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RESUME

Cette étude porte sur l'extraction, la caractérisation, la syntheése et I'évaluation des
propriétés biologiques de la pipérine et de ses analogues de synthése de type N-arylamides.
Elle vise a explorer leur potentiel en tant gu'agents anti-inflammatoires, analgésiques et
antibactériens, tout en combinant des approches expérimentales et in silico.

La pipérine a été extraite du poivre noir par différentes méthodes, dont 1’extraction avec
I’acide acétique glacial, qui a permis d’obtenir un produit pur et cristallin. Sa structure
chimique a été confirmée par des techniques spectrales (UV, IR, RMN). Ensuite, deux
analogues amides de 1’acide pipérique (08 et 09) ont été synthétisés avec des rendements
élevés (64,7 % et 70,12 %), et leur structure a été validée par des analyses similaires.

Les études biologiques in vivo ont révélé que la pipérine et ses analogues possedent des
activités anti-inflammatoires et analgésiques significatives. La pipérine, administrée a une
dose de 50 mg/kg, a montré des effets comparables a ceux de I'aspirine (150 mg/kg) et du

tramadol, respectivement pour les activités anti-inflammatoires et analgésiques.

Les analyses in vitro n'ont révélé aucune activité antibactérienne significative pour la
pipérine et lI'acide pipérique, tandis que les analogues 08 et 09 ont montré une activité
antibactérienne contre les souches testées. En parallele, les études in silico de type ADME
des analogues ont mis en évidence une absorption gastro-intestinale élevée. Les
simulations de docking ont confirmé des interactions solides entre les analogues et la
cyclooxygénase-2 (COX-2), ainsi qu'avec diverses protéines bactériennes, suggérant leur
potentiel a la fois anti-inflammatoire et antibactérien. De plus, les simulations de
dynamique moléculaire ont validé la stabilité structurale des analogues lors de leurs
interactions avec la COX-2.

Sur le plan toxicologique, les analogues présentent un profil sécuritaire avec une toxicité
modérée, sans risque de cancérogénicité, et un faible impact environnemental.

En conclusion, les résultats mettent en évidence le potentiel thérapeutique des analogues
amides de la pipérine, en particulier les analogues 08 et 09, en tant qu’anti-inflammatoires,
analgésiques et antibactériens prometteurs. Ces composés méritent des études précliniques

supplémentaires pour évaluer leur efficacité et leur sécurité.

Mots Clés. Pipérine, in silico, Cyclooxygénase2, Anti-inflammatoire, Antibactérien,
Analogues amides.
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ABSTRACT

This study covers the extraction, characterization, synthesis and evaluation of the
biological properties of piperine and its synthetic analogues of type N-aryl amide. It aims
to explore their potential as anti-inflammatory, analgesic and antibacterial agents, while
combining experimental and in silico approaches.

Piperine was extracted from black pepper by various methods, including glacial acetic acid
extraction, which resulted in a pure and crystalline product. Its chemical structure has been
confirmed by spectral techniques (UV, IR, NMR). Then, two amide analogues of piperic
acid (08 and 09) were synthesized with high yields (64.7% and 70.12%), and their structure
was validated by similar analyses.

In vivo biological studies have shown that piperine and its analogues have significant anti-
inflammatory and analgesic activities. Piperine, given at a dose of 50 mg/kg, showed
effects comparable to aspirin (150 mg/kg) and tramadol for anti-inflammatory and
analgesic activities respectively.

In vitro assays revealed no significant antibacterial activity for piperine and piperic acid,
while 08 and 09 analogues showed antibacterial activity against the tested strains. In
parallel, the ADME-type in silico studies of analogues showed high gastrointestinal
absorption. Docking simulations confirmed strong interactions between the analogues and
cyclooxygenase-2 (COX-2), as well as with various bacterial proteins, suggesting their
potential to be both anti-inflammatory and antibacterial. Furthermore, molecular dynamics
simulations validated the structural stability of analogues during their interactions with
COX-2.

The analogues have a safe profile with moderate toxicity, no risk of carcinogenicity and
low environmental impact.

In conclusion, the results highlight the therapeutic potential of piperine amide analogues,
particularly 08 and 09, as promising anti-inflammatory, analgesic and antibacterial. These

compounds merit additional preclinical studies to assess their efficacy and safety.

Keywords. Piperine, in silico, Cyclooxygenase, Anti-inflammatory, Antibacterial, Amides

analogues.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

L'inflammation est une réponse naturelle de Il'organisme a un traumatisme biologique,
physique ou chimique. Bien que cette réaction soit essentielle a la défense de I'organisme, sa
persistance peut provoquer des douleurs et diverses pathologies nécessitant souvent des

traitements a base d'anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS). (1)

Parmi les différentes approches thérapeutiques contre I'inflammation, I'inhibition sélective de
la cyclooxygénase-2 (COX-2) s'est révelée particulierement efficace. Plusieurs composes, tels
que le célécoxib et le rofécoxib, inhibent spécifiquement la synthese des prostaglandines en
agissant sur la COX-2. Cependant, la plupart des AINS sont associés a des effets indésirables
graves, notamment des ulcéres gastro-intestinaux, des saignements et des accidents
cardiovasculaires graves. (2) Il est donc crucial de développer de nouveaux anti-

inflammatoires puissants, efficaces et mieux tolérés.

En paralléle, les maladies infectieuses et la résistance bactérienne représentent un probléme de
santé publiqgue majeur. Pour y faire face, nous avons contribué au développement de
nouveaux inhibiteurs des enzymes et protéines essentielles des bactéries telles que
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, car la

survie de ces organismes dépend de ces cibles.(3)

La recherche de nouvelles molécules bioactives est un domaine d'intérét majeur en chimie
médicinale et en pharmacologie. Parmi les molécules naturelles étudiées, la pipérine est un
alcaloide majeur du poivre noir, utilisé depuis longtemps dans la médecine traditionnelle pour
traiter divers maux. Les recherches modernes ont confirmé que la pipérine posséde plusieurs
propriétes thérapeutiques.

Les principales propriétés thérapeutiques de la pipérine incluent :

-Activité analgésique : La pipérine est capable de réduire la douleur en modulant les voies de
signalisation neuronale.(4-6)

-Propriétés anti-inflammatoires : Elle inhibe la production de médiateurs inflammatoires,
réduisant ainsi I’inflammation.(4,7-9)

-Activité antibactérienne : La pipérine peut inhiber la croissance de diverses bactéries

pathogénes, ce qui en fait un potentiel agent antimicrobien.(10)
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INTRODUCTION

La conception de médicaments in silico utilise des techniques de modélisation informatique
pour prédire I'interaction entre les molécules et leurs cibles biologiques. (11)

Cette approche permet de :

-Accélérer le processus de decouverte de medicaments en réduisant le nombre de composés a
tester expérimentalement. (11)

-Optimiser la structure des composés pour améliorer leur efficacité et réduire les effets
secondaires.

-Economiser du temps et des ressources en identifiant rapidement les candidats les plus
prometteurs. (11)

Dans ce travail, nous avons développé des analogues originaux de l'acide pipérique, dérivé
numéro un de la pipérine, en introduisant sur le groupement carboxylique des amines

aromatiques cycliques ou acycliques portant diverses substitutions.

L'objectif principal de cette etude est de concevoir in silico de nouveaux analogues amides de

I'acide pipérique et d'évaluer leurs activités biologiques.
Les étapes clés de cette recherche incluent :

-Conception et modélisation des analogues : Utiliser des logiciels et serveurs de modélisation

moléculaire pour concevoir des analogues de I'acide pipérique.
-Synthése chimique : Préparer les analogues congus en laboratoire.

-Evaluation des activités biologiques : Tester les meilleurs analogues pour leurs propriétés

analgésiques, anti-inflammatoires et antibactériennes a l'aide de méthodes in vitro et in vivo.

-Analyse comparative : Comparer les résultats obtenus avec ceux de la pipérine naturelle pour

déterminer les améliorations potentielles.

Notre objectif secondaire était d'analyser diverses techniques d'isolation de la pipérine a partir
du poivre noir et de vérifier ses effets anti-inflammatoires, analgésiques et antibactériens en

les confrontant aux données issues de différentes études scientifiques.
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INFECTIONS BACTERIENNES

CHAPITRE | : PHYSIOLOGIE DE L’ INFLAMMATION, DE LA
DOULEUR ET DES INFECTIONS BACTERIENNES

I.1.Inflammation :

L’inflammation est la réponse du systéme immunitaire aux stimuli nocifs, tels que les agents
pathogenes, les cellules endommagées, les composes toxiques ou I’irradiation (1). Elle agit en
¢liminant les stimuli nuisibles et en amorcant le processus de guérison. L’inflammation est

donc un mécanisme de défense vital pour la santé. (12,13)

I.1.1. Les étiologies d’une réaction inflammatoire :

Divers facteurs pathogenes, comme une infection, une lésion tissulaire ou un infarctus
cardiaque, peuvent provoquer une inflammation en endommageant les tissus. Les étiologies
de I’inflammation peuvent étre infectieuses ou non (Tableau 01). En réponse a une lésion
tissulaire, le corps initie une cascade de signalisation chimique qui stimule les réponses visant
a guérir les tissus touchés. Ces signaux activent le chimiotactisme des leucocytes, attirant ces
derniers depuis la circulation générale vers les sites endommagés. Ces leucocytes activés

produisent des cytokines qui induisent des réponses inflammatoires.(14)

Tableau 01 : Etiologie de I’inflammation(2)

Facteurs non infectieux Facteurs infectieux
Physique : brilures, engelure, blessures Bactérie
physiques, corps étrangers, traumatismes, Vi
S irus
radiations.

: - . Autres micro-organismes
Produits chimiques : glucose, acides gras,

toxines, alcool, irritants chimiques (y
compris le fluorure, le nickel et d’autres
oligo-éléments).

Biologie : cellules endommagées.

Psychologique : excitation.

1.1.2. Les mécanismes de réponse inflammatoire :
1.1.2.1.Les différents types d’inflammation -

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus
inflammatoire :
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CHAPITRE I : PHYSIOLOGIE DE L INFLAMMATION, DE LA DOULEUR ET DES
INFECTIONS BACTERIENNES

1.1.2.1.1. Inflammations aigués :
L’inflammation aigué est une réponse physiologique complexe, qui implique la participation
des deux branches du systéme immunitaire : I’immunité innée et I’immunité adaptative. C’est
une réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours a quelques
semaines), a l'installation souvent brutale et caractérisée par des phénoménes vasculo-
exsudatifs intenses.(15) Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un

traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante.

(Figurel) (16)
PSGlIg@
intégrines n\;‘/ 4. Margination, adhésionet

transmigration des leucocytes

circulation
sanguine

endothélium . a

3a. Activation de
l’endothehum

élimination compléte de Fagent causal,

endogéne [] Y 5. Chimiotactisme épithélium normal, angiogenése,

° perte des médiateurs chimiques,
exogéne @ mnkmc: ﬂNf 1) perte des cellules immunitaires,
(bactérie, virus) réparation (fibrose) si nécessaire

X . 5 “ chimiokines (IL-8)

o médiateurs vasoactifs
cellule résidente
2.R . devathost I 6. Activation des Ieucocyles I

| oude molécules endogenes et induction
de laréponse immunitaire innée

circulation 3b. Augmentation de la
sanguine perméabilité membranaire | anicorps facteurs du focteursde

complément coaguiation

Figure 01 : Les principales étapes de I'inflammation aigiie. (15)

Les phases de ['inflammation aigué :

» La phase vasculaire (réaction vasculo-exsudative)
Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire treés breve (quelques secondes), rapidement
ressentie comme douloureuse. Cette douleur est expliquée par la libération de médiateurs tels
que I’histamine, la sérotonine et la kinine, qui excitent les terminaisons nerveuses, renfor¢cant
ainsi le processus douloureux. Cette constriction agit également sur les plaquettes circulantes,
perturbant la circulation et entrainant leur activation. (17)
Rapidement, cette vasoconstriction est suivie d’une vasodilatation des vaisseaux sanguins,
provoquée par I’histamine et les prostaglandines libérées par les mastocytes. Cela entraine une
augmentation du débit sanguin local et une perméabilité accrue des capillaires, favorisant
I’extravasation des cellules sanguines (diapédese). Ce phénomene contribue a 1’apparition de
chaleur et de rougeur au site de 1’inflammation. La migration des cellules s’accompagne d’un

transfert de plasma, ce qui provoque la formation d’un cedéme. Le liquide extravasé, appelé
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exsudat, contient de 1’eau, des protéines plasmatiques et des cellules immunitaires, qui
convergent vers le foyer Iésionnel. (17)
» La phase cellulaire (recrutement des leucocytes)
Les phénomenes vasculo-exsudatifs initiaux permettent 1’arrivée des leucocytes au site
inflammatoire. (18) Les cellules endothéliales jouent un role clé dans cette étape. Sous I’effet
des médiateurs libérés lors de la phase précédente (comme les dérivés du complément, la
thrombine, la bradykinine, [’histamine, le PAF, les prostaglandines, les cytokines
inflammatoires telles que TNF-a, IL-1p et INF-y, ainsi que les espéces réactives de
I’oxygene), elles s’activent et expriment des molécules d’adhésion nécessaires au recrutement
des leucocytes.(15)
Le recrutement des leucocytes se déroule en trois étapes :
1. Roulement sur la surface de I’endothélium : Médié par les sélectines.
2. Adhésion ferme : Impliquant les E-sélectines, ainsi que les molécules ICAM-1 et
VCAM-1, appartenant a la famille des immunoglobulines.
3. Transmigration a travers I’endothélium : Facilitéte notamment par PECAM-1. (15)
(Figure 2)
Les neutrophiles constituent les principaux leucocytes recrutés au cours de 1’inflammation
aigué. Cependant, les cellules endothéliales recrutent également des monocytes, des
lymphocytes B et T, ainsi que d’autres leucocytes.(19)
Le TNF-a stimule la dégranulation des neutrophiles, augmentant leur capacité a libérer des
protéases (comme I’¢lastase et la collagénase), des peptides antimicrobiens et des especes

réactives de 1’oxygéne (Reactive Oxygen Species, ROS).(20,21)

Activation d’integrin
par les chemokines

Migratian 3 travers

Roulement I'endothelium

Adhésion stable

Leukocyte @ Sialyl-Lewis X-modified glycoprotein

:‘? Y Inte: o
tegrin (high
\‘] o affinity state)

== ~ /
= = ’ N\ PECAM-1
S ‘A A £ el (CD31)

é Integrin ligand o
Proteoglycan (ICAM-1)

aéb édg P

Chemokines ® e y. _[fj
Macrophaga ! )
with microbes A

Fibrin and fibronectin_—~ \ %
{extracellular matrix) -~ -

Cytokines
(TNF, IL-1)

Figure 02 : Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins.(15)
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> Phase de résolution et la réparation
La phase de résolution, appelée également phase de réparation, dépend du degré des Iésions
tissulaires. Dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont élimines par les
polynucléaires neutrophiles (PMNs), tandis que les produits de dégradation et les débris
cellulaires sont phagocytés par les macrophages. (22)
Ces macrophages sécrétent des cytokines et des médiateurs qui induisent la cicatrisation et la
régénération tissulaire. Le retour a un état physiologique commence par la réparation de
I’endothélium, réalisée par les cellules endothéliales elles-mémes. Ces derniéres produisent et
remodeélent les composants de leur stroma (collagéne de type I et I11) ou de leur lame basale
(collagéne de type 1V et V, laminine).
Dans le cas de Iésions plus sérieuses entrainant une destruction importante des tissus, d’autres
cellules interviennent pour restaurer le tissu. Les macrophages contribuent a I’angiogenese,
mais les fibrocytes, suivis des fibroblastes, produisent les protéines matricielles des tissus
intercellulaires, telles que le collagene, la fibronectine et la laminine, afin de permettre la

reconstruction des tissus.(22)

1.1.2.1.2. Inflammations chroniques :

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée qui peut survenir dans trois
contextes principaux :
e La persistance de micro-organismes de faible toxicité, comme le bacille de Koch (BK).
e L’exposition prolongée a des agents toxiques :

o Exogenes, tels que les contacts répétés avec le ciment ou les cosmétiques.

e Endogenes, comme I’athérosclérose, réaction des parois vasculaires aux LDL.
e L’auto-immunité : Réaction dirigée contre des antigenes du soi modifiés, comme dans la

polyarthrite rhumatoide ou le lupus érythémateux.(22)
De fagon schématique, I’inflammation chronique se distingue de 1’inflammation aigué par :
e La coexistence prolongée des étapes vasculaires et d’amplification décrites précédemment.
e Une persistance de I’inflammation dans le temps.
e Des destructions tissulaires importantes.(22)

1.1.2.2.Les médiateurs de I’inflammation :

1.1.2.2.1. Les systéemes d’activation plasmatique
Les conséquences fonctionnelles de cette activation sont I’¢limination du pathogene (par ex.

par phagocytose) et/ou la réparation de la lésion.
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> Les systéemes coagulation / fibrinolyse :

Les relations entre 1I’inflammation et le systéme de coagulation sont complexes. La présence
de depdts de fibrine, tant intra-vasculaires qu’extra-vasculaires, est presque systématique dans
les processus inflammatoires.
Au cours de la coagulation, une cascade de protéolyses conduit a la conversion du fibrinogéne
en fibrine. La fibrine joue un réle essentiel dans 1’exsudat inflammatoire :

o Elle délimite le foyer inflammatoire, empéchant la propagation de I’inflammation.

« Elle forme une matrice permettant le déplacement des cellules inflammatoires vers le

site de la lésion.(23)

Cependant, la coagulation est étroitement régulée par un équilibre avec la fibrinolyse. La
plasmine, enzyme clé de la fibrinolyse, dégrade la fibrine en fragments, appelés produits de
dégradation de la fibrine (PDF).(23)

Systéme de la
coagulation/fibrinolyse

Facteur XII (Hageman) activé Activateur du plasminogéne

v
| ] Plasminogéne > Plasmine

v
Prothrombine -+ Thrombine

v
Fibrinogéne . Fibrine * PDF

Réseau sur lequel la cicatrisation peut se produire

Figure 03 : Systéeme de la coagulation/fibrinolyse.(1)

» Le systeme du complément et inflammation :
Le systéme du complément, en particulier par I’intermédiaire du composant C3 et de ses
produits de dégradation, joue un rdle crucial dans I’inflammation. Il active les cellules
porteuses des récepteurs CR1, CR2, CR3 et CR4, ce qui entraine la production de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires.(24)

» Le systéme des kinines/Kallicréine : Les kinines constituent une petite famille de
peptides comprenant la bradykinine (BK), la kallidine et leurs métabolites actifs.

La bradykinine est produite suite a I’activation du facteur de Hageman (ou facteur
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XII) du systeme de coagulation sanguine, lorsqu’il entre en contact avec le collagéne
apres une lésion vasculaire. Ce peptide vasoactif trés puissant induit :

« Ladilatation des veinules,

e L’augmentation de la perméabilité vasculaire,

« Lacontraction locale des muscles lisses.

Ces évenements favorisent le recrutement des leucocytes sur le site inflammatoire.(25)

1.1.2.2.2. Les médiateurs cellulaires :

» L’Histamine :
L’histamine est principalement stockée dans les basophiles et les mastocytes sous forme
préformée, liée aux protéoglycans. Elle provoque la constriction des veines et des artéres
(effets H1) et, au contraire, la dilatation des artérioles et des capillaires (effets H1 + H2). Elle
augmente également, in vivo, la perméabilité capillaire (effet H1). L histamine joue ainsi un
role modulateur important dans les réactions inflammatoires et les réponses immunitaires.(26)

» Les radicaux libres :
L’inflammation est une source majeure de radicaux oxygénés produits directement par les
cellules phagocytaires activées. (27)
Dans la minute suivant le contact avec une particule étrangére, les neutrophiles induisent une
augmentation de la consommation d’oxygene. Tout I’oxygene consommé est réduit par le
NADPH en ion superoxyde. Dans le phagosome, les ions superoxydes sont convertis en eau
oxygénée (H20>) et, en présence d’ion chlorure et de I’enzyme myéloperoxydase, 1’H20> est
transformée en acide hypochlorique. Ce dernier agit sur la membrane des bactéries en fixant
le chlore, en oxydant les groupements SH et en décarboxylant les acides aminés en aldéhydes,
ce qui entraine la perte de l'intégrité de la membrane bactérienne. (28)
L’activation de la NOS macrophagique stimule la formation de monoxyde d’azote (NO) a
partir de 1’arginine. Le NO est un puissant vasodilatateur et peut générer, en combinaison
avec les radicaux libres, des péroxynitrites trés déléteres.(27,28)

» Les Eicosanoides :
L’activité de la cyclooxygénase (COX) conduit a la formation de prostaglandines (PG) et de
thromboxanes (TX). Ces médiateurs sont essentiellement libérés par les cellules endothéliales,
les macrophages, les mastocytes, les plaquettes et les fibroblastes.
Les leucotriénes (LT) sont synthetises par des réactions catalysées par les lipoxygénases. La
5-lipoxygénase est une enzyme dont la distribution est limitée a certaines cellules d’origine

médullaire, aux polynucléaires neutrophiles (PNN), aux éosinophiles, basophiles, aux
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monocytes/macrophages, aux mastocytes et aux lymphocytes B. Parmi les médiateurs
inflammatoires lipidiques les plus puissants, on trouve la PGE2, la PGI2 et le LTB4, qui
contribuent au recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammatoire.(29)
> Les cytokines :

Les cytokines sont des molécules pro-inflammatoires de nature protéique produites
principalement par des macrophages activés. Elles permettent aux cellules de communiquer
au sein du systéeme immunitaire, mais aussi entre le systeme immunitaire et les autres
systémes de 1’organisme.(30)

e TNF —a: Il s'agit d'une cytokine pro-inflammatoire produite par les mastocytes et les
macrophages. Le TNF-o posséde deux récepteurs principaux : le TNFRI et le TNFRII,
qui difféerent par leur domaine intracellulaire. Le TNF-a stimule 1’expression de
molécules d’adhésion et la production de chimiokines par les cellules endothéliales,
permettant le recrutement des leucocytes sanguins (neutrophiles, éosinophiles,
monocytes ou cellules NK) vers le foyer inflammatoire. De plus, il peut induire
I’apoptose de certaines cellules.(22)

e |IL1: L’interleukine 1 se compose de deux isoformes : IL-1a et IL-1p. L'IL-1 agit sur le
systeme nerveux central en déclenchant la fiévre, et elle induit la synthése des
eicosanoides et de I'oxyde nitrique. Elle stimule également la synthese du
collagene.(22,31)

e |IL6: IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire produite par de nombreux types
cellulaires. Elle induit la sécrétion des protéines de la phase aigué et joue un role dans la
prolifération et la différenciation des lymphocytes B (LB) et des lymphocytes T
cytotoxiques (LT) dans la réponse immunitaire spécifique.(22)

1.2.Douleur :
Selon la définition de I'lASP (International Association for the Study of Pain), la douleur est «
une sensation désagréable et une expérience émotionnelle en réponse a une atteinte tissulaire
réelle ou potentielle, ou décrite en ces termes ».
La douleur est donc une expérience s’articulant autour de quatre composantes fondamentales :
e Sensori-discriminative
e Affective et émotionnelle
e Cognitive

e Comportementale
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En s’intéressant a la premiére composante sensori-discriminative de la douleur, Sherrington,
neurophysiologiste anglais de la fin du XIXe siécle, a créé le terme de « Nociception » qui
caractérisait des stimulations sensorielles de haute intensité, celles qui étaient « susceptibles
de remettre en cause 1’intégrité physique de I’organisme ». (32,33)

Ainsi, une stimulation périphérique nociceptive de forte intensité déclenche une cascade
d’événements physiologiques conduisant a I’intégration des informations codant pour les
différents aspects de la douleur. Des perturbations peuvent étre a I’origine du prolongement
dans le temps du processus a 1’origine de la douleur, conduisant au développement d’une
douleur chronique parfois sans cause organique, qui laisse le plus souvent le thérapeute
désarmé et pour laquelle ’apport de la recherche n’en est encore qu’a ses balbutiements. La
douleur perd alors sa signification de signal d’alarme pour évoluer vers un véritable syndrome

chronique dont les effets déléteres sont le plus souvent handicapants. (32,33)
1.2.1. Evaluation de la douleur :

1.2.1.1. Localisation de la douleur :
Le schéma des zones douloureuses, ou dessin de la douleur, permet de localiser et de
visualiser les régions affectées. Le patient indique ces zones sur un dessin d’un corps humain
imprimé. Ces informations orientent le bilan étiologique en identifiant les zones anatomiques
concernées.(33)
1.2.1.2. Intensité de la douleur :

v" Echelle visuelle analogique (EVA) :
La forme classique comporte une ligne horizontale de 100 mm de long, sur laquelle le patient
indique I’intensité de sa douleur en tragant un trait (forme papier) ou en déplagant un curseur
(réglette mécanique). Les échelles visuelles analogiques offrent une mesure continue,
permettant une évaluation fine de I’intensité de la douleur.(33,34)

v Echelle numérique (EN) :
L’échelle numérique demande au patient d’attribuer une note de 0 a 10 a son ressenti, ou 0
signifie « pas de douleur » et 10 représente la « douleur maximale imaginable».(33)

v' Echelle verbale simple (EVS) :
Les échelles verbales simples évaluent ’intensité de la douleur en demandant au patient de
choisir un adjectif descriptif, chaque choix correspondant a un score predéfini. La mesure se

limite généralement a cing ou six niveaux. (33)
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1.2.2. Types de douleur :

Il existe plusieurs types de douleur que 1’on peut classer selon leur mécanisme
physiopathologique (excés de nociception, neuropathique, psychogene) ou leur durée
d’évolution (aigué ou chronique). (33)

1.2.2.1. Selon le mécanisme physiopathologique :

Pour les mécanismes physiopathologiques, trois types de douleurs peuvent étre distingués :

e La douleur par exces de nociception : Ce type de douleur résulte d'une augmentation de
la transmission des messages douloureux transportés par les fibres fines. La douleur
postopératoire en est un exemple typique. Elle est généralement limitée dans le temps et
souvent aigué. Pour traiter ces douleurs, il est nécessaire d'utiliser des antalgiques
(aspirine, paracétamol, etc.). (33)

e La douleur neuropathique : Egalement appelée douleur de désafférentation, elle résulte
d'une lésion nerveuse responsable d'un dysfonctionnement dans la transmission et le
controle des messages douloureux. (35)

Les principales causes de douleurs neuropathiques incluent I'amputation (membre fantdme),
la douleur consécutive au zona (douleur post-zostérienne), les lésions nerveuses et la
paraplégie. Les traitements de premiére intention ne sont pas les antalgiques classiques, mais
plutét certains antidépresseurs imipraminiques et antiépileptiques. (35)

e Les douleurs psychogénes regroupent toutes les douleurs qui ne peuvent pas étre
classées dans les deux catégories précédentes. Elles se caractérisent par Il'absence de
Iésions apparentes et sont souvent liées a des problémes psychologiques, psychiques ou

sociaux. (32)

1.2.2.2. Selon la durée d’évolution :
La douleur peut également €tre classée en fonction de sa durée d’évolution :

e Ladouleur aigué est une douleur vive, immédiate et généralement breve. Elle est causée
par une stimulation nociceptive de I'organisme et joue un rdle de signal d’alarme. Sa
durée d’évolution est généralement inféricure a trois mois. (33)

e La douleur chronique est une douleur qui persiste au-dela du délai habituel de
cicatrisation (généralement trois mois). Contrairement a la douleur aigué, qui est une
réponse adaptée a une cause spécifique (par exemple, la cicatrisation apres une blessure),
la douleur chronique perd ce caractere adaptatif. Elle agit directement sur la personne
qui en souffre, que ce soit immédiatement (d’emblée) ou de maniere secondaire, et a

également un impact sur son entourage familial et social, y compris son environnement
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professionnel (conditions de travail, etc.). Tous ces éléments doivent étre pris en compte
lors de la prise en charge pour une approche globale et efficace..(35)

1.2.3. La Physiologie de la douleur :
1.2.3.1. De la périphérie a la moelle épiniére :

La douleur résulte de I'excitation des nerfs, plus précisément de certaines fibres nerveuses, qui
génerent un « message nerveux » : le stimulus douloureux. Cet influx nerveux prend
naissance au niveau des récepteurs spécialisés, appelés nocicepteurs, situés a I'endroit ou
I'organisme subit une agression. Ces nocicepteurs sont constitués de terminaisons nerveuses
sensibles aux stimulations douloureuses. (34)

Ces récepteurs nociceptifs sont présents dans divers tissus, notamment la peau, les veines, les
artéres, les muqueuses, les tendons, les os et les visceres. (34)

Les informations sensorielles captées par les récepteurs cutanés sont transportées et traitées
par deux systemes distincts :

. Ce systeme correspond a la sensibilité musculaire, tendineuse et a une partie de la
sensibilité tactile. 1l est constitué de fibres nerveuses volumineuses, fortement myélinisées,
qui assurent une transmission rapide de I'influx nerveux. (36)

. Ce systeme vehicule la sensibilité thermique (chaud et froid), la douleur et une partie
de la sensibilité tactile. 1l est composé de petites fibres nerveuses, peu ou pas myélinisées, qui
transmettent I'influx nerveux plus lentement.

Les fibres nociceptives qui transmettent I’influx de la moelle épini¢re au thalamus, puis du
thalamus au cortex, se distinguent par leur calibre et leur fonction :

. Les fibres A alpha et A béta :

Ces fibres, de gros calibre et entourées de myéline, jouent un réle d'accélérateur dans la
transmission de l'influx nerveux. Elles sont responsables de la perception des différences de
température (chaud, froid) et de pression. (36)

e Lesfibres A delta:

Plus fines que les fibres A alpha et béta mais également myélinisées, ces fibres transmettent
I'influx nerveux environ 10 fois plus lentement. Elles sont spécifiquement activees par des
stimulations mécaniques (pincement, pigdre) ou thermiques (chaleur). (36)

e LesfibresC:

Particulierement fines et dépourvues de myéline en périphérie, ces fibres jouent un role

prédominant dans la détection et le codage de l'intensité de la douleur. Leur vitesse de
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conduction est lente, et elles véhiculent I'influx nerveux pergu par le cerveau comme une
douleur. (36)

Une lésion tissulaire aboutit a I'accumulation de substances algogeénes (telles que la
bradykinine, I’histamine, la sérotonine et les prostaglandines PGE-1 et PGE-2), qui sont
impliquées dans la genése des phénoménes douloureux. Ces substances sensibilisent les
récepteurs des terminaisons nerveuses sensitives, les rendant plus réactives a l'action des

médiateurs algogenes. (36)
1.2.3.2. De la moelle épiniére au cerveau :

Des faisceaux nerveux ascendants acheminent le message douloureux jusqu'aux zones
cérébrales dédiées a la perception de la douleur. Ce message passe par plusieurs « points de
contr6le ». Par exemple, au niveau du tronc cérébral, des neurones constituent des voies
descendantes inhibitrices qui bloguent la perception de la douleur en inhibant les réflexes
nociceptifs (c'est-a-dire I'enchainement des mécanismes ascendants, allant de la périphérie
vers le cerveau). (33)

Les systemes lemniscal et extra-lemniscal convergent vers le thalamus, une zone profonde

du cerveau ou les informations sont traitées. Le thalamus integre le message douloureux avec

d'autres informations sensorielles, comme celles provenant de la vue, de l'ouie et de

I'équilibre. (33,36)

Aprés ce traitement, I'information est projetée au niveau du cortex pariétal, ou elle acquiert

une représentation consciente grace aux neurones corticaux. (33,36)

o Le systéeme lemniscal fournit des informations conscientes détaillées sur la localisation et
la nature de la stimulation. (33,36)

o Le systéeme extra-lemniscal, quant a lui, fonctionne comme un systeme d'alarme. Il
permet des réactions rapides de retrait face a une agression (par exemple, retirer la main
d'une source de chaleur) et des adaptations physiologiques, comme les réponses
circulatoires aux changements de température. (33,36)

La différence entre ces deux systemes explique pourquoi, en cas de lésion affectant

uniquement I'un d'entre eux, on observe des symptdmes neurologiques distincts. (33,36)
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SCHEMA DESCRIPTIF DES VOIES DE LA DOULEUR NOCICEPTIVE
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Figure 04 : Les voies de la douleur.(37)

1.3. Infections bactériennes :

1.3.1. Les bactéries :

1.3.1.1. Définitions :

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires capables de se reproduire de maniére
autonome, contrairement aux virus qui nécessitent une cellule héte pour se multiplier. Leur
taille varie généralement entre 1 et 10 pm, et leur poids est de I’ordre de 1072 grammes.
Elles sont omniprésentes dans 1’environnement : environ 8 000 especes sont connues, mais on
estime qu’il en existerait 100 & 1 000 fois plus. (38)

Les bactéries sont des organismes remarquablement adaptables. Elles peuvent étre a I’origine
de maladies graves ou simplement coloniser des surfaces, comme la peau. Par exemple, dans
le systeme digestif, le microbiote intestinal est composé d’environ 1 000 milliards de
bactéries. Ce microbiote joue un role essentiel dans la digestion et la défense de 1’organisme.
Certaines bactéries sont méme utilisées dans 1’alimentation (comme les probiotiques) ou dans
des médicaments pour rééquilibrer le microbiote et rétablir une fonction digestive normale,

notamment apres des épisodes de diarrhee. (39)

1.3.1.2. Classification des bactéries :

La coloration de Gram est une méthode de classification des bactéries découverte en 1884
par le pharmacien, médecin et bactériologiste danois Hans Christian Gram. Encore
largement utilisée aujourd’hui, cette technique permet de distinguer les bactéries en deux

grands groupes :
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o Bactéries @ Gram positif (qui retiennent le colorant violet).
o Bactéries a Gram neégatif (qui ne retiennent pas le colorant et prennent une teinte
rose ou rouge).
Cette classification est essentielle pour identifier le type de bactérie impliqué dans une

infection et pour guider le choix du traitement antibiotique approprié. (39)

w3 ¢ T

Figure 05 : La coloration de Gram.(39)

v’ Bactéries gram positives :
Les bactéries Gram positives apparaissent violettes au microscope aprés la coloration de
Gram. Cette caractéristique est due a leur paroi cellulaire, qui est particulierement épaisse et
uniforme. Cette paroi est recouverte d’une couche importante de peptidoglycane, un
polymeére complexe composé de deux parties principales.
Exemples de bactéries Gram positives :
« Staphylococcus aureus (staphylocoque dore).

« Streptococcus pneumoniae (pneumocogue).
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Figure 06 : La paroi des bactéries a Gram — bactéries a Gram +(39)
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v’ Bactéries gram négatives :
Les bactéries a Gram négatif possédent une paroi cellulaire plus complexe. La couche de
peptidoglycane, plus fine que celle des bactéries a Gram positif, est entourée par une
membrane externe composée de lipopolysaccharides (LPS) et de lipoprotéines. (40) La partie
lipopolysaccharidique, qui contient des endotoxines, joue un réle majeur dans le pouvoir
pathogene de ces bactéries.
Les infections bactériennes a Gram négatif incluent, entre autres, les infections a Escherichia

coli (E. coli) et Pseudomonas spp. (40)

Cependant, il est important de noter que la distinction entre bactéries a Gram positif et a Gram
négatif ne suffit pas pour classer efficacement ces micro-organismes. D’autres critéres sont
également pris en compte, tels que la morphologie bactérienne (coques, bacilles, etc.), leur
mode de vie (aérobie ou anaérobie), leur mobilité, et bien d’autres caractéristiques. (3,40)
1.3.2. Maladies infectieuses :

1.3.2.1. Définition :
Une infection se définit comme le dép6t et la multiplication de micro-organismes dans les
tissus ou sur les surfaces du corps, entrainant généralement des effets délétéres. (41)
Les bactéries causent la majorité de leurs effets aigus en libérant des toxines, mais elles
peuvent également provoquer des dommages en déclenchant une réponse inflammatoire.
Cette réponse inflammatoire constitue une composante essentielle de la protection de 1’hote. 11
est toutefois intéressant de noter que certaines bactéries virulentes, telles que les
staphylocoques, sont capables d’inhiber partiellement 1’inflammation pour faciliter leur survie

et leur propagation. (42)
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1.3.2.2. Types des infections :

1.3.2.2.1. Infections respiratoires :
L’air que nous inhalons contient des millions de particules en suspension, parmi lesquelles se
trouvent des micro-organismes. La plupart de ces derniers sont inoffensifs (voir Tableau 02).
Cependant, en présence d’une personne atteinte d’une infection des voies respiratoires, 1’air

peut étre chargé d’un grand nombre de micro-organismes pathogenes susceptibles de

provoquer des infections. (42)

Tableau 02 : Principales causes des infections respiratoires.(41)

La Maladie
Pharyngite

Laryngite aigué

Sinusite

Epiglottite

Bronchite aigué

Pneumonie aigué

Définition
- Elle se définit par la triade
suivante : mal de gorge, fievre
et inflammation du pharynx.
(43)
- c’est une inflammation du
larynx. (41)

- c'est une inflammation des
sinus paranasaux. (41)

- c’est un état d'inflammation,
d'cedéme et obstruction de
I'épiglotte et des structures
environnantes.(41)

- c’est Syndrome
d'inflammation  trachéale et
bronchique associé a une
infection respiratoire. (41)

- cest une infection du
parenchyme pulmonaire. (44)

Bactérie responsable
- Streptocoque du groupe A
(SGA)
- Mycoplasma pneumoniae
- chlamydia pneumoniae(41)
- Group A pB-hemolytic
streptococcus
- M. catarrhalis
- H. influenzae
- Mycoplasma pneumoniae
- Chlamydia pneumoniae. (41)

- Streptococcus pneumoniae

- Haemophilus influenzae

- Moraxella catarrhalis. (43)

- Haemophilus influenzae

- Streptococcus

Pneumoniae
-Corynebacterium diphtheriae
- Neisseria meningitidis. (44)

+ Moins de 10% des cas sont
causés par:

- Mycoplasma pneumoniae

- Chlamydia pneumoniae,

- Bordetella pertussis. (43)

- Streptococcus pneumoniae,

- Staphylococcus aureus

- Haemophilus

Influenzae

- Enterobacteriaceae

- Legionella

- Pseudomonas
(44)

aeruginosa.

18| Page



CHAPITRE I : PHYSIOLOGIE DE L INFLAMMATION, DE LA DOULEUR ET DES
INFECTIONS BACTERIENNES

Pneumonie - Elle se caractérise par une toux - Mycobacterium tuberculosis.
chronique persistante  ou  progressive, - Mycobacterium kansasi
dyspnée, souvent avec - Nocardia spp.
production chronique - Rhodococcus equi

d'expectorations, avec ou sans - Actinomyces spp. (43)
fievre, durant des semaines ou

des mois plutét que des jours.

(43)

1.3.2.2.2. Infection urinaire :
Le systéeme urinaire est I’un des sites les plus fréquemment touchés par les infections
bactériennes, en particulier chez les femmes. Environ 20 a 30 % d’entre elles présentent une
infection urinaire récurrente a un moment de leur vie, souvent sous forme de cystites ou
d’urétrites. Chez les hommes, ces infections sont moins courantes et surviennent
principalement apres 1’age de 50 ans. Bien que la majorité des infections urinaires soient
aigués et de courte durée, elles contribuent néanmoins a une morbidité significative. Dans les
cas graves, elles peuvent entrainer une perte de fonction rénale et des séquelles a long terme.
(42)
L Escherichia coli est la cause principale des infections urinaires ascendantes, mais d’autres
membres de la famille des Enterobacteriaceae, comme Proteus mirabilis, souvent associé
aux calculs urinaires, sont également impliqués. Parmi les pathogénes courants dans les
infections urinaires nosocomiales, on retrouve Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Proteus, et Pseudomonas aeruginosa. (42)
Parmi les bactéries Gram-positives, Staphylococcus saprophyticus se distingue par sa
capacité a provoquer des infections urinaires, tandis que Staphylococcus epidermidis et
Enterococcus sont davantage associés aux infections chez les patients hospitaliseés,
notamment ceux atteints d’immunodéficience.
Dans le cas de disséminations urinaires d’origine hématogeéne, d’autres pathogeénes peuvent
étre impliqués, tels que Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, ou encore Mycobacterium

tuberculosis, responsable de la tuberculose rénale. (42)
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Figure 07 : Infection urinaire. (45)

1.3.2.2.3. Infection neurologique :
Le cerveau et la moelle épiniére sont protégés des agressions mécaniques, des déformations,
et des infections grace a leur confinement dans le créne et la colonne vertébrale. Les
vaisseaux sanguins et les nerfs traversant ces structures constituent cependant des voies
potentielles d’invasion pour les bactéries. (42)
La méningite est une inflammation des méninges qui enveloppent et protegent le cerveau et
la moelle épinic¢re. Cette inflammation résulte généralement d’une infection du systéme
nerveux central (SNC), qui peut étre causée par des bactéries, des virus, ou, plus rarement, des
parasites. (42)
Principaux agents étiologiques :
e Streptococcus pneumoniae (pneumocoque) est la principale cause de méningite
bactérienne dans le monde.
o Listeria monocytogenes est également un agent étiologique majeur. Les méningo-
encéphalites causées par cette bactérie présentent un taux de mortalité atteignant jusqu’a

50 %, avec des séquelles neurofonctionnelles graves chez les survivants. (42)
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Haemophilus influenzae Listeria monocytogenes

Figure 08 : Les principales causes des méningites bactériennes. (46)

1.3.2.2.4. Infections sexuellement transmises :
Les bactéries responsables des infections des systemes reproducteurs sont généralement tres
sensibles aux contraintes environnementales, ce qui rend un contact intime indispensable pour
leur transmission. La majorité de ces infections sont classées comme des infections
sexuellement transmissibles (IST). Un aspect important des IST est que de nombreuses
personnes infectées par les agents pathogenes les plus courants ne présentent aucun signe ou
symptéme apparent, ce qui contribue & la propagation silencieuse de ces maladies. A ce jour,
plus de 30 infections bactériennes, virales ou parasitaires ont été identifiées comme étant

transmissibles par voie sexuelle. (46)

Granuloma Inguinale Ulcus Molle Syphilis Chlamydia
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Calymmatobacterium Haemophilus Treponema Chlamydia
Granulomatis Ducreyi Pallidum Trachomatis
Gonorrhea Mycoplasmosis Ureaplasmosis
(@
Neisseria Mycoplasma Ureapla-sma
Gonorrhoeae Urealyticum

Figure 09 : Les principales causes d’infection bactérienne sexuellement transmise. (45)
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1.3.3. Reésistance bactérienne :

La résistance bactérienne constitue une problématique majeure de santé publique, exacerbée

par l'utilisation abusive ou inappropriée des antibiotiques en médecine humaine, vétérinaire,

et dans l'agriculture. Ce phénoméne complique le traitement des infections et entraine une
augmentation significative de la mortalité. En 2016, en France, les bactéries résistantes ont été
responsables d’environ 140 000 infections hospitalieres, illustrant ’ampleur de cette crise.

(47)

Les mécanismes de résistance incluent :

o Des mutations génétiques permettant aux bactéries de modifier leurs cibles ou leur
métabolisme.

o L'acquisition de génes spécifiques via le transfert horizontal, leur conférant la capacité
de neutraliser l'effet des antibiotiques, ou d’empécher leur pénétration dans la cellule
bactérienne.

Face a cette situation alarmante, des stratégies innovantes sont en cours de développement :

« Diagnostics moléculaires avancés pour détecter rapidement les souches résistantes.

o Modification des schémas thérapeutiques pour réduire la pression sélective favorisant
les résistances. (47)

A T’échelle mondiale, des plans d’action ont été mis en place pour surveiller et limiter

I’antibiorésistance. Parmi les solutions prioritaires figurent :

e La conception de nouvelles molécules capables de contourner les mécanismes de
résistance des pathogenes.

o Une attention particuliére accordée aux bactéries Gram négatives, souvent associées a
des infections sévéres et difficiles a traiter.

Ces efforts combinés visent a anticiper et contrer les résistances émergentes, tout en

promouvant un usage plus rationnel des antibiotiques.(47)
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CHAPITRE Il : LE POIVRE NOIR

11.1. Généralités :

Depuis I'Antiquité, les épices occupent une place essentielle a travers le monde, non
seulement pour parfumer et conserver les aliments, mais aussi pour des usages médicinaux et
cosmétiques. Parmi elles, le poivre, surnommé *or noir™ par les anciens commercants, est
aujourd'hui incontournable dans les cuisines des cing continentsll existe environ 700 especes
de poivre recensées a travers le monde. En 2014, la production mondiale de poivre a atteint
463 000 tonnes, dont 150 000 tonnes produites par le Vietnam, qui en est le premier
producteur mondial. (48, 49) Parmi les especes cultivées, le Piper nigrum domine largement
la production.

Dans I’océan Indien occidental, les iles abritent diverses espéces de poivres sauvages. Par

exemple :

« A LaRéunion : le Piper borbonense (Mig.) C. DC, endémique de I'le, a été identifié en
2011 par le Conservatoire National Botanique de Mascarin. Ses feuilles sont utilisées en

pharmacopée, mais cette espéce reste sous-exploitée a ce jour.

« A Madagascar : les poivres sauvages du genre Piper spp., appelés Tsiperifery
(signifiant "poivre sauvage™), connaissent une exploitation croissante depuis une dizaine
d'années. En 2015, prés de 50 tonnes de poivre sec ont été exportées, principalement vers
I'Europe, notamment la France.

Ces poivres malgaches, trés appréciés dans la haute gastronomie et par les amateurs, sont

toutefois menacés par une exploitation anarchique, ce qui fragilise la ressource et la filiere.

De plus, la qualité mal maitrisée du produit risque de détourner les utilisateurs. Pour garantir

la durabilité de cette filiére, plusieurs projets de recherche sont en cours a Madagascar et a La

Réunion. Ces initiatives visent notamment la domestication et [’optimisation de la

transformation de ces poivres sauvages. (50)

11.2. Etude botanique
11.2.1. Description botanique
Le poivre noir (Piper nigrum) serait originaire des contreforts de I’Himalaya et du sud-ouest

de I’Inde, s'étendant a 1’ Asie tropicale. (51)
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Le poivrier noir est une grande liane qui s'accroche aux arbres pour croitre. Il se caractérise
par :

o Ses feuilles : vert foncé, longues et pointues.
o Ses fleurs : regroupées en épis d’environ 10 cm de longueur.

e Ses baies : elles sont d'abord vertes, puis virent au rouge a maturité avant d'étre

récoltées pour produire différentes variétés de poivre (noir, blanc ou vert). (52)

11.2.2.  Classification(53)

Embranchement : Spermaphytes Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones Sous-classe : Apétales

Ordre : Pipérales Famille : Pipéracées

Genre : Piper Espéce : nigrum

11.2.3.  Caractéres végétatifs

<—coupe transversale d’une baie verte

rameau avec ses feuilles et ses épis fructiféres——> <—fragment d’un épi vert, montrant 3 fleurs bisexuées

baie mire ——> ‘ <——coupe transversale d’une baie mire

Figure 10 : Schéma d’une branche de Piper nigrum L.(52)
11.3.  Profil chimique :

Le poivre noir (Piper nigrum) est une épice dont la chimie a été largement étudiée. Les
recherches menées sur de nombreuses espéces du genre Piper ont mis en évidence une grande
diversité de composés bioactifs, notamment :

o Alcaloides

e Amides

e Propénylphénols

o Lignanes et néolignanes
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Terpenes

Stéroides

Kawapyrones

Piperolides

Chalcones et dihydrochalcones

Flavones et flavanones

Cette liste, bien que riche, n'est pas exhaustive, tant la diversité chimique du poivre est
importante. (54,55)

En termes de pourcentage de la masse brute, le poivre noir se compose généralement de :

4 4 6% de matiéres minérales
40 a 50% d’amidon
5 a 10% de lipides, principalement constitués d'acides gras tels que :
o Acide palmitique : 16-30%
o Acide oléique : 18-29%
o Acide linoléique : 25-35%
o Acide linolénique : 8-19%
10 a 12% de protides
54 10% de résine

1 4 3% d’huile essentielle

Cette richesse chimique confére au poivre noir ses propriétés organoleptiques, médicinales et

pharmacologiques, tout en faisant de cette épice un objet d'étude privilégié pour la recherche
scientifique. (56-59)

2. résine

4. amidon 5. matiéres grasses 6. matiéres minérales

Figure 11 : Localisation des principaux constituants chimiques dans les différents

tissus du fruit (coloriés en noir) (56)
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11.3.1. L’huile essentielle

L’huile essentielle de poivre noir (Piper nigrum) est localisée dans le mésocarpe interne du
fruit. Elle est généralement extraite par distillation a la vapeur d'eau a partir des baies séchées,
préalablement broyées. (60)

Cette huile se présente sous la forme d’un liquide transparent, souvent légérement teinté de
vert péle, avec une odeur caractéristique de poivre tres prononcée, mais dépourvue du
caractére bralant des baies entieres.(60)

Tableau 03 : Les caractéres organoleptiques et physicochimiques de I’huile essentielle de

poivre noir (60)

CARACTERISTIQUES SPECIFICATIONS
Aspect Liguide mobile et limpide
Couleur Incolore a vert-bleuatre
Odeur Tres forte rappelant celle des grains de
Poivre
Indice de réfraction 4 20°C 1,4800-1,4920
Pouvoir rotatoire a 20°C -16° a 4°
Densité a 20°C 0,870-0,890
Miscibilité dans I’éthanol a 20°C 3 a5 volumes d’éthanol a 95% (v/v)
Indice d’esters 11 max
Point de solidification Inférieur a 20°C
Point d’ébullition Environ 167°C

L’huile essentielle possede une composition chimique complexe, dominée par des terpénes,
répartis en plusieurs classes :

o Monoterpénes : alpha-pinéne, béta-pinéne, limonéne, myrcéne, alpha-phellandréne,

béta-phellandrene.

o Alcools monoterpéniques : terpinene-4-ol (exemple).

o Sesquiterpénes : béta-caryophylléne (exemple).
En plus de ces composés majoritaires, elle contient des dérivés de type phényléther, tels que
I’eugénol, le safrole et la myristicine, mais en plus faibles proportions (Tableau 03).
L’odeur typique du poivre est le résultat d’un savant mélange des différents terpenes qui

composent cette huile essentielle. (57)
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alpha-pinéna

@: beta-pinére

phellandréne

beta-
caryophyllins

Figure 12 : Structures chimiques des principaux terpénes.(61)
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L’odeur typique du poivre résulte d’un savant mélange des différents terpenes présents dans
son huile essentielle. Les caractéristiques de ces terpenes et de leurs contributions a I’ardme
du poivre sont résumées dans le Tableau 04.

Tableau 04 : Concentrations et caractéres organoleptiques des principaux terpenes composant
I’huile essentielle du poivre noir.(61)

Concentration dans I’huile

Substances ) Caracteres organoleptiques
essentielle
alpha-pinéne 1.12a16.2% chaud, résiné, rosé,
herbacé
beta-pinéne 4.9314.3% sec, boiseé, résiné

frais, citronné, boisé,

alpha-phellandrene 0.5227.4% poivré, menthé
béta-phellandréne 15.8 3 24.4% frais, menthe, poivre,
: ' brdlant a haute
concentration
béta-caryophylléne 9.4230.9% DRI BREE, 5
limonene 15.8 4 24.4% frais, léger, sucré, doux,

orangé
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11.3.2. Larésine :

Les transformations conduisant a la fabrication de résine sont effectuées le plus souvent au
sein des pays producteurs, car les colts y sont comparativement plus faibles que dans les pays
consommateurs. (62)

Pour la méme raison, la résine est souvent extraite a partir des baies de poivre noir, dont le
cott est inférieur d’environ 30 % a 40 % a celui du poivre blanc. En cas de rapprochement
des prix entre le poivre blanc et le poivre noir, un effet de substitution pourrait se produire en
faveur du poivre blanc, en raison de sa meilleure qualité. (62)

La résine fraichement obtenue par épuisement avec des solvants (éthanol, acétone, éther de
pétrole ou chlorure de méthyléne) est un liquide visqueux de couleur vert
bleuéatre lorsqu’elle est produite a partir de poivre noir. (62)

Cette préparation présente les propriétés organoleptiques les plus proches de celles
du poivre brut. (62)

La résine est principalement concentrée dans le fruit, et plus spécifiquement dans 1’épicarpe,
le mésocarpe et les téguments séminaux. (62)

Elle possede une saveur acre et bralante, due a la présence de nombreux alcaloides, dont
la pipérine (alcaloide principal du poivre noir), ainsi que ses isomeres tels que 1’isopipérine,
la chavicine et I’isochavicine. (Voir Tableau 05)

Tableau 05 : Point de fusion, longueur d’onde d’absorption et pouvoir piquant de la pipérine

et de ses isomeres.(62)

Longueur d’onde du
Composés Point de fusion | Maximum d’absorption | Pouvoir piquant
dans I’'uv
Pipérine 129 C° 343 nm +++++++
Isopipérine 86 C° 335nm +
Chavicine 75C° 321 nm ++
Isochavicine 103C° 336nm -

La pipérine a été le premier composé pharmacologiquement actif isolé a partir de différentes
especes de la famille des Piperaceae. De nombreux chercheurs ont identifié et isolé une
variété de composeés bioactifs dans cette famille, notamment :

o Composeés phénoliques,
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+ Flavonoides,
o Alcaloides,

e Amides,
o Stéroides,
e Lignanes,

« Néolignanes,

e Terpeénes,

o Chalcones,
et de nombreux autres composés.
Certains des composés sont le brachyamide B, le dihydro-pipéricide, (2E, 4E) —-N
Eicosadiénoyl-peréridine,  N-trans-féruloyltryamine, = N-formylpipéridine,  guineensine,
pentadiénoyle sous forme de pipéridine, (2E, 4E) - Nisobuty- Idécadiénamide, isobutyl-
eicosadiénamide,tricholéine, Trichostachine, isobutyl-eicosatriénamide, isobutyl-
octadienamide, Pipéramide, pipéramine, pipérettine, pipéricide, pipérine, pipéeroléine B,
Sarmentine, Sarmentosine, Retrofractamide A (Figure 13 et 14).
Différentes activités pharmacologiques ont été signalées en raison de la présence

de ces composés phytochimiques.(53,54,59)

oo SSRGS

2.Piperamide

1.Piperine

(0]
I
o CH o X
NSNS S
N O
] 4.Piperanine
3.Sermentine

5.Piperettine

Figure 13: Alcaloides isolés du piper nigrum.(63)
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Figure 14 : Flavonoides isolés du piper nigrum.(54)
11.4. Domaine d’utilisation
De nombreux chercheurs ont exploré les propriétés du Piper nigrum en utilisant les derniéres
avanceées scientifiques et technologies. P. nigrum est utilisé dans le traitement de divers maux,
notamment le soulagement de la douleur, des frissons, des rhumatismes, de la grippe, des
douleurs musculaires, des rhumes, de 1’épuisement et des fievres. Il est également utilisé
comme tonique nerveux, pour améliorer la circulation sanguine, stimuler la salivation,
encourager l'appétit et favoriser le péristaltisme. Le poivre noir et le poivre long (P. longum),
ainsi que le gingembre, sont des ingrédients de la formule ayurvédique ancienne "Trikatu",
qui est encore utilisée pour ses bienfaits digestifs. (57,64)
11.4.1. Activité antimicrobienne du poivre noir :
En 2007, Khan et Siddiqui ont évalué le potentiel antibactérien de la décoction aqueuse de
Piper nigrum L. (poivre noir), Laurus nobilis L. (feuille de laurier), Pimpinella anisum L.
(anis) et Coriandrum sativum L. (coriandre) contre différents isolats bactériens provenant de
la cavité buccale de deux cents volontaires. Le poivre noir (décoction aqueuse) a montré la
plus forte activité antibactérienne, comparable a celle de la décoction aqueuse de Laurus
nobilis et Pimpinella anisum, a une concentration de 10 ulL/disque.(65)
Dans une étude plus récente, des nanoparticules d’argent provenant de I’extrait de feuilles et
de tiges de Piper nigrum ont été synthétisées, et leur activité antibactérienne a été évaluée
contre les agents pathogeénes des plantes agricoles. Ces nanoparticules d’argent ont montré
une excellente activité antibactérienne contre les pathogénes végétaux. Les auteurs ont conclu
gue l'activité antibactérienne des nanoparticules d'argent présente des applications
prometteuses pour améliorer et protéger les cultures dans le cadre de la nanotechnologie

agricole. (66)
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11.4.2. Activité antioxydante du poivre noir :

Les plantes représentent une source importante d’activité antioxydante. Plusieurs études in
vitro ont démontré que le poivre noir inhibe les radicaux libres et les espéces réactives de
I’oxygene, qui sont connues pour causer des dommages oxydatifs. Le poivre noir présente une
activité antioxydante notable, probablement en raison de la présence de flavonoides et de
composés phénoliques. Il a la capacité de prévenir le stress oxydatif en inhibant la
peroxydation des lipides, la lipoxygénase humaine, et ’activité des radicaux libres, comme
1I’ont montré des études in vivo. (67,68)

Une étude a évalué l'effet antioxydant de trois especes de Piper, a savoir P. nigrum, P.
guineense et P. umbellatum, en les administrant a des hamsters nourris avec un régime
athérogéne. Les animaux ont recu des doses de ces espéces de Piper, soit 1 g/kg et 0,25 g/kg,
pendant 12 semaines. Les résultats ont montré que ces especes de poivre inhibaient
considérablement les effets de I'alimentation athérogéne, ce qui a conduit a une amélioration
du profil lipidique et a la restauration des activités des enzymes antioxydantes. Cette étude a
révélé un réle protecteur antioxydant des extraits de Piper contre le stress oxydatif induit par

I'alimentation athérogene dans les tissus rénaux, cardiaques et hépatiques. (53,69)

11.4.3. Activité anti cancéreuse du poivre noir :

Le poivre noir a montré un effet inhibiteur sur la formation des tumeurs dans différents
modéles expérimentaux. Plusieurs études ont révélé les effets antitumoraux de P. nigrum ou
de la pipérine par administration orale. L'extrait alcoolique de poivre et la pipérine ont
démontré des activités immunomodulatrices et antitumorales significatives. Des recherches
ont également montré que la pipérine réduit le cancer du poumon en modifiant la
peroxydation lipidique et en activant les enzymes de protection antioxydante. (Plus de détails
dans le chapitre I11) (59,68,70)

11.4.4. Activité anti-diarrhéique :

L’extrait aqueux de poivre noir (ABPE), administré a des doses de 75, 150, 300 mg/kg, a été
évalué pour son action anti-diarrhéique, anti-motilité et anti-sécrétoire chez la souris. La
diarrhée a été¢ induite par I’huile de ricin et le sulfate de magnésium pour 1’évaluation de
I’activité anti-diarrhéique, et la motilité gastro-intestinale a été mesurée a 1’aide de la farine de
charbon. L’ABPE a montré des effets anti-diarrhéiques, anti-motilité et anti-sécrétoire
significatifs, en fonction de la dose. Les activités anti-motilite et anti-sécrétoire du poivre noir
pourraient étre dues a la présence de glucides et d’alcaloides, et 1’activité anti-diarrhéique de

I’ ABPE pourrait étre attribuée a ces effets. (71)
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11.4.5. Autres activités :

Le poivre noir et la pipérine présentent de nombreuses autres activités, notamment
antihypertenseur, antiplaquettaire, antipyrétique, antispasmodique, antifongique, anti-
apoptotique, anti-métastatique, antimutagene, anti-spermatogénese, antiasthmatique, ainsi que
des propriétés insecticides et larvicides, entre autres.(59) Ces activités seront détaillées dans le

chapitre 111 : Les alcaloides du poivre noir.
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CHAPITRE Il : LES ALCALOIDES DU POIVRE NOIR

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du XIXe siecle pour désigner des
substances naturelles se comportant comme des bases. (62)
Les alcaloides constituent une vaste classe de molécules d’origine naturelle, contenant
principalement du carbone, de 1’hydrogéne, et, de manicre caractéristique, de 1’azote. La
majorité d’entre eux possedent une activité biologique marquée, ce qui leur confére depuis
longtemps un intérét thérapeutique. (62)
Les amides, qui représentent un sous-groupe spécifique des alcaloides, sont des composés
organiques dérivés d’acides carboxyliques, caractérisés par la présence d’un groupe carbonyle
lié¢ a un atome d’azote. (72)
Dans le genre Piper, on distingue deux sous-groupes principaux d’alcaloides de type amide :

e Amides de type pyrrolidine

o Amides de type pipéridine
Parmi les composes les plus représentatifs de ces sous-groupes, on trouve la pipérine, la
guinéensine, la pipérittine, le pipericide, la pipéranine, le (2E)-N-Feruloyltyramine et le N-
Isobutyl-2E,4E-dodécadiénamide (Figure 16). (63,72)
Dans ce chapitre, nous examinerons les différentes propriétés physicochimiques et
biologiques de I’alcaloide le plus connu et principal responsable de 1’activité biologique du

poivre noir : la pipérine.

I11.1. Données chimiques :

111.1.1.Formule chimique :

La pipérine est un alcaloide de formule chimique Ci7H1sNOs, avec un poids moléculaire de
285,34 daltons. Elle fait partie de la plus grande classe des métabolites secondaires végétaux,
les alcaloides, reconnus pour leur diversité chimique et leurs nombreuses activités

biologiques.
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Figure 15 : Formule développée de la pipérine. (63)
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Figure 16 : Autres alcaloides isolés du poivre noir. (54)

I11.1.2.Caracteére physique :
La pipérine se présente sous la forme de cristaux jaune péle.
e Solubilite :
o Insoluble dans I'eau.
o Soluble dans I’éthanol et I’éther.
o Caractére chimique : La pipérine posséde un caractere faiblement basique.
o Point de fusion : Il est compris entre 129 et 131 °C. (73)
111.1.3.Biosynthése de la pipérine :
La pipérine, un alcaloide appartenant & la classe des métabolites secondaires, est
biosynthétisée par une série de réactions enzymatiques comprenant condensation,
décarboxylation, désamination oxydative et cyclisation.
Les études suggerent que la voie biosynthétique de la pipérine impliquerait I’acide aminé L-
lysine comme précurseur. Ce processus biosynthétique se déroule en deux étapes
principales :
Etape 1 :
Cette etape est principalement caractérisée par une réaction de condensation entre un N-
hétérocycle pipéridine et le thioester piperoyl-CoA. Cette réaction fournit le potentiel de

transfert de groupe nécessaire a la formation de la pipérine (Figure 17). (73)

o o]

i -CoA-SH &

O -C—S—CoA O o A
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0 = H
Piperoyl-CoA Piperidine Piperine

Figure 17 : Réaction catalysee par la pipéridine pipéroyltransférase du poivre noir.(74)
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La N-hétérocycle pipéridine est générée a partir de la décarboxylation de I’acide aminé L-
lysine en présence de phosphate de pyridoxal (PLP), produisant ainsi la cadavérine. Cette
derniere subit ensuite une désamination oxydative catalysée par la diamine oxydase, ce qui
conduit a la formation d’un amino-aldéehyde. (73)

Cet amino-aldéhyde subit une cyclisation pour former une imine, la A1-pipéridéine, qui est
ensuite réduite en pipéridine (Figure 18). La pipéridine ainsi générée réagit avec le pipéroyl-
CoA pour former la pipérine (Figure 18). (73)

Cependant, ce mécanisme propos€¢ n’a pas encore €té entierement prouvé. Pour mieux
comprendre ce processus, des études enzymatiques ont été menées sur la biosynthése de
composés analogues, tels que la coumaroylagmatine et la feruloyltyramine. Ces études
montrent clairement que la formation de liaisons amides acides de ce type peut étre assurée

par des dérivés intermédiaires acyl-CoA. (75-78)

Oxidative
Decarboxylation deamination
(e 2= () - Gk
NH; (FLP) NH, NH2  Diamine oxidase "NHj o
L-Lysine Cadaverine
imine
formation

(J - ®

M Reduction N
H
Piperidine piperideine

Figure 18 : Biosynthese de la pipéridine a partir de la L-Lysine.(79)

Il a ét¢ démontré qu’une nouvelle acyltransférase, obtenue a partir des pousses de Piper
nigrum, est capable de synthétiser une quantité appréciable de pipérine en présence de
pipéroyl-coenzyme A et de pipéridine. Cette enzyme représente ainsi une source

enzymatique potentielle pour la biosynthése de la pipérine. (73)

I11.1.4. Technologies d’extraction :
La pipérine est un alcaloide naturel au godt piquant et un métabolite secondaire extrait des
plantes du genre Piper. Elle peut étre obtenue ou isolée a partir de 1’oléorésine de Piper

nigrum ou Piper longum. Plusieurs méthodes d’extraction ont été utilisées pour isoler la
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pipérine (Figure 19). Ces méthodes varient selon le rendement recherché et 1’objectif de
I’opération. (79,80)

Cependant, la majorité des amides de Piper sont de nature alcaloidale, ce qui permet
d’appliquer les procédures classiques d’extraction des alcaloides lors de leur isolement. La
séparation et la purification finales d’un mélange d’alcaloides peuvent étre réalisées par
précipitation fractionnée ou par cristallisation sous forme de sels, tels que les oxalates, les
tartrates ou les picrates. Les différentes procédures récentes utilisées pour 1’extraction et la

purification des alcaloides sont discutées ci-dessous. (80-82)

Piperine crystals
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Figure 19 : Apercu de la pipérine obtenue.(73)

111.1.4.1. Extraction en tant que composé organique général :
Cette méthode a été utilisée pour isoler la pipérine. Le matériel végétal broyé est d’abord

extrait a I’éthanol aprés un lavage a 1’éther de pétrole afin d’éliminer les pigments liés a la
chlorophylle. L’extrait obtenu est ensuite concentré sous pression réduite, ce qui donne une
substance huileuse brun foncé. Cette substance est fractionnée a 1’aide d’une colonne
chromatographique remplie de gel de silice. Un solvant d’élution couramment utilisé est un
mélange hexane/éther diéthylique dans un rapport de 1:2 (volume/volume). Les fractions
obtenues sont ensuite analysées et regroupées a 1’aide de chromatographie en couche mince
(CCM). La pipérine ainsi que les amides apparentés se cristallisent généralement a partir des
fractions concentrées. Les fractions impures peuvent étre purifiées davantage par

recristallisation a partir d’un mélange de dichlorométhane et d’hexane. (83)

111.1.4.2. Extraction comme alcaloide :

Cette méthode a été utilisée par Gwendoline et ses collaborateurs pour isoler plusieurs
composés, notamment la pellitorine, la pipérine, I’isobutylamide de 2,4-tétradécadiénoique,
ainsi que la pipéridine (E)-1-[3’,4’-méthylénedioxy)cinnamoyl]. La plante séchée est d’abord
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lavée a 1’éther de pétrole, puis soumise a une macération ou a une extraction au Soxhlet a
I’aide d’éthanol ou d’alcool aqueux a une concentration de 5 a 20 %. L’extrait obtenu est
concentré sous pression réduite, puis acidifié¢ avec un exces d’acide dilué¢ (généralement de
I’acide chlorhydrique aqueux a 5-10 %). La solution aqueuse est ensuite filtrée pour éliminer
les matiéres non dissoutes, qui sont généralement non alcaloidiques. Le filtrat est alcalinisé
avec un exceés de bicarbonate de sodium ou une solution concentrée d’ammoniac, pour
atteindre un pH d’environ 10-11, libérant ainsi les alcaloides. Ces derniers sont extraits avec
un solvant organique non miscible, comme le chloroforme ou le dichlorométhane, dans un
entonnoir de séparation. La phase organique est soigneusement lavée avec de 1’eau distillée,
puis séchée a 1’aide de sulfate de sodium anhydre. L’extrait organique est concentré sous
pression réduite pour produire un extrait huileux, qui est ensuite séparé en fractions sur une
colonne de gel de silice. Les fractions sont analysées et regroupées par chromatographie en
couche mince (CCM). (83)

Les amides de type pipérine cristallisent a partir des fractions concentrées et sont purifiés par
recristallisation. Par ailleurs, une autre approche consiste a alcaliniser initialement le matériel
végétal par humidification avec de 1’eau et de la chaux. La chaux se combine avec les acides,
les tanins et autres substances phénoliques, libérant les alcaloides de leurs sels. Les alcaloides
libres sont ensuite extraits avec un solvant organique, tel que le chloroforme, 1’éther ou
I’essence. L’extrait organique est concentré et acidifié¢ pour isoler les alcaloides dans la phase
organique. La couche aqueuse, contenant les sels alcaloides, est séparée, puis alcalinisée pour
libérer les alcaloides. Enfin, la solution est extraite avec un solvant organique non miscible,

tel que le chloroforme ou le dichlorométhane, pour obtenir les alcaloides libres. (83)

111.1.4.3. Utilisation des techniques HPTLC et HPLC :
Des techniques de chromatographie liquide a haute performance (HPLC) ont été utilisées avec
succes pour fractionner, isoler et identifier les composés de type pipérique. Ces méthodes ont
également été développées pour mesurer les concentrations plasmatiques et tissulaires de
pipérine chez les animaux.
Scott et ses collaborateurs ont employé de ’acétate d’éthyle comme solvant pour extraire les
amides de piper a partir des matiéeres végétales. (84,85)

111.1.4.4. Extraction a I'aide de micro-ondes :
La matiére premiére est étalée sur un plateau en verre avec une épaisseur moyenne de 2 a 3
mm. Ce plateau est ensuite placé dans la cavité d’un four a micro-ondes d’une capacité de 25

dms3. Les particules sont exposées a un rayonnement micro-ondes pendant une période
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prédéterminée de 2 minutes. Aprés I’exposition, elles sont retirées du four et mises en
suspension dans de 1’éther de pétrole. Des échantillons de la solution ont été prélevés a des

intervalles de 15 minutes, puis analysés pour détecter la présence de pipérine. (86)

111.1.5.Synthese chimique de la pipérine et de ses analogues amides :

La synthése stéréosélective de ce produit naturel, réalisée avec un bon rendement a partir de
mati€res premicres peu colteuses et facilement disponibles, illustre 1’utilit¢ synthétique
offerte par la réaction de Wittig et ses variations, telles que la réaction de Horner-Wadsworth-
Emmons. (73)

L'impact significatif de la réaction de Wittig sur la chimie organique synthétique moderne a
été reconnu en 1979, lorsque le prix Nobel a été décerné, en partie, & Georg Wittig pour sa
découverte et le développement de cette réaction. (73)

Dans la premiere étape, un ester phosphonate est préparé a partir du 4-méthyl-2-bromo-
buténoate et du triéthylphosphite. Le produit obtenu, le 4-méthyl-2-(diéthoxyphosphinyl)-
buténoate, réagit ensuite avec le méthanolate de sodium pour générer un carbanion d’ester
phosphonate en présence de pipéronal. Ce carbanion subit une réaction de type Wittig avec le
pipéronal pour former un alcéne trans, le méthyle pipérate ((E, E)-5-(3,4-
méthylenedioxyphényl)-2,4-pentadiénoate). Enfin, le méthyle pipérate reagit avec la
pipéridine en présence de méthanolate de sodium et de méthanol pour donner la pipérine.
(Figure 20). (73)
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Figure 20 : Synthese de la pipérine a partir de 4-méthyl-2-bromo-buténoate. (73)
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Une méthode plus récente pour la préparation de la pipérine a été proposée par Schobert.
Cette méthode repose sur une réaction intermoléculaire a trois composants impliquant des
aldéhydes (aliphatiques ou aromatiques), des amines, et la céténylidéne-triphénylphosphorane
(Figure 21). (73,87)

9 2
H O +PhzP=C=C=0 SN CMN
TN
O H THF or PhMe ®)
-0 -0
Aldehyde Piperidine Dihydro piperine

Figure 21 : Réaction a trois composants entre les aldéhydes, les amines et le céténylidene
triphénylphosphorane.(87)

Certains amides possédant le squelette de 1’acide pipérique ont été¢ synthétisés en utilisant
I’acide pipérique comme réactif de départ. Ce dernier peut étre obtenu a partir de la pipérine
par hydrolyse alcaline simple dans I’éthanol. Pour cela, I’hydroxyde de potassium ou le
monohydrate de lithium peut étre employé. L’acide pipérique est ensuite récupéré par
relargage a 1’aide d’acide chlorhydrique concentré aprés plusieurs heures de reflux. (80)
L’acide pipérique ainsi formé est converti en son chlorure, qui est ensuite réagi avec 1’amine
appropriée (Figure 22). Paula et ses collaborateurs (2000) ont utilis€¢ du chlorure d’oxalyle,
ajouté goutte a goutte a une solution d’acide pipérique dans le THF. La solution obtenue a été
mélangée a température ambiante pendant 6 heures, puis I’exceés de chlorure d’oxalyle a été
éliminé sous pression réduite.Le chlorure de pipéronyle obtenu a été dissous dans le THF, et
une solution d’amine appropriée a été ajoutée en présence de triéthylamine pour obtenir le
pipéramide correspondant (Figure 16). Cette procédure synthétique est similaire au processus
de biosynthese, ou I’amine est incorporée dans I’ester CoA piperoyl au cours d’une réaction
de formation d’amide. (80)

(Les différentes méthodes de synthése des amides seront détaillées dans le chapitre 04.)
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Figure 22 : Syntheése des analogues amides de la pipérine.(79)

I11.2. Données analytiques :

111.2.1.Caractéristiques chimiques :

Les chercheurs ont utilisé diverses techniques pour caractériser les amides de type pipérine,
incluant des analyses chimiques et spectrales. Ces approches sont généralement applicables a
la plupart des amides, en particulier ceux dont la structure est analogue a celle de la pipérine.
En regle générale, les amides subissent une hydrolyse alcaline dans 1’éthanol, ce qui permet
d’obtenir des unités de base telles que la pipéridine, la pyrrolidine ou I’isobutylamine, ainsi
que l’acide correspondant (acide pipérique, pipéronique ou guin€ique), selon la nature de la

chaine carbonée de I’amide. D’autres manipulations chimiques incluent :

« L’hydrogénation catalytique de la chaine carbonée a,f;y,0-insaturée ou la réduction au
couple Zn-Cu des amides de type Aa,B-dihydropipérine pour obtenir des dérives
perhydro. Cette réduction permet de confirmer la présence d’une conjugaison avec le
carbonyle de la fonction amide. (79)

e L’oxydation avec du permanganate de potassium ou une ozonolyse pour former de
I’acide pipéronal, de I’acide 3,4-méthylénedioxybenzoique (acide pipérique) ou des
dérivés 2-méthoxy, comme c’est le cas pour la wisanine. Ces transformations révélent la

présence d’une chaine carbonée insaturée directement attachée au cycle aromatique. (79)

o La préparation de dérivés DNPH (2,4-dinitrophénylhydrazone) de piperonal ou de ses

analogues, pour confirmer leur présence dans les produits. (79)
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111.2.2.Caractéristiques spectrales :
En complément des méthodes de dégradation chimique, les analyses spectroscopiques ont été
largement utilisées pour caractériser les amides de type pipérine.
La plupart de ces amides présentent soit une chaine hydrocarbonée entierement insaturée, soit
une chaine partiellement saturée avec un chromophore de type amide carbonyle a,B-insaturé.
Ces propriétés se traduisent par des caractéristiques spectrales spécifiques observées dans les
spectres infrarouges (IR) :
e Bande d’absorption a 1650 cm™ : caractéristique du carbonyle o,f-insature.
o Bande 41605 cm™ : due a la double liaison trans conjuguée (CH=CH).
o Bande 21000 cm™ : correspondant & la liaison styrylique.
o Bande a925 em™ : associée au groupe méthylénedioxy.
Cependant, les composés perhydro et AB,y-dihydropipérine ainsi que leurs amides apparentés
ne présentent pas la bande d’absorption autour de 1605 em™. Les caractéristiques spectrales
IR des amides de type pipérine sont résumées dans le tableau 06. (73)
Les caractéristiques spectrales de la pipérine et de ses analogues ont également été étudiées a
I'aide des techniques RMN 1H, UV et MS :
e RMN !H : Les signaux les plus significatifs dans la région des faibles champs
comprennent :
o 6,25 ppm : protons éthyliques.
o 6,65-7,65 ppm : protons aromatiques.
o 5,96 ppm : protons du groupe méthylenedioxy.
Ces signaux ont été observés pour des composés tels que la pipérantinine, la pipérine, la
wisanine, la trichostachine et la sylvatine.Dans la région des champs élevés, les signaux
représentent les protons de la fraction aminée aliphatique (isobutyle, pipéridyle). (88)

Tableau 06 : Données spectrales IR de la Guineensine et Sylvatine.(79)

Données spectrales IR (cm™)

Guineensine | 3300 1655 1630 1605 1545 1000 965 925

Sylvatine 3279 - - 1605 - 1000 - 922

Les pics d’absorption UV des composés de type pipérine, indépendamment de la fraction
aminée aliphatique, se situent a 250 nm, 304 nm et 378 nm. Par exemple, la pipérine et
la piperlonguminine présentent des caractéristiques UV identiques.

En revanche, les tétrahydropipérines et leurs analogues montrent des pics d’absorption
a232 nm et 285 nm, qui sont proches de ceux des 3,4-méthyléenedioxybenzenes (Tableau
07) (88)
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Tableau 07 : Données spectrales UV de la Guineensine et Sylvatine.(79)

Composes Données spectrales UV
Amax (Ethanol) Log €
Guineensine 214 4,15
261 4,92
302 3,81
Sylvatine - -
259 4,69
304 3,97

La distinction entre la conjugaison et la non-conjugaison du cycle aromatique avec le
carbonyle de la fonction amide se refléte généralement dans les absorptions IR et UV, ainsi
que dans les modéles de fragmentation en spectrométrie de masse (SM) de la pipérine et
de ses amides apparentés (Tableaux 08).

Cette différence est illustrée par les données spectrales rapportées pour la guineensine et
la sylvatine. Par exemple, le pic de SM a m/z 161 est caractéristique de la guineensine, mais
il est absent dans les spectres de la sylvatine et de la pipérine (Tableaux 08, Figure 23). (88)
Tableau 08 : Fragmentation SM de la Guineensine et Sylvatine.(79)

lons fragmentés (m/z)

Guineensine | 383 (M") 248 161 135 131 103

Sylvatine | 383 (M) 201 173 172 171
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Figure 23 : Fragmentation SM de la sylvatine et la guineensine-type amide.(89)
La teneur en pipérine a été estimée et quantifiée a 1’aide de diverses techniques analytiques,

notamment la spectrophotométrie UV, la densitométrie TLC-UV, la HPTLC et la HPLC.

o Mukherjee et al. (2000) ont observé que la teneur en pipérine dans les fruits de Piper
nigrum (poivre noir) se situait entre 3 % et 6 %, tandis que dans les fruits de Piper
longum (poivre long), elle variait de 0,6 % a 1,6 %.

o Santosh et al. (2005) ont rapporté que la teneur en pipérine dans les fruits et les racines
de Piper longum était respectivement de 0,879 % et de 0,31 %. Pour Piper nigrum, la
teneur en pipérine dans les fruits était de 4,5 %, mesurée par RP-HPLC.

e Hue et al. ont montré que le rendement total de la pipérine était de 0,79 % en utilisant la
technique RP-HPLC : 0,99 % dans les racines fines, 0,14 % dans les racines épaisses
et 0,44 % dans le cortex. (73,79)

o Hamrapurkar et al. (2020) ont rapporté que la pipérine, un alcaloide majeur, peut étre

quantifiée avec uneexcellente justesseen un temps réduit grace a la
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méthode HPTLC (Chromatographie sur Couche Mince Haute Performance). Les valeurs
de justesse obtenues étaient de 98,57 % pour Piper nigrum (poivre noir) et comprises

entre 96,50 % et 97,50 % pour Piper longum (poivre long). (90)

I11.3. Données structure-activité :
La structure de la pipérine est composée de trois éléments principaux :
1- Le cycle de méthylénedioxyphényle (MDP).
2- La chaine latérale avec les liaisons doubles conjuguées.
3- Fraction basique de pipéridine attachée par liaison carbonyle amide a la chaine latérale

et a un nombre possible de conformateurs.
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Figure 24 : Les différentes fragments de la structure de la pipérine.(91)

De nombreux chercheurs ont rapporté que la pipérine aide a inhiber lesenzymes du
cytochrome P450 (CYP), qu’elles soient constitutives ou inductibles. Pour étudier la
relation structure-activité, 38 analogues de la pipérine ont été synthétisés en modifiant :

1. Le noyau phénylique,

2. Lachaine latérale,

3. La fraction de base (pipéridine).
Ces analogues ont été testés pour leur capacité a inhiber les réactions de monooxygénase,
notamment I’AHH (aryl hydrocarbon hydroxylase) et le MOCD (méthylcholanthréne
oxydase), dans des fractions microsomales de foie de rat traité in vitro avec de
I’éthylcholanthrene et du phénobarbital. (92)
Par conséquent, il a également été observé que le potentiel inhibiteur de la molécule mére est
principalement perdu avec la modification de I'un des trois composants de la pipérine.
L’¢étude conclut que si la saturation est effectuée dans la chaine latérale, elle entraine une
inhibition accrue significative du cytochrome P450, tandis que les modifications du phényle
et des fractions de base offrent une inhibition sélective soit constitutive, soit inductible CYP.
Dans une autre étude, une nouvelle série d’analogues de la pipérine a été évaluée pour son

interaction avec le récepteur transitoire potentiel de la sous-famille V, membre 1
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(TRPV1), exprimé dans des cellules HEK293 La pipérine est un puissant activateur du
récepteur vanilloide 1 (TRPV1), un canal cationique non sélectif identifié en 1997 comme
étant le récepteur de la capsaicine. Le TRPV1 joue un rdle essentiel dans la détection et la
régulation de la température corporelle, ainsi que dans les sensations de chaleur et de douleur.
(93)

Les études ont montré que la longueur de la chaine carbonée des amides de pipérine influence
leur potentiel agoniste. De plus, les modifications structurelles, telles que la présence de
doubles liaisons et la stéréochimie de la chaine aliphatique, affectent directement la puissance
et I'efficacité de ces composeés, soulignant un niveau elevé de rigidité ou de planéité dans la
structure de la pipérine. (93)

Il a également été observé que l'ouverture du cycle méthylénedioxy ou la modification du
noyau hétérocyclique réduit ou abolit la réponse biologique. Les amides de pipérine inactifs
ou dépourvus de potentiel agonistique, étudiés pour une éventuelle activité antagoniste, n'ont
montré aucun effet significatif. (93)

Par ailleurs, une analyse quantitative de la relation structure-activité (QSAR) a été réalisée sur
des entités chimiques dérivées de substances naturelles et synthétiques, afin de modéliser des
inhibiteurs efficaces de la pompe a efflux NorA de Staphylococcus aureus. Les variables
utilisées dans le modele ont été sélectionnées grace a la méthode d’approximation de la
fonction génétique dans Cerius 2. Parmi les descripteurs étudiés, la surface partielle négative
des composés s'est avérée cruciale, car son augmentation améliore I’activité inhibitrice. En
revanche, une augmentation de la surface de I’ombre moléculaire dans le plan XZ diminue
cette activité. La chaleur de formation a également été identifiée comme un paramétre
important, bien qu’elle soit davantage explicative que prédictive. (94)

Ce modeéle théorique, tout en offrant des informations sur les régions moléculaires
importantes pour I’activité inhibitrice, ne permet pas de prédire avec précision ’efficacité de
nouveaux composes, mais il constitue une base solide pour comprendre les relations structure-
activité. (94)

I11.4. Données pharmacologiques :

De nombreux chercheurs ont mené des études approfondies sur le poivre noir et son principal
composé actif, la pipérine, en utilisant les technologies scientifiques les plus récentes. Ces
recherches ont permis de mettre en lumiére les activités pharmacologiques importantes de la

pipérine. Un résumé de ces activités est présenté dans le tableau 09.
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Tableau 09 : Les activités pharmacologiques de la pipérine.

Activités Références

01 Antihypertensive (95)
02 Antiasthmatique (59)
03 Antimicrobienne (65,66)
04 Antioxydante (67,70)
05 Anticancéreuse (68,70,96,97)
06 Anti-inflammatoire (5,9,98)
07 Hépatoprotéctrice (99)
08 Activité Digestive (97,100)
09 Antidépressive (101)
10 Immunomodulateur (102)
11 Anticonvulsivante (103)
12 Analgésique (5,6)
13 Effet de la pipérine

dans le métabolisme (104)

I11.4.1. Activité anti-inflammatoire et analgésique :

La pipérine présente un fort potentiel d'activité anti-inflammatoire, comme le montre un
modele avec gonflement des tissus des pattes arriere et arthrite chez les rats. L'administration
de pipérine réduit également les dommages histologiques et I'activité de la myélodysse dans le
pancréas, tout en améliorant de nombreux paramétres, tels que le poids pancréatique par
rapport au poids corporel et les niveaux sériques d'amylase, de lipase et de trypsine. En outre,
des études ont révélé que le prétraitement a la pipérine réduit la production de facteurs
inflammatoires, comme le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a, l'interleukine (IL)-1b et I'lL-
6, pendant la pancréatite aigué induite par la céruleine. Les résultats in vivo montrent
également que la pipérine diminue la mort cellulaire, I'activité des enzymes amylase et lipase,
ainsi que la production de cytokines dans des cellules acineuses pancréatiques isolées traitées
a la céruleine. De plus, la pipérine inhibe l'activation des protéines kinases mitogénisées
activées (MAPK). (105)

Par ailleurs, une étude a mis en évidence l'action anti-inflammatoire de la pipérine,
comparable a celle du curcuma dérivé de Curcuma longa. En plus de ses effets anti-
inflammatoires, la pipérine présente également des propriétés antiarthritiques. (9)

La pipérine isolée de I'écorce de Careya arborea a également montré une activité analgésique
centrale et périphérique importante a des doses orales de 10, 20 et 30 mg/kg de poids corporel
contre les douleurs induites par lI'acide acétique chez la souris. Tasleem et al. ont évalué et
compare l'activité analgésique et anti-inflammatoire de la pipérine ainsi que des extraits

d'hexane et d'éthanol de Piper nigrum chez la souris et le rat, concluant que la pipérine
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possede de puissantes activités analgésiques et anti-inflammatoires a différentes doses et selon
différentes méthodes. Elle se manifeste par voie intrapéritonéale a 20 et 30 mg/kg, notamment
par le biais d'essais de réaction sur plaque chaude et d'essais a I'acide acétique chez des souris,

utilisant I'indométacine comme médicament de reférence. (4)(5)

111.4.2.Activité antioxydante :

La pipérine, un composant naturel des épices, posséde un excellent potentiel antioxydant, ce
qui en fait un ingrédient précieux dans les préparations nutritionnelles et thérapeutiques. (106)
Elle est utilisée comme co-adjuvant pour traiter et prévenir divers processus de vieillissement
ainsi que les conditions associées, telles que 1’athérosclérose, I’hypertension, le diabéte, les
tumeurs, I’obésité, I’hypertriglycéridémie, I’hypercholestéromie, le vieillissement de la peau,
I’alopécie, la panniculopathie (cellulite), 1’ostéoporose, le vieillissement cérébral (notamment
les maladies d'Alzheimer et de Parkinson), la perte de mémoire, le stress, la dépression, les
syndromes ménopausiques et I’hypertrophie bénigne de la prostate. (107) Une autre étude a
montré que la pipérine peut protéger contre le stress oxydatif induit par le diabéte, en
réduisant les dommages oxydatifs pendant un traitement de 14 jours dans un modele de
diabéte sucré. (53,108)

111.4.3.Activité anticonvulsivante :

L’activité anticonvulsive de la pipérine a été évaluée dans des modeles de convulsions
induites par électrochocs maximaux (MES) et pentylénetétrazole (PTZ) chez la souris. La
participation du récepteur cationique transitoire TRPV1 a été identifiée comme un facteur clé
dans I’inhibition des convulsions causées par ces modeéles. (103)

Un retard significatif dans 1’apparition des crises myocloniques et des crises cloniques
généralisées a été observé aprés 1’administration de pipérine a des doses de 40 et 80 mg/kg.
En outre, une réduction notable de I’incidence de 1’extension tonique des membres postérieurs
(THE) induite par MES et de la réactivité immunitaire des Fos induite par PTZ dans le gyrus
denté a été constatée apres administration de pipérine. (6)

Dans une autre étude, 1’activité anticonvulsive de la pipérine a été ¢galement testée dans des
modeles de crises d’épilepsie induites par le pentylénetétrazole (PTZ) et la picrotoxine (PIC)
chez la souris. Un retard significatif dans 1’apparition des crises a été observé aprés une
injection intrapéritonéale de pipérine a des doses de 30, 50 et 70 mg/kg, comparé a des
médicaments de référence tels que 1’acide valproique (200 mg/kg), la carbamazépine (30

mg/kg) et le diazépam (1 mg/kg). Ces résultats mettent en évidence les effets
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anticonvulsivants de la pipérine, suggérant que ceux-ci pourraient étre médiés par les voies

gabaergiques. (6)

I11.4.4.Activité antidépressive :

La pipérine et son dérivé, ’antiépilepsirine, possédent une activité antidépresseur qui a éte
étudiée a travers des modeles de dépression, tels que le test de natation forcée et le test de
suspension de queue. (109)

Au cours de cette étude, les concentrations de monoamines dans le cerveau ainsi que les
activités des monoamines oxydases A et B (MAO-A et MAO-B) ont été analyseées. Les
résultats montrent qu’apres une administration chronique d’antiépilepsirine :

e Le niveau de dopamine augmente significativement dans le striatum, I’hypothalamus et
I’hippocampe. (109)

e Le niveau de sérotonine augmente également dans I’hypothalamus et I’hippocampe.

o En revanche, un traitement chronique avec uniquement la pipérine améliore le niveau de
sérotonine dans 1’hypothalamus et I’hippocampe, mais n’a pas d’effet significatif sur le
niveau de dopamine. Ni I’antiépilepsirine ni la pipérine n’ont montré d’influence notable
sur le niveau de noradrénaline, quelle que soit la région du cerveau étudiée. (109)

Les essais d’activité des MAO ont indiqué que la pipérine et I’antiépilepsirine présentent une
activité inhibitrice mineure sur ces enzymes. Selon Liet, le potentiel antidépresseur de la
pipérine serait médi¢ par la régulation du systéme sérotoninergique, tandis que 1’effet
antidépresseur de D’antiépilepsirine pourrait étre attribué a une régulation conjointe des
systemes sérotoninergique et dopaminergique. (109)

Dans une autre étude, la pipérine a démontré une activité antidépresseur ainsi qu’un effet
cognitif chez des rats males Wistar, traités a diverses doses (5, 10 et 20 mg/kg/jour). (110)

Par ailleurs, I’effet antidépresseur de la pipérine et ses mécanismes d’action potentiels ont été
évalués dans un modéle de dépression induit par la corticostérone chez la souris. Aprés 3
semaines d’injections de corticostérone, un comportement dépressif a été observé chez les

souris, caracterisé par :

e Une diminution significative de la consommation de saccharose.
e Une augmentation du temps d’immobilité dans le test de natation forcée et le test de
suspension de queue.
Le traitement des souris avec la pipérine a permis de reduire significativement ces altérations
comportementales et biochimiques induites par la corticostérone. Ces résultats indiquent que

la pipérine produit un effet antidépresseur dans ce modéle de dépression. (101)
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111.4.5.Effet de la pipérine sur le tractus gastro-intestinal :

La pipérine influence rapidement I1’absorption des nutriments ainsi que celle des
xénobiotiques gastro-intestinaux en exercant un effet sur le métabolisme intestinal, hépatique
et tissulaire. 1l a eté demontré que la pipérine forme des complexes polaires avec des
xénobiotiques et des nutriments, agissant ainsi comme une molécule polaire. En conséquence,
ces composes présentent un bon cloisonnement et sont capables de traverser les barrieres
membranaires. (111)

Des études ont également mis en évidence une neuro-régulation de I’ensemble du tractus
gastro-intestinal (112,113), affectée par la pipérine. Celle-ci interagit directement avec la
couche épithéliale intestinale, ce qui influence 1’absorption des aliments, des nutriments et des
médicaments. (114,115)

En outre, la pipérine inhibe la vidange gastrique ainsi que le transit gastro-intestinal, comme

cela a été observé chez des rats et des souris. (116,117)

111.4.6.Effet de la pipérine sur les pompes a efflux :

En 2006, Inshad Ali Khan a signalé que la pipérine (un isomeére trans), un constituant majeur
du poivre noir, lorsqu’il est administré en combinaison avec la ciprofloxacine, il réduit
considérablement les CMI et prévient également la concentration de la ciprofloxacine dans le
cas du staphylococcus aureus, y compris le S. aureus résistant a la méticilline. L’accumulation
accrue de bromure d’éthidium et, par conséquent, la diminution des effets de cette substance
dans les souches sauvages et mutantes ont été observées en présence de la pipérine, ce qui
suggere son implication dans 1’inhibition des pompes a efflux bactériennes et prouve ainsi son

role en tant qu’inhibiteur de pompe a efflux.(118)

111.4.7 Effet de la pipérine au niveau rénal et hépatique :
Actuellement, une étude menée par Begum et al. (2015) a examiné 1’effet de la pipérine et de
la metformine, administrées seules ou en combinaison, sur la néphrotoxicité et
I’hépatotoxicité induites par la gentamicine. Les résultats suggerent que :

e Lapipérine, a des doses de 50 mg/kg et 100 mg/kg,

o La metformine, a une dose de 100 mg/kg,

e Et une combinaison de pipérine (50 mg/kg) et de metformine (50 mg/kg) se sont

révélées bénéfiques dans le traitement de ces toxicités induites par la gentamicine. (119)

Dans une autre étude, il a été constaté que la pipérine inhibait, de maniere dose-dépendante,
I’augmentation des concentrations sériques de GPT et de GOT dans un mod¢le de toxicité

hépatique chez la souris causée par la D-galactosamine. (120)
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L’activité hépato-protectrice de 1’extrait méthanolique des fruits de poivre noir a également
été évaluée dans des dommages hépatiques induits par 1’éthanol et le CCl4 chez des rats
Wistar. Pour cela, 1’éthanol-CCl4 a été utilisé pour provoquer une hépatotoxicité, et les rats
ont regu :

« Un traitement prophylactique avec un extrait méthanolique de poivre noir (100 mg/kg

et 200 mg/kg de poids corporel),

o Un prétraitement a la pipérine (50 mg/kg de poids corporel), pendant 15 jours. (120)
Les résultats ont montré une protection hépatique significative, comme en témoignent les
paramétres biochimiques suivants :

e Augmentation des niveaux de triglycérides, d’alanine transaminase (ALT),

d’aspartate transaminase (AST), de phosphatase alcaline (ALP) et de bilirubine aprés
I’administration d’éthanol-CCIl4. Ces niveaux ont été rétablis a la normale apres le

prétraitement avec I’extrait méthanolique de poivre noir et la pipérine. (120)

« Diminution des teneurs en superoxyde dismutase (SOD), en catalase et en glutathion
réductase due a 1’éthanol-CCl4, rétablies apres le prétraitement. (120)

o Réduction significative des peroxydations lipidiques apres prétraitement.

Les résultats obtenus étaient comparables a ceux du traitement avec Liv52 (1 mL/kg)
administré pendant 15 jours. (120)

Les observations morphologiques et histopathologiques du foie ont corroboré les parameétres
biochimiques, confirmant ainsi I’effet protecteur.

En conclusion, le poivre noir, grace a la pipérine, possede une activité hépato-protectrice
significative et un fort potentiel thérapeutique dans le traitement des affections hépatiques.
(120)

111.4.8.Effet antiplaquettaire de la pipérine :
Les effets inhibiteurs de la pipérine, isolée des fruits du poivre long, sur 1’agrégation des
plaquettes lavées de lapin ont été étudiés. Les résultats montrent que la pipérine exerce une
activité inhibitrice dépendante de la dose sur 1’agrégation plaquettaire induite par :

o Le collagéne,

e L’acide arachidonique (AA),

o Etle facteur d’activation plaquettaire (PAF).(121)
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111.4.9.Effet de la pipérine sur le profil lipidique :
Une étude menée par Peela a évalué les paramétres biochimiques tels que la glycémie et le
profil lipidique avant et aprés I’administration de la pipérine. Les résultats ont montré que :
o Effets bénéfiques sur les lipides : La pipérine réduit le niveau de triglycérides et
augmente le taux de HDL.
o Aucun effet sur la glycémie : Aucun role n’a été observé dans la réduction de la
glycémie ni du cholestérol total. (122)
De plus, la pipérine empéche de maniere significative I’accumulation de lipides plasmatiques
et de lipoprotéines en modulant les enzymes impliquées dans le métabolisme lipidique. (123)
En 2011, une étude s’est intéressée a 1’effet de la pipérine sur la dyslipidémie induite par
I’obésité. Les principaux résultats sont les suivants :
o Lasupplémentation en pipérine, combinée a une alimentation riche en graisses, réduit :
o Le poids corporel,
o Le taux de triglycérides,
o Le cholestérol total,
o Les concentrations de LDL et de VLDL,
o Lamasse grasse.
« Elle augmente également les concentrations de HDL, le tout a faibles doses (40 mg/kg),
sans provoquer de changements significatifs dans I’apport alimentaire.
e Cette action est supposée étre liée a I’implication des récepteurs MC-4. (124)
Par ailleurs, la pipérine affecte la composition lipidique et certaines enzymes lipogénes dans
les testicules du rat. Les observations sont les suivantes :
« A une dose orale de 5 et 10 mg/kg de poids corporel :
o Diminution de la teneur totale en lipides, principalement en raison d’une réduction
des concentrations de phospholipides et de cholestérol libre. (125)
o Augmentation marquée du cholestérol total et de I’ester de cholestérol. (125)
o Augmentation significative du taux de triglycérides et de glycéride total, au
détriment du diglycéride. (125)
e En ce qui concerne les enzymes lipogéniques :
o A fortes doses, la malate déshydrogénase (MDH), I’enzyme malique (ME) et
I’isocitrate déshydrogénase (ICDH) sont inhibées.
o A faibles doses, seules les activités MDH et ME sont inhibées. (125)
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111.4.10. Activité anticancéreuse de la pipérine :

De nombreuses études ont mis en évidence 1’activité antitumorale de la pipérine, administrée
par voie orale. L’extrait alcoolique de pipérine a démontré une efficacité notable grace a ses
activités immunomodulatrices et antitumorales. De plus, la pipérine réduit le cancer du
poumon en modifiant la peroxydation lipidique et en activant les enzymes de protection
antioxydante. (59,68,70)

Il a été rapporté que la pipérine inhibe la transition G1/S et réduit la prolifération des cellules
endothéliales de la veine ombilicale humaine. (126)

Une étude a également exploré 1’administration combinée de pipérine et de docetaxel pour
évaluer ’activité pharmacocinétique du docetaxel in vitro et in vivo. Les résultats ont montré
que l’utilisation nutritionnelle de la pipérine augmentait I’efficacit¢ du docetaxel dans un
modele de xénogreffe, tout en réduisant les effets secondaires chez les souris. (96)

L’activité anticancéreuse de la pipérine a ét¢ démontrée contre diverses lignées cellulaires
cancereuses, notamment dans le cancer de la prostate. La pipérine inhibe de maniere dose-
dépendante la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate (LNCap, 22RV1, PC-3 et
DU-145). Le traitement a la pipérine provoque également une apoptose par ’activation de la
caspase-3 et le clivage des protéines PARP-1 dans les cellules PC-3, DU-145 et LNCap. (73)
La pipérine perturbe D’expression des récepteurs androgénes dans les cellules LNCap,
entrainant une diminution significative du niveau d’antigéne spécifique de la prostate (PSA).
De plus, aprés traitement a la pipérine, I’expression des facteurs de transcription phosphorylés
STAT-3 et du facteur nucléaire kB est réduite dans les cellules LNCap, PC-3 et DU-145.
(127)

Les études montrent également une réduction significative de la croissance tumorale,
indépendante ou dépendante des androgenes, chez la souris. Enfin, la pipérine est reconnue
comme une molécule non génotoxique, avec des propriétés anti-mutagenes et anti-tumorales.
(127)

111.4.11. Effet de la pipérine sur le métabolisme : un Bio-activateur :

La pipérine a démontré des effets significatifs sur I’amélioration de la biodisponibilité de
nombreux médicaments et nutriments d’importance thérapeutique. Elle agit en augmentant
I’absorption des substances a partir du tractus gastro-intestinal grace a divers mecanismes. En
modifiant la dynamique des membranes et en augmentant leur perméabilité au site

d’absorption, elle facilite ainsi le passage des composés bioactifs. (128)
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De plus, la pipérine prolonge la demi-vie sérique de certaines substances, telles que le béta-
caroténe et la coenzyme Q10, tout en réduisant le métabolisme de nombreux médicaments.
Cette action est due a son réle d’inhibiteur enzymatique, bloquant notamment des enzymes
comme le cytochrome BS, CYP3A4, le cytochrome NADPH, 1’Udpglucuronyl transférase,
I’UDP-glucose déshydrogénase (UDP-GDH) et I’hydroxylase des hydrocarbures aryliques
(AAH). (129)

L’inhibition enzymatique par la pipérine entraine une biodisponibilité accrue de plusieurs
médicaments et nutriments, notamment : amoxicilline, ampicilline, acéfotaxime,
carbamazépine, ciprofloxacine, norfloxacine, métronidazole, oxytétracycline, nimésulide,
pentobarbitone, phénytoine, resvératrol, béta-carotene, curcumine, acide gallique, tiferron,
névirapine et spartéine. Ces améliorations se produisent par le biais de mécanismes variés,
renforcant ainsi son rdle comme activateur de biodisponibilité et inhibiteur puissant du
métabolisme des médicaments. (129)

111.4.12. Activité Immunomodulatrice :

L’activité immunomodulatrice in vitro de la pipérine a été étudiée pour évaluer son réle dans
I’amélioration de [D’efficacité de la rifampicine dans un modéle murin d’infection a
Mycobacterium tuberculosis. Les splénocytes de souris ont été utilisés comme modéle pour
analyser les effets de la pipérine sur la production de cytokines, 1’activation des macrophages
et la prolifération des lymphocytes. Les résultats ont montré que les splénocytes des souris
traitées avec la pipérine présentaient une augmentation significative de la sécrétion de
cytokines Th-1 (IFN-y et IL-2), une activation accrue des macrophages et une prolifération
améliorée des cellules T et B. La combinaison de la pipérine et de la rifampicine (1 mg/kg) a
montré une efficacité protectrice contre Mycobacterium tuberculosis, attribuée a ’activité

immunomodulatrice de la pipérine. (102).

111.4.13. Effets de la pipérine sur le SNC et la conductivité nerveuse :

Des études ont montre que le poivre noir, dont la pipérine est un constituant actif, a été
traditionnellement utilisé comme stimulant nerveux. Ces recherches concluent que la pipérine
est responsable de I’activité analeptique observée, probablement en raison de son effet sur la
transmission des impulsions nerveuses dans le tronc cérébral. Plus récemment, I’activité
pharmacologique de la pipérine, ainsi que celle de la capsaicine, a été liée a son interaction
avec divers neurotransmetteurs tels que la substance P, les neurokinines et le peptide lié au
gene de la calcitonine. Ces neurotransmetteurs jouent un rdle clé dans la transmission

nerveuse et la communication dans différentes régions du corps. (130,131)
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L’interaction de la pipérine et de la capsaicine avec les transmissions nerveuses a été mise en
évidence par diverses études portant sur les récepteurs vanilloides récemment découverts. Ces
récepteurs, présents dans les systemes nerveux central et périphérique, sont capables de se lier
a des composeés naturels présentant une structure chimique similaire a la vanilline, tels que la
pipérine, la capsaicine et les gingerols. (132)

Les composés vanilloides, comme la pipérine, se fixent a ces récepteurs spécifiques, ce qui
entraine une diminution des transmetteurs impliqués dans la sensation douloureuse,
notamment la substance P ainsi que certains acides aminés comme le glutamate et 1’aspartate.
(132) Une étude menée par Kawada et al. a conclu que la pipérine pourrait également jouer un
role dans la neurorégulation en stimulant la sécrétion de neurohormones catécholamines, en
particulier 1’épinéphrine. (133)

La pipérine semble influencer a la fois le systeme nerveux central (SNC) et le systéeme
nerveux périphérique en modulant les taux sanguins de certains composes neurotropes et
relaxants musculaires. Elle potentialise également le temps de sommeil induit par les
barbituriques, comme 1’hexabarbital, chez différents animaux de laboratoire. (134)

Par ailleurs, elle s’est révélée tout aussi efficace que des analeptiques connus, tels que le
métrazol et le nikéthamide, pour contrer les dépressions respiratoires provoquées par les
barbituriques chez les chiens. La pipérine a démontré une action prolongée pour inverser la
dépression respiratoire induite par la morphine ou les barbituriques. Une autre étude a montré
que la pipérine, administrée a des rats, réduit la perception de la douleur en stimulant la
libération d’endorphines 3 dans le cerveau. (135)

De plus, des recherches récentes ont mis en évidence 1’efficacité de la pipérine dans le
traitement des troubles de ’humeur. (110) Enfin, la pipérine et ses dérivés ont montré une
action anticonvulsive démontrée chez la souris et le rat. (136)

I11.5. Données pharmacocinétiques :

Lors de I’administration de pipérine a des rats albinos males, a une dose de 170 mg/kg par
gavage ou 85 mg/kg par voie intrapéritonéale (i.p.), environ 97 % de la dose ont été absorbés,
indépendamment du mode d’administration. Seulement 3 % de la dose administrée ont été
excrétés sous forme de pipérine dans les selles, tandis que la pipérine n’était pas détectable
dans I’urine. (137)

Lorsque de 100 a 1000 pg de pipérine ont été incubés dans des sacs intestinaux de rats,
environ 44 a 63 % de la pipérine ajoutée ont disparu du coété muqueux. (137,138)
L’absorption de la pipérine, maximale a 800 pg par 10 ml, était d’environ 63 %. Les quantités

absolues de pipérine absorbées in vitro dépassaient celles d’autres composés d’épices
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structurellement similaires, comme la curcumine (137), indiquant que la pipérine ne subit
aucun changement métabolique majeur lors de 1’absorption. Lorsqu’elle était associée a des
micelles mixtes, I’absorption intestinale in vitro de la pipérine était relativement plus élevée.
(138)

En ce qui concerne son passage dans I’intestin, la concentration la plus élevée de pipérine
dans I’estomac et I’intestin gréle a été atteinte aprés environ 6 heures. Des traces de pipérine
ont été détectées dans le sérum, les reins et la rate entre 30 minutes et 24 heures apres
administration. Environ 1 a 2,5 % de la pipérine administrée par voie intrapéritonéale ont été
retrouvés dans le foie de 0,5 a 6 heures aprés administration, comparativement a 0,1 & 0,25 %
de la dose administrée par voie orale. L’excrétion accrue d’acides uroniques conjugués, de
sulfates conjugués et de phénols suggere que la scission du groupe méthylenedioxy de la
pipérine, ainsi que la glucuronidation et la sulfatation, sont les principales étapes de la
disposition de la pipérine chez le rat. (139)

Apres administration orale de 170 mg/kg de pipérine a des rats, les métabolites retrouvés dans
I’urine entre 0 et 96 heures ont ét¢ identifiés comme [’acide pipérionilique, 1’alcool
pipérionique, et 1’acide pipérional et vanillique sous forme libre, tandis que seul 1’acide
pipérique a été détecté dans la bile entre O et 6 heures. (139) Le rein semble étre la principale
voie d’excrétion des métabolites de la pipérine chez le rat, car aucun métabolite n’a été
détecté dans les matiéres fécales. Dans une étude récente, un nouveau métabolite majeur a été
détecté dans I'urine et le plasma des rats, identifi¢é par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) comme I’acide 5-(3,4-méthylénedioxyphényl)-2,4-pentadiénoique-N-(3-
ylpropionique)-amide. Ce métabolite conserve I’anneau méthylénedioxy et les liaisons
doubles conjuguées, tandis que 1’anneau pipéridine est modifié¢ pour former un groupe acide
propionique. (141) Les données suggerent que la pipérine est absorbée trés rapidement a
travers la barriere intestinale, agissant éventuellement comme une molécule apolaire et
formant un complexe apolaire avec des médicaments et des solutés. Il peut moduler la
dynamique de la membrane en raison de son partitionnement facile, contribuant ainsi a une
perméabilité efficace a travers la barriére. (141)

Etant essentiellement insoluble dans 1’eau, la pipérine est supposée étre transportée par
I’albumine sérique apreés son absorption intestinale. La liaison de la pipérine a 1’albumine
sérique a €té étudiée a 1’aide de techniques de fluorescence a I’état stationnaire et a résolution
temporelle (142). La constante de liaison pour I’interaction de la pipérine avec 1’albumine
sérique humaine a ét¢ mesurée a 0,5 x 10° M, avec une steechiométrie de 1:1. Les mesures

de fluorescence ont suggéré que la pipérine se lie au sous-domaine IB de I’albumine sérique,
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ce qui est crucial pour comprendre son transport dans le sang dans des conditions
physiologiques. (143)
I11.6. Données cliniques :
111.6.1.Effet de la pipérine sur la biodisponibilité orale des médicaments et des composés
thérapeutiques naturels :
La plupart des études cliniques chez les étres humains ont porté sur I’amélioration de la
biodisponibilité par administration concomitante de la pipérine avec divers médicaments.
Dans ces essais, il a été constaté que divers groupes de médicaments etaient plus efficaces et
restaient plus longtemps dans le plasma lorsqu’ils étaient administrés avec de la pipérine.
L’une des premicres études a été celle d’Atal et al. qui a utilisé la vasicine et la sparteine
comme médicaments d’essai, en les associant a la pipérine. Ils ont constaté que les
concentrations sanguines de la sparteine ont augmenté de plus de 100 %, tandis que celles de
la vasicine ont augmenté de pres de 233 % lorsqu’elles étaient administrées avec la pipérine.
(144)
Sur la base de cette étude précoce, une autre série d’études sur les humains a étudié I’effet de
la pipérine en co-administration avec la phénytoine et a constaté qu’une seule dose
quotidienne de pipérine diminuait I’absorption T1/2 et prolongeait 1’¢limination T1/2,
entrainant une SSC plus élevée par rapport a la phénytoine seule. Ces résultats ont démontré
la modification des paramétres pharmacocinétiques de ce médicament antiépileptique ainsi
qu'une biodisponibilité accrue de la phénytoine lorsqu’elle est administrée avec la pipérine.
(145)
Une autre étude sur D’effet de la pipérine sur la biodisponibilité et la pharmacocinétique des
médicaments propranolol et théophylline a mis en évidence un Tmax antérieur, ainsi qu’une
Cmax et une SSC plus élevées chez les sujets ayant recu de la pipérine avec le propranolol.
Pour la théophylline, on a observé une Cmax plus élevée, une demi-vie d’élimination plus
longue et une SSC plus élevée. (146)
Shoba et al. ont signalé que I’administration concomitante de la pipérine et de la curcumine
produisait des concentrations beaucoup plus élevées de ce composé bioactif (0,25 a 1 h apres
I’administration), ainsi qu’une augmentation de sa biodisponibilit¢é de 2000 %. (147) La
combinaison de dexibuprofene avec une formule multi-ingrédients (d’acide lipoique, de
curcumine et de pipérine) a réduit la douleur neuropathique de plus de 66 % chez les sujets
atteints de sciatique lombaire et de syndrome du canal carpien, comparé a environ 40 % pour

I’utilisation de dexibuproféne seul. (148)
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En outre, il a été constaté que lorsque la pipérine a été combinée avec le B-carotene, une
augmentation significativement plus grande (60 % de SSC en plus) dans le sérum du -
caroténe s’est produite pendant la supplémentation orale avec ces deux composés. (149) Les
mémes auteurs ont constaté que la supplémentation en pipérine peut améliorer 1’absorption de
la coenzyme Q10, mais ont aussi démontrée que cet effet dépend de la dose et du temps. (150)
Un autre composé naturel, le resvératrol, est plus biodisponible lorsqu’il est co-administré
avec de la pipérine. Une augmentation significative du flux sanguin cerébral pendant
I’exécution des taches a été observée en comparaison avec le placebo et le resvératrol seul.
(104)

La pipérine s’est révélée tres efficace pour améliorer les résultats du traitement
antituberculeux avec la Risorine (capsules composées de Rifampicine 200 mg + Isoniazide
300 mg + Pipérine 10 mg) administrée avec de 1’éthambutol et du pyrazinamide. (151) Les
résultats ont montré que la Risorine fournissait plus de rifampicine dans le sang et maintenait
des concentrations plus élevées par rapport a la thérapie conventionnelle a la rifampicine, tout
en offrant un meilleur profil de sécurité, un taux de conversion plus €élevé d’expectoration, et
un taux de guérison plus élevé. (151,152)

Bedada et Boga ont étudi¢ I’effet de la pipérine sur la pharmacocinétique de la chlorzoxazone
chez des volontaires sains et ont observé une interaction significative entre ces deux
composés. Cela s’est manifesté par une augmentation de la Cmax, de la SSC et de la T1/2,
avec une diminution du Kel et du CL/F de la chlorzoxazone lorsqu’elle est administrée avec
de la pipérine. (153) Les mémes auteurs ont trouvé que la prise de pipérine améliore la
biodisponibilitt de la féxofénadine, ou le traitement a la pipérine augmentait
considérablement la Cmax et la SSC de ce médicament. (154) Une augmentation de 3 fois de
la Cmax et de 1,5 fois de la SSC a été observée pour le tétrahydrocannabinol, tandis qu’une
augmentation de 4 fois de la Cmax et de 2,2 fois de la SSC a été observée pour le cannabidiol

administré conjointement avec la pipérine. (155)
111.6.2.Effet de la pipérine sur le tractus digestif :

La pipérine pure s’est avérée trés bénéfique dans le traitement de la dysphagie, comme 1’a
montré 1’essai de Rofes et al., réalis¢é sur 40 patients atteints de dysphagie, répartis
aléatoirement en deux groupes recevant deux doses de pipérine (150 uM ou 1 mM). La
pipérine a amélioré la sécurité de I’ingestion en réduisant la prévalence des fausses routes, le
score de gravité de I’échelle pénétration-aspiration et a raccourci le temps de fermeture du

vestibule laryngé en fonction de la dose. (156)
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Une autre étude a examiné I’efficacité de la pipérine co-administrée au lycopéne et a la
curcumine (PLC), en complément du détartrage et du surfacage radiculaire (détartrage sous-
gingival) (SRD) chez les patients atteints de gingivite modérée. Une réduction des parametres
cliniques était plus élevée dans le groupe d’essai recevant SRD + PLC que dans le groupe

témoin (SRD seul) aprés 21 jours de traitement. (8)

111.6.3.Effet de la pipérine sur le vitiligo :

Deux essais cliniques ont évalu¢ I’effet de la pipérine par voie locale sur le traitement du
vitiligo et ont révélé des effets positifs. Chez les patients atteints de vitiligo facial, le
traitement local a la pipérine combiné avec un traitement UVB a bande étroite (NB-UVB) a
entrainé un taux de repigmentation significativement plus élevé aux intervalles de temps de 1,
2 et 3 mois apres le traitement que dans le groupe témoin. (157)

Dans une autre étude, un extrait de fruit de Piper nigrum et de la pipérine pure ont été intégrés
dans différentes pommades et appliqués pendant 12 semaines sur les différentes zones
cutanées des patients atteints de vitiligo. Les résultats ont montré une plus grande efficacité de
I’extrait de poivre noir que celle de la pipérine pure. (158)

Dans une étude de Donata et al., une préparation ayurvédique composee de gingembre séché,
de poivre noir, de pippali et de racine de plumbago bleu fermentée dans 1’urine de vache a été
administrée deux fois par jour avant un repas aux patients vitiligo sous forme de boisson.
Apreés six mois de traitement, seulement 40 % des patients ont montré un soulagement des

symptdmes. (159)

111.6.4.Autres effets :

Plusieurs études cliniques ont appliqué la pipérine comme agent de biodisponibilité pour les
préparations de curcuminoides. Chez les sujets souffrant de complications pulmonaires
chroniques dues a I’exposition a la moutarde soufrée et recevant une thérapie respiratoire
standard, le traitement par combinaison de la pipérine et de curcuminoides pendant 4
semaines a considérablement amélioré le score du questionnaire respiratoire de St. George
(SGRQ) ainsi que celui du test d’évaluation de la maladie pulmonaire obstructive chronique
MPOC (CAT) (total et sous-échelle), augmenté la glutathion réductase et réduit le dialdéhyde
malonique, améliorant ainsi la qualité de vie générale. (160)

Panahi et al. ont ¢tudié Defficacité de la supplémentation avec une préparation de
curcuminoides contenant de la pipérine sur les mesures du stress oxydatif et de I’inflammation

chez les patients atteints du syndrome métabolique. (161)
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Les résultats du groupe d’essai ont démontré une amélioration des activités sériques du
superoxyde dismutase et une réduction des concentrations du dialdéhyde malonique et des
protéines C-réactives (CRP) par rapport au placebo. Dans le but de déterminer I’impact d’une
consommation unique d’un CBFI (capsaicinoides, épigallocatéchine gallate, pipérine, et L-
carnitine) sur la satiété, la dépense énergétique au repos (REE), le quotient respiratoire, le
glucagon-like peptide-1 (GLP-1), les acides gras libres (FFA) et la libération de glyceérol,
Rondanelli et al. ont mené un essai clinique sur 37 adultes en surpoids, et les résultats ont

montré une amélioration de tous les parametres étudiés. (162)
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IV.1. Les analogues de la pipérine :

Divers analogues d'amides de pipérine ont été synthétisés en utilisant des aldéhydes
aromatiques substitués qui subissent généralement des réactions d'hydrolyse alcaline en
présence d'éthanol, fournissant des unités de base telles que la pipéridine, la pyrrolidine ou
I'isobutylamine, ainsi que leurs acides correspondants, tels que l'acide pipérique, l'acide
pipérinique ou l'acide guinéensique (Figure 25), selon la nature du carbone de la chaine de

I'amide respectif. (99)
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Figure 25 : Quelques analogues amides de la pipérine.(99)

Quelle que soit la potentialité de la pipérine, peu de travaux ont été menés pour étudier
I'efficacité des analogues de la pipérine comme agents anti-inflammatoires, analgésiques et
antibacteriens. (99)

Les analogues nouvellement synthétisés de la pipérine ont augmenté la potentialité du
composé naturel et apparaissent comme une nouvelle approche dans la découverte de
nouveaux composes actifs. Il semble que la liaison amide joue un réle important dans

I'activité de la pipérine. Certaines études ont tenté de remplacer le noyau de pipéridine par
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différents groupements chimiques, tels que des acides aminés et des anilines substituées,
etc.(99)

Certains amides de la pipérine ont été synthétises a partir de I'acide pipérique comme substrat
de départ. L'acide pipérique peut étre obtenu a partir de la pipérine par hydrolyse alcaline
simple dans I'éthanol, en utilisant de I’hydroxyde de potassium ou du monohydrate de lithium.
L'acide pipérique formé est converti en son chlorure, qui est ensuite réagi avec l'amine
appropriée. (10,163,164)

1IV.2. Méthodes de synthése d’amide :

Les méthodes utilisées pour former un amide sont appelées méthodes de couplage. Le
couplage consiste en une attaque du groupe amino d’un résidu sur l'atome de carbone
carbonyle du composé contenant la fonction carboxyle, qui a été activé par I’introduction d’un
groupe attracteur d’électrons. La forme activée peut étre un réactif stable, tel que certains
esters actifs ; un composé¢ de stabilité intermédiaire, tel qu’un halogénure d’acyle, un azide ou
un anhydride mixte ou symétrique, qui peut étre isolé ou non ; ou un intermédiaire transitoire,

qui n’est ni isolable ni détectable. (165)

IV.2.1. Amination des chlorures ou anhydrides d’acyle :

Le couplage direct entre un acide carboxylique et une amine n’est pas un choix adapté en
chimie de synthese, en raison de I’échange concomitant de protons entre 1’acide et la base. La
stratégie la plus courante est la conversion de 1’acide en une forme activée (c’est-a-dire plus
¢lectrophile), comme le chlorure ou I’anhydride d’acyle (Figure 26). Ces especes réagissent

facilement avec les amines primaires et secondaires pour générer 1’amide correspondant.(166)

0
TEA,DCM NH R
R,—NH, + J\ > R7 W ?
ClI” R, RT U

Figure 26 : Réaction d’amidification par les chlorures d’acyle. (166)
L’acylation de I’amine par le chlorure d’acyle est souvent appelée "réaction de Schotten-
Baumann", du nom de ses inventeurs. (167)
La réaction se produit généralement rapidement a température ambiante dans des solvants
aprotiques en présence d’une base adaptée, par exemple une amine tertiaire ou de la pyridine.
La base en solution agqueuse est souvent ajoutée goutte a goutte, afin de créer a terme un

systeme biphasique. (10)
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La réaction de Schotten-Baumann et le couplage entre I’amine et un anhydride sont
mécaniquement similaires, la seule différence significative étant le sous-produit de I’acide : de
I’HCI pour I’un et un acide carboxylique pour ’autre. Dans les deux cas, une base est requise
pour déplacer 1’équilibre vers la droite. (10)

La préparation du chlorure d’acyle peut étre réalisée in situ en mélangeant 1’acide
carboxylique avec du chlorure de thionyle ou du chlorure d’oxalyle dans des solvants
aprotiques, par exemple du DCM, du THF ou de I’acétate d’éthyle. On obtient normalement
de bonnes conversions aprés quelques heures de reflux du mélange. Il faut isoler le chlorure

d’acyle avant 1’étape d’amidation avec 1’amine (Figure 27). (166)
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Figure 27 : Mécanisme de formation de liaisons amides a partir d’un chlorure d’acyle.(166)

Il faut noter que I’anhydride symétrique est moins réactif et donc plus sélectif dans ses
réactions. Les anhydrides sont particuliérement efficaces pour les amines secondaires. (141)
Dans le cas des anhydrides mixtes 1’inconvénient majeur est le manque de la régiosélectivité

dans 1’addition nucléophile pour une position par rapport a la seconde (Figure 28). (141)
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Figure 28 : Mécanisme de formation de liaisons amides a partir d’anhydride mixte.(168)

1V.2.2. Méthodes dérivées de chimie peptidique (intermédiaires d’ester actifs) :

Des progres considérables ont été réalisés dans la synthese des amides au cours des trois
dernieres décennies, grace aux travaux réalisés dans le domaine de la synthése peptidique. Les
réactifs de couplage peptidique disponibles sur le marché sont nombreux et variés. Toutefois,
ils partagent tous un principe chimique fondamental : la syntheése d’un ester hautement activé.
De nombreux réactifs de couplage peptidique sont spécifiquement destinés a la synthese
peptidique automatisée, tant en phase solide qu’en solution. Cependant, les mémes stratégies
de synthése peuvent étre utilisées en principe pour la synthése de n’importe quel amide. (88)
Les réactifs les plus courants appartiennent a deux grands groupes : les carbodiimides et les

aminium/uronium d’hydroxybenzotriazole, ainsi que les sels de phosphonium. (88)

1V.2.2.1. Méthode d’activation au carbodiimide '

L’approche la plus traditionnelle utilisée pour former des liaisons peptidiques est la méthode
du carbodiimide, utilisant le dicyclohexylcarbodiimide. Les carbodiimides contiennent deux
atomes d’azote, qui sont faiblement alcalins, ce qui suffit a déclencher une réaction entre le
carbodiimide et un acide pour générer de 1’O-acylisourée. (88)

L’O-acylisourée d’un acide N-alkoxycarbonylamino ou d’un peptide est I'une des espéeces
actives les plus réactives et subit rapidement une aminolyse en présence de I’amine pour
produire le peptide (voie A, Figure 28). Cependant, sous un exces d’acide carboxylique, I’O-
acylisourée subit une attaque par une seconde molécule de 1’acide pour donner 1’anhydride

symétrique (voie B, Figure 28), ce dernier etant alors aminolysé pour donner le peptide. Une
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troisiéme option est que certaines O-acylisourées cyclisent pour former 1’oxazolone (voie C ;
Figure 29), qui donne également le peptide par aminolyse. (88)
Cependant, 1’oxazolone est moins réactif que d’autres dérivés et peut entrainer une

racémisation. (169)
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Figure 29 : Mécanisme de formation de liaisons amides a partir d’une réaction a médiation

carbodiimide.(142)

Une quatrieme réaction, qui est indésirable, peut se produire en raison de la réactivité élevée
de I’O-acylisourée. Cette réaction consiste en son réarrangement (Voie D, Figure 29) vers la
N-acylurée, une forme inerte stable de 1’acide entrant. La réaction, qui est irréversible et
consomme de 1’acide de départ sans produire de peptide, est trés rapide en N,N-
diméthylformamide (DMF) et beaucoup plus lente en dichlorométhane (DCM). (170)

Les trois réactifs les plus courants pour ce groupe sont le dicyclohexylcarbodiimide (DCC), le
diisopropylcarbodiimide (DIC) et le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC).
II faut noter que la synthése de 1’O-acyl-isourée bénéficie de 1’utilisation de solvants apolaires
lorsque cela est possible (par exemple, du DCM), mais de nombreux solvants aprotiques
polaires peuvent également étre utilisés. (170)

Les O-acyl-isourées comptent parmi les intermédiaires les plus actifs pour le couplage
d’amides, mais elles sont susceptibles de se racémiser spontanément. Cette particularité doit
étre prise en compte dans la stratégie de synthese. (170)

C’est également pour cette raison que D’activation de D’acide carboxylique en synthése

peptidique est généralement effectuée en présence d’additifs d’hydroxybenzotriazole, qui
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réagissent rapidement avec I’ester activé. Dans ce cas, 1’étape d’activation est mieux décrite
comme étant une activation en deux temps au DCC/hydroxybenzotriazole. (170)

Cette deuxieme étape de réaction génere un autre ester activé qui ne se racémise pas et qui
conserve un niveau d’activation suffisant pour un couplage peptidique efficace. (171)

Les triazoles les plus courants pour cette application sont le 1-hydroxy-benzotriazole (HOBL)
et le 1-hydroxy-7-aza-benzotriazole (HOAL). (171)

1IV.2.2.2. Méthode d’ester hautement active

Une approche unique a la synthése des peptides est la préparation d’un dérivé de 1’acide N-
alkoxycarbonylamino, qui est assez stable pour étre stocké et pourtant assez réactif pour se
combiner avec un groupe amino lorsque les deux sont mélangés. Ces composés sont
normalement obtenus en convertissant 1’acide en ester actif par réaction avec un phénol
substitué ou une hydroxylamine substituée, Hoxt, en présence de carbodiimide. (88) (Figure
30)

Les esters actifs sont en fait des anhydrides mixtes formés a partir d’un acide carboxylique et
d’un acide phénolique ou hydroxamique. Les substituants Xt sont congus pour rendre le
carbonyle de la fraction acyle sensible a une attaque nucléophile par une amine a température
ambiante. Les esters actifs subissent une aminolyse en raison des propriétés électroattractrices
de la fraction ester. (172)

R )\WGH-rHo:::t becordic RY M, IKH,G:-:t = Rl )WNHH?
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Figure 30 : Formation de liaison amide a partir d’un ester activé.(88)

Plusieurs réactifs de couplage sont décrits en littérature, nous citons : sels de phosphonium,

sels d’ammonium/uronium. (Figure 31)

= Les sels de phosphonium :

L’utilisation de sels de phosphonium comme réactifs de couplage pour la formation d’amides
a eté décrite pour la premiére fois par Kenner et ses collaborateurs en 1969. (173)

Les sels de phosphonium ont été largement adoptés pour favoriser le couplage de peptides par
la formation de sel d’acylphosphonium aprés que Castro eut développé (benzotriazol-1-
yloxy)tris(diméthylamino)phosphonium hexafluorophosphate (BOP). (173)

Depuis, de nombreux sels de phosphonium ont été mis au point, dont le benzotriazol-1-yloxy

tri(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphate (Pybop), le (6-chloro-benzotriazol-1-
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yloxy)tris(pyrrolidino)phosphonium  hexafluorophosphate  (Pyclock), et le  [(7-
azabenzotriazol-1-yl)oxy]tris(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphate (Pyaop). (173)
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Figure 31 : Structure générale des sels de phosphonium.(88)

Les sels de phosphonium (Figure 31) sont faciles a manipuler et favorisent le couplage rapide
des liaisons amides. Les couplages au sel de phosphonium sont effectués avec un exces d'une
amine tertiaire, habituellement 2 équivalents de N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) pour
former l'ion carboxylate. L'attaque nucléophile initiale sur le sel de phosphonium par le
carboxylate conduit a la formation d'un sel d'acyloxyphosphonium, qui est trés réactif et est
soit attaqué par une amine (Route A), soit par I'ester actif formant un oxyanion L (Route B),
qui serait I'espece prédominante et subit une aminolyse, conduisant a la formation de liaisons
peptidiques. Enfin, il convient de souligner que l'inconvénient de I'utilisation de la BOP
comme réactif de couplage est qu'elle produit de I'hnexaméthylphosphorotriamide (HMPA) en

tant que sous-produit toxique (Figure 32). (174)
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Figure 32 : Mécanisme proposé de voie de couplage au sel de phosphonium.(88)
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= Les sels d’ammonium/uronium :

Les sels d’uronium et d’ammonium (Figure 33) portent un atome de carbone positif et sont
utilisés comme réactifs de couplage dans la synthése des liaisons amides. En 1978, Gross et
ses collaborateurs ont introduit le 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthylammonium
hexafluorophosphate (HBTU) en tant que réactif de couplage pour la synthése des peptides et
I'ont initialement affecté a une structure de type O-uronium. Une analyse cristallographique
par rayons X ultérieure a permis d’établir que ’HBTU actif et sa famille étaient des sels de
type N-guanidinium plutot que des sels d’O-uronium. (175)

D’apres la structure du réactif HBTU, un certain nombre de sels de guanidinium ont été mis
au  point, notamment :  2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthylammonium
tetrafluoroborate (TBTU), 2-(6-chloro-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthylammonium
hexafluorophosphate (HCTU), 1-(diméthylamino)(diméthylimino)méthyl)-1H-
[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridine 3-oxyde hexafluorophosphate (HATU) (Carpino, 1993;
Albericio et al., 1998), et 1-(pyrrolidin-1-ium-1-ylidéne(pyrrolidin-1-yl)methyl)-1H-
[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridine 3-oxyde hexafluorophosphate (Hapyu) (Figure 33). Dans les
études comparatives, ’'HATU a donné de meilleurs rendements de couplage avec moins

d’énantiomérisation que le Pybop, HBTU ou TBTU. (175)
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Figure 33 : Structure de Certains sels d’ammonium.(88)

Les sels d’O-uronium (Figure 34) connexes ont également été mis au point, notamment le 2-
succinimido-1,1,3,3-tétraméthyluroniumtétrafluoroborate (TSTU) (101), le O-
[(éthoxycarbonyl) cyanométhylénamino]-N,N,N’,N’-tétraméthyluronium tétrafluoroborate
(TOTU) et (1-cyano-2-éthoxy-2-oxoéthylidénaminooxy)diméthylamino-morpholino-

carbénium hexafluorophosphate (COMU), un nouveau réactif qui produit des réactions de
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couplage avec des efficacités comparables a celles de I'HATU. Contrairement aux sels de
phosphonium, les réactifs de couplage aminium/uronium présentent un inconvénient en raison

de leur capacité a réagir avec le groupe amino Na-libre de la fraction entrante. (88)
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Figure 34 : Structure de Certains sels d’uronium.(88)

Le réactif de couplage ammonium/uronium ne peut pas étre ajouté directement au groupe
amino libre de la fraction entrante et au groupe carboxylique a coupler ; cela signifie que la
préactivation du composant carboxylique est nécessaire. Normalement, la préactivation est
réalisée en faisant réagir le composant carboxyliqgue avec le réactif de couplage
ammonium/uronium dans des conditions de réaction appropriées, en tenant compte du fait que
le réactif de couplage aminium/uronium est le réactif limitant. Ensuite, le groupe amino de la
fraction entrante est ajouté au mélange réactionnel pour réagir directement avec le carboxylate
activé. (176)

Les esters activés peuvent étre suffisamment couplés a une amine dans des conditions de
réaction similaires a celles de la réaction de Schotten-Baumann (base, solvant aprotique,

température ambiante). (176)

IVV.3. Les Protocoles de reférence :

1V.3.1. Méthode de Schotten-Baumann :

Préparer une solution sous agitation composée de I'amine dans du DCM, ajouter une gquantité
équimolaire de base (par exemple, DIPEA) suivie de 1 a 2 équivalents de chlorure d’acyle.
Agiter a température ambiante pendant 8 a 16 heures. La réaction est normalement neutralisée
a l’eau et extraite avec du DCM ou d’autres solvants organiques, en fonction des

caractéristiques de I’amide. (167)
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IV.3.2. Protocole de carbodiimmide :

Préparer une solution d’acide dans du DMF et ajouter 2 ou 3 équivalents de base. Refroidir la
solution a 0°C, puis ajouter 2 équivalents de DCC ou d’EDC. Agiter a température ambiante
pendant 30 a 60 minutes, puis diluer a ’eau et extraire avec un solvant organique en fonction

des propriétés du produit de I’amide. Procéder a la purification du produit. (166)

1V.3.3. Méthode au HATU/HBTU :

Préparer une solution d’acide dans du DMF a 0°C, puis ajouter 2 équivalents de HATU (550
mg, 1,4 mmol) et 3 équivalents de base (par exemple, DIPEA ou TEA). Enfin, ajouter un
léger excédent d’amine (par rapport a ’acide) et agiter a température ambiante pendant 30 a
60 minutes. Diluer a 1’eau et extraire avec un solvant organique en fonction des propriétés du
produit de I’amide. Procéder a la purification du produit. Le protocole de référence reste le
méme si d’autres activateurs sont utilisés. (164)

En cas d’utilisation de ’'HBTU, le protocole reste similaire, mais il est souvent nécessaire
d’augmenter la température de la réaction. Certains auteurs ont signalé des conditions de

reflux et des temps de conversion 1égérement plus longs, jusqu’a 2 ou 3 heures. (166,167)

IV.3.4. Méthode d’utilisation combinée du carbodiimmide et de I’hydroxybenzotriazole -

Préparer une solution d’acide (700 mg, 3,2 mmol) dans du DMF (10 mL), ajouter 3
équivalents de base (par exemple, DIPEA, NH4CI ou TEA) tout en refroidissant la réaction a
0°C. Traiter le mélange avec 2 équivalents d’éthylcarbodiimide (ou autre carbodiimmide) et 2
équivalents d’HOBt (ou HOAt). Enfin, ajouter 1,5 équivalent d’amine. Agiter a température
ambiante pendant 30 a 60 minutes. Neutraliser a I’eau et extraire avec un solvant organique en

fonction des propriétés du produit de I’amide. Procéder a la purification du produit. (167)
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CHAPITRE YV : LES METHODES IN SILICO

La découverte de médicaments est un processus long et colteux, traditionnellement fondé sur
des essais et erreurs expérimentaux. Cependant, I'essor des méthodes in silico, qui utilisent
des outils informatiques pour modéliser et simuler des processus biologiques et chimiques, a
révolutionné ce domaine. Ces techniques permettent d’accélérer le développement des
médicaments en identifiant plus rapidement les molécules prometteuses, en prédisant leur
interaction avec les cibles biologiques, et en optimisant leurs propriétés pharmacologiques.
(177)

V.1. Principes des Méthodes In Silico :

Les méthodes in silico reposent sur des approches de modélisation informatique pour prédire
I'activité biologique, I'affinité de liaison et la toxicité potentielle des composés chimiques. Les
techniques les plus courantes incluent le criblage virtuel, le docking moléculaire, la
dynamique moléculaire, les méthodes de modélisation quantitative de la relation

structure-activité (QSAR), et les simulations basées sur la chimie quantique.(178)

V.1.1. Le criblage virtuel :

Le criblage virtuel est une méthode permettant de tester virtuellement des milliers, voire des
millions de composés, afin d’identifier ceux qui pourraient présenter une activité
thérapeutique. Contrairement au criblage a haut débit (HTS), qui est une méthode
expérimentale, le criblage virtuel utilise des modeles informatiques pour prédire 1’affinité des
molécules candidates avec une cible biologique donnée (Figure 35). (179)

Le criblage virtuel peut étre de deux types :

= Lecriblage basé sur la structure :

Le criblage virtuel basé sur la structure (Structure-Based Virtual Screening — SBVS),
également connu sous le nom de criblage virtuel basé sur la cible (Target-Based Virtual
Screening — TBVS), nécessite la structure tridimensionnelle de la cible (généralement une
protéine). Les composes chimiques sont « dockés » dans le site actif de la cible, et des scores
sont calculés afin de prédire la probabilité d’une interaction efficace. (180)

= Le criblage baseé sur le ligand :

Lorsqu’au moins un ligand de la cible étudiée est connu, un criblage virtuel basé sur les
ligands (Ligand-Based Virtual Screening — LBVS) peut étre mis en ceuvre. Le principe
fondamental de toutes les méthodes basées sur les ligands repose sur le fait que des molécules

similaires ont tendance a présenter des profils d’activité similaires. (181)
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La similarité des molécules peut étre évaluée en recherchant des propriétés communes, qui
seront utilisées comme descripteurs de similarite. En fonction du nombre de ligands de
réféerence pour la cible et du type de descripteurs, différentes méthodes peuvent étre
employées : le criblage a 1’aide de pharmacophores, la recherche de similarité et les méthodes

QSAR. (181)
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Figure 35 : Flux de travail du criblage virtuel.(182)
V.1.2. Le docking Moléculaire :
Le docking moléculaire est une methode in silico permettant de prédire la position d’une
petite molécule (ligand) lorsqu’elle se lie & une macromolécule cible (protéine ou ADN).
L’objectif est de trouver la meilleure orientation et conformation du ligand afin d’optimiser
son interaction avec la cible, ce qui est essentiel pour predire son efficacité thérapeutique
(Figure 36). (183)
Cette technique utilise des algorithmes de recherche pour explorer les différentes positions et
conformations du ligand dans le site actif de la protéine. Le processus est généralement divisé
en deux étapes :

= L'échantillonnage :
Exploration de I'espace conformationnel du ligand pour générer un ensemble de poses

possibles. (183)
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= Scoring :
Evaluation de ces poses afin de déterminer celle qui présente la meilleure affinité de liaison

avec la cible, souvent a I’aide de fonctions d’énergie simulant les interactions €lectrostatiques,

hydrophobes et les liaisons hydrogeéne. (183)
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Figure 36 : Les différentes étapes du docking moléculaire.(184)
Le docking moléculaire peut étre classé en trois types en fonction de la flexibilité des

molécules en interaction : le ligand et le récepteur (protéine). (185)

» Le docking moléculaire rigide :

Dans cette approche, la proteine et le ligand sont considérés comme des entités rigides, c’est-
a-dire que leur structure ne change pas et que leur géométrie interne reste fixe. Seules leurs
positions peuvent varier, et 1I’échantillonnage prend en compte uniquement les trois degrés de
liberté en translation et en rotation. Cette méthode est principalement utilisée pour ’amarrage
entre deux macromolécules (protéine-protéine), ou le nombre de degrés de liberté
conformationnels est trop élevé pour étre entierement exploré. Cependant, les résultats
obtenus sont souvent moins précis et peu fiables, ce qui limite son utilisation dans les études

d’amarrage actuelles. Cette approche repose sur le principe de la serrure et de la clé. (185)
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= Le docking moléculaire semi-flexible :

Dans cette approche, soit le ligand, soit le récepteur est considéré comme une entité rigide.
Geénéralement, la structure du récepteur reste fixe tandis que la conformation du ligand peut
varier. (186)

Les degrés de liberté conformationnels du ligand sont échantillonnés, en plus des six degrés
de liberté associés a la translation et a la rotation (Figure 37). Le docking semi-flexible est la
stratégie implémentée dans la plupart des outils de docking actuels (notamment FlexX, Glide,
DOCK, Surflex et PLANTS), car il représente un bon compromis entre la rapidité des
simulations — en raison du nombre limité de degrés de liberté — et la pertinence des résultats,
qui sont plus précis et plus fiables que ceux obtenus par le docking moléculaire rigide.
(185,187)

= Le docking moléculaire flexible :

Cette approche repose sur 1’idée qu’une protéine n’est pas une entité rigide et passive lors de
la liaison avec un ligand. Ainsi, tant le ligand que le récepteur sont considérés comme des
entités flexibles. La structure de la molécule peut varier en modifiant les angles de torsion et
les liaisons rotatives. Cette méthode permet de prédire la conformation ancrée avec une
grande précision, se rapprochant ainsi des résultats expérimentaux. Toutefois, elle nécessite
des calculs complexes et un temps de simulation important. Dans les approches de docking
semi-flexible et entiérement flexible, le principe d’ajustement induit peut-étre mis en ceuvre
(Figure 37). (188)
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-

Figure 37 : Les différents types de docking moléculaire.(185)
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V.1.3. La dynamique moléculaire :

La dynamique moléculaire (DM) est une méthode qui simule le mouvement des atomes et des
molécules au fil du temps en appliquant les principes de la mécanique classique. Cette
technique permet d’étudier les mécanismes dynamiques a 1’échelle atomique, fournissant ainsi
des informations précieuses sur la flexibilité des protéines, les interactions ligand-récepteur et
les processus de repliement des protéines. (187)

Les simulations de dynamique moléculaire prennent en compte 1’énergie potentielle d’un
systeme moléculaire, qui inclut les interactions de Van der Waals, les liaisons hydrogene et
les forces électrostatiques (Figure 38). Les trajectoires des atomes sont calculées en résolvant
les équations du mouvement de Newton pour chaque atome du systeme. (189)

La DM repose sur la résolution des équations de Newton pour chaque atome du systéeme

étudié. La force ‘Fi agissant sur un atome iii est liée a son accélération aia_iai par la seconde

loi de Newton, selon I’équation 01 :

Fi= miai

Ou mi est la masse de l'atome, et ai est I'accélération. Les forces qui agissent sur chaque

atome sont dérivées du gradient de I'énergie potentielle du systeme, qui est une fonction des
positions des atomes.(190)
L’énergie potentielle du systéme est souvent exprimée a I’aide d’un champ de force,

intégrant plusieurs contributions :

« Energie de liaison : Modeéle les liaisons covalentes entre les atomes.

« Energie angulaire : Modéle les angles de liaison entre les triplets d'atomes.

« Energie diédre : Modele les rotations autour des liaisons.

o Interactions de Van der Waals : Modeéle les forces d'attraction et de répulsion non-liaison.

o Interactions électrostatiques : Modele les interactions entre les charges partielles des
atomes.(191-193)
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Figure 38 : Analyse de simulations de dynamique moléculaire d'une protéine TAL en
complexe avec I'ADN. (194)
Les logiciels de dynamique moléculaire (GROMACS, AMBER, CHARMM et Desmond) sont
capables de simuler des systémes trés complexes, comprenant des milliers a des millions
d’atomes. Ces simulations permettent d’étudier la stabilit¢ des complexes ligand-récepteur,
les changements conformationnels des protéines et les voies de signalisation intracellulaires.
(195,196)

V.1.4. La modélisation QSAR :
La modélisation QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) est une méthode
statistique qui établit une relation entre les propriétés structurales des molécules et leurs
activités biologiques. Son principe repose sur I’hypothése que des composés ayant des
structures similaires auront des activités biologiques similaires. Les modeles QSAR sont
construits a partir de données expérimentales existantes, en utilisant des descripteurs
moléculaires pour capturer les caractéristiques chimiques et physiques des molécules. (197)
Ces descripteurs peuvent inclure :

« Lacharge électrostatique.

o Lasurface accessible au solvant.

e Le moment dipolaire.

o La flexibilité moléculaire. (196,197)
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Une fois ces descripteurs calculés, des algorithmes de machine learning ou des méthodes de
régression linéaire sont utilisés pour établir une corrélation entre ces descripteurs et I’activité

biologique observée. (196,197)

V.1.5. La chimie quantique :

Les méthodes de chimie quantique sont utilisées pour calculer avec précision les propriétés
électroniques des molécules. Elles sont essentielles pour comprendre les mécanismes de
réaction chimique, 1’affinit¢ de liaison et la réactivité. Contrairement a la mécanique
moléculaire, qui traite les atomes comme des entités simples, la chimie quantique prend en
compte les électrons et les interactions quantiques entre eux. (200)

Les calculs de chimie quantique, notamment ceux basés sur la Théorie de la Fonctionnelle
de la Densité (Density Functional Theory, DFT), permettent de prédire les états électroniques
des molécules, les énergies d’interaction ainsi que les spectres RMN ou IR. Ces méthodes
sont cruciales pour explorer les détails des mécanismes de liaison au niveau atomique,
identifier les sites réactifs des molécules et étudier les effets des mutations sur les protéines.
(201)

V.2. Applications des méthodes In silico dans la découverte des medicaments :

V.2.1. Identification de nouveaux ligands :

L’identification de nouveaux ligands est une étape cruciale dans la découverte de
médicaments. Les méthodes in silico permettent de cribler des bibliotheques de composés afin
de sélectionner ceux qui ont le plus de chances de se lier a une cible biologique spécifique.
Cette approche est particulierement utile pour les cibles thérapeutiques complexes, telles que
les récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs), ou le criblage expérimental peut étre
difficile et colteux. (179)

Des exemples notables incluent 1’identification d’inhibiteurs de protéines kinases, qui sont
des cibles essentielles dans le traitement du cancer. Grace au criblage virtuel, plusieurs
inhibiteurs de kinases ont été découverts, dont certains sont désormais utilisés en clinique.
(179)

V.2.2. Optimisation des composés :

Aprés I’identification d’un ligand prometteur, ses propriétés pharmacologiques doivent
souvent étre optimisées pour améliorer son efficacité, sa sélectivité et sa pharmacocinétique.
Les méthodes in silico jouent un réle clé dans cette optimisation en permettant de prédire

I’impact des modifications structurelles sur ’activité biologique. (183)
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Les simulations de dynamique moléculaire et les modéles QSAR sont largement utilisés
pour explorer les relations structure-activité (Structure-Activity Relationship, SAR) et guider
la modification des structures chimiques. Par exemple, 1’ajout ou la modification de chaines
latérales d’un ligand peut améliorer son profil pharmacocinétique ou réduire son potentiel
de toxicité. (183)

V.2.3. Prédiction de la toxicité :

La toxicité est I’une des principales causes d’échec des nouveaux médicaments lors des essais
cliniques. Les méthodes in silico sont de plus en plus utilisées pour évaluer la toxicité
potentielle des nouveaux composés des les premiéres étapes du développement. Ces
approches incluent des modéles prédictifs basés sur la structure chimique ainsi que
I’identification de cibles hors cible (off-target effects), qui pourraient entrainer des effets

secondaires indésirables. (183)
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PRESENTATION DU TRAVAIL

I. PRESENTATION DU TRAVAIL

Le poivre noir (Piper nigrum) possede de nombreuses propriétés : il est réchauffant,
fébrifuge, diurétique et stimulant digestif. En médecine traditionnelle chinoise, il est
également utilisé comme calmant naturel. (49, 90,105) Les études phytochimiques sur le
Piper nigrum ont révélé la présence de divers composes phénoliques, notamment des
flavonoides, des alcaloides, des amides et des stéroides. Parmi ces constituants, I’un des
plus étudiés est la pipérine (Figure 39), un alcaloide majeur responsable de ses propriétés
pharmacologiques et de son goQt piquant caracteristique. (54)

O

0 X N
<O

Figure 39 : la structure chimique de la pipérine.(150)

La pipérine s’est avérée posséder diverses activités pharmacologiques, notamment des
effets anti-inflammatoires, antimicrobiens, antioxydants et anticancéreux, entre autres.
(120, 126, 143, 147,150)

Dans le but d’amplifier son activité biologique, de nombreux dérivés ont été synthétisés et
leurs propriétés pharmacologiques ont été évaluées. (9, 79, 151,152)

Au cours de ces études, les pharmacomodulations ont principalement porté sur des
remplacements bioisostériques, notamment la substitution de la liaison amide par une
liaison ester et la modification du noyau pipéridine par I’introduction de différents
groupements R. (149, 149,150)

La modélisation des pharmacophores (Figure 40) est I’un des concepts in silico les plus
prometteurs. Elle repose sur la combinaison de la chimie médicinale et de la chimie
computationnelle et permet de cribler et d’optimiser les composés principaux en vue du

développement du candidat-médicament final.

0 NP

Figure 40 : Pharmacophore.
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Des études ont révélé que le noyau pipéridine et la liaison amide constituent les éléments
clés de I’activité biologique de la pipérine. Leur pharmacomodulation a ainsi permis
d’identifier les substituants les plus prometteurs pour différentes activités biologiques.
(92)
Le travail que nous présentons ici s’inscrit dans la continuité de ces recherches et poursuit les
objectifs suivants :

v’ Obijectif principal :

e Concevoir et synthétiser de nouveaux analogues amides de la pipérine, en remplacant le
noyau pipéridine par des amines aromatiques cycliques ou acycliques diversement
substituées.

e Ces analogues seront évalués pour leurs activités anti-inflammatoires et analgésiques
(étude in vivo) ainsi que leurs propriétés antibactériennes (étude in vitro).

e L’étude insilico inclura le docking moléculaire, I’évaluation ADMET et la dynamique

moléculaire afin d’optimiser la sélection des analogues les plus prometteurs. (Figure 41)

Structural .
O NP i Moedification <o:©/\/\\)‘\,w/
™
{ R O

Piperine Piperine Analogucs
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Change in the \,‘ #
binding mode (7%

Piperine Piperine Analogue

Figure 41 : Variations structurales envisagees autour du pharmacophore.
v Obijectif secondaire :
e Optimiser les méthodes d’extraction et d’isolement de la pipérine a partir du poivre
noir.
e Evaluer son activité anti-inflammatoire, analgésique et antibactérienne afin de mieux

comprendre ses effets pharmacologiques. (Figure 42)
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Figure 42 : Isolation et évaluation de 1’activité biologique de la pipérine.
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Il. MATERIELS ET METHODES

11.1. Identification botanique des fruits du poivre noir :
Cette analyse consiste en une étude macroscopique et microscopique des fruits secs et de la
poudre de poivre noir, réalisée au sein du laboratoire de Pharmacognosie du département de

Pharmacie de Constantine. Le travail a été mené entre décembre 2021 et mars 2022.
11.1.1. Materiel végétal :

Les fruits de poivre noir ont été achetés dans le magasin d*épices Sabih, situé dans la région
du Wad El-Had, Daksi, dans la Wilaya de Constantine. (Figure 43)
¢ llIs présentent les données suivantes :
- Nom de produit : poivre noir
- Pays de récolte : India
- Date de production : 2020

- Date d’expiration : 2024

Figure 43 : les fruits du poivre noir.
11.1.2. Matériels de laboratoire :

Le matériel utilisé pour I’identification botanique est : (Figure 44)
- Loupe binoculaire (Cari Zeiss ®).
- Microscope optique (Mortic ® Sérié B1).
- Broyeur électrique (IKA ®).
- Pince, lame a rasoir.
- Lame, lamelle, verre a montre.
- Tamis, spatule.

- Regle, pissette.

82|Page



MATERIELS ET METHODES

Figure 44 : (a) Loupe binoculaire, (b) Microscope optique, (c) Broyeur électronique.

11.1.3. Réactifs chimiques : (Figures 45,46,47)
- Solution hydro-alcoolique.
- Hydrate chloral.
- Eau distillee.
- Eau de javel dilué a .

- Lasoude a 5%
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- Acide acétique. (N° de Lot F228/LAB-HOEYWELL)
- Vert de méthyl.

- Rouge Congo / Carmin.

Figure 45 : Réactifs de double coloration.

Figure 46 : Extrait hydro-alcoolique de nos fruits du poivre Noir

Figure 47 : Hydrate chloral + La poudre de poivre noir.
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11.1.4. Méthodes :
11.1.4.1. Analyse macroscopique :
11.1.4.1.1. Test morphologique :

Les grains de poivre noir ont ét¢ examinés a 1’ceil nu et a I’aide d’une loupe binoculaire.
11.1.4.1.2. Test organoleptique :
Les trois caracteres organoleptiques suivants : couleur, saveur et odeur des fruits du poivre
noir ont éte vérifiés.
11.1.4.2. Analyse microscopique :

11.1.4.2.1. Montage de la poudre :

La pulvérisation des fruits du poivre noir a été faite a I’aide d’un broyeur électrique avant
I’observation microscopique.

L’examen microscopique a été réalisé sur une trés faible quantité de poudre déposée sur une
lame avec I’addition d’une goutte de réactif éclaircissant représenté par I’hydrate chloral
référé pharmacopée puis recouverte d une lamelle, cette derniére a été montée en 45° pour
éviter la formation des bulles d’air.

L’examen a été fait par la suite au grossissement 10 x 40 pour identifier les différents

caracteres et éléments. (Voir annexe N°04)
11.1.4.2.2. Les coupes histologiques :

Des coupes transversales tres fines ont été réalisées a 1’aide d’une lame a rasoir a partir des
fruits de poivre déja disposés dans une solution hydro-alcoolique pendant deux jours
d’avance. (Figure 48)
Ces coupes ont été traitées par la technique de double coloration qui consiste a :
- Placer les coupes 15 a 20 min dans I’eau de javel diluée pour la destruction du
contenu cellulaire en maintenant intact les parois.
- Placer les coupes 30 s dans du NaOH a 5% pour éliminer les substances de réserve
surtout I’amidon.
- Mettre les coupes 30 s dans I’eau additionnée de quelques gouttes d’acide acétique
pour la neutralisation de milieu et la fixation des colorants.
- Mettre les coupes dans le vert de méthyl pendant 2 min pour la coloration des parois
lignifiees ou sclérifiées en vert.
- Mettre les coupes pendant 15 a 30 min dans le rouge Congo pour la coloration des

parois cellulosiques en rose.
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% Un lavage a I’eau distillée a été fait aprés chaque étape sauf aprés I’étape de
I’acide acétique.

Collecter les coupes dans un verre de montre rempli d’eau distillée, placer les coupes

sur une lame, ajouter une goutte d’eau et aprés recouvrir avec une lamelle. (Voir

annexe N°05)

Observer au faible grossissement 10 x 4, puis au fort grossissement 10 x10 et 10 x

40. (165)

Figure 48 : Réalisation des coupes transversales.
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11.2. Isolation de la pipérine & partir du poivre noir

Quatre méthodes d’extraction ont été réalisées au laboratoire de Chimie Thérapeutique et

de Pharmacognosie du département de Pharmacie de Constantine, durant la période allant

de janvier a mars 2021 :

e Meéthodes classiques :

Soxhlet.

o Méthodes récentes (chimie verte) : extraction par micro-ondes.

11.2.1. Matériels :
v' Petits matériels de laboratoire :

Bécher, entonnoir.

- Erlenmeyer, ballon.

- Ampoule a décanter 500 ml.

v Appareillages : (Voir Annexe N°06)

chauffage a reflux, macération dans I’acide acétique, et

Le montage de chauffage a reflux type IKA® (S/N : M 496580/04).
Evaporateur rotatif type IKA® HB 10 (S 99).

Filtre sous vide (Vacuubrand®) (SN : 40213807).
Balance électrique type RADWAG® (S/N : 468842).

Broyeur type Kh-chenAid®.
Extracteur soxhlet IKA®.

11.2.2. Réactifs chimiques :

«* Produit naturel :

La poudre de poivre noir.

¢ Tableau 10 : Les réactifs chimiques utilisés dans 1’isolation de la pipérine

Noms des Réactifs

Ethanol a 96° C2HsOH
Hydroxyde de
potassium KOH
Acide acétique CH3COOH
Chloroforme CHCI3
Bicarbonate de
sodium 10% NaHCO3
Sulfate de sodium NaSO4
Ether diéthylique C2H5-0-C2H5

Structure chimique

NO de lot
19H204004

19H214110

F2280
#STBF1452V
319901000-1118-011

181134102
70220

Fabricant
LAB-HONEYWELL
VWR CHEMICALS

LAB-HOEYWELL
SIGMA-ALDRICH
BIOCHEM

VWR CHEMICALS
RIEDEL-DE HAEN
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11.2.3. Méthodes d’extraction
11.2.3.1. Extraction par chauffage a reflux :

Les fruits du poivre noir ont été préalablement pulvérisés a I’aide d’un broyeur électrique

jusqu’a I’obtention d’une poudre tres fine.

Dans un ballon de 500 ml surmonté d’un réfrigérant serpentin, ont été introduits

successivement :

100 g de la poudre.

250 ml d’éthanol a 95°.

Le ballon a été placé dans un chauffe ballon & 80°C environ, initialement préchauffe
pendant 2 heures. (c)

Le mélange a été filtré dans un dispositif de filtration sous vide. (d)

Le filtrat obtenu est placé dans un évaporateur rotatif a 60°C pour le concentrer et éliminer
1’éthanol. (e)

10 ml de KOH alcoolique & 10% a été ajouté a la solution concentrée et filtrer. (f)

L’eau distillée a été ajoutée jusqu’ & I’apparition des cristaux en forme d’aiguille de la

pipérine brute. (g)

Apres 24h, les cristaux ont été filtrés sur Biichner et séchés a 1’étuve (80°C) sur un verre de

montre préalablement pesé. (Voir annexe N° 07)

La recristallisation a été fait dans I éther.
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11.2.3.2. Extraction par [’acide acétique glacial :

L’extraction a été réalisée par macération de 25 g de poudre dans 300 ml d’acide acétique
glacial pendant 24h.

L’extrait obtenu a été dilué apres filtration avec un volume égal d’eau distillé puis séparé par
le chloroforme dans une ampoule a décanter. Apres, 1’extrait de chloroforme a été lavé avec
du bicarbonate de sodium & 10% pour éliminer I’acidité.

Le mélange obtenu a été séché par le sulfate de sodium pour éliminer les traces d’eau puis
concentré a 60 °C dans I’évaporateur rotatif.

Le résidu a été dissous dans une quantité minimale de chloroforme. Puis, la solution obtenue
est laissée reposer pendant 24h.

L’éther diéthylique a été ajouté jusqu’ & 1’apparition des cristaux en forme d’aiguille de la

pipérine brute. (Voir annexe N° 08)

11.2.3.3. Extraction par Soxhlet :

92 g de poudre a été extraite avec 1L d’éthanol a 95° dans un extracteur soxhlet a une
température d environ 80 C° pendant 2 a 3h.

La solution a été concentrée dans un évaporateur rotatif a 60°C pendant 1h puis 10 ml de
KOH a 10% a été ajouté a cette derniere.

L’eau distillée a été ajouté jusqu’ a I’apparition des cristaux en forme d’aiguille de la pipérine
brute.
Apres 24h, les cristaux ont été filtrés sur Bichner et séchés a I’étuve (80°C) sur un verre de

montre préalablement pesé. (Voir annexe N°09)
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11.2.3.4. Extraction au micro-onde :

Les fruits du poivre noir ont été préalablement pulverisés a I’aide d’un broyeur électrique
jusqu’a I’obtention d’une poudre trés fine.

Dans un Erlenmeyer de 500 ml, ont été introduits successivement :

v 100 g de la poudre.
v 150 ml d’éthanol absolu. (a)
L erlenmeyer a été placé dans un micro-onde a 400 w, pendant 4-5 minutes. (b)

Le mélange a été filtré dans un dispositif de filtration sous vide. (c)
Refaire la méme étape sur le méme filtrat en ajoutant 100 mL d éthanol absolu. (d) (e)

Le filtrat obtenu est placé dans un évaporateur rotatif a 60°C pour le concentrer et éliminer

1’éthanol. (f)
40 ml de KOH alcoolique a 10% a été ajouté a la solution concentrée. ()
Apreés filtration, I’eau distillée a été ajoutée jusqu’a ’apparition des cristaux en forme

d’aiguille de la pipérine brute. (h)

Apreés 24h, les cristaux ont été filtrés sur Blichner et séchés a 1’étuve (80°C) sur un verre de

montre préalablement pesé. (i) (Voir annexe N° 10)

La recristallisation a été fait dans I éther.
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4 Calcul du rendement :

Selon les normes de la pharmacopée européenne 8™ édition, le rendement en pipérine
(Rp) isolée du poivre noir exprimé en pourcentage (%) est calculé selon équation 02

comme suit :

Rp (%) = M1/M2 x 100

M1 = la masse de la pipérine isolée (g).
M2 = la masse de poivre noir utilisé (g).
11.3. Identification de la pipérine isolée :
Elle consiste a déterminer les propriétés physico-chimiques de la pipérine isolée, ainsi qu’a
réaliser I’analyse spectrale en UV, IR et RMN. Cette identification a été effectuée au
laboratoire de Chimie Analytique, dans les laboratoires ISOPHARM, et au CRAPC. Ce
travail a été mené au cours du mois d’avril 2021.
11.3.1. Matériels :
Le matériel utilisé pour le contrble analytique est :
v' Petits matériels de laboratoire :

- Pipette de 1000pl.

- Verre de montre.

- Tubes & essais.

- Balance.

- Fioles jaugées.

- Eprouvette.

- Béchers.

- Spatules.

- Entonnoir.

v L’appareillage :

- Un banc kofler.

- Une balance de précision.

- Un spectrophotomeétre UV (GENESYS UV 10 S-UV-VIS).

- Un spectrophotométre IR. (Thermo-scientific Nicolet iS10 par ATR).
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11.3.2. Réactifs :
- La pipérine extraite.
- L’eau distill¢e.
- Le chloroforme. (N° de lot : #STBF1452V/SIGMA-ALDRICH)

- L’éthanol. (N° de Lot: 19H204004/LAB-HONEYWELL)
11.3.3. Logiciel d’interprétation de la courbe UV :

- Vision lite™ version 5.1.(Figure 49)

VISION/ite"

Version 5.1
ISean it i : oK
Rate ;
Y » 4 o)
Application & démarrer | z)ll)l('(l‘l(lll Anhulan
L
PV Tests

Figure 49 : Logiciel d’analyse du spectre UV.
11.3.4. Méthodes :

11.3.4.1. Les caractéres organoleptiques et la solubilité :

v' Caractéres organoleptiques : les caractéres organoleptiques (couleur, odeur et
saveur) ont été déterminés.

v' Test de solubilité : la solubilité de la pipérine isolée a été testée dans différentes
solvants :

- Tube 01 : dans I’eau distillée.
- Tube 02 : dans I’éthanol.

- Tube 03 : dans le chloroforme.
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11.3.4.2. Le point de fusion :

La substance finement pulvériseée est desséchéee pendant 24 heures.
Une quantité suffisante de la pipérine desséchée est introduite sur la plaque chauffante du
banc kofler (Figure 50) et faite passé a ’aide de I’index du banc kofler jusqu'au passage a

1’¢état liquide.

Figure 50 : Le banc kofler.

11.3.4.3. Identification par spectrophotométrie d’absorption UV :
Dans une fiole de 10 ml, ont été introduits successivement :

v' 6.5mg de la pipérine isolée.

v" 10ml de méthanol
Pour obtenir une solution mere de 0,65 mg/mL.
Deux dilutions au 1/10 ont été réalisées pour avoir une solution finale de 0,0065 mg/mL.
Une lecture au spectrophotométre a été réalisée dans I’intervalle (200nm-400nm), en
utilisant le méhanol comme blanc.
Le spectre d’absorption a été tracée a I’aide du logiciel Visionlite™ (Figure 51)
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Figure 51 : Spectrophotometre UV-visible.
11.3.4.4. Identification par spectrophotometre IR :

Type d’équipement : spectrophotometre IR thermo-scientific Nicolet iS10 par ATR (Figure
52)

Une lecture par spectroscopie dans I’IR de la pipérine isolée a été réalisee.

Le principe de I’ATR est de faire subir au faisceau optique plusieurs réflexions a I’interface
entre 1’échantillon et un cristal parallélépipédique.

La technique ATR est idéal, elle consiste a déposer une quantité d’échantillon sur le cristal, le
faisceau IR initial d’intensité 1 (source) traverse le cristal et subit une réflexion totale a
I’interface cristal-échantillon puis est dirigé vers le détecteur.

La réflexion totale atténuée est communément appelée ATR (Attenuated Total Reflection).

Figure 52 : Spectrophotometre IR.
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11.3.4.5. Identification par spectrophotometre RMN :

Il est indéniable que la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire RMN est la méthode
d'analyse spectroscopique la plus utilisée. Quand on place des noyaux 1H et 13C dans un
champ magnétique, leurs spins nucléaires sont paralleles ou antiparalléles a celui-ci.
Lorsqu'une radiofréquence est utilisée, une absorption d'énergie se produit et les spins
nucléaires se déplacent d'un état fondamental de basse énergie vers un autre de plus haute
énergie. On observe une amplification et une manifestation de signaux d'absorption RMN lors

de I'absorption de cette énergie.(202)

e Méthode de travail :
Dans notre travail, nous avons préparé les echantillons par dissolution de 30 mg de pipérine
dans 300 ul de DMSOds, I’échantillon a été placé dans un portoir spécial dans 1’appareil de
RMN Bruker® 400, puis I’analyse a été programmé avec un courant de champ magnétique de
100 ampere, la fréquence était de 400 méga Hertzs, selon le protocole interne au CRAPC
Bousmail-Tipaza. L’appareil RMN Bruker® 400 est connecté avec un micro-ordinateur

d’analyse de résultats utilisant le logiciel TopSpin 3.5. (Voir annexe N°26).

11.4. Evaluation in vivo de I'activité anti-inflammatoire et analgésique de la pipérine
isolée :

Dans un premier temps, une étude de 1’activité anti-inflammatoire a été réalisée a 1’aide de
la méthode de I’cedéme de la patte chez la souris. (203)

Dans un second temps, 1’étude de I’activité analgésique a été effectuée par le test de
RANDALL-SELITTO, ou méthode de la pression de la queue chez la souris. (204)

Ce travail a été mené durant la période allant de décembre 2021 a avril 2022.
11.4.1. Matériels :

11.4.1.1. Mateériel animal :

L’¢étude a été réalisée sur des souris Swiss Albinos males, pesant entre 239 et 27g provenant
de I’animalerie du campus Chihani Bachir Faubourg.

Conditions d’¢élevage : les souris sont réparties en groupes comportant 6 souris chacun dans
des cages en polypropylene soumis a un cycle jour/nuit de 12 heures chacun (12 heures
d’éclairage et 12 heures d’obscurité), maintenues a une température ambiante et a un taux

d’humidité controlé. L’eau et 1’aliment sont fournis a volonté.
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11.4.1.2. Matériel végétal :
La pipérine a été extraite & partir des fruits du poivre noir par plusieurs methodes (Soxlet ;

chauffage a reflux, macération ...).

11.4.1.3. Réactifs chimiques et solutions :
Plusieurs réactifs chimiques et solutions ont été utilisés dans 1’expérience :

- Aspirine (Lot N° 248719 684, Laboratoire FLUKA)

- Tramadol (Lot N°24002, Laboratoire MERINAL)

- Une solution de NaCla 2 g/ I.

- Une solution de Carragénine a 0.2% : préparée dans de 1’eau distillée.

- Du DMSO (Diméthylesulfoxyde)

- Une solution de Triton.

- Une solution d’aspirine a 15mg/ml : 10 ml de solution a été préparée en solubilisant 150
mg d’aspirine dans un 1ml de DMSO, et en complétant a 10ml avec de I’eau distillée.

- La premiere solution de pipérine : 10 ml de solution est préparée en solubilisant 94 mg
de pipérine dans un Iml de DMSO, et en complétant a 10ml avec de 1’eau distillée,
obtenant ainsi une solution a 9.4 mg/ml. (Voir annexe N°14).

- La deuxiéme solution de pipérine : 10 ml de solution est préparée en solubilisant 96 mg
de pipérine dans un Iml de DMSO, et en complétant a 10ml avec de I’eau distillée,
obtenant ainsi une solution a 9.6 mg/ml.

- Une solution de Tramadol a 1,4mg/ml : 10 ml de solution est préparée en solubilisant 14
mg de tramadol dans un 1ml de DMSO, et en complétant a 10ml avec de I’eau distillée

11.4.1.4. Appareillage, instruments et consommable :

v" Analgésimetre :

C’est un appareil constitué¢ d’une pince instrumentée, il se compose d’une unité de stimulation
« la pince », d’une unité de controle électronique et d’une pédale pour fixer la valeur affichée
sur I’écran.

Cet appareil permet de mesurer le seuil de douleur mécanique supportée par I’animal de
laboratoire, et ce en appliquant une pression sur la queue de la souris par le biais de la pince et
en observant la réaction de 1’animal nous permettant d’enregistrer le chiffre a partir duquel la

souris réagit (figure 53).
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Figure 53 : Analgésimetre. (BIOSEB)

v Pléthysmometre LE 7500 :
Cet outil est utilisé pour la mesure de faibles changements de volume, pour I’évaluation de
I’activité inflammatoire induite expérimentalement chez les rongeurs et pour tester des
propriétés anti-inflammatoires de substances test.
Le pléthysmometre digital LE 7500 est constitué des éléments suivants :
- Une unité sentinelle LE 7500 : composée d une électrode Platinium, d’une valve, d’une fiole
sentinelle et d’un conteneur. (Figure 54)
- Une unité contréle LE 7500 : recoit les informations de I’unité sentinelle et les transforment
en millilitres.

- Accessoires : pédale.

Figure 54 : Pléthysmometre. (BIOSEB)
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Plusieurs appareils et instruments ont ¢été utilisés a coté de 1’analgesimetre et du
pléthysmometre :
v Une balance analytique. (Type RADWAG® (S/N : 468842).
v Un chronometre.
v Une boite de contention.
v’ Un agitateur magnétique. (VELP Scientifica)
v’ Un vortex
A cOté de ces appareils et instruments, on a utilisé du consommable :
v’ Seringue de 1 ml.
v’ Seringue de 5ml.
v’ Parafilm.
11.4.2. Méthodes :
11.4.2.1. Evaluation de Dactivité anti-inflammatoire in vivo par la méthode d’induction de

’cedeme de la patte chez la souris :

v Principe :

Nous avons choisi comme protocole expérimental, un modele d'inflammation aigué, le test de
I’cedéme plantaire. Ce modele consiste en I'induction d'un cedéme localis€¢ mesurable par le
pléthysmometre. L'agent phlogogéne sélectionné est la carraghénine, qui est injectée dans la

région sub-plantaire de la patte postérieure gauche de la souris (figure 55).(7,203)

Figure 55: Injection de carragénine dans la région sub-plantaire de la patte postérieure

gauche d’une souris.
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v Mode opératoire :
Une demi-heure avant I’injection de 0.1 ml de carragénine a 0.2%, trois lots de six souris
chacun ont recu par voie intra-péritonéale les différents produits.
= Le lot contréle négatif (Témoin) : chaque souris a recu 0.5 ml de DMSO a 10% dans
de I’eau distillée.
» Le lot test (Pipérine) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution de pipérine & une
dose de 50mg/kg.
= Le lot de contréle positif (référence) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution
d’aspirine a une dose de 150 mg/kg. (Voir annexe N° 11)
Le volume de la patte a été mesuré, a ’aide d’un pléthysmométre avant 1’induction de
I’cedéme et 30minutes, 1heure, 2 heures et 3 heures apres induction. (Voir annexe N°12)
Avant de procéder a la mesure des différents volumes, on a procédé a une étape tres
importante qui est la calibration du pléthysmometre, cette derniére doit se faire
régulierement :
Avant de commencer il faut fixer la touche calibration sur le volume souhaité (1, 3 ou 5 ml)
au dos du pléthysmometre, dans notre cas on a choisi le volume de 1ml.
On a commencé la calibration par remplir le réservoir de 1'unité sentinelle, a partir du
conteneur en ouvrant le petit robinet, jusqu’au trait de jauge par la solution de NaCl dosée a
29/l et une goutte de triton (ou bien on verse directement la solution de calibration fournie
avec I’appareil lorsqu’elle est disponible), on appuie ensuite sur le bouton check solution pour
vérifier sa salinité qui doit &tre comprise entre 40 et 160.
Ensuite il faut mettre le volume de calibration de 1 ml (qui accompagne ’appareil) dans le
réservoir. Apres 15 minutes on a appuyé sur la pédale, 1’écran affiche le zéro, on a retiré le
volume et on a séché bien a I’aide d’un papier propre et aprés on a remet dans le réservoir,
I’écran doit afficher une valeur trés proche de 1 pour dire que 1’appareil est calibré.
L’importance de I’évolution de I’cedéme a été estimée par la détermination des pourcentages
d’augmentation moyens de 1’cedéme en fonction du temps, calculés selon I’équation 03

suivante :

% Augmentation d’eedéme (%AUG) = [(Vt- Vo) /Vo] x 100.

e Vo: Le volume initial de la patte avant de provoquer I’cedéme.

e Vi: Le volume de la patte au temps t aprés 1’injection de carragenine.
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L’activité anti-inflammatoire des solutions testées a été estimée par la détermination du

pourcentage d’inhibition de 1’cedéme, calculé selon la formule suivante I’équation 04 :

% Inhibition = 100 x [(2AUG contrble négatif - 20AUG traité) / % AUG contrdle négatif].

11.4.2.2. Evaluation de ’activité analgésique (Test de la pression de la queue) :
Le travail a été realisé au niveau du laboratoire de pharmacologie au sein de la faculté de
médecine de Constantine, il s’agit de la mesure de la tolérance de la douleur par

analgésimetre.

v" Principe :
Dans cette étude, nous avons mesuré la réponse comportementale des souris a un stimulus
mécanique douloureux exercé par le biais de la pince d’un Analgésimetre (rodent pincher-
analgesia meter bioseb) sur la queue des souris.
Nous appliquons une force mécanique graduelle sur la queue prise entre les extrémités de la
pince jusqu’a ce que la réponse comportementale de I’animal apparaisse (retrait de la queue,
torsions, cris...). Nous mesurons en grammes la pression supportée par la souris, ce qui

permet de déterminer son seuil de tolérance de la douleur.(205)

v Mode opératoire :
Nous introduisons doucement la souris dans un dispositif de contention conique, puis nous
pingons lentement la base de la queue (& environ 2 cm de son extrémité), nous observons
quand elle manifeste des signes de nociception (en commencant a se débattre par grincement,
en bougeant son corps pour tenter de libérer sa queue de la pince ou en poussant des cris). A
ce moment, nous appuyons sur la pédale pour enregistrer la valeur obtenue, c’est le seuil de
tolérance de la douleur par la souris.
Trois lots de 6 souris chacun ont été étudiés. Tous les produits sont administrés par voie intra-
péritoneéale a raison de 0,5 ml et les mesures sont prises avant et 30 min, 60 min et 120 min
apres I’administration des produits. (Voir annexe N°11)
» Le lot contr6le négatif (Témoin négatif) : chaque souris a regu 0.5 ml d’une solution
de DMSO a 10% dans de ’eau distillée.
= Le lot test (Pipérine) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution de pipérine a une
dose de 150 mg/kg.
» Le lot de contréle positif (Tramadol) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution de

Tramadol & une dose de 30 mg/kg.
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11.4.2.3. Analyse statistique :

Les résultats de I’ensemble des tests réalisés sont exprimés en moyenne plus ou moins I’écart

type. En utilisant le logiciel IBM SPSS Statistics 26.0, les moyennes ont été comparées via

des tests de student (sur échantillons indépendants). Une différence significative est

représentée a une p-value < 0,05.

I1.5. Evaluation in vitro de I'activité antibactérienne de la pipérine isolée et de I'acide

pipérique synthétiseé :

Une évaluation de D’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du Centre de

Recherche en Sciences Pharmaceutiques (CRSP) et du Centre Hospitalo-Universitaire

de Constantine (CHU) durant la période allant de janvier 2023 a avril 2023 sur des

souches bactériennes Gram positif et Gram négatif.

11.5.1. Matériels :

Appareillage :

Balance analytique ADAM NBL 214
Vortex R800011451

Spectrophotometre UV ZUZI UCF 2009005
Matériel de laboratoire :

Boites de pétri.

Tubes a essai.

Eppendorf

Micropipette de 10 pl, 100 ul et de 1 ml.
Pince stérile.

Tube a culture

Bec bunsen

Anse de platine

Ecouvillon stérile

Papier (Whatman n° 1) de 6 mm de diamétre.
Pipette pasteur.

Une regle graduée

Réactifs :

Diméthyl sulfoxide DMSO

Eau physiologique 0.9% NACL
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11.5.2. Les microorganismes utilises :

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été¢ effectuée sur deux groupes de bactéries :
bactérie Gram négatif a savoir Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa et bactérie Gram
positif : Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. (Tableau 11)

Tableau 11 : Les souches bactériennes utilisées. (Figure 56)

Bactérie Gram Référence
Pseudomonas aeruginosa Négatif ATCC 27853
Escherichia coli Négatif ATCC 25922
Bacillus subtilis Positif ATCC 6633
Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923

11.5.3. Milieux de culture :

- Gélose Nutritive (GN) : milieu d’isolement non sélectif.

- G¢élose Mueller Hinton : milieu d’étude de la sensibilité des bactéries.
11.5.4. Méthode :
Deux méthodes ont été utilisées : la méthode de diffusion sur disques et la méthode de
diffusion sur puits.
11.5.4.1. Méthode de diffusion sur disques :

e Préparation des échantillons a tester :
La pipérine isolée et I’acide pipérique synthétisé ont été dissous dans le DMSO pour préparer
les concentrations avec des dilutions successives.
La concentration de la solution mére a été de 1 mg/ml. Deux dilutions ont été faites pour
obtenir deux solutions de concentration : 0.5mg/ml et 0.25mg/ml.
Un autre essai a été fait au niveau de CHU Constantine sur trois souches (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) en utilisant des concentrations
élevées : 100 mg/ml,50 mg/ml et 10 mg/ml.

e Preéparation de pré culture :
La culture bactérienne a été ensemencée dans des boites de pétri contenant la gélose nutritive

GN et ont été incubées pendant 18 a 24h a 37°C dans le but d’obtenir des cultures jeunes.
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Figure 56 : Souches bactériennes utilisées sur GN.

e Préparation de I’inoculum (suspension bactérienne) :
A TI’aide d’une anse de platine 2 ou 3 colonies bactériennes isolés et parfaitement identiques
ont été raclé et déchargé dans des tubes contenant 9 ml de 1’eau physiologique (0,9 NACL) et
les suspensions bactériennes ont été par la suite homogénéisées a 1’aide d’un vortex.
La turbidité a été ajusté par le spectrophotomeétre pour que la D.O a 620 nm soit comprise
entre 0.08 et 0.1 qui correspond a une concentration de 107a 108 germes /ml afin d’obtenir
une concentration identique dans toutes les suspensions bactériennes.

e Préparation du milieu de culture :
Le milieu de culture utilisé dans le travail est le Muller Hinton.
Apres liquéfaction totale des géloses par ébullition dans un bain-marie et refroidissement
Iéger ; elles ont été coulées dans des boites de pétri avec épaisseur de 4 mm.
La gélose a été laissée refroidir jusqu’a solidification

e Ensemencement :
Un écouvillon stérile a été trompé dans I'inoculum bactérienne et étalé a la totalité de la
surface de gélose du haut en bas par stries trop serrées et I’opération a été répétée quatre fois
en tournant la boite.
Pour chaque boite, I'écouvillon utilisé a été rechargé de nouveau pour une méme suspension
bactérienne. (Voir annexe N°16)

e Application des disques :
A l'aide d’une pinces bactériologiques stériles, un disque de papier filtre stérile de 6 mm de
diametre (Whatman n° 1) a été placé a la surface de la gélose puis imprégné d'un volume de
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10ul des solutions de la pipérine, 1’acide pipérique et solution de DMSO comme témoin
négatif. Un disque d’antibiotique (Amoxicilline) a 10 pg/disque a été déposé comme controle
positif.
Pour le deuxieme essai, les disques ont été imprégnés dans la solution avant leur dépét sur la
gélose et le Ceftazidime a 30 pg/disque a été utilisé comme contrdle positif.
Toutes les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures, I’expérience a été répétée deux
fois pour chaque espéce bactérienne et pour chaque produit.
Aprés l'incubation, la lecture a été faite par la mesure avec precision des diametres des halos
d’inhibition autour des disques a 1'aide d’une régle graduée.
11.5.4.2. Méthode de diffusion sur puits :
Le méme protocole de diffusion sur disque a été utilisé avec augmentation de concentration
pour ’acide pipérique et la pipérine avec des concentrations de 1 mg/ml, 10 mg/ml et 50
mg/ml.

e Préparation des puits :
A I’aide d’une pipette pasteur stérile des puits d’environ 6 mm de diamétre ont été réalisés sur
la gélose MH et remplis avec 100 pl des solutions d’échantillons et de témoin (DMSO)
I’expérience a été répétée deux fois pour chaque espece bactérienne et pour chaque extrait.
Les boites de pétri ont été laissées sur la paillasse pendant 30 minutes et mises a 1’étuve a

37°C pendant 24 heures. (Voir annexe N°16)
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11.6. Etude in silico (ADME/T, Docking moléculaire, Dynamique moléculaire) des
analogues amides de I"acide pipérique :

Des études chimiométriques pour les molécules congues ont été effectuées avant la synthese.
L’étude consiste en une évaluation in silico des propriétés ADME/T et de I’activité anti-
inflammatoire (COX-2) et antibactérienne (E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) de la pipérine et des analogues amides de ’acide

pipérique. Ce travail a été mené durant la période allant de janvier 2022 a mai 2023.
11.6.1. Matériels :

> Microordinateur :

Dans le travail présent nous avons utilisé un micro-ordinateur puissant ayant une mémoire
vive de 8GO, carte graphique hd5500 et processeur Intel (R) Core (TM) i5. On signale que
tous les programmes utilisés dans cette é¢tude sont installés sous le systeme d’exploitation

Windows 10 ; 64bits. (Figure 57)

« 4 E& Panneau de configuration > Systéme et sécurité > Systéme v O

Page d'accueil du panneau de

configuration Informations systeme générales

< s Edition Windows
Gestionnaire de périphériques

Paramétres d'utilisation 3 Windows:10 Professonnel -- .
distance © 2019 Microsoft Corporation. Tous droits réservés. Wl n d OWS 1 (
Eie— =&
Parameétres systeme avancés Systeme
Processeur: Intel(R) Core(TM) i5-5200U CPU @ 2.20GHz 2.19 GHz
Mémoire installée (RAM) :  8.00 Go (7.89 Go utilisable)
Type du systéeme: Systeme d'exploitation 64 bits, processeur x64
Stylet et fonction tactile:  La fonctionnalité dentrée tactile ou avec un stylet n'est pas disponible sur cet écran.
Paramétres de nom d'ordinateur, de domaine et de groupe de travail
Nom de I'ordinateur : DESKTOP-83ELQ4F
Nom complet : DESKTOP-83ELQ4F
Description de I'ordinateur :
Groupe de travail : WORKGROUP
Activation de Windows
Windows est activé. Lire les termes du contrat de licence logiciel Microsoft
ID de produit : 00330-80000-00000-AA785 @ Modifier Ia clé de prod

Figure 57 : Caractéristiques générales du microordinateur utilisé dans notre travail.

» Programmes et serveurs :

Afin de réaliser de notre travail plusieurs programmes ont été utilisés :

v Autodock tools:
Le récepteur et les ligands utilisés dans ce travail étant en général sous le format PDB sont
convertis au format pdbqt par le programme AutoDock Tools.(11) Aussi il s*agit d’une

interface qui nous a permis de lancer le docking moléculaire par autodock4.2. (Figure 58)
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Figure 58 : Logiciel autodock tools.

v Accelery Discovry Studio :

Le programme Discovery Studio 2020 a été utilisé afin de séparer les complexes [ligands-
récepteur] en format pdb.(206) (Figure 59)
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nd Edit nding S4e
mpase Frosens

Figure 59 : L interface du programme Discovry Studio 2020.
v' Open Babel :

Le programme « Open Babel » version (2.4.1) est un programme gratuit qui nous a facilité la
conversion des données biologiques d'un format a un autre. Les différents formats que « Open

Babel » prend en charge comprennent : pdb, mol, mol2, sdf, smi...etc.(207) (Figure 60)
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- INPUT FORMAT --—-

~=== OUTPUT FORMAT ----
MDL MOL format: vii? CONVERT pdb -~ Protein Data Bank format vil?
& this format for all input files ignore file extensions)
rouiche\ Startimport at molecule # specified A Outputfile

End import at molecule # specified
ut below (ignore input file) 0] Continue with next object after error, if possibley
[ Compress the output with gzip
[ Decompress the input with gzip
[ Attempt to translate keywords

nly (no output file) [T Display in firefox

[ Delete hydrogens (make implicit)
[ Add hydrogens (make explicit)
ogens appropriate for this pl
[ Convert dative bonds e.g-[N+]([0-])=0 to -N(
[ Make dative bonds e.g.-[N+]([0-))=0 from -N(j
[ Remove all but the largest contiguous fragment
Center Coordinates
Combine mols in first file with others by name
Convert only if match SMARTS or mols in file:

Filter: convert only when tests are true:

Add properties from descriptors
Delete properties inlist
Append properties or descriptors n list to title:

allinput molecules into a single output molecule
ut disconnected fragments separately

3dd of replace a property (SDF)
Add or replace molecule title

Append text to title

] Outpit mustiple conformen sepsrately

[ Append output index to title
Additional file output

Figure 60 : Logiciel Open Babel
v" Chem sketch :
Un logiciel de dessin, qui nous permet de schématiser des structures chimiques, il comprend
également des fonctionnalités telles que le calcul des propriétés moléculaires (le poid

moléculaire, la densité ....etc), le nettoyage et la visualisation des structures 2D et
3D(208).(Figure 61)
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Figure 61 : Logiciel Chemsketch.
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v" Avogadro :
Il nous a permis de faire la préparation conformationnelle des ligands en 3D.(209) (Figure 62)

Edit View Build Select Extensions Crystallography Settings Help
> New iOpen | Save ©cClose EF Quit S bl & R D E ni X [roolSettings...| Display Settings...

jate Settings & x

Display visual cues

Figure 62 : Logiciel Avogadro.

v" GROMACS 2023 :
Est une version récente d'un logiciel libre de dynamique moléculaire, utilisé pour simuler les
mouvements et interactions d'atomes dans des systémes biologiques comme les protéines et
les membranes. Il est optimisé pour les calculs rapides sur processeurs et GPU, avec des
améliorations en termes de précision, performance et interface utilisateur.(210)

v PyMol :
Est un logiciel de visualisation moléculaire utilisé principalement pour afficher, manipuler et
analyser des structures biomoléculaires tridimensionnelles, Il permet de visualiser des
structures issues de bases de données comme le PDB, et d'illustrer les résultats de
modélisations, de simulations (dynamique moléculaire), ou de techniques

expérimentales.(211)

v' VMD (Visual molecular dynamics) :
Est un logiciel de visualisation moléculaire utilisé principalement pour l'analyse et la
visualisation de simulations de dynamique moléculaire (MD), ainsi que pour le rendu

graphique de structures biomoléculaires en 3D.(212)

v" SwissADME :
Ce serveur permet de calculer des descripteurs physicochimiques ainsi que des propriétés
pharmacocinétiques des composés chimiques. On peut consulter ce serveur via le

lien:/http://www.swissadme.ch/.(213)
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v' PréADMET :

PreADMET est un serveur en linge permettant de prédire les données ADMET. Dans le
présent travail, ce serveur a été utilisé pour prédire plusieurs critéres régissant la toxicité
potentielle de nos composés. On peut consulter ce serveur via le lien
https://preadmet.bmdrc.kr/(214)

v' CASTp (Computed Atlas of Surface Topography of proteins)(215)

Ce serveur permet de déterminer le site actif des différentes protéines utilisées dans notre

étude. On peut consulter ce serveur via le lien: http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?2r7g.

v’ Zincpharmer :
Ce serveur permet de déterminer le modéle pharmacophore pour la conception de nos

analogues amides.(216)

v SwissParam :
Est un serveur entierement automatique qui fournit une topologie et des paramétres pour les
petites molécules organiques, compatibles avec le champ de force de tous les atomes
CHARMM, a utiliser avec CHARMM et GROMACS. On peut consulter ce serveur via le

lien: /http://swissparam.ch/

» Banques de Données :
« PDB » (Protein Data Bank)
La PDB est la principale source de données de biologie structurale qui permet en particulier
d’accéder a des structures 3D de protéines et cibles biologiques. On peut consulter cette

banque de données via le lien: https://www.rcsb.org/.

11.6.2. Méthodes :
11.6.2.1. Etude ADME des ligands :

Chague molécule potentiellement médicamenteuse doit de se conformer a plusieurs criteres de
base, tels que son faible codt de production, étre soluble, stable, brevetable, mais doit aussi se
conformer a des barémes associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de

distribution, de métabolisme, d’excrétion et de toxicité.(213)
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» Propriétés physico-chimiques :
Dans cette perspective, nous avons utilisé le serveur SuissADME afin de simuler certaines
propriétés physicochimiques des ligands en utilisant la Regle de Lipinski et VVeber. Ce serveur
sert également a calculer la solubilité dans I’eau et 1’accessibilité a la synthése chimique.
En 1997 Lipinski et al ont proposé « la régle de 5 » également appelée « régle de LIPINSKI »
permettant de déterminer si un composé chimique posséde des caractéristiques
médicamenteuses précises. Selon cette regle, un composé posséde toutes les chances d'étre

disponible oralement s’il respecte au moins 3 des 5 critéres suivants :

-Possede une masse moléculaire inférieure a 500 daltons.
-Un coefficient de partition (log P) ou une lipophilie entre -2 et 5.
-Ne posséde pas plus de 5 donneurs de ponts hydrogene (OH et NH).
-Ne posséde pas plus de 10 accepteurs de ponts hydrogeéne (O et N).
-Le nombre de fonctions rotatables (flexibles et linéaires) inférieur a 15 (217)
» Propriétés pharmacocinétiques :
Le serveur précédent nous a également servi a calculer les propriétés pharmacocinétiques de
nos similaires, en I’occurrence la pénétration de la barrieére hémato-encéphalique, 1’absorption
gastro-intestinale (GI), la perméabilité cellulaire et I’inhibition des différents cytochromes

P450.(217)

11.6.2.2. Tests de fiabilité du protocole de docking réalisé par Auto Dock 4.2 (Re-
docking) :

Le redocking consiste a tenter de repositionner un ligand dans son site de liaison a partir du
complexe L-R correspondant, duquel le composé a été préalablement extrait. En d'autres
termes, un site apte a lier le ligand que I'on souhaite docker est préparé a partir du complexe

L-R d'intérét, d'ou I'appellation “redocking”.(218)
v' RMSD : L’écart quadratique moyen ou (root mean square deviation) :

Un moyen largement utilisé pour comparer les structures de biomolécules ou de corps solides
qui consiste a translater et a faire pivoter une structure par rapport a l'autre pour minimiser la

déviation quadratique moyenne (RMSD).(218) (L’équation 05)
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RMSD = E
je = ITE

Equation 05 : Formule du RMSD.(219)

Ou N est le nombre d'atomes dans le ligand et ¢ i est la distance euclidienne entre la i éme
paire d'atomes correspondants. (219)

Dans I’ensemble, un RMSD inférieur a 2A pour une pose est considéré comme une réussite
du docking.

v Analyse visuelle :
Ayant pour but la comparaison visuelle de la superposition des ligands séparés de ces

récepteurs téléchargés de la PDB avec ceux qui résultent du selfdock.
11.6.2.3.Etude de docking moléculaire par I'Auto dock 4.2 :(11)

La Cyclo-oxygénase 2 (PDB ID : 1cvu) a été choisie comme cible pour I'évaluation de
I"activité anti-inflammatoire et 4 especes bactériennes, Pseudomonas aeroginosa (PDB ID :
:6m1s), Escherichia coli (PDB ID : 513j), et Staphylococcus aureus (PDB ID : 5a5x), Bacillus
subtilis (PDB ID : 3zih) pour évaluer I'activité antibactérienne des différents analogues de

I"acide pipérique et de la molécule mére (pipérine).

Le docking protéine-ligand est utilisé pour vérifier la structure, la position et I'orientation
d'une protéine quand elle interagit avec les petites molécules comme les ligands. Son but est
de prédire et de classer les structures résultant de I'association entre un ligand donné et une

protéine cible d'une structure 3D connue.

» Préparation des protéines :
Nous avons choisi pour I'activité anti-inflammatoire la cyclooxygénase 2 comme cible
biologique (1CVU : 2.40 A). Pour I'évaluation de I'activité antibactérienne, des protéines
bactériennes a Gram négatif et positif ont été choisies : Escherichia coli (ADN gyrase) : 5L.3J
(2.83 A), Pseudomenas aeruginosa (ADN gyrase) : 6mis (2.25 A), Staphylococcus aureus
(PFP) 3vsl (2.04 A), Bacillus subtilis (SepF, C-terminal domain): 3zih (2 A) a partir de la

banque de donnée PDB (protein data bank). En effet, Nous avons choisi des structures
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déterminées par diffraction des rayons X, avec de bonnes résolutions. Les complexes ont été
téléchargés au format Pdb (Figure 63).

-Avant de les utiliser par Auto Dock 4.2, les 5 complexes sont séparés de leur ligand de
référence, s’il existe, afin d’obtenir un récepteur avec un site actif libre, cette étape est réalisée
par le logiciel Discovery Studio. Elle a compris 1’¢limination des molécules d’eau, des ligands
de co-cristallisation et des chaines non favorables pour avoir un modele simplifié de la
protéine (Figure 63 a 68).

-Les recepteurs sont ensuite préparés par réparation des atomes manquants et en définissant
les charges partielles de leurs atomes par le programme Autodock Tools qui attribue des
charges de type "Kollman". (220,221)

Il est aussi nécessaire de rajouter a ces récepteurs les hydrogenes dits polaires. Les fichiers
des protéines ainsi preparées sont convertis par Autodocktools au format pdbqt (format

propre a Autodock).

6mls

513j

Figure 63 : Les protéines Pseudomonas aeruginosa (6m1s) et E.Coli (5L3J) non simplifiées.
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3vsl 3zih

Figure 64 : Les protéines Staphylococcus aureus (3vsl) et Bacillus subtilis (3zih) non
simplifiees.

Figure 65 : La protéine de cyclooxygénase 2 (1CVU) non simplifié.
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omls 513

Figure 66 : Les protéines Pseudomonas aeruginosa (6m1s) et E.Coli (5L3J) simplifiées.

3vsl 3zih

Figure 67 : Les protéines Staphylococcus aureus (3vsl) et Bacillus subtilis (3zih) simplifiées.
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Figure 68 : La protéine de la cyclo-oxygénase 2 (1CVU) simplifiée.

> Préparation des ligands :
Tous les ligands ont été schématisés en utilisant le logiciel Chemsketch. Ensuite, a 1’aide
d’Avogadro, nous avons optimisé leurs géométries par addition des hydrogenes et charges
selon le pH ainsi qu'une minimisation de leur énergie. Enfin, les molécules ainsi obtenues

sont enregistrées au format pdb. (Figure 69)
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Figure 69 : Structure des différents analogues amides congus.
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» Etapes d’amarrage moléculaire :
Nous avons réalisé cette étape avec le programme AutoDock 4.2, nécessitant la présence de la
protéine et des ligands sous format pdbqt. En ce qui concerne le site actif, nous avons fait
recours au serveur CASTp (Computed Atlas of Surface Topography of proteins) et le logiciel
Discovery Studio qui nous ont permis de déterminer le site actif. Les centres de la boite

d’amarrage ont été déterminés par les coordonnées suivantes : (Figure 70)

6mls (X =22.036, Y = 1.331, Z = 41.041. (Espacement de 0.375, dimension 40 x40x 40).
513j (X =-11.954, Y = 20.488, Z = 23.401. (Espacement de 0.375, dimension 40 x40x 40).
3vsl (X =50.821, Y =-31.114, Z = 25.054. (Espacement de 0.375, dimension 40 x40x 40).
3zih (X =-18.394, Y =-23.322, Z = 11.863. (Espacement de 0.375, dimension 50 x70x 90).

lcvu (X =27.588, Y = 23.209, Z = 46.329. (Espacement de 0.375, dimension 60 x50% 55).
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Figure 70 : Détermination de I’espace d’amarrage moléculaire.

Le docking moléculaire permet de générer les différentes conformations de chaque ligand
¢tudié au sein du site actif, classées par leur score d’affinité décroissant.

L’amarrage moléculaire se déroule comme suit :

-La premiére étape consiste a importer le ligand et le récepteur dans I’espace de travail de

I"autodock tools (étape de préparation). (Figure 71)

117 |Page



MATERIELS ET METHODES

-ile 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help
\ [ - N (= [ ] (== R
@V ELCE Y ES kD

| EEE
T4 2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run Analyze

J Dashboard | Scenario I Tools i
Sel. ¥|CMD ¥
-.1 Ly hllir s L B C F
.3 :ﬂil il | =~ e

All Molecules

surrent Selection -: )
3 g@BacillusB O®OOC
9 §@pip4aminopy O®OOC

Figure 71 : Importation de la protéine et le ligand dans I"espace de travail.
-La seconde étape consiste a préparer les parametres de la boite de docking (grid box) et

enregistrer les paramétres en gpf file. (Figure 72)
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Figure 72 : Préparation des parametres de la boite de docking (gpf file)

118 | Page



MATERIELS ET METHODES

-La troisieme étape consiste a préparer les paramétres de docking moléculaire (dpf file).
L’algorithme génétique Lamarckian (LGA) (Morris et al., 1998) a été utilisé avec
une taille de population de 150 individus, le nombre maximal de
générations et  évaluations  énergétiqgues est de 27000 et 2,5 millions
respectivement. Selon 1’énergie libre (AG) et la constante d’inhibition (Ki) pour chaque
ligand, seule la meilleure conformation (celle avec la plus faible énergie de liaison) a été

considérée pour chaque ligand.(222) (Figure 73)

Number of GA Runs: 110 PBonds Compute Grid3D Help
Population Size: |150 = 0‘ E)a i(‘ ) ‘
taximum Number of evals: 'medium ¥|2500000 = E[:[ X A
Maximum Number of generations: 27000 alyze

Maximum Number of top individuals
that automatically survive.

Rate of Gene Mutation: 0.02
Rate of Crossover: 0.8

1

GA Crossover mode: twopt v
Mean of Cauchy distribution for 00
gene mutation
Variance of Cauchy distribution for o
gene mutation
Number of generations for picking
10
worst individual

Figure 73 : Détermination des paramétres de docking moléculaire (dpf file).
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-La quatrieme étape consiste a exécuter les parametres du grid box (gpf) et de docking
moléculaire (dpf) par les exécutables autogrid et autodock successivement. (Figure 74)
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Figure 74 : Exécution des parametres du grid box (gpf) et de docking moléculaire (dpf).

» Analyse des résultats :
Pour chaque ligand, nous avons choisi la conformation la plus favorable qui correspond a la
plus faible énergie d’interaction vis-a-vis du site actif de I’enzyme. Cette étape d’analyse et de
visualisation des interactions protéine-ligands concerne seulement les ligands qui ont des
énergies d’interaction plus faibles par rapport a celle de la pipérine.

-Visualisation :

La visualisation moléculaire est un aspect clé de I’analyse et de la communication des études
de modélisation. Nous avons utilisé Discovery Studio pour visualiser les conformations et les
interactions hydrophobes et hydrogenes qui peuvent s établir entre chaque inhibiteur et le site
actif de I’enzyme. En plus, ce programme permet la présentation 2d des complexes afin de
mieux comprendre les modes de liaisons des inhibiteurs avec le site actif.(206)

11.6.2.4. Etude de dynamique moléculaire des meilleurs analogues avec la
cyclooxygénase 2 (COX2) :

La méthode de simulation de la dynamique moléculaire est basée sur la deuxiéme loi de
Newton ou I’équation du mouvement ; c'est une simulation qui suit les mouvements
atomiques/moléculaires dans les systemes pour une période donnée. Le meilleur conformere

de I’enzyme COX2 avec des ligands a été suivi par un calcul de dynamique moléculaire.
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Les simulations de dynamique moléculaire (MD) ont été réalisées a l'aide de GROMACS
2023 sur les complexes amarrés. Le SwissParam basé sur le Web a été utilisé pour préparer
les ligands a I'aide du champ de force CHARMMS36 (223,224). Les complexes ligand-protéine
ont été solvatés dans une boite cubique avec des modéles d'eau TIP3P, et des contre-ions ont
été ajoutés au systeme pour atteindre la neutralité électrostatique (225). L'algorithme de
descente la plus raide a été utilisée pour minimiser I'énergie, avec un maximum de 100 000
marches. Ensuite, les structures ont été stabilisées a une force maximale de 1 000 kJ mol—1
nm—1, suivie d'un équilibrage NVT a 300 K et d'un ensemble NPT pour une simulation MD
de 100 ns (226,227). Les parameétres thermodynamiques des racines, a savoir I'écart
quadratique moyen (RMSD), la fluctuation quadratique moyenne (RMSF) et le rayon de
giration (Rg), ont été utilisés pour calculer la stabilité du complexe protéine-ligand. Enfin, la
trajectoire de simulation MD a été visualisée a lI'aide de Pymol 2.5.4 (Schrddinger) (211) et du
logiciel VMD (212).

11.6.2.5. Etude de la toxicité des meilleurs analogues :

Le test d’/Ames (1975) est le test de génotoxicité le plus répandu. On y utilise des souches de
bactéries (Salmonella typhimurium) qui ont perdu par mutation la faculté de synthétiser un
acide aminé, I'histidine ; on cultive ces bactéries sur des milieux sans histidine, en présence de
substance a tester (native ou traitée avec des enzymes hépatiques). Si la substance n'est pas
mutagene, le développement des bactéries n’a pas lieu ; dans le cas contraire, la substance
provoque une mutation "réverse”, qui redonne aux bactéries la faculté de synthétiser

I'histidine et donc de se développer.(228)

La cancérogenése est une étape permettant de détecter un éventuel pouvoir cancérigéne du
produit, qui sera administré au long cours (2ans ou plus), chez 2 especes (généralement rat et
souris) avec 3 niveaux de doses. La voie d'administration sera identique a celle utilisée en
clinique. Il est nécessaire d’apporter la preuve de I’exposition au produit par des mesures 56
répétées de concentration plasmatique. (214)

Les tests d’inhibition du géne hERG, (tests pour les nouveaux médicaments réservés aux
essais). Ce test sert habituellement a révéler le mécanisme qui sous-tend différents cas
d’arythmie associée aux canaux ioniques et a dévoiler I’inhibition du courant ionique comme

un effet primaire ou secondaire du produit pharmacologique. (229)

Egalement, des tests utilisant des espéces aquatiques ; poissons ex : (Daphnia, Medaka,

Minnow) et algues peuvent étre utiles pour vérifier la toxicité d’un candidat médicament. Les
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parameétres généralement mesurés lors de ces essais sur les différentes especes sont : la

mobilité, croissance et reproductibilité...etc. (214)

Dans notre travail, ces parametres ont été calculés et déterminés en utilisant le serveur :
PreADMET. Il faut tenir compte que les composés doivent étre convertis au format mol pour

afin d’établir le filtrage.
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11.7. Hémisynthése des meilleurs analogues amides de I'acide pipérique (Analogues

08,0) :

% Remarque : La synthése de I'analogue 10 n'a pas été réalisée en raison d'un défaut du

réactif 4-nitroaniline. Ce travail a été mené au cours du mois de septembre 2024.

11.7.1. Matériels :

v Réactifs chimiques :

Tableau 12 : Les réactifs nécessaires pour la synthese d analogues

Noms des Réactifs
Pipérine

Hydroxyde de potassium

Ethanol absolu

Dichlorométhane
2-(1Hbenzotriazol-1-yl)-
1,1,3,3-
tétraméthyluronium
hexafluorophosphate
(HBTU)

N,Ndiisopropyléthylamin
e (DIPEA)

Hydroxyde de sodium
Acide chlorhydrique
4 Aminophénol

Aniline

Structure chimique

(0]
<°3©M*N©
(0]
KOH

CH; CHy
NaOH
HCI

HzN—QOH

NH

v Petit matériel de laboratoire :

. Ballon de 500 ml
° Ballon de 250 ml

e  Bain d’cau glacée

NO de lot

Isolée du
poivre noir

19H214110

K4857288364
9
K53147550
10225744

2109200919

243-ch017
SZBG2750H
301310250-
0118-011

22K024001

Fabricant

/

VWR
CHEMICAL
S
Merck KGaA

Merck KGaA
Thermo
Scientific

VWR
CHEMICAL
S

CHIM-0OZA
Honeywell
Biochem

VWR
CHEMICAL
S
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e  Verre de montre
e Tige de verre
e  Pipette graduee
e  Pissette d’eau distillée
e  Pince en bois
e  Spatule
e  Réfrigérant a air
e  Réfrigerant
e  Bécher
v' Appareillage
. Agitateur magnétique (VELP Scientifica)
e Balance (RADWAG)
e  Chauffe ballon (ELECTRTHERMAL)
e  Pompe avide (VACUMBRAND)
e  Etuve (MEMMERT)
e  Evaporateur rotatif (IKA)
e  Machine de glace (SIMAG)
11.7.2. Méthodes :
11.7.2.1. Obtention de I'acide pipérique : (10,80,163)

L "acide pipérique a été obtenu par hydrolyse en milieu basique.
Dans un ballon a fond rond on a introduit successivement :

¢+ 7 g de pipérine.
¢ 40 mL de KOH éthylique. (5 gr de KOH dans 40 mL d éthanol absolu) (a)

On I’a chauffé dans un systeme de chauffage a reflux pendant 5 heures sous agitation
magnétique. (b)
Le pipériate de potassium obtenu apres evaporation de I'éthanol et de pipéridine. Le précipité

obtenu a été dissous dans de 1’eau distillée. (C)

0,1 ml de HCI ont été ajoutés a la solution, jusqu a | apparition des cristaux d acide pipérique.
(d)

Ensuite, nous avons filtré les cristaux sur Biichner et les avons rincés avec le minimum d’eau
distillée glacée. (e)

La recristallisation du produit a été réalisée dans I éthanol. (\Voir annexe N°17)

124 |Page



MATERIELS ET METHODES

v" Schéma réactionnel :

<0 L om

0]
¢ ° \\LN)

I\O 4+ K—OH Ethanol <o : :
o)
Pipérine
o] H
N N
0 o+
S ()
o)

Pipérate de potassium Pipéridine

o o)
<O:©/\/\)kow/_>l42% 0o X OH
\
o \_/%.(HCI <o + KCI

Pipérate de potassium

Acide pipérique

11.7.2.2. Obtention des analogues amides de I'acide pipérique : (88,167)
Dans un ballon a fond rond ont a introduit successivement :

v 2,8 g d’acide pipérique

v 20 ml de dichlorométhane
On a agité le mélange a une température de 0-5 C° (a) ensuite on a ajouté le 2-
(1Hbenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium hexafluorophosphate (HBTU) tout en
maintenant 1’agitation a 0-5 C° pendant 30 min. (b)
A ce mélange, 2,60 ml de N,N diisopropyléthylamine (DIPEA) et 2,5 g d’amine appropriée
ont été ajoutés suivi d'une agitation a température ambiante pendant 6 h. (c)
A la fin de la réaction, le mélange brut a été lavé avec de I'HCI puis une solution de NaOH
(d) et concentre (e) pour donner le produit brut. (f)
La purification a éte réalisée par technique de recristallisation (eau/éthanol).
(Voir annexe N°18,19)
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v" Schéma réactionnel :

(e}
o] AN
X OH
Soane N
© + N\ |cH, ) o

CHy
\l\ll/
Acide pipérique 4 PFg o _ N
N\ 'LLCH XX o) N—ch
A /o
6\\ 0-5C o e
O-acylurée
N—cH
’ 3
HsC +
HBTU N
N
\N
/
N
\ .
(0]
1H-benzotiazol-1-olate (HOBt )
O
o N=N Il
| H3C\ PaN ,CH3
@] X /N + ,}l ,}l
< N o CH; CHsy
o] Tétramétylurée
R

Analogue amide
Intermédiaire réactif (un ester activé type O-benzotriazolyl)

0]
Py ey
| HyCo _CHj3
N o
Ho” CH; CHs
R= = Analogue 08 N-hydroxybenzotriazole Tétramétylurée

R= = Analogue 09
OH
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11.8. Identification de ’acide pipérique et de ses analogues amides hémisynthétiques :
Cette étape consiste a déterminer les propriétés organoleptiques et physico-chimiques de
I'acide pipérique et de ses analogues amides syntheétisés, ainsi que I'analyse spectrale par IR
et RMN, réalisée au niveau du laboratoire pharmaceutique Isopharm et du Centre de
Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC).
Ce travail a été mené au cours du mois de septembre 2024.

11.8.1. Matériels :
Le matériel utilisé pour le controle analytique est :
v Petits matériels de laboratoire :
- Pipette de 1000pl.
- Verre de montre.
- Tubes a essais.
- Balance.
- Fioles jaugées.
- Eprouvette.
- Béchers.
- Spatules.
- Pissette.
- Entonnoir.
v L’appareillage :
- Le banc kofler.(Wagner Munz)
- Labalance de précision.(RADWAG)
- Spectrophotomeétre IR. (thermo-scientific Nicolet iS10 par ATR).
- Résonance magnétique nucléaire (BRUKER 400 MHz)

11.8.2. Réactifs et produits :
- L acide pipérique synthetisé.
- Les amides synthétisés. (Analogue 08 et 09)
- DMSOde.
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11.8.3. Méthodes :

11.8.3.1. Les caractéres organoleptiques :

Les caracteres organoleptiques (couleur, odeur et saveur) ont été déterminés.

11.8.3.2. Le point de fusion :

La substance finement pulveérisée est desséchée pendant 24 heures.

Une quantité suffisante de la poudre desséchée est introduite sur la plaque chauffante du banc

kofler et faite passée a 1’aide de I’index du banc kofler jusqu’au passage a 1’¢état liquide.

11.8.3.3. Spectrophotomeétre UV :
Remarque : La méthode a été réalisée seulement pour 1’acide pipérique synthétisé.

Dans une fiole de jaugée de 10 ml, ont été introduits successivement :

v' 11,6 mg de I'acide pipérique.
v" 10 ml de méthanol
Pour obtenir une solution mére de 1,16 mg/mL.
Deux dilutions ont été réalisé, La premiére a été du 1/10 et la deuxiéme du 1/2 pour obtenir
une solution finale de 0,058 mg/ml.
Une lecture au spectrophotométre a été réalisée dans I’intervalle (200nm-400nm), en
utilisant le méhanol comme blanc.
Le spectre d’absorption a été tracée a I’aide du logiciel Visionlite™
11.8.3.4. Spectrophotomeétre IR:

Type d’équipement : spectrophotometre IR thermo-scientific Nicolet iS10 par ATR

Une lecture par spectroscopie dans I’IR des analogues a été realisée.

Le principe de I’ATR est de faire subir au faisceau optique plusieurs réflexions a I’interface
entre 1’échantillon et un cristal parallélépipédique.

La techniqgue ATR est idéale, elle consiste & déposer une quantité d’échantillon sur le
cristal, le faisceau IR initial d’intensité 1 (source) traverse le cristal et subit une réflexion
totale a I’interface cristal-échantillon puis est dirigé vers le détecteur.

La réflexion totale atténuée est communeément appelée ATR (Attenuated Total Reflection).

11.8.3.5. Spectrophotométre RMN :
o Caractéristiques de l’équipement :
Muni d’un électro-aimant supraconducteur de marque BRUKER (Figure 75) activement

blinde de fréquence 400 MHz, piloté par une console de type AVANCE |11 HD correspondant
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a un champ magnétique du 9.4 Tesla ainsi qu’un logiciel d’exploitation TOPSPIN 3.5 PL6.
(Voir Annexe N°26)

Equipé d’un passeur d’échantillons de 24 positions et d’un systéme de liquéfaction d’azote
BNL (Bruker Nitrogen Liquefier).

Doté de trois tétes de mesures (BBO liquides, CPMAS solides, HRMAS pates et gels),
donnant ainsi la possibilité de réaliser des expériences RMN 1H, 13C, 15N, 31P, RMN 2D et

autres.

UL

il

ANCE Il HD

R ——————————————f e

- AVANCE Ill HD

Figure 75 : Résonance magnétique nucléaire (RMN).

e Méthode de travail sur nos échantillons :

En vue de confirmation de la structure chimique de 1’intermédiaire (Acide pipérique) et des
analogues synthétisés, les produits finis (Acide pipérique, Analogue08, Analogue 09) ont été
analysés par Résonance Magnétique Nucléaire RMN au niveau de Centre de Recherche et
Analyse Physico - Chimique CRAPC Bousmail-Tipaza.

Nous avons prépare les échantillons par dissolution d’environ 30 mg de produit synthétisés
dans 300 ul de DMSOds, les échantillons sont placés dans un portoir spécial dans 1’appareil
de RMN Bruker® 400,

Nos produits ont été examinés par la RMN H* et la RMN C*3,
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11.9. Evaluation in vivo de l'activité anti-inflammatoire et analgésique des analogues
amides de I"acide pipérique synthétises :

Comme pour la pipérine, une étude de I’activité anti-inflammatoire a été faite par la méthode
de I’cedéme de la patte chez la souris. (203)

Dans un second temps, I’étude de 1’activité analgésique a été faite par le test de RANDALL-
SELITTO, ou méthode de la pression de la queue chez la souris (204)

Ce travail a été mené dans la période allant de Septembre 2024 au Octobre 2024.

11.9.1. Matériels :

11.9.1.1. Matériel animal :

L’étude a été réalisée sur des souris Swiss Albinos males, pesant entre 23g et 27g provenant
de I’animalerie du campus Chihani Bachir Faubourg.

Conditions d’élevage : les souris sont réparties en groupes comportant 6 souris chacun dans
des cages en polypropylene soumis a un cycle jour/nuit de 12 heures chacun (12 heures
d’éclairage et 12 heures d’obscurité), maintenues a une température ambiante et a un taux

d’humidité controlé. L’eau et 1’aliment sont fournis a volonté.

11.9.1.2. Produits testés :
Les analogues 08,09 et I’acide pipérique ont été obtenus par une synthese chimique réalisée
au sein du laboratoire de Chimie Thérapeutique Faculté de Médecine de Constantine et du

centre de recherche en science pharmaceutique.

11.9.1.3. Réactifs chimiques et solutions :
Plusieurs réactifs chimiques et solutions ont été utilisés dans I’expérience :
- Aspirine (Lot N° 248719 684, Laboratoire FLUKA)
- Tramadol
- Unesolution de NaCla 2 g/ I.
- Du DMSO (Diméthylsulfoxyde).
- Une solution de carraghénine a 0.2% : préparée dans de 1’eau distillée.
- Une solution de Tritton.
- Une solution d’aspirine a 15mg/ml : 10 ml de solution est préparée en solubilisant 150
mg d’aspirine dans un 1ml de DMSO, et en complétant a 10ml avec de I’eau distillée.
- La solution de I’analogue 08 : 10 ml de solution est préparée en solubilisant 95.2 mg de
I’analogue 8 dans un 1ml de DMSO, et en complétant a 10ml avec de 1’eau distillée,

obtenant ainsi une solution a 9.52 mg/ml.

130 | Page



MATERIELS ET METHODES

- La solution de I’analogue 9 : 10 ml de solution est préparée en solubilisant 98.8 mg de
I’analogue 9 dans un 1ml de DMSO, et en complétant & 10ml avec de ’eau distillée,
obtenant ainsi une solution a 9.88 mg/ml.

- La solution de I’acide pipérique : 10 ml de solution est préparée en solubilisant 96 mg
d’acide pipérique dans un 1ml de DMSO, et en complétant a 10ml avec de l’eau

distillée, obtenant ainsi une solution & 9.6 mg/ml.

11.9.2. Méthodes :

11.9.2.1. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in vivo par la méthode d’induction de

Pceedéme de la patte chez la souris :

v Principe :

Nous avons choisi comme protocole expérimental, un modele d'inflammation aigué, le test de
I’cedéme plantaire. Ce modele consiste en 1'induction d'un cedéme localisé mesurable par le
pléthysmometre. L'agent phlogogéne sélectionné est la carraghénine, qui est injectée dans la
région sub-plantaire de la patte postérieure gauche de la souris. (7,203)

v" Mode opératoire :

Une demi-heure avant I’injection de 0.1 ml d’une solution de carraghénine a 0.2%, quatre lots

de six souris chacun ont recu par voie intra-péritonéale les différentes solutions.

» Le lot contr6le négatif (Témoin négatif) : chaque souris a regu 0.5 ml d’une solution
de DMSO a 10% dans de ’eau distillée.

= Le lot test 1 (Analogue 8) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution d’analogue 8 a
une dose de 200 mg/kg.

» Le lot test2 (Analogue 9) : Chaque souris a recu 0.5 ml de la solution d’analogue 9 a
une dose de 200 mg/kg

» Le lot test3 (Acide pipérique) : Chaque souris a recu 0.5 ml de la solution d’acide
pipérique a une dose de 200 mg/kg

* Le lot de contrdle positif (référence) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution

d’aspirine a une dose de 200 mg/kg.

Avant de procéeder a la mesure des différents volumes, on procede a une étape trés importante

qui est la calibration du pléethysmometre, cette derniere doit se faire réguliérement :

Avant de commencer il faut fixer la touche calibration sur le volume souhaité (1, 3 ou 5 ml),

dans notre cas on a choisi le volume de 1ml.
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On commence la calibration par remplir le réservoir de I’unité sentinelle, a partir du conteneur
en ouvrant le petit robinet, jusqu’au trait de jauge par la solution de NaCl dosée a 2g/l et une
goutte de triton (ou bien on verse directement la solution de calibration fournie avec I’appareil
lorsqu’elle est disponible), on appuie ensuite sur le bouton check solution pour vérifier sa
salinité qui doit étre comprise entre 40 et 160.

Ensuite il faut mettre le volume de calibration de 1 ml (qui accompagne ’appareil) dans le
réservoir. Aprés 15 minutes on appuie sur la pédale, I’écran affiche le zéro, on retire le
volume et on le séche bien a 1’aide d’un papier propre et apres on le remet dans le réservoir,

I’écran doit afficher une valeur trés proche de 1 pour dire que I’appareil est calibré.

11.9.2.2. Evaluation de Dactivité analgésique périphérique (Test de la pression de la
queue) :

I1 s’agit de la mesure de la tolérance de la douleur par analgésimetre.
v Principe :

Nous avons évalué la réponse comportementale des souris face a un stimulus mécanique
douloureux, en utilisant un Analgésimetre a pince (rodent pincher-analgesia meter bioseb)
appliqué sur leur queue. Une force mécanique graduelle est exercée sur la queue maintenue
entre les machoires de la pince, jusqu'a ce que la souris manifeste une réaction
comportementale (retrait de la queue, torsions, vocalisations, etc.). La pression tolérée par
I'animal, mesurée en grammes, permet ainsi de déterminer son seuil de tolérance a la
douleur.(205)

v" Mode opératoire :

La souris est doucement introduite dans un dispositif de contention conique, puis la base de sa
queue est pincée lentement, a environ 2 cm de son extrémité. Nous observons les signes de
nociception qu’elle manifeste, tels que des grincements, des mouvements corporels pour
libérer sa queue ou des vocalisations. Dés 1’apparition de ces réactions, nous appuyons sur la
pédale pour enregistrer la valeur obtenue, correspondant au seuil de tolérance a la douleur

(seuil de nociception) de la souris. (Voir Annexe N°13)

Cing lots de six souris ont été étudiés. Tous les produits sont administrés par voie
intrapéritonéale a raison de 0,5 ml, et les mesures sont effectuées avant I’administration ainsi

qu’a 30, 60 et 120 minutes apres celle-Ci.

= Le lot contréle négatif (Témoin négatif) : chaque souris a regu 0.5 ml d’une solution
de DMSO a 10% dans de 1’cau distillée.
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= Le lot test 1 (Analogue 8) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution d’analogue 8 a
une dose de 150 mg/kg.
= Le lot test2 (Analogue 9) : Chaque souris a recu 0.5 ml de la solution d’analogue 9 a
une dose de 150 mg/kg
= Le lot test3 (Acide pipérique) : Chaque souris a recu 0.5 ml de la solution d’acide
pipérique & une dose de 150 mg/kg
= Le lot de controdle positif (Tramadol) : chaque souris a recu 0.5 ml de la solution de
tramadol a une dose de 30 mg/kg.
11.9.3. Remarque :
L'appareillage et la méthodologie d'analyse des résultats sont détaillés dans la section dédiée a

I'évaluation de I'activité anti-inflammatoire et analgésique de la pipérine.
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11.10. Evaluation in vitro de I'activité antibactérienne des analogues amides de I'acide
pipérique hémisynthétiques :
Une évaluation de l'activité antibactérienne des analogues 08 et 09 a été réalisée au Centre
de Recherche en Sciences Pharmaceutiques (CRSP) au cours du mois d'octobre 2024,
sur des souches bactériennes Gram-positives et Gram-négatives.
11.10.1. Matériels :

e Appareillage :
Le matériel et I'équipement utilisés pour évaluer I'activité antibactérienne des analogues 08 et
09 sont déja décrits dans la section consacrée a I'évaluation de l'activité antibactérienne de la
pipérine et de I'acide pipérique.
11.10.2. Les microorganismes utilisés :
L’évaluation de D’activité antibactérienne a été effectuée sur deux groupes des bactéries
(Tableau 13) : bactérie Gram négatif a savoir Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa et
bactérie Gram positif : Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus.

Tableau 13 : Les souches bactériennes utilisées.

Bactérie Gram Référence
Pseudomonas aeruginosa Négatif ATCC 27853
Escherichia coli Négatif ATCC 25922
Bacillus subtilis Positif ATCC 6633
Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923

11.10.3. Milieux de culture :

- Gélose Mueller Hinton : milieu d’étude de la sensibilité des bactéries.
11.10.4. Méthode de diffusion sur puits :
Le méme protocole que celui appliqué pour I’acide pipérique et la pipérine a été utilisé, avec
des concentrations testées de 1 mg/mL, 10 mg/mL et 50 mg/mL.
A l'aide d'une pipette Pasteur stérile, des puits d'environ 6 mm de diamétre ont été réalisés sur
la gélose MH. Ces puits ont été remplis avec 50 uL. des solutions d'échantillons et du témoin
(DMSO). Chaque expérience a été répétée deux fois pour chaque espéce bactérienne et pour
chaque analogue. Les boites de Pétri ont été laissées a température ambiante pendant 30

minutes, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures
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I11. RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Identification botanique des fruits du poivre noir :
111.1.1. Analyse macroscopique :
111.1.1.1. Test morphologique :
Les fruits sont de forme sphérique ou arrondie de 0,5 a 0,6 cm de diameétre, de couleur

brunes ou noires foncées avec la présence de rides a sa surface. (Figure 76)

Figure 76 : L’aspect de fruit de poivre sous la loupe binoculaire.

111.1.1.2. Tests organoleptiques :

v La couleur : brune ou noire foncée.
v Lasaveur : brilante, piquante et chaude.
v' L’odeur : épicée et poussiéreuse

111.1.2. Analyse microscopique :

111.1.2.1. Montage de la poudre :
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Figure 77 : Fragment de mésocarpe, d’endocarpe et de tégument de la poudre des fruits du

poivre noir observé au microscope optique (G x 10) x 40.

a : Fragment de : mésocarpe (1), endocarpe (2) et tégument (3) vu en section

transversale, b : endocarpe vu de face.

Figure 78 : Cellules sclérifiées d’endocarpe avec cellules a pigment de la poudre des fruits du

poivre noir observés au microscope optique (G x 10) x 40.

a: Cellules sclérifiées d’endocarpe, b: cellules a pigment. (Vue de face)
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Figure 79 : Fragment parenchymateux d’endocarpe de la poudre des fruits du poivre noir

observés au microscope optique (G x 10) x 40.

a: Cellules de réserves d’albumen avec des grains d’aleurone: cellules d’albumen (1) et
graines d’ aleurone (2)
b: grains d’aleurone en amas isolées.

Figure 80 : Cellules de réserves d’albumen avec des graines d’aleurone de la poudre des fruits du

poivre noir observés au microscope optique (G x 10) x 40.
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a et b : Fragment d’épicarpe
avec cuticules.

c¢: Fragment d’épicarpe avec
cuticules en section transversale.
(al) et (c1) : cuticules, (a2) et
(€2) : épicarpe.

Figure 81 : Fragment d’épicarpe avec cuticules de la poudre des fruits du poivre noir

observés au microscope optique (G x 10) x 40.

Figure 82 : Canal sécréteur de la poudre des fruits du poivre noir observés au microscope
optique (G x 10) x 40.
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Figure 83 : Cellules scléreuses avec cellules de réserve de la poudre des fruits du poivre noir
observés au microscope optique (G x 10) x 40.

a : Cellules scléreuses de mésocarpe et d’endocarpe, b: cellules de réserve.

Figure 84 : Autres éléments de la poudre des fruits du poivre noir observés au microscope
optique (G x 10) x 40.

a : Sclérite, b: Cellules scléreuses isolées, c: Cellules scléreuse avec Sclérite (sclérenchyme),
d : Fragment de fibres sclérifiés, e et f : fragment de tissu vasculaire (f tissu spiralé)
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111.1.2.2. Les coupes histologiques des fruits du poivre noir :

Faisceaux libéro-ligneux

Cote primaire

Vallécule

Epicarpe
Mésocarpe Péricarpe

Tégument

Graine Endocarpe

Albumen —

Figure 85 : Aspect microscopique des coupes transversales du fruit du poivre noir.
+ Discussion :

L’ensemble des résultats des divers essaies botaniques pratiqués sur les fruits du poivre
noir concordent avec les données fournies par la littérature permettant de confirmer leurs
caracteres organoleptiques, morphologiques et microscopiques. Ces études permettent

également de vérifier la pureté de notre drogue.
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I11.2. Isolation de la pipérine a partir du poivre noir :
111.2.1. Le rendement d’extraction :

Apres la réalisation des 4 méthodes d’extraction de la pipérine a partir de la poudre de poivre

noir, nous avons obtenu les valeurs de rendement en % indiquées dans le tableau suivant :

Tableau 14 : Rendement de la pipérine isolée du poivre noir en (%)

Methode Chauffage a | Acide acétique | Soxhlet Micro-
d’extraction reflux glacial onde
Masse de poudre 100 g 259 92¢ 100g
utilisée (g)

Masse de la 3,19 0,19 2,19 3,09

pipérine obtenue (g)

Rendement en % 3,1 % 0,5 % 2,2% 3%

+ Discussion :
La pipérine a été isolée du poivre noir a I’aide de quatre méthodes différentes, soit le
chauffage a reflux, soxhlet et I’acide acétique glacial, qui ont donné un rendement en pipérine
de 3,1 %, 2,2 % et 0,4 % respectivement. On a découvert que la quantité de pipérine obtenue
était plus importante dans I’extrait obtenu par la méthode de chauffage a reflux, mais que le
produit final obtenu n’était pas de nature cristalline (figure N°86). Le produit obtenu par
I’autre méthode d’extraction de la pipérine a I’aide d’acide acétique glacial a produit des
cristaux de pipérine clairs en forme d’aiguille. Par conséquent, la méthode d’extraction a
I’acide acétique glacial et de recristallisation a 1I’éther apres lavage alcalin s’est avérée la plus

efficace pour isoler la pipérine avec une plus grande pureté.
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111.3. Identification de la pipérine isolée :

Une batterie de tests physicochimiques (Aspect, solubilité, point de fusion, test chimique) et

spectrales (UV, IR, RMN) ont été réalisés pour identifier la pipérine isolée.

111.3.1. L’aspect de la pipérine :

La couleur de la pipérine varie du jaune pale au jaune orangé, avec la présence ou 1’absence

de la forme cristalline. (Tableau 15)

Tableau 15 : Les caractéeres organoleptiques de la pipérine.

Figure 86 : La forme de la pipérine isolée de chaque extraction.

Chauffage a
reflux Acide acétique Soxhlet Micro-onde
@) (b) ©) (d)
Jaune Jaune claire Jaune foncé vers | Jaune foncé
Couleur I’orange
Aspect Aspect cristallin Cristaux en Pas de Aspect
moins différencie | forme d’aiguille cristallisation cristallin

moins

différencié

++ Discussion :
Les résultats concordent avec les données fournies dans la partie théorique (voir la
pharmacopée européenne 8eme édition). Elles prouvent que la pipérine obtenue par

extraction par I’acide acétique a une meilleure qualité par rapport aux autres méthodes.
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111.3.2. Tests chimiques :
Tous les tests chimiques pour les alcaloides ont été positifs. En effet, une couleur rouge sang a
été obtenue avec le H2SO4 concentré. Aussi, un précipité brun rougeéatre a été obtenu avec le

réactif de Dragendroff.

111.3.3. Test de solubilité :

Figure 87 : Test de solubilité de la pipérine.

Tableau 16 : Résultats du test de solubilité.

Tube Solvant Résultats
01 Eau distillée Insoluble
02 Ethanol Soluble
03 Chloroforme Faiblement soluble

+ Discussion :
Tous les tests de solubilité pour la pipérine ont été conformes. (Figure 87)

111.3.4. Point de fusion :

Son point de fusion est de 129°C. Il est conforme aux normes décrites dans les données
bibliographiques (129-131°C).(230) (Figure 88)
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Figure 88 : Point de fusion de la pipérine isolée.

111.3.5. Analyse au spectrophotomeétre UV de la pipérine :

La pipérine isolée possede un maximum d’absorption a 344 nm dans I’UV, similaire a celui

de la pipérine de référence. (Figure 89 et 90)
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Figure 89 : Spectre UV d’absorption de la pipérine de référence.(83)
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Figure 90 : Le spectre UV d’absorption de la pipérine isolée.
¢ Discussion :

La valeur maximale d’absorption de la pipérine dans la théorie dans le méthanol est de 345
nm, elle présente également un pic a 310nm. Le Amax de la pipérine isolée était de 344nm
et cette pipérine isolée présentait également un pic a 310nm semblable aux spectres

théoriques de la pipérine. (83)
111.3.6. Analyse spectroscopique par IR :

Le spectre obtenu est comparable a celui de la référence : (Figure 91 et 92)

145 | Page



RESULTATS ET DISCUSSION

EsHMADZU
w
ur
]
© ; i
: i
1
“ |: l .
, [Ty
3 t 8 %
f a : s 1 3
» 12 §
il ! ! |
s 3 i 1 |® 3 ;5
; TR T
3 - <
15 ”! ;;5 ; ¥
0
m’ﬂl‘! - mmmot Gumv - L+ 1% mz‘;nzm . - . - .- - - lbﬂm
Figure 91 : Spectre IR de la pipérine de référence(83)
100 - s - : e ;
%T i
95 [T | ', i
% s T ';a,\.‘l i IF
90— & e R R
85 zo = = 3
80 1 & = .‘1 :E:;
75 et et 2
70 = -
65
3800 3400 3000 2600 2200 1800 1400 1000 800
1/cm

Figure 92 : Spectre IR de la pipérine isolée.
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++ Discussion :
Comme le montre le tableau ci-dessous, les pics de toutes les liaisons étaient présents dans les
cristaux de la pipérine isolés, ils étaient situés a proximité des valeurs IR standard de chaque

groupe fonctionnel.

Tableau 17 : Etude comparative des bandes d’absorbance de la pipérine.

Type de phénoméne Valeurs Valeurs obtenues
theoriques(83)

Etirement C-H aromatiques 3000 2943
C=C (diene) symétrique et 1635 1663
asymétrique 1608 1612
C=C Aromatique (Benzéne) 1608 1612

1580 1583

1495 1509
—CO-N (Amide) 1635 1663
Flexion CH2 1450 1448
=C-0O-C asymétrique 1250 1228

1190 1194
Etirement symétrique =C-O-C 1030 1031
Etirement C-O 930 929
flexion en plan du phényl C-H 1132 1135
Flexion C-H du trans -CH=CH- 995 990

Les deux spectres montrent des bandes significatives dans les mémes régions, ce qui suggeére
qu’ils représentent bien la pipérine, la position des bandes principales reste cohérente entre les
deux spectres, ces similitudes confirment que les deux spectres proviennent de la méme

substance.
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111.3.7. Analyse spectroscopique par RMN : (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-1-(piperidin-
1-yl)penta-2,4-dien-1-one.

RMN H! : Selon la structure de la pipérine, voici les types de protons que nous attendons de

trouver dans ce compose :

3 4 5 10
o H H C|) V11
H12
1.2 O \X\/\N ]
: H H 19 14
O 9 H H
T i) 15
H
I i

= Protons vinyliques : Les protons des doubles liaisons conjuguées devraient se situer entre
6,0 et 8,0 ppm en raison de la délocalisation électronique dans le systeme conjugué. La
multiplicité dépendra du couplage avec les autres protons vinyligques.

» Protons aromatiques du benzodioxole : Les protons du noyau aromatique (benzodioxole)
devraient apparaitre dans la région 6,5 a 8,0 ppm. Les protons du méthyléne entre les
deux atomes d'oxygéne (-O-CH2-O-) apparaitraient en 58 a 6,2 ppm en raison du
blindage causé par les atomes d'oxygéne.

= Protons de la pipéridine : Les protons liés aux carbones adjacents a I'azote (protons alpha)
apparaitront dans la région 3,0 a 4,0 ppm. Les autres protons dans la pipéridine devraient
apparaitre entre 1,0 et 3,0 ppm.(202,231) (Figure 93)
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Figure 93 : Spectre RMN H! théorique de la pipérine prédit par le serveur nmrdb.(232)
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Figure 94 : Spectre RMN H! de la pipérine isolée.
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Interprétation :

Protons aromatiques (7.9 - 7.2 ppm) : Les protons du cycle benzodioxole sont bien
détectés dans cette région. Leur multiplicité est complexe en raison des couplages entre
les protons voisins du cycle aromatique.

Protons vinyliques (C=CH) (6.8 - 6.5 ppm) : Les protons des doubles liaisons conjuguées
du systéeme penta-2,4-diéne apparaissent dans cette région. Leur multiplicité est également
en accord avec les attentes.

Protons du groupe O-CH2-O (vers le 6 ppm) : Les protons du méthylene relié a I'oxygene
dans le benzodioxole sont observés comme un singulet dans cette région, correspondant a
deux protons équivalents.

Protons de la pipéridine : CH2-N (2.4 - 2.1 ppm) : Le groupe méthyléne adjacent a I'azote
de la pipéridine est bien observé ici, comme un multiplet d0 aux couplages avec les autres
protons du cycle.

CH2-CH2 (1.8 - 1.0 ppm) : Les protons des autres méthylenes de la pipéridine sont
également bien présents dans cette région, formant des multiplets. (Figure 94) (Tableau
18)

Tableau 18 : Analyse du spectre RMN H1 de la pipérine.

Déplacement chimique Attribution
(ppm)
7.9-7.2ppm Protons aromatiques du cycle

benzodioxole
6.8 - 6.5 ppm Protons vinyliques (C=CH)
du systeme conjugué
5.8-5.5 ppm Protons sur les doubles
liaisons du penta-2,4-
dienamide
6.5-6.0 ppm Protons du groupe O-CH2-O
dans le cycle benzodioxole
2.4 -2.1ppm Protons alpha a I'azote dans
le cycle pipéridine (CH2-N)
1.8- 1.0 ppm Protons des méthylénes du
cycle pipéridine (CH2-CH2)
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Le spectre RMN H1 expérimental est cohérent avec les déplacements chimiques attendus
pour la molécule (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-1-(piperidin-1-yl)penta-2,4-dien-1-one.
Les attributions des pics correspondant aux protons aromatiques, vinyliques, et aux groupes

méthylénes du cycle pipéridine sont bien alignées avec la structure de la molécule.

RMN C® : Selon la structure de la pipérine, voici les types de carbones que nous attendons

de trouver dans ce composé :

0
10 || 13

4 8
6
0-2 NN 14
1< 9 11
15
03 7 17
5 16

= Carbones du noyau benzénique (aromatique) : Les carbones du noyau aromatique
résonnent typiquement dans la région de 115 a 140 ppm. Pour la pipérine, les quatre
carbones aromatiques distincts produiront des signaux dans cette région.

= Carbones sp? des doubles liaisons conjuguées (C=C) : Les carbones de la double liaison
conjuguée avec le noyau aromatique résonneront dans la région 120 a 150 ppm.

= Carbones de la chaine aliphatiques (C-C) : Les carbones sp? (aliphatiques) de la chaine de
pipéridine résonnent généralement entre 20 et 50 ppm, avec des variations dues a la
proximité des hétéroatomes ou des doubles liaisons.

= Carbones du groupement amide (C=0) : Le carbone du carbonyle (C=0) du groupement
amide résonne vers 165 a 175 ppm.(202,231) (Figure 95)
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Figure 95 : Spectre RMN C™ théorique de la pipérine prédit par le serveur nmrdb.(232)
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Figure 96 : Spectre RMN C** de la pipérine isolée.

Interprétation :

Le spectre expérimental montre des pics similaires a celle du théorique :

Entre 20 et 50 ppm : Des pics correspondant aux carbones sp® de la pipéridine, avec un
signal fort autour de 46 ppm.

Entre 100 et 150 ppm : De nombreux pics correspondant aux carbones sp?, du systeme
conjugué et du cycle aromatique, tout comme dans le spectre théorique.

Vers 165 ppm : Ce signal correspond bien au carbone carbonylé, en accord avec le spectre
théorique.

Vers 100 ppm : Ce signal correspond bien au carbone du méthyléne du groupe O-CH2-0.
Vers 150 ppm : Ce signal correspond bien aux deux carbone (2,3) du cycle benzodioxole.
Concordance globale :

Pipéridine (20-50 ppm) : Les deux spectres montrent des pics dans cette région, attribuables
aux carbones sp3 du cycle pipéridinique. (Figure 96)

Systeme conjugué et aromatique (100-150 ppm) : Les pics nombreux dans cette région

correspondent aux carbones sp?, aussi bien dans le spectre théorique qu'experimental.
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Carbone carbonylé (~165-170 ppm) : Ce pic est présent dans les deux spectres,
correspondant au groupement cétone conjugué.

Tableau 19 : comparaison des deplacements chimiques observes dans les spectres théorique

et expérimental.

Carbone Déplacement Déplacement Attribution
chimique théorique chimique
(ppm) expérimental (ppm)

Cétone (C=0) 165 - 170 164.73 Carbone  carbonylé
conjugué au systeme
penta-2,4-diene

Carbones 110 - 150 122.28, 122.45, Systéme  conjugué,

vinyliques (C=C) et 127.12, 128.31, carbones vinyliques

Carbones 138.97, 139.74 du penta-2,4-diene et

aromatiques (sp?) 108.98, 109.55, le

121.74, 122.15, Cycle aromatique du
122.83,123.31 benzodioxole

Carbone méthyléne Vers 100 101,74 Meéthylene du

(O-CH2-0) benzodioxole (O-
CH2-0)

Carbones sp?® de la 25-40 25.92, 26.92, 39.54, Pipéridine, carbones

pipéridine

40.16, 39.93

sp3

Selon le tableau ci-dessus les résultats expérimentaux et théoriques sont en trés bonne
concordance. Les déplacements chimiques observés sont bien attribués aux différents types de

carbones présents dans la molécule.

Les Corrélations proton H et carbone C :
L'analyse du spectre HSQC de la pipérine a permis de confirmer la connectivité directe entre
les noyaux de carbone et d’hydrogene de la molécule, facilitant ainsi une caractérisation

précise de sa structure. (Figure 97)
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Figure 97 : HSCQ de la pipérine isolée.

Les protons aromatiques (6-8 ppm) ont montré des corrélations avec les carbones du cycle
benzodioxole (120-140 ppm), confirmant la présence du noyau aromatique. De plus, les
protons vinyliques de la chaine penta-2,4-diénamide ont été identifiés dans la région 5-6 ppm,
avec des carbones associés entre 110 et 130 ppm, correspondant aux doubles liaisons de la
structure. Le groupe méthyléne (-OCH2-) du noyau benzodioxole a été identifié grace a des
signaux spécifiques dans la région 5-6 ppm pour les protons et 100-110 ppm pour les
carbones.

Les protons aliphatiques de la pipéridine apparaissent dans la région de 1-4 ppm, avec des
corrélations associées aux carbones saturés situés entre 10 et 40 ppm. Ces signaux sont

caractéristiques des carbones sp® du cycle hexagonal, ou chaque proton lié a un carbone est
identifié.
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I11.4. Evaluation in vivo de I'activité anti-inflammatoire et analgésique de la pipérine

isolée :

111.4.1. Evaluation de activité anti-inflammatoire par induction de ’cedéme de la patte

chez la souris :

L’cedéme a été déterminé par une augmentation progressive du volume de la patte (Tableau

20) et caractérisé par un pourcentage d’augmentation qui est plus important chez le lot de

controle négatif, et significativement diminué en présence de pipérine et d’aspirine (Figure

98).

L’activité anti-inflammatoire des solutions testées a été évaluée par la détermination du

pourcentage d’inhibition de 1’cedéme caractéristique de chaque substance testée (Figure 99).

Tableau 20 : Volume moyen de la patte postérieure gauche avant et aprés différents temps

de I’injection de carragénine dans les trois lots.

Volume moyen de la patte postérieur gauche en mi

Lot Avant injection | Aprés I’injection des solutions

60 min 120 min 180 min
Témoin (-) | 0.1044+0.00648 | 0.140+0.00527 0.122+0.00976 0.1156+0.00988
Référence | 0.1+0.00707* 0.1044+0.00689* | 0.1056+0.00503* | 0.1089+0.1006*
Pipérine 0.0889+0.00889* | 0.0967+0.0085* | 0.0933+0.0085* | 0.0956+0.0093*

Les résultats sont exprimés en Moyenne = SEM, n=9 dans chaque lot.

* représente des différences significatives par rapport au témoin (p< 0,05)
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Les résultats sont exprimés en Moyenne * écart type, n=9 dans chaque lot. La lettre alphabétique A, représente

des différences significatives par rapport au témoin a p < 0,05.

Figure 98 : Pourcentages d’augmentation de 1I’cedéme induit par la carragénine en fonction

du temps dans les trois lots.
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Figure 99 : Pourcentages d’inhibition de 1’cedéme par la pipérine (extrait) et I’aspirine

(standard).

Apres I’injection de carragénine chez le lot témoin, on observe un cedéme caractérisé par un
pourcentage d’augmentation de 38,17+/-10,41%. En présence de 1’aspirine a 150mg/kg, on
note une diminution importante dans la premiére heure 6,91+/-7.83%, cette diminution est
significative par rapport au lot témoin.

L’administration de la pipérine, apres une heure, a diminué le pourcentage d’augmentation
jusqu'a 12,48+/-9,86%, mais sans différence significative par rapport au lot témoin dans les
trois heures aprés I’injection de carragénine.

A partir de la figure 98, on a remarqué I’absence de différence significative dans le
pourcentage d’augmentation entre le groupe testé¢ et le groupe traité par la substance de
référence durant les 3 heures.

Dans la figure 99, on observe le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme par 1’aspirine a
150mg/kg et par la pipérine a 50mg/kg, on n’a remarqué aucune différence significative entre

le lot traité par 1’aspirine et lot test.

% Discussion :

La mesure de I’cedéme est un excellent outil pour la quantification de I’inflammation cutanée
induite par les agents phlogogeénes.

L’cedeme podal est une méthode largement utilisée pour étudier le processus inflammatoire

de la peau, ainsi qu’identifier les agents anti-inflammatoires qui pourraient étre utiles dans la
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recherche de composés anti-inflammatoires qui agissent a différents niveaux. Ce test nous a
fourni des preuves que la pipérine a un effet anti-inflammatoire.

Les résultats de cette étude montrent que la pipérine réduit de maniere significative le
volume de I’cedéme de la patte de souris induit par la carragénine, suggérant ainsi un effet
anti-inflammatoire de cet alcaloide. Dans nos conditions expérimentales, ’effet anti-
inflammatoire de la pipérine est observé a une dose de 50 mg/kg dés la premiére heure, avec
des pourcentages d’inhibition similaires a ceux de la solution de référence (aspirine a 150
mg/kg).

Ces resultats concordent avec ceux de deux autres études :

- Etude de Jeffrey Raj et al., 2020 : Le pourcentage d'inhibition de I'inflammation par la
pipérine, par rapport aux témoins, a montré des résultats significatifs : 56 % dans le
modele d'cedéme de la patte induit par la carragénine, et 40 % dans le modeéle d'arthrite
induite par le formol.

- Etude de Farhana Tasleem et al, 2014 : La pipérine a montré une inhibition de 1’cedéme
a toutes les doses de 5, 10 et 15 mg/kg par rapport au contrdle, mais avec une activité
moindre par rapport au standard. Le composé a montré une activité maximale a une

dose de 15 mg/kg aprés 120 minutes, mais toujours inférieure au standard.

111.4.2. Evaluation de lactivité analgésique (Test de la pression de la queue) :

Le tableau 21 représente I’effet de la pipérine testée sur la valeur du seuil de nociception.

Il a été révélé que I’effet analgésique de la pipérine ainsi que ceux du tramadol étaient
significatifs & 30 min, 60 min et 120 min par rapport au témoin négatif.

Tableau 21 : Seuils de nociception des souris des différents lots par la méthode de la pression
de la queue.

La moyenne de la valeur du seuil de nociception

Traitement 30min 60min 120min

Témoin négatif 451,6667+48,6894 451,6667+32,2407  458,8333+26,1412
Tramadol

(30mg/kg) 940,1667+35,2840* 924,8333+35,8073*  918,5+65,7075*
Pipérine

(150mg/kg) 793,29+35,179* 756,14+41,515* 760,71+40,045*

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. n=6 dans chaque lot. *représente des différences significatives
par rapport au témoin
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v Analyse des résultats :

Comparaison du seuil de nociception selon le traitement et le temps

1000 Témoin négatif
mmm Tramadol (30 mg/kg)
EmE Pipérine (150 mg/kg)

800

600

400

Seuil de nociception (moyenne + SEM)

200

30 min 60 min 120 min
Temps

v Figure 100 : Evolution du seuil de nociception en fonction du temps.

Témoin négatif : Les valeurs moyennes du seuil de nociception pour le groupe témoin
négatif sont relativement constantes, variant légérement de 451,67 + 48,69 a 458,83 + 26,14.

Cela suggere une absence d’effet analgésique notable.

Tramadol (30 mg/kg) : Le tramadol est utilisé ici comme contrdle positif en raison de son
efficacité analgésique bien connue. Les valeurs de nociception augmentent significativement
par rapport au témoin négatif, avec des moyennes allant de 940,17 + 35,28 a 918,5 + 65,71,
indiquant une forte action analgésique dés 30 minutes aprés 1’administration, qui persiste

jusqu’a 120 minutes.

Pipérine (150 mg/kg) : La pipérine montre également une augmentation significative du seuil
de nociception par rapport au témoin négatif, avec des valeurs moyennes allant de 793,29 +
35,18 a 760,71 + 40,05. Les valeurs indiquent une activité analgésique significative. Cela
suggére que la pipérine possede des propriétés analgésiques notables.
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v" Discussion :

Une réduction significative de la sensibilité¢ de I’animal a la douleur induite par la pression a
démontré 1’effet protecteur périphérique de la pipérine, comparable a celui du tramadol. Les
résultats de cette étude renforcent I’hypothése selon laquelle la pipérine agit sur des
récepteurs spécifiques liés a la douleur, ce qui pourrait expliquer 1’augmentation du seuil de

nociception observée.

Ces résultats concordent avec plusieurs autres études qui ont également montré les effets

analgeésiques de la pipérine :

- Etude de Jeffrey Raj et al., 2020 : La pipérine a montré un effet analgésique significatif
de 40 a 55 % dans la méthode de la " pression de la queue ", de 58 % dans la méthode
de la plaque chaude, et de 54 % dans le modéle de contorsions induites par l'acide
acétique, par rapport aux controles négatifs.

- Etude de A. Bukhari et al., 2013 : L'administration intrapéritonéale (i.p.) de pipérine
(30, 50 et 70 mg/kg) a significativement réduit (P < 0,01) les contorsions induites par
I'acide acétique chez la souris, un effet similaire a celui de I'indométacine (20 mg/kg,
i.p.). Dans le test de la pression de la queue, la pipérine (30 et 50 mg/kg, i.p.) ainsi que
la morphine (5 mg/kg, i.p.) ont entrainé une augmentation significative (P < 0,01) du
temps de réaction des souris. Par ailleurs, le prétraitement des animaux avec de la
naloxone (5 mg/kg, i.p.) a inversé les effets analgésiques de la pipérine et de la

morphine dans le test de la pression de la queue.

160 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

I11.5. Evaluation in vitro de I'activité antibactérienne de la pipérine isolée et de I'acide
pipérique hémisynthétique :

L’¢évaluation de l'activité antibactérienne de la pipérine et l'acide pipérique qui a été réalisée
dans un premier temps au niveau du Centre de Recherche des Sciences Pharmaceutique
(CRSP) Constantine.

Deux méthodes ont été utilisées sur quatre types de bactéries : Staphylococcus aureus ;
Pseudomonas aeruginosa ; Escherichia coli et Bacillus subtilis.

Le pouvoir antibactérien a été déterminé en mesurant les diametres des zones d'inhibition
apres 24h d’incubation a 37 C°.

111.5.1. Méthode de diffusion sur disque :

111.5.1.1. Essai 01 :

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 22 : Valeur des diamétres moyens de la zone d’inhibition obtenus par la méthode de

diffusion sur disque.

Diamétre d'inhibition (mm)

Témoin  Témoin Piperine Acide
negatif positif pipérique
(DMSO (amoxicilli 0. 0. 1 0. 0. 1
) ne) 2 5 25 5
5
Bacillus subtilis - 12.52 N N I -
Escherichia coli - 27.63 N e -
Pseudomonas - 7.88 e T e -
aeruginosa
Staphylococcus - 16.62 N e -
aureus

(-) : absence de ’activité antibactérienne
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111.5.1.2. Essai 02 :

Un deuxieme essai a été réalisé pour la pipérine et 1’acide pipérique au niveau du CHU
Constantine avec trois souches bactériennes (E. coli, S.aureus et P. aeruginosa.) en utilisant la
méthode de diffusion sur disque avec des concentrations de I’ordre de 100 mg/ml, 50 mg/ml
et 10 mg/ml.

Les résultats n’ont montré aucune activité contre les souches utilisées pour les deux produits

(la pipérine et I’acide pipérique) comme le montre les figures ci-dessous.

Figure 102 : L’action de la pipérine (a droite) et de I’acide pipérique (a gauche) sur les
souches bactériennes : E. coli, S.aureus et P. aeruginosa.

111.5.2. Méthode de diffusion sur puits :
L’absence d’une activité antibactérienne de la pipérine, malgré la présence de plusieurs études
qui prouvent le contraire (107,138,139) , nous ont poussé a changer la méthode en augmentant
les concentrations.
La manipulation est réalisée au niveau de CRSP et voici les résultats obtenus. (Tableau 23)
(Figure 103)
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Tableau 23 : Valeur des diamétres moyens de la zone d’inhibition par la méthode de
diffusion sur puits.

Diamétre d'inhibition (mm)

Témoin Piperine Acide pipérique
negatif
(DMSO) 1 10 50 1 10 50
Bacillus subtilis - - - 10 - - 103
4

Escherichia coli - - - - - - -

Pseudomonas - - - - - - _

aeruginosa

Staphylococcus - = | = - - - -
aureus

(-) : absence de ’activité antibactérienne

@ i
(b) (b)
(c) (c)

Figure 103 : I’action de la pipérine (a gauche) et de I’acide pipérique (a droite) sur les
souches bactériennes : (a) B. subtilis (b) E. coli (c) P. aeruginosa,(d) S.aureus.
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++ Discussion :

La pipérine : Notre étude avait pour but de montrer par preuves la présence ou non d'une
activité antibactérienne pour la pipérine.

Une seérie d'études a montré un effet inhibiteur significatif contre diverses bactéries a Gram-
négatives et & Gram-positives (233,234), alors que certaines études(235-237) incluant la nétre
ont révélé que le pipérine n'avait aucune activité antibactérienne. Cela peut étre attribuées a
des différences dans :

* les méthodes microbiologiques : pour surmonter ce probléme, deux méthodes
d'identification de la sensibilité antibactérienne ont été utilisées.

* les solvants utilisés pour 1'extraction : selon article (233) I'extrait éthanolique a prouvé la
meilleure activité antibactérienne, I'une des raisons du choix de ce solvant.

* des micro-organismes testés : plusieurs especes bactériennes a gram positive et négative ont
été testé, méme les souches ont été changées par changement de lieu de travail.

Certaines références (233,236) ont montré que I'absence d'une activité antibactérienne vis-a-

vis les bactéries gram positive est a cause de leur paroi épaisse.

L’acide pipérique : L’acide pipérique est un dérivé hémi-synthétique de la pipérine. Il existe
peu d'études sur son activité antibactérienne parmi eux il y a I’article (238) qui montre une
activité antibactérienne contre Staphylococcus epidermidis surtout, contrairement a notre

étude I’acide pipérique ne présente aucune activité antibactérienne.
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I11.6. Etude in silico (ADMET, Docking moléculaire, dynamique moléculaire) des
analogues amides de I"acide pipérique :

111.6.1. Etude ADME des ligands :
Avant de proposer les composés comme étant de nouvelles molécules actives, il était

indispensable de commencer notre travail par I’application de la régle de 5 de Lipinski et celle
de Veber. On a également déterminé les propriétés pharmacocinétiques in silico. Les mémes
propriétés ont éte également prédites pour la pipérine et des médicaments de référence

(Diclofénac et Ciprofloxacine) afin d’établir une comparaison.

¢ Propriétés physico-chimiques :

Selon Lipinski, tous les composés ne validant pas au moins trois des 5 conditions sont
susceptibles de poser des problemes d’absorption par voie orale. Dans notre cas, Tous les
composés ainsi que la pipérine, répondent parfaitement aux criteres de la régle de Lipinski.
Ces composés, ont également respecté les 2 critéres de la régle de Veber, concernant la
surface polaire qui est largement inférieure a 140 A2, ainsi que le nombre de liaisons
rotatables qui n’a pas dépassé 10. Ce qui favorise une bonne biodisponibilité orale.(213,217)
On note que tous les composés ont présenté une solubilité dans I’eau plus au moins bonne. Ce
qui leurs favorise le passage dans la circulation sanguine. (Tableau 24)

Par rapport a I’accessibilit¢ a la synthése, tous les composés peuvent étre chimiquement
synthétisables, comme les résultats le montrent les valeurs n’ont pas dépassé 1’échelle de
10.(Tableau 25)

Tableau 24 : les regles de LIPINSKI.

Composés Masse Coifficient | Nombre de | Nombre Liaisons
moléculaire | de partition | donneurs d’accepteur | rotatables
g/mol log P d’hydrogéne | d’hydrogéne

Pipérine 285.34 3.38 0 3 4

(Acide 218.21 2.20 1 4 3

pipérique)

1 231.25 2.55 1 3 4

2 245.27 2.79 1 3 5

3 259.30 3.07 1 3 6

4 273.33 3.36 1 3 7

5 245.27 2.98 0 3 4
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Composés Masse Coifficient [ Nombre de | Nombre Liaisons
moléculaire | de partition | donneurs d’accepteur | rotatables
g/mol log P d’hydrogéne | d’hydrogéne

6 273.33 3.43 0 3 6

7 259.30 3.14 1 3 5

8 293.32 3.00 1 3 5

9 309.32 2.70 2 4 5

10 338.31 2.77 1 5 6

11 299.36 3.45 1 3 5)

12 294.30 2.61 1 4 5

13 294.30 2.38 1 4 5

14 328.75 2.90 1 4 5)

15 310.30 1.99 2 5 5

16 339.30 1.89 1 6 6

17 308.33 2.54 1 4 5)

18 373.20 2.98 1 4 5

19 295.29 1.93 1 5) 5)

20 271.31 3.22 0 3 4

21 267.28 3.07 0 3 4

22 281.31 3.33 0 3 4

23 346.18 3.44 0 3 4

24 287.31 3.09 0 4 4

25 286.33 3.08 1 4 4

26 300.35 3.37 0 4 4

27 314.38 3.55 0 4 5

Diclofénac 296.15 1.98 2 2 4
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Ciprofloxacine 331.34 2.24 5 3
Tableau 25 : Propriétés physicochimiques de la pipérine et ses analogues.
Poids Tpsa A2 Lipinski | Veber | Solubilité Accessibilité
Composés moléculaire dans de
(9/mol) I’eau syntheés
e

Pipérine 285.34 38.77 Oul Oul Soluble 2.92

(Acide 218.21 55.76 OuUl OuUl Soluble 2.74

pipérique)

1 231.25 47.56 Oul Oul Soluble 2.73

2 245.27 47.56 Oul Oul Soluble 2.85

3 259.30 47.56 Oul Oul Soluble 2.88

4 273.33 47.56 QuUI QuUI Soluble 2.92

5 245.27 38.77 Oul Oul Soluble 2.84

6 273.33 38.77 Oul Oul Soluble 3.06

7 259.30 47.56 Oul Oul Soluble 2.93

8 293.32 47.56 Oul OUl | Modérément 2.87
soluble

9 309.32 67.79 Oul OUI | Modérément 2.92
soluble

10 338.31 93.38 Oul OUIl | Modérément 2.96
soluble

11 299.36 47.56 Oul OUI | Modérément 3.04
Soluble

12 294.30 60.45 Oul Oul Soluble 2.79

13 294.30 60.45 Oul Oul Soluble 2.89

14 328.75 60.45 Oul OUl | Modérément 2.92

soluble
15 310.30 80.68 Oul Oul Soluble 2.96
16 339.30 106.27 Oul 0]V]! Soluble 3.07
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Composés Poids Tpsa A2 | Lipinski | Veber | Solubilité Accessibilité
Moléculaire dans de
(9/mol) I’eau Synthése
17 308.33 60.45 Oul Oul Soluble 2.98
18 373.20 60.45 Oul OUI | Modérément 2.93
soluble
19 295.29 73.34 Oul Oul Soluble 3.07
20 271.31 38.77 Oul Oul Soluble 2.84
21 267.28 40.46 Oul OUI | Modérément 2.80
soluble
22 281.31 40.46 Oul Oul Soluble 2.90
23 346.18 40.46 Oul OUI | Modérément 2.85
soluble
24 287.31 48.00 Oul Oul Soluble 3.03
25 286.33 50.80 Oul Oul Soluble 3.06
26 300.35 42.01 Oul Oul Soluble 3.16
27 314.38 42.01 Oul Oul Soluble 3.27
Diclofénac 296.15 49.33 Oul OUI | Modérément 2.23
soluble
Ciprofloxacine 331.34 74.57 Ooul OUI | Tres soluble 2.51

¢ Propriétés pharmacocinétiques :
Il est indispensable de faire une analyse des propriétés pharmacocinétiques afin d’affirmer
notre sélection et d’aller vers le ou les composés ayant le plus de chance d’étre un

médicament candidat.(Tableau 26)
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Tableau 26 : Propriétés pharmacocinétiques de la pipérine et ses analogues.

Compo | GI BBB P-gp CYP1A | CYP2C1 | CYP2C | CYP2D6 | CYP3A4
Sés absorptio | Permeabi | substrat | 2 9 9 Inhibitio | inhibitio
n lité inhibiti | Inhibitio | Inhibiti | n n
on n on
Pipéri Elevé | Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
ne
(Acide | Elevé Positive | Négative [ Positive | Négative | Négativ | Négative | Négative
pipéri
e
que)
1 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Négativ | Négative | Négative
e
2 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Négativ | Négative | Négative
e
3 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive [ Positive | Négative | Négative
4 Eleve Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
5 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Négativ | Négative | Négative
e
6 Eleve Positive | Négative | Positive | Positive | Négativ | Négative | Positive
e
7 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive [ Positive | Négative | Négative
8 Eleve Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Negative
9 Elevé Négative | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
10 Elevé | Négative | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
11 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Positive
12 Eleve Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Negative
13 Elevé | Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
14 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
15 Elevé | Négative | Négative | Positive | Négative | Négativ | Négative | Négative
e
16 Elevé Négative | Négative | Positive | Négative | Positive | Négative | Négative
17 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
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Compo | GI BBB P-gp CYP1A | CYP2C1 | CYP2C | CYP2D6 | CYP3A4
Sés absorptio | Permeabi | substrat | 2 9 9 Inhibitio [ inhibitio
n lité inhibiti | Inhibitio | Inhibiti | n n
on n on
18 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Positive
19 Elevé Positive | Négative | Négativ | Négative | Négativ | Négative | Négative
e e
20 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Négativ | Négative | Négative
e
21 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive [ Positive | Négative | Négative
22 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
23 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Négative | Négative
24 Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Négativ | Négative | Négative
e
25 Elevé Positive | Négative [ Positive | Positive | Négativ | Négative | Négative
e
26 Elevé Positive | Négative | Négativ | Positive | Négativ | Négative | Négative
e e
27 Elevé Positive | Négative | Négativ | Positive | Négativ | Négative | Négative
e e
Diclofé | Elevé Positive | Négative | Positive | Positive | Positive | Positive | Négative
nac
Ciprof | Elevé Négative | Positive | Négativ | Négative | Négativ | Négative | Négative
loxacin e e
e

Comme pour la pipérine, une absorption gastro-intestinale élevée a été constatée pour tous les
analogues. Pour la perméabilité hématoencéphalique, les analogues 9, 10, 15, 16 ne passent
pas la barriere hématoencéphalique contrairement a la pipérine et au reste des analogues qui
traversent la BHE, ce qui nous renseigne sur leur bon passage a travers les différentes
membranes de 1’organisme. Comme pour la pipérine, les 27 similaires ne sont pas transportés
par la glycoprotéine P. A I’exception des analogues 15, 16, 1,26, 27, tous les similaires
inhibent le CYP1A2 et CYP2C19. Tous les similaires inhibent la CYP2C9 sauf les analogues
1, 2, 5, 6, 15, 19, 20, 24, 25, 26,27. La CYP2D6 et CYP3A4 ne sont pas inhibés par la
pipérine et les 27 analogues sauf une exception pour les analogues 6, 11, 18 qui inhibent la
CYP3A4. Nous avons pris WLogP et XLogP3 (valeurs de LogP atomistes), qui se sont avérés
étre les plus pertinents pour la LogP expérimentale (Pyka et coll., 2006). Le XLogP3 des
analogues varie de 1.83 a 4,79, tandis que WLogP varie de 0.55 a 3,76. Le score de
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biodisponibilité prévue par le serveur est de 0,55 qui est équivalent & la biodisponibilité
prévue des anti-inflammatoires et antibiotiques commerciaux (par exemple, Ciprofloxacine :
WLogP -1.18, et diclofénac WLogP -4.36), le score de biodisponibilité pour la
ciprofloxacine -0,55, et 0.85, pour la diclofénac. (191)

En résumé, les analogues qui traversent la barriere digestive, ne sont pas transportés par la
glycoprotéine P, et n'inhibent pas les enzymes CYP3A4 de maniere significative sont les

meilleurs candidats. Par conséquent, les meilleurs analogues seraient :

e Analoguesl,2,3,4,5,78,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27 : lls traversent la barriére digestive, ne sont pas transportés par la
glycoprotéine P, et n'inhibent pas les enzymes CYP3A4 de maniére significative.

111.6.2. Test de fiabilité du protocole de docking moléculaire par Auto Dock 4.2 :
Avant d’aborder 1’étude de 1’inhibition des différentes protéines par les analogues amides de
I'acide pipérique, on a jugé utile d’évaluer tout d’abord la performance de 1I’Auto dock 4.2

utilisé dans cette étude en faisant appel a I’analyse visuelle et au calcul du RMSD.

% RMSD : L’écart quadratique moyen ou (root mean square deviation).

Avant de réaliser I’étude d’amarrage moléculaire, le protocole d’amarrage a été validé. Les
ligands sélectifs co-cristaux ont donc été retirés des complexes protéiques-ligands cristallisés
énumérés dans le PDB et de nouveau dockeés dans le site de liaison des protéines. La déviation
quadratique moyenne (RMSD) des ligands dans les conformations complexes de co-cristaux
et les conformations les mieux ancrées étaient inférieures a 2A. La plupart des ligands
présentaient des écarts négligeables (Tableau 27). Cela indique la capacité du protocole

d’amarrage a reproduire les modes d’interaction et les orientations des ligands de co-Cristaux.

Tableau 27 : Les 4 complexes utilisés pour tester la fiabilité du protocole de docking par
Auto dock 4.2.

Code de I'enzyme Code de I'inhibiteur RMSD (A?)
5L3J 6G9 0,54
6m1ls EZ9 0,72
3vsl CEF 0,86
1CVU ACD 0,72
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s L’analyse visuelle :

Figure 104 : Structures 3D des 4 complexes issus de la PDB.
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5L3J 6m1ls

3vsl 1CvU

Figure 105 : Comparaison des conformations obtenues par rayon-X (colorés en noir) et
par docking moléculaire avec AutoDock 4.2 (colorés en rouge).

Les figures 104 et 105 montre qu’on a une bonne superposition des poses simulées par auto
dock 4.2 (colorés en rouge) et celles du ligand naturel (colorées en noir).
111.6.3. Etude de docking moléculaire :

Evaluation de I'activité anti-inflammatoire et antibactérienne des analogues congus par le

programme Autodock 4.2 :

Dans le but de trouver de nouvelles molécules ayant une activité anti-inflammatoire et
antibactérienne puissante, nous avons choisi comme point de départ de notre étude la pipérine
dont [I'effet anti-inflammatoire et antibactérien ont été prouvés in vivo et in vitro
(5,10,59,73,98). Alors, nous avons étudié 1’activité de la pipérine et des 27 analogues vis a vis
des protéines cibles : Cyclo-oxygénase 2 (1cvu), E.Coli (51j3), Pseudomenas Aeruginosa
(6m1s), Staphylococcus aureus (3vsl), Bacillus subtilis (3zih) par méthode de docking

moléculaire.
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111.6.3.1. Etude des interactions de la pipérine avec les protéines Cyclo-oxygénase 2 (1cvu),

E.Coli (51j3), Pseudomenas Aeruginosa (6mls), Staphylococcus Aureus (5a5x), Bacillus

subtilis (3zih) :

Tableau 28 : Les énergies d interactions de la pipérine avec les différentes protéines

Complexe Pipérine- Pipérine- Pipérine- Pipérine- Pipérine-
1CVU 51j3 6mls 3vsl 3zih
Score -9.95 -6.71 -6.99 -6.75 -5.59
kcal/mol
Constante 36.28 12.03 88.9 11.34 80.11
d’inhibition
(Ki) pM

Tableau 29 : Types d'interaction et acides aminés impliqués dans I'inhibition des protéines

Cyclo-oxygénase 2 (1cvu), E.Coli (51j3), Pseudomenas Aeruginosa (6mls), Staphylococcus

Aureus (3vsl), Bacillus subtilis (3zih) par la pipérine.

Complex

€s

hydrogeén
e (HB)

Pipérine
-1CvU

Interactio
n de

liaison

VAL 228

Pipérine ARG 136

51j3

Pipérine

-6m1s

SER 49

Longueur
de liaison
(A) pour

I'interactio

nHB

2.40

1.85

2.71

on de

Alkyl

ILE377
PHE381
PHE205
LEU534
VAL344
TRP387
ARGT76
ILE78
PRO79,
ALA47

PRO81
ILESO
VAL122
VAL169
VAL49
ARGT78

interacti

Pi-alkyl

I"interact
ion en
forme de
Pi-Sigma
Pi-anion

Pi-cation

GLUS0

GLU52

Interact Carbon
ionde  Staked hydroge
van der n bond
waals
PHE209 GLY
227
/
HIS55
/
VAL45
/
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Complex Interactio Longueur
es n de de liaison
liaison (A) pour
hydrogén I'interactio
e (HB) nHB
Pipérine  SER429 3,34
-3vsl GLY629 2,22
Pipérine  ARGY94 2.43
-3zih
TRP
A:387
LEU
A:384
GLY
A526
V-
Interactions

I:] van der Waals

D Conventional Hydrogen Bond

Carhnn Hvdrnnen Rand

Figure 106 : Pose 2D de la pipérine sur le site actif de la proteine 1cvu.

interacti
on de

Pi-alkyl
Alkyl

ILES22

ILE78

ARG 70

VAL
A:349

TYR
A348

LEU
A:352

TYR
A:385

A344

PHE
A518

SER
A:530

A529

I'interact  Interact Pi-Pi
ion en ion de Staked
formede van der
Pi-Sigma waals
Pi-anion
Pi-cation
/ / /
GLU6S
ARG 70 / /
VAL
A228
o \‘i a2
LEU \0/7 ASN
s34 | G LELE
PHE HIS
PHE A:209 A:226
A:205
ILE
PHE e LT
[:' Pi-Pi Stacked
[:] Alkyl
1 pi-akvl

Carbon
hydroge
n bond

GLU 74
SERG67
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Figure 107 : Pose 3D de la pipérine sur le site actif de la protéine 1cvu.

L’analyse visuelle des figures 106 et 107 montre que la pipérine inhibe la COX2 (1cvu) en
formant une liaison d’hydrogéne avec le site actif au niveau du résidu (VAL228) et I’oxygéne
du cycle dioxolane, au niveau de la pipérine avec une distance (2.40 A®).
Il faut également souligner I’intervention des résidus ILE377, PHE381, PHE205, LEU534,
VAL344, TRP387, PHE209, GLY 227, dans la stabilit¢ du complexe Pipérine-1CVU en
permettant la formation de nombreuses interactions de type hydrophobe.

ASP T HIS

ALA AT3 AS50 ASS

A4T

THR 1
A165 e T\
/\\"H ‘\-\I'u__‘_'l 4
: A
%
" I - »
R . el / ARG
7 ¥ A136
d AT6
GLY .
WAL ASN ATT
Al20 Adie
PRO ILE
AT ATE
WAL
ILE
A167 A

Interactions
D van der Waals D Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Figure 108 : Pose 2D de la pipérine sur le site actif de la protéine 5I;3.
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Figure 109 : Pose 3D de la pipérine sur le site actif de la protéine 5I;j3.

Le complexe Pipérine-5lj3 est inhibé par la formation d’une liaison hydrogéne entre
I’oxygene du cycle dioxolane, au niveau de la pipérine et le résidu ARG 136 avec une
distance de 1.85 A°. Il est a noter que le complexe est stabilisé également par de nombreuses
interactions hydrophobiques précisément avec les résidus ARG76, ILE78, HIS55, PRO79,
ALA47, GLUS5O0, du site actif de I’ADN gyrase d'E.Coli. (Figure 108 et 109)

MET LEU
A97 Al3d
ARG
AL3B
GLY
AT
VAL ARG
A THR o
Al22 ILE
sy £, 00 ;.
.:‘
// I /4"\_“ /\
N il P o (/
-~ \-.\_| u|//\ N L
VAL K
AleS . PRO
'
ASN 3
e - G AB1
SER A7S AR2
VAL B
Ads .
Interactions
D van der Waals D Pi-Anion
- Unfavorable Bump D Alkyl
- Conventional Hydrogen Bond I:I Fi-Alkyl

D Carbon Hydrogen Bond

Figure 110 : Pose 2D de la pipérine sur le site actif de la protéine 6m1s.
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Figure 111 : Pose 3D de la pipérine sur le site actif de la protéine 6m1s.

Comme le montre les figures N° 110 et 111, la pipérine établit une liaison d’hydrogéne entre
'oxygéne du carbonyle de la chaine latérale et le résidu SER49 (distance = 2,71 A).

La stabilité de la pipérine au sein du site actif de la Pseudomonas aeruginosa est assurée
également par de nombreuses interactions hydrophobiques faisant intervenir les résidus
SER49, PRO81, ARG78, GLY79, ILE80, GLU52, VAL 45, 122 et 169.

HIS
B:81

B:78 GLU
B:77

ARG %]
B:70
GLU
B:68 SER
B:67
GLU
B:74 PRO
LEU B:69
B:66
Interactions
I:I van der Waals I:I Pi-Anion
- Unfavaorable Bump - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

|:| Pi-Cation

Figure 112 : Pose 2D de la pipérine sur le site actif de la protéine 3zih.
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Figure 113 : Pose 3D de la pipérine sur le site actif de la protéine 3zih.

L’analyse visuelle des figures 112 et 113 revele pour la pipérine mise en place une liaison
d’hydrogéne formée avec le résidu ARG94 et I'atome d oxygeéne du noyau dioxolane avec
une distance de 2.43 A°.

Ce complexe est également stabilisé par des interactions hydrophobiques entre la pipérine et
les résidus GLU 74, GLU 68, SER67, ILE78 et ARG 70.

AsP
B:519

ARG
B:428

B:453

Interactions

l:l van der Waals |:| Alkyl

- Conventional Hydrogen Bond
Figure 114 : Pose 2D de la pipérine sur le site actif de la protéine 3vsl.
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Figure 115 : Pose 3D de la pipérine sur le site actif de la protéine 3vsl.

Comme le montre les figures N°114 et 115, la pipérine établit deux liaisons d’hydrogéne entre
I'oxygéne du carbonyle de la chaine latérale, I'oxygéne du noyau dioxolane et les résidus
SER429, GLY629 respectivement (distance = 3,34 et 2,22 A).

La stabilité de la pipérine au sein du site actif de la staphylococcus aureus est assurée
également par deux interactions hydrophobiques faisant intervenir le résidu ILE522.

111.6.3.2. Etude des interactions des 27 analogues de la pipérine avec les protéines Cyclo-

oxygénase 2 (lcvu), E.Coli (51j3), Pseudomenas Aeruginosa (6mls), Staphylococcus
Aureus (3vsl), Bacillus subtilis (3zih) :

Le docking moléculaire des 27 analogues de la pipérine et 1’acide pipérique avec les
différentes protéines, a permis de calculer leur énergie d’interaction (Tableau 30). A I’issue de
ce test il ressort que seuls les analogues 8, 9, 10, 13, 15, 17 présentent une énergie

d’interaction inférieure a celle de la pipérine avec la plupart des protéines. (Figure 117)
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Tableau 30 : les énergies d interactions des 27 analogues de la pipérine avec les différentes

protéines.
Composés Energie Energie Energie Energie Energie
libre AG libre AG libre AG libre AG libre AG
(Kcal/mol) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol)
(1CVU) (5LJ3) (3VSL) (6M1S) (3ZIH)
Pipérine -9.95 -6.98 -6.75 -6.96 -5.59
(Acide -8.95 -5.11 -7.46 -5.99 -8.27
pipérique)
1 -7.86 -5.90 -5.96 -6.26 -5.46
2 -8.44 -6.02 -5.93 -6.73 -5.58
3 -8.31 -6.18 -6.26 -6.76 -5.52
4 -8.20 -6.07 -5.82 -6.49 -6.14
5 -8.37 -5.42 -5.88 -6.55 -5.91
6 -8.72 -6.50 -6.78 -6.43 -5.86
7 -8.39 -5.50 -5.38 -6.65 -6.91
8 -10.48 -7.40 -71.16 -7.56 -7.09
9 -10.74 -6.98 -7.28 -7.51 -7.00
10 -10.61 -6.98 -7.86 -6.96 -7.31
11 -9.21 -6.92 -7.04 -7.15 -6.62
12 -9.66 -6.77 -6,71 -9.70 -6.77
13 -10.41 -7.35 -1.72 -7.62 -7.01
14 -9.11 -7.11 -6.76 -7.37 -6.99
15 -10.78 -7.35 -7.17 -7.17 -6.90
16 -9.81 -6.48 -7.19 -7.11 -5.46
17 -10.87 -7.80 -6.75 -7.89 -7.19
18 -9.73 -6.36 -7.37 -7.02 -5.42
19 -9.07 -6.54 -6.88 -7.38 -5.46
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Composés Energie Energie Energie Energie Energie
libre AG libre AG libre AG libre AG libre AG
(Kcal/mol) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol) | (Kcal/mol)
(1CVU) (5LJ3) (3VSL) (6M1S) (3ZIH)
20 -8.33 -1.27 -6.27 -1.72 -5.57
21 -9.04 -5.54 -6.88 -6.38 -6.46
22 -9.10 -6.80 -6.19 -5.11 -5.36
23 -9.48 -5.64 -5.88 -5.38 -5.11
24 -9.53 -6.01 -5.38 -6.38 -5.16
25 -9.10 -6.50 -6.68 -5.80 -5.56
26 -9.36 -5.54 -5.78 -6.18 -5.41
27 -9.25 -6.44 -5.28 -6.08 -5.04

Le pharmacophore (Figure N°116) maintenu ici se compose de trois accepteurs d’hydrogéne

(ACC), trois donneurs d’hydrogene (HYD) et deux systemes de cycle aromatique (AR), la

distance entre eux est rapportée en A°.

Figure 116 : Modéle pharmacophore.

Ce type de model est déja observé dans des molécules telle que : gingérol, curcumine et

guercétine qui ont prouvé leurs activités anti-inflammatoire et antibactérienne.(239,240)
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OH
Analogue 15
0 NN N 0 !
0
. Analogue 09 I 0 z
0 N§o | N |
| @ <O NN NH N7 CH,
Analogue 17
0 AN N . g
<o Analogue 10

Figure 117 : Structures des 6 meilleurs analogues actifs sur les 5 protéines.
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% Visualisation d’interaction des meilleurs dérivés avec les sites actifs des protéines 1lcvu,
6m1s, 5a5x, 5LJ3, 3zih :

Tableau 31 : Types d'interaction et acides aminés impliqués dans l'inhibition de la protéine
Cyclo-oxygénase 2 (1cvu), par les meilleurs analogues.

Analogue Interacti Longueur interacti I'interacti Interact  Pi-Pi Carbon
S onde  deliaison  onde on en ionde  Staked hydroge

liaison (A pour Pi-alkyl formede vander Shaped n bond
I'interactio Alkyl

ne (HB) nHB Pi-anion

Pi-cation

Pipérine- VAL 2.40 ILE377 PHE209 GLY
PHE381 227
1CVvU 228 PHE205
LEUS34 / /
VAL344
TRP387

Analogue VAL349 PHES518
SERS530 2.21 LEU352
8 VAL 344 VAL523 / / ARG513
HI1S90 HI1S90
ARG513
ALA516
Analogue SER530 2.12 VAL349  VAL523 / TYR PHES518
LEU352 348
9 VAL 344 HI1S90
ALA516

VALS523

hydrogé Pi-Sigma  waals

Analogue SER530 2.02 VAL349

10 MET535  2.74 tggggi /
T VALS23 / PHE518
H1S90 LEU531
ARG513
ALA516 HIS90

ILE345

Analogue SER530 2.23 VAL349 LEU 352 SER530
13 TYR348
PHES18 / /
VALS523
LEU352
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Analogue

S

Analogue
15

Analogue
17

Interacti
on de
liaison

hydroge

ne (HB)

GLY533

SERS530

Interactions

ARG
A:513

C] van der Waals

D Conventional Hydrogen Bond

E Carbon Hydrogen Bond

Longueur interacti l'interacti
de liaison on de onen
(A) pour Pi-alkyl forme de
I'interactio Alkyl Pi-Sigma
n HB .
Pi-anion
Pi-cation
2.02 LEU534
TYR385
PHE381 /
PHES518
LEU352
VAL523
1.96 VAL349 VALS523
LEUS31
LEU534
LEUS52
MET535
ILE345
ALA516
VAL523
B/ ; TYR
» ’ ézn A VAL
B Fisigma
I: Alkyl
[] Pi-akyl

A:344

Interact
ion de
van der
waals

LEU
A534

PHE
A:205

PHE
A:381
PHE
A:209

Pi-Pi  Carbon
Staked hydroge
Shaped n bond
PHE209
TRP387
/
PHE518
HIS90
/

Figure 118 : Pose 2D de I’analogue 8 sur le site actif de la protéine 1cvu.

185 | Page



RESULTATS ET DISCUSSION

MET
A:l113
ILE
LA ILE A:3a5 £
A:5laE A:517 d
PHE MET
A:518 GLN LEU LEU Lot TAIS35
A192 A2 A:534 RN
LEU
A11T7
HIS VAL AT
A:90 .’_"“}' A:349 ; "
J \ :, :
\W/P\:HH N
ARG = J\ : 5
A:513 .’-° ~ R N \.\|/
EEEeEEw SER
LS d Ai530
SER
A353 ALA
TYR Ai527
A:355
Interactions
I:I van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkeyl
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

Figure 119 : Pose 2D de I’analogue 10 sur le site actif de la protéine 1cvu.

asn
n-siE;] P — LEU E P
' TYR 4534
LEW A3E5 PHE
@ AS M
THR
206

Interactions

D van der Waals D Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

- Pi-Sigma
Figure 120 : Pose 2D de I’analogue 13 sur le site actif de la protéine 1cvu.
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++ Discussion :

L analyse visuelle des figures 118,119 et 120 montre que tous les analogues établissent des

liaisons hydrogénes avec les résidus MET535 et SR530 avec une distance inférieure a celle

établit par la pipérine, de méme les analogues sont stabilisés par des interactions
hydrophobiques similaires a celle de la pipérine (ILE377, PHE381, PHE205, LEU534,
VAL344, TRP387 et d autres résidus), il faut mentionner que la protéine 1CVU établit

d"autres types de liaisons telles que carbone hydrogéne et Pi-Pi Staked.

Tableau 32 : Types d'interaction et acides aminés impliqués dans l'inhibition de la protéine

d E.Coli (51j3), par les meilleurs analogues.

Analogue
S

Pipérine-
51j3

Analogue
08

Analogue
09

Analogue
10

Interacti
on de
liaison

hydroge

ne (HB)

ARG136

ARG136

ASP73

ARG136

GLY77

Longueur
de liaison
(A) pour
I'interactio
n HB

1.85

2.15
2.93

2.20

2.71

1.83

interacti  I'interact

on de ion en

Pi-alkyl ~ forme de

Alkyl Pi-Sigma
Pi-anion
Pi-cation

ARG76 GLU50

ILE78

PRQO79,

ALA47

VAL71  VAL167

VAL43 GLU5S0

ARG76

ILE78

HIS55

ARG76 HIS55

ALA47 GLU50

VAL120

VAL167

ARG76

ALA47  ARG136

VAL43 THR165

VAL167

ILE78

PRO79

ARG76

Interact  Pi-Pi Carbon
ionde  Staked hydroge
vander Shaped nbond
waals
HIS55
/ /
ASN46
/
/ / /
ASN46  VALT71
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Analogue

S

Analogue
13

Analogue
15

Analogue
17

Interacti  Longueur
on de

o de liaison
liaison
hydroge (A) pour
ne (HB) I'interactio
n HB

ARG136 2.70
GLYT77 1.98

ARG136 2.30

ARG136 1.88/2.87
ASP73 1.99

i +
(rish
\as5s5)
h

Interactions

I:I van der Waals

I:I Conventional Hydrogen Bond
[ Fitnion

|:| Fi-Sigma

interacti
on de

Pi-alkyl
Alkyl

ALA47
VAL43
VAL167
ILE78
PRO79
ARG76

VAL43

VAL71

PRO79

ALA47
VAL167
ARGT76

VAL43
VAL167
VAL71
PRO79

I'interact Interact Pi-Pi Carbon
ion en lon de Staked hydroge
van der n bond
formede waals  Shaped
Pi-Sigma
Pi-anion
Pi-cation
THR165 ASN46 | VAL71
ARG136
ASP73
/ / /
GLU50 VAL167 HIS55
ASN46
/ HIS55

|:| Fi-Pi T-=shaped
|:| Amide-Pi Stacked
|:| Alkyl

|:| Pi-Alkyl

Figure 121 : Pose 2D de I’analogues 8 sur le site actif de la protéine 5Ij3.
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VAL
AT1
ARG >
8136 % ma, N
HIS : :
A55 By
! VAL
P A167
ARG |
AT76 \)
|
PRO 10 ALA A43

[
B
N
A79 .@ A78 Al7

Interactions

D van der Waals - Pi-Sigma

- Conventional Hydrogen Bond ‘ Amide-Pi Stacked
|:| Carbon Hydrogen Bond D Alkyl

Pi-Cation [ Pi-alkyl

Figure 122 : Pose 2D de I’analogues 10 sur le site actif de la protéine 5Ij3.
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A120
Interactions
D van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked

D Carbon Hydrogen Bond D Alkyl
- Unfavorable Donor-Donor D Pi-Alkyl

Figure 123 : Pose 2D de I’analogues 13 sur le site actif de la protéine 5Ij3.
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++ Discussion :

Selon le tableau ci-dessus I"interaction des 6 analogues avec la protéine 5Ij3 se fait par le biais

d une liaison hydrogéne similaire a la pipérine avec le résidu ARG136. Aussi, les composés

ont établi d autres liaisons hydrogenes avec les résidus GLY77 et ASP73, de méme les 6

complexes sont stabilisés par des liaisons hydrophobes et carbone hydrogénes similaires a
celle de la pipérine (ARG76, ILE78, PRO79, ALA47, HIS55). (Figures 121,122 et 123)

Tableau 33 : Types d'interaction et acides aminés impliqués dans l'inhibition de la protéine
Pseudomenas aeruginosa (6m1s), par les meilleurs analogues.

Analogue

S

Pipérine-

6mils

Analogue
8

Analogue
9

Analogue
10

Analogue
13

Interacti
on de
liaison

hydrogeé

ne (HB)

SER 49

ARG138

THR167

ARG78
ARG138
VAL122

ARG78
ARG138

GLY79

Longueur
de liaison
(A) pour
I'interactio
n HB

2.71

1.80

2.02

3.00
1.98
2.03
2.66
1.86
2.02

interacti
on de

Pi-alkyl
Alkyl

PRO81
ILE8SO
VAL122
VAL169
VAL49
ARGT78

PRO81
ILE8SO
ARGT78
VAL45

VAL122
PRO81
ILE8SO

PRO81
ILESO
ILE9SG

LEU100

PRO81
ILE8SO
VAL45
VAL122
VAL169

I'interact Interact  Pi-Pi Carbon
ionen ionde  Staked hydroge
formede vander Shaped nbond

Pi-Sigma  waals

Pi-anion
Pi-cation
GLU52 VAL45
/ /
THR167
ARG78 / / /
ARG78 / / /
ARG78 ARG78
/ / GLY121
ARG78
ARG138 / / /
ASNA48
THR167

190 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

Analogue

S

Analogue

15

Analogue

17

Interacti  Longueur
on de de liaison
liaison (A) pour

hydroge I'interactio

ne (HB) nHB

GLY79 1.91
ARG78 2.87

ARG138 2.20

ARG138 1.73

GlLY
fﬁ;}s A:79
A
(1..)"'-
PRO (475
Interactions
I:I van der Waals

I:I Conventional Hydrogen Bond

|:| Pi-Cation

Figure 124 : Pose 2D de I’analogue 8 sur le site actif de la protéine 6m1s.
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Interact
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A123
ASM WAL
ARG Aag A:122
Ll . : Gly
A121
LEU
A100

GLU
A52
Interactions
I:I van der Waals |:| Pi-Cation
- Conventional Hydrogen Bond |:| Alkyl
I:I Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

Figure 125 : Pose 2D de I’analogue 10 sur le site actif de la protéine 6m1s.
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Figure 126 : Pose 2D de I’analogue 13 sur le site actif de la protéine 6m1s.
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++ Discussion :

Selon le tableau ci-dessus les complexes entre les 6 analogues et le 6mls se font par la
formation de plusieurs liaisons hydrogénes au niveau des résidus ARG78, ARG138, GLY79
avec des distances inférieures a celle établit avec la pipérine, de méme les complexes sont
stabilisés par plusieurs interactions hydrophobiques PRO81, ILE80, VAL122, VAL169,
VAL49, ARG78 similaires a celle de la pipérine. (Figure 124,125 et 126)

Tableau 34 : Types d'interaction et acides aminés impliqués dans l'inhibition de la protéine
Staphylococcus Aureus (3vsl), par les meilleurs analogues.

Analogue Interacti Longueur interacti I'interact Interact  Pi-Pi Carbon
S onde  deliaison  onde ion en ionde = Staked hydroge

liaison ~ (A) pour Pi-alkyl formede vander Shaped nbond

hydroge interactio Alkyl Pi-Sigma  waals Pi
ne (HB) nHB Pi-anion hydroge
Pi-cation n bond
Pipérine- SER429 3,34 ILE522
3vsl GLY629 2,22 / / / /

Analogue GLUG623 2.11 PRO659 TYR430
VAL632 GLU623

8 HIS447 / / /
TYR430
Analogue HIS447 2.93 VAL632 GLU623
PRO659
9 THR603 1.95 PRO630 / / /

VAL624 2.45 PRO661

Analogue THR603 1.91 PRO659 GLU623 GLUG623
10 THR619 2.77 PRO630
THR621 2.01 VALG32 / /

LYS618 2.76
VAL624 2.69

Analogue THR621 2.32 PRO630 GLU623

13 PRO659 2.03 PROG661
VALG632 / / /
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Analogue
S

Analogue
15

Analogue
17

Interacti
on de
liaison

hydroge

ne (HB)

PRO659

SER448
THR603

Interactions

Longueur
de liaison
(A) pour
I'interactio
nHB

2.19

2.58
1.66

TYR
B:430

ASN
B:450

SER
B:392

|:| van der Waals

D Conventional Hydrogen Bond

interacti
on de

Pi-alkyl
Alkyl

PRO630
VALG632
PRO659
PRO661

/

HI5

B:447 iy

B:622

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

B:621

GLU
B:623

I'interact = Interact Pi-Pi Carbon
ion en ion de Staked hydroge
van der n bond
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Figure 127 : Pose 2D de I’analogue 8 sur le site actif de la protéine 3vsl.
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Figure 128 : Pose 2D de I’analogue 10 sur le site actif de la protéine 3vsl.
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Figure 129 : Pose 2D de I’analogue 13 sur le site actif de la protéine 3vsl.
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++ Discussion :
Selon le tableau ci-dessus tous les analogues ont établi des liaisons hydrogenes similaires a

celles de la pipérine avec les résidus SER429, GLY629. Il faut noter que les analogues ont
établi aussi d autres liaisons hydrogenes avec les résidus ALA622, THR603, SER448,
PRO659, LYS427, GLU623, THR603, THR619, THR621, LYS618, VALG624. Les 6
complexes sont aussi stabilisés par de nombreuses interactions hydrophobiques (PRO630,
VALG632, PRO659, PRO661) et carbone hydrogene (ARG428, SER429, THR621, GLU623)
contrairement a la pipérine. (Figure 127,128 et 129)

Tableau 35 : Types d'interaction et acides aminés impliqués dans l'inhibition de la protéine
Bacillus subtilis (3zih), par les meilleurs analogues.

Analogue

S

Pipérine-
3zih

Analogue
8

Analogue
9

Analogue
10

Analogue
13

Interacti

on de

liaison

hydroge
ne (HB)

ARGY%

ARGY4
GLU74

ARGY%4

ARG70
GLUG8

GLUG9
GLU74

Longueur
de liaison
(A) pour
I'interactio
n HB

2.43

1.93
2.10

1.97

1.90
2.66
3.05

interacti

on de
Pi-alkyl
Alkyl

ILE78
ARG 70

PROG69
ILE78

PROG69

HIS81
ILE78
VALGS
PROG69
HIS81

PROG9
ILE78

I"interact
ionen
forme de
Pi-Sigma
Pi-anion
Pi-cation
GLU6G8
ARG 70

GLUT7
ARGY%
SERG67

ARGY%
GLUGS8
GLU77

GLUG8
GLU77

ARGY4
GLU77
SERG69

Interact
ion de
van der

waals

Pi-Pi Carbon
Staked  hydroge
Shaped nbond

GLU 74
/ SERG67
/ /
SERG67
/
/ /
/ /
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Analogue
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Figure 130 : Pose 2D de I’analogue 8 sur le site actif de la protéine 3zih.

197 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

ARG
B:94

Interactions

D van der Waals D Pi-Lone Pair
- Conventional Hydrogen Bond |:| Alkeyl
|:| Pi-Anion |:| Pi-alkyl

Figure 131 : Pose 2D de I’analogue 10 sur le site actif de la protéine 3zih.
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Figure 132 : Pose 2D de I’analogue 13 sur le site actif de la protéine 3zih.
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++ Discussion :

Selon le tableau ci-dessus la pipérine et la plupart de ses analogues établissent une liaison
hydrogene avec le résidu ARG94. Il faut noter que les analogues établissent aussi d autres
liaisons hydrogeénes avec les résidus GLU74, ARG70, GLU68. De méme les 6 complexes
sont stabilisés par des liaisons hydrophobiques similaires a celles de la pipérine avec les
résidus ILE78, ARG 70. Aussi on a observé avec les 6 analogues d autres interactions
hydrophobiques avec les résidus SER67, ARG70, GLU68, GLU77, PRO68, HIS81. (Figure
130, 131 et 132)

111.6.4. Etude de dynamique moléculaire des meilleurs analogues avec la cyclooxygénase
2 (COX2):

Le travail a été réalise en collaboration avec le Centre de recherche en sciences
pharmaceutiques et le Laboratoire de Physique Mathématique et Subatomique (LPMS),

Département de Chimie, Université Constantine 1 Fréres Mentouri.

La simulation MD est une technique largement utilisée dans diverses applications biologiques
pour simuler des perturbations structurelles et physiologiques tout en considérant la mobilité
en temps réel des complexes. De plus, les trajectoires obtenues a partir de la simulation
offrent des informations précieuses et détaillées sur la stabilité¢ des complexes ligand-
récepteur et leurs interactions moléculaires. Pour évaluer la stabilité des composes, les
parametres RMSD, RMSF et Rg du squelette des ligands sélectionnés L8, L9, L10, L13, L15,
et L17 a scores d'amarrage élevés, ainsi que du Pipérine ligand de référence avec les cibles de

laCOX 2 (PDB ID : 1CVU), ont été calculés sur la base de leurs coordonnées initiales.

Les résultats des simulations RMSD, RMSF et Rg, pour les ligands sélectionnés, par rapport a
la protéine libre, sont représentés sur les figures 133, 134 et 135 respectivement. Il est a noter
que les trajectoires résultant des RMSD, RMSF et Rg ont été analysées plus en détails a l'aide
des utilitaires g_rmsd, g_rmsf et g_gyrate de GROMACS.

De plus, I'écart moyen de I'atome dans la simulation par rapport a une position de référence
est refléte par les valeurs RMSF, qui représentent la stabilité thermodynamique et le taux de
mobilité de tous les résidus et sont illustrées a la figure N°134.
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111.6.4.1. Analyse détaillée du RMSD (Root Mean Square Deviation) :

1.4
—8
12| 9
10
1.0 13
15
E o3 17
o
g 0.6
o
0.4
0.2
0.0
0 50 100 150 200

Time (ns)

Figure 133 : RMSD de la protéine avec des ligands a 100 ns de temps de simulation.

La figure 133 montre que le RMSD des ligands de notation N7, N9, 1q sélectionnés avec la
kinase COX2 varient de 0,10 a 0,60 nm et atteignent une stabilité satisfaisante apres les 50
premiéres ns de simulation. On peut noter que les techniques de simulation MD et d'amarrage
sont souvent considérées comme satisfaisantes si la plage d'écart RMSD ne dépasse pas
2A.(241) Une telle fluctuation modérément élevée des valeurs RMSD n’est pas inattendue. En
effet, des seuils de 2A peuvent étre utilisés pour sélectionner des structures représentatives
dans les simulations de dynamique moléculaire.

De plus, pour évaluer pleinement la stabilité des systemes biomoléculaires, les valeurs
moyennes du RMSD doivent étre utilisées en conjonction avec d'autres analyses et donnees
expérimentales, car elles dépendent du contexte (242). Un bon indicateur dans les simulations
de protéines globulaires bien repliées est souvent un RMSD de 1 a2 A (0,1 & 0,2 nm). Des
RMSD plus élevés peuvent étre observes dans les simulations de protéines intrinsequement

désordonnées ou partiellement dépliées, généralement de 2 a5 A (0,2 20,5 nm) ou plus (243).
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Interprétation spécifique pour chaque analogue :

o Pipérine (""per™) : Le RMSD de la pipérine reste stable aux alentours de 0,3 nm
pendant la majeure partie de la simulation. Cela signifie que la pipérine conserve
globalement sa structure, ce qui est cohérent avec la stabilité attendue de cette
molécule.

o Analogue 08 : Affiche un comportement intermédiaire. Il y a une légére augmentation
du RMSD autour de 50 ns, suggérant des réarrangements, mais le RMSD se stabilise

ensuite autour de 0,4 nm.

e Analogue 09 : Montre des variations de RMSD plus importantes dans les premiers
100 ns, atteignant 0,45 nm, avant de se stabiliser. Cela peut indiquer une légere
réorganisation structurelle avant que I'analogue ne se stabilise.

« Analogue 10 : Présente une stabilité similaire a celle de la pipérine, avec des valeurs
proches de 0,35 nm. Cet analogue est également trés stable, ce qui est un indicateur
favorable pour son comportement dans des conditions similaires.

o Analogue 13 : Présente un profil similaire a celui de la pipérine, avec un RMSD
stable autour de 0,35-0,4 nm. Cela suggére que cet analogue est également tres stable
dans les mémes conditions que la pipérine, ce qui pourrait indiquer une forte similarité

e Analogue 15 : Ce composé montre une grande instabilité, avec un RMSD atteignant
1,2 nm apres 100 ns. Cela peut étre di a un réarrangement structurel significatif, ou a
un changement dans sa conformation, ce qui suggere que cet analogue est moins stable
que les autres.

e Analogue 17 : Montre une augmentation progressive du RMSD, atteignant 0,6 nm,
mais reste globalement plus stable que 1’analogue 15. Il montre cependant une certaine

flexibilité ou réorganisation structurelle vers la fin.

Ces résultats issus des simulations RMSD indiquent que les ligands a score élevé (09, 10, 13
et 17, ainsi que, dans une moindre mesure, le 08), y compris le ligand pipérine (per),
présentent une forte affinite pour les résidus du site actif de la cible COX2. En revanche, le
ligand 15 se distingue par des complexes prédits comme étant moins stables dans un

environnement physiologique.
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111.6.4.2. Analyse détaillée du RMSF (Root Mean Square Fluctuation) :

L'analyse RMSF de la figure 134 représente I'écart moyen de I'atome dans la simulation par
rapport a une position de référence. Malgré l'existence de diverses fluctuations élevees
rapportées dans d'autres travaux (244), le RMSF des complexes est notamment similaire, avec
des valeurs moyennes inférieures a 2.0 A, ce qui suggére que les ligands ne subissent pas de

changements majeurs de conformation le long de la simulation.

0.8 — per
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Figure 134 : Les Fluctuations quadratiques moyennes des ligands.

Interprétation de la flexibilité locale :

e Le RMSF montre la fluctuation locale de chaque résidu au cours du temps. Les
valeurs plus élevées du RMSF indiquent des régions plus mobiles de la molécule.

e Résidus entre 100 et 200 : Pour tous les analogues, les résidus dans cette région
présentent des fluctuations relativement élevées, atteignant jusqu'a 0,6 nm. Cela
pourrait correspondre a une région flexible ou a une boucle dans la structure, ce qui est

un comportement typique des régions non structurées.
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Résidus entre 300 et 500 : Cette zone montre également des pics de fluctuation, bien
que moins prononcés. Les fluctuations ici sont plus modérées et se situent entre 0,2 et
0,4 nm pour la plupart des analogues.

Pipérine (""per™) : La pipérine montre un profil de fluctuation trés similaire a celui
des analogues 08, 09 et 10 et 13 avec des fluctuations maximales autour de 0,4 nm
dans les régions critiques, suggérant que ces analogues conservent des propriétés
flexibles similaires.

Analogue 15 : Cet analogue montre également des fluctuations plus élevées dans
certaines régions, ce qui peut expliquer son RMSD plus élevé et sa plus grande
flexibilité globale.

Analogue 17 : Montre des fluctuations relativement faibles dans 1I’ensemble.

Cependant, pour s'adapter aux ligands et maintenir I'équilibre, les résidus flexibles dans les

régions de liaison au ligand subissent une Iégére altération lors de la reconnaissance. Pour

tous les complexes, les valeurs RMSF moyennes prévues, allant de 0,10 a 0,30 nm, montrent

que les résidus du site actif ne sont pas affectés de maniere significative par la liaison des

ligands, avec une fluctuation Iégérement plus élevée de la protéine native.

111.6.4.3. Analyse détaillée du rayon de giration (Rg) :

Rg (nm)

264 —— per
2.62
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258 |
256 |
254 |
252 |
250 |
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. . : . : . :
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Figure 135 : Rayon de giration de la protéine COX — ligands.
203 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

Interprétation de la compacité moléculaire :

Le rayon de giration (Rg) mesure la compacité de la molécule tout au long de la simulation.

Une augmentation du Rg peut indiquer un dépliement ou une expansion de la molécule, tandis

qu'une diminution du Rg indique un compactage.

e Pipérine ("per'™) et analogues 09, 10, 13 : Ces composés montrent une Rg assez
constante, autour de 2,44-2,50 nm. Cela signifie qu'ils maintiennent une compacité
similaire pendant la simulation, ce qui suggére qu’ils ne subissent pas de changements
conformationnels majeurs.

e Analogue 08 : Montre une légére compaction au début de la simulation avec une Rg
inférieure a celle des autres analogues, mais elle revient a des valeurs similaires apres 50
ns.

e Analogue 15 : Cet analogue montre une grande fluctuation dans son Rg, atteignant
jusgu'a 2,56 nm. Cela est cohérent avec son RMSD plus élevé, indiquant une expansion
ou un réarrangement structurel.

e Analogue 17 : A un Rg légerement inférieur a celui des autres, mais avec moins de

fluctuations, ce qui pourrait indiquer une structure plus compacte et rigide.

Les valeurs Rg demeurent cohérentes, avec une valeur moyenne de 2.45 nm pour tous les
systemes. Le léger décalage de la valeur Rg entre 2.44 et 2.54 nm, comme le montre la
figure 135, indique que la compacité du complexe ligand-récepteur est largement cohérente.
(244) De plus, ces resultats de valeur Rg montrent que les ligands a score elevé et leur dérivé
de référence pipérine (per) assurent une liaison stable a la protéine COX2 sans provoquer de

changements structurels significatifs.

En conclusion, la détermination des parametres dynamiques tels que RMSD, RMSF et Rg au
cours de la simulation constitue une étape critique dans notre analyse de la stabilité des
complexes, fournissant des informations précieuses sur le comportement physiologique du
systeme. Les résultats des simulations révelent que les analogues 08, 09, 10, 13 et la pipérine
sont les plus stables, présentant des fluctuations faibles et des conformations relativement
compactes tout au long de la simulation. Ces ligands se présentent donc comme des candidats
potentiels pour des études supplémentaires. En revanche, I’analogue 15 montre des signes
d'instabilité significative, avec un RMSD élevé, un Rg fluctuant et des zones de flexibilité
excessive, ce qui suggere qu'il pourrait ne pas étre idéal pour une stabilité structurelle a long
terme. L’analogue 17, quant a lui, présente des fluctuations modérées et une compacité

accrue.

204 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION

111.6.5. Etude de la toxicité des meilleurs analogues :

Dans le but de Vérifier la toxicité des composés proposés, plusieurs parameétres ont été

déterminés in silico.

Tableau 36 : Etude de la toxicité des meilleurs analogues.

Toxicité
__________________ Mutagénicité 2l i C&rglljrgg_ Cardiotoxicité
. mes_test arcino_Rat _inhibition
Compoasé (A ) Carcino_R (hERG _inhibition)
Diclofénac Mutagene 0,021 ) - Risque moyen
Clpr;):éoxac Mutagéne 0.075 ) - Risque faible
Pipérine Mutagéne 0,045 + - Risque moyen
Analogue 8 Mutagene 0,038 + - Risque moyen
Analogue 9 Mutagene 0.030 + - Risque moyen
Anallggue Mutagene L * - Risque moyen
Anallggue Mutagéne Ol . + Risque moyen
Anallggue Mutagene 0.042 * + Risque moyen
Anallggue Mutagene U * i Risque moyen

D'apres le tableau ci-dessus, les meilleurs analogues semblent étre les suivants : 8, 09,10.

En raisons :

1. Absence de pouvoir cancérigéne : Ces composés ont montré un résultat négatif total

concernant le test sur les rongeurs.

2. Risque moyen vis-a-vis de I’arythmie cardiaque :

Comme pour la totalité des

composés, ces trois présentent un risque moyen vis-a-vis de 1’arythmie cardiaque,

similaire aux autres composés.

3. Impact environnemental moindre : Ces composés ont montré un taux inférieur dans les

tests utilisant les espéces aquatiques comparé a la pipérine et aux deux médicaments de

référence.
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I11.7. Hémisynthese des meilleurs analogues amides de I'acide pipérique (Analogues
08,09) :

111.7.1. Obtention de I'acide pipérique :

CALCUL DU RENDEMENT DE SYNTHESE

Notre synthése qui a été réalisée au sein du laboratoire de chimie thérapeutique de la faculté
de médecine de Constantine, a donné les résultats suivants :

En faisant réagir 7 g de pipérine avec 40 ml d’hydroxyde de sodium, nous avons obtenu 4,66
g d acide pipérique.

Selon la formule pour le calcul du rendement (Mp/M7x100) le rendement de synthese est de
87,10%.

111.7.2. Obtention des amides de I'acide pipérique (Analogues 08,09) :

CALCUL DU RENDEMENT DE SYNTHESE

Notre synthése qui a été réalisée au sein du laboratoire de chimie thérapeutique de la faculté
de médecine de Constantine et le CRSP, a donné les résultats suivants :

En faisant réagir 2,80 g dacide pipérique avec 2,5 g d’amine voulue, nous avons obtenu les
résultats présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 37 : rendement obtenu des 02 analogues synthétisé.

Produits Masse obtenu Masse Rendement (%)
(9) théorique
9
Analogue 08 1.98 3.06 64.70
Analogue 09 2.77 3.95 70.12

111.8. Identification de ’acide pipérique et de ses analogues amides hémisynthétiques :
111.8.1. Identification de I’acide pipérique hémisynthétique :
111.8.1.1. Propriétés organoleptiques :

Solide jaune inodore, avec la présence ou I’absence de la forme cristalline. (Figure 136)
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Figure 136 : L aspect de I'acide pipérique hémisynthétique.
111.8.1.2. Point de fusion :

Son point de fusion est de 217 °C. 1l est conforme aux normes décrites dans les références
FDS de Sigma-Aldrich (217-218°C °C.) (245) (Figure 137)

Figure 137 : Point de fusion de I'acide pipérique hémisynthétique.

111.8.1.3. Analyse spectrale :

< Analyse spectrophotométrie UV :

Pour I’acide pipérique, les pics d'absorption sont observés a 345, 309 et 204 nm, et ces pics
sont dus aux transitions électroniques -t*. (Figure 138)

NB : En plus des transitions n-n* dues a la conjugaison dans la molécule, une transition n-*
(bande R), attribuable a la présence de la fonction carbonyle, est également observée.
Cependant, cette derniére est masquée par la transition n-n* (bande K), qui est plus intense.
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Figure 138 : le spectre UV de ’acide pipérique

Le spectre ultraviolet de 1’acide pipérique montrent des bandes d’absorption a des longueurs

d’onde maximales de 345 nm, 309 nm et 204 nm. Ce spectre n’est pas trés différent de ce qui

a été rapporté par les différents chercheurs.(246)

< Analyse spectrophotométrie IR :

Le spectre obtenu est comparable a celui de la référence : (Figure 139 et 140)
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Figure 139 :

Spectre IR théorique de 1’acide pipérique prédit par le serveur cheminfo.(247)
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Figure 140 : Spectre IR de I"acide pipérique hémisynthétique.

Tableau 38 : Comparaison entre les pics du spectre IR expérimental et théorique pour I'acide

pipérique.

Région (cm™)

Spectre théorique(247)

Spectre expérimental

Attribution possible

3000-2900

Bande faible

2929-2914

Etirement C-H des
groupes CH2 et CH3
aliphatiques

1700-1650

Bande intense (~1700)

1633-1622

Etirement C=0 du
groupe carboxylique

1600-1500

Bande multiple

1464-1432

Vibration C=C du cycle
aromatique et
déformation C-H

1400-1300

Bande moyenne

1422-1370

Déformation C-H et
vibrations du cycle
benzodioxole

1300-1200

Bande multiple

1276-1200

Vibration C-O et
déformation C-H (cycle
aromatique)

1100-1000

Bande moyenne
(~1050-1000)

1036-993

Etirement C-O
(groupement

pipéronyle)

1000-900

Bande faible (~950)

993-950

Déformation hors du
plan du cycle
aromatique
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++ Discussion :

Comme le montre le tableau ci-dessus, les pics de toutes les liaisons étaient présents dans les
cristaux de I'acide pipérique synthétisé situes a proximité des valeurs IR standard de chaque
groupe fonctionnel.

Le spectre expérimental semble bien correspondre a celui attendu pour I'acide pipérique, avec
des bandes d'absorption caractéristiques qui corroborent la présence des groupes fonctionnels
principaux de cette molécule (acide carboxylique, cycle aromatique pipéronyle).

s Analyse spectre RMN : Acide (2E,4E)-5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-yl) penta-2,4-
dienoique

RMN H!: Selon la structure de I’acide pipérique, voici les types de protons que nous

attendons de trouver dans ce composé :

3 4 5 o
H H H H
12 O \X N Obyo
O Hy 8 9
H
6

= Aromatique : Le noyau benzo[d][1,3]dioxole contient un cycle benzénique substitué par
deux groupes méthylene dioxole. Les protons aromatiques devraient apparaitre entre 6,5 et
8,5 ppm.

* Protons vinyliques : Les protons des doubles liaisons conjuguées dans le systeme
(2E,4E) apparaitront typiquement entre 5,5 et 7,5 ppm.

»= Protons acide carboxylique : Le proton de l'acide carboxylique (-COOH) apparaitra
généralement entre 10 et 12 ppm, souvent sous forme d'un large singulet en raison de
I'échange rapide avec le solvant. (202,231,232) (Figure 141)
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Figure 141 : Spectre RMN H! théorique de I’acide pipérique prédit par le serveur
nmrdb.(232)
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Figure 142 : Spectre RMN H! de I’acide pipérique hémisynthétique.
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Interprétation :

Les pics dans la région 7.0 et 7.3 ppm correspondent aux protons aromatiques du cycle
benzodioxole, comme attendu dans la région aromatique typique (6.5-8 ppm).

Les pics entre 6.0 et 6.5 ppm sont en accord avec les protons vinyliques des doubles liaisons
(penta-2,4-diéne), qui apparaissent dans cette région en raison de leur environnement
conjugué.

En comparant avec le spectre de la pipérine, on constate que les signaux correspondant aux
protons aromatiques et vinyliques sont toujours présents, tandis que les pics associés aux

protons aliphatiques du cycle pipéridine ont disparu. (Figure 142)

Tableau 39 : Résumé de déplacement chimique obtenu par RMN H! pour I’acide pipérique.

Région (ppm) Attribution possible Observations
71-7.3 Protons aromatiques  La région entre 7.0 et
sur le cycle 7.3 ppm montre des
benzodioxole signaux correspondant

aux protons du noyau
aromatique. Typique
pour les cycles
benzéniques.

6.0-6.5 Protons vinyliques Les protons vinyliques
(CH=CH) des doubles liaisons
conjuguées
apparaissent dans cette
région.
Autourdela?2 Impuretés ou Ces signaux faibles
ppm solvants résiduels autour de 2 ppm sont

probablement associés

a des traces de

solvants ou a des

impuretés.
Selon le tableau ci-dessus le spectre expérimental montre une bonne correspondance avec le
spectre theorique, en particulier dans les régions des protons aromatiques et vinyliques. Le
tableau ci-dessus met en évidence que chaque région du spectre correspond a des signaux

attendus pour la molécule.
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RMN C13 : Concernant le spectre RMN C3 voici les types de carbones que nous attendons de

trouver dans ce composeé :

0
4. 8\ 10 |
02 X112 0H
1< 9 11
03 7
5

= Carbones aromatiques (120-160 ppm) :

C1 et C2 (environ 120-140 ppm)

C3, C4, C5 (environ 120-140 ppm)

= Carbones méthyléne dioxole (100-110 ppm) :

C6 et C7 (environ 100-110 ppm)

= Carbones vinyliques (110-150 ppm) :

C8 et C9 (environ 120-150 ppm)

= Carbone carboxylique (160-180 ppm) :

C10 (environ 160-180 ppm)(202,231,232) (Figure 143)

200 150 100 50 0
& (ppm)
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Figure 143 : Spectre RMN C13 théorique de I’acide pipérique prédit par le serveur
nmrdb.(232)
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Figure 144 : Spectre RMN C® de I’acide pipérique hémisynthétique.

Interprétation :

Le spectre expérimental montre des pics similaires a celle du théorique :

Entre 10 et 100 ppm : Absence des pics correspondant aux carbones sp?, avec un signal fort
autour de 4 ppm qui correspond au DMSOds.

Entre 100 et 150 ppm : De nombreux pics correspondant aux carbones sp?, du systeme
conjugué et du cycle aromatique, tout comme dans le spectre théorique.

Vers 165 ppm : Ce signal correspond bien au carbone carbonylé, en accord avec le spectre
théorique.

Vers 100 ppm : Ce signal correspond bien au carbone du méthylene du groupe O-CH2-0.
Vers 150 ppm : Ce signal correspond bien aux deux carbone (2,3) du cycle benzodioxole.

En conclusion, tout comme dans le spectre de la pipérine, des signaux spécifiques aux
carbones 1, 2, 3 et 12 sont toujours visibles, tandis que les pics associés aux carbones sp® du

cycle pipéridine ont disparu. (Figure 144)
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Tableau 40 : Résumé de déplacement chimique obtenu par RMN C*2 pour I’acide pipérique.

Déplacement chimique (ppm) Type de carbone Attribution probable
(Structure chimique)
165 C sp? (C=0) de la fonction

carboxylique

Carbone du noyau
aromatique (systéeme
benzoique)
Régions 150-110 C sp? (aromatique)
g
C sp* conjugue Carbone de la chaine penta-
diénoique (C=C)

101.56 C sp? Carbone du groupe O-CH,-
O
40 C sp® DMSOds

Selon le tableau ci-dessus les deux spectres montrent une excellente correspondance, non
seulement qualitativement (position des pics) mais aussi quantitativement (déplacements
chimiques précis). La molécule (2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)penta-2,4-diénoique est
bien représentée dans les deux cas, avec des signaux caractéristiques des cycles aromatiques
et des doubles liaisons conjuguées. Le spectre RMN C2 expérimental correspond donc bien

au spectre théorique attendu pour cette molécule.
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Les Correélations proton H et carbone C :

<1» | .\/‘ AH-{. .“ H ,L
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Figure 145 : HSCQ de I’acide pipérique hémisynthétique.

Région Aromatique (6-8 ppm pour H*, 110-140 ppm pour C%) : Le spectre HSQC de l'acide
pipérique présente des corrélations similaires a celle de la pipérine dans cette région,
confirmant que le noyau aromatique est conservée aprés la transformation de la pipérine en
acide pipérique. Les corrélations entre les hydrogenes et les carbones aromatiques restent dans
les mémes plages de décalage chimique.

Région Vinylique (4-6 ppm pour 'H, 100-130 ppm pour 13C) : Dans le spectre de I’acide
pipérique, des corrélations similaires a celle de la pipérine sont observées dans la région des
doubles liaisons, bien que certaines modifications subtiles puissent étre présentes.

Groupes Méthyléne : Les signaux liés aux groupes méthyléne restent constants entre les deux
spectres (pipérine et aicde pipérique), reflétant la stabilité de la partie benzodioxole dans les
deux composeés.

Noyau Pipéridine (1-4 ppm pour H!, 10-40 ppm pour C'®): Dans le spectre de l'acide
pipérique, ces corrélations sont absentes, indiquant que le cycle pipéridine a été rompu. Cette

disparition est un indicateur clair de la transformation chimique. (Figure 145)
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111.8.2. Identification des dérivés N-arylamides de I’acide pipérique hémisynthétiques :

111.8.2.1. Identification de I’analogue 08 :
111.8.2.1.1. Aspect : Solide jaune. (Figure 146)

58 Lt B0 i e

Figure 146 : Aspect de I’analogue 08.

111.8.2.1.2. Détermination du point de fusion de I’analogue 08 :

Son point de fusion est de 219 °C. (Figure 147)

Figure 147 : Détermination du point de fusion de I’analogue 08 sur Banc Kofler.
Ce composé est relativement stable en raison de la présence de cycle aromatique et d’une
chaine conjuguée ce qui peut renforcer les interactions intermoléculaires dans le cristal du
produit, en général, la formation d’une liaison amide n’entraine pas nécessairement une
grande variation du point de fusion par rapport a 1’acide de départ ce qui explique la

température proche a celle de I’acide pipérique.
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111.8.2.1.3. Analyse spectrale de I’analogue 08 : (2E,4E) -5-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl) -N-
phenylpenta-2,4-dienamide.

« Analyse spectre IR :
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Figure 148 :

Spectre théorique de I’analogue 08 prédit par le serveur cheminfo.(247)
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Figure 149 : Spectre expérimental de I’analogue 08 hémisynthétique.
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Tableau 41 : Comparaison entre les pics du spectre IR expérimental et théorique pour

I’analogue 08.

Région (cm™) Spectre Spectre Attribution possible
théorique(247) expérimental
3000-3500 Bande large (faible Bande large (faible | Vibrations C-H des
intensité) intensité) alcenes et
aromatiques
1650-1700 Bande intense (pic Bande intense vers | Vibration de valence
principal) 1671 C=0 (amide)
1500-1600 Bandes multiples Pics multiples vers Vibration C=C
(modérées) 1600, 1500 (noyau aromatique,
systeme diene)
1000-1300 Bandes multiples Bandes multiples Vibrations C-O-C
vers 1000-1250 (benzodioxol)
~850-900 Faible intensité Pics vers 853, 922 Déformations hors
du plan C-H
(aromatique)

+ Discussion :

Selon le tableau ci-dessus les deux spectre expérimental et théorique :

e Région 3000-3500 cm™ : Le spectre expérimental montre une faible intensité dans cette
région, ce qui peut étre attendu en fonction de la sensibilité de I'échantillon aux vibrations
C-H.

e Bande a 1600-1700 cm™ : Les deux spectres montrent une bande trés marquée dans cette

région, ce qui confirme la présence d'un groupe carbonyle (C=0) amide dans la molécule.

e Région 1000-1300 cm™ : Les deux spectres montrent également plusieurs bandes dans
cette région, ce qui peut correspondre aux vibrations du groupe benzodioxole, ce qui est

conforme avec la structure théorique.

Le spectre expérimental semble en assez bon accord avec le spectre théorique, en particulier
pour les pics principaux associés aux groupes fonctionnels clés (amide, aromatique,
benzodioxole). Cela suggere que le spectre expérimental correspond bien a la molécule
(2E,4E)-5-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-N-phénylpenta-2,4-dienamide. (Figure 148 et 149)
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s Analyse RMN de [I’analogue 08 : (2E,4E)-5-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-N-
phenylpenta-2,4-dienamide.

RMN H? : Selon la structure de ’analogue 08, voici les types de protons que nous attendons

de trouver dans ce composé :

11
H
10 12
3 4 5 o H H
H H H ||
12 ,° AN X\ /\NEE L3
: H H H
H7
H
6

e Protons aromatiques du benzodioxole :

Le cycle benzodioxole aura trois protons aromatiques (les positions 4, 6 et 7 de lI'anneau). Ils
résonneront typiquement entre 6.5 et 8 ppm.

e Protons de la chaine penta-2,4-diéne :

Protons des doubles liaisons (H23 et Hag) : Ces protons sont généralement désignés comme
protons vinyliques. Leurs déplacements chimigues seront entre 5.5 et 7.5 ppm.

e Protons aromatiques du groupe phényl :

Le groupe phényl lié a I'azote aura cing protons aromatiques résonnant typiquement entre 7 et
8 ppm. (202,231,232) (Figure 150)
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Figure 150 : Spectre RMN H? théorique de 1’analogue 08 prédit par le serveur nmrdb.(232)
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Figure 151 : Spectre RMN H* de I’analogue 08 hémisynthétique.
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Interprétation :

En plus des pics correspondant aux protons déja présents dans l'acide pipérique, tels que les
protons 1 et 2 du méthyléne du groupe O-CH2-0O, ainsi que les protons du cycle aromatique et
ceux conjugués aux doubles liaisons de la chaine penta-2,4-diénamide, on observe I'apparition
de nouveaux signaux dans la région 7-8 ppm, correspondant aux protons 10, 11, 12, 13 et 14

du cycle aromatique. (Figure 151)

Tableau 42 : Résumé de déplacement chimique obtenu par RMN H! pour I’analogue 08.

Région (ppm) Théorique Expérimental Attribution
probable
~7.2-7.6 Pic majeura Picmajeura7.2-  Protons
7.2-7.6 ppm 7.6 ppm aromatiques ( de

type phényl ou
benzodioxole)

~6.5-7.0 Pic majeur Pic majeur autour  Protons conjugués
autour de 6.6  de 6.6 ppm avec les doubles
ppm liaisons (chaine
penta-2,4-
dienamide)
~6.0 Petit pic isolé a Petit pic isolé a Proton conjugué
~6.0 ppm ~6.0 ppm avec la double
liaison (systeme
dienique)
~1.0-15 Pas de pic pic a ~1.0 ppm Possible impureté
théorique dans ou résidu de
cette zone solvant

Selon le tableau ci-dessus les pics principaux du spectre expérimental sont bien alignés avec
ceux prédits pour les protons aromatiques (~7.2-7.6 ppm) et les protons de la chaine
conjuguée (~6.0-6.6 ppm). Les deux pics autour de 7.2-7.6 ppm et 6.6 ppm dans le spectre
experimental correspondent clairement aux protons sur les cycles aromatiques et sur la chaine
conjuguée, respectivement.

RMN C23 : Concernant le spectre RMN C* voici les types de carbones que nous attendons de
trouver dans ce composeé :

14
o 13 15
4, 8\ 10 |
16
02 X"12 NH18
1< 9 11 17
03 7
5
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e Benzodioxole :
1,3-Benzodioxole aura des pics dans la région aromatique (100-160 ppm).

Des pics spécifiques pour les carbones du cycle (C-H dans la région de 110-130 ppm et C-O
dans la région de 150-160 ppm).

e Phényl :
Le cycle phényl génere des signaux dans la région aromatique également (110-160 ppm).

Typiquement, des pics apparaissent entre 125-135 ppm pour les carbones C-H et entre 135-
150 ppm pour les carbones sans hydrogéne (quarténaire).

e Penta-2,4-dienamide :

Les carbones des doubles liaisons (C=C) se trouvent dans la région de 100-150 ppm. (Figure
152)

Le carbone de la fonction amide (C=0) apparaitra plus bas, typiquement autour de 160-180
ppm. (202,231,232)
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Figure 152 : Spectre RMN C13 théorique de I’analogue 08 prédit par le serveur nmrdb.(232)
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Figure 153 : Spectre RMN C*3 de I’analogue 08 hémisynthétique.

Interprétation :

Région 100-160 ppm : Comme dans le spectre théorique, plusieurs pics apparaissent ici,
indigquant la présence de carbones sp2. On observe une bonne correspondance entre les
pics de cette région dans les deux spectres. Les signaux entre 110 et 140 ppm
correspondent aux mémes carbones aromatiques ainsi qu'aux doubles liaisons C=C de la
chaine conjuguée. (Figure 153)

Le pic a 168,25 ppm correspond au carbone numéro 12 du carbonyle, déja visible dans les
spectres de I'acide pipérique et de la pipérine.

Le pic a 148,51 ppm est toujours attribué aux carbones 2 et 3 du cycle benzénique,
également présents dans la structure de base de I'acide pipérique.

Aux environs de 144,65 ppm, un nouveau pic apparait, correspondant au carbone 18, lié a
I'azote de la liaison amide.

Le pic a 101,81 ppm correspond, comme attendu, au carbone du groupe O-CH2-0.

Région <100 ppm : Le spectre expérimental montre un pic tres intense autour de 40 ppm,

qui ne semble pas correspondre a un carbone de la molécule cible. Ce pic pourrait étre lié
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a un artefact expérimental, & un solvant résiduel ou & une impureté. En effet, aucun

carbone dans la structure prévue ne devrait apparaitre dans cette région.

Tableau 43 : Résumé de déplacement chimique obtenu par RMN C*2 pour I’analogue 08.

Région (ppm) Spectre théorique Spectre expérimental
(caractéristique) (caractéristique)
170-180 ppm Pic pour le carbone C=0  Pic observé prés de 168.25
de I'amide ppm
100-160 ppm Plusieurs pics pour les Plusieurs pics observés entre

carbones sp? des cycles 100 et 160 ppm
aromatiques et des
doubles liaisons

40 ppm Aucun pic Pic intense a environ 40 ppm
-10a 0 ppm Aucun pic Aucun pic

Selon le tableau ci-dessus les déplacements chimiques du spectre RMN C** confirment la
structure chimique proposée pour cette molécule. Tous les signaux correspondent bien aux
différentes portions de la structure moléculaire attendue.

Les Corrélations proton H et carbone C :

\
CH,
7k

Région aromatique

Figure 154 : HSQC de I’analogue 08.
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e Benzodioxole : Les protons de I'anneau benzodioxole montrent des corrélations typiques
dans la région de 7-8 ppm pour H* avec des carbones dans la région de 110-130 ppm. Cela
confirme la présence du noyau benzodioxole.

e Noyau phényl : Les protons du noyau phényl sont corrélés avec des carbones situés entre
120 et 140 ppm, ce qui est typique des noyaux aromatiques non substitués.

e Chaine conjuguée (penta-diéne) : Les protons des doubles liaisons montrent des
corrélations claires dans la région de 5-6 ppm avec des carbones situés entre 110 et 150

ppm, ce qui est caractéristique des systémes conjugués.

En conclusion, Le spectre HSQC du composé (2E,4E)-5-(2H-1,3-benzodioxol-5-yl)-N-
phénylpenta-2,4-dienamide montre une corrélation nette entre les protons et les carbones,
confirmant la structure générale avec des doubles liaisons conjuguées et des groupes
aromatiques. Il permet d’assigner les positions des protons sur les différents cycles
aromatiques (phényl et benzodioxole) ainsi que sur les doubles liaisons de la chaine

conjuguée. (Figure 154)
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111.8.2.2. ldentification de I’analogue 09 : (2E,4E) -5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-(4-
hydroxyphenyl)penta-2,4-dienamide.

111.8.2.2.1. Aspect : Solide jaune. (Figure 155)

Figure 155 : Aspect de I’analogue 09.
111.8.2.2.2. Détermination du point de fusion :

Son point de fusion est de 225 °C. (Figure 156)

Figure 156 : Détermination du point de fusion de 1’analogue 09.
Ce composé contient un groupe hydroxyphényle, qui permet la formation de liaisons
hydrogene intermoléculaires plus fortes. Cela augmentera la stabilité du réseau cristallin,
entrainant probablement un point de fusion plus élevé que celui de I’acide pipérique et de

I’analogue 08.
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111.8.2.2.3. Analyse spectrale de I’analogue 09 : (2E,4E) -5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-(4-
hydroxyphenyl)penta-2,4-dienamide.

% Analyse spectre IR :
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Figure 157 : Spectre théorique de 1’analogue 09 prédit par le serveur cheminfo.(247)
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Figure 158 : Spectre expérimental de 1’analogue 09.
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Tableau 44 : Comparaison entre les pics du spectre IR expérimental et théorique pour
I’analogue 09.

Région (cm™) Spectre Spectre Attribution possible
théorique(247) expérimental
2900-3000 Pics bien definis Pics larges mais Vibration
présents d'élongation C-H
(aliphatique)
1600-1700 Pic intense et étroit | Pic intense mais plus Vibration
large d'élongation C=0
(groupement
carbonyle)
1500-1600 Plusieurs pics étroits | Pics plus larges et Vibration
moins définis d’¢élongation C=C
(aromatique)
1200-1400 Pics nets et multiples | Pics présents mais Vibration C-N
élargis
1000-1200 Pics multiples, bien | Pics élargis et moins Vibration C-O
séparés résolus (groupements éther)
600-900 Pics multiples de Pics moins résolus et | Déformation hors
faible intensité moins intenses plan des liaisons C-H

(aromatique)

+ Discussion :

Selon le tableau ci-dessus plusieurs pics caractéristiques sont observés dans des régions clés,
ce qui confirme la nature des groupes fonctionnels présents dans la molécule étudiée. En
particulier, dans la région de 1600-1700 cm™, une forte bande est visible aussi bien dans le
spectre théorique que dans le spectre expérimental, ce qui suggere la présence d’une vibration
d’¢élongation C=0 (carbonyle). De méme, dans la région de 1000-1500 cm™, plusieurs pics
sont observés, correspondant aux vibrations caractéristiques des liaisons C=C et C-N,
présentes dans les cycles aromatiques ou les liaisons amides.
Cependant, certaines différences sont notées. Par exemple, dans le spectre expérimental, les
bandes observées autour de 1260 cm™, 1320 cm™, et 1490 cm™* apparaissent ¢élargies et moins
résolues, ce qui est un phénomene typique des spectres expérimentaux. Cet élargissement peut

étre di a des facteurs tels que ’interaction intermoléculaire. (Figure 157 et 158)
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En somme, la comparaison entre les spectres théorique et expérimental montre une bonne
concordance dans les positions des pics principaux, confirmant ainsi la validité des
prédictions théoriques pour les vibrations caractéristiques des groupes fonctionnels présents
dans la molécule. Toutefois, les différences d’intensité et de forme des pics sont prévisibles,

étant donné les simplifications des modéles théoriques et les conditions expérimentales.

« Analyse spectre RMN de I’analogue 09 :

RMN H? : Selon la structure de ’analogue 09, voici les types de protons que nous attendons

de trouver dans ce composé :

11
H
10 "
3 4 c . H OH
H H H ||
12 ° AN \/\NH 3
H-H-< f 15
H
o ., H8 9 14
7
H
6

e Chaine penta-2,4-diénamide (C5H4N) :
2 protons vinyliques sur le carbone 2 et le carbone 4 (protons des doubles liaisons
conjuguées). lls apparaitront dans la région des protons vinyliques en RMN HZ, soit vers 5,5-

7,5 ppm, avec des couplages (J) caractéristiques des protons vinyliques conjugués.(202,231)

= Groupe phényle (hydroxyphényle) :

4 protons sur lI'anneau phényle substitué en para (positions 2, 3, 5, 6) qui apparaitront sous la
forme de deux doublets en RMN H?, autour de 6,5-8 ppm, avec des couplages ortho.

Un proton hydroxyle (-OH) lié a I'anneau aromatique en position 4. Ce proton peut apparaitre

sous forme d'un signal large vers 4-7 ppm, selon les conditions d'acquisition.(231)

» Noyau 1,3-benzodioxole :

Les protons aromatiques du noyau benzodioxole apparaitront entre 6,5 et 7,5 ppm en RMN
H!, souvent comme un multiplet en raison de la conjugaison avec les autres atomes de
I'anneau.(202)

= Amide (-CONH-) : Le proton amide (—-NH) apparait souvent comme un signal large,
parfois échangeable avec le D20, vers 7-9 ppm en RMN H*.(231) (Figure 159)
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Figure 159 : Spectre RMN H? théorique de 1’analogue 09 prédit par le serveur nmrdb.(232)
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Figure 160 : Spectre RMN H! de I’analogue 09 hémisynthétique.
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Interprétation :

Protons vinyliques (7 & 8 ppm) : On observe dans le spectre expérimental plusieurs
multiplets autour de 6.9 a 7.5 ppm, qui correspondre aux protons des doubles liaisons
conjuguées (comme H-2, H-3 et H-5).

Protons aromatiques (6 a 7 ppm) : Dans le spectre théorique, il y a des signaux prédits
dans cette méme région, ce qui est en bon accord avec les protons du cycle phényle et du
benzodioxole. Le spectre expérimental montre plusieurs signaux dans cette région,
correspondant aux deux cycles aromatiques.

Dans le spectre expérimental, il y a un pic visible vers 12.1 ppm. Cela correspondre au
proton du groupe hydroxyle (OH) attaché au cycle phényle.

1 a4 ppm : Le spectre expérimental montre quelques signaux dans cette région, mais ils
sont probablement dus a des impuretés ou a des solvants résiduels.(Tableau 45)

En conclusion, en plus des pics caractéristiques des protons (1, 2 et 9) et des protons

aromatiques (3, 4, 5, 6, 7, 8) déja observés dans le spectre de l'acide pipérique, on note

I'apparition de nouveaux pics dans la région 7-8 ppm, correspondant aux protons (10, 11, 13,

14) du cycle aromatique, ainsi qu'un pic autour de 12,10 ppm, attribué au proton du groupe

phénolique. (Figure 160)

Tableau 45 : Résumé de déplacement chimique obtenu par RMN H1 pour I’analogue 09.

Région Protons Spectre Spectre théorique
Chimique concernés experimental
7 a8 ppm Protons Pics observés Correspondance avec les protons

vinyliques sur les | entre 6.9 et 7.5 | vinyliques prédite
doubles liaisons | ppm

conjuguées
6a7ppm Protons Plusieurs Correspondance avec les protons
aromatiques signaux aromatiques prédite

(cycles phényle | observés dans
et benzodioxole) | cette région,
correspondant
aux deux cycles
aromatiques

12.1 ppm Proton du groupe | Un pic visible & | Correspondance avec la prédiction
hydroxyle (OH) | 12.1 ppm pour le proton OH
attaché au cycle
phényle
Régions Impuretés ou Quelques Non discutés
supplémentaires | solvants signaux
résiduels supplémentaires
observés dans
le spectre
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RMN C13 : Concernant le spectre RMN C3 voici les types de carbones que nous attendons de
trouver dans ce composé :

14
13 OH
O 15
4 6 8\ 10 ||
0-2 X"12 > NH18 16
1< 9 11 17
0O—3 7
5

» Chaine penta-2,4-diénamide (C5H4N) :
C=C conjuguées (C2 et C4) : ces carbones apparaissent en RMN C® dans la région des
carbones vinyliques (vers 120-150 ppm).

Carbone carbonyl (C5) : un signal intense dans la région des carbonyles (vers 160-180 ppm).

= Groupe phényle (hydroxyphényle) :
Carbones aromatiques : Les carbones dans I'anneau phényle apparaitront dans la région des

carbones aromatiques, autour de 115-150 ppm.

* Noyau 1,3-benzodioxole :

Carbones de I'anneau benzodioxole : Ces carbones sont typiques des systémes aromatiques, et
apparaitront en RMN C*® vers 105-130 ppm.(202,231)

Carbones de la dioxole (-O—-CH2-0O) : Les carbones du methylene (CH2) dans la partie
dioxole du noyau apparaitront en RMN C*2 dans la région des carbones saturés (vers 100-80
ppm). (Figure 161)

=  Amide (-CONH-) :

Le carbone de I'amide lié a l'oxygene (C=0) se trouve vers 160-180 ppm en RMN
C®.(202,231)
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Figure 161 : Spectre RMN C? théorique de I’analogue 09 prédit par le serveur nmrdb.(232)
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Figure 162 : Spectre RMN C™ de 1’analogue 09 hémisynthétique.
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Interprétation : Selon le tableau ci-dessous montre une bonne correspondance entre le pic

théorique et expérimentale.

= Pic a 168.09 ppm (expérimental) : Il correspond tres bien au pic a environ 170 ppm

observé dans le spectre théorique, et peut étre attribué au carbone carbonyle (C=0) de la

fonction amide.

= Pics entre 140 et 160 ppm (experimental) : Plusieurs pics distincts sont observés dans

cette région dans les deux spectres. Ceux-ci sont associés aux carbones aromatiques

substitués du noyau benzodioxole et du phénol. Ces pics sont bien corrélés entre les deux

spectres.

= Aux environs de 145,08 ppm, un nouveau pic apparait, correspondant au carbone 18, lié a

I'azote de la liaison amide.

= Le pic a 158,99 ppm est caractéristique du carbone 15, lié au groupe hydroxyle sur le

cycle aromatique. (Figure 162)

Tableau 46 : Résumé de déplacement chimique obtenu par RMN C*2 pour I’analogue 09.

Carbone Déplacement

chimique théorique

(ppm)
C=0 (Amide) ~170
C- liée a I’hydroxyle ~150
Aromatique C-
Phénol (substitué)
Aromatique C- 105-150
Benzodioxole
(substitué)
O-CH2 (du ~100

méthylénedioxy)

Déplacement
chimique
expérimental

(ppm)
168.09

158.99

106.17-148.57

101.83

Attribution

Carbone carbonyle

(fonction amide)

Le carbone aromatique lié

a la fonction phénol.

Carbone du cycle phénol
(C-H ou substitué OH)

Carbone du cycle
benzodioxole (C-H ou O-
CH2)

Carbone lié a I'oxygene

dans le benzodioxole
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Les deux spectres, théorique et expérimental, montrent une bonne correspondance, en
particulier dans les zones critiques pour les carbones carbonyles, aromatiques, et conjugues.
Les pics sont bien alignés en termes de position chimique, ce qui suggere que le spectre

expérimental est bien en accord avec la structure proposée pour la molécule.

Les Correélations proton H et carbone C :
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Figure 163 : HSQC de I’analogue 09.

Le spectre HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) que nous avons analysé révéle
des informations précises sur les couplages entre les protons (HY) et les carbones (C*%) du
composé (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-(4-hydroxyphenyl)penta-2,4-dienamide. Ce
spectre permet de confirmer la structure de la molécule en identifiant les interactions directes
entre les noyaux hydrogénes et leurs carbones adjacents.

e ldentification des systémes aromatiques :

Dans le spectre HSQC, les corrélations entre les protons et les carbones dans les régions

suivantes :
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-Protons aromatiques dans la région 6.5-8 ppm : Ces signaux sont corrélés avec des carbones
aromatiques situés entre 110 et 130 ppm, ce qui correspond a des carbones sp2 du systéme
benzodioxole et du cycle phénolique.
-Le cycle benzodioxole, avec ses deux atomes d'oxygeéne, est susceptible de montrer des
décalages chimiques Iégerement plus bas pour ses carbones aromatiques (environ 100-110
ppm), ce qui est en accord avec les corrélations observées.
e Systeme conjugué des doubles liaisons :
Les protons vinyliques situés autour de 6.5-7.5 ppm sont couplés a des carbones sp2
apparaissant dans la région 120-135 ppm. Ces corrélations suggerent la présence des doubles
liaisons conjuguées dans la structure du penta-2,4-dienamide, confirmant la configuration
E,E des liaisons.
e Proton hydroxyle (-OH) du groupe phénolique :
Le signal du proton hydroxyle apparait dans la région 12-13 ppm, ce qui est typique des
groupes hydroxyles associés a des cycles aromatiques (phénols). Ce proton n’apparait pas
directement dans le spectre HSQC, car il n’est pas 1i¢ & un carbone. De plus, les protons
hydroxyles peuvent souvent étre échangés, rendant leur signal plus diffus ou absents dans les
techniques de corrélation comme HSQC.
L’analyse du spectre HSQC permet de confirmer la structure du (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-
5-yl)-N-(4-hydroxyphenyl)penta-2,4-dienamide. Les corrélations entre les protons et les
carbones dans les régions aromatiques et vinyliques sont cohérentes avec la structure
attendue. La présence du proton hydroxyle est également bien observée. L'ensemble des
résultats valide la structure proposée. (Figure 163)
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111.9. Evaluation in vivo de I'activité anti-inflammatoire et analgésique des analogues
08,09 et de I'acide pipérique hémisynthétiques :

111.9.1. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire par induction de I’cedéme de la patte

chez la souris :

L’cedéme a été déterminé par une augmentation progressive du volume de la patte (Tableau
47) et caractérisé par un pourcentage d’augmentation qui est plus important chez le lot de
contrble negatif et I’acide pipérique, et significativement diminué en présence des analogues
08,09 et d’aspirine (Figure 164 et 165).

L’activité anti-inflammatoire des solutions testées a été évaluée par la détermination du

pourcentage d’inhibition de 1’cedéme caractéristique de chaque substance testée.

Tableau 47 : Volume moyen de la patte postérieure gauche avant et a différents temps apres
I’injection de carragenine dans les cing lots.
Volume moyen de la patte postérieur gauche en ml
Lot Avant Apres I’injection des solutions
injection _ : _ :
30 min 60 min 120 min 180 min

Témoin
) 0,168 0,253+0.00287 0,258+0.01472 0,268+0.02317 0,261+0.02229

Aspirine 0,145 0,19+0.03033* 0,175+0.02811*  0,163+0.01862* 0,148+0.02639*

Acide
pipérique 0,15 0,242+0.0321 0,252+0.0121 0,258+0.0024 0,257+0.0054

Analogue
8 0,14 0,205+0.00837*  0,171+0.01329*  0,163+0.01633* 0,16+0.02098*

Analogue
9 0,165 0,226+0.02944*  0,2+0.01095* 0,188+0.00753* 0,171+0.01472*

Les résultats sont exprimés en Moyenne + écart type, n=6 dans chaque lot.

* Représente des différences significatives par rapport au témoin (p< 0,05)
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Pourcentages d'augmentation de I'oedéme pour chaque lot
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Figure 164 : Pourcentages d’augmentation de 1’cedéme induit par la carragénine en fonction
du temps dans les cing lots.
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Figure 165 : Pourcentages d’inhibition de 1’cedéme par ’aspirine, 1’acide pipérique,
I’analogue 8 et I’analogue 9.
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% Analyse des résultats

L'acide pipérique présente une faible inhibition de I'eedéme tout au long de 1'expérience, avec
des valeurs quasi constantes et inférieures a 10%. Cela suggére qu'il a un effet anti-
inflammatoire trés faible, voire négligeable, par rapport aux autres composes testés.

L'aspirine montre une inhibition rapide de 1'cedéme, atteignant environ 40% au bout de 30
minutes et continuant & augmenter de maniére significative. A la fin de l'expérience, elle
atteint presque 90%, indiquant une forte efficacité anti-inflammatoire. Ces résultats
confirment son efficacité comme anti-inflammatoire bien connu.

L'analogue 08 montre une inhibition modérée par rapport a l'aspirine et I'analogue 9. Il
présente une augmentation rapide au début, atteignant 40% au bout d'une heure, puis une
stabilisation autour de 60% pour les deux dernieres heures. Cet analogue montre un certain
potentiel anti-inflammatoire, mais il semble moins efficace que I'aspirine et I'analogue 9.
L'analogue 09 présente un profil d'inhibition similaire a celui de I'aspirine, bien qu'un peu
moins rapide initialement. Au bout de trois heures, son pourcentage d'inhibition est proche de
celui de I'aspirine (environ 90%).

+ Discussion :

Comparaison des composés : Les analogues 8 et 9 montrent des effets anti-inflammatoires
supérieurs a ceux de l'acide pipérique. L'analogue 9 est particulierement remarquable car il
atteint des niveaux d'inhibition similaires a ceux de l'aspirine, ce qui en fait un candidat
potentiel pour des tests plus approfondis.

Cinétique d'inhibition : L'aspirine et l'analogue 9 ont une cinétique d'inhibition rapide,
atteignant des niveaux élevés des la premiere heure. L'analogue 8 semble moins efficace et
pourrait nécessiter une concentration ou une formulation différente pour améliorer son
activité.

Comparaison des analogues avec la pipérine : La comparaison entre la pipérine et les
Analogues 8,9 et I’acide pipérique révele des différences importantes en termes d’efficacité et
de durabilité de I’effet anti-inflammatoire.

Pour 1'Analogue 8, on observe une montée rapide de I’inhibition de 1I’cedéme, qui se stabilise
entre 0,5 et 1 heure pour se maintenir jusqu’a 3 heures. La pipérine, quant a lui, affiche une
efficacité initiale plus élevée (73,98 % a 60 minutes) mais décline progressivement pour
atteindre 24,38 % aprés 3 heures. Ainsi, bien que la pipérine offre une puissance initiale

supérieure, 1’ Analogue 8 propose un effet plus stable sur le moyen terme.
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En ce qui concerne I'Analogue 9, il montre une efficacité progressive atteignant 85 %
d’inhibition a 3 heures, surpassant ainsi la pipérine qui debute a 73,98 % avant de chuter a
24,38 % au bout de 3 heures. Cette tendance suggere que 1’Analogue 9 serait mieux adapté
pour un effet anti-inflammatoire prolonge, alors que la pipérine convient davantage pour une
action rapide mais ephémere.

Comparativement a I’ Acide pipérique, qui présente une inhibition anti-inflammatoire faible et
inférieure @ 10 % pendant 3 heures, la pipérine démontre une bien meilleure efficacité,
atteignant 73,98 % dés 60 minutes.

En somme, la pipérine montre une efficacité initiale supérieure mais décroit avec le temps,
tandis que les Analogues 8 et 9 apportent des effets plus stables ou prolongés, avec I'Analogue
9 se démarquant pour une action durable.

111.9.2. Evaluation de activité analgésique par le test de la pression de la queue :

Le tableau 48 représente les effets des différentes molécules testées sur la valeur du seuil de
nociception.

Il a été révélé que les effets analgésiques des analogues 8 et 9 ainsi que ceux du tramadol
étaient significatifs a 30 min, 60 min et 120 min par rapport au témoin négatif.

Par contre 1’acide pipérique n’a montré aucune différence significative dans la valeur du seuil
de nociception par rapport au témoin négatif, et ce aux différents temps d’étude.

Tableau 48 : Seuils de nociception des souris des différents lots par la méthode de la pression
de la queue.

La moyenne de la valeur du seuil de nociception

Traitement 30min 60min 120min

Témoin négatif ~ 451,6667+48,6894 451,6667+32,2407  458,8333+26,1412
Tramadol

(30mg/kg) 940,1667+35,2840* 924,8333+35,8073*  918,5+65,7075*
Analogue 8

(150mg/kg) 721,6667+28,6542* 761,8333+41,9066*  777,8333+21,7202*
Analogue 9

(150mg/kg) 764,3333+35,1036* 769,3333+31,9228*  764,6667+35,2003*
Acide pipérique

(150mg/kg) 446,6667+35,5902 447 ,6667+34,3025 453,3333+33,0736
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¢ Analyse des résultats :

Comparaison du seuil de nociception des différents traitements au fil du temps
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Figure 166 : Evolution du seuil de nociception en fonction du temps pour les cing lots.

L'Analogue 8 présente des valeurs de seuil significativement plus élevées que le témoin, avec
des valeurs de 721,67 + 28,65 (30 min), 761,83 + 41,91 (60 min) et 777,83 = 21,72 (120 min).
L’effet analgésique de I’ Analogue 8 augmente avec le temps, atteignant un pic a 120 minutes.
Les valeurs obtenues pour I'Analogue 9 montrent un effet analgésique significatif avec des
valeurs de 764,33 £ 35,10 (30 min), 769,33 + 31,92 (60 min) et 764,67 + 35,20 (120 min).
Contrairement & I'Analogue 8, I'effet de I'Analogue 9 semble stable sur toute la durée, sans
augmentation marquée ou déclin notable, suggérant une efficacité constante sur 120 minutes.
L'acide pipérique ne montre pas de différences significatives par rapport au témoin, avec des
valeurs de 446,67 + 35,59 (30 min), 447,67 £ 34,30 (60 min) et 453,33 £+ 33,07 (120 min).
Ces résultats suggerent que 1’acide pipérique n’a pas d’effet analgésique notable dans ce

modele a la dose administree. (Figure 166)

% Discussion :

Les Analogues 8 et 9, présentent un effet analgésique significatif et notable par rapport au
témoin. L’ Analogue 8 se distingue par une augmentation progressive de son effet analgésique,
atteignant son maximum & 120 minutes. A I’inverse, I’Analogue 9 montre une stabilité de
I’effet analgésique sur toute la durée de I’étude, ce qui pourrait indiquer un mécanisme

d’action rapide et soutenu. Contrairement aux analogues, I’acide pipérique ne montre pas de
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différence significative par rapport au témoin négatif, suggérant une absence d’activité
analgésique notable a la dose testée.

Comparaison des analogues avec la pipérine : Les reésultats montrent des différences
significatives entre les effets analgésiques de la pipérine et ceux des Analogues 08 et 09,
obtenus par hémisynthése au niveau de la liaison amide.

Les Analogues 08 et 09, montrent des effets analgésiques significativement supérieurs a ceux
de la pipérine et du témoin. L’Analogue 08 présente une augmentation progressive de 1’effet
analgesique, atteignant un pic a 120 minutes, rendant cet analogue intéressant pour une
gestion durable de la douleur. L’Analogue 09, quant a lui, présente un effet relativement
stable tout au long des 120 minutes. La modification chimique au niveau de la liaison amide

semble jouer un role crucial dans l'activité des Analogues 08 et 09.
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111.10. Evaluation in vitro de I'activité antibactérienne des analogues amides de I"acide
pipérique hémisynthétiques (méthode de diffusion sur puits) :
L'activité antibactérienne des analogues 08 et 09 a été évaluée au Centre de Recherche des
Sciences Pharmaceutiques (CRSP) de Constantine. La méthode de diffusion en puits a été
employée sur quatre types de bactéries : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli et Bacillus subtilis. L'efficacité antibactérienne a été déterminée en mesurant
les diamétres des zones d'inhibition apres une incubation de 24 heures a 37 °C.
L'activité antibactérienne des analogues 08 et 09 a été observée contre les souches
bactériennes Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. Contrairement a
cela, une activité notable a été déetectée contre Pseudomonas aeruginosa unigquement pour
I’analogue 09, tandis que ’analogue 08 s’est révélé inefficace contre cette souche (Tableau
N° 49). (Figure 167 et 168)
Tableau 49 : Valeurs des diamétres moyens des zones d’inhibition induites par les analogues
08 et 09.

Diametre d'inhibition (mm)

Témoin Analogue 08 Analogue 09
négatif
(DMSO 1 10 50 1 10 50
)
Bacillus - 21 28 38 26 30 34
subtilis
Escherichia - - - 17 36 38 40
coli
Pseudomonas - - - - 15 19 34
aeruginosa
Staphylococcu - 17 27 29 20 25 38
s aureus

(-) : absence de I’activité antibactérienne
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Figure 167 : Illustration de I’effet de I’analogue 08 sur les souches bactériennes :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis.

Figure 168 : Tllustration de I’effet de I’analogue 09 sur les souches bactériennes :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis.
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 Analyse et discussion des résultats :
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Figure 169 : Diamétre d’inhibition par les deux analogues 08 et 09.

Les deux analogues étudiés demontrent une activité antibactérienne dépendante de la
concentration, ce qui est une caractéristique classique des agents antimicrobiens.

Les souches Gram-positives (telles que Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) se révelent
globalement plus sensibles aux deux analogues comparés aux souches Gram-négatives
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). Cette différence est attribuée a la structure des
parois cellulaires: les bactéries Gram-négatives posseédent une membrane externe
supplémentaire qui constitue une barriére limitant la pénétration des composés.

Analogue 09 : 11 est plus efficace que 1’analogue 08 contre les souches Gram-négatives,
notamment E. coli et P. aeruginosa. Cette meilleure performance peut s’expliquer par une
interaction renforcée avec les cibles bactériennes ou une pénétration accrue dans les cellules.
Contre les souches Gram-positives, il montre une légere supériorité a haute concentration,
bien que I’écart avec I’analogue 08 reste faible.

Son activité contre des souches résistantes, notamment P. aeruginosa et E. coli, est
particulierement remarquable.

Analogue 08 : Bien qu’un peu moins performant que 1’analogue 09, il conserve une bonne

efficacité, en particulier contre les souches Gram-positives. (Figure 169)
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Ces résultats s’alignent avec les observations rapportées dans d'autres travaux sur les
analogues amides de la pipérine :

« Etude de Arthi Sivashanmugam (janvier 2022)

Cette recherche a exploré la synthése et 1’évaluation biologique de 15 analogues amides de la
pipérine ciblant des protéines antibactériennes. Les deux analogues les plus actifs ont surpassé
la pipérine dans leur efficacité contre cinq souches bactériennes, dont Staphylococcus
epidermidis.

« Etude de Karteek Rao Amperayani (février 2018)

Ce travail portait sur la conception et la synthese de nouveaux analogues conjugués a des
aminopyridines substituées pour ameliorer leur activité antimicrobienne. Les analogues
obtenus ont montré une activité supérieure contre plusieurs souches, notamment Bacillus
subtilis, Streptobacillus, Staphylococcus aureus, E. coli et Salmonella, par rapport aux

molécules parentales.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude s'inscrit dans une démarche visant a concevoir de nouveaux agents anti-
inflammatoires, analgésiques et antibactériens dérives de la pipérine en combinant des

approches expérimentales et in silico.

La premiére partie de notre manuscrit a été consacrée a une revue bibliographique sur la
physiologie de l'inflammation, de la douleur et des infections bactériennes. Elle a inclus
également une analyse approfondie de la pipérine et de ses analogues, ainsi qu'une étude
détaillée des méthodes in silico et des stratégies de synthese des amides.

Dans la deuxieme partie de notre étude, nous avons d'abord isolé la pipérine a partir du poivre
noir, puis concu, grace a des approches in silico, de nouveaux analogues amides de la
pipérine. Parmi les candidats générés, nous avons synthétisé les plus prometteurs et évalué
leur activité thérapeutique, a la fois in vivo et in vitro. Les résultats ont mis en évidence que
les analogues 08 et 09 présentaient des propriétés améliorées grace a des modifications
structurales spécifiques. Ces composés ont fait I'objet d'une analyse approfondie englobant
leur synthése, leur caractérisation chimique, une étude de leurs propriétés pharmacocinétiques

et toxicologiques in silico, ainsi que des tests biologiques in vivo et in vitro.

Les fruits du poivre noir ont été caractérisés par des analyses macroscopiques et
microscopiques, validant leur pureté. La pipérine a été isolée a partir du poivre noir en
utilisant différentes techniques, parmi lesquelles I'extraction par chauffage a reflux qui a
donné le meilleur rendement (3,1 %), mais l'acide acétique glacial a permis d'obtenir une
pipérine de plus grande pureté, avec des cristaux bien définis.

La pipeérine isolée a été identifiée a I'aide de tests UV, IR et RMN, qui étaient en concordance
avec les données de la littérature. Les analyses ont confirmé la présence des fonctions

caractéristiques, y compris les doubles liaisons conjuguées et le groupe amide.

Deux analogues amides (08 et 09) de I'acide pipérique ont été synthétisés avec des rendements
respectifs de 64,7 % et 70,12 %.

Les spectres UV, IR et RMN ont confirmé la structure des analogues. Leurs points de fusion
(219 °C pour l'analogue 08 et 225 °C pour I'analogue 09) étaient proches de celui de l'acide

pipérique, ttmoignant de leur stabilité thermique.
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L'administration de la pipérine (50 mg/kg) a montré un effet anti-inflammatoire significatif,
avec des pourcentages d'inhibition de 1'cedéme similaires a ceux de l'aspirine (150 mg/kg).

Ces résultats confirment I'efficacité de la pipérine dans des modéles d'inflammation aigué.

La pipérine a démontré une augmentation significative du seuil de nociception, comparable au
tramadol. Ces données soutiennent I'hypothése selon laquelle la pipérine agit sur des

récepteurs liés a la douleur, offrant une alternative potentielle aux analgésiques classiques.

Les etudes menées n'ont pas revélé d'activité antibactérienne significative pour la pipérine et
I'acide pipérique sur les bactéries testées (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis), quelles que soient les méthodes utilisées

(diffusion sur disque ou diffusion en puits).

Bien que certaines études antérieures rapportent une activité antibactérienne pour la pipérine,
nos résultats divergent, possiblement en raison des variations méthodologiques, des solvants

employés ou des spécificités des souches bactériennes utilisées.

L’analyse in silico a révélé que les analogues 08 et 09 présentent une absorption gastro-
intestinale élevée et ne sont pas transportés par la glycoprotéine P, améliorant ainsi leur
biodisponibilité. Les études de docking révélent une interaction forte avec la COX-2 et
différentes protéines bactériennes, avec des énergies de liaison inférieures a celles de la

pipérine, confirmant leur potentiel anti-inflammatoire et antibactérien.

Les simulations de dynamique moléculaire ont confirmé la stabilité structurelle des analogues
08 et 09 dans leur interaction avec la COX-2, avec des parametres RMSD et Rg indiquant une

interaction stable et robuste.

Les analogues 08 et 09 montrent une toxicité modérée, comparable a celle de la pipérine et
des anti-inflammatoires commerciaux. L’absence de pouvoir cancérigéne et leur faible impact

environnemental renforcent leur potentiel en tant que candidats thérapeutiques sirs.

Les tests d’cedéme de la patte induit par la carragénine chez la souris ont démontré des

résultats significatifs :

Analogue 08 : Inhibition modérée, atteignant un plateau a 60 % aprées 2 heures.
Analogue 09 : Efficacité comparable a celle de I'aspirine, atteignant une inhibition de 85-90

% a 3 heures.
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En comparaison : L'acide pipérique présente une faible inhibition (<10 %). L'aspirine reste la
référence, mais Il'analogue 09 montre une cinétique d'inhibition similaire avec un effet

prolonge.

Les tests de pression de la queue confirment une efficacité analgésique notable pour les deux

analogues :

Analogue 08 : Augmentation progressive de 1’effet analgésique, atteignant un maximum a
120 minutes (777,83 + 21,72).

Analogue 09 : Efficacité stable et significative sur toute la durée de 1’¢tude (764,67 + 35,20 a
120 minutes).

En revanche, l'acide pipérique n’a pas montré d'effet analgésique significatif. Ces résultats

soulignent I’importance des modifications chimiques apportées.

Les résultats montrent que les analogues 08 et 09 surpassent la pipérine et I'acide pipérique en

termes d'efficacité et de stabilité :

Pipérine : Effet initial marqué mais déclin rapide (73,98 % d’inhibition a 60 minutes, chutant
a 24,38 % a 3 heures).

Acide pipérique : Faible efficacité (<10 % pour I’activité anti-inflammatoire).

Analogue 08 : Effet stable sur la durée, avec une montée progressive des effets.

Analogue 09 : Effet prolongé et comparable a celui de 1’aspirine, en faisant un candidat idéal

pour une utilisation thérapeutique.

Les deux analogues présentent une activité antibactérienne concentration-dépendante, avec
une meilleure sensibilité des bactéries a Gram-positives (Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus) par rapport aux Gram-négatives (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa).
L’analogue 09 est particulierement efficace, y compris contre des bactéries a Gram-négatives

souvent résistantes comme P. aeruginosa et E. coli.

Ces résultats confirment le potentiel des analogues amides de I'acide pipérique, en particulier
l'analogue 09, pour le développement futur d’agents antibactériens. Ces observations
s’alignent avec d’autres études explorant des analogues amides de la pipérine, renforgant

I’intérét pour leur optimisation comme agents thérapeutiques potentiels.
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PERSPECTIVES

Les résultats obtenus mettent en évidence le potentiel des analogues 08 et 09 comme
candidats thérapeutiques prometteurs, surpassant la pipérine et l'acide pipérique en termes
d'efficacité et de stabilité. Des études futures devraient :

1. Explorer des modéles animaux avances pour valider leur efficacité et leur sécurité.

2. Elucider les mécanismes moléculaires impliqués dans leurs activités

pharmacologiques.

3. Poursuivre  l'optimisation  structurelle  pour  améliorer  leurs  propriétés

pharmacodynamiques et leur spécificité.

En conclusion, cette étude constitue une étape importante dans le développement de nouvelles
alternatives aux anti-inflammatoires, analgésiques et antibactériens, en s’inspirant des

propriétés naturelles de la pipérine et en optimisant ses dérivés par hémisynthése.
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Operate an atomic absorption spectrometer in accordance
with the manufacturer’s instructions at the prescribed
wavelength. Introduce a blank solution into the atomic
generator and adjust the instrument reading so that it indicates
maximum transmission. The blank value may be determined
by using solvent to zero the apparatus. Introduce the most
concentrated reference solution and adjust the sensitivity to
obtain a maximum absorbance reading. Rinse in order to
avoid contamination and memory effects. After completing
the analysis, rinse with water R or acidified water.

If a solid sampling technique is applied, full details of the
procedure are provided in the monograph.

Ensure that the concentrations to be determined fall preferably
within the linear part of the calibration curve. If this is not
possible, the calibration plots may also be curved and are then
to be applied with appropriate calibration software.

Determinations are made by comparison with reference
solutions with known concentrations of the element to

be determined either by the method of direct calibration
(Method I) or the method of standard additions (Method II).

METHOD I - DIRECT CALIBRATION

For routine measurements 3 reference solutions and a blank
solution are prepared and examined.

Prepare the solution of the substance to be examined (test
solution) as prescribed in the monograph. Prepare not fewer
than 3 reference solutions of the element to be determined,
the concentrations of which span the expected value in the test
solution. For assay purposes, optimal calibration levels are
between 0.7 and 1.3 times the expected content of the element
to be determined or the limit prescribed in the monograph.
For purity determination, calibration levels are the limit of
detection and 1.2 times the limit specified for the element to
be determined. Any reagents used in the preparation of the
test solution are added to the reference and blank solutions at
the same concentration.

Introduce each of the solutions into the instrument using the
same number of replicates for each of the solutions to obtain
a steady reading.

Calculation. Prepare a calibration curve from the mean of
the readings obtained with the reference solutions by plotting
the means as a function of concentration. Determine the
concentration of the element in the test solution from the
curve obtained.

METHOD II - STANDARD ADDITIONS

Add to at least 3 similar volumetric flasks equal volumes of
the solution of the substance to be examined (test solution)
prepared as prescribed. Add to all but 1 of the flasks
progressively larger volumes of a reference solution containing
a known concentration of the element to be determined to
produce a series of solutions containing steadily increasing
concentrations of that element known to give responses in the
linear part of the curve, if possible. Dilute the contents of each
flask to volume with solvent.

Introduce each of the solutions into the instrument, using the
same number of replicates for each of the solutions, to obtain
a steady reading.

Calculation. Calculate the linear equation of the graph using
a least-squares fit and derive from it the concentration of the
element to be determined in the test solution.

VALIDATION OF THE METHOD

Satisfactory performance of methods prescribed in
monographs is verified at suitable time intervals.
LINEARITY

Prepare and analyse not fewer than 4 reference solutions over
the calibration range and a blank solution. Perform not fewer
than 5 replicates.

The calibration curve is calculated by least-square regression

from all measured data. The regression curve, the means, the

measured data and the confidence interval of the calibration

curve are plotted. The operating method is valid when:

— the correlation coefficient is at least 0.99,

- the residuals of each calibration level are randomly
distributed around the calibration curve.

Calculate the mean and relative standard deviation for the

lowest and highest calibration level.

When the ratio of the estimated standard deviation of the

lowest and the highest calibration level is less than 0.5 or

greater than 2.0, a more precise estimation of the calibration

curve may be obtained using weighted linear regression. Both

linear and quadratic weighting functions are applied to the

data to find the most appropriate weighting function to be

employed. If the means compared to the calibration curve

show a deviation from linearity, two-dimensional linear

regression is used.

ACCURACY

Verify the accuracy preferably by using a certified reference

material (CRM). Where this is not possible, perform a test

for recovery.

Recovery. For assay determinations a recovery of 90 per cent
to 110 per cent is to be obtained. For other determinations,
for example, for trace element determination the test is not
valid if recovery is outside of the range 80 per cent to 120 per
cent at the theoretical value. Recovery may be determined on
a suitable reference solution (matrix solution) which is spiked
with a known quantity of analyte (middle concentration of
the calibration range).

REPEATABILITY

The repeatability is not greater than 3 per cent for an assay
and not greater than 5 per cent for an impurity test.

LIMIT OF QUANTIFICATION
Verify that the limit of quantification (for example, determined
using the 10 o approach) is below the value to be measured.

01/2008:20224

2.2.24. ABSORPTION
SPECTROPHOTOMETRY, INFRARED

Infrared spectrophotometers are used for recording spectra in
the region of 4000-650 cm™' (2.5-15.4 um) or in some cases
down to 200 cm™' (50 um).

APPARATUS

Spectrophotometers for recording spectra consist of a suitable
light source, monochromator or interferometer and detector.

Fourier transform spectrophotometers use polychromatic
radiation and calculate the spectrum in the frequency
domain from the original data by Fourier transformation.
Spectrophotometers fitted with an optical system capable of
producing monochromatic radiation in the measurement
region may also be used. Normally the spectrum is given as
a function of transmittance, the quotient of the intensity of
the transmitted radiation and the incident radiation. It may
also be given in absorbance.

The absorbance (A) is defined as the logarithm to base 10 of
the reciprocal of the transmittance (7):

1 I
A =log), (f) = log,, (%)

I
= g
I, = intensity of incident radiation,
1 = intensity of transmitted radiation.
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2.2.24. Absorption spectrophotometry, infrared

PREPARATION OF THE SAMPLE

FOR RECORDING BY TRANSMISSION OR ABSORPTION
Prepare the substance by one of the following methods.

Liquids. Examine a liquid either in the form of a film between
2 plates transparent to infrared radiation, or in a cell of
suitable path length, also transparent to infrared radiation.

Liquids or solids in solution. Prepare a solution in a suitable
solvent. Choose a concentration and a path length of the cell
which give a satisfactory spectrum. Generally, good results are
obtained with concentrations of 10-100 g/L for a path length
of 0.5-0.1 mm. Absorption due to the solvent is compensated
by placing in the reference beam a similar cell containing the
solvent used. If an FT-IR instrument is used, the absorption is
compensated by recording the spectra for the solvent and the
sample successively. The solvent absorbance, corrected by a
compensation factor, is subtracted using calculation software.

Solids. Examine solids dispersed in a suitable liquid (mull) or
in a solid (halide disc), as appropriate. If prescribed in the
monograph, make a film of a molten mass between 2 plates
transparent to infrared radiation.

A. Mull

Triturate a small quantity of the substance to be examined
with the minimum quantity of liquid paraffin R or other
suitable liquid; 5-10 mg of the substance to be examined is
usually sufficient to make an adequate mull using one drop
of liquid paraffin R. Compress the mull between 2 plates
transparent to infrared radiation.

B. Disc

Triturate 1-2 mg of the substance to be examined with
300-400 mg, unless otherwise specified, of finely powdered
and dried potassium bromide R or potassium chloride R.
These quantities are usually sufficient to give a disc of
10-15 mm diameter and a spectrum of suitable intensity. If
the substance is a hydrochloride, it is reccommended to use
potassium chloride R. Carefully grind the mixture, spread it
uniformly in a suitable die, and submit it to a pressure of
about 800 MPa (8 t-cm™?). For substances that are unstable
under normal atmospheric conditions or are hygroscopic,
the disc is pressed in vacuo. Several factors may cause the
formation of faulty discs, such as insufficient or excessive
grinding, humidity or other impurities in the dispersion
medium or an insufficient reduction of particle size. A
disc is rejected if visual examination shows lack of uniform
transparency or when transmittance at about 2000 cm™'

(5 um) in the absence of a specific absorption band is less
than 60 per cent without compensation, unless otherwise
prescribed.

Gases. Examine gases in a cell transparent to infrared
radiation and having an optical path length of about 100 mm.
Evacuate the cell and fill to the desired pressure through a
stopcock or needle valve using a suitable gas transfer line
between the cell and the container of the gas to be examined.
If necessary adjust the pressure in the cell to atmospheric
pressure using a gas transparent to infrared radiation (for
example nitrogen R and argon R). To avoid absorption
interferences due to water, carbon dioxide or other
atmospheric gases, place in the reference beam, if possible,
an identical cell that is either evacuated or filled with the gas
transparent to infrared radiation.

FOR RECORDING BY DIFFUSE REFLECTANCE

Solids. Triturate a mixture of the substance to be examined
with finely powdered and dried potassium bromide R or
potassium chloride R. Use a mixture containing approximately
5 per cent of the substance, unless otherwise specified.

Grind the mixture, place it in a sample cup and examine the
reflectance spectrum.

The spectrum of the sample in absorbance mode may be
obtained after mathematical treatment of the spectra by the
Kubelka-Munk function.

FOR RECORDING BY ATTENUATED TOTAL REFLECTION
Attenuated total reflection (including multiple reflection)
involves light being reflected internally by a transmitting
medium, typically for a number of reflections. However,
several accessories exist where only one reflection occurs.
Prepare the substance as follows. Place the substance to be
examined in close contact with an internal reflection element
(IRE) such as diamond, germanium, zinc selenide, thallium
bromide-thallium iodide (KRS-5) or another suitable material
of high refractive index. Ensure close and uniform contact
between the substance and the whole crystal surface of the
internal reflection element, either by applying pressure or

by dissolving the substance in an appropriate solvent, then
covering the IRE with the obtained solution and evaporating
to dryness. Examine the attenuated total reflectance (ATR)
spectrum.

IDENTIFICATION USING REFERENCE SUBSTANCES

Prepare the substance to be examined and the reference
substance by the same procedure and record the spectra
between 4000-650 cm™ ' (2.5-15.4 um) under the same
operational conditions. The transmission minima (absorption
maxima) in the spectrum obtained with the substance to be
examined correspond in position and relative size to those in
the spectrum obtained with the reference substance (CRS).
When the spectra recorded in the solid state show differences
in the positions of the transmission minima (absorption
maxima), treat the substance to be examined and the reference
substance in the same manner so that they crystallise or are
produced in the same form, or proceed as prescribed in the
monograph, then record the spectra.

IDENTIFICATION USING REFERENCE SPECTRA

Control of resolution performance. For instruments having
a monochromator, record the spectrum of a polystyrene film
approximately 35 um in thickness. The difference x (see
Figure 2.2.24.-1) between the percentage transmittance at the
transmission maximum A at 2870 cm™ ' (3.48 um) and that at
the transmission minimum B at 2849.5 cm™' (3.51 pm) must
be greater than 18. The difference y between the percentage
transmittance at the transmission maximum C at 1589 cm™'
(6.29 um) and that at the transmission minimum D at

1583 cm ' (6.32 um) must be greater than 10.

For Fourier-transform instruments, use suitable instrument
resolution with the appropriate apodisation prescribed by the
manufacturer. The resolution is checked by suitable means,
for example by recording the spectrum of a polystyrene film
approximately 35 um in thickness. The difference between the
absorbances at the absorption minimum at 2870 cm™ ' and
the absorption maximum at 2849.5 cm™ ' is greater than 0.33.
The difference between the absorbances at the absorption

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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minimum at 1589 cm™ ' and the absorption maximum at
1583 cm ! is greater than 0.08.
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Figure 2.2.24.-1. - Typical spectrum of polystyrene used to
verify the resolution performance

Verification of the wave-number scale. The wave-number
scale may be verified using a polystyrene film, which has
transmission minima (absorption maxima) at the wave
numbers (in cm™') shown in Table 2.2.24.-1.

Table 2.2.24.-1. - Transmission minima and acceptable
tolerances of a polystyrene film

Transmission

Acceptable tolerance (cm™')
minima (cm™ ')

Ml')nochmmalor Fot:ricr-tnnsform
instr instr
3060.0 - 3 X + 1.0
2849.5 +20 +10
19429 15 +1.0
1601.2 + 1.0 + 1.0
1583.0 +1.0 +1.0
1154.5 +1.0 + 1.0
1028.3 + 1.0 +1.0

Method. Prepare the substance to be examined

according to the instructions accompanying the reference
spectrum/reference substance. Using the operating conditions
that were used to obtain the reference spectrum, which will
usually be the same as those for verifying the resolution
performance, record the spectrum of the substance to be
examined.

The positions and the relative sizes of the bands in the
spectrum of the substance to be examined and the reference
spectrum are concordant in the 2 spectra.

Compensation for water vapour and atmospheric carbon
dioxide. For Fourier-transform instruments, spectral
interference from water vapour and carbon dioxide is
compensated using suitable algorithms according to the
manufacturer’s instructions. Alternatively, spectra can be

acquired using suitable purged instruments or ensuring that
sample and background single beam spectra are acquired
under exactly the same conditions.

IMPURITIES IN GASES

For the analysis of impurities, use a cell transparent to infrared
radiation and of suitable optical path length (for example,
1-20 m). Fill the cell as prescribed under Gases. For detection
and quantification of the impurities, proceed as prescribed in
the monograph.

01/2008:20225

2.2.25. ABSORPTION
SPECTROPHOTOMETRY,
ULTRAVIOLET AND VISIBLE

Determination of absorbance. The absorbance (A) of a
solution is defined as the logarithm to base 10 of the reciprocal
of the transmittance (T) for monochromatic radiation:

1 I
A = log,, (?) = log,g (To)

T = U
I, intensity of incident monochromatic radiation;
I = intensity of transmitted monochromatic radiation.

In the absence of other physico-chemical factors, the
absorbance (A) is proportional to the path length (b) through
which the radiation passes and to the concentration (c) of the
substance in solution in accordance with the equation:

A =ech
£ =

molar absorptivity, if b is expressed in centimetres
and ¢ in moles per litre.

The expression A} 2" ““™ representing the specific absorbance

of a dissolved substance refers to the absorbance of a 10 g/L
solution in a 1 cm cell and measured at a defined wavelength
so that:

10:

Al percent
M;

1 cm

Unless otherwise prescribed, measure the absorbance at the
prescribed wavelength using a path length of 1 cm. Unless
otherwise prescribed, the measurements are carried out with
reference to the same solvent or the same mixture of solvents.
The absorbance of the solvent measured against air and at the
prescribed wavelength shall not exceed 0.4 and is preferably
less than 0.2. Plot the absorption spectrum with absorbance
or function of absorbance as ordinate against wavelength or
function of wavelength as abscissa.

Where a monograph gives a single value for the position of an
absorption maximum, it is understood that the value obtained
may differ by not more than + 2 nm.

Apparatus. Spectrophotometers suitable for measuring in
the ultraviolet and visible range of the spectrum consist
of an optical system capable of producing monochromatic
radiation in the range of 200-800 nm and a device suitable
for measuring the absorbance.

Control of wavelengths. Verify the wavelength scale using

the absorption maxima of holmium perchlorate solution R, the
line of a hydrogen or deuterium discharge lamp or the lines of
a mercury vapour arc shown in Table 2.2.25.-1. The permitted
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2.2.25. Absorption spectrophotometry, ultraviolet and visible

tolerance is + 1 nm for the ultraviolet range and + 3 nm for
the visible range. Suitable certified reference materials may
also be used.

Table 2.2.25.-1. — Absorption maxima for control of wavelength
scale

241.15 nm (Ho) 404.66 nm (Hg)

253.7 nm (Hg) 435.83 nm (Hg)
287.15 nm (Ho) 486.0 nm (D)
302.25 nm (Hg) 486.1 nm (HP)
313.16 nm (Hg) 536.3 nm (Ho)
334.15 nm (Hg) 546.07 nm (Hg)
361.5 nm (Ho) 576.96 nm (Hg)

365.48 nm (Hg) 579.07 nm (Hg)

Control of absorbance. Check the absorbance using
suitable filters or a solution of potassium dichromate R at the
wavelengths indicated in Table 2.2.25.-2, which gives for each
wavelength the exact value and the permitted limits of the
specific absorbance. The table is based on a tolerance for the
absorbance of + 0.01.

For the control of absorbance, use solutions of potassium
dichromate R that has been previously dried to constant mass
at 130 °C. For the control of absorbance at 235 nm, 257 nm,
313 nm and 350 nm, dissolve 57.0-63.0 mg of potassium
dichromate R in 0.005 M sulfuric acid and dilute to 1000.0 mL
with the same acid. For the control of absorbance at 430 nm,
dissolve 57.0-63.0 mg of potassium dichromate R in 0.005 M
sulfuric acid and dilute to 100.0 mL with the same acid.
Suitable certified reference materials may also be used.

Table 2.2.25.-2

Wavelength Specific absorbance Maximum
(nm) A3 parioant tolerance
235 124.5 1229 to 126.2
257 144.5 142.8 to 146.2
313 48.6 47.0 to 50.3
350 107.3 105.6 to 109.0
430 159 15.7 to 16.1

Limit of stray light. Stray light may be detected at a given
wavelength with suitable filters or solutions: for example, the
absorbance of a 12 g/L solution of potassium chloride R in a
1 cm cell increases steeply between 220 nm and 200 nm and
is greater than 2.0 at 198 nm when compared with water as
compensation liquid. Suitable certified reference materials
may also be used.

Resolution (for qualitative analysis). When prescribed in

a monograph, measure the resolution of the apparatus as
follows: record the spectrum of a 0.02 per cent V/V solution of
toluene R in hexane R. The minimum ratio of the absorbance
at the maximum at 269 nm to that at the minimum at 266 nm
is stated in the monograph. Suitable certified reference
materials may also be used.

Spectral slit-width (for quantitative analysis). To avoid errors
due to spectral slit-width, when using an instrument on
which the slit-width is variable at the selected wavelength, the
slit-width must be small compared with the half-width of the
absorption band but it must be as large as possible to obtain

a high value of I,. Therefore, a slit-width is chosen such that
further reduction does not result in a change in absorbance
reading.

Cells. The tolerance on the path length of the cells used is

+ 0.005 cm. When filled with the same solvent, the cells
intended to contain the solution to be examined and the
compensation liquid must have the same transmittance. If this
is not the case, an appropriate correction must be applied.

The cells must be cleaned and handled with care.

DERIVATIVE SPECTROPHOTOMETRY

Derivative spectrophotometry involves the transformation
of absorption spectra (zero-order) into first-, second- or
higher-order-derivative spectra.

A first-order-derivative spectrum is a plot of the gradient of
the absorption curve (rate of change of the absorbance with
wavelength, dA/d\) against wavelength.

A second-order-derivative spectrum is a plot of the curvature
of the absorption spectrum against wavelength (d*A/d\?).
The second-order-derivative spectrum at any wavelength A is
related to concentration by the following equation:

?A  dPA I b d?Ae b
dz? T da? 10~ dx* T 10

c = concentration of the absorbing solute, in grams

per litre.

Apparatus. Use a spectrophotometer complying with the
requirements prescribed above and equipped with an analogue
resistance-capacitance differentiation module or a digital
differentiator or other means of producing derivative spectra.
Some methods of producing second-order-derivative spectra
produce a wavelength shift relative to the zero-order spectrum
and this is to be taken into account where applicable.

RAD2 |

| 265 K

- 1l By |

4 261 L

4 268 L
. S . S L ERRE. . TR B

280 290 nm

Figure 2.2.25.-1

Resolution power. When prescribed in a monograph, record
the second-order-derivative spectrum of a 0.02 per cent V/V
solution of toluene R in methanol R, using methanol R as the
compensation liquid. The spectrum shows a small negative
extremum located between 2 large negative extrema at 261 nm

General Notices (1) apply to all monographs and other texts

41

Annexe 2 : Monographie de la spectroscopie par I’'UV « Pharmacopée

Européenne 8eme édition » pages 40-41.
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24 ATLAS OF MICROSCOPY
BLACK PEPPER
Piper nigrum L. Piperaceae

Pepper

A dark greyish-brown powder with black specks; it has a strong, characteristic, spicy odour and a burning
taste; it is strongly sternutatory.

The diagnostic characters are:

(a) The epicarp, which is always adherent to the outermost sclerenchymatous layers of the
mesocarp. In surface view the cells cannot readily be distinguished, but the layer is recognised by
the areas of dark brown pigment in which are embedded small prism crystals of calcium oxalate.

(b) The sclereids of the outer mesocarp which do not form continuous layers but occur in groups
separated by ill-defined parenchyma and may be two or three cells in depth. The sclereids vary
considerably in size and shape but are usually polygonal to rectangular with moderatelye
thickened walls and fairly numerous pits, although sometimes the walls are much more heavilly
thickened; all have dark brown contents. These cells frequently are found isolated or in smalit
groups with adhering fragments of thin-walled tissue; they are fairly abundant.

(¢) The parenchyma of the mesocarp composed of large, polygonal, thin-walled cells with
associated larger, thin-walled oil cells.

(d) The very occasional groups of small, lignified, spirally or annularly thickened vessels from the
vascular strands. Groups of large, fibrous sclereids from the stem also occur infrequently.

(e) The endocarp composed of a single layer of lignified cells which are more uniform in size and
shape than the sclereids of the outer mesocarp. In sectional view the cells are seen to be strongly
thickened on the inner tangential walls and the radial walls are also thickened at the base but
taper towards the outer tangential walls, which are relatively thin. In surface view the cells are
polygonal and, when seen from above, show distinct pits in the side walls; in median focus the
side walls appear markedly convoluted and, when seen from below, pits are absent and the
lumens are small and irregular. This layer is nearly always found adherent to the layers of the
testa.

() The testa composed of a narrow outer area with one or more layers of collapsed cells
containing reddish-brown pigment and an inner hyaline layer composed of rather indistinct,
colourless, thin-walled cells, polygonal in surface view. The layers of the testa are usually found
adherent to the endocarp and may also be associated with the outer layers of the perisperm.

(g) The numerous fragments of the parenchyma of the perisperm composed of thin-walled,
polygonal or ovoid cells; the majority are packed with minute starch granules which are clumped
together to form very dense masses completely filling the cells. Scattered among the starch-filled
cells are smaller, rounded to ovoid oil cells.

A few small, single, rounded to angular starch granules (from the parenchyma of the
mesocarp) also occur scattered.

WHITE PEPPER

A pale brown to cream powder with the odour of Black Peppe{ and a similar‘but slightly less*
pungent taste. Microscopically, it differs from Black Pepper in that the epicarp and outer
sclerenchymatous layers of the mesocarp are not present; it consists mal'nly of perisperm with
associated fragments of the testa and endocarp, and strands of vascular tissue.

e|Page



ANNEXES

Black Pepper

Two layers of sclereids of the outer mesocarp
with adhering epicarp containing pigment and
calcium oxalate crystals, in surface view.

part of a group of vessels from a vascular
strand.

Perisperm cells containing densely compacted
masses of starch granules and some loose starch
granules.

Isolated sclereids from the outer mesocarp.
Cells of the endocarp (en.) in surface view with
underlying pigment layer (pg.) and hyaline

laver (hy.) of the testa.

X330

Endocarp (en.), pigment layer gz i
layer (hy.) of the testa in sect)i/onal“\:?ewhyalme
Parenchyma of the mesocarp with an oill cell
Sclereids with strongly thickened walls o
Endocarp in surface view, seen from ai)
Fibrous sclereids from the stalk. ove:
Endocarp, layers of the testa and

chyma of the perisperm (ps.) in seftlijc:fxglpjiren-
Epdocarp cells in median focus with associ e
pigment layer of the testa in surface viewlmed
Endocarp cells seen from below, with a. i
ated pigment layer of the testa, in surface fr?::vl-

Plants Culinary Herbs And Spices» pages 24-25.

Annexe 3 : Monographie de Poivre Noir de « Atlas Of Microscopy Of Medicinal

fl]Page



ANNEXES

Ajouter une goutte
Hydrate chlorate + d’éclaircissant + Pincée
la poudre de p. noir de poudre sur une lame

L’analyse par
le microscope
optique

Etaler et recouvrir la

lame par lamelle

Annexe 04 : Montage de la poudre.
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. Lavage a
I’eau

Eau de javel dilué %2 Soude a 5% (30 's)
30 min

Lavage

Vert de méthyl (2 min) eau additionnée
d’acide acétique
30s

Rouge Congo (30 min)

L.

Lavage

*

.
2021/6/22 13:58

Observation

Annexe 05 : Les étapes de traitement des coupes transversales par le vert de méthyl et

le rouge Congo (Technique de double coloration).
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(&)

g

Annexe 06 : L’appareillage utilisé dans 1’isolement de la pipérine.
(A) : chauffage a reflux ; (B) : Evaporateur rotatif ; (C) : Filtre sous vide ;
(D) : Balance électrique ; (E) : Broyeur (Moulin a épice Kitchenaid); (F) : Extracteur Soxhlet , (G)
Micro-onde (Whirlpool).
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Broyage

Fruits du poivre
noir

o ®
— ey
KOH+ filtration
Ringage + séchage
N\ Y
Laisser 24h Pipérine

Annexe 07 : Les ¢étapes d’extraction par chauffage a reflux.
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25 g de poudre Macération dans
I’acide acétique

Lextrait

Filtration

Cristallisation

La pipérine

Séparation

NaHCO3

L’addition du NaSO4 Evaporateur rotatif

Précipité de la pipérine

Annexe 08 : Les ¢tapes d’extraction par acide acétique.
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+1L
éthanol

Apres 3h

Extracteur
soxhlet

Concentration =
Aprés 24h

Evaporateur rotatif

Aprés 24h

pipérine filtration

Annexe 09 : Extraction de la pipérine par Soxhlet.
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(a)

Addition d’eau

i
Filtration

(h),
Chauffage au micro-onde
A 400 w

Addition du KOH

Concentration du mélange

pipérine

Annexe 10 : Extraction de la pipérine par micro-onde.
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Annexe 12 : Photo de I’cedéme au niveau de la patte postérieure gauche (B) et la mesure du

volume de I’cedéme via le pléthysmometre (A).
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Annexe 13 : Mesure du seuil de tolérance de la douleur chez la souris par le biais de

’analgésimetre.

Annexe 14 : Préparation de la suspension de pipérine.
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Annexe 15 : Ensemencement des suspensions bactériennes.

Annexe 16 : les concentrations des solutions et préparation des puits
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Annexe 17 : L’hémisynthése de I"acide pipérique
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HO®N
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Annexe 18 : L’hémisynthése des analogues amides (analogue 08 et 09) a partir de I"acide

pipérique.
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Solubilisation du produit
amide dans un mélange eau-
éthanol a chaud.

Recristallisation du produit
amide a froid.

Analogue 08 aprés
purification et séchage.

Annexe 19 : La purification d’analogue 08.
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Annexe 20 : Echantillon des 4 produits obtenus.
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SCIENTIFIC Certificate of Analysis
Product Mo.: B23597
Product: O-{1H-Benzotriazol-1-yl)}-N,N.N' N-tetramethyluronium hexaflucrophosphate,
28%

Lot No.: 10225744

Appearance: \White crystalline powder

Melting Paint: 202%C (dec)

Assay (HPLCK 00.9%

Loss on Drying: 0.10%

Identification (FTIR): Conforms

Retest Date: 14.01.2030

Order our products orline alfa.com
Thic doosumant hac besn slsofronioaly geraratsd and dosc rof rsquirs 2 cignaturs.

Thin ' caritdy thet cnits of e kol "umzsr shove wate lEmisd mnd found = comply with tha speciicstions =l 1= g ds isisd. Cartain dsis haws bsan suzzisd by thed pasiasn
Tharra Fishar Sosntfe amp: ' p or imzisd, rciuding tha irpled wermentiss of merceenisbidy ans Sram o 5 zericuier porzoes. Procucks
e for asanrcs usa of urther mectecuning. Kol loe disect scninisTston o hurene cramnein e s sepcembity ol e porctmees fommuteioe or Hhoss parformung uriher
mamulschring i determine putsbilty bassd upos the nisnded uss of the and product. Products ere Sesied 0 mest 15e arelybosl segureTe-te of the noted prade. The sboes
rizrnadcnin e wdusl sneiySonl e o red

Annexe 21 : Certificat d’analyse du réactif HBTU.
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Certificate of Analysis

1.080530.6025 Dichloromethana for analysis EMSURER ACS, 150, Reag. Ph Eur
Balch K53147530
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Annexe 22 : Certificat d’analyse du réactif Dichlorométhane.
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Certificate of Analysis

VAV .

i

(BOH) CHEMICALS

atarial Humbesr: E7031 320
Watsrial decoriphon: Dizopropyiamine X39%
Grade: GPR RECTAPLURE
Lot Murniber: 210920051
Dabe of Guaality Conbrod: NSS4
Duabe o Manfaoturs: S-S0
ZAE Numbsar: 108-18-3
Wdsaular weight 101,15 p'mid
Eodeaular formula: CaHisN
Charsoimsricios Epaoifioatione. Maacursd values
Appearance Clear yedowish liguid Clear coioniess hguid
Assay (5T miln. S3.0% 599 %
Fsdafive dersly (204" C) orisE-0746 0716
Waber e 0,3 % ouod
ldesntity (N Fasses st Passes et

“Tho usas ey claba s Do dabe 10 sfeh SS90 Qs e T alerve specfiostion wil be el o0 P poches? n e urops e cooba e sl e
infudel Sl PecSimimesfcled R Sorm

W ity thel Ui Bl b o Feivr 16 el i praec i o
oot v, o oo viroirs] i buimi 1 el it
ety afed B vl Wil @ w grelui

Slgred of bafuall of Wi
ey Sy ik
Cuiility Cortyol Mg

WA imterreiomsd LLC, Ruasdnor Corpoos Dasier, Buliding Ore Suls 200, 400 Messcniors| Fomd Redaor, B4 18087, LISA B7031.330

W meredcml bebaaps . Hasscos Fesaarch Park Zoose 2000, Galdsraniosbenn 424 3009 Lew=sn SalguT
iy ST SO

Annexe 23 : Certificat d’analyse du réactif diisopropylamine.
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VWRE®_ D

(BDH) CHEMICALS

Frodu® 21423.211

Description du produit Aniline
Grade )/ gualité AnalaR NORMAPUE

Lat EFL
Exgire fin 2024 jul-22
Mumdéra CA% H2-53.3
Farmule mokéculaire MMM,
Mazse moléculaire 9313

Al yses Cpedrificathor
Titra (Sut ednbarcs anbpdeed FE LR
Hytrocarkuna Cenforma
Bl ou alkalinitd % 009 musgi
Damaitsi (2075] 121 - LS
Paint de iokdification £5--815%
Ratidddu da cakcination (50y] % 5 g
Hitrobsnphice % 108 pom
Sedubdbbd dan HO 2 M r18%

Eas soi%

Heun ceriffon que o kot sed condorme s
upsh il eaticr liviges cidean

Lo docurment § dbb prodult decironiguenect =i pri
valid# nars sgraiure

hatsle Hery, Head of Labsyraiory - Eriare
VAR Interrabonal A5 T1. de Veuperess; FR-ST5D
Erimre; Fruree

EA e okl L Aedrer Cormeante Lavde, Suilcing O chaiw Ji0, e slamsedford Seod Emdner
L0ET, LSk
EA e ol ot Pk foe BOUEE) lead

A a BT L, BT

Certificat d'analyse

\ G

Waliirs MaEsirises
B0

Conforme

% 0.0% magii

10E2

£.5'C

%50 ppm

& 10 ppm
=13%

00 %

Tkl i - il - L - Paged

Annexe 24 : Certificat d’analyse du réactif aniline.
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BIOCHEM
Chemophanma

TECHNICAL DATA SHEET

4-AMINOPHENOL LR

Artioke Mo, 301310250
H.5. Code 2922 o600

CAE Ma. 123-30-8

4-Hydrox yaniline
Molegular Formule CgHaMD
Moleoular Weight 10913

Phiysioal otate at 20 °C

Colour

Medting point’ Freezing point ["C]
Depompoaition peint [°C]

Flash pzint [*C]

Wapour prasoure [207C]

¥epour presaure mmy Hg

Solubility i water [% weight]

Physical Properties
Solid
White to off white
186 - 189 "C
284 °C
18587C
0075 mm Hg at 20 °C
0075 mm Hg at 20 °C

1.5 g/ 100 ml in wster

Partition ooeffioient Log Pow ootemal ¢/ 0004

weter at 20FC

Specifications
Hooay (by GC) Min 96 %

Appearancs White to oream to beige to light brown orystale or granulse or pow der

Safety Information and Hazard Symbols

OO

Symbal

Signal Ward

L Mo

IMCD Clasa Moo
Hazardous Fatement

Preoaution Stetement

daNes ol

GHEDT, GHS08, GHE09
Waming

07T

5
HI02+H332-H410-H341

P201-P2E1 -P2E4-PEM -P2T3-P304+P340-P 308+P 31 3-P501

. [T

Annexe 25 : Fiche technique du réactif 4-aminophénol.
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Annexe 27 : Interface du logiciel Top spin 3.5.
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Annexe 29 : Spectre IR de I’acide pipérique h
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ElsHIMADZU

Data filename: C:\Program Files\Shimadzu\IRsolution:data:Nouvean dossier (2YANALOGUE 08.smf
Date; 15/09/2024

100 | T T st e 1 ...........
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e T 28
| &
80 |
|
Lo x .
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Comment; Date/Time; 15/09/2024 16:371:55
No. of Scans: 45
Resolution; 2 [1/cm]
Apodization; Happ-Genzel
User; Administrateur

Annexe 30 : Spectre IR de I’analogue 08 hémisynthétique.
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sHIMADZU

Data filename: C:'\Program Files\Shimadzu‘IRsolution\data‘Nouveau dossier (2 ANALOGUE 09.smt’
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Annexe 31 : Spectre IR de I’analogue 09 hémisynthétique.
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ANNEXES

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 11.0

Pepper

Reference solution (b). Dissolve 1.0 mg of 4 “hydroxyacetophe-

none R in 6.0 mL of reference solution (a). Dilute 3.0 mL of

this solution to 10.0 mL with a 6.8 g/L solution of potassium

dihydrogen phosphate R.

Reference solution (c). Dilute 2.5 mL of reference solution (a)

to 10.0 mL with a 6.8 g/L solution of potassium dihydrogen

phosphate R.

Column:

- size:1=0.15m, @ =4.6 mm;

- stationary phase: end-capped octadecylsilyl silica gel for
chromatography R (5 pm).

Mobile phase: methanol R, 6.8 g/L solution of potassium

dihydrogen phosphate R (30:70 V/V).

Flow rate: 1.0 mL/min.

Detection: spectrophotometer at 230 nm.

Injection: 10 pL of the test solution and reference

solutions (b) and (c).

Run time: 18 min.

Retention time: paeoniflorin = about 8 min; 4'-hydroxyaceto-

phenone = about 9 min.

System suitability: reference solution (b):

- resolution: minimum 1.5 between the peaks due to
paeoniflorin and 4"-hydroxyacetophenone.

Calculate the percentage content of paeoniflorin using the

following expression:

A} Xmy X p
Ay xmyx 10
A, = area of the peak due to paeoniflorin in the
chromatogram obtained with the test solution;
A, = area of the peak due to paeoniflorin in the
chromatogram obtained with reference
solution (c);
™M, = mass of the herbal drug to be examined used to
prepare the test solution, in grams;
m, = mass of paeoniflorin CRS used to prepare reference
solution (a), in grams;
P = percentage content of paeoniflorin in
paconiflorin CRS.
01/2013:2477
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PEPPER

Piperis fructus

DEFINITION

Dried, ripe or nearly ripe fruit of Piper nigrum L. with an

unbroken pericarp (black pepper) or with the outer layers of

the pericarp removed (white pepper).

Content:

- essential oil: minimum 25 mL/kg (anhydrous drug);

- piperine (C,;HNO,; M, 285.3): minimum 3.0 per cent
(anhydrous drug).

IDENTIFICATION

A. White pepper. Spheroid berries, 3-5 mm in diameter,
slightly flattened at one pole and with a small protuberance
at the other, with smooth, externally matt, brownish-grey,
greyish-white or pale yellowish-white surface, with
numerous pale, linear striations between apex and base.

Black pepper. Spheroid berries, 3-6 mm in diameter,
externally blackish-brown, with raised reticular wrinkles,
bearing fine remains of the style at the apex and a scar of
the peduncle at the base. The texture is hard, the epicarp
can be stripped, the endocarp is greyish-white or pale
yellow. The fracture is greyish-white, starchy, possessing
a small space at the centre.

B. Microscopic examination (2.8.23).

Figure 2477.-1. - Illustration for identification test B of
powdered herbal drug of pepper

White pepper. The powder is light grey. Examine

under a microscope using chloral hydrate solution R.

The powder shows the following diagnostic characters
(Figure 2477.-1): fragments of the endocarp in surface
view, consisting of more or less polygonal sclereids about
20-30 pm in diameter, which have irregularly thickened
walls [Ac, C, Fa] and which may or may not be associated
with the testa [A, F], consisting of a layer of indistinct,
reddish-brown pigmented cells constituting the ‘pigmented
layer’” [Ab, Fb] and a layer of very thin-walled polygonal
cells constituting the ‘hyaline layer’ [Aa]; fragments of

the endocarp, in transverse section [G], showing sclereids
with thickened inner walls on the 3 lower sides [Ga],
usually associated with the testa (pigmented layer [Gb]
and hyaline layer [Gc]); fragments of the parenchyma of
the mesocarp [D] containing large oil cells 50-75 um in
diameter [Da]; numerous thin-walled, ovoid or polygonal
cells of the parenchyma of the seed [E]; rare, elongated
sclereids, with thickened walls, from the fruit peduncle [B];
a few fragments of vascular tissue with narrow spiral
vessels [J]. Examine under a microscope using a 50 per
cent V/V solution of glycerol R. Rounded, compound starch
granules [H], about 30 um in diameter, made up of tiny
individual granules, ovoid or polyhedral by compression,
free [Hb] or included in the parenchymatous cells of the
seed [Ha].

Black pepper. The powder is grey. Examine under a
microscope using chloral hydrate solution R. In addition
to the diagnostic characters described for white pepper,
the powdered black pepper shows the following diagnostic
characters (Figure 2477.-1): fragments of the epicarp [K]
with extremely thin-walled, brownish-red pigmented,
polygonal or ovoid cells, which contain small prisms

Herbal drugs
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of calcium oxalate [Ka], and which are associated with
the outer layers of the mesocarp consisting of groups of
sclereids with strongly thickened walls [Kb].

C. Thin-layer chromatography (2.2.27).
Test solution. To 0.5 g of the powdered herbal drug (355)
(2.9.12) add 5 mL of methanol R. Sonicate for 10 min,
centrifuge and use the supernatant.
Reference solution. Dissolve 10 mg of borneol R and 15 mg
of piperine R in 10 mL of methanol R.
Plate: TLC silica gel F,., plate R (5-40 um) [or TLC silica
gel Fy,, plate R (2-10 um)].
Mobile phase: ethyl acetate R, cyclohexane R (30:50 V/V).
Application: 10 uL [or 5 pL] as bands of 10 mm [or 8 mm].
Development: over a path of 15 cm [or 6 cm].
Drying: in air.
Detection A: examine in ultraviolet light at 254 nm.
Results A: see below the sequence of zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and
the test solution. Furthermore, other faint quenching zones
may be present in the chromatogram obtained with the
test solution.

Top of the plate

3 quenching zones

A quenching zone

Piperine: a quenching zone A strong quenching zone

(piperine)

Reference solution Test solution

Detection B: treat with anisaldehyde solution R and heat at
100 °C for 5 min; examine in daylight.

Results B: see below the sequence of zones present in the
chromatograms obtained with the reference solution and
the test solution. Furthermore, other zones may be present
in the chromatogram obtained with the test solution.

Top of the plate

A strong purple zone
A purple zone
Borneol: a yellowish-brown zone

A purple-grey zone

A violet-grey zone

A grey zone
Piperine: a green or brownish A green or brownish zone
zone (piperine)

A grey zone

Reference solution Test solution

TESTS
Foreign matter (2.8.2): maximum 3 per cent.

Water (2.2.13): maximum 120 mL/kg, determined on 20.0 g
of the freshly powdered herbal drug (1400) (2.9.12) reduced
using a knife mill.

Total ash (2.4.16): maximum 6.0 per cent.

ASSAY

Essential oil (2.8.12). Use 10.0 g of the freshly powdered
herbal drug (1400) (2.9.12), a 1000 mL round-bottomed flask,
400 mL of water R as the distillation liquid and 0.5 mL of
xylene R in the graduated tube. Distil at a rate of 2-3 mL/min
for 3 h.

Piperine. Liquid chromatography (2.2.29). Carry out the

assay protected from light.

Test solution. Disperse 0.250 g of the powdered herbal drug

(355) (2.9.12) in 40 mL of ethanol (96 per cent) R. Sonicate

for 20 min and filter. Rinse the flask and the filter with 5 mL

of ethanol (96 per cent) R, combine the filtrate and washings

and dilute to 50.0 mL with the same solvent. Filter through a

membrane filter (nominal pore size 0.45 um).

Reference solution (a). Dissolve 15.0 mg of piperine CRS in

ethanol (96 per cent) R and dilute to 100.0 mL with the same

solvent.

Reference solution (b). Disperse 0.250 g of long pepper for

system suitability HRS (355) (2.9.12) in 40 mL of ethanol

(96 per cent) R. Sonicate for 20 min and filter. Rinse the flask

and the filter with 5 mL of ethanol (96 per cent) R, combine

the filtrate and washings and dilute to 50.0 mL with the same

solvent. Filter through a membrane filter (nominal pore size

0.45 pm).

Column:

— size:1=0.15m, @ = 4.6 mm;

- stationary phase: end-capped octadecylsilyl silica gel for
chromatography R (5 um).

Mobile phase:

- mobile phase A: water R;

- mobile phase B: acetonitrile R;

Time Mobile phase A Mobile phase B
(min) (per cent V/V) (per cent V/V)
0-5 50 50

5-20 50->5 5095
20 -22 5250 95> 100

Flow rate: 1.0 mL/min.

Detection: spectrophotometer at 343 nm.

Injection: 10 uL.

Retention time: piperine = about 10 min.

Identification of peaks: use the chromatogram supplied with

long pepper for system suitability HRS and the chromatogram

obtained with reference solution (b) to identify the peak due

to piperine and peak 2.

System suitability: reference solution (b):

- peak-to-valley ratio: minimum 4, where H[, = height above
the baseline of peak 2 and H, = height above the baseline
of the lowest point of the curve separating the peak due to
piperine from peak 2.

Calculate the percentage content of piperine using the

following expression:

A XmyXxp
Ay xmyx2
A, = area of the peak due to piperine in the
chromatogram obtained with the test solution;
A, = area of the peak due to piperine in the
chromatogram obtained with reference
solution (a);
m =

mass of the herbal drug to be examined used to
prepare the test solution, in grams;

m, = mass of piperine CRS used to prepare reference
solution (a), in grams;

percentage content of piperine in piperine CRS.
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RESUME

Cette étude porte sur I'extraction, la caractérisation, la synthése et I'évaluation des propriétés biologiques de la
pipérine et de ses analogues de synthese de type N-arylamides. Elle vise a explorer leur potentiel en tant
gu'agents anti-inflammatoires, analgésiques et antibactériens, tout en combinant des approches
expérimentales et in silico.

La pipérine a été extraite du poivre noir par différentes méthodes, dont 1’extraction avec 1’acide acétique
glacial, qui a permis d’obtenir un produit pur et cristallin. Sa structure chimique a été confirmée par des
techniques spectrales (UV, IR, RMN). Ensuite, deux analogues amides de 1’acide pipérique (08 et 09) ont été
synthétisés avec des rendements élevés (64,7 % et 70,12 %), et leur structure a été validée par des analyses
similaires.

Les études biologiques in vivo ont révélé que la pipérine et ses analogues posseédent des activités anti-
inflammatoires et analgésiques significatives. La pipérine, administrée a une dose de 50 mg/kg, a montré des
effets comparables a ceux de l'aspirine (150 mg/kg) et du tramadol, respectivement pour les activités anti-
inflammatoires et analgésiques.

Les analyses in vitro n'ont révélé aucune activité antibactérienne significative pour la pipérine et l'acide
pipérique, tandis que les analogues 08 et 09 ont montré une activité antibactérienne contre les souches testées.
En parallele, les études in silico de type ADME des analogues ont mis en évidence une absorption gastro-
intestinale élevée. Les simulations de docking ont confirmé des interactions solides entre les analogues et la
cyclooxygénase-2 (COX-2), ainsi qu'avec diverses protéines bactériennes, suggérant leur potentiel a la fois
anti-inflammatoire et antibactérien. De plus, les simulations de dynamique moléculaire ont validé la stabilité
structurale des analogues lors de leurs interactions avec la COX-2.

Sur le plan toxicologique, les analogues présentent un profil sécuritaire avec une toxicité modérée, sans
risque de cancérogénicité, et un faible impact environnemental.

En conclusion, les résultats mettent en évidence le potentiel thérapeutique des analogues amides de la
pipérine, en particulier les analogues 08 et 09, en tant qu’anti-inflammatoires, analgésiques et antibactériens
prometteurs. Ces composes méritent des études précliniques supplémentaires pour évaluer leur efficacité et

leur sécurité.
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