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RESUME

Les effets pharmacologiques de la 4-phenyl-1,5-bdiazepin-2-one ont été examinés chez des souris
par des tests comportementaux classiques (Testashehge a trous, Test de labyrinthe et Test deda ti
tournante) et comparés par rapport aux produité Bopotentiel anxiogenique ou anxiolytique sonhruags.
L'analyse de nos résultats a montré que la 4-phklybenzodiazepin-2-one et le diazépam ont augsrient
temps passé dans les bras ouverts, tandis quertaqin a entrainé la diminution de ce temps. Qi#rsint les
résultats de I'évaluation de Il'activité locomotricdu comportement exploratoire et du comportemess d
animaux sur la tige tournante, le diazépam et fihdnyl-1,5-benzodiazepin-2-one ont influencé dmifia
significative ces derniers par rapport a la picxotet au véhicule. Ces données suggérent que teAyp1,5-

benzodiazepin-2-one posséde une activité anxipligti
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INTRODUCTION

Les benzodiazépines sont des
médicaments psychotropes les plus largement
consommeés dans le monde en raison de leur
activité anxiolytique, anticonvulsivant et
myorelaxant (Beaulieu, 2006; Tosti et al.,
2007). Toutefois, des effets indésirables
comme la dépendance physique, la tolérance,
l'ataxie et le trouble de mémoire ont été
associés a leur utilisation. La plupart des
benzodiazépines utilisées en clinique
thérapeutique sont issus de la classe de la 1,4-
benzodiazépine (Fernandes et al., 1996;
Zangrossi et al., 1999), puisque plusieurs
produits ont été obtenus par l'introduction des
substituants en différentes positions de cette
derniere, et voir méme par modification de la
structure de l'anneau. Les effets anxiolytique
et anticonvulsivant de 1,5-benzodiazépine

(clobazam) ont été décrits (De Sarro et al.,
1992; Remy, 1994 ; Widlocher, 2002;
Perlemuter, 2008). Toutefois, on sait
beaucoup moins sur les effets de substituants
sur la 1,5-benzodiazépine par rapport au
groupe de la 1,4-benzodiazepine, c'est ainsi
que la classe de 1,5-benzodiazepine est
davantage explorée, dans le but de rechercher
des nouveaux produits capables d'interagir
avec les récepteurs des benzodiazépines, et de
mettre au point des produits ayant moins
d’'effets secondaires (Wolfman et al., 1994;
Van Gerven et al., 1997), mais la synthése de
ces molécules utilise des méthodes nécessitant
la mise en jeu de réactifs onéreux, voire méme
dangereux (Yasumatsu et al., 1994;
Kirkiacharian, 1996; Graham et Depovere,
2002).
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C’est ainsi que, nous nous sommes
fixés pour objectif de synthétiser la 4-phenyl-
1,5-benzodiazépin-2-one en utilisant des
réactifs usuels et d’explorer son activité
anxiolytique par comparaison avec des
substances de référence. Ce qui permettra de
dire si la 4-phenyl-1,5-benzodiazépin-2-one
possede la propriété anxiolytique reconnue
aux benzodiazépines.

MATERIEL ET METHODES
Produit testé

La 4-phényl-1,5-benzodiazépin-2-one a
été synthétisée par condensation de Ilo-
phénylenediamine avec le benzoylacétate
d'éthyle dans le xyléene pendant une heure
(Essassi et al.,, 1987; Zellou et al., 1998a),
suivant le mode opératoire ci-dessous:
- Mettre dans un ballon de 250 ml, 0,01 mole
d’ortho-phényléne-diamine et 0,011 mole de
benzoylacétate d'éthyle dans 100 ml de
xyléne, porter a reflux pendant 1 heure et
refroidir. Aprés I'obtention d'un précipité,
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filtrer et laver avec de I'éthanol, puis sécher et
on obtient une poudre de couleur blanche.

Et, sa structure (Figure 1) a été
déterminée sur base des parameétres spectrales
et des données physicochimiques (Tableau 1):
Les points de fusion non corrigés ont été
mesurés a l'aide du banc chauffant Koffler.
Les spectres de résonance magnétique
nucléaire tH, °C) ont été enregistrés sur un
appareil AVANCE 300 Bruker opérant a 300
MHz, en solution dans le chloroforme
deutérié. Les déplacements chimiques sont
donnés en ppm par rapport a la référence
interne TMS. Les spectres de masse ont été
effectués par impact électronique a l'aide de
I'appareil VARIAN MAT 311A. Les spectres
IR ont été enregistrés en film de KBr, sur un
spectromeétre IR-TF VERTEX 70 entre 600 et
4000 cn.

Produits de référence
e Diazépam,

e Picrotoxin (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA).
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Figure 1. Schéma de synthése de la 4-phényl-1,5-benzodm2épne.

Tableau 1: Paramétres d'identification de la 4-phényl-1¢sbodiazépin-2-one.

Rendement Point de fusion Données spectrales
* Spectre RMN'H (CDCL): 3, 4 ppm (2H,S, CH;
7,20—-7,90 ppm (9 H aromatiques, m); 9, 37 ppm
(1H, s, NH);
* Spectre RMN 13C : 39,79 ppm (CH2); 121,82 —
90% 198 — 200 °C 130,98 ppm (CH aromatique); 129,14 ppm ( C
0 (Ethanol) aromatique); 137,62 — 139,91 ppm ( C

aromatique); 158,64 ppm( =N); 167,80 ppm

(C=0);

* Spectre IRVc-o: 1670 Cnit;

* Spectre de masse :'Mm/z) = 236
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Animaux

L’étude est effectuée sur des souris
Swiss adultes males, provenant de I'élevage
du Laboratoire de Pharmacologie de Ila
Faculté de Médecine et de Pharmacie de
Rabat, dont le poids se situe entre 20 et 30 g,
ils étaient maintenus dans les mémes
conditions de température (25 += 2 °C),
'humidité relative située entre 50 + 5%, et
laccés a l'eau et aux aliments & volonté.
(Broustail, 1967 ; Laroche et Rousselet,
1990). L'utilisation des animaux a été faite en
conformité avec les guides d'utilisation des
animaux de Laboratoire (Ernest, 1993;
Anonyme, 1996).

Les produits ont été administrés par
voie intraperitoneale sous forme d'une
suspension dans la gomme arabique a 10%, en
raison de 0,5 ml pour 20 g du poids corporel.

Etude de I'activité anxiolytique

L'activité anxiolytique de lad-phényl-
1,5-benzodiazépin-2-one a été évaluée sur
base des tests comportementaux, et les
résultats étaient comparés aux produits de
référence.

Le test de labyrinthe(Lister, 1987;
Ferreri, 2004 ; Leboyer, 2005), permet de
mesurer l'anxiété (anxiété liee a la
confrontation avec une situation nouvelle).
Pour ce faire, nous avons utilisé un dispositif
en forme de croix, surélevé de 50 cm au-
dessus du sol. Il comprend quatre bras de
50 cm de longueur et de 10 cm de largeur.
Deux bras opposés sont fermés par des parois
verticales de 45 cm de hauteur, les deux autres
étant ouverts sur le vide et, de ce fait,
anxiogenes. L'animal est placé au centre de la
croix et peut accéder librement a I'ensemble
des quatre bras. Pendant 10 minutes, on
observe le comportement de I'animal dans le
dispositif. On mesure le nombre d’entrées

dans les bras ouverts et dans les bras fermés,
ainsi que le temps passé dans chacun de ces

bras. Un faible nombre d’entrées et un temps
court passé dans les bras ouverts sont
considérés comme des indices d’anxiété.

Le test de planche a tro(Lister,
1987; Cherrah et al., 2007): permet d'évaluer
le comportement exploratoire et [l'activité
locomotrice des animaux. Pour ce faire, on
utilise une planche de 40x40 cm et de 1,8 cm
d’épaisseur, percé de 16 trous de 3 cm de
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diameétre, régulierement espacés. La souris est
déposée au centre de la planche et on compte
le nombre de fois ou la souris plonge la téte

dans un des trous au bout de 1, 2, 3, 4 et 5
minutes et on calcule la moyenne de trous

explorés pendant 5 minutes, et le nombre de

zones traversées par I'animal avec toutes les
pattes.

Les doses suivantes ont été utilisées : le
diazépam (0,1-1 mg/kg), la 4-phényl-1,5-
benzodiazépin-2-one (50, 100, 200 mg/kg) et
la picrotoxin (0,2-2 mg/kg).

Le test de la tige tournanfTsuda et al.,
1996 ; Cherrah et al., 2007), permet d’évaluer
'effet de la coordination des mouvements
apres administration des produits a tester, 25
minutes apres administration du véhicule et
des produits (le diazépam 1 mg/kg et la 4-
phényl-1,5-benzodiazépin-2-one : 50, 100 et
200 mg/kg), les animaux étaient placés dans
'appareil et on a enregistré le nombre de
chutes et le temps moyen de séjour sur la tige
avant la chute (maximum 300 s). Les animaux
ayant fait I'objet de cette étude ont été retenus
sur base du temps passé sur la tige lors d’essai
avant le test; ainsi seuls les animaux ayant
séjourné une minute ou plus sur la tige ont été
sélectionnés.

Analyse statistique

L'analyse statistique des données a été
effectuée par TANOVA, ainsi que le test de
Student-Newman-Keuls. Les valeurs sont
considérées comme significatives a P<0,05.

RESULTATS

Test de Labyrinthe la 4-phényl-1,5-
benzodiazépin-2-one, comme le diazépam, a
augmenté le temps passé dans les bras ouverts
[F(5,98) 3,26, p<0,01], alors que la
picrotoxin a diminué le temps passé dans les
bras ouverts par les animaux (Figures 2, 3 et
4).

Le Test de la planch& trous montre
que la picrotoxin (2 mg/kg) a provoqué une
réduction du nombre de trous explorés [F
(3,59) 10,09, p<0,001] et [lactivité
locomotrice des animaux ; en revanche, le
diazépam a augmenté le nombre de trous
explorés a la dose de 0,1 mg/kg [F (3,54) =
4,16, p<0,01] et l'activit¢ locomotrice a la
dose de 1 mg/kg [F (3,54) = 2,78, p<0,05]. La
4-phényl-1,5-benzodiazépin-2-one a aussi
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Figure 2 : Effets de picrotoxin sur le temps passé dansrkes duverts par des souris.
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Figure 3 : Effets du diazépam sur le temps passé dans leohyarts par des souris.
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Figure 4: Effets de la 4-phényl-1,5-benzodiazépin-2-ondestemps passé dans les bras

ouverts par des sourises résultats sont présentés sous forme des mayerBeart types; N = 15 souris
par groupe. P<0,05 par rapport au véhicule (Testeit-Newman-Keuls ).
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Tableau 2: Effets de picrotoxin, du diazépam et de la 4-phéry-benzodiazépine sur le
comportement des souris dans le test de planaiogis t

Nombre de trous explorés  Activité locomotrice

Véhicule 19,3+2,6 110,9+10,2
Picrotoxin (0,2mg/Kg) 19,8+2,8 98,918,4
Picrotoxin (2mg/Kg) 7+1,4* 69+0,9*
Diazepam (0,1mg/Kg) 13+2,1 112,5+10
Diazepam (1mg/Kg) 9,1+2,2 115,5+16,8*
4-PBZ (50 mg/Kg) 17,642,5 111,449,5
4-PBZ (100 mg/Kg) 12,5+1,2 102,2+6,6
4-PBZ (200mg/Kg) 9,3+1,3* 99,7+7,2

Les résultats sont présentés sous forme des mayertbeart types; N = 14-18 souris par groupe.
*P<0,05 par rapport au véhicule (Test de Studentrian-Keuls).
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Figure 5. Comportement des souris sur la tige tournantésagdministration du véhicule, de

la 4-phényl-1,5-benzodiazépin-2-one et le diazépasnésultats sont présentés en seconde (moyennes
+ Ecart types), N = 15 souris par groupe. *P<0,p@drapport au véhicule (Test de Student-Newmauisie

provoqué une réduction du nombre de trous comportement des animaux par rapport au
explorés par les souris [F (5,98) = 2,57, véhicule [F (4,70) =7,6 p<0,001)] (Figure 5).
p<0,05], ainsi que leur activité locomotrice
(Tableau 2). DISCUSSION

Test de la tige tournante L'analyse L'analyse statistique des données du
des données de ce test révele que le diazépam test de labyrinthe montré que la picrotoxin a
(1 mg/kg) et la 4-phényl-1,5-benzodiazépin-2- diminué le nombre d’entrées et le temps passé
one aux différentes doses (50, 100 et 200 dans les bras ouverts par les animaux [F (3,59)
mg/kg) ont modifié de maniere importante le = 8,32, p<0,001, Figure 2], confirmant ainsi
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les données de la littérature qui suggerent un
réle anxiogenique de ce produit. Par contre, le
diazépam a entrainé une augmentation du

molécule de base
benzodiazépin-2-one).

(la  4-phényl-1,5-

nombre d'entrées et du temps passé dans les Conclusion

bras ouverts [F (3,53) = 3,78, P<0,05, Figure
3]. Considéré comme un des tests spécifiques
pour I'étude de l'anxiété (Cruz et al., 1994;
Hogg, 1996), ce dernier est aussi validé pour
étre utilisé avec la souris, et il a été prouvé
que ce test est sensible pour les produits qui
agissent par lintermédiaire du récepteur
GABA-A (Hogg, 1996; Rodgers et al., 1997).
Raisons pour lesquelles, nous I'avons choisi
pour étudier le potentiel anxiolytique de la 4-
phényl-1,5-benzodiazépin-2-one. Sa validité
dans notre étude a été soutenue par I'effet que
la picrotoxin anxiogenique typique et le
diazépam, un anxiolytique classique, ont
sensiblement diminué et augmenté le nombre
d'entrées et le temps passé dans les bras
ouverts par les souris (Figures 2 et 3). La 4-
phényl-1,5-benzodiazépin-2-one, tout comme
le diazépam, a aussi entrainé une
augmentation du nombre dentrées et du
temps passé dans les bras ouverts par les
souris (Figure 4). Ces résultats suggerent que
la 4-phényl-1,5-benzodiazépin-2-one a un
effet anxiolytique.

Au regard des résultats duest de
planche a trousnous observons que la
picrotoxin (2 mg/kg) a considérablement
diminué le nombre de trous explorés et le
nombre des zones traversées par les souris
avec toutes leurs pattes. La 4-phényl-1,5-
benzodiazépin-2-one a aussi réduit de maniére
significative le nombre des trous explorés,
ainsi que l'activité locomotrice des animaux,
ce qui suggere l'existence d'un effet sédatif,
pouvant permettre de confirmer [I'activité
anxiolytique de la molécule observée lors du
test de labyrintheCet effet a été aussi observé
lors dutest de la tige tournantda dose de
200 mg/kg a démontré une activité similaire a
celle du diazépam, alors que la dose de 50
mg/kg a démontré une trés faible activité
(Figure 5).

Ces résultats démontrent que la 4-
phényl-1,5-benzodiazépin-2-one présente une
activité anxiolytique comparable a celle du
diazépam a différentes doses utilisées, méme
si cette activité est plus remarquable a la doses
200 mg/kg, d'ou la nécessité de synthétiser
des dérivés de cette molécule avec différents
substituants pouvant améliorer I'activité de la
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Le profil de comportement induit par la
4-phényl-1,5-benzodiazépin-2-one sur base
des trois tests comportementaux utilisés dans
cette étude, est similaire a celui induit par le
diazépam, néanmoins la 4-phényl-1,5-
benzodiazépin-2-one contrairement au
diazépam, n'a pas réussi a accroitre l'activité
locomotrice des animaux. Ces résultats
démontrent que la 4-phényl-1,5-
benzodiazépin-2-one posséde une activité
anxiolytique, cette activité est franche a la
dose de 200 mg/kg.
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