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1. CARACTERISATION DES SULFAMIDES HYPOGLYCEMIANTS

Du fait de I'impossibilit¢ de réaliser la synthése des sulfamides hypoglycémiants
choisis, nous avons procédé a ’extraction des principes actifs a partir de formulations

médicamenteuses commercialisées.
Les sulfamides hypoglycémiants choisis (Figure 1.1) sont :

v la 1-[(4-{2-[(5-chloro-2-méthoxybenzoyl) amino] éthyl} phényl) sulfonyl]-
3-cyclohexylurée (glibenclamide, 1S))
v' La 1-[{4-]2-(3-éthyl-4-méthyl-2-ox0-3-pyrroline- 1 carboxamido) éthyl]
phényl} sulfonyl]-3-(trans-4-méthyleyclohexyl) urée (glimépiride, 2S)
v" La 1- (3, 3a, 4, 5, 6, 6a-Hexahydro-1H-cyclopenta|c]pyrrol-2-yl) -3- (4-
methylphenyl) sulfonylurée (gliclazide, 38).

Les préparations pharmaceutiques GLIBIL 5, IRIS et DIAPHAG contenant 5x100,
3x30 et 80x60 mg/boite de glibenclamide, glimépiride et gliclazide, respectivement, ont €t€

achetées de pharmacies locales.

Ces composés ont été isolés sous forme de cristaux blancs a jaunatres. Ils sont

caractérisés par leurs rapports frontaux (Rf), leurs points de fusion (Pf) et leurs spectres IR.
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Figure 1.1.  Structure des sulfamides hypoglycéminats étudies

v' Chromatographie sur couche mince (CCM)

On peut réaliser une CCM pour vérifier la pureté d’un produit et/ou I"identifier. Parce

que le rapport frontal d’un composé dans un ¢luant donné est une grandeur caractéristique.

Les sulfamides isolés sont visibles sous UV et sont révélées a la ninhydrine. L’¢luant

employé est le dichlorométhane.
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Figure 1.2. Plaque CCM

Le tableau. 1.1 regroupe les différentes valeurs des Rf des produits isolés. Ces résultats
reflétent la plus ou moins grande affinit¢ de chaque constituant pour la phase sutionnang

(plaque de silice) et la phase mobile (€luant).

Tableau 1.1. Valeurs des Rf des sulfamides hypoglycémiants étudiés

Composé Rf (¥)

= 058
[Ca3HasCIN3O58]
490,62 p/mol
75 0.61
[C24H34N405S]

494 g/mol

5% 083

[C15H21N3058]
323.41 g/mol
(*) éluant Dichlorométhane

v' Point de fusion (Pf)

La phase cristalline d’une substance passe a I'¢tat liquide au point de fusion, qui est

une propriéte caractéristique.

e E—
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Le point de fusion est utilisé dans le controle de la qualité pour I’identification et la

vérification de la pureté des substances les plus diverses [1].

Le tableau. 1.2 regroupe les différentes valeurs des Pf des produits isolés. Les points de

fusion déterminés se trouvent en parfait accord avec les données tirées de la littérature.

Tableau 1.2. Valeurs des Pf des sulfamides hypoglycémiants étudiés

Composé Pf(°C)
18 - 170
28 198
38 165

V' Spectres IR

L’IR est I’'une des méthodes les plus répandues utilisées pour la caractérisation des

différents composes.

Le tableau.1.3 regroupe les différentes caractéristiques spectrales des produits isolés.
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Tableau 1.3. Caractéristiques spectrales des sulfamides hypoglycémiants étudiés

Composé IR (KBr, v en cm™)
NH C=0 NH
1S 3369,3316 1716 1340,1160
28 3370,3289 1708 1364,1154
38 3273 1710 1348,1165

18=1-[(4-{2-[(5-chloro-2-méthoxybenzoyl)amino]éthyl} phényl)sulfonyl]-3-cyclohexylurée
(glibenclamide)
28=1-[{p-[2-(3-¢éthyl-4-méthyl-2-0x0-3-pyrroline-1-carboxamido)éthyl]phényl} sulfonyl]-
3-(trans-4-méthylcyclohexyl)urée (glimépiride)
3S=1-(Hexahydrocyclopenta(c)pyrrol-2(1H)-yl)-3-(p-tolylsulfonyl)urée (gliclazide)

L’étude des spectres IR et leur comparaison avec ceux issues de la littérature ont
apport¢ une preuve supplémentaire, et ont par la suite confirmé I'identité des structures

obtenues.
2. CARACTERISATION DES COMPLEXES D’INCLUSION

T.a formation d’un complexe d’inclusion entre une f§-CD et une molécule invitée peut
étre vérifiée a ’aide de différentes méthodes d’analyse. Ces techniques ont des approches

qualitatives et/ou quantitatives.

Nous avons procédé pour la caractérisation et la confirmation de la formation des
complexes d’inclusion & I’utilisation de la CCM, des points de fusion et de la spectroscopie
IR. Notre démarche consistait & comparer les différents résultats obtcnus pour conclure a la

bonne formation des complexes.
v" Chromatographie sur couche mince (CCM)

Le tableau 1.4 regroupe les différentes valeurs des Rf calculés des complexes préparés.

La différence entre les valeurs indique clairement qu’il s’agit de composés différents.
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Tableau 1.4. Valeurs des Rf des complexes prépares

Com nogd R (%)
1C " 0.45
2760.62 g/mol
2C 0.48
2764 g/mol
3C 0.44

259341 g/mol

1C=Complexe glibenclamide-B-CD
2C=Complexe glimépiride-p-CD
3C=Compiexe gliciazide-p-CD

(*) Eluant isopropanol/ammoniaque (1/1)
V' Pownt de fusion (Ff)

Les complexes sulfamides hypoglycémiants-B-CD sont des solides a points de fusion

élevés, généralement compris entre ceux des suifamides libres et de ia B-CD (280°C). Le

tableau 1.5 regroupe les différentes valeurs mesurées.

En comparant ies valeurs des points de fusion de ta B-cyciodexirine et des suifamides

hypoglyeémiants libres avee ceux de leurs complexes correspondants, on constate qu’ils sont

totalement différents, ce qui suppose que I'inclusion ait eu lieu.
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Compeosé PI(°C)
1C 250
2C 260
3C 270

1C=Complexe glibenclamide-B-CD
2C=Complexe glimépiride-B-CD
3C=Complexe gliclazide-B-CD

v Spectres IR

Les spectres des sulfutnides Liypuglycliniants libres ot do la B CD gont comparés A

ceux obtenus avec les complexes prépares.

L’étude par IR a été réalisée pour voir si I'interaction entre les trois sulfamides ct les

B-CD a donné lieu a la formation de complexes d’inclusion.

Les spectres IR (Figures 1.3, 1.4 et 1.5) compares de chaque sulfamide, de la f-CD et

du complexe S-CD montrent des différences remarquables.

7
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Figure 1.3.  Spectres [R du 18, de la B-CD et du 1C
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Figure 1.5.  Spectres IR du 3S. de la B-CD et du 3C

La spectroscopie infrarouge mesure |'excitation vibrationnelle des atomes autours des
liaisons qui les unissent suite a ’exposition a des radiations électromagnétiques. La position
des bandes d’absorption dépend de la nature des groupes fonctionnels qui sont présents dans
unc molécule. Cette méthode d’analvse permet d’étudier I'arrangement des atomes et les

distances interatomiques.

Les spectres obtenus montrent une superposition des spectres de chacun des
constituants si on étudie leur mélange physique, en revanche les spectres des complexes

présentent généralement un léger déplacement des pics. Ces modifications discrétes indiquent

qu’il n’y a pas de liaisons chimiques fortes (type liaison covalente) entre les composés, mais
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seulement une interaction: différence de géométrie dans la molécule invitée, dissociation de
liaisons hydrogenes intermoléculaires dans cette méme molécule, ou encore établissement de
liaisons hydrogénes de faible énergie entre les deux composes. Chaque bande du spectre
caractérise un groupe fonctionnel de la molécule, et leur déplacement permet de désigner
quelle partie de la molécule invitée interagit avec la CD [21. L analyse par spectrométrie
infrarouge a permis, de par 1’absence de superposition des bandes caractéristiques de 1"hote et
de I'invité, de déterminer les bandes d’absorption spécifiques a chaque sulfamide. Les
principales bandes caractéristiques de chaque sulfamide se trouvent également dans les
spectres des complexes quoique avec un léger décalage en plus d’un changement de
lintensité. Il n'y a aucunes nouvelles bandes observées dans les spectres, ce qui confirme
qu’aucunes nouvelles liaisons chimiques n’ont été formees entre les sulfamides et les CD.
Ceci est généralement le résultat de 'interaction entre la molécule invitée et la CD hote et

vor !’Afnk!iﬂspmanf An liaicnanc nan ecovelaniac
7 1 STGCiISSCHICTIL UT GioUilo uvit vuvyaiviiivs

structurale des sulfamides hypoglycémiants, glibenclamide, glimepiride et gliclazide, de la -
cyclodextrine et de leurs complexes potentiels se révele etre indispensable pour la
compréhension du mécanisme de complexation. Les caractéristiques physico-chimiques et
spectrales des sulfamides hypoglycémiants et de leurs complexes d’inclusion a I’état solide

(Rf, Pf et IR) nous ont permis d’élucider les structures propres des composés caractérisés et

de conclure & la bonne formation des complexesd inclusion.
/—/—/—4—
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CHAPITRE 2.

MESURE DE L’HYDROSOLUBILITE

L organisme humain est assimilé @ plusieurs compartiments aqueux
séparés entre eux par des membranes cellulaires lipidiques qu'un
médicament doit traverser pour passer d’un compartiment a un aufre.
L hydrosolubilit¢ d’un médicament est un facteur important en ce qui
concerne son efficacité. En effet pour pouvoir étre actif au niveau des
cellules, un médicament doit dans un premier temps étre véhiculé jusqu’a
ces dernieres. Cela ne pourra étre fait que s’il posséde une hydroslubilite

suffisante. Nous décrivons dans ce chapitre [’ensemble des résultats et

discussion des travaux de mesure de ['hydrosolubilité des sulfamides

hypoglycémiants et de ieurs compiexes prepares.
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A lorigine, le terme "diabéte" désignait diverses maladies caractérisées par une

élimination importante d’urineg, 1

ne déshvdratation et une soif intense [11. Cette pathologie
se distinguait par la saveur sucrée des urines et fut nommée diabéte sucré [2,3]. Elle est
répandue dans le monde ou on dénombre 5 a 7% de la population mondiale [3] et I"on estime

que plus de 5 millions d’Algériens souffrent de cette maladie [4].

Le diabéte sucré est un groupe de maladies metaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique résultant d’un défaut de la sécrétion de I"insuline et/ou de I'action
de cette hormone [1,2]. La maladie provoque de graves complications tardives, qui viendront
altérer la vue, le systéme rénal, le systéme nerveux et la circulation sanguine. Essentiellement,
I’appellation diabéte sucré coiffe deux formes de la maladie: le diabéte de type 1 et le diabete
de type 2. Le diabéte de type 2, la forme la plus fréquente, affecte environ 90% des

Al —aaa s T
UiduTLguics |

Au niveau des sociétés industrielles, les recherches et les tentatives en

pharmacothérapie ont permis & établir Uinsulinothérapic pour lutter contre le diabete de type
| et le contrdle du regime alimentaire associe @ la prise de molécules antidiabétiques pour le

traitement et la lutte contre le diabéte de type 2 [6]. Le principal objectif du traitement par les
antidiabétiques oraux disponibles pour le raitement du diabéte de type 2 consiste a prévenir
les complications diabétiques & courte et a longue ¢chéance. Dans la plupart des cas, le
contrdle glveémique préviendra I’apparition ou retardera la progression des complications a

long terme.

Les méthodes utilisées dans les processus de découverte de médicaments entrainent
souvent I’obtention de molécules de faible hvdrosolubilité. La faible hydrosolubilité peut
provoquer une faible biodisponibilité ou donner lieu a des tluctuations de la fraction absorbée
qui n¢ peut pas Cire compensée par une perméabilité éievée dans beaucoup de cas. Par
ailleurs, la faible hydrosolubilité peut &tre associée a des problémes de stabilite et a des

difficultés d’élaborer une formulation acceptable [7].

Pour le diabéte de type 2, le champ de recherche est encore ouvert. Tous les

sulfamides hypoglycémiants sont des molécules liposolubles. Ils présentent de wes faibles




taux d’hydrosolubilité, de trés faibles vitesses de dissolution, et montrent souvent une

biodisponibilité faible et irréguliere apres administration orale [8-10]. L’amélioration de la
biodisponibilité orale des médicaments peu hydrosolubles demeure 'un des aspects les plus

difficiles du développement de formulations médicamenteuses.

Plusieurs techniques peuvent étre utilisees pour ameliorer la vitesse de dissolution de
médicaments faiblement solubles dans ['eau, parmi lesquelles la formation de complexes

d'inclusion avec les cyclodextrines est largement utilisée [11].
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sulfamides hypoglycémiants, nous envisageons la préparation d

base de cyclodextrines selon le plan de travail suivant:

G SGLRLY i

1-l’extraction et la caractérisation d'une série d hypoglveémiants commercialisés;

2-la préparation et P'étude physicochimique de leurs complexes d’inclusion dans les

mﬂ]ode trines -

3- et enfin, |’évaluation de I’activité biologique de certaines des formulations préparées.

Ce mémoire sera divisé en trois grandes parties. La premicre partie va consister en une
mise au point bibliographique, en trois chapitres, qui exposent de maniére non exhaustive des
geéneralites sur le diabete, les sulfamides hypoglyeémiants et les cyclodextrines,
respectivement. Dans la deuxieme partie, qui est décomposée en trois chapitres, seront
exposes les travaux réalisés et la discussion des résultats obtenus. Le premier chapitre décrira
I"obtention des sultamides hyvpoglveémiants et la preparation de leurs complexes d'inclusion
avec les cvclodextrines. La caractérisation des differents produits par plusieurs techniques
serd présentée. Le deuxieme chapiue montiera les tesultats et la discussion de étude de la
mesure de I’hydrosolubilité. Le troisiéme chapitre s’attachera a présenter |’ensemble des
résultats de |'étude de |'¢valuation de |'activité bwologique Enfin, la derniere parlie rendra

crevvmraat o cdiag meratoneea i Gscmmdereriambaren e v S CHEEC 33T Ar Amitameiant lac astec d'\d- 1C5
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dans la partie précédente.
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souvent le paludisme, I’hypertension artérielle, différents cancers, le
SIDA. I'hépatite C et dernierement les encéphalopathies spongiformes
transmissibles. De grands efforts ont été consentis, a juste titre, pour le
dépistage, le traitement ou la prévention de ces fléaux. Mais on oublie

souvent le diabete dont le cotit humain et économique est, soit équivalent,

soit trés supérieur a celui de ces pathologies. peut-étre plus médiatisées.




CHAPITRE 1. DIABETE SUCRE

1. MECANISMES CELLULATRES DE LA SECRETION D’INSULINE
1.1. Homéostasie du glucose

La concentration plasmatique de glucose varie peu malgré des apports et des besoins
extrémement variables d’un moment & I'autre de la journée. Le maintien de la glycémie
normale fait appel a deux systémes de régulation distincts selon qu’il s’agisse d’une période

de jedne ou d’une période suivant la prise d’un repas, la peériode postprandiale (Figure 1.1).

En période de jeline la concentration de glucose circulant est faible, I’organisme doit
donc utiliser ses réserves afin de maintenir la glycémie constante. Le glucagon, sécrété par le
pancréas, mais aussi la noradrénaline ou le cortisol vont orienter le métabolisme vers la
ncoglucogenese ct la glycugénovlyse. Lu névglucogenese a essentiellement lieu dans le tore,
mais également dans les reins. Elle permet ia conversion en glucose des triglycérides venant
du tissu adipeux ainsi Gue des protéines et du glycogene stockes dans e foie. Ln complément
de la néoglucogenése, la glycogénolyse permet aux muscles d’utiliser localement le
glycogeéne stocké. Lors d'un jetine prolongé. les organes périphériques mettent en place des

systémes "d’€conomie” au profit du systeme nerveuy pour lequel la principale source

d*énergie reste le glucose.

En période postprandiale le taux de glucose circulant est €levé, ['augmentation de la
séerétion d’insuline ef la diminution de la sécrétion de glucagon permettent d’orienter le
métabolisme vers la mise en réserve des nutriments. Le foie. par la glycogenése. stocke le
glucose sous forme de glycogene et métabolise les acides aminés en triglycérides. Les acides

gras sont accumulés dans le tissu adipeux également sous forme de triglveérides. Les acides

amines circulant sont utilisés par les muscles pour la svnthése de proteines [1].
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Figure 1.1.  Les deux cas de la régulation de la olveémie autour de la valeur consigne

1.2. Paneréas

Le pancreas est une glande mixte, située dans une anse du duodénum, composée de
cellules exocrines et de cellules endocrines. Les cellules exocrines représentent environ 98%
des cellules pancréatiques, elles sont organisées en acini et produisent des enzymes qui seront
libérées dans la lumiére duodénale au cours de la digestion. Les cellules endocrines sont
organisées en ilots appelés “ilots de Langerhans™; disséminés dans le parenchyme exocrine

dont le diametre varie de 100 a 300 mm et dont le total ne représente gueére que de 1 a 3%
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Quatre types de cellules endocrines ont été identifids (Figure 1.2):

= leg cellules & ou o cunthéficent  cinckoni o cérratent s aghicacon  harmans
188 celiunies A ou o stockent ol eecrelent lo glucason  hdrmane

hyperglycémiante et hyperlipidémiante. Ces cellules représentent environ 25% des
cellules endocrines ;

» les cellules D ou § synthétisent, stockent et sécrétent la somatostatine, qui inhibe
[activité sécrétoire des cellules a et B. Elles sont minoritaires et représentent moins de
5% des cellules endocrines ;

les cellules F ou PP synthétisent, stockent et sécrétent le polypeptide pancréatique (PP)

Y

qui agit sur les cellules bordantes de 'estomac et les cellules acineuses pancréatiques.
Elies S0t 1i¢s minoritaires et présenteit moins de % parmi les celiules endocrines
# enfin, les cellules B synthétisent, stockent et sécrétent "insuline, une hormone

hypoglycémiante et hypolipidémiante. Elles représentent pres de 70% des cellules

endocrines.




L’ilot de Langerhans est une structure parcourue de capillaires sanguins, ce qui permet

une libération immédiate des hormones sécrétées dans la circulation sanguine [3].
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Figure 1.2.  Les systémes endocriniens du pancréas [2]

Amnsi, le role du pancréas endocrine se situe dans le maintien de I’homéostasie du
glucose. Il est capable de sécréter des hormones hyper et hypoglycémiantes : I’insuline, le
glucagon, la somatostatine et le peptide PP. [."insuline est la seule hormone hypoglycémiante

alors que le glucagon, avec I'adrénaline et la cortisone. est une des hormones

hyperglycémiantes.
1.3. Insuline

1.3.1. Structure
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Figure 1.3.  Structure de I’insuline

L'insuline est une hormone polypeptidique (Figure 1.3) formée de deux chaines, A et

B, de 21 et 30 acides c-aminés. reli¢es par deux ponts disulfures interchaines qui relient A7 &




B7 et A20 a B19. Un troisieme pont disulfure intrachaine relie les résidus 6 et 11 de la chaine

A (Figure 1.4).
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Figure 1.4.  Structure covalente de I’insuline [3]

1.3.2. Mode d’action

L’insuline promeut le stockage du glucose en agissant principalement sur le foie, les
muscles et le tssu adipeux. Elle intervient en assurant le transtert du glucose du sang vers de
nombreuses cellules et stimule le dépot cellulaire du glucose sous forme d’acides gras et de

glycogene et inhibe la néoglucogeneése [4].

2. DIABETE SUCRE

Figure 1.5.  Le cercle universel bleu, symbole du diabéte [5]
2.1. Etymologie

Le mot diabéte vient du giee "Swfuives” passer au bavers. Les médecing grees anciens
g H

wvitenl ubwerve ce syndrome: lee malades semblatont uriner awaaitdt ce gu'ily venuient de

boire, comme s'ils €taient "traversés par l'eau” sans pouvoir la retenir. Puis ils maigrissaient,

malpré une nourriture ahondante, et mouraient en quelgues semaines ou mois [5].

2.2. Epidémiologie

Le diabete est une maladie métabolique grave menagant, d’une maniére croissante, la

sant¢ publique dans le monde. Elle touche environ 4% de la population mondiale et on

sattend 4 une augmentation de 5.4% en 2025 [6] Fn 1995 il v avait environ 135 millions




d’individus diabétiques (types 1 et 2 confondus) selon I’OMS, ce nombre est passé a 171

millions en 2000 et tous les experts pronostiquent que ce nombre passera a 300 millions d’ici
2025 [7]. Selon POMS [8], I’Algérie en compte 5 millions de diabétiques (types 1 et 2

confondus).
2.3. Définition

Le diabete est une affection métabolique caractérisée par la présence d'une
hyperglycémie chronique résultant d'une déficience de la sécrétion d'insuline, d'anomalies de

I'action de I'insuline sur les tissus cibles, ou de 'association des deux [9].

La mise en évidence de la relation entre I'insuline et le diabéte sucré, par Banting et
Best en 1921, est relativement récente compte tenu que, dés les années 1860, Langerhans
avall ideniithie les ilots pancreatiques, ef gu'en 18¥Y, VYon Merng ¢f Mmkowsla avaent
démontré qu’une pancréatectomie provoquait systématiquement un diabéte sucré. Banting et
Best ont finalement cxtrait, des ilots dc Langerhans, un factcur ccllulairc a forte activité

hypoglycémique qui fut baptis¢ "insuline".
2.4. Diagnostic

Le diagnostic du diabete repose sur la mesure de la glycémie réalisée soit a jeun, soit
deux heures apres ingestion de 75 grammes de glucose (test d'hyperglycémie provequée orale
(HGPO)). Les criteres diagnostiques du diabeéte revus par 'OMS en 1999 indiquent que ie
diagnostic peut étre établi de trois facons différentes :

» présence de symptomes de diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement) et glycémie

(sur plasma veineux) > 2,00 g/L (11,1 mmol/L),

» glycémie (sur plasma veineux) apres un jetine de 8 heures > 1,26 ¢/L (7,0 mmol/L),

En I'absence de symptémes cliniques. le diagnostic de diabéte, avant d'étre retenu, doit

Atre ronfirma nar 1me denvidme meciire mantrant un nanvean réqnliat anarmal
[}

Le plus souvent, I'hyperglycémie modérée est asymptomatique. On peut constater

parfois une discréte perte de poids (1 4 3 kg) et une asthénie, mais le malade peut se sentir

parfaitement bien. Le syndrome cardinal diabétique, qui comporte polyuropolydipsie,

amaigrissement, hyperphagie, n’existe que pour des glycémies supérieures a 3 g/l. Il existe
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alors une glycosurie importante, responsable de polyurie osmotique, entrainant a son tour une

polydipsie.
2.5. Types de diabéte

Actueliement le diabéte sucré est classé selon les mécanismes €tio-pathogéniques mis

en jeu. On distingue deux grands types : diabéte de type 1 et diabéte de type 2.
2.2.1. Diabére de rype |
2.5.1.1. Définition

Le diabete de type 1. forme de la maladie qui touche de 5 a 10 % de la population
atteinte de diabéte [10]. autrefois connu sous ¢ nom de diabéte insulinodépendant (DID) ou

s¢ caracterise par l'absence totale de la production d'insuline.
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Les causes exactes de l'apparition du diabéte de tvpe | demeurent inconnues. Dans la
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majorit¢ des cas, les ce
immunitaire. On ne sait pas ce qui déclenche cette attaque ni pourquoi elle débute. Les
chercheurs pensent qu’une prédisposition génétique et certains facteurs liés 4 l'environnement

contribuent au développement du diabéte de type |

2.5.1.3. Prévention

Il est présentement impossible de prévenir ce type de diabéte. Les recherches
s'effectuent principalement vers la compréhension des mécanismes détruisant les cellules

responsables de la production d'insuline.
2.5.1.4. Traitement

Le traitement du diabéte de type 1 comprend un plan d'alimentation personnalisé, de

Factivité physique, et. dans tous les cas, des injections d'insuline quotidiennes. Une bonne

gestion du stress contribue également au conirdle de la maladie [11]
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2.53.2. Diabéte de type 2
2.5.2.1. Deéfinition

Le diabete de type 2 autrefois appelé diabéte non insulinodépendant (DNID), diabéte
insulinorésistant ou diabéte de ['Age mur et parfois diabéte acquis, est une maladie

métabolique touchant la glycorégulation provoquant a terme un diabete sucré [12].

C’est Ia forme la pius fréquente de la maladie, elie affecte environ 90 % des personnes

souffrant de diabete [10].

3z

L affection découie principalement d une insulinorésistance accompagnée d une
diminution, plutét que dun arrét absolu. de la sécrétion d’insuline [13,14].
L insulinorcsistance sc manifeste par la diminution de la sensibilit¢ des tissus pcriphcériques a
’effet de captation du glucose déclenche par T'insuline [15]. Cet état conduit a
'hyperglycémie. En réaction, le pancréas accroit sa production d’insuline, a [origine de

Phyperinsulinémie.
2.5.2.2. Causes et personnes a risque

Les causes du diabete de type 2 commencent a €tre mieux connues. Elles sont
nombreuses et, dans bien des cas, c’est la combinaison de plusicurs facteurs qui déclenche

I’apparition de la maladie. Une prédisposition génétique. un surplus de poids et un manque

d’activité physique contribuent a I'apparition du diabete de type 2. De plus, certaines études

tendent a démontrer qu’une alimentation riche en gras pourrait aussi étre un facteur de risque.
2.5.2.3. Symptomes

Les svmplOmes, lorsqu’ils sont présents. sonl les méimes que pow le diabete de type 1:
fatipne. somnaolence, augmentation dn volume des urines, soil intense, faim exagérée,
amaigrissement, vision embrouillée, cicatrisation lente, infection des organes gémitaux,

pleotenients dux doigls ou dux pieds, cliaugenienit de catailere.

Dans bien des cas, les symptdmes sont teilement mineurs qu’ils passeni inapercus
> b Pe

pendant piusieurs années. On estime qu'ii faut ¢n moyenne sept ans pour qu'un diagnostic soit

pose par un medecin.
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2.5.2.4. Diagnostic

Seule une prise de sang faite en laboratoire déterminera avec certitude 1’état de sante.
Elle mesurera le taux de glucose (sucre) dans le sang. A partir de 40 ans, il est recommandé
que toute personne qui ne présente pas de facteurs de risques fasse mesurer sa glycémie a jeun

tous les trois ans.
2.5.2.5. Traitement

[l existe plusieurs approches de traitement pour le diabete de type 2. Le but & atteindre
est un meilleur contrdle de la glycémie. Cet objectif peut étre atteint par une alimentation
¢quilibrée, une augmentation de l'activité physique, le maintien ou l'atteinte d'un poids santé,

une bonne gestion du stress, des antidiabétiques oraux et/ou l'injection quotidienne d'insuline.
2.5.2.6. Prévention

L'apparition du diabéte de type 2 est etroitement lice au mode de vie. Environ 80% des
personnes diabétiques de type 2 présenient un surplus de poids ou sont obeses. Il est donc
primordial d'accorder une attention particuliére aux habitudes de vie afin dapporter les
modifications gui s'imposent, au niveau de I'alimentation 2t de la pratique d'activité physique.
Prendre trois repas équilibrés par jour, choisir des collations nutritives et augmenter la
quantit¢ d'activité physique contribuent & améliorer de fagon significative la santé des

personnes a risque.

En adoptant de saines habitudes de vie dés le jeune age, il est possible de retarder

I"apparition du diabéte de plusieurs années et méme de le prévenir [16].
2.6. Complications du diabete

L'absence d'insuline entraine une déficience en glucose dans les muscles striés ct lcs
tissus adipens et, en raison de hyperglycéinic, un exces dans les cellules ou 1l pencliv
libremeiii en absence d'insuline. L'excés de giucose a des conséquences néfasies. Ces divers
troubles participent a la genése de microangiopathies (rétinopathie, néphropathie), de

macroangiopathies (angor, infarctus, artérite) et de neuropathies périphériques [17].

D’autres facteurs contribuent & l'apparition des complications : l'dge, I'hérédite, la

durée du diabéte et les habitudes de vie. Les complications du diabéte peuvent modifier




‘ CHAPITRE 2.

SULFAMIDES HYPOGLYCEMIANTS

Les sulfamides hypoglycémiantsou sulfonyluréesconstituent la famille la

plus ancienne des antidiabétiques oraux stimulant la sécrétion d’insuline
par les cellules P du puncréas. Un traitement hypoglycémiant opiimat
deviail stahiliser le profil glyeémique entrainant ainsi rapidement un
mieux-étre du patient et permettre de préventr les complications de micro
et macroangiopathie a long terme. Les sulfamides remplissent ces
conditions dans plus de 80% des situations et sont les antidiabétiques

oraux les plus utilisés dans le traitement du diabete de type 2.Elles restent

d’actualité malgre I"apparition de nouvelles molécules.




CHAPITRE 2.SULFAMIDES HYPOGLYCEMIANTS

1. SULFAMIDES OU SULFONYLUREES ?

Les sulfamides constituent une tres grande familie chimique de diverses molécules qui
ont en commun un groupement sulfonamide (-SO,-NH,). On peut les diviser en trois groupes
(Schéma 2.1). les sulfonvlarylamines ou le groupement sulfonamide est fixé sur un cycle
benzéne comportant une fonction amine (-NHa.) en position 4 (arylamine), les non
sulfonylarylamines ot le groupement sulfonamide est fixé sur un cycle benzene ou un autre
cycle mais sans fonction amine en position 4, enfin un troisiéme groupe ou le groupement

sulfonamide n’est pas directement fixé sur un cycie benzéne (Figure 2.1).

l Medicaments avee gioupement sullvnamide
st B T

el T

i

Sulfonylarylamines Non-sulfonylarvlamines iPartie sulfonamide

Schéma 2.1, Famille des sulfamides

sul fanilanude

\ sealei sulfonamide /

Figure 2.1.  Sulfamlamide

Dans ce mémoire nous nous intéresserons aux sulfamides hypoglycémiants, qui
appartiennent au groupe des non sulfonylarylamines ou le groupement sulfonamide est fixé

sur un cycle benzéne mais sans fonction amine en position 4.

Les sulfamides hvpoglycémiants représentent une des classes principales des

antidiabétiques oraux. Aprés linsuline. les sulfamides sont les médicaments les plus
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anciennement utilisés dans le traitement du diabete. Ce sont les premiers activateurs de la

sécrétion d'insuline a étre connus.

Tous les sulfamides hypoglycémiants sont des sulfonylurées (Figure 2.2). Les
sulfamides hypoglycémiants ont une structure chimique se rapprochant des sulfamides
antibactériens. C'est la partie hydrophile, qui est commune aux sulfonylurées, qui a un effet

hypoglycémiant. La partie hydrophobe qui caractérise les différents agents medicamenteux

. e el
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Figure 2.2.  Groupc sulfonylurce

2.1. Historique

La mise en évidence de l'effet hvpoglveemiant des sulfamides remonte a plusieurs
décennies (1942), lorsque plusieurs accidents hvpoglycemiques sévéres furent observes apres
administration d’un sulfamide 4 propriété antihactérienne chez des patients atteints de fievre
typhoide [2]. Les travaux d’Auguste Loubatiéres confirmeérent dans les années qui suivirent
que certains sulfamides présentaient en effet un tropisme particulier pour les cellules
insulinosécrétrices des ilots de Langerhans, entrainant une libération accrue d’insuline
endogene [3]. Malgré cette découverte tréa promettense, il fallnt attendre 1956 pour voir la
commercialisation dc la premicre sulfonylurce, a savoir le tolbutamide, comme agent
antidiabétique |4]. Ce nouveau medicament constituait a 'epoque la seule alternative aux

injections d’insuline pour les patients diabétiques non insulinodépendants. Depuis lors, et ce
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toujours une place de choix dans la prise en charge des traitements du diabéte de type 2 [3].
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2.2. Molécules de premiére, de deuxiéme et de troisieme génération

Selon leur polarité et leur liposolubilite, I'on distingue les sulfamides de premiere

génération de ceux de seconde génération. doues de propriétés hypoglycémiantes plus

T,

7\ i

SOy NH—C—NH—(CHy i1,

puissantes [ 1,2].

Toibutamide

i
Hﬁ\l@*SOZ—Nﬁ#C—N’H——-(CHQ)_«‘gCHS
Carbutamide

0
/ \ Il
ci 8O, —NH—C —NH—(CHa)—CH;
Clilus prupamide
HyC — >—3u3—:\*5{7—c———;\m—!\§ )
. 4 _ J
Tolazamide

H;C ﬂ 7\ SO.—NH El NI 2
;C— ¢ > SO, NH—C—NH——
3 - S 50; § /

\ Acdrohesamide /

Figure 2.3.  Structures chimiques des sulfamides de premiere génération

Les molécules dites de premigre génération regroupaient, outre le tolbutamide, le
carbutamide. le chlorpropamide. le tolazamide ¢t ["acétohexamide. Ces produits étaient tous

des arylsultonylurées substituées 4 la fois sur le benzene et sur I'uree (Figure 2.3).

l.e premier sulfamide hypoglycemiant de deuxieme génération, a savoir le
ulibenchuuide, ful summercialisé dix ane plug tard [8]. S formule chiminque était également
une arylanlfanylnrée parfense cependant de structure aliphatique et de eyeles hvdrophabes a
ses deux extrémités (Figure 2.4). Ces quelques modifications apportées a la structure des
sulfamides  jusqu'alors commercialisés, entrainaient ~ d’importants — changements
pharmacoiogiques, faisant du giibenciamide un hypogiycemiant exirémement puissant,

puisque actif & des posologies 100 fois plus faibles que les produits précédemment cités [4,5].

D’autres sulfamides de deuxieme génération allaient alors rapidement envahir le marche




mondial, parmi lesquels on peut citer le gliclazide, le glipizide et la gliquidone (Figure 2.4), et

supplanter les molécules de premiére génération [4].
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Figure 2.4. Structures chimiques des sulfamides de deuxieme génération

Le glimépiride, dernier sulfamide hypoglycémiant a avoir éte commercialisé, est

parfois considéré comme le premier agent de troisieme génération [7]. Son schéma de

synthése est représenté ci-dessous (Schéma 2.2.) [8].
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Schéma 2.2. Synthese du glimépiride
2.3. Indication

L indication principale de la prescription des sulfamides reste avant tout le diabete de
tvne D anrse achec dee nremigres megures théranentiones  a
2RSS © o€ HmEesures mnerape

C 13
tvpe 2. apres £chec des premieres eutiques. 4 savolr les regles hygiéno-
J 1 =)

diététiques et la prise de biguanides [5].

s sont utihises dans le diabete de type 7, alin d augmenter Pinsuliémie qui n’est plus

suffisant pour assurer une glycémie normale.
» Chez des patients résistants & Uinsuline, chez qui le trattement améliorant la
sensibilité a Finsuline (par biguanide) n’est pas suffisant, mal toléré, ou contre

indique.

v

Chez des patients pour qui la carence en insuline semble étre au premier plan,

sans necessiter d’emblée une insulinothérapie.




2.6. Pharmacodynamie des effets utiles en clinique [14]

L’efficacité des thérapies antidiabétiques est ¢valuée par la mesure de I’hémoglobine
glyquée (HbA,.), paramétre biologique reflétant la glycémie moyenne au cours des 60
derniers jours. Sa valeur chez le sujet non diabétique se situe entre 4 et 6% de I’hémoglobine
totale, et des taux inférieurs a 7% (voire 6.5%) constituent un objectif thérapeutique a

atteindre pour le sujet diabétique non insulinodependant

L’efficacité des sulfamides hypoglycémiants sur la baisse de la glycémie est évaluce

par I'HbA.. En outre, la diminution de survenue des complications liées au diabete sous

sulfamides a récemment €€ mise en évidence lors de V'étude prospective UKPDS (Tableau
2.1},
Tableau 2.1 Pharmacodynamie des effets utiles en clinique

j sulfamides

- hypoglycémiants

|

Critéres intermédiaires : baisse de la glveémie  1a2%

Baisse de I'HbA ¢

Critéres cliniques : diminution des complications du 12%
diabete

Diminution des complications du diabete

2.7. Effets secondaires

L'hypoglycémie est l'effet secondaire le plus redouté des sulfonylurées [1,15-18]. Les
hypoglycémies sont souvent graves car selon la molécule utilisée, elles peuvent étre plus
durables que sous insuline Elles surviennent particulicrement chez la personne ageée ou
lorsque le patient saute un repas. d'autant plus si la sulfonylurée a une longue durée d'action et
des métabolites actifs. Elles sont plus fréquentes en cas d'insuffisance rénale, d'hépatopathie

sévére, de prise dalcool et de prise concomitante de medications a forte liaison aux protéines

(salicylates, sulfamidés).




2.8. Choix d'une sulfonylurée

Les sulfonyiurées différent entre elles par leur duree d"a_ction, [eur métabolisme, leur
puissance et leurs effets secondaires ainsi que la présence ou l'absence de métabolites actifs.
[1,15,16]. A noter que la comparaison des demi-vies peut étre un facteur confondant. En
pratique clinique, il convient plutdt de regarder la demi-vie d'action biologique ainsi que la

présence ou l'absence de métabolites actifs.

Le choix du traitement va tenir compte des caractéristiques du patient, & savoir

essentiellement son dge, sa fonction rénale ainsi que la compliance médicamenteuse supposee.
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On tiendra également compte des caractéristiques du médic

hypoglycémiant, sa demi-vie et sa durée d'action biologique ainsi que ses effets secondaires.
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glimépinde) peuvent Cue données une fois par jour: elles sont done des moléeules de choix
dans les situations de manvaise compliance médicamenteuse. Elles entrainent une plus grande
inhibition de la production hépatique nocturne de glucose et permettent par ce mecanisme un
meilleur contrdle de la glyeémic i jeun. Ces bénélicos sont cependant contrebalances par un
risque accru d'hypoglycémie (particulierement avec le glibenclamide). Chez les personnes
agées, 1l faut utiliser de prétérence des molecules de courte demi-vie sans métabolites actifs
(glipisiidy, gliclazide) Cher lea patienta préaentant une inguffisance rénale, des molécules sans
métabolites actifs (glipizide, gliclazide) ou dont I'élimination n'est pas exclusivement rénale
(glimépiride) peuvent étre utilisées. En cas d'insuffisance rénale plus sévere, I'insuline est le

traitement de choix.

Dans ce travail. on s’intéresse au diabéte de type 2 ou les sulfamides hypoglycémiants
apportent des bénéfices dans la prise en charge de la maladie. Concernant les molécules
choisies, ce sont des médicaments pratiquement insolubles dans 1’eau. Notre objectif principal
est d’améliorer leur hydrosolubilité en les complexant avec les cyclodextrines. Par

conséquent, le dernier chapitre (chapitre 3) sera consacré 4 une étude hibliographique sur les

cyclodextrines et leurs complexes d’inclusion.
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CYCLODEXTRINES ET LEURS
COMPLEXES D’INCLUSION

De nombreuses classes de macromolécules peuvent interagir pour
former des compiexes d’inciusion, comme par exemple, Ies
cyclodextrines (CD). Ces molécules cages, qui sont capables
d’encapsuler d’autres molécules et qui ont des applications aussi
bien en pharmacie, en agroalimentaire qu’en agriculture, miléresseul
de nombreux secteurs industriels. Parmi tous les hotes potentiels,
les CD semblent étre trés intéressantes pour plusicurs raisons . ce
sont des produits "semi naturcls” issus d'unc simple conversion
enzymatique de I’amidon. [lics sont fabriquées cn grande quantité
utilisant des technologies non polluantes. Leur prix initial élevé est
devenu abordable grice a une augmentation de Ia production. A
partir des complexes d’inclusion formés, les propriétés des
substances complexées peuvent étre modifiées, rendant amsi

possible leur utilisation par I’'Homme sous forme de médicaments,

de nourriture ou de cosmetigue.
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CHAPITRE 3. CYCLODEXTRINES ET LEURS COMPLEXES
D’ INCLUSION

1. CYCLODEXTRINES

Les cyclodextrines (CD) sont une famille d'oligosaccharides de structure cyclique
comportant de 6 & 12 unités D-glucose en conformations chaise lides entre elles en {14
(Figure 3.1). Elles sont également connues comme cvcloamyloses, cyclomaltoses et dextrines
de Schardinger. Les CD les plus courantes sont les CD natives a, B et y qui comportent

respectivement 6, 7 et 8 résidus glucopyranoses.

OH o o OH Unité D-glucose
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Figure 3.1. Structure des cyclodextrines

Les CD possedent une structure en tronc de cone, delimitant une cavité en leur centre.
Cette cavité présente un environnement carboné apolaire et plutot hydrophobe, capable
d’accueillir des molécules peu hydrosolubles, tandis que I'extérieur présente de nombreux
groupements hydroxyles, conduisant & une bonne solubilité des CD en milieux aqueux [1]

(Figure 3.1).
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1.2. Caractéristiques physicochimiques

Les trois principales CD natives sont des composes cristallins, homogénes et non

F 5 P & g . F 5 N r
hygroscopiques. Leurs principales caracteristiques physicochimiques sont rassemblées dans le

tableau 3.1:

Tableau 3.1. Caractéristiques physicochimiques des principales CD natives [ 1]

Propriéiés a-CD - p<D y-CD
Nombre d’unités glucopyranose 6 7 8
Formule brute C36Hs00130 CaaH70035 CagHzgoOx0
Masse molaire {g/mol) 972 1135 1297
Diamétre de la cavité (A°) 4753 6,0-6,5 7,5-8,3
Hauteur du tore (A°) 79 7.9 79
Diamétre extérieur (A°) 14,6 15,4 125
Volume de la cavité (A°") 174 - 472
Solubilite daus eau (/100ml, 25° 14,3 1,85 . 9&3
C)

Point de fusion (°C) 275 280 ed3
Hydrolyse enzymatique Nulle Lente Rapide

1.3. B-cyclodextrine naturelle

La B-CD est la plus accessible, la moins couteuse et généralement la plus utile des CD.

Notons que les CD font I"objet de plusieurs dénominations qui varient selon les époques et les

auteurs. Ainsi, la B-CD est aussi désignée sous les termes de RB-dextrine de Schardinger,
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cette ¢tude le terme B-CD ou B-cyclodextrine a ete utilise

La modification chimique des CD offre & la fois d’énormes opportunités et de réels

défis pour les chimistes. Les CD son t modifides chimiguement afin d’améliorer ou maodifier

certaines propriétés de ces molécules hotes. Leur modification peut en ellet permetire

d’améliorer Icurs propriétés physico-chimiques (augmenter leur solubilité dans un solvant

donné) et/ou le pouvoir de complexatmn de leur cavité avec une molécule invitée. Clest




A titre d’exemple, Jes CD peuvent étre utilisées en:
» Cosmétique: elles permetient de stabiliser des Cmulsions et Jes molécules odorantes oy
actives [4]

> Désodorisation: les CD sont utilisées comme agent masquant contre les mauvaiseg
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la régiosélectivits de certaines réactions tout en ameliorant [e rendement, et Permettent
de travailler gyec des moiéculeg hvdrophobes en milieu aqueux [51.

~ Leur caractére biodégradahle les prédispuse 4 des applicationy mportantcs dans Jes

en etiet de Protoger ey Mmolecujes iragiles, oy dassurer Jeyr libération lente et
controlée. De plus. Ia solubilisation de medicaments Insolubles dang l'eau soys forme
de complexes d'inclusion dans Jes N permet de disposer de Prépurativ lnjectables,

Ce processus sapplique 3 de trés nombreyx medicaments insolubles dans |

2. COMPT EXES D'INCLUS10N
2.1 Généralités sy, 1a comploxutiyy

Un complexe d’inclusion est une association d’ay moins deyy molécules dont I'une, e
substrat oy "Tinvité" e encapsulé de fagon totale oy partielle par lautre, 1e récepteur oy

"I"héte" soys Ueffet d’interactions fatbles Aycyne tiaison covalente nest créde. ce qui permet

Une dissociation ajsge et douce dy complexe forme.

211 Formation d’un complexe d’inclysion

On peut Séparer |3 formation d’un complexe en plusieurs ctapes (Fi gure 3.3):

> Approche de ’invité vers la CD;

~ Rupture de la structure de Peau a Pintérieyr de la cavité de Iq CD et éviction de
certaines de ceg molécules:

# Rupture de la structure de IPeau autour de 5 molecule invitée et transport de molécules

d’eau vers la solution:
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SION

» Interaction de certains groupements de la molécule invitée avec I’extérieur ou

I'intérieur de la CD;

\4

Eventuellement, création de liaisons hydrogene entre 'invitée et la CD;

# Reconstitution de la structure de !'cau autour des parties exposées de 1’invité aprés

Molécule d’eau

S

Fignre 3.3, Cavité dune ("1 - effet d'encapsilation

2.1.2. Conséquences de la complexation

L’inclusion des molécules invitées dans la cavité des CD constitue une encapsulation
moléculaire et ces molécules voient leurs proprictés physicochimiques modifices. Parmi ces
modifications, on peut citer [1]:

~ L'amélioration de la discolution et de la solubilite du soluté et Mauementation de sa

A4

La modification de ses propri¢tés spectrales (déplacements chimiques en RMN,

longueur d’onde du maximum d’absorption en UV, intensité de la fluorescence, etc.).

\/’

La modification de sa réactivité (en regle générale diminuée). Le soluté bénéficie ainsi
d’une protection contre la dégradation thermique ou photochimique, |'oxydation,
I’hydrolyse et voit sa stabilité accrue.

# La diminution de sa diffusion, de sa volatilité et de sa sublimation.
2.2, Miéthodes de caractérisation des complexes d'inclusion

L encapsulation moléculaire peut se produire a 1'¢tat liquide ou a 1'état solide. Les
molécules complexées voient certaines de leurs propriétés physico-chimiques modifiées telles
que la solubilité dans I’eau, la biodisponibilit¢ (dans le cas de principes actifs), la réactivité,

les propriétés spectrales, etc. Les méthodes utilisées pour détecter I’inclusion, se basent sur les

imesures de ces propriétés {111
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Parmi les méthodes utilisées pour détecter 'inclusion on trouve:

» La diffraction des rayons-X.

A\

Les techniques d'analyse de I'¢tat solide.

Les techniques spectrophotométriques.
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2.3. Préparation des complexes d’inclusion

Pour préparer les complexes d'inclusion, il existe differentes méthodes [12], la plus
commune consiste a agiter une solution de CD en présence du composé a inclure. Dans ce cas
on obtient une solution dont la formulation doit &tre optimisee, ¢'est-a-dire dont la proportion

. ;
du complexe par rapport aux espéces libres est maximale.

Quelques methodes operatoires d obtention de complexes en solution homogeéne ou en

solution hétérogéne sont résumées comme suit;
2.3.1. Complexation en solution

» Les CD et les molécules invitées sont melanges de 60 a 80 “C dans des steechiométries
définies, ponr atteindre la solufion samirée de la (1) et de Pinvitée T.e mélange est
agité a température amhiante pendant 8 2 16 heures. Le complexe ainsi formé peut &tre
cristallisé par refroidissement.

# Methode d’ajout progressif: la quantité calculee de molécules invitées est dissoute
séparément dans un solvant approprie ¢t ¢st ajoutée goutte a goutte a la solution de la

CD. Apres agitation intensive (de 16 a 24 heures), le complexe peut étre cristallisé par

refroidissement.
2.3.2. Complexation en systéme hétérogene

» (omplexation en suspension: les CD ne sont pas dissoutes, mais finement suspendues
dans ['eau. La substance invitée est dissoute dans une quantité de solvant définie ou
directement ajoutée a la suspension de CD en agitation. Le mélange réactionnel est
s sous agitalion continue pendant 4 heures vu plusicurs jouts selon la subslance
mvitee.

~ Complexanon par malaxage: la CD est mtensivement malaxée pendant 1 4 2 heures

avec un peu d’eau au quelle I'invite a été ajouté directement sans aucun solvant.
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2.4. Exemples de complexes d’inclusion

Les CD apparaissent donc comme d'excellents candidats pour optimiser I'action des
médicaments, en particulier pour ceux instables ou trés peu solubles dans I'eau. Ces propriétés
sont dues essentiellement au pouvoir compiexant de ces molécules par la formation de

complexes d’inclusion.

Dans ce contexte, dans des travaux antérieurs, des complexes de 2-
chloroéthylnitrososulfamides (CENS) d’amines secondaires-B-CD [13], de CENS
d’aminoesters-3-CD  [14], de sulfamoyloxazolidinones-B-CD  [15] et de 2-
chloroéthyinitrosourées (CENU)-B-CD [16-18] ont éié étudiées en solution et a I'état solide
par différentes méthodes. La caractérisation des complexes a ¢té établie et montre que
I'inclusion dans la B-CD apparait comme un mode de formulation prometteur pour les

différentes familles de molécules etudiées.

Quelques exemples montrant la structure de complexes d’inclusion de CENS (Figure

3.4) et de CENS d’aminoester (Figure 3.5) sont représentés ci-dessous.

Figure 3.4. Exemple de complexe d'inclusion CENS-B-CD (issu de la pipéridine)
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Figure 3.5. Exemple de complexe d’inclusion CENS d’aminoester-B-CD (issu de la L-

glycinate de méthyle)
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CARACTERISATION DES SULFAMIDES
HYPOGLYCEMIANTS ET DE LEURS
COMPLEXES D’INCLUSION

La chimie et la santé sont deux domaines intiment liés et les grandes
svolutions médicales actuelles (allongement de la vie, recul des maladies
graves, combat contre la douleur...) doivent leurs avancées aux

programmes de recherches dans Ie domaine des médicaments.

Un médicament est constitu¢ d’un ou de plusieurs principe(s) actif(s) ainsi
que de plusieurs excipieiits. Le principe actif ¢tant I'espece chimique qui
assure Ieffet thérapeutique. l.es excipients sont les espéces non aclives
médicalement Tls assurent la consistance. la forme. la couleur. la stabilité
du meédicament et facilitent son absorption par Iorganisme. Une
extraction du principe actif consiste a isoler une ou plusieurs substances
de son milieu d’origine. Ainsi, dans ce chapitre on va présenter les
résultats des opérations d’extraction. de préparation et de caractérisation

des principes actifa ct de leurs complexes d'inclusion,
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CHAPITRE 2. MESURE DE LHYDROSOLUBILITE

1. GENERALITES

La lipophilie peut se comprendre comme etant une mesure de la tendance relative d'un
soluté & préférer un environnement non agueux a un environnement aqueux. De ce fait elle
joue un role important dans le comportement biologique et physico-chimique de nombreuses
molécules organiques [1]. La lipophilie traduit le partage d’un soluté entre I’eau et un solvant
peu polaire, le plus souvent I’eau et I’octanol (CH;3-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-OH),

qui reproduit de maniére simplifiée la structure des lipides biologiques.

Pour évaluer les effets imputables a la lipophilie, on détermine le coefficient de

partage, ou plus communément le logarithme du coefficient de partage entre une phase

Le LogP est egal au logarithme du rappoit des concentrations de la substance ¢tudiée

dans l'octanoi et dans 'eau.
LogP = Log (Coet/Cear) (1)

Cette valeur permet d'appréhender le caractere hydrophile ou hydrophobe (lipophile)
d'unc molécule. En effet, si le LogP est positif, cela exprime le fait que la molécule consideree
est bien plus soluble dans l'octanol que dans l'eau, ce qui refléte son caractcre lipophile, et

inversement. Un LogP nul signifie que la molécule est aussi soluble dans un solvant que dans

l'autre [2].
" Concentration P - Log__l_" ' Composé
Coct> Cean > 1 >0 Llpophlle

T <1 <0 1Tydrophite
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L hydrosolubilité des complexes préparés est un facteur important en ce qui conceme
leur efficacité en tant qu’hypoglycémiants. En effet pour pouvoir étre actifs au niveau des
cellules, ces hypoglycémiants potentiels doivent dans un premier temps &tre véhiculés jusqu’a

ces derniéres. Cela ne pourra étre fait que s’ils possedent une hydroslubilité suffisante.

Avant d’entamer une évaluation approfondie de I'activité biologique, il est intéressant

d’estimer et de mesurer |"hydroslubilité de ces molecules.
2. DETERMINATION DE L’HYDROSOLUBILITE

La méthode des flacons agités est la plus classigue et la plus fiable des méthodes de
détermination du LogP. Cette méthode consiste 4 mélanger une quantité¢ connue de soluté
dans un volume connu d'octanol et d'eau, puis de mesurer la distribution du soluté dans
chaque soivant. La méthode Ia plus courante pour mesurer cette distribution est [a

spectroscopie UV/Visible.

L hvdrosolubilité des suifamides hypoglycemiants et de leurs compiexes d’inciusion a

été mesurée par la méthode dite des flacons agites.

Nous avons préparé des solutions de concentration de "ordre de 10° M de chaque
sulfamide hypoglycémiant et de leurs complexes dans I"octanol. Nous avons prélevé par la
auitc 2.5 ml de chacune de ces solutions ef an y a ajonté le méme volume d’eau. Nous avons
agité par un appareil ultrason (UP50 H) pendant 5 minutes. Les deux phases sont ensuite

séparées par centrifugation et les mesures des absorbances aux longueurs d’onde

ectuges nar un spectrophotomeétre 11V-Vigihle & double faisceau

p=3
v

correspondantes son

Shimadzu model UV1800.

1 ec résultats ohtenus soni rassemhlés dans les tableaux 2.1 et 2.2 suivants ¢
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Tableau 2.1. Résultats des mesures de I’hydrosolubilité des sulfamides hypoglycémiants

Composé A (nm) Abs (A) P LogP
Octanol Eau Octanol Eau

1S ° 298 264 3974 2.482 1.6011 0.2044

28 216 264 3.995 1.940 2.0592 0.3137

38 234 258 4.000 1.252 3.1948 0.5044

Tableau 2.2. Résultats des mesures de I’hydrosolubilité des complexes d’inclusion

Composé A (nm) Abs (A) P LogP
Octanol Eau  Octanol = Eau
1C 210 264 3.688 2535 14548 0.1628
2C 226 264 4000 3281 12191 0.0860
3C 298 266 0.590 3471  0.1699 -0.7696

La solubilit¢ des complexes d’inclusion des CD peut varier considérablement en
fonction de la molécule invitée. L ordre des solubilités peut étre trés différent de celui des CD
non-complexées. Ainsi quelques composés forment des complexes peu solubles ou méme
insolubles dans I’eau, tandis que d’autres complexes sont parfois plus solubles que les CD

non-complexées.

Les résultats regroupés au tableau 2.1 montrent que les trois sulfamides

hypoglycémiants ont un Log p> 0 et confirment ainsi le fait qu’ils soient liposolubles.

L’hydrosolubilité des sulfamides, objet de cette étude, se trouve améliorée suite a leur
complexation avec la -cyclodextrine (tableau 2.2) par diminution du Log P, surtout dans le

cud du complexe S
3. CONCLUSION

Les résultats de 1’étude de la mesure de I’hydrosolubilité nous a permis de confirmer
que la formation des complexes d’inclusion permet d’améliorer les hydrosolubilités des

sulfamides hypoglycémiants étudiés.
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: CHAPITRE 3.

EVALUATION DE L’ACTIVITE
BIOLOGIQUE

Une fois les mesures de hydrosolubilité effectuées. il serait intéressant
d’entamer une évaluation de |'activité biologique. Nous décrivons dans ce
chapitre I'ensemble des protocoles et des résultats des travaux de

{’évaluation de 1’activii¢ biologique.
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1. TEST DE L’ACTIVITE ANTI-HYPERGLYCEMIANTE

Des criblages préliminaires ont €te effectues sur les complexes décrits dans les

chapitres précédents. Ils concernent la recherche d’éventuelles propriétés hypoglycémiantes.

Il nous a semblé intéressant de tester un complexe sur un modéle expérimental
préliminaire largement utilisé pour les tests de cette nature. Notre choix s’est porté sur le
complexe 3C issu de la complexation de la B-cyclodextrine avec le gliclazide 3S. Ce choix est

justifi¢ par la meilleure hydrosolubilité obtenue lors des mesures de ’hydrosolubilite.

Afin de tester I’activité anti-hyperglycémiante [1] du 3C, nous avons poursuivi

I’évolution de Peffet anti-hyperglycémiant pendant 2 heures. suivant les étapes suivantes :

¢ Induotion da |vperglveémie  Thypeiplyaéinnie est provoguce par I’administration de
glucose aux souris & raison de 4 o/kg (Figure 3.1).
i

Y Protocole du fraitement des souris : pour ce test, un total de 20 souris répartis en

quatre lots & cing souris est trait¢ ainsi :

Lotl : Représente le groupe contréle qui regort 10 mi/kg d'eau physiologique ~ 4g/kg de

glucose apies 90 minutes.
Lot2 : Recoit 80mg/10 ml/kg de 3S + 4g/kg de glucose apres 90 minutes.
g™

Lot3 : Regoit 80mg/10 ml/kg de 39+ 4g/kg de glucose apres 90 minutes.

Lot4 : Recoit 500mg/10 ml/kg de 3C ~ 4g/kg de glucose apres 90 minutes.

T




Figure 3.1.  Opération de gavage

La glycémie des quatre [ots est évaiuée a I"aide d'un glucométre sur un intervalile de

30 minules pendant 2 heures (Tigure 3.2).

Figure 3.2.  Mesurc du taux de glycémie
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Les résultats de I’évoluation de I’activité anti-hyperglycémiante chez les souris traités

sont illustrés dans la figure 3.3.

3
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Figure 3.3.

Test anti-hyperglycémique (série 1 : eau physiologique, série 2 : S a

dose de 80 mg, série 3 : 3C 4 dose de 80 mg, série 4 : 3C a dose de 500 mg)

MNous constatons un effet bénéfique [?] dn complexe anx doses administrées lorsque

les souris sont prétraitées par ces substances.

2. CONCLUSION

Cette étude a été entreprise pour évaluer I"effet sur le glucose sanguin d’un complexe

sulfamide hypoglycémiant-CD. L’effet anti-hyperglycémique a été test¢ chez des souris

normoglycémiques. D’aprés les résultats obtenus, on peut conclure que le complexe teste

semble présenter un profil pharmacologique intéressant.
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L’¢étude de la formulation de molécules possédant une activité
biologigue et présentant des limites de solubilité ouvre de nombreuses
e e

perspectives pour I'amélioration des propriétés physicochimiques.

Des travaux compiémentaires sont, bien entendu, nécessaires afin

d’affirmer les concepts et résultats liés a cette étude.
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CONCLUSION GENERALE

En vue de I'intérét thérapeutique des sulfamides hypoglycémiants et
leur solubilité limitée et aux CD et leur capacité a former des complexes
d’inclusion, il nous a semblé important de tenter notre contribution en
essayant de former des complexes d’inclusion entre une série de sulfamides

hypoglycémiants commercialisés et les CD, afin d’augmenter leur

Dans un premier temps, une série de sulfamides hypoglycémiants,
le glibenclamide, le glimépiride et le gliclazide, a fait I’objet d’extraction des
principes actifs a partir de formulations medicamenteuses commercialisées.
Touts les composés solés omt fait objet d'une étude détailiée en
déterminant les différentes caractéristiques physicochimiques dans le but

d’¢lucider lcur structurc.

Les propriétés physicochimiques des complexes préparés ont fait
"objet d'une ctude détailiée. Plusieurs types de caract€risation oni €ié
utilisés. Chacune de ces caractérisations a apporté plusieurs €éléments

soutenant la these de l mclusmn deQ su famlde‘: au sein des cavites de&B_CD
e S [

Une autre étude concernant la mesure de 1’hydrosolubilité¢ des
compiexes a €té entreprise. 1.es résuitats indiquent que la complexation agit

cn faveur de Pamclioration de I"hydrosolubilité.

Des tests biologiques sur un des complexes préparés ont été
effectués atin d’évaluer I'impact de la complexation sur les propriétés

biologiques du meédicament etudic et les reésultats sembient &tre

encourageants.
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T CONDI"I:IONS GENERALES

1.1. Solvants et réactifs

Les produits chimiques et solvants utilisés lors de toutes les études effectuées ont été

employés sans autre purification, sauf indication contraire.
1.2. Méthodes de caractérisation

v Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées sur feuilles
d’aluminium (0.2 mm) recouvertes de gel de silice Merck 60 F354. Les spots sont
detectés 4 la lumiere UV, et révéleés par pulvérisation de ninhydrine dans I’¢thanol,

puis chauffage.
v" Les points de fusion non corriges ont été déterminés a 1’aide d’un banc Kofler.

v' Les spectres U V-visible ont été obtenus sur un spectrophotometre UV-visible a double

faisceau Shimadzu model UV1800, a température ambiante.

v" Les spectres IR ont été effectuss sur un spectrometre Perkin-Elmer FT-IR
échantill t analysts sous forme de pastiles avec KBr, les
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bandes d’absorption sont exprimées en cm™’.
2.EXTRACTIONET CARACTERISATION DES PRINCIPES ACTIFS

L'extraction liquide-liquide est une technique de séparation, consistant en une

extraction par transfert entre deuy phases liguides. Elle repose sur la différence d'affinité d'un
soluté enfre denx phases non-miscibles cntre cllcs, L'eatiaction liquide-liguide permet de

translérer un soluté d'une phase liquide a une autre phase liquide non-miscible 4 la premiére.

l.es principes aclifs ont été j50l¢s par extraching liyuide-liquide (oaw/chloroforme), &

partir de formulations médicamenteuses commercialisées GLIBIL 5, IRIS et DIAPHAG
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contenant 5x100, 3x30 et 80x60 mg/boite de glibenclamide, glimépiride et gliclazide,

respectivement.

Ainsi, aprés extraction, décantation, séchage, évaporation et recristallisation dans |
I’éthanol, nous avons isolé :

1-[(4-{2-[(S-chloro-2-méthoxvbenzoyl) amino] éthvl} phényl) sulfonyl]-3-cyclohexylurée
(glibenclamide, 18))

M = 490.62 g/mol [Cy3Hp5CIN;05S]

Pi= 170°C

Rf'= 0.58 (Dichlorométhane)

IR (KBr,ven cm™): 3316 (NH), 1716 (C=0 amide), 1524, 1619(NH urée) 1376, 1160 (SO-)

1<[{d-[2-( 3-Liliyl-d-1muéihiyl-2-0x0-3 pyrroline i carboxamido )éthylphényl}sulfouyl]-3-
(trans-4-méthylcyclohexylurée (glimépiride, 2S)

M — dnd g'mol [’:;J_.;l Lyg Il O3
Pf=198 °C
Rf=0.61 (Dichlorom¢thanc)

IR (KBr,v en cm™): 3370 (NH), 1708 (C=0 amide), 1675 (C=0 urée), 1364 (NH), 1708, 1675
(S0y)

1-(3,3a,4,5,6,6a-Hexahydro-1H-cyclopentafc yrrol-2-yl)-3-(4methviphenyl)sulfonylurée
(gliclazide, 3S)

M=32341 g/rnol [C15H21N303S]
Pt=165"C

Rf - 0.83 (Dichlorométhane)

IR (KBr,v en cm): 3273 (NH), 1710 (C=0), 1436 (NH), 1348, 1165 (SO,)
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M = 2764 g/mol

Rf=0.48 (isopropanol/ammoniaque)
Pf=260°C

IR (KBr, vencm™): 3291 (NH et OH), 1675 (C=0), 1445 (NH), 1378 (50,)

)

3C =38-2CD

(3]

e
X,

Rf= 0.44 (isopropanol/ammoniaque)

Pf=270 °C

IR (KBr, ven cm™): 3295 (NH et OH), 1542 (C=0), 1463 (NH), 1028 (SO»)
4. MESURFE, DE L’HYDROSOLUBILITE

o Y m = Y 1N~ AL o el v
Uruaic  Jdc v vl 4> uUuld  >u
hypoglycémiants et de leurs complexes correspondants dans 1”octanol ont ¢t¢ préparées. 2.5ml

de chacue salntion ont é1é njonlés wu méme volumes d ean ef le mélange ainsi oblenn est agite

par un appareil ultrason (UP50 H) pendant 5 minutes. Les deux phases sont par la suite




séparées par centrifugation et les mesures des absorbances sont réalis€ées par un

spectrophotométre UV-Visible a double faisceau Shimadzu model UV 1800.
5. TESTS BIOLOGIQUES

Afin de tester I’activité anti-hypergiycemiante, une dose de 4 g/kg de glucose est
administrée par voie orale aux souris normo-glycémiques, qui €taient a jeun depuis 16 heures.

Un total de 20 souris répartis en quatre lots & cinq rats est traité ainst :

Lot1: Représente le groupe controle qui regoit 10 mi/kg d”eau physiologique + 4g/kg

de glucose aprés 90 minutes.
Lot2 : Recoit 80mg/10 mi/kg de 3S + 4g/kg de glucose apres 90 minutes.

4 Fa !

3 - Regoit 80mg/ 10 mikg de 3C + 4g/kg de glucose apres 50 minuies.

iy
&

=
G

1.otd - Recoit 500mg/10 mi/kg de 3C + 4g/kg de glucose apres 90 minutes

A I'aide d’un glucométre, la glycémie est déterminée au bout de 2 heures.
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EVALUATION DE L’ACTIVITE BIOLOGIQUE
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