78 + 1.06
o7 21.32 +0.30
Acide
+
Ascorbique 78.11£1.01
600 -

a1
02

03
od

IC50

a5
06
o7
Standard

Figure 26 : Capacité antioxydante des dérivés pyridazinoniques par le test DPPH
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Les résultats de I’activité antioxydante des produits évalués par la méthode DPPH
montrent que tous les produits sont dotés d’un pouvoir anti-radicalaire moyen a faible, di a des
valeurs I1Cso élevées sauf pour la molécule O6 qui possede une capacité antioxydante meilleure
que celle de I’acide ascorbique, considérée comme produit de référence, ainsi que pour la
molécule O7 qui possede I’activité antioxydante la plus puissante avec une ICso relativement

faible. Les molécules O1 et O4 ne présentent aucune activité.

2.2. Résultat de la mesure du pouvoir réducteur par le test FRAP (Ferric

reducing antioxydant power)

Dans le test FRAP, la réduction du complexe ferrique a sa forme colorée ferreux a permis
de mettre en évidence l'activité antioxydante appréciable des produits évalués. Les résultats de
I’évaluation de cette activité antioxydante sont exprimés en ICso et sont représentés dans le

tableau 5 et la figure 27.
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Tableau 5 : Les résultats de ’activité antioxydante des composés avec le test FRAP (NA=

Non actif
Produits IC50 (FRAP)
o 111.4+2.11
02 100.07 + 1.33
O3 70.51 + 3.12
04 NA
05 172.91 + 0.79
06 90.20 + 1.97
o7 61.53 + 0.67
Acide
+
Ascorbique 88.12 +1.01
200 — _ O
150 — —_ o3
- == 04
E 100 — — o5
50—
== Standard
o-
PR s Al o il e alis B s S S -3
b_‘b
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Figure 27 : Capacité antioxydante des dérivés pyridazinonigues par le test FRAP
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Les résultats obtenus a partir de cette étude montrent que tous les produits présentent un
pouvoir reducteur sauf pour la molécule O4 qui ne présente aucune activité. Les produits O1,
02, O5 et 06 possedent une capacité antioxydante moyenne par rapport aux autres produits
avec des valeurs ICso plus élevés que celles de l'acide ascorbique. Les produits O3 et O7

possedent une capacité antioxydante supérieure a celle de I'acide ascorbique.

2.3. Résultat de la mesure du pouvoir antioxydant par le test ABTS

L activité antioxydante des produits dérivés de pyridazinones étudiés in vitro a été
évaluée en utilisant la méthode ABTS. Les résultats sont présentés dans le tableau 6 et figure
28, page 70. Nous avons travaillé avec une concentration finale de Immol/L pour chaque
produit. La méthode ABTS utilise également 1’acide ascorbique comme produit de référence
(standard).

L’activité antioxydante des produits testés a été exprimée en ICso. Les résultats de ce test
montrent clairement que le composé O7 présente une activité trés intéressante, avec une ICso
(11.52 +0.10) meilleure que celle du standard. Les autres produits présentent une activité
inhibitrice moyenne par rapport au produit de référence. Le produit O1 ne présente aucune
activité. Par petite comparaison, on trouve que le produit O7 est 2 fois plus actif que 1’acide

ascorbique a une concentration de 1 mmol/L.
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Tableau 6 : Les résultats de ’activité antioxydante des composés avec le test ABTS
(NA= Non actif)

Produits IC50 (ABTS)
o1 NA
02 44.41 + 2.41
O3 99.76 + 0.82
04 143.7 + 251
05 48.46 + 2.72
06 114.08 + 1.06
o7 1152 +0.10
Acide
+
Ascorbique 22.49+1.01
200 - - o
= a2
150 — —_ o3
. 04
7, i
C 100 _ —
[ —— e
50 -
= 0/
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u 1 1 1
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Figure 28 : Capacité antioxydante des dérivé pyridazinoniques par le test ABTS
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3. Résultats de I’étude de la toxicité aigiie

Les résultats de cette étude ont été présentés par des courbes illustrant I'évolution du poids
corporel des souris des différents groupes traités par les produits O2 et O3 sur une période de
14 jours (figures 29 et 30), ainsi qu'une récapitulation des diverses observations relevées au

cours du test.

Produit O2
304
=
E l t_,___._-_-t—'—'—*'_‘_if
= —r—"""'h_"_—._._“‘_r -———"f._-_::_‘_:__ -
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Figure 29 : Evolution du poids des souris pendant 14 jours, aprés administration de
20/kg du produit O2 par voie orale

Produit O3
30—
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Figure 30 : Evolution du poids des souris pendant 14 jours, aprés administration de
20/kg du produit O3 par voie orale
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Les différentes figures présentées ci-dessus montrent 1’évolution du poids corporels des

animaux d’essais pendant une période de 14 jours d’observation.

Nous remarquons que I’administration des produits O2 et O3 a la dose 2g/kg par voie
orale (PO) n’ont pas montreé de variations significatives de poids corporels chez I’ensemble des

souris testées, durant toute la durée de ’essai.

De méme, nous n’avons pas enregistré de cas de déces, ni de signes potentiels de toxicité,
ni d’effets nocifs chez 1’ensemble des souris traitées. Aucun changement dans I'apparence
physique générale ou dans les comportements, aucun changement dans la motricité ni des
tremblements ou encore des convulsions, et aucune manifestation de salivation, diarrhée,

Iéthargie ou sédation.

Au regard de ces informations, nous pouvons dire que les composés O2 et O3 testés ne

sont pas toxiques a la dose de 2g/kg de poids corporel sur une période d’étude de 14 jours.
La toxicité peut étre appréciée entre autres par la détermination de la DL50.

La DL50 est la quantité d’un produit, administrée en une seule fois, qui cause la mort de
50 % d’un groupe d'animaux d'essai. La DL50 est une facon de mesurer le potentiel toxique a
court terme (toxicité aigue) d'un produit. Les données ont permis d’estimer que la DLsg est
supérieure a 2 g/kg, cette valeur a permis de classer les produits O2 et O3 dans la catégorie 5
du systeme de classification globalement harmonisé des substances chimiques caractéristiques

des substances a trés faible toxicité d’apres la guideline de I’OCDE.

4. Resultats du test de la tolérance orale au glucose

Les résultats de cette étude ont été présentés par des courbes illustrant I'évolution du
niveau de glycémie des souris des différents groupes testés en fonction du temps (figure 31).

Les souris ayant recu uniquement de l'eau distillée et de I’amidon (témoin négatif)
présentent une augmentation significative de la glycémie avec un pic a T=30 minutes avant de

redescendre progressivement vers la valeur normale a T=120 minutes.
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On remarque chez le témoin positif (ayant recu de 1’acarbose avant I'administration
d’amidon), une hyperglycémie modérée au debut, transitoire, qui diminue au fur et a mesure du
temps jusqu'a atteindre un niveau de glycemie plus faible que celle mesurée au début de
I’expérience. Nous pouvons donc dire que I'acarbose empéche la dégradation de I'amidon en
sucre (en bloquant I'enzyme alpha-glucosidase) ce qui contribue a baisser le taux de glycémie

apres lI'administration d’amidon.

En ce qui concerne les souris testées par nos extraits de pyridazinones, nous constatons
qu’une administration préalable des produits O2 et O3, avant le gavage a I’amidon, prévient de
facon significative l'apparition d’'un pic d’hyperglycémie franc, au bout de 30 minutes apres
administration d’amidon. De méme, pour les composés testés, les résultats montrent une
tendance vers une diminution du glucose sanguin avec le temps, en effet, a la dose de 50 mg/kg,
le produit O2 fait varier la glycémie de 1,4 a 1,2 g/l tandis que le produit O3, fait baisser la

glycémie d’une maniére plus importante : celle-ci passe de 1,3 4 0,6 g/l.

Par conséquent, seul le produit O3 sera sélectionné pour son effet hypoglycémiant

remarquable, a la dose de 50 mg/kg de poids corporel.

03
a— O2
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Figure 31 : Régulation de la glycémie au cours du test de tolérance au glucose par
voie orale chez des souris normales testées avec les composés O2 et O3.
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5. Discussion

L’évaluation pharmacologique des dérives de pyridazin-3(2H)-ones a permis de d’obtenir

des informations intéressantes sur leurs capacités pharmacologiques.

L’étude de Iactivité antidiabétiques de nos échantillons de pyridazinone in vitro, ont
montré que la plupart des produits possédent une activité antihyperglycémiante a des degrés
plus ou moins différents due a I’inhibition de I’a-amylase et I’a-glucosidase, qui jouent un role
prépondérant dans la réduction de la glycémie postprandiale.

Pour le test a-glucosidase, le produit O3 a montre une excellente activité inhibitrice par
rapport aux autres produits, et au standard.

Pour le test a-amylase, la plupart des produits ont montré une activité inhibitrice moyenne
sauf pour les produits O3 et O7 qui ont montré une trés bonne activité inhibitrice en
comparaison au produit de référence.

Par conséquent, d’apres I’analyse des résultats des deux tests d’inhibition des deux
enzymes, nous pouvons en conclure que le produit O3 possede 1’activité antihyperglycémiante

la plus forte, en comparaison au produit de référence qui est I’acarbose.

En ce qui concerne I’étude de I"activité antioxydante de nos échantillons de pyridazinone-
oxadiazole in vitro, les résultats des trois tests ont montré que le produit O7 est le plus actif de
la série avec une activité antioxydante trés puissante par rapport au produit de référence. Les
autres composés testés possedent, pour la plupart, un pouvoir antioxydant moyen.

Pour I’étude de la toxicité aiglie chez les souris, I’administration orale des produits O2 et
O3 a la dose de 2g/kg de poids corporel, n’a pas entrainé de signes cliniques de toxicité et n’a
révélé aucun changement physique, ni dans le comportement des animaux. Aucun cas de

mortalité n’a été constaté dans les différents lots de souris testées par les différents produits.
Enfin, le test de tolérance orale au glucose (TTOG) a montré que le produit O3 est doté
d’un effet hypoglycémiant important & la dose de 50 mg/kg de poids corporel sur des souris

normales.
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Le présent travail s’ inscrit dans le cadre de recherches menées au sein du Laboratoire de
pharmacologie et toxicologie de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rabat. Il a pour
objectif, la recherche de nouvelles substances médicamenteuses a propriété
antihyperglycémiante et antioxydante dans le cadre du traitement du diabete de type 2.

Les pyridazin-3(2H)-ones synthétiques constituent un théme de recherche intéressant en
synthése organique, en raison de leurs activités pharmacologiques diversifiées qui peuvent étre
explorées pour le traitement de divers états pathologiques humains.

Ce présent travail a permis de tester 1’activité antihyperglycémiante de sept produits de
pyridazinones a motif oxadiazole a travers 1’étude de leur pouvoir inhibiteur sur I’a-amylase et
I’a-glucosidase in vitro. On a ainsi montré que les produits O3 et O7 présentent une activité
inhibitrice tres importante vis-a-vis des deux enzymes, considérés comme les plus importantes
dans la digestion des glucides et par conséquence dans la régulation de la glycémie
postprandiale.

L>intérét de notre étude ne s’est pas seulement limité a son activité antidiabétique, mais
également a son effet antioxydant notamment pour lutter contre les complications
(néphropathie, neuropathie, rétinopathie) associées au diabete de type 2. Pour cet objectif, nous
avons soumis nos échantillons de pyridazinones a plusieurs tests, dont celui du DPPH, de
I’ABTS, et du FRAP. Ces tests ont pu témoigner des puissants effets antioxydants, que
possédent nos dérivés de pyridazinones, en particulier pour le produit O7.

Enfin, nous nous sommes intéresses a 1’étude de la toxicité aiglie chez les souris en
démontrant clairement I’innocuité de nos différents extraits de pyridazinones, ce qui a permis
de les classer dans la catégorie 5 du systéme de classification des substances chimiques de
I’OCDE caractérisant les substances faiblement toxiques.

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure que les pyridazin-3(2H)-ones synthétiques
sont dotés de pouvoir antidiabétique et antioxydant remarquable et intéressant ce qui tend vers
I"ouverture de nouvelles portes pour une utilisation thérapeutique rationnelle, et constitue une
base pour d-autres études in vivo afin de déterminer la toxicité chronique des produits étudiés,
ou encore, réaliser une étude antidiabétique in vivo sur des souris rendues diabétiques. Les
travaux menés dans cette thése peuvent étre également poursuivis par la réalisation de la

méthode Docking utilisé dans le domaine de la modélisation moléculaire.
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RESUME

Titre : Screening pharmacologique de l'activité antihyperglycémique et antioxydante d’une
série de pyridazinone
Auteur : Bourdier Sophie Ghislaine

Mots clés : Pyridazin-3(2H)-ones, activité antihyperglycémiante, activité antioxydante,
hyperglycémie, stress oxydant, diabéte.

Le diabéte sucré est considéré comme une maladie chronique en large propagation dont la
prise en charge nécessite une collaboration multidisciplinaire. La communauté scientifique est
en travail continue pour la recherche de nouvelles thérapies, ayant des propriétés
thérapeutiques spécifiques, avec un minimum d'effets indésirables.

L'approche de cette étude consiste a diminuer la glycémie postprandiale en réduisant

I'absorption du glucose gastro-intestinal par I'inhibition des enzymes digérant les hydrates de
carbone. Cette inhibition consiste a limiter les effets néfastes de I’hyperglycémie postprandiale
et du stress oxydant, qui constitue un facteur important a I’installation et la propagation du
diabete du type 2, mais également a I’apparition de nombreuses complications graves. De ce
fait, nous avons effectué, dans ce travail, des études expérimentales et enzymatiques de
I’activité antidiabétique et antioxydante, d’une série de sept produits dérivés de pyridazinones.
Ces molécules représentent un champ d’expérimentation prometteur pour de nouvelles

solutions en raison de leurs larges spectres d'activités pharmacologiques.

Ce travail comporte trois parties :

La premiere partie a été consacrée a une étude bibliographique sur les pyridazinones, le
stress oxydatif, le diabéte et la digestion enzymatiques des glucides.

La deuxiéme partie présente une étude expérimentale de I’activité antihyperglycémiante de
nos produits, basé sur les tests enzymatiques d’inhibition de I’a-glucosidase et de I’a-amylase
impliquées dans le contrdle de I’hyperglycémie postprandiale, ainsi qu’une étude de I’activité
antioxydante basée sur trois méthodes : DPPH, ABTS, et FRAP.

Ces tests ont pu témoigner, dans la troisieme partie qui concerne les resultats, des puissants
effets antidiabétique et antioxydants, que possedent la plupart de nos dérivés de pyridazinones.

Nous nous sommes enfin intéressés a I’étude, ex vivo, de la toxicité aigle et de la tolérance
orale au glucose chez les souris en demontrant clairement I’innocuité de nos différents extraits

de pyridazinones.
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SUMMARY

Title : Pharmacological screening of the antioxidant and antihyperglycemic activity of a
series of pyridazinone

Author : Bourdier Sophie Ghislaine

Keywords : Pyridazin-3(2H)-ones, anti-diabetic activity, antioxidant activity, hyperglycemia,
oxidative stress, diabetes.

Diabetes mellitus is considered as being a widespread chronic disease whose management
requires multidisciplinary collaboration. The scientific community is constantly working to find
new therapies, having specific therapeutic properties, with a minimum of side effects.

The approach of this study is to decrease postprandial glycaemia by reducing gastrointestinal
glucose absorption while inhibiting carbohydrate-digesting enzymes. The main objective of this
inhibition consists of limiting the harmful effects of postprandial hyperglycemia and oxidative
stress that constitutes an important factor, not only in the installation and the spread of type 2
diabetes, but also in the appearance of many serious complications. Thereby, we have carried out,
in this thesis, experimental and enzymatic studies of the antidiabetic and antioxidant activity, of a
series of seven products derived from pyridazinones. These molecules represent a promising field

of experimentation for new solutions due to their broad spectrum of pharmacological activities.
This work is divided into three main parts :

The first part is devoted to a bibliographic study on pyridazinones, oxidative stress, diabetes and
the enzymatic digestion of carbohydrates.

As for the second part, it presents an experimental study of the antihyperglycemic activity of our
products, based on enzymatic tests of inhibition of a-glucosidase and a-amylase involved in the
control of postprandial hyperglycemia, as well as a study of antioxidant activity based on three
methods: DPPH, ABTS, and FRAP.

These tests were able to testify, in the third part that deals with the results, the powerful
antidiabetic and antioxidant effects possessed by most of our pyridazinone derivatives.

Finally, we were interested in the study, ex vivo, of an acute toxicity and oral glucose tolerance

in mice, clearly demonstrating the safety of our various pyridazinone extracts.
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