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RESUME

Les complexes d’acides aminés avec du cuivre synthétisés il y a plusieurs décennies,

également connus sous le nom de «combinaisons internes» ont suscité une attention
| croissante au cours des derniéres années, en particulier pour leur potentielles
applications biomédicales, ’un des pluS importants agents chélateurs du cuivre est
I’acide aminé L-histidine (His). Le cuivre (II) lié a His représente un pool échangeable
de cuivre(Il) avec I’albumine dans le sang. La déréguiation du métabolisme du cuivre
entraine diverses maladies. Les propriétés de transport du complexe histidine cuivre(II)
ont abouti a son application dans le traitement de la maladie de Menkes, considérée
comme mortelle au cours de la premiére décennie de vie de I’enfant. Cependant,
‘I’administration quotidienne injectable de ce complexe en complique 1’utilisation et
d’autres voies d’administration sont souhaitables. Par conséquent, I’isolation de
I’histidine de cuivre(Il) a I’état solide peut étre utile pour une meilleure formulation

orale et pour I’administration transdermique dans diverses maladies liées au cuivre.

Le présent projet de doctorat propose d’ouvrir de nouvelles fenétres sur 1’utilisation
des complexes de cuivre dans les applications biomédicales et pharmaceutiques, en
mettant ’accent sur la préparation d’un nouveau composite avec de 1’alcool
polyvinylique et du chitosane, avec différents agents de réticulation en tant que film

pour une potentielle administration controlée du complexe.

Le cuivre coordiné avec les ligands d’acides aminés est essentiel au fonctionnement de
nombreuses protéines. De plus, le cuivre complexé avec des acides aminés pour libérer

le cuivre, sous le nom de [Cu(His)], est utilisé dans le traitement de la maladie
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neurodégénérative de Menkes et de la cardioencéphalomyopathie. Ce projet de thése
- visait & coordiner le cuivre(Il) avec quatre petits ligaﬁds (L-Sérine, L-Histidine, Urée
et Biuret) et a évaluer la stabilité, ’activité antioxydante et la coxhpatibilité neuronale
des complexes résultants. Les complexes ont été synthétisés avec du CuCly et
cristallisés par précipitation dans 1’alcool. Leurs caractéristiques structurelles ont été
evaluées par analyse élémentaire, diffraction des rayons X (DRX) et spectroscopie
infrarouge (FTIR). Leur stabilité¢ a été évaluée par des profils d’absorbance UV-Vis
dans I’eau, des solutions salines physiologiques, gastriques et intestinales, et par
voltamétrie cyclique. La capacité antioxydante a été mesurée a 1’aide de méthodes
DPPH (1,1-diphényl-2,2-picrylhydrazyle) et DPD (N, N-diéthyl-p-phénylénediamine),
et la compatibilité neuronale a été évaluée par des mesures de viabilité cellulaire a
I’aide de cultures de neurones dérivés de cellules souches de souris P19. Les complexes
étaient sous la forme de [Cu(ligand)] et présentaient une coordination tridentée (L-
Histidine), bidentée (L-Sérine et Biuret) ou monodentée (Urée) avec le cuivre. Tous les
complexes et leurs ligands avaient une capacit¢ antioxydante, le complexe
[Cu(His);Cl;] étant le plus puissant. Contrairement a [Cu(urée),Cl2] et
[Cu(Biuret),Clz], les complexes [Cu(Ser)2] et [Cu(His):Clz] étaient stables dans
différents milieux, notamment 1’eau, le sérum physiologique simulé et des solutions
analogues a celles de I’intestin. Bien que seul [Cu(His)2Cl:] ait présenté une bonne
neurocompatibilité (environ 90 % a des concentrations allant jusqu’a 200 pM), la
cytotoxicité des autres complexes de cuivre était inférieure a celle obtenue avec des
concentrations équivalentes de CuCl,. Ces observations, ouvrent de nouvelles
perspectives pour I’utilisation de ces complexes de cuivre en tant qu’antioxydants et
éventuellement en tant qu’agents thérapeutiques pour les maladies neurodégénératives.
En outre, I’étude de ces complexes pourrait aider a améliorer le traitement des maladies

induites par le debalancement de la concentration de cuivre.

De nouveaux films réticulés a base d’alcool polyvinylique (PVA) et de chitosane (Ch)

ont ét¢ préparés en utilisant la technique de coulée en solution (de ’anglais : polymer
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solution casting). Le film composite (PVA-Ch) a €té réticulé chimiquement par du tri-
métaphosphate de sodium (STMP) et de la génipine (Gp). Le réticulant génipine, un
composé d’origine naturelle, a été choisi en raison de sa toxicité inférieure a celle de
nombreux autres réactifs de réticulation synthétiques couramment utilisés. Les films
composites (PVA-Ch) ont été préparés selon trois approches différentes. Pour la
premiére méthode (M1), le PVA a été réticulé séparément avec du STMP et mélangé
avec du chitosane (Ch) non réticulé. Dans la méthode en deux étapes (M2), le PVA
(réticulé par STMP) a été mélangé au chitosane (réticulé séparément avec la Gp). Dans
la troisiéme méthode (M3), le PV A réticulé avec STMP et le chitosane (Ch) non
réticulé ont ét¢ mélangés pour obtenir un agent homogene, puis la Gp a été ajoutée
lentement. La stabilisation structurelle et chimique des films composites a été
caractérisée par microscopie électronique a balayage (MEB), FTIR, analyse
thermogravimétrique (TGA), calorimétrie a balayége différentiel (DSC) et DRX. Les
propriétés mécaniques ont été testées (cassure, €longation) et la capacité d’absorption
des fluides a été évaluée dans différents milieux. Les résultats obtenus par MEB et par
TGA ont montré que crystallinité du PVA-Ch diminuait aprés traitement avec des
agents de réticulation. Les résultats de gonflement ont indiqué que les composites
présentaient une sensibilitt au pH dans des environnements acides. Avec
’augmentation de la teneur en chitosane dans le mélange, un gonflement croissant a
¢été observé. Le composite a ¢galement montré une diminution de la vitesse de
gonflement du composite avec la réticulation et avec I’augmentation de la teneur en
génipine en tant que double agent de réticulation dans le composite PVA-Ch. De plus,
les évaluations de cytotoxicité et de viabilité cellulaire ont été effectués par des essais
MTT avec des cellules P19 aprés 48 h. Les résultats de cytotoxicité des films ont
clairement présenté une viabilité cellulaire adéquate. De plus, des études de libération
de médicament a partir des films ont été effectuées en faisant varier le pH. Le complexe
- [Cu(His)2Cl] a été incorporé en tant que médicament dans les films composites. Le
relargage de médicament des films s’est révélé étre affecté également par le procédé

de réticulation et par le pH du milieu de diffusion. Les résultats préliminaires suggérent
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que ces nouveaux polyméres réticulés a base de PVA-Ch ont un grand potentiel pour

des médicaments a libération contrdlée et prolongée pour une administration ciblée.

Mots clés : Histidine, Sérine, Acides Aminés, Complexes de cuivre, Antioxydants,
Stress Oxydatif, Cellules Neuronales Dérivées de P19, Alcool Polyvinylique,
Chitosane, Film Composite, Agents de réticulation, Génipine, Trimétaphosphate de

sodium (STMP), Livraison Transdermique



ABSTRACT

Copper amino acid complexes synthesized decades ago and also known as «internal
combinations», have received increasing attention in the past years, particularly for
their potential biomedical application. One of the important copper chelators is the
“amino acid L-histidine (His). Copper bound with His represents an exchangeable pool
of copper(Il) with albumin in blood. Dysregulation of copper metabolism leads to
various diseases. The transport properties of copper(Il) histidine complex led to its
application with success in the treatment of Menkes disease that was considered lethal
in the first decade of life. However, injectable daily administration of this complex
complicates its use and alternative routes of administration are desirable. Therefore,
the isolation of copper(Il)-histidine in solid state may be useful for an oral formulation

and for transdermal administration in various copper-related disease.

The present doctoral project is proposed to open new windows on the utilization of
copper complexes in biomedical and pharmaceutical applications, focusing on
preparing a novel composite with polyvinyl alcohol and chitosan with different

crosslinking agents as potential composite film for controlled drug delivery.

Copper coordinated with amino acid ligands is essential for the function of many
proteins. Copper complexed to free L-Histidine, as [Cu(His):], is used in the treatment
of the neurodegenerative Menkes disease and cardioencephalomyopathy. This study
was aimed to coordinate copper(Il) with four small ligands (L-Serine, L-Histidine,
Urea and Biuret) and to evaluate stability, antioxidant activity and neuronal

compatibility of the resulting complexes. These complexes were synthesized with
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CuCl; and crystallized by precipitation in alcohol. Their structural features were
chracterized by elemental analysis, X-rays diffraction and FTIR. Stability was
evaluated through UV-Vis absorbance profiles in water, physiological saline, gastric-
like and intestinal-like solutions and by cyclic voltametry. The antioxidant capacity
was measured using DPPH (1,1-diphenyl-2,2-picrylhydrazyl) and DPD (N,N-diethyl-
p-phenylenediamine) methods, and neuronal compatibility was assessed through cell
viability measurements using cultures of neurons derived from mouse P19 stem cells.
The complexes were in the form of [Cu(ligand)] and exhibited tridentate (L-Histidine),
bidentate (L-Serine and Biuret) or monodentate (Urea) coordination with copper. All
complexes and their ligands had antioxidant capacity, the [Cu(His),Cl;] complex being
the most potent. Contrarily to [Cu(Urea)2Cl2] and [Cu(Biuret)2Clz], the [Cu(Ser):] and
[Cu(His)2Cl2] complexes were stable in different media including water, physiological
saline and. intestinal-like solutions. Although only [Cu(His).Cl2] showed a good
neurocompatibility (about 90 % at concentrations up to 200 uM), the cytotoxicity of
the other copper complexes was lower ( to equivalent concentrations of CuCly). These
findings open new perspectives for the use of [Cu(His)2Clz] copper complexe as
antioxidant and possibly as therapeutic agent for neurodegenerative diseases.
Furthermore, study of these complexes may help to improve chelation therapy for

copper dysfunctions.

Novel cross-linked polyvinyl alcohol (PVA) and chitosan (Ch) films were prepared
using casting technique. The composite film (PVA-Ch) was chemically crosslinked by
sodium tri-metaphosphate (STMP) and genipin (Gp). The crosslinker Genipin, a
~ naturally derived compound, was selected because of its lower toxicity compared to
many other commonly used synthetic crosslinking reagents. The composite films
(PVA-Ch) were prepared by three different approaches. For first (M1) method, the
polyvinyl alcohol (PVA) was cross-linked with STMP separately and was added to the
non-crosslinked chitosan (Ch). In the method (M2), PVA cross-linked by STMP was
added to chitosan (Ch) cross-linked with Gp. For the third method (M3), PVA cross-
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linked with STMP separately was added to non-crosslinked chitosan and blended; then
genipin (Gp) was added to the solution. The structural and chemical stabilization of the
composite films were characterized through the scanning electron microscopy (SEM),
FTIR, Thermogravimetric analysis (TGA), Differential Scanning Calorimetry (DSC),
X-ray diffraction, mechanical properties and their swelling and disintegration behavior
in different pH were investigated in vitro test. The results from SEM showed that the

crystallinity of PVA-Ch decreased after treatment with crosslinkers.

By increasing the chitosan content relative to PVA, the swelling rate of composite has
decreased. Also, by increasing the genipin content as a co-crosslinker in the PVA-Ch
composite, the swelling rate significantly decreased, reflecting the mobility loss of the

polymer network and hydrophilic behavior of film.

Moreover, cytotoxicity and cell viability tests were performed by MTT assays with cell
P19 after 48 h. Cytotoxicity tests of the hydrogels have clearly presented adequate cell
viability. Furthermore, drug release studies of the films were performed by varying the
pH. [Cu(His)2Cl2] was loaded as drug in the composite films. The drug release from
the films were found to be affected by method of crosslinking and the pH of the
diffusion medium. The prelinﬁnary results suggest that these novel PVA-Ch
crosslinked polymers may have a good potential for prolonged, controlled and targeted

drug delivery.

Key words: Histidine, Serine, Amino acid copper complexes, Antioxidants,
Electrolysis induced oxidative stress, Neuronal derivatives of P19 embryonic
carcinoma cells, Polyvinyl alcohol, Chitosan, composite film, cross-linking agents,

genipin, STMP, transdermal delivery



PARTIE I

INTRODUCTION



PREAMBULE

Les complexes de métaux de transition avec les acides aminés sont utilisés dans de
nombreux processus biologiques. Les ions métalliques sont impliqués dans un large
éventail de fohctions biologiques dans le contexte intra et extracellulaire des systémes
vivants (O'Dell, 1976). Parmi les ions métalliques,‘ le cuivre(Il) joue un réle essentiel
dans tous les organismes vivants, par exemple en tant que composant de plusieurs
enzymes (amine oxydase et superoxyde dismutase) (Bento et al, 2007). La
céruloplasmine est la principale protéine de transport du cuivre dans le sang. Elle lie
plus de 95 % du cuivre total contenu dans le plasma humain (Flemming et Trevors,
1989). Alors que des traces de complexes de cuivre sont nécessaires sous des formes
protéiques ou peptidiques pour les processus métaboliques normaux, le cuivre non lié
peut étre extrémement toxique en exces en raison de sa capacité a générer des radicaux
libres (Deschamps et al., 2005). Les complexes d’acides aminés avec du cuivre ont fait
1’objet de beaucoup d’attention et de nombreuses études ont été réalisées ces derniéres
années. L’histidine cuivre(Il) présente dans le sang humain joue un réle clé dans
I’absorption de cuivre dans la cellule (Duchesne et al., 2001). L’histidine posséde un
groupe fonctionnel imidazole qui peut coordiner le cuivre dans des métalloprotéines et

fait également partie du site catalytique de certaines enzymes (Wang ef al., 1999).

Les propriétés de transport du complexe cuivre(Il)-L-histidine ont conduit a son
application dans le traitement de la maladie de Menkes (maladie neurodégénérative
génétique fatale) caractérisée par une absorption insuffisante du cuivre(Il) (Danks et
al., 1972; Sigel et McCormick, 1971). Récemment, il a été signalé que la cuivre(II)-L-
histidine est probablement efficace dans le traitement de la cardioencéphalomyopathie

hypertrophique infantile (Freisinger ef al., 2004). La L-sérine (Ser) est un acide aminé
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non essentiel qui peut étre synthétisé par de nombreuses cellules, a 1’exception de
certains types, telles que les sous-populations de cellules gliales et neuronales qui
dépendent de I’absorption de Ser pour soutenir leur survie et leur développement
(Pecul, 2006). Le cuivre complexé avec Ser pourrait étre capturé par des cellules via
des transporteurs de Ser dans des situations de transporteurs de -cuivre régulés
négativement. L’urée est un produit endogéne du catabolisme des protéines et des
aéides aminés et est présente a différentes concentrations dans le sang et divers organes
(Duchesne et al., 2001). Dans des conditions physiologiques, il a ét€ montré que 1’urée
égissait en tant qu’antioxydant et en tant qu’agent cardioprotecteur (Wang et al., 1999).
Le biuret est souvent utilisé avec 1’urée dans I’alimentation animale comme excellent .
additif azoté non protéique, offrant une meilleure palatabilité par rabport a l'urée
(Currier et al., 2004). 11 contient deux groupes acylamine et un groupe imine, une
structure compatible avec son utilisation en tant que ligand neutre dans divers
complexes, principalement pour des études structurelles ou des applications

bioanalytiques (le dosage de protéines par biuret).

La durée de vie des étres humains augmente, mais avec 1’augmentation de la
sénescence, il existe également un risque de maladies métaboliques et neurologiques.
Une des principales raisons de ces dysfonctionnements est le dommage oxydatif. Les
espéces réactives de l’oxygeéne (ROS) induisent des lésions oxydatives des
biomolécules et des organites, puis entrainent diverses maladies telles que Parkinson,
Alzheimer, des dysfonctionnements cardiaques et méme des cancers (Guidi ef al.,
2006). L’organisme a ses propres mécanismes de défense, mais souvent ils sont altérés
ou simplement ces mécanismes ne sont pas assez puissants pour assurer la protection
(Sas et al., 2007). C’est pourquoi les nouveaux agents antioxydants et protecteurs
suscitent un vif intérét. Le corps humain contient environ 100 a 150 mg de cuivre et la
dose quotidienne recommandée est de 1 a 3 mg (Adelstein et Vallee, 1961). Le
syndrome de Menkes est une maladie génétique héréditaire due a un géne non typique

(ATP7A), induisant une absorption réduite du cuivre. Les malades Menkes ont un taux
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de cuivre anormalement bas dans le cerveau et le foie et un excés de cuivre dans les

intestins et les reins (Kumar et Low, 2004).

Cette maladie fatale provoque la mort dans la premiére décennie de la vie du patient. Il
n’y avait pas de reméde pour le syndrome de Menkes. Un traitement précoce avec des
injections d’histidine de cuivre peut apporter un bénéfice temporaire [Deschamps ef
al., 2005]. Cependant, son administration par voie intraveineuse limite son utilisation
et d’autres voies d’administration sont toujours nécessaires. Les recherches sur le
cuivre et la fonction cérébrale doivent encore étre approfondies, mais des recherches
préliminaires ont montré que la thérapie a cuivre pouvait avoir des résultats positifs en
diverses maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la maladie
d’Alzheimer (Klevay, 2008). Des complexes du cuivre possedént des propriétés anti-
inflammatoires qui aident a réduire les symptdmes (douleur et raideur) de la
polyarthrite rhumatoide (Sorenson et Hangarter, 1977). Par conséquent, I’isolement du
complexe de cuivre(Il) a I’état solide peut €tre utile pour une administration

transdermique dans diverses maladies liées au cuivre.

Les systémes d’administration transdermique de médicaments sont définis comme des
dispositifs sous forme de timbres permettant d’administrer des médicaments. Les
membranes polymériques (naturelles et synthétiques) sont couramment utilisées dans
ces systémes, en raison de leurs propriétés filmogénes. L’objectif du projet était de
produire des complexes de cuivre et a les incorporer dans des timbres transdermiques
(afin de mettre au point un traitement de la maladie de Menkes ou d’autres maladies

liées & une carence en cuivre.

Les hydrogels ont fait I’objet d’une attention considérable au cours des derni¢res
décennies, principalement en raison de leur mollesse, non-toxicité et biocompatibilité
(Hamidi et al., 2008). La principale limite d’utilisation des hydrogels est liée a leurs
propriétés mécaniques médiocres. Pour améliorer cet inconvénient, les hydrogels

peuvent étre modifiés par mélange physique (Chuang et al., 1999), par de réticulation
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chimique / physique ou par interpénétration de réseaux de polyméres (Dimida et al.,
2015; Peniche et al., 1999). Nous avons choisi deux types de polymeéres : le chitosane

(naturel) et I’alcool polyvinylique (PV A, synthétique).

Le chitosane est un polysaccharide naturel composé de résidus de B-(1,4)N-
acétylglucosamine et de glucosamine répartis de maniere aléatoire (Muzzarelli, 2010;
Rinaudo, 2006). Le chitosane est, biodégradable, biocompatible, polycationique et non
toxique. Ces propriétés en font un élément idéal dans un large éventail d’applications
dans les systtmes de séparation biochimiques dans lés domaines médical,
pharmaceutique, chimique, agricole, le génie tissulaire, les biomatériaux et les
systémes a libération contr6lée de médicaments (Kim et al., 2008; Koppolu et al., 2014,
Kweon ef al., 2003). La nature hydrophile du chitosane exige certaines modifications
chimiques avant d’étre utilis€é comme matrice de libération de médicaments. Une
modification possible est la réticulation (Mi et al., 2006). Des agents de réticulation et
des plastifiants sont ajoutés aux films polymériques pour améliorer les propriétés
texturales en les rendant plus résistants (Zhang et al., 2010). Les hydrogels de chitosane
peuvent étre préparés par réticulation physique ou chimique de chaines polyméres. Des
polymeéres synthétiques tels que le PVA sont mélangés a des povlyméres naturels, tels
que le chitosane, afin d’améliorer leurs propriétés mécaniques médiocres (Tanigami ef
al., 1995). Le PVA est un polymére synthétique hydrosoluble largement utilisé¢ dans
des applications pharmaceutiques et les biomatériaux (Chan et al., 1999). En raison de
sa bonne stabilit¢ chimique, hydrophilicité, non- toxicité, biodégradabilité,
biocompatibilité, de sa bioadhésivité et de sa non cancérogénicité, le PVA est un bon
candidat pour des applications biomédicales (Abraham et al., 2016). De plus, le PVA
posséde d’excellentes propriétés physiques et mécaniques et une bonne tendance
filmogéne en raison de I’abondance de groupes hydroxyle (Lee et al., 1996). Par
“conséquent, la combinaison de ces deux polymeéres (PVA et chitosane) peut contribuer

a améliorer les propriétés mécaniques du nouveau composite.



CHAPITRE I

LES COMPLEXES DE CUIVRE

1.1 La chimie du cuivre

La recherche en chimie du cuivre et en synthése de médicaments est dominée par les
composés utilisant les états d’oxydation les plus courants (Santini et al., 2014). Le
cuivre posséde trois états d’oxydation : Cu(l), Cu(Il), Cu(IIl) et forme essentiellement
deux types de composé€s : les composés cuivreux Cu(l) et cuivriques Cu(Il). Les ions
Cu(I) ont une configuration d'* et peuvent former des complexes avec des ligands
présentant des caractéristiques de donneurs « mous », tels que ceux contenant des
groupes thioéther S et des groupes azotés aromatiques (Marzano et al., 2009). Ces
complexes ont tendance a présenter une géométrie linéaire, trigonale ou tétraédrique
(Rorabacher, 2004; Tisato et al., 2010). Les ions Cu(II) ont une configuration d° et des
complexes avec une géométrie de coordination favorisent des géométries de 4 a 6
coordinées (plan-carré, bipyramidal trigonal et octaédrique) et permettent une grande
variété de ligands de différentes denticités et tailles. Les ligands de Cu(II) sont favorisés

vis-a-vis des donneurs N, O, S (Iakovidis et al., 2011).

La stabilité des complexes de métaux divalents peut étre prédite dans une certaine
mesure en utilisant la série d’Irving-Williams (page 17). Ainsi, Cu(II) est un bon choix
de métal car les complexes seraient plus stables par rapport & d’autres espéces de
métaux potentiels. La capacité du cuivre & assumer deux états d’oxydation, oxydé
(Cu**) ou réduit (Cu*), fournit le pouvoir redox permettant de conduire des réactions

enzymatiques et coordiner avec des ensembles distincts préférés de ligands d’acides



aminés pour une variété de structures de protéines. Pour exemple, Cu* préfere les
ligands riches en thiol et le Cu®* est souvent associé a des ligands de 1'azote ou de

I'oxygéne (Davis et O'Halloran, 2008).

Bien que les ions de cuivre soient essentiels a la croissance et au développement normal
des mammifgres, il est probable que I’exces de Cu s’engage dans une chimie redox qui
génére des radicaux libres dommageables tels que des radicaux hydroxyles (Halliwell
et Gutteridge, 1990). Ces revues sont exhaustives et mettent en évidence les possibilités
thérapeutiques offertes par les complexes de cuivre en ce ciui concerne I’hétérogénéité

des ligands et la diversité des applications thérapeutiques.
L’homéostasie du cuivre dans les systémes vivants

Les enzymes a cuivre utilisent le métal comme donneur/accepteur d’électrons grace
aux deux états redox Cu(l) et Cu(Il). Cependant, les propriétés d’oxydoréduction du
cuivre peuvent également provoquer des dommages au sein de la cellule. C’est
pourquoi I’homéostasie du cuivre est devenue une nécessité dans 1’évolution du
métabolisme aérobie. En conditions anaérobies, le cuivre passe de I’état Cu(I) a 1’état
Cu(Il) (Verwilst et al., 2015). Les systémes de prise en charge du cuivre doivent
d’abord étre spécifiques pour assurer la régulation de la concentration du cuivre en

présence d’autres cations comme le nickel ou le zinc.

D’autre part, comme chez la levure ot tous les ions cuivre sont pris en charge par des
chélateurs couplés a des systémes d’efflux (Rae ef al., 1999), des bactéries doivent
prendre en charge différents groupes de coordination (Festa et Thiele, 2011). On sait
que Cu(l) se lie aux groupes thiol des protéines permettant la capture et le transport du
cuivre. En effet, les ions libres deviennent toxiques dans la cellule en créant des
radicaux libres (par exemple des radicaux hydroxyles au cours de réactions de type

Fenton (pages 36).

Les composantes cellulaires pour la régulation du cuivre



Il est connu que Cu(ll) est un cofacteur pour les métalloenzymes, notamment la
superoxyde dismutase (EC 1.15.1.1), la cytochrome ¢ oxydase (EC 1.9.3.1), la
tyrosinase (EC 1.14.18.1), la peptidylglycine alpha-amidante monooxygénase
(1.14.17.3) et la lysyl oxydase (EC 1.4.3.13), ceruloplasmine, hemocyanine
(Balamurugan et Schaffner, 2006; Grass ef al., 2011). Les états d’oxydation du cuivre
permettent d’interagir avec diverses protéines qui entrainent une multitude de réactions
. biochimiques. Compte tenu de ses nombreux rdles biologiques, les niveaux de Cu(Il)
sont étroitement régulés a tous les niveaux, y compris 1’absorption, la distribution, la
détoxification et I’élimination cellulaire (Balamurugan et Schaffner, 2006; Pena et al.,
1999). Ces mécanismes sont essentiels pour maintenir I’homéostasie du cuivre et éviter

les toxicités associées.

Le cuivre est absorbé par 1’organisme au niveau de [D’intestin gréle. Existant
principalement a I’état redox Cu?* dans I’espace extracellulaire (Fig. 1.1), il est réduit
en Cu" par des réductases sur la surface de la cellule et est ensuite transporté a travers
la membrane cellulaire par le transporteur humain de cuivre 1 (hCTR1), un transporteur
de haute affinité¢ (Balamurugan et Schaffner, 2006; Gupta et Lutsenko, 2009; Sharp,
2003). De plus, des chaperons de cuivre (CC) sont présents pour délivrer le Cu importé
a des protéines spécifiques dans la cellule (Harrison et al., 2000) et maintiennent le
cuivre dans un état lié pour prévenir le cycle rédox. Les CC livrent les ions du cuivre a

leurs cibles intracellulaires.

Le hCTR1 est le transporteur de cuivre principalement responsable de 1’apport de Cu
dans la cellule. ATOX1 est géne code pour un chaperon en cuivre. Chez les
mammiferes, ATOX1 joue un r6le clé dans I’homéostasie du cuivre car elle fournit du
~ cuivre du cytosol aux transporteurs ATP7A et ATP7B (Klomp, 1997). Par exemple,
ATOX1 est requis pour que le cuivre soit livré a une ATPase de transport, ATP7A,
exprimée dans le réseau trans-Golgi (TGN), ot le cuivre est inséré dans une variété de

protéines. Le rdle de I’ATP7B, montré dans I’intestin gréle, est encore mal compris.






mieux comprendre son importance dans la physiologie humaine (Menkes, 1999). Par
exemple, les mutations génétiques dans ATP7A, qui code pour une ATPase
transportant le Cu, conduiselit a la production d’une enzyme dysfonctionnelle tronquée,
entrainant une faible distribution du Cu, ce qui est lié a une maladie mortelle appelée
éyndrome de Menkes. Puisque I’ATP7A est responsable du transfert et de la libération
du Cﬁ en tant que cofacteur et régulateur de certaines enzymes ainsi que de I’efflux de
Cu des cellules, la perte de la fonction ATP7A entraine une accumulation de Cu dans
certains tissus, tels que I’intestin gréle. D autre part une déficience systémique en Cu
conduit a une neurodégénérescence et a des anomalies de croissance (Daniel ef al.,

2004; Kaler, 2013; Kaler, 1998).

La maladie de Menkes se caractérise par des cheveux crépus, fragiles et incolores, une
peau hypopigmentée et lache, des retards mentaux ou de croissance, la
neurodégénérescence et la mort avant trois ans (Danks ef al., 1972). La maladie est
diagnostiquée chez 1 personne sur 298 000 a 357 000 bébés nés et affecte
principalement les garcons. Les symptomes les plus graves de la maladie correspondent
a D’incapacité a absorber les ions Cu?" de la circulation sanguine. Lorsqu’elle est
diagnostiquée t6t, la supplémentation du Cu sous forme d’un complexe cuivre-histidine
peut limiter les symptomes neurologiques de la maladie (Bento et al, 2007).
Cependant, le résultat du traitement dépend en grande partie de I’activité résiduelle de
ATP7A mutante et du moment du traitement initial (Kim ef al., 2003; Kodama etal,
2012). L’injection parentérale de cuivre, rapportée en 1993, est la plus efficase thérapie
(Deschamps et al., 2005). Son efficacité dépend de I’4ge de la premiére administration
et du type de mutation du géne (Gala et al., 2014). En revanche, la maladie de Wilson
est une maladie provoquée par des mutations de I’ATP7B, principalement exprimées
dans le foie et le cerveau. Le dysfonctionnement de I’ ATP7B entraine une altération de
I’excrétion de I’exceés de Cu du corps et une accumulation ‘prolongée, induisant des

lésions tissulaires, en particulier du foie, du cerveau, des reins et de la cornée

(Telianidis et al., 2013). Le cuivre est donc retenu dans les hépatocytes. Etant donné



que les plus grandes quatités de céruloplasmine (CP) sont produites par les hépatocytes,
de nombreux patients présentent des taux de Cp dans le sang extrémement faibles, car
I’apo-Cp (dépourvu de cuivre) se dégrade rapidement (Deschamps et al., 2005). En
raison des effets toxiques du cycle redox des ions Cu libres dans le foie chez les patients
atteints de la maladie de Wilson, une cirrhose est fréquemment observée, fatale et sans
traitement. La maladie de Wilson est généralement traitée par chélation avec des agents
tels que la pénicillamine et la trientine (Kaler, 2013). Les symptomes neurologiques
causés par ’exces d’absorption de Cu dans le cerveau se manifestent par la maladie de
Parkinson sous forme de tremblements, manque de coordonnation et convulsions:

(Waggoner et al., 1999).

1.2 Le cuivre dans les molécules bio-organiques

Les protéines a Cu sont impliquées dans divers processus biologiques et une déficience
de ces enzymes ou une altération de leur activité provoque souvent des états

pathologiques ou des conditions physiopathologiques (Puig et Thiele, 2002).

Une protéine qui contient un ou plusieurs ions métalliques étroitement liés aux chaines
latérales d’acides aminés est appelée une métalloprotéine. Une métalloprotéine qui
catalyse une réaction chimique est une métalloenzyme (Tableau. 1.1). Les peptides
peuvent lier efficacement et spécifiquement certains ions métalliques. De plus, la
possibilité d’avoir différents sites de liaison des métaux dans la séquence des peptides
permet d’obtenir des complexes avec une grande variété de conformations en modifiant
les contraintes énergétiques et stériques. La compréhension des éventuelles fonctions
biologiques dépend de I’interaction entre les résidus de liaison du ligand et les ions
métalliques. Les mécanismes moléculaires impliquent la liaison des ions métalliques

avec des résidus spécifiques dans les protéines (Feriden, 1976; Festa et Thiele, 2011).



Tableau 1.1 Enzymes reconnues dépendantes du cuivre et leur fonctions

biochimiques

Enzyme dépendante du Cu | Fonction

Accumulation et conservation de la réserve de fer,
Céruloplasmine ferroxidase, transport du cuivre, mimétique de
’activité de la SOD.

Catalyse la dismutation du superoxyde en oxygéne
et peroxyde d’hydrogéne. Il joue le r6le le plus
important dans la protection antioxydante de

Superoxyde dismutase (Cu/

Zn-S0D) presque toutes les cellules qui sont en contact avec
1’oxygeéne dans n’importe quelle mesure.
Cytochrome ¢ oxydase Agent réducteur d’oxygéne.
Tyrosinase (catéchol Formation de mélanine.
oxydase)

Inactivation de 1’histamine et des polyamines

Diamine oxydase (cellulaire et extracellulaire).

Amine oxydase Inactivation de I’histamine, de la tyramine, de la
(extracellulaire) dopamine, sérotonine
Peptidylglycine

. Bioactivation des hormones peptidiques.
monooxygénase

Dans les maladies associées au polymorphisme des nucléotides (les dSNP, disease-
related single nucleotide polymorphism), le role des ions métalliques est directement
lié 4 la maladie humaine et 1’identification des résidus de liaison aux ions métalliques
revét une grande importance pour le développement de médicaments moléculaires
destinés a leur traitement. Le complexe glycine-L-hiétidine-L-lysine cuivre (GHK-Cu)
est le complexe tripeptide-métal naturel le plus connu pour son activité anti-

vieillissement.

La ééruloplasmine (CP) est une chaine polypeptidique unique ayant une masse molaire
d’environ 132 kDa et contient sept ions Cu(Il). La CP transporte plus de 80 % du Cu
total qui circule dans le sérum et constitue un lien majeur entre le métabolisme du

cuivre et du fer (Harris et Gitlin, 1996). Le centre du Cu dans les protéines de cuivre






mesurés de maniére enzymatique et ils sont utilisés pour évaluer le stockage de Cu dans
le corps, car il agit comme une protéine réactive aigué dans les situations de stress et

de traumatisme (Bento ef al., 2007).
1.2.1 Lacytochrome c oxydase

La cytochrome c oxydase (CCQO) est liée a la membrane mitochondriale interne. C’est
une enzyme qui fait partie de la chaine respiratoire mitochondriale et qui participe donc
a la production d’énergie. Elle posséde deux hémes, un cytochrome a et un cytochrome
a3, et deux centres de cuivre (Liu et al.,2014). C’est I’oxydase terminale dans la plupart
- des organismes aérobies et elle réduit I’oxygéne moléculaire (O2) én eau. En plus de la
réduction de 1’0, la cytochrome ¢ oxydase pompe les protons de ’intérieur vers
I’extérieur de la membrane (Tapiero et al., 2003). Des études ont montré que les
activités de la CCO étaient réduites en raison de I’épuisement du cuivre dans certaines

maladies (Alzheimer).

Les métallothionéines (MTs), de faible masse moléculaire et riches en cystéine, sont
des protéines de liaison aux métaux. Elles présentent au moins deux isoformes codées
par plusieurs génes (Vasak, 2005). Les fonctions biologiques des MTs sont:
détoxification des tissues contaminés par des ions métalliques , y compris des ions non
essentiels et en excés, stockage des micro-éléments essentiels et capture des dérivés
réactifs oxygénés (en anglais : reactive oxygen species, ROS) et azotés. Les MTs se
lient aux ions Zn, Cu et Cd. Le cuivre se lie plus fortement, peut déplacer d’autres ions
et peut méme étre réduit en forme inactive Cu’. Les MTs sont induites (dans des
conditions déficientes en Cu) pour maintenir 1’activité des proenzymes a Cu
intracellulaires telles que la CCO et pour piéger les ROS au lieu des antioxydants

contenant du cuivre, tels que Cu/ Zn-SOD (Coyle et al., 2002).
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1.3 Les complexes de cuivre avec des acides aminés

Les fonctions d’une protéine sont déterminées a partir de ses acides aminés et
dépendent de I’interaction avec les cofacteurs, de la liaison avec les ions métalliques et
de I’interaction avec d’autres protéines (Akram et al., 2011). Les complexes de métal-
acide aminé ont fait 1’objet de nombreuses recherches expérimentales et théoriques au
cours des derniéres décennies en raison de leur capacité a imiter les sites actifs de divers
systémes bio-macromoléculaires. Ils sont donc apparus comme une approche fiable
pour gagner de connaissance approfondie des propriétés structurelles et fonctionnelles
des métalloprotéines et des métalloenzymes. De telles investigations sont plus simples
et moins cofiteuses que celles des macromolécules natives et permettent d’approfondir
la compréhension de la nature fondamentale des interactions des ions métalliques avec

les acides aminés ainsi que de leurs dérivés.

Assembler et exploiter les informations pertinentes concernant les interactions métal-
acide aminé devient également une nécessit¢ de 1’heure dans le domaine de la
conception rationnelle des métalloprotéines (DeGrado ef al., 1999; Lu et al., 2001) et
de I’élargissement du spectre des propriétés des métalloprotéines congues ou de novo
(Lu, 2005; Xie et al., 2007). Le protéome de tous les organismes partage des ions
.métalliques et des cofacteurs de liaison des métaux pour remplir les fonctions
essentielles. I1 a été estimé qu’environ 30 % de toutes les protéines contiennent au
moins un métal. Les nombreux ions meétalliques qui se lient aux protéines sont
respectivement les ions cuivre, fer, magnésium, manganése et zinc. La série d’Irving-
Williams montre la tendance de 1’affinité des différents ions métalliques pour la plupart

des environnements protéiques (Dupont et al., 2010).

Les ions métalliques sont généralement coordinés par les centres azotés, oxygénés ou
soufrés des acides aminés. Ces centres peuvent €tre fournis par des groupes amine et
carboxyle de la chaine principale mais dans les protéines, la liaison du métal est réalisée

par les chaines latérales d’acides aminés. En particulier, les groupes carboxylates de
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sont 2.5 a 5 fois plus fortes que les liaisons hydrogéne classiques et sont moins affectés
par le solvant et le pH que les interactions ’électrostatique (Shimazaki et al., 2009).
Les complexes de cuivre avec des composés aromatiques. hétérocycliques ont fait
I’objet de nombreuses études en raison de leur diversité et propriétés physiques et
- chimiques. En combinaison avec différents ligands biologiques, ils ont des applications
potentielles en biomédecine, industrie, protection de 1’environnement et science des

matériaux (Bukharov et al., 2014).

Les complexes de métaux de transition avec des acides aminés dans des protéines et
des péptides sont utilisés dans de nombreux processus biologiques, tels que le transport
d’oxygene, le transfert d’électrons et I’oxydation. Une étude a établi que les ions
métalliques coordinés au cycle imidazole de 1’histidine peuvent étre impliqués dans
I’empilement du cycle avec la chalne latérale aromatidue de certains acides aminés
(Laurie, 1995). Les interactions de coordination entre les cations histidine et les ions
métalliques sont les plus fortes, suivies des interactions cation-w, hydrogéne-n et n-nt

(Shimazaki et al., 2009).

Les complexes de cuivre(Il) d’acides aminés et de peptides contenant les résidus
chélateurs de bis(imidazolyle) ont ét¢ grandement passés en revue dans la littérature
(Prenesti et Berto, 2002). Les résultats révelent que les analogues bis-imidazolyle sont
des ligands trés efficaces pour la liaison des métaux. Les atomes d’azote (donneurs
d’électrons) de I’agent chélatant sont les principaux sites de liaison des métaux dans
des conditions acides. Un grand nombre d’études réalisées sur des complexes de cuivre
avec des acides aminés ont montré que la présence d’histidine dans les peptides
améliore de maniére significative la capacité de liailson des ligands au métal,
dépendamment de la localisation des résidus histidyle dans la chaine peptidique

(Prenesti et Berto, 2002; Sarkar, 1999).
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1.3.1 Généralités sur les complexes a cuivre

Dans un complexe, les interactions ne sont pas nécessairement covalentes comme il est
souvent question en chimie organique. Un lien covalent est une liaison ot chaque atome
retient un électron mais un lien de coordination est une liaison dite « dative » ou une
paire d’électron paftagée provient d’un seul atome (Wulfsberg, 2002). La théorie du

champ cristallin permet d’organiser dans I’espace 1’orientation des ligands. Pour cela, |
chaque ligand est considéré comme une charge ponctuelle. Idéalement, les électrons
s’organisent autour de 1’atome pour avoir des énergies équivalentes, or ce n’est pas le

cas; certains peuvent étre appariés, d’autres seuls et des orbitales peuvent étre vides. |
Comme D’interaction avec un ligand peut étre liante, non-liante ou antiliante, elle
pourrait dépendre de 1’organisation et 1’orientation des orbitales. La fagcon dont le
ligand approche le métal peut aussi avoir un impact sur le type d’interaction. La plupart
du temps, les orbitales sont inégalement peuplées et le champ cristallin des métaux du
bloc d adoptera une symétrie octa¢dre déformé (Fig. 1.4). Dans ce type de symétrie,
certaines interactions sont plus répulsives et les longueurs des liaisons métal-ligand

seront variables.

Dans un complexe idéal, les ligands sont tous a la méme distance (a). La densité
électronique autour du cuivre n’est pas homogéne par la présence des électrons d, ce
qui dégénére les niveaux énergétiques et donne lieu a la géométrie octahédrique
déformée, ou les ligands axiaux sont plus distants. Comme le cuivre est a champ faible,
il préfére avoir des ligands moins fortement liés que de pairer ses électrons (b). Dans
un complexe d8 a champ fort comme pour le paladium, les électrons du cuivre préférent
se pairer, donnant des orbitales antiliantes; les ligands axiaux ont disparu (c). Reproduit
selon (Wulfsberg, 2002).
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Figure 1.4 L’effet Jahn-Teller sur D’organisation des ligands dans des

complexes. D’aprés (Wulfsberg, 2002).

Le Cu, de nombre atomique 29, posséde 11 électrons externes qui s’organisent en 3d'°
4s!. L’électron seul peut étre donné pour former 1’état d’oxydation Cu* qui est stable.
La théorie du champ cristallin utilise I’hypothése que les ligands sont comme des
charges ponctuelles. Lorsque les électrons du métal sont en présence d’un ligand, ils
ont le choix de s’apparier avec un autre électron ou de participer a la liaison. Lorsque
I’énergie requise pour former une paire d’électrons est supérieure a 1’énergie de liaison,
I’électron s’engagera plutdt dans la coordination avec le ligand. Les complexes qui ont

tendance a former des paires d’électrons sont dits a champ élevé.
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Selon I’énergie d’appariement de 1’ion métalique et le caractére du ligand, il est
possible de prédire le type de complexe formé. Les types de liaisons aussi vont

influencer I’énergie des orbitales si ¢’est une liaison sigma ou pi, liante ou anti-liante.

Il i)eut étre difficile de prévoir I’impact d’un champ faible ou fort sur I’environnement
d’un complexe, par contre, I’appariement des €lectrons a un impact sur le rayon de
I’atome (Fig. 1.5). Ainsi, a champ fort, les atomes ont un rayon plus petit qu’a champ
faible. Aussi, 1’état d’oxydation a un impact sur le rayon : i.e. Cu(ll) est plus gros que
Cu(IID).

Cela a une importance capitale au niveau biologique car certains composés comme les
porphirines peuvent chélater de fagon trés spécifique certains ions selon la structure du
cycle et le rayon de I’ion. Cela s’observe avec le Mg de la chlorophylle et le Fe de

I’heme.

Ces aspects expliquent aussi pourquoi les quatres premiers métaux de transition
(Scandium, Titanium, Vanadium, Chromium) sont peu observés dans des complexes
_dans la nature. Les éléments du début de la série d se comportent comme des acides
forts et se coordinent mal avec les azotes donneurs qui sont ni des donneurs « durs »,
ni des donneurs « mous » mais qui sont dits des bases « frontiéres ». Les métaux de la
fin du bloc d se comportent comme des acides « mous », c’est-a-dire qu’ils sont gros,
polarisables et que leur orbitale innocupée de plus basse énergie (de I’anglais LUMO :
lowest unoccupied molecular orbital) est moins énergétique que celle des acides durs.
Chargés 2+, ils forment des complexes stables avec des ligands & champ faible. La
stabilité des complexes suit presque 1’ordre du tableau périodique : Mn?* < Fe?* < Co?*
<Ni%" < Cu*" > Zn*" et cette série est nommée Irving-Williams. Elle s’applique bien a
I’étude des métalloenzymes mais pas aux macrocycles a cause de leur sélectivité

stérique.
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Rayon atomique des métaux de la série d. D’apreés (Wulfsberg,
2002)

1.3.2 L’histidine

L’histidine joue un réle clé dans 1I’évolution chimique et la chimie prébiotique pour sa

capacité d’auto-assemblage (I’auto-assemblage, de 1’anglais self-assembling, est un

processus de organisation spontanée des molécules générant un ordre supramoléculaire

et des propriétés diffiérents de celles de monomers). C’est un acide aminé essentiel qui

posséde un groupe imidazole (la partie résonante) lui donnant des propriétés d’intéret

(Fig. 1.6a). Plus précisement, le groupe imidazole de histidine est impliqué dans la

plupart des sites de liaison des métalloenzymes en particulier au niveau du cuivre
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Parmi tous les acides aminés, la L-histidine est 1’un des plus puissants ligands de
coordination aux métaux et joue un réle important dans la liaison des ions métalliques.
La L-histidine a trois sites potentiels de liaison des métaux (Fig. 1.6b) : I’oxygene du
carboxylate (Ocarboxy1), I’azote de I’'imidazole (Nim) et I’azote de I’amine (Nam). L’azote
de I'imidazole des résidus L-histidine constitue souvent 1’atome principal par lequel
les ions métaliques sont liés aux protéines. Le systéme est anormal, probablement parce
que, bien que le métal puisse se coordiner aux groupes amine, imidazole ou carboxyle
de I’histidine, une configuration supposée plane des complexes cuivriques ne permet
de lier simultanément que deux sites d’une d’histidine (Gala et al., 2014). De cette
maniére, I’anion ligand histidine (L") et le zwitterion (HL"") peuvent agir comme des
espéces chélatantes, donnant les complexes différents, [CuL]®, [CuHL]**, [CuL2],

[CuHL,]" et [Cu(HL)2])*" (Deschamps et al., 2005).

Figure 1.7 Représentation schématique du site actif de CuZn-SOD. D’apres
(Richardson et al., 1975)

En outre, I’histidine est impliquée dans le transport du cuivre vers des cellules in vivo,
a partir d’albumine. Une petite fraction de cuivre(Il) liée a L-histidine maintient une
réserve de cuivre(Il) échangeable, en équilibre avec 1’albumine dans le sang humain.

L’échange de cuivre(Il) entre la L-histidine et 1’albumine module la disponibilité du
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cuivre. En solution aqueuse, le systéme cuivre(Il)-L-histidine assume divers modes de
coordination en fonction de la valeur du pH. Des complexes mono- et bis-L-histidine |
ont été identifiés. Dechamps et al. 2005, décrivent des structures prédictives a partir
des études réalisées en solution et de celles déterminées par la diffraction des rayons X

sur un cristal unique.

A pH 2, I’espéce prédominante est MHL (M : métal; H : hydrogeéne; L : ligand). La
localisation du proton ionisable dans MHL est incertaine. Les résualts de IR semblent
indiquer clairement les liaisons Nim de 1’imidazole et les liaisons carboxyle-oxygéne-
Ocarboxyle. Valensin et al (1985) et Deschamps et al (2005) suggérent qu’en dessous de
pH 3, le groupe imidazole de la L-histidine (Fig. 1.8a) n’est pas impliqué dans la liaison
au Cu (Valensin et al., 1985).

Evertsson (1969) a décrit la structure obtenu par rayons X de cette espeéce qui a été
cristallisée a partir d’une solution aqueuse (pH 3.7). La structure des espéces ML est
presentée dans la Figure. 1.8¢ ; éspece cationique de I’isomére trans MH2L> a montré

que deux atomes de Nam et deux atomes d’Ocaboxyle sont coordinés a I’ion Cu?

(Evertsson, 1969).

La structure de MHL; (Fig. 1.8d) est considérée comme une combinaison d’un ligand
tridentate de L-histidine avec un groupe carboxylate axial faiblement coordiné et d’un
ligand bidenté L-histidine en solution (Deschamps et al., 2005). La configuration des
complexes de Cu(Il) / His en solution a différents pH a été étudiée par Sarkar et ses
collaborateurs a I’aide de la RMN a I’état solide. IIs ont proposé des modéles de liaison
Cu(Il) / His a différentes pH, vérifiés par des calculs théoriques DFT (de I’anglais :
Density Functional Theory) (Deschamps ef al., 2005). Ils ont aussi rapporté 1’isolation

et la résolution de la structure par analyse de rayons X de 1’espéce physiologique ML,.
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Figure 1.8 Différentes structures des complexes de cuivre-histidine

obtenues par diffraction des rayons X. (a) MHL, (b) MH:L,, (c¢) ML, (d) MHL,
D’apres (Deschamps et al., 2005).

La figure 1.9 montre la structure cristalline obtenue par analyse de rayons X de ML,
un complexe neutre a cinq coordinées carrées et distordues. Un des ligands de la L-
histidine agit comme une forme bidentée monoanionique par le biais d’atomes de Nam
et d’Ocaboxyle, tandis que 1’autre se lie en un ligand monoanionique tridenté au centre
du cuivre(II) par I’intermédiaire de ses atomes Nam, Nim €t Ocarboxyle. L’atome d’Ocarboxyle

se trouve dans une position axiale.

La spectroscopie d’absorption des rayons X étudie 1’absorption en fonction de I’énergie

du rayonnement. Un rayonnement de faible énergie est peu absorbé mais lorsque
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1’énergie augmente, il survient une brusque augmentation de 1’absorption, c’est le seuil
d’absorption. Le seuil K est la région spectrale qui correspond aux énergies de
transitions des orbitales 3d des métaux de transition et est étudiée par la méthode
XANES (de I’anglais : X-ray Absorption Near Edge Structure, spectroscopie de
structure pres du seuil d’absorption des rayons X). La structure des seuils dépendra des
distances métal-ligands. La partie lointaine du spectre est étudiée par la spectroscopie
EXAFS (de I’anglais : Extended X-ray Absorption Fine Structure, structure fine

d’absorption étendue des réyons X) et correspond a I’éjection d’un électron.

£ 02w

a2

Figure 1.9 Structure cristalline aux rayons X du complexe ML2 (O2W : la |
molécule d’eau ). D’aprés (Deshamps et al. 2005).

La géométrie des complexes métal-histidine a pH 6.0 et de stoechiométrie
métal :histidine 1 :2, est de type octaédrique déformée. La configuration en solution de
différents ions de métaux de transition divalents avec la L-histidine a été étudiée par la
spectroscopie d’aborption des rayons X (Fig. 1.10) avec les méthodes XANES et
EXAFS (Sarkar et Wigfield, 1967).

Leurs études ont montré que les complexes de I’histidine avec Cu(Il) et Zn(II) ont des

configurations plus désordonnées que les complexes avec Mn(ll), Co(II) et Ni(II).
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La longueur des liaisons entre I’histidine et les ions métalliques est représentative de la.
stabilité des complexes. Elle suit ’ordre de la série d’Irving-Williams, qui stipule que
la stabilité des complexes a spin élevé formés par les ions divalents des métaux de

transition de la premiére rangée suit 1’ordre de la série (page 17).
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Figure 1.10 Spectroscopie des rayons X au seuil K du Zn, Cu, Ni, Co et Mn
des cinq solutions Métal / Histamine. (a) comparaison des spectres XANES et (b)

ajustement des spectre EXAFS. D’apres (Sarkar et Wigfield, 1967).
1.3.3 La L-Sérine

La L-sérine (Ser) est un acide aminé non essentiel qui peut étre synthétisé par de
nombreuses cellules, a I’exception de certains types de cellules, telles que les sous-
populations de cellules gliales neuronales qui dépendent de 1’absorption de Ser pour
assurer leur survie et leur développement. (Fig. 1.11). Elle a des propriétés essentielles
dans la biosynthése des purines et des pyrimidines, préservant 1’état normal du systéme
immunitaire, participant a la formation de sites actifs de plusieurs enzymes et servant
de précurseurs a plusieufs autres acides aminés producteurs de protéines, tels que la

glycine, la cystéine et le tryptophane.

Des études expérimentales et théoriques ont révélé que la sérine se lie de maniére

bidentée & la plupart des ions métalliques. La synthése et la caractérisation des
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complexes Pt(II) de L-Ser ainsi que et les aspects caractéristiques thermodynamiques
de la formation de complexes entre les ions de métal de transition 3d et le L-Ser en

solution aqueuse ont été étudiés.

O
HO /\/U\OH
NH,
Figure 1.11 Structure de la sérine.

Des études sont également disponibles sur la thermodynamique caractéristique de la
formation des complexes entre les ions métalliques de transition 3d et L-Ser en solution
aqueuse (Kochergina et Drobilova, 2009) et sur les constantes de stabilit¢ de ces
complexes (Sharma, 1967). Mandal et al.2015 ont rapporté que la géométrie du
complexe Zn(L-Ser); était presque tétraédrique, tandis que les géométries pour les

complexes Ni(L-Ser)z et Cu(L-Ser): étaient de type plan carré (Fig. 1.12).

L.-Ser (gas phase) Zwitterionic L-Ser NyL-Ser),

=

Cuf{L-Ser)y ZrfL.-Ser) ;

Figure 1.12 Structures optimisées de la L-Ser et de ses complexes

métalliques. D’apres (Mandal et al., 2015).
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Des calculs théoriques ont été effectués sur les complexes [glycine-Cu]*, [sérine-Cu]*
et [cystéine-Cu]*. L’étude de plusieurs types de structures pour chaque complexe
montre que le site de liaison préféré de Cu* implique une chélation entre I’oxygéne du
carbonyle et I’azote de I’amine. Une chélation supplémentaire avec le groupe alcool de
la sérine ou le groupe thiol de la cystéine conduit & des énergies de liaison plus
importantes, la cystéine se liant plus fortement que la sérine, en bon accord avec une

échelle expérimentale d’affinités relatives avec le Cu* (Hoyau et Ohanessian, 1997).
1.4  Les complexes de cuivre avec de ’'urée

L’urée est physiologiquement trés importante; c’est le principal produit azoté du
métabolisme des protéines. Elle a un point de fusion de 132 °C et est soluble dans I’eau
et l’éthahol, mais insoluble dans I’éther. L’urée est une molécule organique hautement
polaire (Fig. 1.13) largement utilisée dans 1’alimentation des animaux comme source
d’azote a faible coflit pour favoriser la croissance, sous forme d’engrais pour le sol
(George et al., 1997; Sharma et al., 2014), pour préparer les barbituriqueé (Finar, 1973),
sous forme de résine formaldéhyde-urée pour les plastiques (Ebdon, 1997), pour
ramollir la cellulose (dans I’industrie papetiere) et pour favoriser la guérison des plaies

infectées, ainsi que de nombreuses autres applications dans le domaine médical

(Crawford, 1925; Gnewuch et Sosnovsky, 1997).

? ®) O O

I I

H,N NH, H,N NH NH,
Figure 1.13 Structure (a) de ’urée et (b) du biuret.

Etant un produit endogéne du catabolisme des protéines et des acides aminés, elle est
présente a différentes concentrations dans le sang et dans divers organes (Duchesne et

al., 2001; Goodman, 2002).
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Au niveau des complexes d’urée avec des ions métalliques, certains sont utilisés

comme engrais (Kim et al., 1989). Les complexes d’urée avec le nitrate de zinc,
[Zn(urée)s](NO3)2 2H20, et le sulfate de zinc, [Zn(urée)s]SO4'H20, ont une application
trés importante dans ce domaine. Il a été constaté que ces complexes augmentaient
davantage le rendement en riz qu’un mélange sec de sel d’urée-zinc. Le complexe de

calcium et de nitrate-urée, [Ca(urée)s](NO3)2, a également €té utilisé comme engrais

pour adduits (Wang et al., 2010).

Dans la circulation systémique, 1’urée a haute concentration est considérée comme
toxique et provoque des perturbations dans de nombreux processus cellulaires (Burg et
al., 2007). Cependant, a faible concentration, 1’urée offre une protection des organes
vitaux (cerveau, foie, cceur) contre les dommages dus a la peroxydation des lipides
(Lukash er al., 1980). Des études antérieures ont montré que 1’urée agissait en tant
qu’antioxydant et agent cardioprotecteur (Wang et al., 1999) offre une protection
contre les 1ésions oxydatives dans I’hyponatrémie (Soupart ef al., 2002). Compte tenu
de la forte incidence de I’urée dans la vie quotidienne, il était intéressant d’étudier son

impact sur les neurones.

Les €tudes sur les complexes métalliques de 1’urée ont été nombreuses ces derniéres
décennies et le développement des méthodes instrumentales a permis une
compréhension plus claire des structures cristallines et moléculaires, du nombre de
coordination de ces complexes métalliques (Theophanides et Harvey, 1987). L’urée
possede trois sites de coordination : I’oxygeéne du groupe carbonyle et les deux atomes
d’azote. Néanmoins, malgré ces trois possibilités, I’urée agit habituellement comme un

ligand monodenté.

L’urée est généralement coordinée en tant que ligand monodenté, par 1’atome
d’oxygéne, formant ainsi un angle C=O--M inférieur 4 180°, selon I’hybridation sp” de

I’oxygene (Fig. 1.14A). Le mode de coordination bidenté par N et O (Fig. 1.14B) a été
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trouvé dans un nombre limité de cas (Salman, 2012; Theophanides et Harvey, 1987),
alors que dans [Hg,Cls(urée)2]*" chaque molécule d’urée relie les deux atomes de Hg

par I’atome d’oxygéne (Fig. 1.14C).

\
NH, NH, NH,
H,N
HZN——-<\ ”2N"‘<\ 2 <\
0—M 0—M
0—M /
' M
A B C
"\
NHR
NH, NH,
RHN
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v \io .
M o—M M 0—M
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Figure 1.14 Les modes de coordination de I’urée avec les ions métalliques.

D’aprés (Salman, 2012).

La capacité de I’urée a soutenir une déprotonation induite par un métal comporte des
intéréts chimiques / biologiques (Ibrahim, 2012); le ligand monoanionique
H,NCONH™ adopte les modes de coordination u? (un seul atome relie deux
métaux)(Fig. 1.14D) et 1® (un seul atome relie trois métaux) (Fig. 1.14F). L’urée et ses
dérivés tels que la N, N’-diméthylurée et la N, N’-diéthylurée se coordinent seulement

en tant que ligands monodentés a travers I’atome d’oxygéné (Fig. 1.14F).

Le biuret est un diamide formé par la décomposition de 1’urée par la chaleur. 1l est
souvent utilisé avec I’urée dans 1’alimentation animale comme excellent additif azoté

non protéique, offrant une meilleure palatabilité par rapport a 1’urée (Currier ef al.,
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2004). 11 contient deux groupes amide et un groupe amine secondaire (Fig. 1.13), une
structure compatible avec son utilisation en tant que ligand neutre dans divers
complexes, principalement pour des études structurelles ou des applications
bioanalytiques (dosage des protéines par le biuret). Des complexes de métaux de terres
rares, d’actinides et de métaux alcalino-terreux (Raptis et al., 2000) a base de ligands
d’urée ou de biuret ont ét¢ décrits. Cependant, les complexes de métaux de transition

tels que le cuivre avec ces ligands ont été rarement rapportés (Pop et al. 2002).

1.5 Les complexes de cuivre thérapeutiquement actifs en tant qu’agents
anticancéreux, anti-inflammatoires et antimicrobiens

L’intérét actuel pour les complexes de cuivre vient de leur utilisation potentielle comme
agent antimicrobien, antiviral, anti-inflammatoire, agents antitumoraux et inhibiteurs
d’enzymes. L’action biochimique des complexes de cuivre et de médicaments anti-

inflammatoires non stéroidiens (AINS) a été récemment étudié (Iakovidis ez al., 2011)

L’action antimicrobienne du cuivre était déja connue des égyptiens qui s’en servaient
pour stériliser I’eau. Il y a une centaine d’année, il fut observé que les travailleurs des
mines de cuivre souffraient moins de tuberculose et les complexes de cuivre permirent
de traiter la maladie. Certains agents thérapeutiques ont montré une activité acrue
lorsque complexés et les propriétés antifongiques, bactéricides etc. pourraient étre
reliées a un meilleur transport des complexes a travers des membranes biologiques que

pour les agents thérapeutiques non complexés (Hubin et al., 2014).

Le cuivre est un oligo-élément essentiel qui participe & plusieurs processus biologiques
chez tous les organismes vivants (O'Dell, 1976). 1l se trouve principalement sous la
forme cationique Cu®* en tant que composante des protéines de cuivre (Bento et al.,
2007). Le Cu?®" libre, libéré lors de la perturbation de I’homéostasie du cuivre, peut
devenir toxique par la génération rapide d’espéces oxygénées réactives (Flemming et

Trevors, 1989). Des actions bénéfiques ont été rapportées pour plusieurs complexes de
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cuivre naturels. Par exemple, la céruloplasmine, protéine a cuivre, peut agir en tant

qu’antioxydant et agent cardioprotecteur (Bento et al. 2007; Mateescu et al. 1995).

Les protéines de cuivre bleu, telles que les enzymes ascorbate oxydase ét laccase, sont
également fréquentes dans les légumes. De plus, de petites molécules biologiquement
actives, telles que des complexes avec un acide aminé, capables de se lier et de
transporter le cuivre ont diverses fonctions physiologiques et peuvent posséder des
propriétés thérapeutiques (Gala et al., 2014). Le cuivre(II)-L-histidine (complexe 1 : 2
a pH physiologique) a été€ largement utilisé dans le traitement de la maladie de Menkes,
(maladie neurodégénérative génétique entrainant la mort précoce chez les enfants en
raison d’une altération de I’absorbtion du cuivre). Une utilisation récente a été
rapportée pour le traitement de la cardioencéphalomyopathie hypertrophique infantile,
affection provoquée par des mutations de SCO2, un géne d’assemblage de la

cytochrome ¢ oxydase (COX) situé sur le chromosome 22 (Deschamps ef al., 2005).

Plusieurs complexes de cuivre tels que Dicuprene, Alcuprin et le salicylate de cuivre
peuvent agir en tant qu’agents anti-inflammatoires qui aident a réduire les symptémes
comme la douleur et raideur de la polyarthrite rhumatoide (Sorenson et Hangarter,
1977). En outre, le Cu(ll) ATSM (cuivre(Il)-diacétyl-bis(N4-méthylthiosémi-
carbazone)) et la kynurénine peuvent exercer des effets cardioprotecteurs (Srivastava
et al, 2016) et pourraient étre bénéfiques dans le traitement des troubles
neurodégénératifs tels que les maladies de Parkinson et d’Alzheimer (Klevay, 2008).
I1 a également été suggéré que la thérapie a cuivre pourrait avoir des résultats positifs
dans le traitement de troubles neurodégénératifs Parkinson et d’Alzheimer. Certaines
protéines a cuivre (ex : Cu(Il) ATSM) auraient également des effets cardio-protecteurs
(Sas et al., 2007). Par exemple, la céruloplasmine, la protéine a cuivre bleue
circulatoire, posséde des propriétés antioxydantes, cardioprotectrices et

neuromodulatrices (Mateescu ef al. 1995).
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La voie thérapeutique pour les agents anticancéreux a toujours €té dépendante de la
sélectivité de ces agents pour les cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines
normales. Bien que la chélation du Cu puisse inverser le déséquilibre en métal et
supprimer les avantages de la croissance de la tumeur pour la croissance, une autre
approche consiste @ administrer des agents qui, lors de la liaison du Cu, induiraient de
puissants effets cytotoxiques. Le meécanisme de la cytotoxicité inférée par les
complexes de cuivre(Il) peut étre dii a leur capacité a se lier et & cliver I’ADN, ce qui
entraine un arrét du cycle cellulaire et une apoptose (Jopp et al., 2017; Yoshii et al.,

2001).

En dépit de la création de nouvelles chimiothérapies par la coordination des
médicaments existants par le métal, les chercheurs ont €galement commencé a
découvrir I'utilité de la coordination des métaux dans le développement de nouveaux
médicaments. Avec 1’apparition de Plasmodium falcipafum résistant aux médicaments,
il existe un besoin urgent de nouveaux antipaludéens. Un exemple est le complexe de
Cu(ll) avec la pyridine-2-carboxamidrazone. Ce complexe de cuivre a montré une
activité antipaludique plus élevée in vitro par rapport au composé parental (Gokhale et

al., 2003).

Les maladies inflammatoires, telles que la polyarthrite rhumatoide, sont un autre
domaine dans lequel un traitement par des complexes de cuivre pourrait étre bénéfique.
Bien que de nombreux médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) soient
disponibles sur le marché, ils sont associés a des toxicités rénales, gastro-intestinales
et cardiovasculaires (Joseph et Nagashri, 2012). La plupart des maladies
inflammatoires chroniques telles que 1’asthme, la maladie pulmonaire obstructive
chronique (MPOC) et la polyarthrite rhumatoide sont associées & une activité réduite
de la SOD, entrainant un stress oxydatif chronique et une inflammation (Joseph et

Nagashri, 2012; Oberley-Deegan et al., 2009; van den Berghe et al., 2007).
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Comme mentionné ci-dessus, le cuivre est un oligo-élément essentiel requis par tous
les organismes vivants. Contrairement au cuivre li¢ a des protéines ou a des peptides,
le cuivre non lié peut étre hautement toxique en raison de sa capacité a générer des
radicaux libres via la réaction de Fenton. Le chapitre suivant présente des aspects liés

au stress oxydants en relation avec des cations Cu®* et des complexes de cuivre (II).



CHAPITRE II

LES DOMMAGES OXYDATIFS ET LES FACTEURS ANTIOXYDANTS
ENDOGENES ET EXOGENES

2.1  Le stress oxydatif

Le concept de stress oxydatif a été introduit en biologie et en médecine depuis plus de
30 ans. Les phenomenes d’oxydation sont fondamentaux pour la vie car ils participe
aux processus d’obtention d’énergie cellulaire. Cependant, lorsqu’il y a un excés
d’oxydation, apparait un stress oxydatif qui est une réalité complexe en biologie et qui
ne peut pas étre mesuré ou défini avec un seul paramétre. Chaque processus
d’oxydation est toujours accompagné d’un processus de réduction. Ce sont des

réactions rédox des radicaux entre les paires conjuguées (Fig. 2.1).

Le stress oxydatif est causé par une diminution des antioxydants défensifs et/ou une
augmentation de la production d’espéces réactives. Cette défense est constituée de
différentes substances et mécanismes qui jouent un réle fondamental et le déséquilibre
du rapport antioxydants/ prooxydants conduisant a 1’augmentation des espéces

radicalaires.
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Figure 2.1 Réactions rédox des radicaux. Les fleches vertes représentent la

peroxydation lipidique. Les fléches bleues représentent les réactions de Haber — Weiss
et les fleches rouges représentent les réactions de Fenton. Les lettres en gras
représentent des radicaux ou des molécules ayant le méme comportement (HzOz).

SOD : la superoxyde dismutase. D’aprés (Carocho et Ferreira, 2013).
2.1.1 Les sources endogénes de dérivés réactifs oxygénés

L’environnement contient de 1’oxygéne, vital pour tous les organismes aérobies et des
espéces reactives d’oxygénés (ROS) se forment dans les cellules a la suite du
métabolisme aérobie. Les ROS sont produits a partir d’oxygéne moléculaire suivant un
métabolisme cellulaire normal et font partie d’un groupe plus large, les espéces
réactives (RS, de ’anglais reactive species). Les RS sont divisées en différentes
catégories; les ROS, les dérivés réactifs azotés (RNS), chlorés, bromés et soufrées. Les
ROS peuvent étre divisés en deux groupes : les radicaux libres et les espéces non-
radicalaires. Les molécules contenant un ou plusieurs électrons non appariés et donnant
ainsi une réactivité a la molécule sont appelées radicaux libres. Lorsque deux radicaux
libres mettent en commun leurs €lectrons non appariés, des formes non radicalaires

sont créées. Les trois principaux ROS d’intérét physiologique sont 1’anion superoxyde
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(092, le radical hydroxyle (*OH) et le peroxyde d’hydrogéne (H20.). Les principales
ROS radicalaires sont le radical superoxyde (*O2°), hydroxyle (*OH) et peroxyle (RO2¢)
et des exemples de non-radicaux ROS sont le peroxyde (H202) et I’oxygéne Oz. Le

radical superoxyde est formé par une réduction de 1’oxygéne.

Les ROS provoquent des dommages a différentes molécules biologiques, comme
1’oxydation de 1° ADN, des protéines, des lipides ou des glucides (Pisoschi et Pop,
2015). Si les dommages et la formation de produits oxydants dépassent la capacité du
systéme de défense, les ROS peut activer et/ou accélérer le processus de la maladie
(par exemple MCV, cancer, diabéte, maladies neurologiques, immunitaires et
oculaires). Il existe également plusieurs sources de production d’oxydants exogénes.
Les radicaux libres peuvent attaquer toutes les composantes biochimiques de la cellule
mais les lipides, les protéines et les acides nucléiques sont les cibles les plus
importantes. Les radicaux libres, en général, réagissent avec la premiére structure
rencontrée, le plus souvent étant les lipides de la cellule ou des membranes d’organelles

(Sarniak et al., 2016).

Bien que la chaine de transport d’électrons au niveau de la membrane mitochondriale
soit tres efficace, certains électrons peuvent fuir et réduire la molécule d’oxygéne en
Oz (Fig. 2.2). Les mitochondries constituent une source majeure d’Oz¢". La NADPH
oxydase est présente dans les leucocytes, les monocytes et les macrophages
polymorphonucléaires. Lors de la phagocytose, ces cellules produisent une expulsion
de superoxyde qui conduit & une activité bactéricide. Le superoxyde est transformé en
peroxyde d’hydrogene par I’action de la SOD. Le peroxyde d’hydrogéne diffuse
facilement a travers la membrane plasmique. La xanthine oxydase, ’aminoacide
oxydase et le NADPH produisent €galement du peroxyde d’hydrogene (Fukai et Ushio-
Fukai, 2011), ainsi que les peroxysomes par la consommation d’oxygéne moléculaire

dans les réactions métaboliques.
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Fe3+
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H,0, + Fe?* » Fe¥*+ HO™ +HO
0,” + H,0, » HO +HO + 0,
Figure 2.3 Mécanismes des réactions de Fenton et Haber-Weiss. D’apres

(Haber et Weiss, 1934).

Dans une succession de réactions appelées réactions de Haber-Weiss (Fig. 2.3) et de
Fenton (Fig. 2.4), H,O: peut générer HO™ en présence de métaux de transition tels que

Fe?* ou Cu?* (Carocho et Ferreira, 2013).

La production endogéne de ROS se produit in vivo en tant que sous-produits de la
chimie rédox enzymatique, dont la réaction oxydative est catalysée par les ions de fer
et d’autres métaux. La production de ROS provoque des dommages progressifs de
I’ ADN nucléaire, de I’ ADN mitochondrial, de I’ARN, des enzymes, d’autres protéines
ainsi que des acides gras insaturés et des phospholipides. Ces types de dommages
peuvent entrainer des dommages aux cellules, une modification de la fonction des

cellules et finalement une mort cellulaire (Babusikova et al., 2012).



36

=)

",

3+ 2. 02‘ . '
Fe «V _ 0,7 ,H*(SOD)
0; H;0, e
2 éaction
Fe® l Haber-Weiss
Catalasc  Q,”
Fe3* HZOHBEOH l OH +OH +D,
H,0+0,
Figure 2.4 Représentation schématique de la réaction de Fenton.

Initialement, les donneurs d’électrons peuvent convertir l’oxygéne en anion
superoxyde (02, qui est rapidement converti en peroxyde d’hydrogéne. SOD;

superoxyde dismutase. D’aprées (Barbusinski, 2009).
2.1.2 Les sources exogénes d’espéces réactives oxygénés

Les radiations ionisantes, en présence de Oz, produisent les radicaux hydroxyle, les
superoxydes et les radicaux organiques en peroxyde d’hydrogéne et en hydroperoxydes
organiques. Ces espéces d’hydroperoxydes réagissent avec les ions métalliques actifs
d’oxydo-réduction, tels que Fe et Cu, via des réactions de Fenton et induisent ainsi un
stress oxydatif. Les ions de métaux lourds, tels que le fer, le cuivre, le cadmium, le
mercure, le nickel, le plomb et 1’arsenic, peuvent induire la génération de radicaux
réactifs et causer des dommages cellulaires via la diminution des activités
enzymatiques, par la peroxydation des lipides et la réaction avec les protéines

nucléaires et I’ADN (Dalecki et al., 2017).
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L’un des mécanismes les plus importants de la génération de radicaux libres par
présence un métal se fait via une réaction de type Fenton. La réaction de Fenton est une
réaction d’oxydation avancée qui consiste des réactions de décomposition du H>O: par
des sels métalliques afin de générer des espéces radicalaires. L’ion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogéne peuvent interagir avec les métaux de transition, tels que le fer
et le cuivre, via la réaction de Haber-Weiss / Fenton catalysée par un métal pour former

des radicaux *OH (Haber et Weiss 1934).

2.2 Les antioxydants

Les antioxydants étaient caractérisés comme « toute substance a faible concentration
comparée a un substrat oxydable, qui retardaient ou interdisaient remarquablement
I’oxydation de ce substrat » (Halliwell, 1995); ils ont ensuite été décrits comme «toute
substance qui inhibe oﬁ retarde I’oxydation de ce substraty, ou « élimine les dommages
oxydatifs causés a une molécule cible » (Halliwell, 2007). L’une des caractéristiques
de I’antioxydant est la capacité, apres le piégeage du radical, a produire un nouveau
radical permanent par liaison hydrogene intramoléculaire lors d’une oxydation

ultérieure (Halliwell et Gutteridge, 1990).

La stabilité de I’activité antioxydante a été indiquée par différentes approches : (i) en
tant qu’inhibiteurs de réactions d’oxydation des radicaux libres (oxydants préventifs)
en inhibant la formation des radicaux lipidiques libres; (ii) en interrompant la
propagation de la réaction d’auto-oxydation en chaine (antioxydants cassants); (iii)
comme extincteurs d’oxygeéne singulet; par synergie avec d’autres antioxydants; (iv)
en tant qu’agents réducteurs qui transforment 1’hydroperoxyde en composés stables;
(v) en tant que chélateurs de métaux qui transforment les oxydants métalliques (dérivés
du fer et du cuivre) en produits stables; (vi) comme inhibiteurs d’enzymes pro-
oxydantes comme les lipooxygénases (Darmanyan et al., 1998; Heim et al., 2002;
Kancheva, 2009; Min et Boff, 2006; Pokorny, 2007).
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Les mécanismes de défense antioxydante contre les dommages oxydatifs reconnus
comprennent : (i) des mécanismes de prévention; (ii) des mécanismes de réparation;
et (iii) les défenses antioxydantes (Valko ef al., 2007). Les antioxydants produits dans
I’organisme sont classifiés comme antioxydants endogenes et ceux qui sont fournis de
I’extérieur a travers les aliments sont souvent considérés comme antioxydants
exogeénes (Fig. 2.5). Le corps humain est équip€ d’une variété d’antioxydants qui
servent a contrebalancer 1’effet des oxydants et ils peuvent étre divisés en deux

catégories : enzymatiques et non enzymatiques.

Les antioxydants enzymatiques sont séparés en défenses enzymatiques primaires et
secondaires. La défense principale est constituée de trois enzymes en particulier qui
interdisent la production ou la neutralisation des radicaux libres: la glutathion
peroxydase donne deux électrons pour réduire les peroxydes comme substrat potentiel
de la réaction de Fenton; la catalase transforme le peroxyde d’hydrogeéne en eau et en
oxygéne moléculaire; et finalement, la superoxyde dismutase transforme les anions

superoxyde en peroxyde d’hydrogéne en tant que substrat pour la catalase (Rahman,
2007).

La défense enzymatique secondaire est constituée de la glutathion réductase et la
glucose-6-phosphate déshydrogénase. La glutathion réductase réduit le glutathion
(antioxydant) de sa forme oxydée a sa forme réduite, le recyclant donc pour continuer
a neutraliser davantage de radicaux libres. Le glucose-6-phosphate régénére le NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate- coenzyme) en produisant un
environnement réducteur (Gamble et Burke, 1984; Ratnam ez al., 2006). 1l existe un
grand nombre d’antioxydants endogénes non enzymatiques, tels que les vitamines (A),
les cofacteurs enzymatiques (Q10), les composés azotés (acide urique) et les peptides
(glutathion) et antioxydants endogénes enzymatiques tels que la superoxyde dismutase

(SOD), catalase (CAT), céruloplasmine (CP) et glutathion reductase (GRX). Les
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antioxydants exogenes sont, entre autre, la vitamine Allemagne, la vitamine (C), les

caroténoides (B-caroténe).

Antioxydants
l |
Endogénes Exogenes
Non Enzymatiques Enzymatiques hanine &
Glutathion Superoxyde dismutase (SOD) Caroténoides
Arginine Catalase (CAT) i
Acide urique Glutathion peroxydase (GPx) Traces de;&?g‘;:g;‘ Mu, Zn)
Bilirubine Céruloplasinine (CP) ; . ioq.
Protéines chélatant des métaux Glutathion réductase (GRx) Acides gras oméga-3 et oméga-6
Transferrine
Figure 2.5 Antioxydants endogénes et exogénes. D’apres (Halliwell, 2007).

2.2.1 Les antioxydants endogenes

Les antioxydants sont trés rapides pour neutraliser toute molécule susceptible de
devenir un radical libre ou tout radical libre capable d’induire la production d’autres
radicaux. Les trois enzymes clés figurant en téte de liste sont la superoxyde dismutase,

la catalase et la glutathion peroxydase.
Le glutathion et la glutathion peroxydase

Le glutathion est I’un des antioxydants les plus étudiés. Cela est probablement di au
fait qu’il est synthétis¢ de manic¢re endogéne dans tout le corps et qu’il se trouve
essentiellement dans toutes les cellules, parfois a des concentrations assez élevées

(Kerksick et Willoughby, 2005).

Le glutathion (GSH) est connu pour étre efficace dans la détoxification cellulaire. I1
protége les cellules en réduisant les dérivés réactifs oxygénés (ROS) et en se liant aux

métaux. Le GSH est un tripeptide fabriqué a partir d’acide glutamique (Glu), de
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cystéine (Cys) et de glycine (Gly). Il constitue également le principal composé thiol
produit par les animaux, les plantes, les algues et les bactéries (Giovanelli ef al., 1980;
Noctor et Foyer, 1998). Les principales fonctions de protection contre le stress oxydatif

du glutathion est illustrée 4 la Figure 2.6.

Mitochondria : Peroxisome

taia
H,0, catalase H,0 + 0,

ROOH H,0, — 2GSH
2 GSH NADP*
~ lipid-
GPx or GST OOH
lipid-OH
NADPH
GSSG GSH+ Prot«SOH
1 { Glutathionylation) GSSG

ROH + H,0 Prot-SSG
Grx or Prot-SH Prot-SSG
GSH Srx
GSSG
GSSG
Figure 2.6 Les principales fonctions de protection du glutathion contre le

stress oxydatif. D’apres (Lu, 2013).

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme cytosolique qui catalyse la réduction

du peroxyde d’hydrogéne en eau et en alcools.

2GSH + H,0, — 2 » GSSG + 2H,0

2GSH + LOOH —2» GSSG + LOH + H,0
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Les GPx ont la capacité de réduire le H>O2 en H2O en utilisant les capacités réductrices
du couple Glutathion/Glutathion disulfure (GSH/GSSG). Cette réaction est imbortante _
pour éliminer les faibles concentrations de peroxyde d’hydrogéne susceptibles
d’endommager la cellule qui ne sont pas décomposées efficacement par la catalase
(Cohen et Hochstein, 1963). Cofacteur des enzymes qui ont des fonctions détoxifiantes
contre le stress oxydatif tel que glutathion peroxydase (GPx) et dans le piégeage direct
de I’oxygéne singulet et du radical hydroxyle, GSH est capable de régénérer a leurs
formes actives les vitamines C et E par la réduction de vitamine. La capacité de
glutathion de régénérer des antioxydants est liée avec 1’état redox du couple-glutathion

disulfures glutathion (GSSG / 2GSH) (Lu, 2013).

La superoxyde dismutase (SOD) est la enzyme de détoxification et le plus puissant
antioxydant de la cellule. Elle est endogéne et joue le role d’un systéme de défense de

premicre lighe contre les dérivés réactifs oxygénés (ROS). Elle catalyse la dismutation
de deux molécules d’anion superoxyde (O2”) en peroxyde d’hydrogéne (H20,) et en
oxygene moléculaire (O2), rendant ainsi 1’anion superoxyde potentiellement moins
dangereux. Le mécanisme de dismutation de 1’02 en H20; par la SOD implique la

réduction et la réoxydation alternées d’un métal de transition redox actif, tel que le
cuivre ou le manganése sur le site actif de I’enzyme (Fig. 2.7). Cela indique que

I’activité de la SOD nécessite un ion métal catalytique (Ighodaro et Akinloye, 2018).
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2.2.2 Les antioxydants exogenes

La vitamine E (Fig. 2.8 et 2.9) liposoluble est concentrée dans le site intérieur
hydrophobe de la membrane cellulaire et constitue le principal moyen de défense contre
les 1ésions membranaires induites par les oxydants. La vitamine E donne un électron
au peroxyle, produit lors de la peroxydation des lipides et peut avoir un rle protecteur
dans la prévention ou minimisation des dommages causés par les radicaux libres reliés
aux maladies cardiovasculaires, cancer et cataractes, entre autres (Cadenas et Packer,
1996). La vitamine E est constituée de huit isoformes, avec quatre tocophérols (a-
tocophérol, B-tocophérol, y-tocophérol et 6-tocophérol, dont les substituants du cycle
aromatique différent) et quatre équivalents tocotriénols, avec des insaturations. Le
tocophérol est I’isoforme la plus puissante et la plus abondante dans les systémes
biologiques. Le groupe de téte chromane permet I’activité antioxydante des
tocophérols, mais la queue de phytyle n’a aucun effet (Halpner et al., 1998). Le
tocopherol est également I’antioxydant naturel le plus efficace pour protéger contre la

mort cellulaire oxydative les cellules neuronales cultivées.

La vitamine E arréte la peroxydation des lipides en donnant son hydrogéne aux
radicaux peroxyle formant des radicaux tocophéroxy qui, bien qu’ils soient également
des radicaux, ne sont pas réactifs et sont incapables de poursuivre une réaction
d’oxydation en chaine. La vitamine E est le principal antioxydant soluble dans les
chaines lipidiques, présent dans le plasma, les globules rouges et les tissus, qui permet
de présérver I’intégrité des structures lipidiques, principalement des membranes

(Carocho et Ferreira, 2013).

Le Trolox® (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique) est un
dérivé synthétique hydrosoluble dont la structure moléculaire cyclique est similaire a
celle de la vitamine E (Fig. 2.9). 11 est souvent utilis€ comme standard dans différentes

méthodes d’évaluation des propriétés antioxydantes (Apak et al., 2016).
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Figure 2.8 Structures des principaux antioxydants endogénes et exogénes.

D’apres (Pisoschi et Pop, 2015).

La vitamine E et le Trolox ont un noyau chromanol similaire. Ce noyau est responsable
des propriétés antioxydantes pendant que la chaine latérale des structures décide la
polarité des molécules. Trolox, un composé chromanol carboxylé amphiphile, est
devenu une norme largement utilisée pour 1’évaluation des activités de piégeage des

radicaux libres en termes de dosage de la « capacité équivalente en antioxydant
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trolox », TEAC, de I’anglais : Trolox equivalent antioxidant capacity (Mader et al.,
2007).

CH,
HO
) /\w
H3C O CH3 CH3
CH,
CH,
HO
b) 0
HyC O" CH, | OH
CH,
NoyaulBhromanol
Figure 2.9 ‘Structure de la molécule de vitamine E (a) et du Trolox® (b). Le

noyau chromanol est responsable des propriétés antioxydantes.

La vitamine C (acide ascorbique) est un micronutriment hydrosoluble nécessaire avec
multiples fonctions biologiques. Il est cofacteur de plusieurs enzymes, la biosynthése
de la carnitine, la conversion du neurotransmetteur dopamine en noradrénaline et le
métabolisme de la tyrosine (Spector et Johanson, 2014). La vitamine C est un donneur
-d’¢électrons et donc un agent réducteur. Toutes les actions physiologiques et
biochimiques connues de la vitamine C sont dues a son action en tant que donneur
d’électrons. L’acide ascorbique donne deux électrons a partir d’une double liaison entre
le deuxiéme et le troisiéme carbone de la molécule a 6 carbones (Fig 2.8). La vitamine
C est appelée un antioxydant car, en donnant ses électrons, elle empéche 1’oxydation

d’autres composés. La vitamine C est aussi connue pour agir en tant que prooxydant in

vitro (Pehlivan, 2017).
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Les caroténoides sont un groupe de pigments naturels synthétisés par les plantes et les
micro-organismes et ne sont pas synthétisés par les animaux. Ils peuvent étre divisés
en deux grandes catégories : les «caroténes», qui sont des hydrocarbures (a et b-
caroténe, lycopéne) et les «xanthophylles» (lutéine, bixine, capsanthine, etc.), qui
contiennent des groupes d’extrémités polaires reflétant une étape oxydative dans leur

formation (B6hm et al., 1997).

La principale caractéristique des caroténoides en tant qu’antioxydants est due a la
désactivation de I’oxygéne singulet qui se traduit par des caroténoides excités qui
dissipent 1’énergie nouvellement acquise par une série d’interactions rotationnelles et
vibratoires avec le solvant, revenant ainsi a 1’état non excité et leur permettant de
capturer plus d’espéces radicalaires. Les radicaux peroxyle sont les seuls radicaux
libres qui annihilent entiérement ces pigments: les caroténoides sont
approximativement non réactifs, mais ils peuvent également se décomposer et créer
des composés non radicalaires capables de mettre fin aux attaques des radicaux libres

en se liant a ces radicaux (Paiva et Rﬁssell, 1999).

2.3 Méthode d’évaluation des aritioxydants

L’activité antioxydante représente la capacité d’inhiber le processus d’oxydation et la
plupart des antioxydants, endogénes ou exogeénes, ont la capacité de piéger les radicaux
libres. Sur la base du mode d’action, les évaluation des antioxydants peuvent étre
classés en deux méthodes principales; transfert d’atome d’hydrogéne (TAH) ou
transfert d’électron (TE) (Apak et al., 2016). Les analyses a base de TAH (Fig. 2.10)
mesurent la capacité d’ﬁn antioxydant a piéger les radicaux libres (généralement, le
radical peroxyle considéré comme étant biologiquement plus pertinent) par le don

d’atomes H.

La réaction TAH est un mouvement d’un proton et d’un électron en une seule étape
cinétique, comme illustré a la figure 2.10. Dans les mécanismes TAH, le radical libre

élimine un atome d’hydrogéne de 1’antioxydant, lequel devient lui-méme un radical.
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dissociation des liaisons hydrogéne du groupe donneur de H dans I’antioxydant

potentiel et le potentiel d’ionisation (Prior et al., 2005).

Ces types de tests sont généralement compos€s d’un antioxydant (BH) et d’un
générateur de radicaux libres synthétiques (X¢) comme les radicaux ABTSe (sel
d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Konan et
al., 2016) ou le radical libre DPPHe (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) qui est
recommandé pour des composés contenant des groupes -SH, -NH-et -OH (Amarowicz
etal.,2004). Dans les mécanismes TE, l’.antioxydant fournit un électron au radical libre

et devient lui-méme un cation radicalaire (Miller et al., 1993).

Les tests spectrophotométriques basés sur le TE mesurent la capacité d’un antioxydant
a réduire un oxydant ( probe ou sonde) et changer la couleur. Le changement de couleur
(augmentation ou diminution de 1’absorbance de la sonde a une longueur d’onde
donnée) est corrélé a la concentration en antioxydants de I’échantillon. Plusieurs tests
sont basés sur ce principe, par exemple la teneur totale en composés phénoliques
(FRAP), le pouvoir de réduction des ions ferriques (Benzie et Strain, 1996), dosage de
réduction de cuivre (CUPRAC), la capacité antioxydante €quivalente de Trolox
(TEAC) et le test colorimétrique avec le N,N-diéthyl-p-phénylénediamine (DPD). Il
est tres difficile de distinguer les réactions de la THA et de la SET (Mader et dl., 2007).
Dans la plupart des situations, ces deux réactions ont lieu simultanément et le
mécanisme de la réaction est déterminé par la structure et la solubilité de ’antioxydant,

le coefficient de partage et la polarité du solvant (Huang et al., 2005).
2.3.1 Le DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle)

La molécule du 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (ou a,a-diphényl-B-picrylhydrazyle),
ou DPPH, se caractérise par un radical libre stabilis€ par la délocalisation de 1’électron

libre sur la molécule dans son ensemble (Fig. 2.11).
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Figure 2.11 Principe de la méthodg colorimétrique DPPH. En présence d’un

substrat pouvant donner un atome d’hydrogéne, le DPPHe est réduit et perd sa couleur

" violette.

Cette délocalisation empéche la DPPH de se dimériser, comme ce serait le cas pour la
plupart des autres radicaux libres. La délocalisation de 1’électron donne également
naissance a la-couleur violette foncée, caractérisée par une bande d’absorption dans
une solution d’éthanol centrée autour de 517 nm. Lorsqu’une solution de DPPH est
mélangée a celle d’un antioxydant pouvant donner un atome d’hydrogéne (HAT), il en
résulte une forme réduite avec perte de la couleur violette. Le mécanisme de piégeage
du radical libre DPPHe se fait particuliérement en deux étapes : (i) une étape rapide
consistant essentiellement en I’abstraction des atomes de H les plus labiles de
I’antioxydant; et (ii) une étape lente reflétant une activité restante sur les produits
d’oxydation/dégradation dérivés de la premicre étape (Mishra et al., 2012; Zou et al.,
2016).

2.3.2 LaDPD (N, N-Diéthyl-p-phénylénediamine)

Dans la méthode colorimétrique DPD (N, N-Diéthyl-p-phénylénediamine),
I’électrolyse du tampon KH peut générer des radicaux libres d’oxygéne (RLO) tels que
I’anion superoxyde (*O2’), I’oxygéne singulet (10) et le radical hydroxyle (*OH) et
leurs sous-produits : péroxyde d’hydrogéne (H20) et I’ion hypochlorite Ocl” (Jackson
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et al., 1986). Les EROs mesurées par ce test sont le H202 et I’ion Ocl, et car les RLOs
sont trés instables et ils sont générés peuvent étre quantifiés a partir de la réaction
d’oxydation de DPD (Fig. 2.12). La forme oxydée de DPD présente une couleur
magenta absorbant a 515 nm. En présence d’un antioxydant, 1’oxydation du

chromogéne n’est pas possible, ce qui entraine la décoloration de la solution.

Tampon Krebs-Henseleit

Electrolyse
H
H\ h'] '/H H\N"H
EROs ("OCI, H,0,)
HeC5 }l{ “C,Hs HeC CoHe
DEPDA (Incolore) DEPDA (Quinone-imine)

+=515nm {Magenta)

Figure 2.12 Principe de la méthode colorimétrique DPD



CHAPITRE III

BIOMATERIAUX POUR DES APPLICATIONS MEDICALES

De nombreux composés actifs possedent avec des propriétés thérapeutiques sont
utilisés en médecine. Cependant, certaines caractéristiques,” comme la faible
biodisponibilité, le temps et la qualité nécessaires pour atteindre le site ciblé et les
récepteurs situés dans le tissu cible, expliquent la faible activité de plusieurs de ces
composés. Certains biomatériaux bien connus sont basés sur des polysaccharides
comprenant le chitosane, I’amidon, le cellulose et le dextran. Ces polymeres se trouvent
naturellement dans différents groupes d’animaux et de plantes. Ils sont des bons
matériaux pour les chercheurs qui souhaitent utiliser les biomatériaux pour des
applications biotechnologiques et biomedicales. 11 est supposé que leur combinaison
avec certains polymeéres synthétiques comme le PVA améliore leurs propriétés

mécaniques (Cascone et al. 1999).

3.1 Concept de biomatériaux

Les études en sciences médicales ont fourni de nombreux biomatériaux qui peuvent
accomplir, augmenter ou remplacer des certains tissus défectueux, en interagissant
avec le systéme biologique. Ces matériaux représentent une classe unique de matériaux

fonctionnels biomédicaux pouvant exercer une vaste gamme d’activités
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composée de nitrate de cellulose et de camphre) a été le premier plastique synthétique
et Pun des premiers polyméres acceptés aprés la Seconde Guerre mondiale
(Niaounakis, 2014). Les biomatériaux sont un domaine multidisciplinaire qui englobe
différentes compétences telles que 1’ingénierie, la médecine, la dentisterie, la physique,
la chimie et le design (Agarwal et Garcia, 2015; Maliaritsi et al., 2006; Parida et al.,
2012). L’utilisation des implants médicaux a augmenté au cours des derniéres
décennies en raison du vieillissement de la population, de la modification du style de
vie et des améliorations apportées a la technologie des implants (Saini et al., 2015).
Les biomatériaux peuvent étre modifiés pour s’adapter a diverses applications dans de
nombreuses parties du corps humain. Toutefois, pour chacune de ces applications, il
est nécessaire de connaitre le degré de tolérance de ces biomatériaux au contact

d’organes et de tissus (Helary et Desimone, 2015; Tabata, 2009).

En ce qui concerne la réponse de la organisme, les biomatériaux peuvent étre
caractéris€és comme étant biocompatibles, biotolérables, bioinertes, bioactifs,
biodégradables et en outre dotés de propriétés physiques et chimiques élevées

(Holzapfel et al., 2013).

La biocompatibilité est ’exigence de base pour tous les biomatériaux. Un biomatériau
efficace doit étre : non toxique, non immunogéne, non thrombogéne, non cancérogéne,
etc. La surface du biomatériau, directement exposée a 1’organisme vivant, joue un rdle
crucial. Le concept de biocompatibilité a été¢ profondément rﬁodiﬁé ces derniéres
années. Au début, certains pensaient qu’un matériau €tait biocompatible en étant
complétement inerte vis-a-vis du corps humain, sans aucune réaction du milieu
biologique a sa présence. Aujourd’hui, la biocompatibilité est mieux définie; elle
repose essentieliement sur des phénomenes de surface, représentés par des interactions

cellule-cellule, cellule-matériau et matériau (polymeére) -protéine.

Les matériaux biodégradables se dégradent, se solubilisent ou sont absorbés au contact

du corps pendant un certain temps. Leur application est trés intéressante car il n’est pas
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nécessaire de procéder a une nouvelle intervention chirurgicale pour retirer I’implant.

Dans cette clésse, les plus importants sont les biopolymeéres (Lee et al., 2001).

Les propriétés physiques du biomatériau sont importantes pour la réponse de 1’adhésion
cellulaire. Lorsque des cellules adhérent a la surface d’un biomatériau, des réactions
physico- chimique peuvent se produire entre cellule et biomatériau, ces réactions étant
influencées par des facteurs tels que le comportement cellulaire, les propriétés de
surface du biomatériau et les facteurs environnementaux. Les propriétés de surface des
biomatériaux comprennent la mouillabilité, la charge, la rugosité et la composition

chimique (Asghari ef al., 2017; Banyard et al., 2015).

3.2 Les polyméres intéligents, ‘smart polymers’

Les systémes polymeres sensibles ou « intelligents » sont des polyméres qui répondent
a différents stimuli ou changements de ’environnement. Les polyméres intelligents
sont souvent biocompatibles et capables de générer des réseaux, forts, flexibles, faciles
a modifier et a colorer. Comme transporteurs ils peuvent préserver la stabilité du
médicament transporté et ils peuvent également porter de nutriments pour les cellules.
Pour ceux sensibles au changement de température il est possible de les injecter sous
forme liquide pour créer un gel 4 la température corporelle (Galaev et Mattiason, 1999;
Hoffmann et Stayton, 2004). Généralement, les systémes les plus importants, y compris
du point de vue biomédical, sont ceux sensibles au pH ou a la température. Le corps
humain présente des variations de pH au longue du tractus gastro-intestinal, et aussi
dans certaines zones spécifiques comme certains tissus et zones tumorales. (Gil et

Hudson, 2004; Jones, 2004).

Les polyméres intelligents peuvent étre classés en fonction de leurs caractéristiques
physiques ou des stimuli auxquels ils répondent. Les polyméres intelligents peuvent
étre classés en trois groupes : (i) sensibles & des stimulants physiques (température,

ultrasons, lumiere, stress mécanique); (ii) sensibles a des stimulants chimiques (pH et
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force ionique) et (iii) sensibles & des stimulants biologiques, enzymes et biomolécules

(Colson et Grinstaff, 2012; Hester ef al., 2002; Ward et Georgiou, 2011).

Ces polyméres contiennent dans leur structure des groupes acides (carboxyliques ou
sulfoniques) ou basiques (comme les amines) (Park et Bae, 1999; Samer ef al., 2001).
Les polymeres sensibles au pH soht des polyélectrolytes ayant dans leur structure des
groupes acides ou basiques capables d’accepter ou de libérer des protons en réponse

aux changements de pH dans le milieu environnant (Nagasaki ef al., 2001).

Le chitosane est un biopolymére polycationique soluble dans une solution acide et subit
une séparation de phase dans une plage de pH proche de la neutralité par déprotonation
du groupe amino primaire par des ions inorganiques (Al-Tahami et Singh, 2007). Le
mécanisme de gélification du chitosane se produit par des interactions qui impliquent
une attraction électrostatique entre le groupe amine du chitosane et un ion inorganique
du milieu environant (Priya James et al., 2014); Larésistance structurale d’un polymeére
peut étre améliorée soit par mélange avec d’autres polymeéres, soit par modification
hydrophobe du polymére. Par exemple, un composite de chitosane et d’alcool
polyvihylique réticulé forme un réseau polymeére semi- interpénétré qui se gélifie in

situ a pH physiologique (Al-Tahami et Singh, 2007).

3.3 Leshydrogels

Le terme hydrogel est utilisé si le solvant retenu est de I’eau. Les hydrogels sont des

réseaux hydrophiles de polymeéres capables de gonfler en présence d’eau, et de I’
 absorber une grande partie (jusqu’a 3000 fois sa masse) (Lee et Mooney, 2001). La
capacité d’un 1’hydrogel a absorber 1’eau et d’autres liquides biologiques est due a la
présence de groupes hydrophiles tels que -OH, -CONHz, -COOH et -SO3H (Larraneta
et al., 2018). Les hydrogels peuvent étre de nature neutre ou ionique. Dans les
hydrogels neutres, la force motrice du gonflement provient de la contribution
thermodynamique du mélange eau-polymére a 1’énergie libre globale qui est couplée

4 une contribution du polymeére €lastique (Omidian et Park, 2010). Dans les hydrogels
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ioniques, le processus de gonflement est di aux deux contributions précédentes ainsi
qu’aux interactions ioniques entre le polymeére chargé et les ions libres (Kashyap et al.,
2005). L’ionisation des groupes tels que les groupes carboxyl ou amine rend le

polymere plus hydrophile et conduit ainsi & une absorption d’eau trés élevée.

3.4  L’alcool polyvinylique

L’alcool polyvinylique (PVA) est un polymere hydrophile dont les propriétés
favorables en ont fait un candidat idéal pour la technologie des biomatériaux. En fait,
la biocompatibilité, la facilité¢ de mise en forme et les propriétés adhésives sont a
’origine de sa grande qualité¢ (Millon et al., 2006). Ces caractéristiques physiques le

rendent favorable pour les approches biomédicales.
3.4.1 Synthese et propriétés chimiques

L’alcool polyvinylique (PVA) a un réseau chimique assez simple avec des groupes
hydroxyle pendants. Le monomére ne peut pas étre trouvé sous forme stable. Par
conséquent, il ne peut pas étre produit directement. Le PVA est obtenu par
polymérisation radicalaire d’acétate de vinyle en poly (acétate de vinyle, PVAc) suivie
de I’hydrolyse de PVAc en PVA. Le processus est basé sur I’hydrolyse partielle des
groupes ester dans le PVAc pour générer le groupe hydroxyle et est completé en
présence d’hydroxyde de sodium aqueux. Aprés 1'addition progressive de 1’agent de
saponification aqueux, le PVA est précipité, lavé et séché. Le degré d’hydrolyse est
déterminé par le moment auquel la réaction de saponification est arrétée (Chiellini et
al., 1999; Chiellini ef al., 2003; Qiu et Netravali, 2012; Solaro et al., 2000). Puisque la
réaction d’hydrolyse n’est pas compléte, le PVA est toujours un copolymére de PVA

et de PVAc. La figure 3.2 montre la réaction chimique de production de PVA.

Le degré d’hydrolyse, qui est un indicateur de la présence de groupes acétate dans le
polymére, affecte les propriétés du polymere. Il a été rapporté que le PVA présentant

un degré d’hydrolyse élevé (supérieur a 95 %) a une faible solubilité dans I’eau.
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L’alcool polyvinylique a d’excellentes propriétés filmogénes, émulsifiantes et
adhésives. Il présente ﬁne résistance a la traction et une flexibilité élevées, ainsi qu’une
barriére élevée contre I’oxygene et les aromes. Cependant, ces propriétés dépendent de
I’humidité, en d’autres termes, une humidité plus grande permettra au PV A d’absorber
plus d’eau. L’eau, qui agit comme un plastifiant, réduira alors sa résistance a la traction,

mais augmentera son allongement et sa résistance a la déchirure (Pal et al., 2007).

Initiateur Hydrolyse
CHzZ(I"JH - —[-CH;-—(F}HH —_— —{—CH;—(FH—];
0 i 0
=0 C=0 . H
(l.:H:; (l',‘H;
Acétate de vinyle . Polyvinyle Acétate Alcool polyvinylique

Figure 3.2 La production de PVA.

Tous les types de PVA sont solubles dans I’eau et dépendent de facteurs tels que la
degré d’hydrolyse, la masse moléculaire, la cristallinité des particules et la distribution
granulométrique. En tant que polymeére hydrophile, le PVA présente d’excellentes
propriétés de rétention d’eau (Gaaz et al., 2015). La distribution de la masse
moléculaire est une caractéristique importante du PVA car elle affecte de nombreuses
propriétés telles que la cristallisabilité, 1’adhérence, Ié résistance mécanique et la
diffusivité (Finch, 1992). Le PVA est partiellement cristallin lors de sa formation et se
caractérise par des propriétés telles que 1a résistance chimique, I’hydrosolubilité et la
biodégradabilité. La similitude des certaines propriétés physiques le rend compatible
avec les tissus humains (Lozinsky et Plieva, 1998). Ce polymére est largement utilisé

en mélange avec d’autres polymeéres ayant des propriétés hydrophiles; il est utilisé dans
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diverses applications industrielles pour améliorer les propriétés mécaniques des films
en raison de sa structure compatible et de ses propriétés hydrophiles (Peppas et Merrill,
1977). En raison de la nature hydrophile du PV, il faut des ponts de réticulation pour

préparer les hydrogels pour de nombreuses applications (Pal ef al., 2007).
3.4.2 Méthodes de réticulation pour la préparation d’hydrogels

Peppas et Merrill ont proposé les hydrogels de PVA comme des biomatériaux dans les
domaines pharmaceutique et biomédical car il est hydrophile et lorsque réticulé, il
forme un réseau polymeére de PVA qui gonfle au contact de ’eau ou des fluides
biologiques (Peppas et Merrill, 1977). Pour préparer I’hydrogel, le PVA doit étre
réticulé par I’une des méthodes rhentionnées dans la prochaine section, en fonction de
son utilisation. Le gel de polymere est un réseau flexible de chaines réticulées. Il existe
deux mécanismes différents de gélification : la réticulation covalente et la réticulation
physique (Parida et al., 2012; Wan et al., 2002). La réticulation covalente (gel
«permanent») est une bonne méthode pour contrdler la densité de réticulation (Chen et
al., 1973). Cependant, la formation de réticulation non dégradable et la toxicité de
I’agent de réticulation doivent étre prises en compte (Lbzinsky et Plieva, 1998). Des
gels « physiques » ou « réversibles » se forment lorsque le réseau est maintenu par
enchevétrement ou par des forces faibles telles que des liaisons H ou hydrophobes, des
forces van der Waals, ou interactions ioniques (Lee et Mooney, 2001). Bien que la
réticulation ionique soit un moyen simple de former des gels, des ions pourraient
s’échanger avec d’autres ions en milieu aqueux et affaiblir les propriétés originales du
gel (Gordon, 1999). Toutes ces interactions dans les gels physiques peuvent étre
perturbées par les changements de conditions physiques (force ionique, pH,
température et application de stress), alors que les gels chimiques sont stables (Lee et
Mooney, 2001). Les gels physiques ne sont pas homogénes en raison de la formation
de grappes d’enchevétrement moléculaire et contiennent des régions a faible

- gonflement dans I’eau et a haute densité de réticulation (Peppas et Merrill, 1977). La
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figure 3.3 montre schématiquement la différence entre un hydrogel physique et une

autre chimique.

_ Groupes
D polaires 4

Gel réticulé chimiquement Gel réticulé physiquement
Figure 3.3 Hydrogels synthétisés chimiquement et physiquement.

En fonction du degré de réticulation chimique ou physique, la quantité d’eau absorbée
varie. Il y a des hydrogels a gonflement faible, moyen et élevé. Les hydrogels de PVA,
en raison de leur susceptibilité de former des liaisons hydrogéne et a leur cristallisation
excessive, offrent généralement une trés faible capacité de gonflement, ce qui est
toutefois souhaitables pour des applications biomédicales et pharmaceutiques

spécifiques.

3.4.3 Méthodes de réticulation chimique

11 existe plusieurs agents chimiques utilisés pour la réticulation du PVA, tels que le
trimétaphosphate de sodium (STMP), [D’épichlorhydrine, le glutaraldéhyde,
I’acétaldéhyde, le formaldéhyde et d’autres monoaldéhydes. Les agents de réticulation
courants tels que le formaldéhyde et le glutaraldéhyde doivent étre en présence d’acide
sulfurique, d’acide acétique ou de méthanol pour former les ponts acétals entre les

groupes hydroxyles pendant des chaines de PVA.



60

Cependant, certains d’entre eux (aldéhyde) sont toxiques et la quantité d’agent de
réticulation résiduelle restant dans le polymere final, ainsi que les moyens d’atteindre
une concentration acceptable et sécuritaire peuvent étre assez difficiles (Figueiredo ef
al., 2009). La forme des hydrogels chimiquement réticulés ne change pas sous la
pression ordinaire et les mouvements irréguliers ne cassent pas les hydrogels utilisés
comme systémes de transport de médicament. Par conséquent, un tel systéme stable

pourrait étre efficace dans la délivrance de divers agents a un site spécifique.
3.4.4 L’irradiation

Afin de résoudre les complications associées a 1’utilisation d’agents de réticulation
chimiques, les méthodes physiques sont préférées car les polyméres de PVA ont la
fonctionnalité souhaitable pour la réticulation physique par irradiation ou congélation-
décongélation, ainsi que la gélification ionotrope. Les hydrogels produits par
irradiation offrent de meilleures propriétés de libération de médicaments que les
hydrogels réticulés par la chaleur (Kenawy et al., 2014); ils peuvent toutefois presenter
de faibles propriétés mécaniques (Hennink et van Nostrum, 2002; Stauffer et Peppast,
1992).

3.5  Association de 1’alcool polyvinylique avec d’autres polyméres pour améliorer
des applications médicales

Afin d’évaluer, d’adapter et d’améliorer diverses fonctions naturelle, plusieurs groupes
~de recherche ont étudié la possibilité de cibler le matériau, ce qui permettrait
d’optimiser I’interface avec les systemes Dbiologiques (Chuang et al.,
1999). Actuellement, les membranes d’hydrogel biodégradables ont été appliquées de
maniére intensive sur le marché médical, en raison de leur biocompatibilité (Abraham
et al., 2016; Lee et al., 1996; Tripathi ef al., 2010). Au cours des derniéres décennies,
les besoins en polysaccharides ont considérablement augmenté, en particulier dans les

applications biomédicales. Des polysaccharides, tels que I’alginate, le chitosane, le
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dextran et I’amidon sont des polyméres biologiques pouvant étre obtenus & partir de

plusieurs sources naturelles (Tableau 3.1 et Fig. 3.4).

Le PVA, en raison de ses propriétés biocompatibles, biologiquement solubles,
biodégradables, non cancérogénes, solubles dans I’eau et de ses excellentes propriétés
filmogénes, a déja été mélangé a des polymeres synthétiques et naturels. Des
matériaux, soit des polyméres naturels ou syntliétiques, sont souvent mélangés avec du
PV A pour améliorer les propriétés mécaniques et physico-chimiques (Lee et al., 1996).
Les matériaux mélangés sont appelés composites et sont largement utilisés dans
différents domaines scientifiques. Un matériau composite est fabriqué en combinant
deux matériaux ou plus et des caractéristiques mécaniques et physico-chimiques pour
une application particuliére peuvent étre obtenues. Les matériaux composites ont été
largement utilisés dans différents domaines, par exemple : pansements (Kenawy ef al.,
2014), traitements des. plaies (Zhao er al., 2003), systémes d’administration de
médicaments (Muggli ef al., 1999), organes artificiels (Yang ef al., 2008) et lentilles
de contact (Hyon ef al., 1994).
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Tableau 3.1 Différents polyméres pouvant étre associés avec ’alcool

polyvinylique.

Polymeéres

Propriétés

Alginate
(Fig 3.4a)

Polymeére hydrosoluble, biocompatible et biodégradable, adapté a
I’injection in situ, réticulation possible en conditions douces. A une
faiblesse mécanique, des difficultés de manipulation, doit étre gardé
en solution et stérilisé (Levi et al., 2011).

Chitosane
(Fig 3.4b)

Excellente biocompatibilité et bonne réponse de 1’hdte,
biodégradabilité unique par le lysozyme et des enzymes, activité
antimicrobienne élevée, surface hydrophile facilitant 1’adhésion, la
prolifération et la différenciation cellulaire. A aussi une faiblesse
mécanique, solution de polymere trés visqueuse et polymére soluble
dans I’eau uniquement en milieu acide, cotits des purification
additionels (Tripathi ef al. 2010). '

Amidon
(Fig 3.4d)

Solubilité modulable, peu cofiteux, biodégradable in vivo par
I’amylase, biocompatible, facile 8 modifier avec un autre polymére.
Par contre il y a difficultés de réticulation, faiblesse mécanique et
besoin de modification pour améliorer I’adhésion cellulaire (Zhao et
al., 2003).

Gélatine
(Fig 3.4f)

Hydrosoluble, obtenue a partir de divers sous-produits animaux,
largement répandus dans les applications biomédicales, faciles a
former des films et hydrogels matriciels. Par contre : solution de
polymere trés visqueuse, biodégradation trés rapide (Hwang et al.,
2010).

Dextran

Soluble dans I’eau, biodégradable in vivo par dextranase,
biocompatible, bonne prolifération et comportement de
différenciation. Par contre : polymére colteux, faiblesse mécanique et
besoin de modification pour améliorer 1’adhésion cellulaire (Cascone
et al., 1999).
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Structures chimiques de polyméres naturels, et de leurs dérivés

qui ont été mélangés avec de I’hydrogel de PVA pour former des pansements, tels que

I’alginate de sodium (), le chitosane (b), le dextran

(c), le carboxyméthylchitosane (d),

I’hydroxyéthyle amidon, HES Allemagne et (1,3),(1,6)-B-glucane (f), gélatine (g),

d’apres (Elzoghby, 2013; Kamoun ef al., 2015).
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3.6 Le chitosane

Le chitosane est un polysaccharide copolymeére linéaire cationique constitué d’une
distribution aléatoire de 2-amino-2-désoxy-D-glucose (D-glucosamine) et de 2-
acétamido-2-déoxy-D-glucose = (N-acétyl-D-glucosamine). Le chitosane est
généralement obtenu par une désacétylation poussée de la chitine, un polysaccharide
abondant présent dans les carapaces de crustacés (Felt ef al., 1998). La chitine est un
hétéropolysaccharide binaire et non ramifié composé¢ d’unités N-acétyl-D-glucosamine
et D-glucosamine liées par des liaisons glycosidiques B (1-4), ou les unités N-acétyl-
D-glucosamine sont prédominantes dans la chaine. La chitine est le deuxiéme

biopolymére le plus abondant aprés la cellulose dans la nature (Rinaudo, 2006).

Le processus de désacétylation pour la synthése du chitosane a partir de la chitine est
généralement effectué par hydrolyse dans des conditions alcalines & haute température
(environ 100 °C) en présence d’une solution concentrée de NaOH ou de KOH (environ
45 %). La méthode de préparation comporte quatre €tapes, ie. déprotéinisation,

déminéralisation, décoloration et désacétylation (Dutta et al., 2004).

La structure moléculaire, le polymorphisme, le degré de déacétylation (DDA) et la
masse moléculaire ont un effet majeur sur les propriétés du chitosane, de sorte qu’il est
possible de moduler I’hydrophillicité, la solubilité et la vulnérabilité a la dégradation

par les enzymes (Yogeshkumar et al., 2013).

La polyvalence du chitosane est due au fait que les groupes amine joueﬁt le role de site
réactif pour une variété de nouvelles réactions utilisant des conditions douces, ainsi
qu’au caractére cationique du chitosane qui est également attribué aux groupes amine
et appelé amino polysaccharide. A faible pH, le chitosane reste une espece
polycationique, en raison de la protonation du groupe amine qui a une solubilité accrue

(Fig. 3.5).
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Figure 3.5 Structure du chitosane a différents pH. refaire

De plus, la caractére cationique du chitosane peut étre inversé via la sulfonation pour
introduire un caractére anionique, donnant une meilleure solubilité dans 1’eau et des
propriétés anticoagulantes (Yogeshkumar et al., 2013). Selon la procédure de
préparation et la source de chitosane, la masse moléculaire (MW) peut varier de 300 a
plus de 1000 kDa avec un degré de désacétylation de 30 % a 95 % (Ali et Ahmed,
2018).

3.6.1 Propriétés et applications

Le chitosane est un polymeére cationique d’origine naturelle aux propriétés
multifonctionnelles contenant des unités de glucosamine qui a des densités de charge
positives élevées. Il est biocompatible, biodégradable et mucoadhésif (He et al., 1998;
Henriksen et al., 1996). Le chitosane provient de ressources renouvelables non
toxiques et agit comme biomatériau compatible et efficace (Cho er al., 1998). L’activité
antimicrobienne et la faible immunogénicité du chitosane, ainsi que sa biocompatibilité
et sa biodégradabilité, ont fourni des possibilités d’utilisation dans divers dommaines,
par exemple dans le secteur pharmaceutique ou dans 1’administration de médicaments
et biomédical, I’ingénierie tissulaire, I’administration de génes, etc. Les groupes amine
primaire dans le polymére de chitosane fournissent une charge positive sur sa surface.

En raison de sa structure unique avec une surface polycationique et sa capacité a former
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des liaisons H inter et intramoléculaires, le chitosane a été considéré comme un bon

candidat pour le développement de nouveaux produits pharmaceutiques.

La solubilité¢ du chitosane dépend de la structure cristalline du polymére et du DDA.
En particulier, les liaisons hydrogénes intramoléculaires qui lient 1’hydroxyle du
carbone 3 d’une unité a I’oxygéne d’une unité adjacente sont reflétées par la rigidité de
la chaine linéaire du polymeére (Cho et al., 1998). Le chitosane est soluble dans les
acides inorganiques et organiques dilués a pH inférieur au pKa du chitosane (environ
6.3). A faible pH, les groupes amine libres sont protonés, provoquant une répulsion
électrostatique entre les chaines et permettant ainsi la solvatation du polymére. A un
certain pH, qui dépend du DDA et de la masse moléculaire, les chaines polymeéres en

solution développent suffisamment de liaisons hydrogéne pour former un gel

(Matthew, 2002).

Au cours des deux derniéres décennies, le chitosane et ses dérivés se sont révélés des
candidats pour améliorer ’administration des médicaments vers les muqueuses ainisi
que trans-muqueuses, principalement en raison de leurs propriétés mucoadhésives et
I’absorption, étroitement liées au caractére cationique du polymére (He et al., 1998;
Henriksen et al., 1996). En effet, en raison de sa charge positive, le chitosane présente
la particularité d’adhérer aux surfaces des muqueuses. Le potentiel du chitosane pour
la livraison de médicaments par voie trans-muqueuse a été renforcé par de nombreuses
démonstrations de sa capacité, a la fois in vitro et in vivo, a élargir de maniére transitoire
les jonctions serrées entre les cellules épithéliales (niveau nasale, rein), facilitant ainsi
le transport de macromolécules mal absorbables a travers 1’épithélium (Krayukhina et

al., 2008).

La toxicité du chitosane dans des solutions de concentrations comprises entre 0.003 et
0.025 % sur des cellules Calu-3 (le poumon) peut étre considérablement réduite apres
la fonctionnalisation du chitosane avec les groupes méthoxy-polyéthyléne glycol

(Casettari et al., 2012). Ce phénomeéne a été expliqué par 1’encombrement stérique créé



67

par la fonctionnalisation, réduisant les interactions des groupes amine avec les
membranes cellulaires. Presque tous les travaux concernant 1’application du chitosane
se réferent au polymeére en tant que matériau biologiquement compatible non toxique,
convenant donc a la fabrication de supports dans le domaine de la délivrance des

médicaments.

Le chitosane en tant que biopolymeére biodégradable naturel subit une transformation
enzymatique en composantes basiques non toxiques. Le chitosane est dégradé in vivo
par certains enzymes, telles que la chitinase, la chitosanase et par le lysozyme — une
hydrolase non spécifique présente dans tous les tissus de mammifére — produisant des
oligosaccharides non toxiques qui peuvent ensuite étre excrétés ou incorporés dans des
glycosaminoglycanes et des glycoprotéines (Muzzarelli ef al., 1987; Rodrigues et al.,
2012). Les chitinaées et les chitosanases sont des enzymes qui peuvent étre classées
dans différentes familles de glycosides- hydrolases. Les chitosanases est capables de
convertir la chitine et le chitosane en chitooligosaccharides en hydrolysant le lien B(1-

4) entre les unités de sucre (Rodrigues et al., 2012).

L’action de la chitosanase sur les liaisons glycosidiques conduit a la production de
glucosamine et d’hétérooligosaccharides constitués de glucosamine et de N-acétyl-D-
glucosamine (Fukamizo et al., 1994). La masse moléculaire, la polydispersité, le degré
de désacétylation (DDA), le degré de puret€ et la teneur en humidité jouent un role
crucial dans la détermination du mécanisme et de la vitesse de dégradation du
polymére. Les chitosanes de masse moléculaire élevée et de degré de désacétylation
élevé possédaient une affinité inférieure pour I’enzyme et aussi une vitesse de

dégradation plus lente (Fukamizo et al., 19'94).
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3.6.2 Meéthodes de réticulation

11 existe plusieurs méthodes de réticulation (physiques, chimiques) pour le chitosane
ainsi que pour d’autres polymeres (i.e. le PVA). Les méthodes de réticulation physiques

possibles sont les rayons UV et les rayons gamma.

Toutes les méthodes physiques sont faciles a réaliser et bon marché. La réticulation par
’irradiation du polysaccharide a été décrite pour la premiére fois par Yoshii ef al.
.(Yoshii et al., 2003). IIs ont montré que des dérivés de polysaccharides solubles dans
I’eau tels que la carboxyméthylcellulose (CMC), le carboxyméthylamidon (CMS), la
c-arboxyméthylchitine (CMCT) et le carboxyméthylchitosane (CMCTS) se réticulent
par irradiation dans une solution aqueuse a concentration élevée. Cependant,
I’inconvénient de ces méthodes est la difficulté a contréler le processus de réticulation
pour obtenir le degré de réticulation souhaité (Ershov et al., 1993; Mateescu et al.,

1994).

Les hydrogels de chitosane chimiquement réticulés se trouvent dans quatre type de
structures. Le type le plus simple d’hydrogel de chitosane formé par la réticulation par
covalence. Les autres types sont le réseau polymeére hybride (la réticulation avec un
autre polymere, dit ‘hybride’) et la réticulation ionique du chitosane (Fig. 3.6). Parmi
des différents types de réticulation de chitosane, les hydrogels réticulés par covalence
sont les seuls systémes caractérisés par un réseau permanent, du fait de leurs liaisons
chimiques irréversibles. Par conséquent, ils présentent de bonnes propriétés
mécaniques. Les hydrogels de chitosane réticulés ioniquement présentent un
gonflement plus important avec les changements de pH par rapport aux hydrogels de

chitosane réticulés par covalence (Berger et al., 2004).
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cytotoxiques et peuvent altérer la biocompatibilité d’un systéme d’administration de
chitosane. Par conséquent, le développement d’un nouvel agent de réticulation naturel
est nécessaire, et pour cette raison, la génipine est un bon candidat comme réactif

naturel de réticulation (Jae Suk ef al., 2011; Somers ef al., 2008).
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Figure 3.7 Mécanisme de réticulation du chitosane avec glutaraldéhyde

3.6.2.1 La génipine

Etant un composé d’origine naturelle, elle a été sélectionnée en raison de sa toxicité
inférieure a celle de nombreux autres réactifs de réticulation synthétiques couramment
utilisés. La génipine est un agent extrait du fruit de gardénia (Gardenia jasminoides).
En médecine traditionnelle chinoise, elle a été utilisée pour traiter les patients atteints
de jaunisse (Akao ef al., 1994). De nombreuses études ont montré que la génipine
présentait un niveau de cytotoxicité bien inférieur a celui du glutaraldéhyde (Chang et

al., 2005).

La génipine a suscité de nombreux intéréts dans son isolement et sa purification pour

une utilisation en thérapie et dans la fabrication de produits alimentaires (Wang et al.,
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2012). La génipine est cholérétique (augmente le volume de la sécrétion de bile par la
vésicule biliaire, ainsi que la quantit¢ de solides sécrétée), antidépresseur,‘
antidiabétique, anticancéreux, antithrombotique, anti-inflammatoire, antibactérienne,
gastro, hépato et neuroprotecteur‘ (Pal et al., 2009); elle empéche la peroxydation

lipidique et protége les neurones de I’hippocampe contre la protéine béta-amyloide
d’Alzheimer (Huang et al., 2018).

Les applications les plus importantes de la génipine en association avec le chitosane
sont la préparation de substituts de cartilage élastique pour la libération contrdlée de
médicaments (Pal ef al., 2009). La génipine, en tant qu’agent de réticulation bi-
fonctionel, réagit rapidement avec le chitosane (Fig 3.8) et aussi avec les protéines ou

les acides aminés en général pour produire des hydrogels fluorescents teintés de bleu.
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Figure 3.8 Mécanisme de réticulation de chitosane avec la génipine. D’aprés
(Qiujin, 2015).

La réaction la plus rapide a se produire est une attaque nucléophile de la génipine par
un groupe amine primaire pour former un composé hétérocyclique de la génipine lié
au résidu de glucosamine dans le chitosane. La seconde réaction, plus lente, est la

substitution nucléophile du groupe ester que posséde la génipine pour former une



72

liaison amide secondaire avec le chitosane. Les deux réactions se déroulent a des
vitesses différentes et conduisent a la formation de liaisons transversales entre les

groupes amines primaires (Akao et al., 1994).

3.7  Les films médicamentés comme vecteurs d’agents actifs

Un film mince est une matrice polymérique qui répond a de nombreuses exigences pour
€tre utilisé (avec ou sans plastifiant) efficacement comme plate-forme de libération de
médicaments (Borges et al., 2015). Les films minces, par leur flexibilité, sont

d’excellents candidats pour cibler certains des sites d’absorbtion (Prausnitz et al.,

2004).

Les films bioadhésifs polysaccharidiques naturels en tant que formes posologiques font
I’objet d’une attention considérable dans I’industrie pharmaceutique; ce sont des
produits nouveaux; adaptés au patient en raison de leur petite taille et de leur épaisseur
- (De Oliveira Fulgencio et al., 2014; Hermans et al., 2014). De plus, la facilité de
fabrication, la méthode de préparation économique et la nature biocompatible de ces
films ont favorisé leur applicabilité a la fois pour la livraison locale et systémique

d’agents thérapeutiques.

Les films muco-adhésifs sont des formes posologiques absorbantes minces et flexibles,
et libérent le médicament directement dans un substrat biologique. Ils facilitent
I’augmentation du temps de séjour au site d’application, entrainant des effets
thérapeutiques prolongés (Tartara et al., 2014). Les propriétés muco-adhésives sont de
nature hydrophile; le film subit un gonflement et forme une interaction en chaine avec
la mucine (De Oliveira Fulgencio et al., 2014). Parmi les nombreux polyméres étudiés,
le chitosane, 1’hyaluronane, les dérivés de la cellulose, les polyacrylates, 1’alginate, la
gélatine (Fig. 3.4) et la pectine présentent les propriétés de mucoadhérence les plus
convaincantes (Sudhakar et al., 2006). Comparés aux polymeéres non-chargés, les
polyméres cationiques et anioniques facilitent une interaction forte avec le mucus (De

Oliveira Fulgencio ef al., 2014). Les polyméres anioniques sont bien caractérisés en
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raison de I’existence de groupes fonctionnels carboxyle et sulfate. A titre d’exemple,
la carboxyméthylcellulose sodique (NaCMC) et 1’acide polyacrylique (PAA)
présentent d’excellentes propriétés muco-adhésives en raison de la formation de liens

avec la mucine (Karki et al., 2016).

Les films minces doivent présenter des caractéristiques souhaitables telles qu’une
capacité de charge en médicament suffisante, une vitesse de dissolution rapide ou un’
long temps de séjour sur le site d’administration (dépendement de I’endroit ou ils sont
utilisés) et une stabilit¢ acceptable. Ils doivent ¢galement &tre non toxiques,
biocompatibles et biodégradables (Tartara et al., 2014). Les films minces sont
considérés comme étant faciles & avaler et a dissolution rapide; ce qui en fait une
plateforme polyvalente pour la livraison de médicaments. Les pellicules orales a
dissolution rapide sont généralement des pellicules ultra-minces (50 & 150 pum) ayant
la taille d’un timbre-poste, qui se dissolvent en une minute dans la cavité buccale aprés
avoir été en contact avec la salive. Le systéme d’administration des films minces a été
utilisé a la fois pour une action systémique et locale via plusieurs voiés telles que la
voie orale, buccale, sublinguale, oculaire et transdermique. Les médicaments a haute
perméabilité aux muqueuse sont connus pour leur aptitude' a I’administration par voie
buccale et sublinguale avec des films (Karki ef al., 2016). Les médicaments chargés
dans les films adhésifs buccaux sont absorbés directement via la muqueuse buccale,
qui livre le médicament a la circulation systémique aprés leur absorption (Hao et Heng,

2003).

Le film mince se dissout rapidement par rapport aux autres formes de dosage
conventionnelles (Sudhakar ef al., 2006). Les films minces sont moins friables et ont
une forme facile a transporter par rapport aux comprimés a désintégration rapide par
voie orale nécessitant un emballage spécial. De méme, une seule dose peut étre
transportée individuellement sans nécessiter de contenant secondaire (Russo et al.,

2016), ce qui offre la possibilité de controler le moment, la durée et la posologie du
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médicament en réponse a un traitement donné. En outre, les films ont la capacité de
libérer le médicament & un endroit spécifique en exploitant la différence de propriétés
environnementales sur le site de la maladie et la capacité de minimiser la libération de
médicament lorsque le déclencheur est désactivé. Les patients manifestent une
préférence pour les couches minces en raison de sa forme et la facilité d’administration

(Karki et al., 2016).

La principale limitation des films minces est, liée & la faible capacité de chargement
d’un médicament administré a forte dose (Wening et Breitkreutz, 2011). Combiner
simultanément plusieurs médicaments est aussi une tiche difficile dans la formulation
de film pour administration par voie orale parce que cela peut entraver leur dissolution

et leur désintégration (Deepak et al., 2015).

Les études sur des films polyméres ont permis d’améliorer la biodisponibilité du
médicament et ’adhésion du patient au traitement médicamenteux par voie orale,
notamment buccale et sublinguale (Hao et Heng, 2003). Les caractéristiques
anatomiques et physiologiques de la muciueuse buccale, telles que I’existence de
muscles lisses & haute densité vasculaire, ’accessibilité facile et la dérivation du
métabolisme de premier passage en font une voie favorable pour ]a délivrance du
médicament (Karki et al., 2016). La voie oculaire est un autre moyen d'administration
des couches minces. L’installation topique est la voie d’administration non invasive la
plus privilégi€e pour traiter les maladies du segment antérieur, comme la conjonctivite,
le glaucome et les syndromes chroniques de sécheresse oculaire. Les formes galéniques
classiques telles que les gouttes pour les yeux représentent 90 % des formulations
ophtalmiques commercialisées. Cela peut étre attribuée a la facilité d’administration et

a l’acceptabilité du patient (Patel et al., 2011).

Les films minces oraux (en aglais: TFO) imbibés de salive adhérent au site
d’application (la bouche) (Fig. 3.9). Le taux de désintégration est rapide, ce qui permet

la libération du médicament suivie de 1’absorption buccale (Prausnitz et al., 2004).
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préparée et la délivrance du médicament commence (Fig. 3.10). En conclusion les
films minces a base de polyméres pourraient étre une alternative trés prometteuse pour
I’administration de médicaments par voie transdermique en raison de la facilité

d’application, de la flexibilité et de la bonne apparence cosmétique (Aktar et al., 2014).
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CHAPITRE IV

PRESENTATION DU PROJET DE THESE

Dans I’organisme, les ions métalliques sont impliqués dans un large éventail de
fonctions biologiques intra et extracellulaires. Contrairement au cuivre lié a des
protéines ou a des peptides, le cuivre non lié peut étre hautement toxique en raison de
sa capacité a générer des radicaux libres via la réaction de Fenton. Cependant, des
petites molécules biologiquement actives, telles que des complexes du cuivre avec des

acides aminés, peuvent posséder des propriétés thérapeutiques.

Le cuivre(Il) coordiné avec un acide aminé (example [Cu(His)2] est essentiel au
fonctionnement de nombreuses protéines. Ce complexe peut traiter certaines maladies
neurodégénératives comme la maladie de Menkes. Un traitement par voie intraveineuse
avec de complexe d’histidine:cuivre apporte un bénéfice thérapeutique mais
I’administration par voie intraveineuse presente certains limitations. Il y a donc un
intérét pour des complexes de cuivre(Il) en vue de ’administration transdermiqpe ou

autres voies parentérales pour traiter diverses maladies liées au cuivre.

A. Complexes de cuivre pour applications biomédicales : aspects structuraux,

activité antioxydante et compatibilité neuronale

La premiére partie de cette étude visait a coordiner le cuivre avec quatre petits ligands

(L-Sérine, L-Histidine, Urée et Biuret) et & évaluer la stabilité, I’activité antioxydante
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et la compatibilité neuronale des complexes résultants. Les complexes de cuivre avec
les acides aminés, I’urée et le biuret peuvent agir en tant que piégeurs de radicaux libres
oxygénés. Ces découvertes ouvrent de nouvelles perspectives pour 1’utilisation des
complexes de cuivre en tant qu’antioxydants et éventuéllement en tant qu’agents
thérapeutiques pour les maladies neurodégénératives. Cette étude décrit la préparation
et la caractérisation de quatre complexes de cuivre de basse masse moléculaire :
[Cu(His):Cl2], [Cu(Ser)2], [Cu(Urea):Cl2] et [Cu(Biuret)2Clz], avec une emphase
particuliére donnée aux aspects liés a la stabilité de ces complexes dans des milieux
physiologiquement pertinents, a leur activité¢ antioxydante potentielle et a leur
biocompatibilité avec les cellules neuronales en vue de leur utilisation éventuelle dans
le traitement des maladies neurologiques. De plus, 1’étude de ces complexes pourrait
aider a améliorer le thérapie par chélation pour les dysfonctionnements du cuivre et a

mieux comprendre le métabolisme du cuivre chez I’humain.

B. Synthése et caractérisation d’hydrogel PVA / chitosane avec différents agents

de réticulation pour application transdermique

De nouveaux films réticulés & base d’alcool polyvinylique (PVA) et de chitosane (Ch)
ont été préparés en utilisant la technique de coulée en solution (anglais : « casting »).
Le film composite (PVA-Ch) a été réticulé chimiquement par du STMP (tri-
métaphosphate de sodium) et de la génipine (Gp). Le film composite réticulé pourrait
présenter de bonnes propriétés mécaniques avec un faible degré de gonflement et
offrire un large éventail d'utilisation potentiellement dans les applications

biomédicales.
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Objectifs du projet de thése :

I. Produire des complexes cuivriques a base d’histidine, de sérine, d’urée et du
biuret.

IL Elaborer et étudier un nouveau matériau réticulé a base d’alcool polyvinylique
et de chitosane.

IIL Créer un nouveau system a libération transdermique du Cu(His)2Cl2

Les points expérimentaux li€s aux objectifs principaux sont les suivants :

Pour ’objectif I :
Ia Synthése et caractérisation des complexes de cuivre
Ib Evaluation des propriétés antioxydantes des complexes obtenus, en utilisant

différentes méthodes pour initier les espéces réactives de I’oxygéne.
Ic Etude de la viabilité des complexes de cuivre et de leur ligand sur des

cellules neuronales P19

Pour I’objectif II :

Ila Synthése de différentes variantes de films composites d’alcool
polyvinylique et de chitosane avec différents agents de réticulation.
IIb Sélection du film composite approprié pour une administration contrdlée du

médicament (en particulier pour Cu(His).ClL).

Les hypothéses du projet :

1) Tenant compte que la céruloplasmine, la protéine a cuivre bleu circulatoire, posséde
des propriétés antioxydantes, cardioprotectrices et neuromodulatrices, et que, en dépit
de son potentiel thérapeutique, la céruloplasmine ne peut pas étre utilisée comme
médicament en raison de sa nature protéique avec des risques immunogénes et dangers

cause de son origine animale, nous avons a émis 1’hypothése que les petits complexes
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de cuivre pourraient présenter un intérét a certains égards, étant comparables, sous
certain aspects, aux protéines a cuivre (méme type de coordination impliquant des
acides aminés capables de chélater le cuivre(Il)). Nous avons aussi émis I’hypothése
que les petits complexes de cuivre pourraient présenter un intérét, étant comparables
en certaine mesure au site actif des protéines de cuivre, mais avec une administration

plus facile et une meilleure acceptabilité réglementaire.

2) Considérant que la polyvinyle 1’alcool (PVA) présente une bonne biocompatibilité
et que la chitosane retient une assez faible quantité d’leau a la formation des films, nous
avons emis I’hypothése que des matériaux composites de PVA et de chitosane (co)-
réticules pourraient former des films biocompatibles et a une faible teneur en eau. Ces
capacités pourraient positionner les hydrogels de PVA-chitosane comme des candidats
potentiels, en tant que biomatériaux pour le syst¢éme d’administration du médicament

par voies orale, buccale, transdermique, intramusculaire ou rectale.

La présentation schématique du projet (Fig. 4.1), essaie de résumer les principales

étapes et de faciliter le suivi des travaux expérimentaux.
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Figure 4.1 Présentation schématique du projet de thése
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CHAPITRE V

MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre rapporte la méthodologie pour coordiner le cuivre avec quatre petits ligands
(L-Sérine, L-Histidine, Urée et Biuret) et pour évaluer la stabilité, l'activité
antioxydante et la compatibilité neuronale des complexes. La deuxié¢me partie décrit la
préparation des films a base de PVA et chitosane (avec ou sans complexe) réticulés
avec différents agents, ainsi que leur caractérisation. En troisiéme partie, la libération

- du complexe de cuivre ou du médicament est étudiée ainsi que la cytotoxicité.

5.1 Synthése et caracterisation des complexes a cuivre

Les caractéristiques structurales ont été établies par composition éléméntaire,
diffraction des rayons X et FTIR. La stabilité a été évaluée a 1’aide de profils
d’absorbance UV-Vis dans I’eau, dans une solution de « serum physiologiques »
(NaCl 0.9 %), dans les millieux gastriques et intestinaux simulés ainsi que par
voltamétrie cyclique. La capacité antioxydante a été mesurée a 1’aide des méthodes
DPPH (1,1-diphényl-2,2-picrylhydrazyle) et DPD (N,N-diéthyl-p-phénylénediamine).
La compatibilité neuronale a été évaluée a I’aide de mesures de viabilité cellulaire
réalisées sur des cultures des cellules neuronales P19 dérivées des cellules souches de

souris.
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5.1.1 Synthése de complexes de cuivre

Tous les produits chimiques étaient de « qualité réactifs » et ont été utilisés sans
purification supplémentaire. Des complexes de cuivre ont été préparés dans
1’isopropanol selon la procédure de Pop et al (Pop et al., 2002). Le complexe cuivre(Il)-
histidine a été préparé en utilisant un rapport molaire 1 :2 de CuCl, :His et une solution
d’isopropanol :H2O a 50 :1 v/v. Une solution froide (400 mL) de CuCl (1.93 x 10-?
mol/L) dans I’isopropanol a été ajoutée goutte a goutte a une solution aqueuse de His
(3.84 x 10°) mol/L) a pH 6.8 et le mélange a été agité de maniére continue sur la glace
pendant 45 min. La complexation a été effectuée dans 1’isopropanol pour faciliter la
récupération du cuivre-histidine qui précipite dans ces conditions. Le solide résultant a
été recueilli par filtration, lavé avec I’isopropanol froid et séché a température
ambiante. Les complexes de cuivre-urée et de cuivre-biuret ont été préparés de maniére
similaire mais en utilisant un rapport molaire 1 :4 de CuClz:ligand. Le complexe
cuivre-sérine a été préparé dans 1’éthanol glacial en utilisant un rapport molaire 1 :2 :1
de CuCl:L-Ser :NaOH. Une solution froide (15 mL) de CuClz (2.64 x 102 mol/L)
dans I’éthanol a été ajoutée goutte & goutte a une solution de 30 mL de Ser (5.19 x 10
2 mol/L) dans I’éthanol (50 :1 v/v I’eau) contenant de 1’hydroxyde de sodium (0.01
mol/L). Le mélange a été agité sur la glace pendant 30 min et le solide résultant a été

filtré, lavé a I’éthanol et séché a la température ambiante.
5.1.2 Caractérisation structurale
Analyse élémentaire

Les teneurs en carbone Allemagne, en hydrogéne (H) et en azote (N) ont été
déterminées par la méthode de combustion dynamique flash basée sur 1’oxydation
compléte des échantillons, a I’aide d’'un EAS1108 (Fisons instruments SpA) et d’un
ECS4010 (Costech Co. California, E.-U.).
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Points de fusion

Les propriétés physiques d’un composé, telles que le point de fusion, peuvent fournir
des informations utiles qui peuvent aider a identifier un échantillon ou a établir sa
pureté. Les points de fusion ont été mesurés a I’aide de tubes capillaires ouverts sur un

appareil a point de fusion Gallenkamp (Londres, Angleterre).
Diffraction des rayons X

L’analyse par diffraction des rayons X a été réalisée avec un diffractométre a jet Bruker
X8 Venture Metal (Geesthacht, Allemagne). Les paramétres expérimentaux pour
’analyse par rayons X sont présentés dans le tableau S.1 (Annexes). Les monocristaux
ont €té obtenus par évaporation lente d’une solution alcoolique de complexe de cuivre
pendant trois jours. Les cristaux ont ét¢ maintenus a 100 °K pendant la collecte des
données. Les échantillons ont été exposés a des rayons X- (GaKgy) d’une longueur
d’onde de 1.34 A et analysés dans une plage angulaire de 20 comprise entre 10 et 121
degrés. La structure a été résolue a 1’aide du logiciel Olex2 (Dolomanov ef al., 2009),
avec le programme de solution de structure SHELXT (Sheldrick, 2008) utilisant Direct
Methods de raffinement SHEXLXL (Sheldrick, 2015) avec la méthode de

minimisation des moindres carrés.
Spectroscopie infrarouge

Les spectres infrarouges par transformée de Fourier (FTIR) des complexes et des leurs
ligands ont été enregistrés sur un spectrophotomeétre FTIR Thermo-Nicolet 6700
(Madison USA), avec 64 numérisations a une résolution de 4 c¢m’! en utilisant des
pastilles de bromure de potassium; 2 mg de chaque échantillon mélangés avec 100 mg

de KBr (séché au four) et compressées pour la mesure en FTIR.
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5.1.3 Stabilité dans différents milieux
Mesures spectrophotométriques

Des solutions de 20 mM de His, Ser, Urée, Biuret et de leurs complexes de cuivre(II)
ont été¢ préparées dans de I’eau, dans une solution saline physiologique (0.9 % de
NaCl), dans du fluide gastrique simulé (SGF : HCI 0.26 %, NaCl 0.2 %, pH 1.2) et
dans le fluide intestinal simulé (SIF : KH,PO4 & 0.68 %, NaOH a 0.0615 %, pH 7.2).
Les spectres d’absorbance (360 & 960 nm) ont €té pris aprés 2 h d’incubation a la
température ambiante. Les stabilités des complexes ont été étudiées en mesurant les
valeurs d’absorbance & des longueurs d’onde consteintes entre 0 het48 ha37°C,a

’aide d’un spectrophotométre Visible Ultrospec 100 Pro (USA).
Mesures €lectrochimiques

Un ballon a trois cols a été utilis€ pour les mesures électrochimiques. L’électrode de

travail était une électrode de carbone vitreux de 3 mm de diamétre (BASi®); I’électrode

de référence était une électrode Ag / AgCl saturée de NaCl et la contre-électrode était
soit un fil de cuivre, soit une maille de platine (Alfa Aesar, Massachusetts, USA). Les
solutions €lectrochimiques contenaient des complexes de cuivre fraichement préparés
. dans une solution saline physiologique (NaCl 0.9 % m/v dans de I’eau désionisée) et
ont été¢ purgées a I’argon pendant 5 min. Toutes les mesures ont été effectuées sous

atmosphére d’argon.
5.1.4 Capacité antioxydante
Méthode colorimétrique DPD (N, N-diéthyl-p-phénylénediamine)

Le réactif DPD a été acheté auprés de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Des
especes réactives de I’oxygene (ROS) ont été générées par €lectrolyse (10 mA, 400 V,
3 min) dans 3 mL de solution tampon Krebs-Henseleit (KH) modifié (en mM : NaCl
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118,KCl14.8, CaCl; 1.8, MgS040.86, KH2PO4 1.2, NaHCO3 2.54, glucose 11 et EDTA
0.027) selon (Jackson et al., 1986). La cellule d’électrolyse contenait 2.7 mL de milieux
- ELS KH en présence de 0.3 mL solution du complexe de cuivre ou du ligand a
différentes concentrations. Un volume de 0.2 mL de la solution électrolysée (ELS) KH
et avec du compiexe ou ligand, a ensuite été ajouté a 0.8 mL de solution de DPD a 25
mg/mL. Les ROS générées par ELS réagissent rapidement avec la DPD pour former
un produit d’oxydation ayant une absorbance spécifique a 515 nm (Moore et al., 1984;
Wang et al., 1999). En présence de molécules antioxydantes, les ROS peuvent étre
neutralisés et donc indisponibles pour réagir avec le DPD. Les capacités antioxydantes
des ligands et des complexes ont été exprimées en pourcentage de ROS restant dans la
solution d’ELS et ont été calculées selon I’équation 5.1, oit A100% ros est 1’absorbance
du tampon ELS KH contenant DPD (100 % de ROS en solution, en absence
d’antioxydant) et A¢chantition €St 1’absorbance du tampon ELS KH contenant DPD et en

présence du complexe de cuivre ou du ligand.

% ROS = (Acchantilion /A100% ROS) x 100 | (5.1)

- Activité de piégeage des radicaux 1,1-diphényl-2,2-picrylhydrazyle (DPPH)

DPPH est un radical libre stable (DPPHe*) caractérisé par une bande d’absorption a
environ 517 nm. En présence d’une substance pouvant donner un atome d’hydrogéne,
le DPPH est réduit en perdant sa couleur violette. Le test DPPH a été réalisé dans les
~ conditions de Brand-Williams (Marinova et Batchvarov, 2011). Le réactif DPPH a été
acheté de Sigmé-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Une solution de DPPH 0.5 mM a été
préparée et son absorbance était d’environ 0.7 a 517 nm. Un volume de 0.2 mL
d’échantillon (complexes de Cu?* ou ligands) a été ajouté a 1.8 mL de solution de
DPPH. Au bout de 30 min, I’absorbance a été mesurée a 517 nm. Le pourcentage de

piégeage du radical DPPH a été calculé selon I’équation 5.2.

% DPPH® = [(Abr — Aar)Abr] x 100 (5.2)
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du formaldéhyde a 1 % et du chlorure de calcium a 1 %. Ensuite, 1 mL d’éluant NR
(EtOH :H20 :acide acétique 50 : 49 :1) a été ajouté pour extraire le NR des cellules.
Aprés 10 minutes d’agitation a la température ambiante, 1’absorbance a été lue a 540
nm en utilisant un lecteur de microplaques universel ELX800 UV. La viabilité a 100
% a été établie avec des cultures témoins (non traitées). Les analyses ont été effectuées

en double en utilisant trois cultures cellulaires indépendantes.

5.2 Synthese, caractérisation et évaluation des films a base de PVA

Cette section explique comment des nouveaux films de polymére réticulé a base
d’alcool polyvinylique (PVA) et de chitosane (Ch) ont été préparés en utilisant la
technique de coulée en solution (« casting »). La structurale chimique des films
composites a été caractérisée par microscopie électronique a balayage (MEB),
spectroscopie  infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), analyse
thermogravimétrique (TGA), calorimétrie différentielle a balayage (DSC) et diffraction
des rayons X. Les propriétés mécaniques et leur comportement de gonflement et de
désintégration ont €t€¢ évalués dans différents pH. La cytotoxicité des films et la
viabilité cellulaire ont été étudiées par des essais au MTT avec les cellules P19 apres
48 h. Des études de libération de médicament des films ont été effectuées a différentes
valeurs de pH. Le complexe [Cu(His)2Clz] a été chargé en tant que médicament traceur

dans les films composites.
5.2.1 Matériels et méthod de préparation des films composites

Tous les sels et réactifs utilisés étaient de « reagent grade ». Le chitosane (Ch) ayant
une masse moléculaire moyenne de 300 kDa et un degré de désacétylation (DD) de
88.1 % a été acheté aupres de Sigma Aldrich (Toronto, Canada). Le PVA (hydrolysé a
plus de 98 %) avait une masse moléculaire moyenne de 130 000 g/mol. La génipine
(GP, pureté > 98 % HPLC), le tri-métaphosphate de sodium (STMP, pureté > 95 %) et
le GA (glutaraldéhyde) (solution a 25 % m/v) ont été de Sigma Aldrich (Toronto,
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Canada). Tous les produits chimiques ont été utilisés sans purification supplémentaire.

Des solutions fraichement préparées ont €té utilisées dans toutes les experiences
La réticulation du chitosane / génipine

Le chitosane (Ch) a été dispersé dans une solution aqueuse d’acide acétique a 1 % (m/v)
a la température ambiante avec agitation continue pendant 24 h pour amener la solution
de Ch a 2 % (m/v). La solution, aprés dissolution compléte, a été filtrée a travers un
tissu de nylon pour éliminer tout matériau non dissout et laissée reposer pendant 30
min pour faire disparaitre les bulles d’air. La solution de génipine (0.01, 0.05 ou 0.1 %
m/v) a été ajoutée lentement a la solution de chitosane sous agitation constante pendant

20 min.
La réticulation PVA/ STMP

Des solutions de PVA ont été préparées en dissolvant complétement 10.0 g de poudre
de polymeére dans 100 mL d’eau distillée a une température de 95 °C sous agitation
magnétique pendant 6 h pour obtenir une solution a 10 % (m/v) de PVA claire et
homogéne (Tripathi ef al. 2010). La solution a été laissée pour refroidi a la température
ambiante. Ensuite, 7.5 mL a 20 % p/v de I’agent de réticulation tri-métaphosphate de
sodium (STMP) ont été ajoutés a la solution de PVA sous agitation constante. Un
volume de 3 mL d'hydroxyde de sodium (30 % m/v) a ensuite été ajouté goutte a goutte,
toujours sous agitation (Chaouat ef al., 2008). Le pH a été corrigé a 7.0 + 0.2 avec
NaOH 0.2 M sous agitation douce. La solution de PVA réticulée obtenue a été
soigneusement lavée avec de I'acétone (80 % p/v) pour éliminer le STMP n'ayant pas

réagi, les sous-produits et les traces d'hydroxyde de sodium.

Le solide de PVA réticulé obtenu a été broyé dans un mélangeur pour acquérir des
granules réticulées de PVA qui ont été séchées a la température ambiante (24 h), puis
dissoutes dans l'eau distillée pour obtenir une solution a 5 % (m/v) sous agitation et

chauffage constants. La solution de PVA réticulée a été soumise a l'appareil de
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filtration (disque Cutoff 70 kDa) pour éliminer les sels et les traces résiduelles de la

solution.
Préparation de la solution PVA / Chitosane composite

Les procédés de préparation des films sont résumés au tableau 5.1. Différentes
quantités de solution de PVA ont été ajoutées a la solution a 2 % (m/v) de chitosane
(Tableau 5.2) pour obtenir des rapports (m/m) PVA-Ch de (0 :1), (1:3), (1:1), (3:1) et
(1:0).

Tableau 5.1 Compositions des films selon différentes méthodes. Composition
des solutions filmogénes PVA-Ch contrdle (PVA-Ch/non-réticulé), PVA-Ch réticulé

avec STMP et génipine selon différentes méthodes

Contrdle PVA + chitosane

non réticulé

Meéthode 1 (M1) PVA (réticulé avec STMP) + chitosane non-réticulé

Méthode 2 (M2) PVA (réticulé avec STMP) + chitosane (réticulé avec génipine )
(0.01, 0.05, 0.1 % p/v)

Meéthode 3 (M3) PVA (réticulé avec STMP) + chitosane (non- réticulé) + génipine
(0.01, 0.05, 0.1 w/v %)

Les films composites (PVA-Ch) ont été préparés a partir des solutions filmogénes
selon trois approches différentes. Pour la premiére méthode (M1), le PVA a été réticulé
séparément avec du STMP et mélangé avec du chitosane (Ch) non réticulé. Dans la
méthode deux (M2), le PVA (réticulé par STMP) a été mélangé doucement avec
chitosane (réticulé séparément avec la Gp). Dans la troisiéme méthode (M3), le PVA
réticulé avec STMP et le chitosane (Ch) non réticulé ont été mélangés pour obtenir une
solution homogeéne, puis la Gp comme co-réticulant (avec diffrent concentration) a été

- ajoutée délicament.
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5.00 kV.
Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres FTIR des échantillons de films ont été enregistrés sur un dispositif de
réflectance totale atténuée (ATR) dans la plage de nombres d'onde allant de 4000 a 650
cm’! (64 balayages a une résolution de 4 cm™) en utilisant un spectrométre Thermo-
Nicolet 6700 (Madison, WI, USA) équipé€ d'un détecteur sulfate-KBr (DTGS-KBr). Ils
ont été utilisés pour caractériser la présence de groupes chimiques spécifiques dans les

hydrogels.
Analyse thermogravimétrique (TGA)

Le comportement thermique et la stabilité¢ des films de PVA-Ch préparés sont été
évalués par un analyseur thermogravimétrique de modéele TGA-MS (TGA Q500 /
Discovery MS, USA). Des essais de TGA ont été effectués de 20 °C a 900 °C, a une
vitesse de chauffage de 10 °C/min sous atmosphere d'azote. Chaque 1'échantillon,
compris entre 2 et 5 mg, a ¢été pesée et la masse du récipient a échantillon a été

enregistrée de maniére continue pendant I'essai, en fonction de la température.
Essai d'absorption de fluide

Le comportement de gonflement des films a été mesuré en plagant les échantillons de
film (5.0 mm x 5.0 mm) dans une plaque & 6 puits. Chaque puits a été rempli avec 2
mL de solution tampon phosphate (PBS;0.01M, pH 7.4). Les films ont été incubés dans
la plaque & 37 °C pendant 2, 4, 24, 96 h. A la fin de ces périodes, la solution en excés
sur les gels était essuyée avec du papier absorbant 'avant de peser et d’enregistrer la
masse du gel. Ce processus a été répété au moins trois fois pour chaque échantillon. Le

degré d'absorption de fluide a été calculé a l'aide de 1'équation 5.3 :

Degré d'absorption de liquide (%) = (P—"P_LS) %X 100 (5.3)
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Ou Ps est 1a masse séche de 'échantillon et Py, est 1a masse de 1'échantillon humide en

fonction du temps d'immersion.
Test de désintégration (dissolution)

L'étude de la désintégration de tous les films composites a été réaliéée en incubant les
films dans du tampon phosphate (PBS) pH 7.4 a 37 °C. Tous les échantillons de film
ont été chacun pesés avant (Po) et aprés (P1) immersion dans le PBS (Alhosseini et al.,
2012). Aprés immersion pour différentes dureés (2, 24, 96 h), les €chantillons ont été
prélevés, épongés avec du papier absorbant et séchés dans un four a 40 °C pendant 24
h. Avant d'étre pesés, les échantillons (P1) oht été conservés dans un dessiccateur a vide

pendant 24 h. Le degré de désintégration a été calculé a 'aide de 1'équation 5.4 :

Degré de désintégration (%) = £o"2100 (5.4)
0

Ou, Po est 1a masse de I'échantillon (avant immersion) et Py est la masse de 'échantillon

restant (aprés immersion).
Analyse de cytotoxicité

La viabilité¢ cellulaire avec films composites a été analysée en utilisant du MTT
[bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium] comme indicateur
(Fig. 5.3). Cet essai a été réalisé a l'aide de la lignée cellulaire de carcinome
embryonnaire murin P19. Le test de cytotoxicité a été effectué en préparant les films
dans une plaque a 96 puits. Les plaques ont été stérilisées par rayonnement ultraviolet
(UV) pendant 2 h (Nikkhah e al., 1992). Les lignées cellulaires ont été cultivées dans
un milieu de propagation constitué¢ du milieu essentiel minimal Eagle modifié alpha
(aMEM; Invitrogen, Burlington, ON, Canada) additionné de 10 % de sérum de veau
feetal (FBS; Rexade, ON, Canada) et de 100 U/mL de pénicilline / streptomycine
(Sigma-Aldrich). '
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Bromure de 3{4,5-diméthylthiazol-2-yl}-2,5-diphényle tetrazolum  (E-Z)-5{(4,5diméthylthiazol-2-yl}-1,3-diphénylformazan

(MTT) : (Formazan)

* Réduction du noyau tetrazolium par * Dissoudre les cristaux dans DMSO
I’enzyme : succinate déshydrogénase * Dosage de la densité optique 4 550
mitochondriale des cellules vivantes nm et 664 nm

» Formation du produit Formazan (cristaux

insolubles)

Figure 5.3  Testde viabilit¢ MTT sur des neurones P19. Principe : les réductases
présentes dans les mitochondries et dans d’autres organites dans les cellules

métaboliquement actives vont réduire le sel tétrazolium en cristaux de formazan.

Comme montré aux figures 5.1 et 5.2, les cellules P19 ont ét€ cultivées et différenciées
selon la littérature (Ducharme et al., 2010) et elles se sont propagées dans un milieu
complet. Les cellules ont été passées tous les deux jours dans des boites de culture de
tissu. Ensuite, les cellules ont été détachées avec de la trypsine / EDTA avant
ensemencement sur les échantillons. Les cellules ont été traitées a la trypsine,
centrifugées et remises en suspension dans un milieu de culture complet. En bref, 3 x
10° cellules ont été ensemencées sur les échantillons des filins au sein d'une plaque a
96 puits. Les cellules ont été incubées & 37 °C dans une atmosphére humidifide
contenant 5 % de CO; pendant 2 jours dans du milieu aMEM. Apreés I’incubation (48
h), le surnageant de chaque puits a été retiré et remplacé par une solution de MTT (5
mg/mL) (Sigma Aldrich, Canada), puis 500 uL. de DMSO ont été ajoutés a chaque
puits et incubés pendant 3 h 37 °C (5 % CO). A la fin de la période d'incubation, 100

uL ont été transférés dans une autre plaque & 96 puits en triplicata, et la densité optique
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a été déterminée a 550 et 664 nm a l'aide d'un lecteur de microplaque spectrométrique
Lambda 740 (USA).

Cristallinité par diffraction des rayons X (XRD)

La diffractométrie des polyméres par rayons X a été réalisée a l'aide d'un appareil
Siemens D-5000 (Munich, Allemagne). Les échantillons ont été exposés a un
_ rayonnement X (Cu Ka & une longueur d'onde de 1.789 A) avec une vitesse de balayage
de 0.05 oI/min. Des échantillons (films) ont ét€ déposés sur une plaque de quartz a faible
bruit de fond dans un support en aluminium et analysés par une plage de 26. Les

spectres DRX ont été traités a l'aide du logiciel DiffracPlus.
Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les mesures DSC ont été effectuées sur un calorimetre DSC Q100 (TA, USA), la
température a été étalonnée avec de l'indium dans une atmosphére d'azote. .Des
échantillons d'environ 8 mg ont été pesés de manicre trés précise dans une poéle en
aluminium. La température était contr6lée dans la plage de 25 a 350 °C et la vitesse de

chauffage était de 10 °C/min.
Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques des composites de chitosane et de PV A ont été déterminées
a l'aide d'une machine d'essai de traction ElectroForce 3200 (USA). Tous les
échantillons ont été immergés dans une solution tampon (PBS; pH 7.2) pendant 24 h.
Les hydrogels complétement gonflés ont été découpés en espéces cylindriques de 5
mm de diamétre et de 12 mm de longueur, mesurées avec un compas numérique
Mitutoyo. Chaque échantillon était fixé du haut et du bas avec des poignées congues
sur mesure. Les hydrogels ont éé confinés dans un cadre métallique cylindrique et
compressés a 0.5 mm/min, en utilisant une cellule de charge de 10 N. La contrainte est

définie comme la force par unité de surface d'un matériau et la déformation est définie
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par l'extension par unité¢ de longueur. La contrainte (c) et la déformation (€) ont été

obtenues selon les équations (5.5) et (5.6).

P .
o= (5.5)
l |
==L (5.6)
ly

Ot P représente la force de compression, A la surface du cylindre et 1o et Ir sont
respectivement les longueurs initiale et finale. L'allongement a la rupture a été calculé

- selon I’équation S5.7.

L'allongement a la rupture = L1/ Lo x 100 % 6.7

Ou, Lo est la longueur initiale et L; la longueur finale. La pente de la courbe de
contrainte-déformation dans la région élastique est appelée module de Young (E). La
relation linéaire entre contrainte et déformation dans la région élastique de la courbe
contrainte- déformation est connue sous le nom de loi de Hooke. A partir de la partie
initiale de la courbe contrainte-déformation (chapitre 6.3.5), le module a été obtenu et

les valeurs ont été rapportées en tant que moyenne de cinq déterminations + 1’écart-

type.
Absorption de fluide

Le gonflement des films a été mesuré en plagant les échantillons de film (5.0 mm x 5.0
mm) dans une plaque a 6 puits. Chaque puits a été immergés avec 2 ml de solution de
pH différent : une solution tamponnée au phosphate (PBS; pH 7.2) et une solution acide
(HC1, pH 2.1). Les films composites incorporant du Cu(His):Cl, ont été incubés et
prélevés in vitro 2 37 °C différents temps (2, 4, 24, 96 h). A la fin de chacune de ces
périodes, la solution en exces sur les gels a été essuyée avec du papier absorbant avant

de peser et d’enregistrer la masse du gel. Ce processus a €té répété au moins trois fois
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pour chaque échantillon. Le degré d'absorption de fluide a été calculé a l'aide de

I'équation 5.8 suivante :

Degré d'absorption de fluide (%) = (PLP_@ x 100 (5.8)

Ou Ps est 1a masse séche de 'échantillon et Py, est 1a masse de 1'échantillon humide en

fonction du temps d'immersion.
Chargement d’agent thérapeutique

Un agent actif a été chargé dans du PVA-Ch (3-1) non réticulé et réticulé (STMP 1 %
et génipine 0.05 % en masse) par « casting ». L'acétaminophéne et le complexe de
cuivre(I)-histidine (Cu(His)z) en pourcentage de charge (10 % en masse) ont été
dissouts, séparement dans un minimum d'eau et chacune combinés avec la solution
filmogene du PVA-Ch. La solution formée a été transférée dans une plaque (6 et 12

puits) et laissée a évaporer pendant une nuit a la température ambiante.
Comportements en matiere de libération d’agent thérapeutique

Du [Cu(His):Cl:] et de I'acétaminophéne ont été chargés en tant que médicaments
modéles dans les films. Les comportements de libération des médicaments ont été
évalués a différents pH (7.2 et 2.1) sous agitation douce. Chaque échantillon (taille = 2
x 2 cm?) contenant le médicament a été trempé dans 10 mL de solution tampon PBS
(tube 50 mL) sur l'agitateur (100 tr/min) pendant 160 min a 37 °C (incubateur) (Liu et
al., 2015). Des aliquots du milieu de libération (1 mL) a éfé prélevé aux 30 minutes
jusqu'a 180 minutes. La quantité de Cu(His)2Cl; et d'acétaminophéne dans la solution
tampon a été quantifiée a l'aide d'un spectrophotométre UV-Vis a des longueurs d'ondes
de 630 et 262 nm, respectivement. Aprés chaque mesure, le milieu retiré a été remis
dans le syste¢me. Des solutions contenant des concentrations connues de médicaments

dans de I’eau déionisée ont été utilisées pour calibrer et obtenir des courbes d’étalonage
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pour Cu(His)2Cl; et l'acétaminophéne. La quantité de médicament libérée cumulative

a été calculée selon I’équation 5.9 :

Quantité de médicament = -:—‘ x 100 (5.9)

0

libérée cumulative (%)

Ou M; est la quantité de médicament libérée du film composite au temps t et Moo est la

quantité de médicament préchargée dans le film composite.



CHAPITRE VI

RESULTATS

6.1  Descomplexes de cuivre pour des applications biomédicales : étude structurale,
activité antioxydante et compatibilité neuronale

-Ce chapitre visait & coordiner le cuivre avec quatre petits ligands (L-Sérine, L-
Histidine, Urée et Biuret) et a évaluer la stabilité, l'activité antioxydante et la

compatibilité neuronale des complexes résultants.
6.1.1 Analyse chimique des complexes de cuivre

L'analyse élémentaire des complexes de cuivre préparés dans l'isopropanol ainsi que
leurs propriétés physiques (couleur, masse moléculaire et point de fusion) sont

présentées dans le Tableau 6.1.

Les résultats de l'analyse élémentaire ainsi que la formule chimique proposée pour
chaque complexe correspondaient bien & la stoechiométrie attendue. Les points de
fusion des complexes de cuivre étaient similaires & ceux des études précédentes

(Mandal et al., 2015; Sigel et McCormick, 1971).
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Tableau 6.1 Données analytiques et physiques des complexes de Cu(Il) avec
Ser, His, Urée et Biuret. 2 Les valeurs calculées sont entre parenthéses. ® La masse
moléculaire a ét€ déterminée selon analyses élémentaires.

Analyse élémentaire * MW b Point de
Composé Formule % Trouvé (% Calc.) Couleur (@/mol) fusion
C H N - O
. 30.74 3.96 17.96 Bleue
[Cu(His).Cl2] Ci12H18C12CuN6O4 (3238) (405 (18.29) claire 444.00 185+ 1.6
26.28 435 10.08 Bleue

[Cu(Ser)2] CsHi12CuN206 271.72 186+ 0.6

(2649) (4.46) (1033) | foncée

9.33 3.23 23.61 :
[Cu(Urea).Cl2] C2HsCLCuN4O2 9.42) G.14) (2199 Bleue-verte | 254.56 | 161.6£2.3

. 14.59 2.98 25.02
[Cu(Biuret)2Clz] | CaHi0Cl2CuN6O4 (1411) (294) (24.67) Bleue-verte | 340.61 | 171.6+ 1.1

6.1.2 FEtude cristallographique par diffraction de rayons X des structures des

complexes de cuivre

Seuls [Cu(Ser)2] et [Cu(Urée)2Cl2] ont généré des cristaux adéquats pour I'analyse par
rayons X. Les données [Cu(His)2] et [Cu(Biuret)2Clz] proviennent de références
Deschamp (Deschamps et al., 2004) et Freeman (Freeman et al, 1959),

respectivement.

L'analyse structurale aux rayons X de monocristaux du complexe [Cu(Ser):] a révélé
que deux molécules de sérine se liaient chacune a l'ion cuivre de maniére bidentée
(Fig. 6.1A). Selon l'analyse élémentaire (Tableau 6.1) du complexe cuivre-sérine, les
atomes de chlore ne sont pas présents dans la structure, ce qui difféere des autres
complexes de cuivre dans cette étude. Cela pourrait étre dii aux plusieurs facteurs
influengant la structure, y compris la force de liaison métal-ligand, la stéréochimie du

complexe et les réactions de déplacement de protons (Jeon et al., 2005).

Dans le cas de [Cu(His)2Cl2] préparé dans l'isopropanol dans des conditions similaires
a celles décrites pour [Cu(Urée)2Cl2] par Pop (Pop et al. 2002), nous n’avons pas

obtenu de monocristaux. Cependant, les structures de diffraction des rayons X du cristal









Tableau 6.2 Longueurs des liens pour [Cu(Urea):ClL].

A Longueur
Atome | Atome QA)
Cul cl1! 2.9605(16)*
Cul Cll 2.2921(15)
Cul Cl1? | 2.9605(16)
Cul cl? 2.2921(15)
Cul 01 1.955(4)
Cul 013 1.955(4)
01 Cl 1.262(8)
N1 Cl 1.324(8)
N2 Cl 1.345(9)
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* Le nombre entre parentheéses référe au réseau cristallin défini par Bernal et
Fowler (Bernal et Fowler, 1933).

Les molécules de biuret agissent comme des chélates bidentés via leurs atomes

d'oxygene. Les données de coordination et les caractéristiilues structurales des quatre

complexes de cuivre(Il) sont résumées dans le Tableau 6.3.

Tableau 6.3 Caractéristiques structurales de la premiére sphére de coordination

du cuivre pour les quatres complexes.

Mode de Atome Distance Cu—-X iy
Complexes . . C e Référence
coordination impliqué (A)
Nam 2.003 (Deschamps
[Cu(His)Cl2] Tridenté Nim 1.984 etal.,
Ocarboxyle 2.277 2005)*
. . Nam 2.001 .
[Cu(Ser):] Bidenté Ocarborylc 1972 Cette étude
[Cu(Urea)Cl2] | Monodenté Ocarbonyle 1.955 Cette étude
. . . F t
[Cu(Biuret):Cl] | Bidenté Ocubonyle 1.982 g 1050 ¢

* La référence décrit [Cu(His);]
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6.1.3 Caractérisation FTIR des ligands et des complexes de cuivre

Le spectre FTIR de [Cu(His):Cl2] a montré des changements dans les positions et les

profils de certaines bandes par rapport a celui de His libre (Fig. 6.3A, B).
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En général, dans les acides aminés, on observe une vibration d’étirement du NH dans

la région 3130-3030 cm™! (El Khoury et Hellwig, 2009). Théoriquement, dans les

complexes métalliques, la vibration d'étirement de NH (VNH3") devrait disparaitre en

raison de la coordination (Wilson et al., 1970). Dans les complexes métalliques,

cependant, une bande a été observée a 3300 cm’, ce qui pourrait résulter d'autres
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vibrations apparaissant dans cette région (Prenesti et Berto, 200'2). L’histidine montre
une fréquence d'étirement du COOH antisymétrique & 1634 cm™ (Fig. 6.3B) et
[Cu(His)2Cl>] présente cette bande a 1616 cm™ (Fig. 6.3A). Ce changement dans la
fréquence d'étirement est en accord avec les conclusions de Sarkar et Wigfield (Sarkar
et Wigfield 1967) qui ont observé un décalage similaire pour [Cu(His):] et d'autres
complexes Cu(Il)-acides aminés. Ces résultats indiquent la participation de ces groupes
a la coordination du cuivre et au modéle de chélation tridentée du complexe
[Cu(His)2Cl2].

LaFigure 6.3 (C, D) montre les spectres FTIR pour [Cu (Ser) 2] et la sérine. Les bandes
comprises entre 3444 et 3259 cm™! attribuées aux vibrations d'étirement du NH dans le
spectre de l'acide aminé sont observées presque aux mémes fréquences respectives dans
~ le spectre [Cu (Ser)z]. Les bandes de vibration d'étirement NH de Ser sont a 3346 et
3258 cm™ respectivement et sont décalées vers des longeurs d'onde supérieures

(Mandal et al., 2014) dans un complexe métallique, soient 3481 a4 3398 cm™'.

Ces résultats suggérent clairement une déprotbnation du groupe NH3" de la molécule
Ser et une liaison a l'ion métallique par son atome d'azote (Herlinger et al., 1970). Par
contre, les bandes d’absorption Ser a 1640 et 1601 cm™ (correspondant a la liaison
d’étirement C=0) sont décalées vers des longueurs d’ondes inférieures (1631 et 1587
cm) dans le spectre [Cu(Ser)z] . De plus, la bande d’étirement symétrique (M-N)
apparue a 523 cm’! dans la présente étude est en accord avec les études précédentes

(Mandal et al., 2014).

Au total, ces observations indiquent que Ser se lie a l'ion métallique via ses groupes
carboxyle et amine. La Figure 6.3 (E, F) présente les spectres FTIR obtenus pour l'urée
et le [Cu(Urée)2Clz]. Les bandes comprises entre 3444 et 3259 cm™ attribuées aux
vibrations d'étirement du NH dans le spectre de I'urée sont observées presqu’aux
mémes fréquences respectives dans le spectre [Cu(Urea)2Cl2]. Cependant, les bandes

d'absorption intenses pour l'urée & 1680 et 1602 cm™!, correspondant a I'étirement C=0
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et aux vibrations de déformation de NH>, sont décalées vers des plus basses fréquences
(1616 et 1576 cm™!) dans le spectre du complexe. Cela pourrait indiquer une possible
implication de l'oxygéne du groupe carbonyle de l'urée dans la coordination avec les |
ions cuivre(ll) (Bujacz et al., 2010). Ceci est également supporté par la bande de 419
cm’! correspondant aux vibrations M-O (Mandal et al., 2014; Wang et al., 1999) dans
les spectres [Cu(Urea)2Cl2]. -

Les spectres FTIR du complexe [Cu (Biuret)2Cly] et biuret sont représentés sur la
Figure 6.3G, H. Les bandes attribuées aux vibrations d'étirement de NH observées
dans le spectre [Cu (Biuret)2Clz] sont similaires mais non identiques aux bandes de
l'ordre de 3458-3016 cm’! observées dans le spectre de biuret libre. Cela pourrait
indiquer que probablement pas tous les azotes sont impliqués dans la formation du
complexe. Une fréquence de vibration symétrique de 1’étirement C=0 apparait vers
1718 cm-! dans le spectre de biuret (Fig. 6.3H). Lorsque la coordination se produit, un
décalage du mode d'étirement C=O vers une longueur d'onde inférieure a été signalé
(Wang et al., 2016), indiquant qu'une coordination pouvait étre produite avec la
participation de l'oxygéne (Theophanides et Harvey, 1987). En fait, une bande de
vibration dans le complexe [Cu(Biuret):Cly] a été détectée a 1679 cm™ (Fig. 6.3G).
Comme dans le cas du complexe [Cu(Urée)2Cla], la présence d'une bande de 490 cm!
attribuée a une vibration métal-oxygéne suggere la participation de l'oxygéne a une
complexation de coordination entre l'ion biuret et I'ion cuivre(Il). Ceci concorde avec
les données antérieures de Wang (Wang ef al., 2016). Globalement, les résultats FTIR

sont conformes aux structures illustrées (Fig. 6.1 et 6.2).
6.1.4 Stabilité des complexes de cuivre dans des milieux physiologiques simulés
6.1.4.1 Evaluation spectrophotométrique

L'évaluation de la stabilit¢é des complexes de cuivre dans des conditions

physiologiquement pertinentes facilitera la conception de leurs formulations
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pharmaceutiques. Comme I'administration orale de complexes de cuivre sera
éventuellement recherchée dans le traitement de la cardioencéphalomyopathie et
maladie de la Menkes (suite & une thérapie genetique réparatoire de ’ATP7A), il était
intéressant d'explorer leur stabilité dans des conditions simulant le systéme gastrique
et intestinal. Les spectres d'absorption et la voltamétrie cyclique ont été utilisés comme
outils pour I’indications de la conformation structurelle des complexes étudiés dans
divers milieux. La Figure 6.4 montre les spectres UV-Vis des complexes de cuivre(I)
incubés pendant 2 h a température ambiante, dans H>O, SGF (pH 1.2), SIF (pH 7.2) et
dans une solution saline physiologique NaCl 0.9 % (pH 7.2).

Les spectres du [Cu(His)2Cl2] dans H>0, dans une solution saline physiologique et dans
SIF ont montré une absorbance maximale a 620-640 nm (Fig. 6.4A). L'absorbance en
SIF était environ deux fois supérieure a celle observée dans H20 et NaCl 0.9 %, ce qui

pourrait €tre attribué aux changements de pH.

L'ajout du complexe d'histidine de cuivre(Il) 20 mM dans du H,O ou dans du NaCl &
0.9 % a abaissé le pH a environ 5.3, alors que le pH final du complexe dans le SIF était
de 6.8, probablement en raison d'un meilleur pouvoir tampon. D'aprés Deschamps
(Deschamps et al., 2005), la distribution de l'espéce histidine de cuivre(Il) différe én
fonction du pH : [MHL;] se trouve a pH 5 alors que [ML2] se trouve a pH 7. La présence
ou l'absence de I'atome d'hydrogéhe aurait une influence sur les propriétés
d'absorbance. Dans le SGF (pH 1.2), l'absorbance était maximale a 750 nm
probablement a cause du cuivre non li€¢ au vu de Deschamps et al, 2005, suggére qu'a
pH < 3.7, la majeure partie du ligand résiduel est non liée. Au pH physiologique, la
structure principale proposée pour ‘[Cu(His)z] en solution aqueuse était [ML2]
(Deschamps et al., 2005).
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Figure 6.4 Spectres d’absorbance UV-Vis des complexes a cuivre. Complexe

[Cu(His)2Clz] (A), [Cu(Ser)2] (B), [Cu(Urée):Clz] (C), et [Cu(Biuret),Clz2] (D), dans
différents fluides : H20, 0.9 % NaCl (pH 7.4), SGF (pH 1.2), et SIF (pH 7.2), apres 2
h a la température ambiante. Le spectre du CuCl; en solution aqueuse est inclus & des

fins de comparaison.

Lors de I'augmentation du pH (pH > 7), le groupe amine est déprotoné pour donner un
ligand chargé négativement, et 'ajout de HO™ ou l'ionisation de I'azote de type pyrrole
dans le groupe imidazole peut induire la formation d’un complexe différent en milieu
basique (une forme [ML2(OH)] qui dans notre cas peut étre [Cu(His)2OH]). De maniére
différente, lorsque la valeur du pH est inférieure (pH <S5), I'azote du groupe imidazole
est protoné et donc n'est plus impliqué dans la liaison au cuivre(I]); ainsi plus de 50 %

du cuivre peut étre non lié (Deschamps ef al., 2005).
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L'ajout de [Cu(Ser):] n'a pas modifié le pH des quatre milieux. Les spectres de ce
complexe étaient similaires dans H20, NaCl 0.9 % et SIF avec absorbance maximale a
630 nm (Fig. 6.4B). Contrairement, au SGF, comme pouf l'histidine : cuivre(I),
l'absorbance maximale était de 750 nm, ce qui pouvait étre attribué a la protonation des

groupes de coordination menant au cuivre non li€.

Les complexes [Cu(urée)2Clz] et [Cu(Biuret)2Clz] présentaient des bandes fortes dans
le visible, similaires aux complexes de cuivre elt d’acides aminés dans des milieux
acides. Ces données correspondent bien & celles de Corradi (Corradi, 1992). Les
spectres [Cu(Urée)2Cl2] (Fig. 6.4C) étaient similaires dans H,O, NaCl 4 0.9 % et SGF,
avec une absorbance maximale a 810 nm. En SIF, I’absorbance maximale a été
légérement décalée a 830 nm et avec une intensité de signal nettement inférieure
(environ 50 % par rapport aux complexes de cuivre dans le milieu salin de 0.9 % NaCl)
probablement due a la présence de phosphate dans le SIF qui peut former un précipité
par déplacement des deux anions chlorure générant le complexe cuivre(Il) urée
phosphate (Naumov ef al., 2001). De méme, les spectres de [Cu(Biuret)2Cl2] (Fig.
6.4D) dans H20, 0.9 % NaCl au SGF ont présenté une absorption maximale a 810 nm
et avec différentes intensités du signal dans chaque milieu. En SIF, la formation d'un
précipité vert a été observée avec [ Cu(Biuret)2Clz], ce qui peut expliquer la disparition
du signal a 810 nm. Une absorbance encore observée dans la région 800-830 nm
(région du Cu*") suggére une dégradation du complexe et la présence d'ions de cuivre

libres.

D'aprés Deschamps et al., 2005, la structure tridentate confére une plus grande stabilité
par rapport aux structures bidentée et monodentée (Deschamps ef al., 2005). Bien que
le mode de coordination de Ser autour du centre du cuivre(Il) soit bidenté, la stabilité
relative du complexe sérine comparée a celle des éomplexes avec urée ou biuret

pourrait résulter de l'architecture en un anneau chéla;[é a cinq chainons

thermodynamiquement stable. Les différences dans les spectres [Cu(His)2Clz], seraient
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dues 4 la distribution des especes d'histidine de cuivre(II) a différents pH (Deschamps

et al.,2005).
6.1.4.2 Evaluation électrochimique

Les mesures de voltamétrie cyclique de chaque complexe ont été effectuées dans une
solution saline physiologique. Chaque complexe (2 mM) a présenté une réponse quasi

réversible (Fig. 6.5).
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Figure 6.5 Résultats de voltamétrie cyclique des complexes a cuivre. Mesure de
(A) bruit de fond de 1’électrode (blanc), (B) CuCl; (contréle), [Cu(Biuretz)Clz] et
[Cu(Urée2)Cl2] et (C) [Cu(Ser2)] et [Cu(Hisz)Clz], dans le tampon salin physiologique.
Une électrode de Ag/AgCl de référence et une vitesse de balayage de 20 mV/s ont été

utilisés pour chaque mesure.

Le début de la réduction et la valeur du mi-potentiel de CuCl,, [Cu(Biuret),Cl2] et
[Cu(Urée),Cl2] sont assez similaires, ce qui suggére une faible différence de leur
potentiel de réduction (Fig. 6.5B). Comparée a CuCl; ou aux complexes de cuivre urée
et biuret, le début de la réduction de [Cu(Ser):] et de [Cu(His)2Clz] est cathodiquement
déplacé et montre des pics de faibles intensités et peu résolus, rendant difficile
’attribution d’une valeur de mi-potentiel (Fig. 6.5C). Si le début de la réduction de
chaque complexes est pris comme indicateur de la stabilité, alors sur basé sur les

résultats des mesures voltamétriques, [Cu(Ser)z] et [Cu(His)2Cl2] ont des stabilités plus
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élevées en comparaison avec CuCly, [Cu(Biuret)2Clz] et [Cu(Urée)>Clz] (Daniele et

‘Pena, 1993).
6.1.4.3 Stabilité dans le temps a 37 °C.

La stabilité des complexes de cuivre dans les différents milieux a également été évaluée

par absorbance sur 48 heures a la température physiologique de 37°C (Fig. 6.6).
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Figure 6.6 Evolution de I’absorbance des complexes a cuivre dans le temps

et dans I’eau et différents fluides physiologiques simulés. Mesures prises a Amax et a
37 °C pour les complexes [Cu(His)2Cl2] (A) et [Cu(Ser)2] (B). Les complexes avaient
une concentration finale de 20 mM. Lectures prises a 0, 1, 2, 3, 5, 10, 24 et 48 h; les
valeurs présentées sont la moyenne des trois analyses indépendants. Les spectres
individuels d’absorbance entre 360-960 nm sont présentés dans les (Figures S1A,S1B)

€n annexes.

Les valeurs d'absorbance a 630 nm du compléxe de cuivre(Il)-Histidine (Fig. 6.6A)
dans SIF, dans l'eau et dans NaCl a 0..9 % étaient similaires. Elles ont diminué
progressivement avec le temps jusqu'a 24 h puis sont restées constantes.‘ La valeur
d'absorbance dans SGF ¢était constante et faible (environ 0.2) pendant toute la période.

Les valeurs d'absorbance du complexe de cuivre(Il)- sérine (Fig. 6.6B) & 620 nm étaient



115

similaires dans H,O et NaCl & 0.9 % et constantes jusqu'a 48 h. En revanche,
l'absorbance en SIF a diminué rapidement de 1 & 0.3 aprés 2 h (probablement par effet
matrice des ions phosphate). Depuis, la valeur d'absorbance a peu changé pendant
l'intervalle de 48 heures, indiquant une stabilité plus faible de [Cu(Ser).] déms SIF a

(37 °C) par rapport a la température ambiante.

Dans le cas des complexes d’urée et biuret, les absorbances a 810-830 nm (Annexes,
Fig. S1C, S1D) étaient dues au cuivre(Il) libre et étaient constantes, ce qui suggeére que
les complexes [Cu(urée).Cl2] et [Cu(Biuret)2Cl2] ne sont pas stables. Ils présentaient
. des profils spectraux similaires a 37 °C (Annexes, Fig. S2) et a la température

ambiante. Ils peuvent étre considérés instables dans ces conditions.

En conclusion, comparés aux complexes de cuivre(I)-urée et de cuivre(Il)- biuret, les
- complexes de cuivre(I) avec les acides aminés His et Ser présentent une stabilité
relativement plus élevée a température ambiante pendant plus de 5 heures a 37 °C. Une
stabilité la plus élevée a été observée pour le cuivre(l)-sérine dans les milieux H2O et

NaCl 0.9 %.
6.1.5 Capacité antioxydante in vitro

Compte tenu de la complexité des processus oxydatifs et de la nature hydrophile et
hydrophobe diversifiée des antioxydants, il n’existe pas de méthode unique et bien
définie pour la mesure quantitative de 1’activité antioxydante. Dans la plupart des cas,
il est nécessaire de combiner les réponses a des tests différents et complémentaires pour

avoir une indication de la capacité antioxydante d'un échantillon (Huang et al., 2018).

Pratiquement, selon les réactions impliquées dans les processus de piégeage, les
antioxydants peuvent neutraliser les radicaux libres par deux mécanismes différents :
le transfert d'hydrogéne atomique (THA) et le transfert d'électron unique (SET)
(Wright et al., 2001). Les méthodes basées sur le THA mesurent la capacité d'un

antioxydant a piéger les radicaux libres en faisant un don d'atome-H. Les méthodes
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basées sur SET mesurent la capacité d'un antioxydant a transférer un électron pour
réduire un oxydant, souvent associé a un changement de couleur (Jackson et al., 1986;
Niki et Noguchi, 2000). Dans la présente étude, les capacités antioxydantes des
complexes de cuivre et de leurs ligands ont été évaluées a 1'aide de deux types de tests,
le test DPPH pour le mécanisme THA et le test DPD pour le mécanisme SET.
L'électrolyse du tampon KH (10 mA, 400 mV, 1 min) peut générer des ROS telles que
I'anion superoxyde (+Oy), 'oxygene singulet (0,), le radical hydroxyle (*OH) et leurs
sous-produits: le peroxyde d'hydrogene (H202) et I’ion hypochlorite (C107) (Huang et
al., 2005). La génération de ROS est déterminée par le pourcentage d'oxydation de
DPD. En présence de complexe de cuivre s ou aux ligands, une partie des ROS peut

étre pi€geage, laissant moins de ces espéces disponibles pour oxyder la DPD.

La Figure 6.7 montre que tous les composés ont une certaine capacité a piéges les ROS
par rapport aux conditions de contréle (100 % de ROS). Kohen et al. ont rapporté que
I'histidine et ses dérivés ayant un groupe imidazole avaient une activité antioxydante

due au don d'hydrogéne (Kohen et al., 1988).

Nous avons constaté que le complexe [Cu(His).Cl:], & des concentrations égales ou
supérieures a 0.02 M, présentait une activité de piégeage supérieure a celle du ligand
seul et des autres complexes de cuivre (Fig. 6.7A). De manicre différente, les
complexes sérine- cuivre(Il) et urée-cuivre(Il) présentaient des capacités de piégeage
des ROS proches de celles de leur ligand libre (Fig. 6.7B, C). Un fait intéressant,
l'activité antioxydante du [Cu(Biuret),Cl;] était environ deux fois supérieure a celle de
son ligand libre (Fig. 6.7D) et a celle de I'urée et de [Cu(Urée)2Cl2]. Les groupes amide
du biuret et les atomes d'azote des groupes imidazoles de His peuvent servir de

groupement €lectrodonneurs efficaces pour neutraliser les ROS.
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Figure 6.7  Capacité de piégeage de ROS des complexes de cuivre et des ligands
libres déterminée par la méthode avec DPD. Les capacités antioxydanfes sont
inversement proportionnelles aux pourcentages de ROS restantes aprés 1'électrolyse de
solutions de KH en présence des concentrations indiquées de complexes de cuivre(Il)
ou de ligands. Notez les différentes échelles de concentration entre A, B (0.002-0.08
M) et C, D (0.1-0.5 M). Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + SEM (n
=3).

La capacité antioXydante des complexes de cuivre(Il) et de leurs ligands a également
été mise en évidence par le test DPPH, recommandé pour les composés contenant des
groupes SH, NH et OH (Caillet et al., 2011; Popovici et al., 2009). La Figure 6.8

montre que les huit composés peuvent éliminer le DPPHe.
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Figure 6.8  Capacité de piégeage des radicaux libres des complexes de cuivre et
des ligands libres évaluées par le test DPPH. Les capacités antioxydantes sont
inversement proportionnelles aux pourcentages de DPPH restant en présence des
concentrations indiquées des complexes ou des ligands du cuivre(Il). Notez les
différentes échelles de concentration entre A, B (0.002-0.08 M) et C, D (0.5-5 M). Les

valeurs sont présentées sous forme de moyenne + SEM (n = 3).

Le complexe [Cu(His)>Cl] présentait la plus grande capacité antioxydante par rapport
a l'histidine elle-méme (Fig. 6.8A) et aux autres complexes et ligands de cuivre (Fig.
6.8B, C, D). Biuret et [Cu(Biuret),Clz] (Fig. 6.8D) présentaient également une capacité
antioxydante, mais & une concentration 5 fois supérieure a celle de [Cu(His)>Clz]. Les
activités de piégeage des ROS du complexe [Cu(His)2Cl2] et [Cu(Ser)2] apparaissent
comme dépendanteé de la concentration. Différemment, dans le cas de [Cu(Urée)2Clz]
et de [Cu(Biuret),Clz], comme pour leurs ligands, il y avait deux étapes: une forte

capacité de piégeage initiale exercée a une faible concentration (0.5 M) suivie d'une
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autre étape lorsque la capacité de piégeage était presque maintenue a une concentration
élevée (jusqu'a 5 M, Fig. 6.8C,D). Il a été rapporté que la réaction entre un antioxydant
et le DPPHe se serait produite apparemment en deux étapes (Mishra et al., 2012; Zou
et al., 2016) : (i) une étape rapide (1-2 min) consistant essentiellement en une
soustraction des atomes de H les plus labiles de 'antioxydant, et (ii) une étape de
neutralisation lente (30 min) reflétant une activité restante sur les produits d'oxydation

/ dégradation dérivés de la premiére étape.

Il est maintenant rapporté que les complexes de Cu(Il) ont la capacité de piéger le
radical DPPH par donation d’hydrogéne des groupes NH, en mentionnant que l'acide
ascorbique, un antioxydant utilisé comme standard (0.002-4M), a démontré une activité
antioxydante plus forte que celle des complexes de cuivre synthétisés (données non
présentées). 11 est & noter que pour les complexes de cuivre €tudiés, comme pour leur
ligands, les données obtenues avec la méthode DPPH étaient €n accord avec celles de
la méthode DPD. La complexation avec Cu(Il) peut moduler la caractéristique des
acides aminés et influencer la capacité antioxydante. Dans le cas de I'histidine, le cuivre
de la complexation a nettement augmenté cette capacité, alors que pour [Cu(Ser)2],
cette augmentation était inférieure. Aucune différence n'a été trouvée pour
[Cu(Urée)2Cl2] et pour [Cu(Biuret)2Cl2] par rapport & leurs ligands. Probablement, en
raison de leur plus faible stabilité, [Cu(Urée)2Cl2] et [Cu(Biuret),Clz] ont perdu le Cu?*
libérant les ligands. L'urée et le biuret seuls présentent apparemment aussi une capacité
considérable a piéger des radicaux. Ces observations sont en accord avec les données
précédentes sur l'urée en tant qu'antioxydant et en tant que cardioprotecteur (Wang et

al., 1999).
6.1.6 Biocompatibilité des complexes et ligands de cuivre

L'histidine et I'urée présentent une bonne biocompatibilité a des concentrations allant

jusqu'a 0.4 mM (Fig. 6.9A, C).
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Figure 6.9  Viabilité cellulaire en présence de différentes concentrations de
complexes de cuivre et de ligands. Les neurones P19 ont été incubés pendant 48 h en
présence de chaque complexe ou ligand correspondant, et leur viabilité a été évaluée
par le test d'absorption de NR et rapportée en pourcentage par rapport a celle des
cultures témoins (pas de complexe et pas de ligand). La viabilité des cellules traitées
avec CuClz a été incluse a des fins de comparaison. Les valeurs (moyennes £ SEM)

correspondent a trois cultures cellulaires indépendantes.

La bonne biocompatibilité de 1'urée correspond aux concentrations d'urée de 2.3 a 6.5
mM rencontrés dans le cerveau humain adulte normal (Decaux, 2001). Ser et biuret ont
entrainé une perte modérée de viabilité dépendante a la concentration avec une viabilité
restante d'environ 70 % & une concentration de 400 puM, dans les deux cas

(Fig. 6.9B, D).



121

Contrairement a l'urée, le biuret induit une diminution de la viabilité (Fig. 6.9D). La
concentration physiologique normale de cuivre dans le parenchyme cérébral est de
70 uM et des concentrations allant jusqu’a 1300 uM ont été observées dans le cerveau
de patients atteints de la maladie de Wilson (Scheiber et al., 2014). Nos observation de
diminution marquée de la viabilité neuronale avec des concentrations de CuCl, de 100

a 400 uM (Fig. 6.9) vont dans le méme sens.

Comparés a I'histidine libre, a la sérine, a l'urée et au biuret, les complexes de cuivre
correspondants induisent une perte de viabilité cellulaire de maniére dépendante de la
concentration (Fig. 6.9). Les complexes, [Cu(His)2Clz], [Cu(Ser)2] et [Cu(Urée)2Cl2]
ont montré une biocompatibilité¢ similaire avec les neurones P19 (70 % de viabilité
cellulaire 2 200 uM) tandis que celle de [Cu(Biuret).Clz] était proche de celle de CuCl,
(environ 50 % de la viabilité des cellules a 200 uM), ce qui concorde peut-étre avec la
faible stabilit¢ de ce complexe. Par conséquent, [Cu(His)2Cl2], [Cu(Ser):],
[Cu(Urée)2Clz] et [Cu(Biuret)2Cl2] & des concentrations relativement élevées (400 uM)

ont modérément altéré la viabilité neuronale contrairement a, His et l'urée.

6.2  Synthése et caractérisation des films d'alcool polyvinylique, de chitosane et
composites modifi€s par co-réticulation avec la génipine et le STMP

Les variantes expérimentales pour obtenir des solutions filmogénes et les films
correspondants étaient nombreuses. Ce chapitre présente des aspects structuraux et des
caractéristiques physico-chimiques des films qui ont été retenus pour les applications
suivantes : inclusion des agents bioactifs et utilisation comme support biocompatible
pour des neurones en culture et comme métrice dans des patches (bandes) adhésives.
Les résultats, incluant les films qui ont été considérés non-adéquats pour des
applications futures, sont présentés en annexe pour caractérisation physico-chimiques
permettent, par étude comparative, la compréhension des besoins a suivre dans le

processus d’obtention des films.
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structures; et ces pores augmentent remarquablement avec I'augmentation du contenu
en Ch (De Souza et al., 2009). La Figure 6.10c, présente le PVA-Ch (3-1) non réticulé
avec une surface rugueuse recouverte des pores et des trous sur la structure. Ces
résultats suggérent que le chitosane réduisait la cohérence de la structure du PVA, ce
qui pourrait diminuer les densités du réseau a cause des pores et perturbait les réseaux
de polymeéres tridimensionnels stables. La Figure 6.10d, montre le film PVA-Ch (3-1)
apres réticulation avec STMP (1 % m/v) et GP (0.01 % m/v) ajoutés dans le mélange
de PVA-Ch (3-1) ce qui a changé la morphologie de surface du film. La surface du film
de PVA-Ch/réticulé est trés lisse et homogene, sans porosité ni fissure, avec

globalement une bonne intégrité.
6.2.2 Analyse FTIR

La spectroscopie FTIR a été utilisée pour étudier la formation de réseaux réticulés dans
les films composites. La Figure 6.11 montre le spectres FTIR de chitosane comparé a

ceux des films composites PVA-Ch (1-3) et (3-1).

La vibration d'étirement du groupe d'amide du film de chitosane apparait 4 1560 cm™.
Le film de PVA-Ch montre une modification du pattern caractéristique du spectre du
chitosane ainsi que le décalage du pic dans une gamme de fréquences inférieures en
raison de la liaison hydrogéne entre le —OH du PV A et les —~OH ou —NH; du chitosane.
La Figure 6.11a représente le spectre de chitosane pur présentant des absorptions a
1650 cm et 1585 cm’!, caractéristiques de la déformation N-H dans les amines
primaires (Lambert ef al., 1998). La bande d'absorption de 3450 a 3200 cm™ est
attribuée aux vibrations d'étirement O-H et N-H (Umesh et al., 2011). Les bandes de
transmissition comprises entre 1000 et 1100 cm™ sont attribuées aux vibrations
d'étirement C-O et C-N. Une bande autour de 897 et 1152 cm™! correspond a la structure

du saccharide (Naveen Kumar et al., 2010).
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Les spectres IR du film composite PVA-Ch sont présentés a la Figure 6.11b, c. Les

spectres de la figure 6.11 étaient différents de ceux du chitosane.

La Figure. 6.12 présente les spectres IR des film composites PVA-Ch (3-1) avant
réticulation et aprés réticulation avec Gp (0.05% m/v) dans les différents méthods; M1
et M2. Il existe certaines différences dans les bandes d'absorption du PVA-Ch/réticulé
par rapport a celles de non- réticulé, comme le prouvent les bandes de 1633 et 1550
cm’! (Fig. 6.12), respectivement lides aux groupes C=0 et NH>. La réticulation du
chitosane implique une réaction rapide consistant en l'attaque nucléophile par le groupe
amine du chitosane avec la génipine sur I'atome de carbone oléfinique en C-3 de la Gp,
ce qui entraine 1'ouverture du cycle dihydropyrane et 1a formation d'une amine tertiaire,

un dérivé de Gp lié a une unité de glucosamine.

-OH,-NH Aminell Amine lf ¢c=0

\__.,.f-‘

\/' 0

Pl

Transmittance (%)

N

4000 3500 3000 1500 2000 1500 1000

Longueur d'onde {cm)

Figure 6.11 Spectres FTIR des films de PVA-Ch avec différents rapports des
masses : (a) PVA-Ch (0-1) ; (b) PVA-Ch (1-3); (c) PVA-Ch (3-1).
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L’étape suivante est la formation plus lente d'un amide par la réaction du groupe amine
sur le chitosane avec le groupe ester sur le C-11 de la GP (Mi et al., 2001) et les deux
groupes chimiques nouvellement formés, a savoir I'amide monosubstitué et 'amine
tertiaire (Muzzarelli, 2009). La bande a 1633 cm! est attribué a 1'étirement C-O chez
les amides secondaires (Lambert et al., 1998), visible sur la Figuré 6.12. L'addition de

la Gp implique une augmentation de l'intensité de l'amide a 1633 cm™.

Tous les composites dérivés de chitosane ont montré une augmentation relative de leur
bande amide (NH-CO) et une chute simultanée de la bande amine (-NH2) aprés
réticulation chimique avec du GP (Umesh et al., 2011). L'intensité du pic correspondant
4 amine primaire (1530 cm™ ) décalage 4 ’amine secondaire avec la teneur en génipine

(Fig.6.12) dans les films composites apres réticulation.
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Figure 6.12 Spectres FTIR des différents films. PVA-Ch (3-1))(a), PVA-
Ch/non réticulé, (b) PVA-Ch/MI1 sans traitment avec Gp (Gp 0.05 % m/v) (¢) PVA-
Ch/M2 (Gp 0.05% m/v). '
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Les films présentent plusieurs étapes de perte de masse en raison de l'éVaporation de
l'eau et de la dégradation de la membrane de I'hydrogel. Au cours de la premiére étape,
le film a perdu de la masse de 40 °C a 130 °C en raison de la vaporisation d'humidité
du film. Aussi, a cette température, le chitosane aurait tendancé a perdre de la masse
(Diab et al., 2012). Par conséquent, la premiere étape de la perte de masse du film a été
causée par la vaporisation de I’eau et la perte de masse du la chitosane. Dans I'étape
suivante, la masse des films a fapidement été diminuée de 130°C a 250 °C
probablement a cause du PVA, ce qui concorderait avec les données de (Srinivasa et
al., 2003). L'événement thermique entre 250 °C et 300 °C a indiqué une décomposition

du chitosane.

Lorsque la température a augmenté de 395 °C 4 480 °C, la masse des films composite
a rapidement diminué. Le dernier etait compris entre 480 °C et 600 °C. La masse du
film diminuait lentement, a coté du PVA et du Ch natif (Srinivasa et al., 2003). La
température maximale de décomposition (TMD) était de 568 °C pour PVA-Ch (non-
réticulé), alors que la TMD pour PVA-Ch/M1 était de 575 °C, celles de PVA-Ch/M2
et PVA-Ch/M3 etaient 578 et 580 °C respectivement. Toutes les valeurs sont
supérieures a la TMD du PV A natif (506 °C).

Il est & noter que les températures maximales des courbes TGA dans les régions de
décomposition pour les films composites réticulés PVA-Ch sont différentes de celles
du PVA-Ch non-réticulé avec 'augmentation des degre de réticulant. Cela montré que
les stabilités thermiques des composites PVA-Ch augmentent avec la présence de
réticulants. Comme on peut le voir sur la Figure 6.13, il n'y a plus de différence entre
les courbes de stabilité thermique des composites réticulés de formulation différente.

La raison semble étre la présence de chitosane (TMD : 398 °C) dans la composite.

La réticulation des composites de polymeéres peut améliorer la stabilité thermique et
dans cette étude, la double réticulation a eu un effet considérable sur I’amélioration de

la stabilité thermique des films composites.
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certaine température. Un examen plus approfondi de la Figure 6.14 révéle qu'il existe

des différences dans la surface du pic endothermique de tous les films.

La températures de fusion du film PVA en comparison avec ceux des films PVA/Ch
étaient significativement différentes. L'association de chitosane dans la structure de
PVA réduit la stabilité thermique et conduit & une valeur inférieure du point de fusion,
avec la diminution de la structure cristalline. Ces résultats indiquent que les films traités
avec des agents de double réticulation (PVA-Ch/M2, PVA-Ch/M3) présentent une
stabilité thermique supérieure a celle des non-réticulés (PVA-CH) et méme avec une

seul agent de réticulation (PVA-Ch/M1).
6.2.5 Diffraction des rayons X

Les diagrammes de diffraction des rayons X pour les films de PVA, PVA-Ch, PVA-
Ch/M1, PVA-Ch/M2 et PVA-Ch/M3 (réticulés avec Gp 0.05 % m/v et STMP 1% m/v)
sont illustrés a la Figure 6.15. Le film de PVA est semi-cristallin. Le diffractogramme
a montré un pic typique avec une intensité a 26 = 20.10° et un pic d'€paule inférieure
autour de 20 = 42.52° accordant avec des étude de Guriguis (Guirguis et Moselhey,
2012). Apres avoir combiné le PVA au Ch, les profils de diffraction des films
composites ont montré une intensité plus faible du pic 4 20 = 19.87°, ce qui indique que
la cristallinité du PVA-Ch est inférieure a celle du film PVA. Les diffractogrammes
PVA-Chet PVA-Ch/M1 ont montré aussi un pic diffus caracteristique a 1'état amorphe
420 =42.22° (De Souza ef al., 2009). |

Les résultats du diffractogramme PVA/Ch/M3 indiquent l'intensité du pic cristallin a
(20=20% diminuée et élargie avec 1'ajout de génipine a la STMP comme co-réticulant,
de la matrice polymérique. De plus, sa cristallinité a diminué avec 'augmentation de

degré de réticulant du film PVA-Ch (Cho et al., 1999).
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Dans les composites, la rigidité est proportionnelle au module de Young. La Figure
6.16 montre une relation contrainte-déformation non linéaire, et que la rigidité
augmente au fur et a mesure que la réticulation augmente. Ce résultat est clairement
montré (Fig. 6.16), les films PVA-Ch /M1 et PVA-Ch /M3 présentent a des valeurs de

contrainte déformations plus élevées.

Les films composites entrainent une interaction intermoléculaire entre le chitosane et
le PVA viala formation de liaison hydrogenes, ce qui améliore la résistance mécanique
des matrice. L'addition de STMP et de génipine comme réticulants a affecté les
propriétés mécaniques du film composite; il y a une diminution du pourcentage
d'allongement et une augmentation de la résistance a la traction. La résistance a la
traction des films, PVA-Ch non- réticulé est passée de 2.64 a4.78 pour le PVA-Ch/M1,
a 2.99 pour le PVA-Ch/M2 et & 4.76 pour le PVA-CH/M3. D'aprés les résultats, la
réticulation améliore les propriétés mécaniques du polymeére composite, ce qui est
conforme aux autres publications (Abraham efal., 2016; De Souza et al., 2009; Umesh
etal.,2011).

L'épaisseur, la résistance a la traction, 1'allongement maximal a la rupture et le module
d'élasticité des films sont résumés dans le Tableau 6.4. Les propriétés mécaniques des
films peuvent étre définies en termes de module de Young, pourcentage d'allongement,
résistance a la traction et résistance au déchirement. Les polyméres mous préSentent
une faible résistance a la traction, un faible allongement a la rupture et un faible module
de Young, alors que les polymeéres durs et résistants présentent une résistance élevée a
la traction, un allongement a la rupture élevé et un module de Young élevé (Karki et

al, 2016).
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Figure 6.17a. Le film PVA a présenté une augmantation de masse initiale rapide a

cause de I’absorption de leau aprés deux heures, suivie par une stabilisation de la masse

sur 96 h.

Le chitosane natif a présenté une absorption d'eau plus élevée au cours de la premiére
heure d'incubation et au bout de deux heures, il est devenu gel (données non
présentées). La Figure 6.17a montre que le comportement de gonflement est
notamment influencé par la teneur en chitosane du composite. De plus, I'augmentation
de la teneur en chitosane dans la matrice augmentait remarquablement la capacité de
gonflement, du fait de la présence de groupes plus hydrophiles dans les réseaux.
Probablement en raison des groupes ionisés tels que ’amine dans le réseau de Ch,
induisant une répulsion électrostatique supplémentaire entre ces groupes et conduit a
un gonflement du gel. Le PVA-Ch (3-1) présentait un pourcentage d'absorption de
fluide inférieur a celui des autres composites; par conséquent, il a été sélectionné

comme la formulation candidate pour le reste des tests.

La Figure 6.17b montre le comportement du fluide pour le PVA-Ch (3-1) avant et
aprés la réticulation avec STMP (1% m/v) et GP (0.05 % m/v) dans différentes
formulations. Ces résultats ont révélé une influence significative de la réticulation sur
le taux d'absorption de fluide qui était pres de 500 % pour PVA-Ch avant réticulation,
est prés de 400 % , 350 % et 325% aprés réticulation selon les trois méthodes
(M1,M2,M3) réspectivement. Ce phénoméne pourrait étre dii & un réseau plus rigide
intramoléculaires et des réactions intermoléculaires entre les deux chaines de
polymeéres. Aprés réticulation et formation de liaisons covalentes entre les chaines, la

flexibilité du film diminue de maniére conséquente.
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réticulation limite la diffusion de I'eau et diminue le taux de gonflement. La présence
des ponts de réticulation tels que ceux avec la GP fermerait les pores du réseau de
I’hydrogel; par conséquent, le polymeére réticulé ne pouvait pas absorber des molécules
d'eau. Dans un environnement neutre ou basique, les groupes amines du chitosane sont
déprotonés et la répulsion électrostatique est affaiblie, ce qui nuit aux caractéristiques
de gonflement. Globalement, la différece. dans les modéles de réticulation (M1, M2,
M3) n’a pas significativement influencé le taux d’absorption de fluide des composites

de polyméres.

L'absorption de fluide du film composite PVA-Ch (3-1) avec des diverses méthodes de
réticulation dans un tampon pH (2.1) et dans un tampon (PBS) a pH (7.2) est illustrée
a la Figure 6.18. Dans les hydrogels préparés, le gonflement dépend du pH, ce qui

pourait étre attribué aux groupes fonctionnels ionisables.

En régle générale, le PVA présente une forte interactivité avec l'eau en raison des
groupes hydroxyles (Fumio ef al., 1990). Tous les polyméres ont montré le maximum
d’absorption de fluids aprés 2 h et les films étaient plus ou moins constants jusqu’a 96
h. Le PVA a la plus forte absorption d’eau par fapport aux PVA éomposite (Fig.
6.18a). Le chitosane a présenté une absorption d'eau plus élevée au cours de la premiére
heure d'incubation et au bout de deux heures, pris forme de gel (données non
présentées). Par ailleurs, les films réticulés (PVA-Ch) présentaient une capacité de
gonflement plus faible (270 a 387 %) comparés aux films PVA-Ch non-réticulé (420
.%). Ces résultats indiquent que la réticulation dans les polymeéres provoque une
compaction chez les films, attribuable a I'augmentation des liaisons covalentes. Ceci
expliqué’pourquoi le gonflement des films provenant des méthodes M2 et M3 (co-

réticulé), était moindre par rapport a ceux de la méthode M1.






138

H* est suffisamment élevée pour ioniser NH». Cela pourrait étre due au fait qu'en
milieu acide, les groupes amino du Ch (-NH>) sont protoné (-NH3"), de sorte que les
liaisons hydrogéne entre le PVA et le chitosane sont inhibées et que le réseau du gel a

davantage tendance a se lier par pont hydrogéne au fluide environnant.

Avec des valeurs de pH descendant, dans la plage acide, les taux de gonflement de tous
les hydrogels ont été augmentés. Inversement, les taux de gonflement diminuaient
'lorsque les valeurs de pH du PBS étaient supérieures a 6.0. En effet, de nombreuses
liaisons hydrogénes sont généres par les groupes NH3 déprotonés dans des conditions
basiques, ce qui renforcerait leurs structures du réseau et achemine a la diminution des

taux de gonflement des films (Fan et al., 2016).
6.2.8 Comportement de dissolution (désintégration)

La désintégration du polymere se produit lorsque les chaines macromoléculaires sont
rompues sous l'influence de I'énergie thermique, mécanique ou chimique, quand le
polymere peut perdre ses propriétés physiques et chimiques (McCoy et Madras, 1997).
Le signe le plus évident de dissolution aprés dispersion dans la solution est la perte de
masse et la détérioration des propriétés mécaniques du polymére. La figure 6.19
présente le résultat typique du comportement de désintégration des films PVA et PVA-
Ch en utilisant la méthode d'immersion dans PBS (pH 7.2). Le taux de désintégration
du film composite PVA-Ch était plus lent que le film du PVA. Les résultats montrent
que le comportement de désintégration est particuliérement affecté par la teneur en
chitosane dahs la matrice: la masse du polymére était réduite proportionnellement la

teneur en chitosane, atteignant une valeur minimale avec PVA-Ch (3-1).
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Figure 6.19 Courbes de dissolution pour différents films a 37 °C et a pH 7.2
pendant 96 h. (a) Taux de dissolution des films de PVA, PVA-Ch (1-3), (1-1) et (3-1)
(b) Taux de dissolution des films de composites de PVA-Ch (3-1) selon différentes
méthodes de réticulation (M1,M2,M3).

Le degrés de dissolution des film ont été réduits de 45 % (film PVA) a 41 % (film
PVA-Ch/1-3) a 37 % (film PVA-Ch/1-1) a 30 % avec (film PVA-Ch/3-1). La
dissolution du film a base de composite avec des liaisons covalentes est beaucoup plus
difficile que celle du non-composite (PV A ou Ch), expliquée par les liaisons covalentes
faisant la différence . Ensuite, le PVA-Ch (3-1) avec une vitesse de dissolution
minimale a été sélectionné pour évaluer l'effet de réticulation chimique sur le
comportement de la dissolution. La Figure 6.19b montre que la vitesse de dégradation

du PVA-Ch réticulé avec la GP par les trois méthodes différentes est plus lente que
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celle du PVA-Ch non- réticulé. Une désintégration plus lente pourrait étre due aux
interactions entre GP et le groupe amine du chitosane induites par la réticulation
chimique (Berger et al., 2004). Cela est probablement liée a la réaction de réticulation
et a la formation d'une structure rigide fondée des chaines de film PVA-Ch, réduisant
considérablement leur vélocité de dissolution. Par conséquent, le film composite avec
co-réticulation (M2 et M3) présentait le taux de désintégration minimal par rapport au
composite avec un seul réactif de réticulation (M1). Cette observation est en accord
avec la littérature qui rapporte que-la réticulation diminuait la vitesse de dissolution des
polymeres ou des polymeres composites (Ducharme et al., 2010; Spagnol et al., 2012).
La présente étude menée sur le PVA-Ch a révélé que tous les films composites
contenant du chitosane avaient une capacité d'absorption d'eau plus élevée dans un
environnement acide (résultat non présenté) que dans un environnement basique,

principalement en raison de la présence des groupes amines.
6.2.9 Dosage de biocompatibilité

La viabilité cellulaire est un paramétre important pour déterminer la biocompatibilité
des hydrogels utilisés pour des applications biomeédicales. La viabilité cellulaire a été
mesurée a 1’aide du test MTT. Le test €value la faculté¢ des enzymes mitochondriales
actives présentes dans une cellule, capables, de réduire le MTT (Mansur et al., 2008).

Dans cette étude, le test de viabilité a été mesuré 48 h aprés I'ensemencement cellulaire.

Le test de biocompatibilité a été réalisé en présence de films de PVA, Ch, PVA-Ch (3-
1) obtenu avec les différentes méthodes de réticulation (M1, M2, M3) et avec des
concentrations différentes d’agent de réticulant : la génipine (0.01, 0.05, 0.1% m/v) et

la concentration en STMP était toujours constante (1 % m/v).

-Afin d'évaluer la capacite des films de retenir et de livrer le médicament, le complexe
[Cu(His)2Clz] a été immobilisé dans des films de PVA-Ch (3-1) réticulé avec des

différentes méthodes de réticulation. Aprés 48 h d'incubation sur les matrices
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polymeres de PVA-Ch/M2, PVA-Ch/M3 et PVA-Ch/M2/0.05% Gp/[Cu(His)2Cl], les
cellules ont adopté des modifications morphologiques pour tolérer I’interface, du
matériau de croissance. De nombreuses cellules sont vivantes et visibles (Fig. 6.20). Il
est & noter que plusieurs facteurs peuvent étre affectés lors de la culture cellulaire sur
les membranes. Cela suggére que les films de PVA-Ch présentaient de 1b'onnes surfaces

pour la culture de cellules P19.

A partir des essais au MTT, la viabilité des cellules en presence des matrices de PVA-
Ch (réticulées ou non) a été évalueé. Les films composites ont présenté une
biocompatibilité comparable. Selon I’évaluation biologique des dispositifs médicaux
« essais de cytotoxicité in vitro » (Li et al., 2015) des échantillons présentant une
viabilité cellulaire supérieure a 75 % peuvent étre considérés comme non cytotoxiques.
La figure 6.21a montre que la viabilité des cellules varie entre environ 30 % et 95 %
par rapport au témoin 100 %. Le nombre de cellules sur le film de PVA s'est avéré
inférieur a celui sur le film de PVA-Ch/ non-réticulé. De plus, le nombre de cellules
sur le film de PVA-Ch réticulé avec 0.05 % de génipine était significativement
supérieur & celui sur le film de PVA-Ch. Les données ont montré qu'approximativement
70 a4 90 % des cellules adhéraient au composite réticulé PVA-Ch (par rapport au témoin
(gelatin sans treatment) 100%), mais seulement environ 40 % des cellules adhéraient

au PVA-Ch non réticulé (par rapport au témoin 100%).

La faible viabilité est attribuée a la perméation des constituants des polymeres (non
réticulés) dans les millieux des cellules, dont les sels et le pH, car ils n'ont pas été
neutralisés dans des films de PVA-Ch / non réticulé. Cependant, les films composites
de PVA-Ch, aprés réticulation, ont été séparés, filtrés et neutralis€s. Par conséquent,

ces films présentaient une meilleure biocompatibilité.
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M3), PVA-Ch (non réticulé) et PVA-Ch /GA (réticulé avec du glutaraldéhyde). Les

valeurs sont présentées sous forme de moyenne £ SEM (n = 3)..

Les résultats ont révélé que la biocompatibilité des films composites a différentes
concentrations de GP était supérieure a 70 %. Ainsi, selon I'évaluation biologique des
dispositifs médicaux d’aprés la norme ISO 10993-5 (Li et al., 2015), les membranes
étaitent considérées comme non-toxiques. Les cellules cultivées sur le film PVA-Ch
(génipine a 0.05 % m/v) permeattaient une meilleure viabilité cellulaire (environ 85 a
95 %) par rapport aux deux autres concentrations (0.01 et 0.1 % m/v) de la génipine.
En conclusion, les films de PVA-Ch/GP n'étaient pas toxiques pouf les cellules P19 et
présentaient une bonne biocompatibilité pour les applications biomédicales
(Christopherson et al., 2009). La génipine en tant que réactif naturel a une toxicité

inférieure a celle d'autres réactifs courants tels que le glutaraldéhyde.

La figure 6.22 montre la viabilité cellulaire des cellules P19 sur les films de Ch, PVA-
Ch (1-3), (1-1) et (3-1) en présence de différents réticulants (génipine et
glutaraldéhyde). Le PV A a été réticulé avec STMP (1 % m/v) et Ch a été réticulé avec
la génipine ou le glutaraldéhyde (0.05 % m/v) séparément. En bref, les résultats d'un
composite typique de PVA-Ch (3-1) aprés réticulation se sont révélés relativement
biocompatibles avec la culture a I'étude. Les films composites réticulés avec la génipine
présentaient une compatibilité plus élevée avec les films réticulés par le glutaraldéhyde.
Avec une légere augmentation de la compatibilité car la teneur en chitosane diminuait.
Tous les échantillons réticulés avec la génipine ont présenté plus de 75 % de viabilité
par rapport au témoin de référence. Ces résultats ont montré que la génipine, en tant

qu'agent de réticulation, avait une toxicité inférieure a celle du glutaraldéhyde.

Il existe de nombreux facteurs pour contrdler les interactions cellulaires avec le réactif
de biomatériau dont le gonflement, le pH, la température et la réticulation (Mathews et
al., 2008). De plus, une certaine rigidité de la membrane est impérative pour supporter

les contraintes causées par la déformation et I’aplatissement des cellules.
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Figure 6.22 Viabilité cellulaire en présence des films PVA-Ch (3-1)/ M2 et de
PVA-Ch (3-1)/ M3 4 des concentrations différentes de génipine (0.1 , 0.05, 0.01 %
m/v) (a) Viabilité cellulaire en présence des films Ch, PVA-Ch (1-1), PVA-Ch (1-3) et
PVA-Ch (3-1) avec différentes réticulants : génipines (GP) et glutaraldéhyde & 0.05
% m/v (b) Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + SEM (n = 3). Le

contrdle est la surface de la gélatine (2% m/v).
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La taille des cellules par rapport a la porosité des membranes est un autre facteur
déterminant pour contrdler I’adhésion et la croissance des cellules (Chuang et al.,
1999). Les résultats de cellules ensemencées sur des membranes de PVA-Ch suggérent
que ces membranes sont non toxiques et biocompatibles, en accord avec des études

apparentées (Zhuang ef al., 2012).

6.3  Films composites & base d'alcool polyvinylique et de chitosane modifiés par co-
réticulation pour la libération contr6lée des medicaments

6.3.1 Microscopie électronique a balayage (MEB)

La Figure 6.22 montre les micrographies de surface des films PVA (a), de chitosane
(b), de PVA-Ch/non réticulé (c), PVA-Ch/M1 (d), PVA-Ch/0.05%GP/M2 (e), PVA-
Ch/0.05%GP/M3 (f). La surface des films de chitosane est relativement lisse,
homogene, sans pores ni fissures et avec une bonne intégrité structurale. L'association
de chitosane dans le PVA a modifié la morphologie de surface du mqtif du film de
PVA, lui conférant une surface poreuse et rugueuse. La rugosité probablement était due
au fait que les molécules de Ch perturbaient la structure compacte de la matrice de
PVA. Le PVA et le chitosane pourraient exercer une interaction par enchevétrement en

formant des liaisons hydrogéne intermoléculaires.

Aprés la co-réticulation du PVA-Ch (Fig. 6.22d), les morphologies de surface des films
de PVA-Ch sont devenues relativement lisses et plates, montrant ainsi la compatibilité
élevée des deux polyméres avec comme modéle le médicament [Cu(His)2Cl2)] et une
phase compacte dépourvue de séparation. Aucune bulle d'air, pores, fissures ou
gouttelettes n'a ét€¢ observée (Fig. 6.22d, e, f) & l'exception des points rare blancs
(probablement du médicament). Ceci confirme la haute compatibilité des deux
polyméres, similaire a celle observée par Parida ef al.,2012 (Umesh et al., 2011). Une

comparaison des micrographies révéle que le changement de morphologie de la surface
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de chitosane et les chaines de PVA peuvent exercer une interaction moléculaire et cette
interaction détruit eh.pértie la cristallinité des segments de PVA, de méme que Ila
réticulation qui a un effet important sur les cristallites. Les courbes DSC du film PVA-
Ch (C) présentent le point de fusion a 217 °C et le PVA-Ch/[Cu(His)2Cl2)] (D) a
environ 219 °C, étant tous les deux plus bas que le film PVA (250 °C). La
décomposition du PVA parait a (250 °C). En raison de l'interaction des chaines
moléculaires de PVA et la chitosane et la réticulation, les film ont perdu la cristallinité
et présentent des propriétés amorphes. L’inclusion de [Cu(His):Clz)] comme agent
thérapeutique modele n’a pas eu d’effets significatifs sur la stabilité thermique des

films.
6.3.3 Libération in vitro du médicament

Le profil de libération de médicament a partir des films synthétisés par divers rapports
de réticulation est présenté a la Figure 6.25. L'étude de libération de médicament a été
réalisée en solution tampon PBS (pH 7.2) afin d'identifier I'effet de la réticulation sur
la libération de [Cu(His)2Cl2]. En augmentant la réticulation, une diminution de la

libération de médicament était observée pour tous les composites réticulé.

Les films composites de PVA-Ch non-réticulé ont montré des taux de libération de
médicament plus grand, d'environ 33 % sur 160 min par rapport aux composités
réticulé (Fig. 6.25). Ainsi, la libération du médicament dépend de la nature de la
matrice polymere ainsi que du pH du milieu. Le taux de libération de[Cu(His),Cl;]
dans le milieu de dissolution pourrait étre limité a cause de la réticulation et en créant
un réseau unique. La vitesse de libération était plus lente pour le film composite PVA-
Ch/M1, 25 % en masse de [Cu(His)2Cl2] étaient libérés par le composite a pH 7.2 en
160 minutes, au fur et a mesure que la réticulation augmentait, la libération du

médicament ralentissait.
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Cependant, une différence considérable de libération de médicament a été observée
dans les deux solutions tampons. La quantité de médicament libérée diminuait avec
l'augmentation de degré de réticulation dans I'hydrogel. Cela est peut-étre due au fait
que le groupe amino dans le chitosane a des valeurs de pKa de ~6.5, ce qui conduit a
une protonation dans une solution acide a neutre avec une densité de charge dépendante

du pH. Cependant, selon les objectif du projet, le pH acide n’est pas relévant a

I’application transdermale.



CHAPITRE VII

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS

Le cuivre(II) joue un rdle essentiel dans tous les organismes vivants. Tandis que des
quantités infimes de cuivre sont nécessaires aux processus métaboliques normaux, il
peut €tre extrémement toxique en exces. Les ions de cuivre sont transportés dans des
systemes biologiques: ex par des protéines telles que la céruloplasmine (portant environ
90 %). De plus, de petites molécules biologiquement actives, telles que des complexes
avec des acides aminés capables de se lier et de transporter le cuivre ont diverses

fonctions physiologiques et peuvent posséder des propriétés thérapeutiques.

Le complexe histidine cuivre(Il) dans le sang joue un rdle clé dans le transport du
cuivre et dans sa disponibilité pour les cellules et les tissus (Gala et al., 2014). La
dérégulation du métabolisme du cuivre entraine diverses maladies. Les propriétés de
transport du complexe histidine de cuivre(Il) ont abouti a son application dans le
traitement de la maladie de Menkes, considérée comme mortelle au cours de la
premiere décennie de vie. La céruloplasmine, protéine de cuivre bleu circulatoire, |
posséde des propriétés antioxydantes, cardioprotectrices et neuromodulatrices
(Mateescu et al. 1995). En dépit de son potentiel thérapeutique, la céruloplasmine ne
peut pas étre utilisée comme médicament en raison de sa nature protéique avec des
risques immunogénes et dangers li€és a son d'origine animale. On a ainsi émis
I’hypothése que les petits complexes de cuivre pourraient présenter un intérét a certains
égards, étant comparables aux protéines de cuivre, mais avec une administration plus

facile et une meilleure acceptabilité par les affaires réglementaires.
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Dans le présent projet, il a ét€ considéré d’inclure I’étude des propriétés antioxydantes
et de la biocompatibilité de 1’histidine, la serine, I’urée, le biuret et leurs complexes de

cuivre(Il).

Le Cu(Il) peut étre coordiné avec divers ligands en tant que complexes monodentés,
bidentés et tridentés. Dans ce projet de thése, nous avons synthétisé des complexes de
cuivre avec divers ligands donnant différents types de coordination et il a été constaté
que le type de coordination pouvait avoir un effet sur la capacité antioxydante. Par
exemple, [Cu(His)2Cly (tridenté) a une capacité antioxydante supérieure a celle de

[Cu(Uréez)Cl2] (monodenté).

Au meilleur de nos connaissances, cette étude est l'une des premiéres montrant la
capacité antioxydante des complexes de cuivre. L’utilisation de complexes de cuivre
comme antioxydants peut constituer un moyen intéressant de protéger des cellules en
culture (telles que les neurones) ou des tissus destinés a I’implantation ou au traitement

de maladies aigués ou chroniques.

De plus, il a été rapporté que l'administration sous-cutanée de cuivre(Il)-histidine est
probablement efficace dans le traitement de la cardioencéphalomyopathie
hypertrophique infantile (Freisinger et al., 2004), une maladie mortelle liée au déficit
en enzyme de cuivre cytochrome ¢ oxydase. Cependant, I'administration quotidienne
injectable de ce complexe en complique I'utilisation et d'autres voies d'administration
sont souhaitables. Par exemple, en cas de cardioencéphalomyopathie, 1'absorption
intestinale impliquant ATP7A n'est pas affectée, par conséquent une absorption orale
ou transdermique du cuivre peut étre bénéfique. Contrairement aux procédures
précédentes générant un produit injectable liquide, nous avons synthétisé les complexes
de cuivre dans I’isopropanol et obtenu les produits sous forme de poudre compatible
avec d’autres formulations comme administration alternative. Par conséquent,
l'isolement de l'histidine cuivre(I) a 1'état solide peut étre utile pour 1’administration

transdermique dans diverses maladies liées au cuivre.
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7.1 Caractérisation structurale des complexes a cuivre(II)

Un complexe a cing coordinations [Cu(His)2] a été décrit par Deschamps et al.
(Deschamps ef al., 2005). L’étude a montré une géométrie pyramidale carrée déformée
avec des ligands bidentés et tridentés de L-histidine (Fig. 6.1B). L'étude
cristallographique du [Cu(Urée);Cly] (Fig. 6.2A) révele que les ions Cu(Il) sont
hexacoordinnés par quatre ponts chlore et par les atomes d'oxygéne de deux moléculeé
d'urée, montrant une stéréochimie octaédrique allongée. La structure proposée pour
Cu(IDBiuret; (Fig. 6.2B) est basée sur la corrélation des résultats obtenus par
diffraction de rayons X avec notre préparation et ceux décrits par Freeman et al (1966)‘
qui ont signalé que I’atome de cuivre avait un numéro de coordination 6 et que les
molécules de biuret, comme des chélates bidentés via leurs atomes d’oxygéne,

pourraient agir dans un environnement octaédrique déformé de maniére tétragonale

(Freeman et al., 1959).

La cristallisation de [Cu(Biuret),Clz] n’a pas abouti dans I’isopropanol. Par
conséquent, une structure possible pour ce complexe (Fig. 6.2B) a été attribuée sur la
base de la diffraction des rayons X des cristaux décrite précédemment par Freeman ef
al. (Gangopadhyay et al , 2016) et est conforme a notre résultat de analyse élémentaire
(Tableau 6.1). Sa liaison aux quatre atomes d'oxygene des ligands est covalente,
comme l'indiquent les longueurs de liaison Cu-O, tandis que les distances Cu-Cl ont
révélé une liaison ionique entre les ions ClI- et Cu?*, similaires a celles trouvées pour

les complexes cuivre-urée (Gangopadhyay et al., 2016).

7.2 Lastabilité des complexes & cuivre(Il) dans des milieux physiologiques

Compte tenu de ’utilisation potentielle de ces complexes de cuivre, il était intéressant
d’explorer leur stabilit¢ dans divers milieux physiologiques. Les spectres de [Cu
(His)2Cl2] dans H20, dans une solution saline physiologique et dans SIF ont montré
une absorption maximale a 620-640 nm (Fig 5.4 A). Dans le SGF (pH 1.2), I'absorption

était maximale a 750 nm, probablement & cause du cuivre non lié au vu de Deschamps
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et al. suggérant qu'a pH < 3.7, la majeure partie du ligand restante étant non liée.
Lorsque I'histidine est sous forme neutre (SIF), les interactions cation-x sont attractives

mais lorsqu’elle est protonée (His") en SGF, l'interaction devient repoussante.

En SGF une comportement semblable a été¢ observé pour Cu(Ser): (Fig. 6.4.B).
L'absorption maximale €tait de 750 nm, ce qui pourrait étre attribué a la protonation
des groupes de coordination et finalement au cuivre non li€. Il est & signaler que les
spectres du Cu(Il)Urée2Cl2 et du Cu(Il)Biuret2Cl2 dans H>0, dans 0.9 % NaCl et dans
du SGF (pH 1.2) ne présentaient pas de grands changements (Fig. 6.4C, D). Cependant,
une remarquable diminution du signal (= 50 %) a été observée dans les spectres des
complexes a cuivre(Il) [Cu(His)2Clz], dans du SIF (pH 7.4). Dans ce cas, il est possible
que les ions phosphates présents dans le SIF déplacent les deux ligands du pont chlore
semi-coordinés des positions apicales en formant un précipité avec le cuivre(Il)
(Naumov et al., 2001). D’autre part, la ressemblance entre les spectres Cu(I)Urée: et
du Cu(ID)Biuret; avec le spectre du CuCly indique une possible instabilité de ces
complexes dans les milieux aqueux. D'aprés Deschamps et al. (Deschamps et al, 2005),
la ligature tridentate confére une plus grande stabilité par rapport aux ligatures bidentée
et monodentée. Bien que le mode de coordination de Ser autour du centre du cuivre(Il)
soit bidenté, la stabilité relative du complexe sérine par rapport a celle des complexes
urée et biuret pourrait résulter de l'architecture en anneau chélaté a cinq chainons

thermodynamiquement stable.

Des mesures de voltamétrie cyclique avec chaque complexe ont été effectuées dans du
sérum physiologique. Pour CuCla, [Cu(Biuretz)Cl2] et [Cu(Ureaz)Clz], les débuts de la
réduction sont similaires par rapport aux complexes de cuivre d'urée et de biuret. Le
début de la réduction du blanc (solution saline tampon), du CuCla, de [Cu(Ser2)] et [Cu
(His2)Cl2] est décalé cathodiquement et affiche des valeurs de courant de créte

faiblement définies (Fig. 6.5). Sur la base des résultats des mesures voltamétriques,
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[Cu(Serz)] et [Cu(His2)Clz2] ont des stabilités plus élevées par rapport 4 CuCly,
[Cu(Biuret2)Clz] et [Cu(Uréez)Clz] (Daniele et Pena, 1993).

7.3  Capacité antioxydante in vitro

Les activités antioxydantes des complexes de cuivre et de leurs ligands ont été évaluées
a l'aide d'analyses d'antioxydants, ou le réactif DPPH est utilisé avec le mécanisme
HAT, tandis que le réactif DPD est utilisé avec le mécanisme SET. D’ailleurs, le test
DPD a été déja utilis€ pour déterminer de 1’activité antioxydante de 1’'urée par Wang et
al (1999). Le potentiel antioxydant de I’histidine, serine, urée, du biuret et des leurs
complexes a €té mis en évidence avec le test DPPHe. Ce test est recommandé pour les
composés contenant des groupes -SH, -NH et -OH (Popovici ef al., 2009; Zou et al.,
2016). Les résultats présentés dans la Figure 6.8 montrent que les complexes
[Cu(His)2Cl2] et [Cu(Biuretz)Clz] présentaient une activité de piégeage plus élevée que
celle de leur ligand seul et des autres complexes du cuivre. Les complexes sérine et
urée-cuivre présentaient des capacités de piégeage des ROS proches de celles de leur

ligand libre (Fig. 6.7).

L’hypothése qui pourrait expliquer ce comportement est basée sur la cinétique de la
réaction entre le DPPHe avec les antioxydants. Dans ce cas, il est possible que 1’urée
et le [Cu(urée):Clz] aient la capacité de réduire le radical DPPHe par don d’hydrogéne
(du groupe NH) en accomplissant 1’étape rapide (Zou ef al, 2016) mais que le temps
d’incubation utilisé (30 min) dans 1’analyse ne fiit pas adéquat a la cinétique de réaction
entre I’urée et le [Cu(urée)2Clz] avec les produits d’oxydation / dégradation de 1’étape

lente (Mishra et al., 2012).

Le potentiel antioxydant de I’histidine, serine, urée, du biuret et des complexes
cuivriques a été aussi évalué par le test DPD. La génération de ROS est déterminée par
le pourcentage d'oxydation de DPD. En présence de complexes ou de ligands de cuivre,
une partie des ROS peut étre piégée, laissant moins de ces espéces disponibles pour

oxyder la DPD. Une activité antioxydante supérieure du biuret et du [Cu(Biuret).Cl,}
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par rapport a celle d’urée et du [Cu(urée),Cl2] pourrait étre due a la présence de plus
de groupes amide dans le ligahd biuret qui ne sont pas impliqués dans la coordination
du complexe 6u a une meillleure structure favorable au processus de piégeage. L'urée
et le biuret seuls semblent également présenter une capacité considérable de piégeage

des radicaux.

7.4 Biocompatibilité de I'histidine, serine, urée, biuret et de leurs complexes de
cuivre(Il)

L'histidine et l'urée présentaient une bonne biocompatibilit¢é en fonction de la
concentration. La Ser et le biuret ont entrainé une perte de viabilité modérée liée a la
concentration (~70 % viabilité). La cytotoxicité de la sérine pourrait étre due a la
racémisation par une sérine racémase neuronale de la L-sérine en D-sérine connue pour
étre impliquée dans la neurodégénérescence (Wolosker et al., 2008). La cytotoxicité
du biuret pourrait étre due a la transformation du biuret en produits autres que l'urée ou

a une éventuelle action chaothropique plus forte que celle de l'urée.

Cependant, l'action métabolique du biuret dans les cellules neuronales est encore
inconnue. La concentration physiologique normale de cuivre dans le parenchyme
cérébral est de 70 pM et des concentrations allant jusqu’a 1300 pM ont été observées
dans le cerveau de patients atteints de la maladie de Wilson (Scheiber ef al., 2014). La
toxicité du CuCl; en culture cellulaire est bien connue et peut étre attribuée a sa capacité
a générer des ROS. Il est & noter que les complexes de cuivre étaient moins toxiques

pour les neurones que les concentrations équivalentes de CuCl; (Fig. 6.9).

Les complexes [Cu(His).Cl2], [Cu Ser)2] et [Cu(Urée)Cl2] ont montré une
biocompatibilité similaire avec les neurones P19 (70 % de viabilité cellulaire a 200

pM) tandis que la toxicité de [Cu(Biuret),Cl;] était proche de celle de CuClz (~50 %).

Bien que le biuret, le [Cu(Urée)2Cl2] et le [Cu(Biuret).Cly] présentent une remarquable

activité antioxydante mesurée par les méthodes in vitro DPPH et DEPDA, ils ont
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affect¢ la viabilit¢ neuronale. Les résultats suggérent que, dans les systémes
biologiques, des phénoménes supplémentaires pourraient se produire. Il n’est pas exclu
que les complexes bidentés [Cu(Ser)2] et [Cu(Biuret)2Clz] ainsi que les monodentés
[Cu(Urée),Clz] puissent libérer des ions cuivre dans le milieu de culture, ce qui
entrainerait une modification du pH environnant, augmentant la généreration des ROS
et la promotion de I’apoptose qui va endommager I’ADN (Jazvinscak Jembrek ef al.,
2014). En revanche, le complexe tridentate [Cu(His)2Clz] présentait une bonne activité
antioxydante et, en outre, une viabilité cellulaire modérée allant jusqu'a 200 uM . La
cytotoxicité des complexes de cuivre(Il) était inférieure a celle de concentrations
€quivalentes de CuCl;. Bien que [Cu(Urée).Clz] semble moins stable que
[Cu(His)2Cl2], la perte de viabilité est similaire dans les deux cas. N’est pas exclu que
’urée, qui constitue une excellente capacité antioxydante (Wang ef al., 1999), puisse
protéger les cellules contre les dommages oxydatifs éventuels dus a la libération in situ
du prooxidant cuivre(Il). Parmi les composés étudiés, [Cu(His)2Clz] présentait la
meilleure biocompatibilité cellulaire et une activité de piégeage des ROS in vitro

prononceée.

7.5  Caractérisation et évaluation des films polymériques réticulés

Les film, PVA, chitosane, PVA-Ch non-réticulé et PVA-Ch réticulé avec divers
méthodes (M1,M2,M3) et les films composites contenant [Cu(His)2Cl2] ont été
analysés avec le microscope électronique a balayage. La rugosité des films composite
PVA-Ch non-réticulés probablement était due au fait que les molécules de Ch
perturbaient la structure compacte de la matrice de PVA. Le PVA et le chitosane
pourraient exercer une interaction par enchevétrement en formant des liaisons
hydrogéne intennoléculairés. Le film PVA-Ch (3-1) non réticulé présentait une surface
rugueuse avec pores et trous sur la structure. Apres réticulation, le film de PVA-Ch
€tait trés lisse et homogene, sans porosité ni fissure, globalement avec une bonne
intégrité structurale. Les morphologies de surface des films de PVA-Ch avec

[Cu(His)2Clz] immobilisé sont devenues relativement lisses et plates, montrant ainsi la
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compatibilité élevée des deux polyméres avec le modéle de médicament [Cu(His)2Cly]
et une structure compacte sans séparation de phase. Ceci confirme la haute
compatibilité des deux polyméres, similaire & celle observée par Parida et al. (Parida et

al., 2012).

Les échantillons de films ont été caractérisés par DSC pour déterminer la stabilité
thermique (Fig.6.14). Un large pic endothermique & environ 75 °C a éte observé pour
I'échantillon de film chitosane (courbe a), tandis que le film PV A (courbe b) présnteait
deux pics endothermiques. Le premier pic a 88.1 °C a été attribué a un effet thermique
dd a l'évaporation de I'humidité de l'échantillon et peut également étre dii 4 une
transition vitreuse et un pic endothermique de fusion autour de 228 °C. Cependant, la
valeur obtenue pour la température de fusion (228.6 °C) est cohérente avec celle
trouvée par Yang et al. A 228.3°C. (Yang et al., 2008). L'analyse thermique des
composés (c, d) par DSC a montré que la température de fusion (Tm) se modifiait en
raison de l'interaction des deux polyméres. La température de fusion de film PVA-Ch
(c) est décalée a une température inférieure en présence de chitosane dans le film. Plus
t6t, Chung ef al. (1999) ont rapporté que, dans le cas du PVA et du chitosane, le pic de
fusion du PVA diminuait avec 'augmentation de la quantité de chitine en raison de
l'interaction moléculaire. Par conséquent, les chaines de chitosane et les chaines de
PVA peuvent exercer une interaction moléculaire et cette interaction détruit en partie
la cristallinité des segments de PVA, de méme que la réticulation a un effet important
sur les cristallites. En outre, il n'y a pas de différence de point de fusion entre le film |
PV A-Ch réticulé et PVA-Ch réticulé contenant [Cu(His)2Cl;]. On peut donc en déduire
que le contenu en médicament n’a pas d’effet significatif sur la stabilité thermique des

films.

La stabilité thermique étudiée par TGA (25 °C a 900 °C) (Fig. 6.13) a montré plusieurs
étapes de perte de masse des films en raison de 1'évaporation de l'eau et de la

dégradation liée a la décomposition du matériau (Guirguis et Moselhey, 2012). L'eau
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est considérée comme l'un des principaux produits de décomposition & des
températures inférieures a 270 °C. Un chauffage supplémentaire jusqu'a 600 °C a
entrainé la decomposition, la fusion et finalement une carbonisation et la formation de
cendre. Un comportement similaire des films de chitosane a été rapporté dans la
littérature (Diab et al.,2012). Entre 327 °C et 395 °C, la décomposition supplémentaire
du film pourrait étre attribuée a un processus complexe impliquant la déshydratation
des cycles saccharidiques et la dépolymérisation des unités acétylées et désacétylées

du polymére.

Les études de DSC montraient la températures de fusion des film PVA et Ch en
comparison avec ceux des films PVA/Ch étaient significativement différentes. Cela
semble étre due a la diminution de l'association ordonnée des chaines de polymeéres du
PVA résultant de la liaison hydrogéne entre les groupes —OH du PVA et des groupes
-OH et -NH2 du chitosane qui se produit a 1'état amorphe. Les pics endothermiques
pour du film PVA/Ch non-réticulé et du film réticulé (PVA/Ch/M1) étaient trés
semblables et avec une température plus basse pour le composite réticulé.
Therniodynamiquemeht, la réduction du point de fusion est due de a I’interaction entre
les polymeres et de la modification chimique au cours de la réticulation chimique, ce
qui pourrait entrainer une réduction de la densité de la liaison hydrogéne du réseau
PVA (Sashina et al., 2006). La Figure 6.14 (a, b) montre qu'il y a un léger décalage
dans la transition de fusion endothermique & une température plus élevée avec une
augmentation de.la génipine en tant qu'agent de réticulation double (Fig. 6.14b, c).
L'analyse par thermogravimétrie a clairement montré la stabilité thermiques des film \
PVA-Ch composites augmente avec la présence de réticulant. Cette stabilité améliore
sa manipulation pour les applications commerciales de production biomatériaux a l'aide

de techniques de traitement a 1'état fondu.

Des études aux rayons X ont été effectuées pour examiner les modifications de la

structure cristalline et amorphe des films composites. La diffraction des rayons X du
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film a base de PVA présente (Fig. 6.21) un pic cristallins net, avec un fort maximum a
(26)=20° ; cela correspond a la nature semi-cristalline du film de PVA. Les résultats
€taient en accord étroit avec Mansur., ef al (2008). Les diagrammes de diffraction des
“rayons X montrent Que l'intensité du pic de film PVA a diminué et est devenue faible
pour les films composites de PVA-Ch/M3 (Fig. 6.21). Ceci est attribué aux zones
cristallines dispersées dans la zone amorphe de chitosane. Ces résultats montrent aussi
que la cristallinité du film PVA-Ch est nettement inférieure a celle du film PVA. En
outre, les résultats du diffractogramme de film PVA-Ch/M3 indiquent également que
le pic cristallin aigu était signiﬁéétivement diminué et élargi avec co-réticulation in
matrice, en comparaison avec le composite réticulé (PVA-Ch/M1) . Peut-étre que cela
n’affecte pas 'uniformité de la structure de la matrice polymére mais améliore plutot
I’ordre moléculaire dans la phase amorphe de la matrice polymére (Cho et al, 1999).
Les résultats montrent que les films ont perdu la cristallinité aprés réticulation et
combinaison au chitosane peut-étre dii & des liaisons hydrogénes intermoléculaires

entre PVA et le chitosane qui pourrait étre cancellées, abaissant la cristallinité.

L'absorption de fluide a été évaluée avec des films de PVA, chitosan et les films
composites de PVA-Ch non- réticulée et réticulée avec du STMP et de la génipine. Le
comportement d'absorption de fluide par le polymeére dépend de la nature du milieu et
des polymeéres telles que les groupes hydrophiles, la densité réticulations, le pH et la
température du milieu de gonflement. Par conséquent, tout changement dans le réseau
- de structure de film pourrait affecter directement son comportement de gonflement. La
Figure 6.17a montre que pour les films PVA et PVA-Ch composite (3-1), (1-1) et (1-
3)apH 7.2 et 37 °C, le comportement de gonflement est notamment influencé par la
teneur en chitosane du composite. L'augmentation de la teneur en chitosane dans la
matrice a considérablement augmenté la capacité de gonflement, en raison de la
présence de groupes plus hydrophiles dans les réseaux. les films PVA et PVA-Ch
composite a pH 2.1 ont montré une capacité de gonflement plus élevé que le pH 7.2.

Cela est probablement due 4 la protonation des groupes fonctionnels amine dans le
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réseau, induisant une répulsion électrostatique supplémentaire entre ces groupes et
conduisant & un gonflement du gel. Les résultats pour le film PVA-Ch (3-1) aprés
réticulation ont -révélé une influence significative de la réticulation sur le taux
d'absorption de fluide. Le taux d'absorption de fluide a considérablement diminué par
réticulation. Ce phénomeéne pourrait étre di a un réseau plus rigide formé par des
réactions intermoléculaires entre les deux chaines de polyméres. En outre, la genipine
rend le réseau composite plus dense, empéchant ainsi le passage de 1'eau dans les films.
Apres réticulation et formation de liaisons covalentes entre les chaines, la flexibilité du
film a €t réduite. Ces résultats correspondent donc au structure d'hydrogel attendu,
dans lequel les groupes hydrophiles dans le réseau de polymeéres favoriseront
l'absorption d'eau. La réticulation limite la diffusion de I’eau et diminue le taux de

gonflement.

La biocompatibilité¢ des films a été étudiée par le test MTT. Afin d'évaluer la
biocomatiblité des films en présence de médicament ( le complex [Cu(His)2Cl) a été
immobilisé dans les film composites PVA-Ch (3-1) avec différentes méthodes de
réticulation (M1,M2,M3) (Fig. 6.18). Les données ont montré qu'approximativement
70 a 90 % des cellules adhéraient au film composite réticulé PVA-Ch (par rapport au
témoin) mais seulement environ 40 % des cellules adhéraient au PVA-Ch non- réticulé
(par rapport au témoin). La faible viabilité cellulaire est attribuée a la solubilité des
polyméres (non réticulés) dans la meillieux de cellules et aussi au pH et aux sels dans
les films, car ils n'ont pas €té neutralisés dans la processes de préaparation des films de
PVA-Ch non réticulé. L'adhésion cellulaire du film est l'autre critére important
d'amélioration de la prolifération cellulaire. Les densités de charge cationique du
chitosane et de la GP ont tendance a attirer la membrane cellulaire chargée
négativement, ce qui montre favorablement que le PVA-Ch/GP est pas toxique pour
les cellules P19. Les résultats de viabilité cellulaire sur des films PVA-Ch avec
inclusion de cuivre(I)-histidine (Fig. 6.18), ont révélé que la biocompatibilité des films

composites réticules a différentes concentrations de GP était supérieure a 70 %. Ainsi,
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selon I'évaluation biologique des dispositifs médicaux daprés la norme ISO 10993-5

(Li et al, 2015), les membranes était considérées comme non-toxiques.

Ces résultats ont montré que la génipine, en tant qu'agent de réticulation naturel, avait
" une toxicité inférieure a celle du glutaraldéhyde. De nombreux facteurs permettent de
contrdler les interactions cellulaires avec le biomatériau réactif, le gonflement, le pH,
la température et la réticulation (Mathews et al., 2008). Les résultats avec des cellules
ensemencées sur des membranes de PVA-Ch suggérent que ces membranes sont non

toxiques et biocompatibles, en accord avec des études apparentées.

Le profil de libération de médicament a partir des films synthétisés a été réalisé avec
des solutions tampons de PBS (pH 7.2) et tampon acide (pH 2.1) pour identifier 'effet
de la réticulation sur la libération de [Cu(His)2Clz] et d’acétaminophéne (Fig. 6.25,
6.26). A cause de la faible stabilité de [Cu(His)2Cl2] dans les milieux acide, il était
seulement évalué dans le pH neutre. Les données ont montré qu'en augmentant la degré
de réticulation, une diminution considérable de la libération de médicament a été
observée pour tous les film de composites. Les films composites PVA-Ch (3-1) non
réticulés ont montré des taux de libération de médicament plus grands, d'environ 33 %
sur 160 min par rapport aux PVA-Ch/M1, PVA-Ch/M2 et PVA-C/M3 qui libérent
environ 20 until 25 % respectivement. Le taux de libération devenait assez lent dans, |
en raison de la création du réseau en composite a partir de la réticulation.
L'augmentation de degré de réticulation provoque la création d'un réseau plus rigide de
porosité plus fine et une diminution du taux de libération de médicament. L'agent de
réticulation a influencé la porosité de la structure composite. Ces résultats indiquent
que le film de PVA-Ch réticulé est utile dans les systtmes d'administration de
médicaments. Cependant, selon Juliano ef al.,2008, la chlorhexidine incorporée dans
des films a base d'alginate et d'alginate / chitosane a montré que seulement 30 2435 %
du médicament était libéré en 90 minutes (Juliano et al., 2008). Lors du contact avec

des fluides biologiques, le film polymére commence a gonfler apres la relaxation des
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chaines polymeére, entrainant la diffusion de I’agent bioactif. La libération du
médicament est en relation directe avec la structure du polymére; par exemple, les
polymeres amorphes linéaires se dissolvent beaucoup plus rapidement que les

polymeres réticulés ou partiellement cristallins (Karki et al., 2016).

A pH acide (Fig.6.26) , la libération de médicament péndent 160 min est d’environ 53
% pour le PVA-Ch non-réticulé, ce qui diminue a 36 % pour le PVA-Ch/M3. Cela est
peut-étre di au fait que le groupe amine dans le chitosane a des valeurs de pKa de ~
6.5, ce qui conduit & une protonation dans une solution acide a neutre avec une densité
de charge dépendante du pH. Ces résultats sont conformes avec ceux cel Mulchandani,
(2017), selon lesquels un composite de PVA et de chitosane réticulé avec du
glutaraldéhyde réagit au pH et augmente le taux de libération de médicament lorsque
le pH est plus faible. Mi et al (2002). rapportent que le taux de libération
d'indométacine du chitosane-alginate réticulé avec la génipine augmente avec la
diminution du pH en raison de la diminution de la densité de réticulation des billes (Mi

etal., 2002).

7.6 Conclusions

Quatre complexes de cuivre: [Cu(His)Clz], [Cu(Ser):], [Cu(Urée).Clz] et
[Cu(Biuret)2Cl,] ont été synthétisés dans de 1'isopropanol et ont présenté des structures
tridentée (His), un bidentée (Ser et biuret) ou monodentée (urée) en coordination avec
le cuivre(Il). L’un des objectifs du projet de thése était d’évaluer le potentiel
antioxydant des complexes de cuivre, 1’accent étant mis en particulier sur 1’action
biochimique des complexes de cuivre et leurs applications dans les techniques
biomédicales (cellules et tissus en culture). Tous les complexes de cuivre présentait un
piégeage efficace des radicaux lors d'essais avec des tests DPD et DPPH. 1l a été

constaté que le type de coordination peut avoir un effet sur la capacité antioxydante.
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A notre connaissance, cet article est I’'une des premiéres études montrant la capacité
antioxydante des complexes de cuivre. L’utilisation des complexes de cuivre
antioxydants peut constituer un moyen intéressant de protéger des cellules en culture
(telles que les neurones) ou des tissus destinés a I’implantation ou transplantation au
traitement de maladies aigués ou chroniques. Les résultats des études de
biocompatibilité ont montré qu’ils pouvaienf affecter la viabilité neuronale de maniére
dépendante de la concentration, dans une moindre mesure que CuClz. Dans notre étude,
une bonne biocompatibilité (viabilité cellulaire d’environ 90 %) a été trouvée a des
concentrations de complexes cuivriques allant jusqu’a 200 pM. Ces observations
ouvrent de nouvelles perspectives pour l'utilisation possible de ces complexes de
cuivre(Il) en tant qu'agents thérapeutiques pour la cardioencéphalomyopathie, la
maladie de Menkes et d'autres troubles neurologiques liés a la carence en cuivre. La
spectrophotométrie et la voltamétrie cyclique ont permis d’évaluer la stabilité des
complexes dans divers milieux. Les complexes de cuivre des ligands d’acides aminés
(His, Ser) présentaient une plus grande stabilité¢ dans différents milieux physiologiques
simulés que ceux de I’urée et du biuret, a I’exception du fluide gastrique simulé lorsque

tous les complexes €taient instables.

Le [Cu(His)2Clz] était stable, biocompatible et le meilleur en termes de capacité
antioxydante, suivi de pres par [Cu(Ser).]. Les autres complexes de cuivre ont montré
une cytotoxicité modérement plus élevée, mais bien inférieure a celle du CuCl, générée
par les ions de cuivre(Il) libres. Ces observations ouvrent de nouvelles perspectives
pour l'utilisation de ces complexes de cuivre ayant un potentiel antioxydant en tant

qu'agents thérapeutiques potentiels des maladies neurodégénératives.

Il y a une limitation a I'administration du Cu (His)2 pour la maladie de Menkes, car Cu
(His)z est obtenu en phase aqueuse. C'est un produit injectable qui n'est pas un composé

assez stable sous forme liquide. Par conséquent, le complexe de l'histidine cuivre(Il) a
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1'état solide peut étre utile pour une meilleure formulation orale et pour la formulation

transdermique pour traiter diverses maladies liées au cuivre.

Le nouveau composite PVA-Ch a été synthétisé et réticulé chimiquement avec diverses
proportions et méthodes différentes. Cependant, 1'addition des agents de réticulation
chimiques tels que le glutaraldéhyde, ou le formaldéhyde, dans les systémes
d'administration des médicaments peuvent provoger des réactions cytotoxiques. Par
conséquent, nous nous avons abordé 1’utilisation du STMP et du composé génipine
pour la réticulation du PVA-Ch, ce qui serait plus acceptable comme biomatériau. Des
films composites de PVA-Ch avec deux agents de réticulation ont été préparés par
coulée en solution « casting ». Les résultats ont montré qu'en modifiant la proportion
de chitosane par rapport au PVA, associée a un agent de réticulation différent, les
propriétés globales du film composite peuvent étre modifiées. L'étude du
comportement de gonflement a montré une réduction significative du taux d'absorption
de fluide lorsque la teneur en chitosane augmentait et que la degré de réticulation
augmentait. Le comportement en désintégration était également influencé par la teneur
en chitosane et par la concentration de réticulation. Les films composites a co-
réticulation présentaient une dissolution plus lente. En outre, tous les films composites
avec différents agents de réticulation évalués, ont présenté une non-toxicité pour les
cellules et également une bonne biocompatibilité. En conclusion, ces composites a base
de PVA et de chitosane avec réticulation par de STMP et par la génipine offrent une
vaste gamme de choix pouvant étre potentiellement utilisés pour fournir de nouveaux

matériaux avec des propriétés améliorées pour des applications biomédicales.

La vitesse de libération du médicament a partir du composite PVA-Ch dépend de la
degré de réticulation (STMP et génipine) et du pH du milieu. Il est conclu que ces
membranes de polymeéres composites peuvent étre utilisées en tant qu’outil alternatif
avec I’application biomédicale comme candidats a 1’administration transdermique de

médicaments. Ces résultats in vitro laissent entrevoir ’utilisation des complexes a
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cuivre étudiés comme agents thérapeutiques administrables par voie transdermique

pour des maladies neurodégénératives.
Perspective

Les résultats des études de stabilité sont utiles car ils indiquent les possibilités de
réaliser des formulations pharmaceutiques adéquates pour une administration par voie
orale et capables de protéger la structure des complexes de cuivre face a I’acidité

gastrique.

Des nouveaux films peuvent étre fabriqués avec d’autre polymeéres. Ils peuvent etre
utlises pour I’inclusion de divers nanomatériaux ou des médicaments fonctionnels. Par
conséquent, les films permettent une incorporation efficace et une libération contrélée
d’agents bioactifs. Egalement, des agents améliorant la perméation dermique
pourraient étre étudi€s au moyen de tests de solubilité, de tests de perméation de la

peau in vitro et de tests de stabilité.
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1. Esmoili et ol

anti-inflammatory agenis that beip to reduce symptoms (pain and
stiffness of rheumatoid arthritis) (). Cu(IDATSM: copper(li)-diacetyl-
bis(N4-methylthiosemi-carbazone) and kynurenine precursor of an-
thralinic acid copper ligand exert antioxidant and cardio-protective
effects 7,8}, and could be beneficial in the treatment of ncurodegen-
erative disorders such as Parkinson's and Alzheimers diseases [9].
Ceruloplasmin, the ciralatory blue copper protein, possesses anti-
oxidant, cardiop ive and dulatory properties (10}, Its
am\e site mnsisu of six copper atoms, and three of them are co-

d idil id [2]. Despite its therapeutic potential,
ceruloplasmin cannot be used as a medication due to its protein nature
with immunogenic and hazardous risks of animal origin. It was then
hypothesized that small copper complexes may be of interest in certain
aspects, being comparable to copper p ns, but with an easier ad-
ministration and a better regulatory acceptability.

Copper amino acid complexes synthesized decades ago have re-
ceived increasing attention in the past years, particularly for their po-
tential biomedical application {11~13]). One of the important copper
chelators is the amino acid -histidine (His). Copper bound with His
represents an exchangeable pool of copper{l) with albumin la blood
[5]. His possesses an imidazole group that can coordinate metal ions in
metalloproteins and is also part of the catalytic site of various enzymes
(14]. Copper(il}-histidine in blood has a key role in copper transpor-
tation and availability for cells and tissues [11]. Dysregulation of
copper metabolisin leads to various diseases, The transport properties of
copper(it}-histidine complex ([Cu(His),1} led to its application with
success in the treatment of Menkes disease that was considered lethal in
the first decade of life [11]. This deg: jve disorder ists in
a deficient absorption of copper(ll) due 1o an inherited genetic dys-
function of the ATP7A gene which codes for a ransmembrane protein
acting as a copper transporter [15). There was no cure for Menkes
disease until mid-seventies when Sarkar et al, {11] showed that early
treatment by intravenous injection of copper{II}-histidine complex can
greatly increase life expectancy and delay neurodegeneration [14,16).
Furthermore, it has been reported that sub-cutaneous administration of
copper(lf)-histidine is probably effective in the treatment of infantile
hypertrophic cardioencephalomyopathy [17], a fatal disease related 10
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(Urea);Cl;] and (Cu(Biuret) ;] with special ernphasu ngcn to aspem
related to the stability of these comp!} in phy

media, to their potential antioxidant activity and 10 lhen' biocumpal-
ibility with neuronal cells in view of their eventual use in the treatment
of neurological diseases. Furthermare, study of these complexes may
help to improve chelation therapy for copper dysfunctions and to better
understand copper metabolism in human.

2. Experimental procedures
2.1. Synthesis of capper complexes

All chemicals were reagent grade and were used without further
purification. Copper comp} were prepared in isopropancl following
Pop et al's procedure [25]. The :opper(u)hislidinc complex was pre-
pared using an 1:2 M ratio of CuCly:His and a 50:1 v/v isopropanol:H,0

solution. A cold solution (400ml) of CuCl, (1.93 X 10 " mol/L) in

isopropanol was added dropwise to an equal volume of aqueous His -

solution (3.84 X 10™>mol/L) at pH6.8, and the mixture was con-
tinuously stirred on ice during 45 min. The complexation was done in
isopropanol to facilitate the recovery of copper-histidine which pre-
cipitates in these conditions. The resulting solid was collected by fil-
tration, washed with cold isoprupanol and dried ot ambient tempera-
ture. The copper-urea and copper-biuret complexes were prepared
similarly but using an 1:4 M ratio of CuClligand. The copper-serine
complex was prepared in ethanol using an 1:2:1 M ratio of Cully:L~
Ser:NaOHL A cold solution (15ml) of CuCl; (264 x 10" *mol/L} in
ethanol was added dropwise to a solution of 30mL Ser
(519 X 10" 2mol/L) in ethanol containing sodium hydroxide
(0.01 mol/L). The mixture was stirred on ice during 30 min, and the
resulting solid was filtered, washed with ethanol and dried at room
temperature,

2.2 Siructural characterization

The content of carbon (C), hydrogen (1f) and nitrogen (N) was de-
termined by the Dynamic flash combustion method which s based on

a deficit of the copper-enzyme cytochrome ¢ oxid. H , in-
jectable daily admini: ion of this plex compli its use and
alternative routes of administration are desirable. For lnsmnce, in case
of cardi hal pathy, the i ! ATP7A-mediated absorp-

tion of copper is not affected; consequently an oral copper adminis-
tration may be beneficial. Therefore, the isolation of copper(ll)-histi-
dine in solid state may be useful for a better oral formulation and for
transdermal administration in various copper-related diseases.
-Serine (Ser) is a non-essential amino acid that can be synthesized
by many cells except some cell types, such as neuronal and glial cell
subpopulations that rely on the uptake of Ser to support their survival
and de [1&]. Copper plexed with Ser could be upmken by
cells through Ser porters Ia situations of d lated copper
transporters. Urea is an endogenous product of the catabolxsm of pro-
teins and amino acids, and is present al different concenmuon: in
blood and various organs [19]. Under physiological cx urea

complete oxidation of samples, using an EAS1108 (Fisons instruments
SpA) and an ECS4010 (Costech Co. California. USA). Melting points
were measured using open capillary tubes on a Gallenkamp melting
point apy {London, England). Analysis by X-ray diffraction was
done with & Bruker X8 Venture Metal jct diffractometer (Geesthacht,
Germany). The experimental parameters for X-r3y analysis are pre-
sented in Table 1S (supplementary data). Single crystals were obtained
by slow evaporation of alcoholic solution of copper complexes during
3days. The crystals were kept at 100K during data collection. The
samples were exposed 10 GaKa X-rays with a wavelength of 1.34 A and
analyzed at an angular range of 20 from 10 to 121", The structure was
solved using the Olex2 software [25], with the SHELXT structure so-
lutlon program (27] using Direct Methods and the SHEXLXL (28] re-
finemnent patkage with the Least Squarcs minimizatinn method. Data
coliection and r d in Scction 3.2, The

was shown 1o act as an antioxidant nnd as a cardioprolective agent
[21]. Biuret is often used together with urea in animal feeding as an
excellent noo-protein nitrogen additive having a better palatability
compared to urea [21]. It contains two acylamino groups and one imino
group, a structure compatible with i1s use as a neutral ligand in various
complexes mostly for structural studies or bicanalytical applications
(Le biuret dosage of proteins). Complexes of rare earth metals {22),
actinide metafs {23,24), and alkaline earth metals [22,24] based on
urea or biuret ligands have been described. However, the complexes of
transition metals such as copper with these ligands have been rarely
reported [23].

This study describes the preparation and characterization of four
low molecular weight copper complexes: [Cu{His),Cl,1, [Cu(Ser);), [Cu

infrared (IR) spectra of Ihe complucs and of their ligands were re-
corded on a Thermo-Nicolet 6700 {(Madison WI USA) FTIR spectro-
photometer (4000-400cm™*} by using potassium bromide peliets
(2%).

2.3, Stability in different media

2.3.1, Spectrophotometric measurements

Solutions of 20 or 40 mM of His, Ser, Urea, Biuret and their copper
(1) complexes were prepared in water, in physiological saline (0.9%
NaCl), Simulated Gastric Fluid (SGF: 0.26% 1Q, 0.2% NaCl, pH1.2}
and in Simulated Intestinal Fluid (SIF: 0.68% KH2POy, 0.06155% NaOH,
pH 7.2). The absorbance spectra (360-960 nm) were taken after 2h of
incubation at room temperature, Time stabilities of the complexcs were
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investigated by mesuring the absorbance values at 37 “C and at constant
wavelenghts, from 0 to 48 h. Measurements were done using a Visible
Ultrospec 100 Pro (USA) Spectrophoiometer.

23.2. Electrochemical measurements

A sealed three necked flask was used for electrochemical measure-
ments. The working electrode was a 3 mm diameter glassy carbon
electrode (BASI), the reference electrode was a NaCl saturated Ag/Agd
electrode and the counter electrode was either copper wire or platinum
mesh (AlfaAesar). The electrochemical solutions contained copper
complexes freshly prepared in physiological saline (0.9% w/v NaCl in
deionized water) and were purged by argon for Smin. All measure-
ments were carried out under argon atmosphere.

2.4. Amtioxidant capacity

24.1. DPD (N,N-diethyl-p-phenylenediamine) colorimetric method

The DPD reagent was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Reactive oxygen species (ROS) were generated by electrolysis
(10mA, 400V, 3min {2%]) of 3ml of modified Krebs-Henseleit (KH)
buffer solution (in mM: NaCl 118, KQl 4.8, CaCl; 1.8, MgSO, 0.86,
KHzPO4¢ 1.2, NaHCO; 2.54, glucose 11 and EDTA 0.027). The electro-
Iysis cell contained 2.7mlL of KH buffer in the presence of 0.3 mlL of
different concentrations of the copper complex or ligand. A volume of
0.2mL of the efectrolyzed (ELS) solution (ELS KH buffer + complex or
ligand) was then added to 0.8mL of 25mg/mL DPD solution. The
clectrolysis-generated ROS react rapidly with DPD forming an oxidation
product with a specific absorbance at 515nm [20,3¢1. In the prescnce
of antioxidant molecules, ROS may be neutralized and thus unavailable
to react with DPD. The antioxidant capacities of ligands and complexes
were expressed as a percentage of ROS still remaining in the ELS so-
lution and was calculated according to the following equation:

ZROS = Ausarpae/ Asgszos X 100

where Ajorwuos is the absorbance of ELS KH buffer containing DPD
{100% amount of ROS in solution) and Ayemgse Is the absorbance of ELS
KH buffer eontaining DPD and in the presence of the copper complex or
ligand.

2.4.2. 1,1-Diphenyl-2,2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity

DPPH is a stable free radical (DPPH-) characterized by an absorp-
tion band at about S17 nm. In the presence of a substance that can
donate a hydrogen atom, DPPH is reduced by losing its violet color. The
DPPH assay was performed in conditions of Marinova et al. {31). The
DPPH reagent was purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).
A solution of 0.5 mM DPPH was prepared and its absorbance was ap-
proximately 0.7 at 517 nm. A volume of 0.2mL of sample (copper(ll)
caroplexes or ligands) was added to 1.8 mlL of DPPH solution. After

Journal of Inorgaric Biochemisory 192 (2019} 8297

30 min, the absorbance was measured at 517 nm. The percentage of
scavenged DPPH radical was calculated as follows:

ZDFPH = (Age = Ay)f Ay X 100

where Ay is the absorbance before reaction and A, is the absorbance
after reaction with the antioxidant (complex or ligand).

2.5. Neuronal cell culture and treatment

Mouse P19 embryonic stem cells were differentiated to neurons by

to 0.5 uM all-tra ic acid for 4 days (32,33). On day 4,

an amount of 3.8 % 10° neurons were seeded in gelatinized 12 well-

plates containing supplemented Neurobasal (SNB) medium {Neurobasal

containing 2% v/v B27 supplement (Fisher Scientific, St-Laurent, QC,

Canada}, 0.5 mM 1-glutamine, 50 U/mlL penicillin and S0 U/mL strep-
tomycin].

Neuron treatment with His, Ser, urea or biuret ligands as well as
with their copper(ll) complexes and Cud, began on day 4, con-
comitantly with cell seeding into the SNB medium. The eight studied
agents {ligands and cor ding Cu(lf) plexcs) were freshly so-
{ubilized in phosphate buffer saline (PBS}) as 10-fold concentrated stock
solutions and added individually to the culture medium at the indicated
final concentrations. Afier 48 h of incubation (37 'C, 5% CO;), cultures
were analyzed for cell viability, Control cultures contained only the
cells in SNB medium,

26 Cell viability

Cell viability was determined by the Neutral Red (NR) uptake assay
as recently described {34], One mL of freshly prepared NR solution
(138 1M in 20 mM HEPES, 140 mM NacCl, 4 mM KCl, 3 mM CaCl,, 1 mM
MzCly, 20 mM o-glucose, pH 7.2) was added to each culture well pre-
washed delicately with PBS. After 2 h incubation (37 °C, 5% CO,), NR
solution was removed and cultures were washed rapidly with 1% for-
maldehyde-i% calcium chloride. Then, 1 mL of NR eluent (E1OH:-
HyOuacetle acid 50:49:1) was added 10 extract the NR from cells. After
10min agitation at room temperature, the absorbance was read at
540 nm using an ELX800 UV universal microplate reader. The 100%
viability wag established with contro} (untreated) cultures. Assays were
done in duplicate using three independent ccl} cultures.

3. Results and discussion
3.1. Chemical analysis of copper complexes
The ¢l 1 analysis of copper complexes prepared in isopropanol

as well as their physical properties (color, molecular weight and
melting point) are presented in Tabic 3. The results of elemental

Table 1
Analytical and physical data uf the Cu (i) complexes of Ser, His, Urca and Biuret
Compound Formula Flemental analyxis* Cador MW” »e
e found (%% cak.) gmol G
< # L4
{Culitin) C1y) € 1,0 QuN,O, 3074 19 17.96 Light blue 44400 i85 = 1.6
32349 {4.05} 11829}
fCuiSer);] CH; CuN,0, 26.28 435 10.08 Navy blue m.n 186 = 0.6
(26.49) (4.45) 10.33)
{CulUren) Q1 CHOL,CuNO, 933 in 2361 Blue-green 254.56 1616 £ 23
(942} (1145 121.99)
ICu{Bluret), Q1 CHaQ,CuN, 0, 1459 294 2502 Blue-green J40.61 1786 2 10
[EEREH] {294 {24.67}
MP, melting point.

* The calculated valucs of clementa) analysis are given in parentheses,

* The MW were determined from the formula calculated from elemental analysis.
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Fig. 2. Structure of {Cu(Urea),Ch] obrained from erystal Xeray diffraction {(A) and molecular structure proposed for [Cu(Biuret} Cla) complex (8).

analysis as well as the proposed. chemical formula were in good
agreement. with the expected stoichiometry (Table 1) The melting
points of copper complexes were similar to those of previous in-
vestigations [14,25].

The chemical formula of [Cu{Ser);] complex was rorroborated by
mass’ spectroscopy (data not shown). In dry phase (as powders), the
camplexes are stable in alr, easily soluble in water, and inscluble in
aleoholic media.

3.2, X-ray crystal structure of copper complexes

Only {Co(Ser),] and {Cu{Uren),Cly} generated adequate erystal for
X-ray analysis, The {Ca(His),] and [CuBiuret},Cly] data were from
references Deschamp et al. (36] and Freeman et al. [37], respectively,

‘The X-ray structural analysis of single crystals of {CutSerlal complex
revealed two serine molecules each bound to the copper jon in a bi-
dentate manner (¥ig. 1A). In amino acids with non-coordinating side
chains, the more ¢ mode of coordination is bid: chelati
1331, The structure of {MLy] species showed that two aminoe nitrogen
{Namy and two carboxyl oxygen (O, i) are coordi i to the copper
(1N fen {Fig. 1A). The mode of coordination aroumd the copper(ll)
center is a square pyramid that gives rise to the more thermo-
dynamically stable fi hered chelate rings (Fig. 1A). The length
values of the Ce—0 (1.97 A and Cu—N (2.00 &) bonds in this study are

in good ag ¢ with the previously published th 1 values for
this complex {39,48). A ling.to the ¢l al Iysis (Taide 1),
chloride stoms are not present in structure of [CufSen)] © difs

deseribed [35,42).

A neutral five-coordinated complex ({Cu{His)2]) was described by
Deschamps et al. {36], This study proposed a distorted square pyr-
amidal g y with bid and trid t-histidine ligands
(Fig. 18) On the other hand, the crystal X-ray diffraction structure of
another [Cu(His)Cl,] complex obtained by Bujacz et al. [42} showed
copper i d (semi dination} by one histidine only, in a bi-
dentate manner involving the earboxyl (Ogabuay) and the amine {N,,,)
from the main chain group of His. Two additional chloride anions
completed the square fon of the cantral Cu™ 2 The structures
reported by Deschamps et al. [36] and Bujacz et al. {42} are not in
agreement with the chemical formula (C,H,4C1,CuNyO4) found from
clemenm] analysis in (hc present study. We have obtained a different
copper histid € with two moleculse of His and twa
atoms of chioride bound to the central Cu?™ cation s {Cu{His),Cly).

The crystallographic investigation of the wrea complex, [Cu
{Urea);Cly), revealed a chain structure, with the chloride jons acting as
bridges as shown in Fig. 2A, The Cu(l1) ions are hexaceordinated by two
chlande bridges and by the oxygen atoms from two urea molecules,

g an el d octahedral stereochemistry, The aplcul positions
secm occupied by two semi- 1i d chloride bridging ligands (Cul-
Cl1 = 2,96 A); the equatorial plane consists of two urea ligands and two
chloride bridges {Cul-i1 =2, 29 A) (Table 2).

The Cul-Cll distance (2.96A) seems too large for a covalemt
binding (res = 0.99A) and is more consistent with an ionic bonding
{re~ = 1. 843 red? = 0.81 A) {431, Althougly urea has two potential
electron donor atoms in its strocture (Ocamonyt #0d Nan), copper is

1 1

fering from the other copper complexes of this study. This could be due
o several factors influencing the structural arrangement, including
metal-ligand bond strength, stereochemistry of the complex and proton
displacénient reactions {411

In the ease of [Cu(His),Cla] prepared in conditions similar to those
described for {CulUrea);Cla) by Pop et al, {25], we did not obtain single
crystals; However, the Xeray - patterns of our preparation showed
structures similar 1o those of other related complexes previowsly

f d only through the oxygen atom in a monodentate
pauem and the C==0-M angle is often smaller than 180° [43,44}, To
the best of our knowledge, the crystal structure ascribed to [Cu(Ur-
ea),Cly) is novel,

As for [Cu(His).Cll, the crystalfisation of {Cu{Biuret),Cla] has not
been successful in isopropanol. ‘Therefore, a possible structure for this
complex is proposed (¥i2. 28} on basis of the crystal X-ray diffraction
previously described by Freeman et al. {37], which is in accordance
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Table 2

Bond lengths for [Cu(Urea),C1,).
Aom Atoen Lengits (A}
Cul ay 2.5605(16)°
Cut a 22921018}
Cut it 2.9645(163
cul ar 2.2921{185}
cul o 1.955(4}
Cul o1t 1.955(4)
ai [} 1.262(8)
Ni <1 13248}
N2 a 1.345(9)

* The aumbers in parentheses in this column refet (o the unit cell defined
by Bernal and Fowler [55].

Table 3
Suructural features of the fint coordination shell of copper for the four copper,
{1 complexes,

Complexes Coordinaticn Involved Distawe Reference
binding aom cu-x by
[CuHis)LL) Tridentate Nom 2003 iy
Now 1584
[, 2277
[CulSer)a} Bidentate Nom © 2001 This work
Ot 1972
Cu(Urea)a O} Stonodentate eyt 1955 This wark
1CulBiure1), A} Bidentate [ 1982 0]

* Reference describes {Cu(His)yl

with our el
below). In the

] and FTIR ly (Tabde 1 aod ¢f Section 3.3
{Cu(Biuret)C1,] complex, the copper atom has a co-
ber 6 and a tetragonally distorted octahedral environ-
ment [37]. Its binding to the four oxygen atoms of ligands is covalent,
as indicated by the Cu~O bond lengths while the Cu~C} distances re-
vealed ionic bonding between C1™ and Cu®* ions, similar to those
found for urea copper complexes {37]. The biuret molecules act as bi-
dentate chelates via their oxygen atoms [37). The coordination data and
structural features of the four copper(li) complexes are summarized in
Table 3.

3.3. FTIR characterization of copper complexes and ligands

FTIR pattern of [Cu(His)aCl;] showed changes in the pasitions and
profiles of some bands compared to that of frec His (¥ig. 3A, B). Gen-
erally, in amino acids, NH stretching vibration iz observed in
3130-3030cm™? region {43]. Theoretically, in metal complexes, their
NH stretching vibration (WNH,*) should disappear due to coordinati
[46). In the metal complexes, however, 4 band was observed at
3300 cm ™*, which could arise {rom other vibrations appezring in this
region [471, Free His shows the antisymmetric COOH stretching fre-
quency at 1634 cm ™ *(Fig. 3B), and [Cu(His)€1;] exhibits this band at
1616 cm ™! (Fiz. 3A). This shift In the stretching frequency is consistent
with the findings of Sarkar and Wigfield {48} who observed a similar
shift for [Cu(His);) and other Cu{ll)-amino acid complexes. These re-
sults indicate the participation of the amino acid groups in copper co-
ordination and the tridentate chelation pattern of [Cu{His);O,] com-
plex.

Fig. 3 (G, D) shows the FTIR spectra for [Cu(Ser);] and serine. The
bands between 3444 and 3259 cm™* assigned to the NH suetching
vibration in the spectrum of the amino acid are observed almost at the
same respective frequencies in the [Cu(Ser)z] spectrum. The NH
stretching vibration bands of Ser (at 3346 and 3258 cm ™" respectively)
are shifted to higher wavenumbers (3481-3398cm™?) in metal com-
plex [49]. These results clearly suggest deprotonation of the NH;*
group of the Ser molccule and binding to the metal ion through its

L
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nitrogen atom [30). On the other hand, the Ser absorption bands at
1640 and 1601 em™* (corresponding 10 the C=0 stretching bond) are
shifted to the lower wavenumbers (1631 and 1587 cm™') in the [Cu
(Ser)z] spectrum. Moreover, the symmetric (M-N) stretching band ap-
pearing at 523 cm ™ * in this study is in agreement with previous studies
{49]. Altogether, these observations indicate that Ser binds the metal
ion via its carbaxyl and amino groups.

¥ig. 3 (E, F) presents the FTIR specira obtained for urea and [Cu
(Urea),C1,). The bands between 3444 and 3259 cm ™! assigned to the
NH stretching vibration in the spectrum of urea are observed almost at
the same respective frequencies in the [Cu(Urea);Cl,} spectrum. How-
ever, the intense absorption bands for urea at 1680 and 1602em™?,
corresponding 10 the C=0 stretching and to the Nii; bending vibra-
tions, are shified to lower frequencies (1616 and 1576 cm™?) in the
spectrum of the This may indi a possible implication of
oxygen from the carbonyl group of urea in the coordination with copper
(1) ions [43]. This is also supported by the 419cm™" band corre-
sponding to M-O vibration {20,44) in [Cu(Urca);Ci;] spectra.

The FTIR specura of biuret and [Cu(Biuret),CI;} complexes are
shown {n Fig. 3 (G, H). The bands ascribed 10 the NH suwretching vi-
bration observed in the [CulBiuret),Cl;] spectrum are similar but not
identical to the bands in the range of 3458-3016 cm ™" observed in the
spectrum of free biuret. This might indicate that probably not all ni-
trogens are involved in the formation of the compliex. A symmetric vi-
bration frequency of C=0 stretching appears ncar 1718 cm™! in the
biuret spectrum (Fig. 3H). When coordination occurs, a shift of the C=
O stretching mode to lower wavelength was reported {22] indicating
that dination could be produced with panticipation of the oxygen
[43]). In fact, a vibration band in the [Cu(Biuret)/Cl,;] complex was
detected at 1679cm ™! (Fig. 3H). As in the case of [Cu(Urea);Cly]
complex, the presence of a 490 cm ™! band ascribed to M—Q vibration
suggests the participation of oxygen in a coordinative complexation
between biuret and copper(ll) ion fitting well previous data of Wang
et al. {22]. Overall, the FTIR results are in accordance with the struc.
tures depicted (Figs. 1, 2).

3.4, Swuability of copper complexes in physiologically-relevant media

Evaluation of the siability of copper complexes in physiologically
relevant conditions will help in the design of their pharmaceutical
formulati As oral adminisiration of copper will be

ily sought in of cardioencephalomyopathy and in
Menkes disease, it was of interest to explore their stability in conditions
simulating the gastic and intestinal system. Absorbance spectra and
cyclic voltammelry were used as indications of struciural conformation
of studied complexes in various media. Fig. 4 shows the UV-Vis spectra
of the copper(il) complexes incubated for 2 h, at room temperature, in
H;0, SGF (pH 1.2), SIF (pl17.2), and in physiological saline solution
0.9% NaQl (pH 7.2).

3.4.1. Stability at room temperature

The spectra of {Cu(tlis);C;] in H;0, in physiological saline (0.9%
Na() and in SIF showed maximal absorption at 620-640 nm (Fig. 9A).
‘The absorplion in SIF was about twice than that observed in H;0 and in
0.9%6 NaCl, which could be attributed to the changes of pH. The addi-
tion of 20 mM copper(li}-hisiidine in H;O or in 0.9% NaCl media de-
creased the pH to about 5.32 whereas the final pi of the complex in SIF
was 6.8, probably due to better buffering capacity. According ta De-
schamps et al. {11), distribution of the copper(il) histidine specics
differs as a function of pH. For instance, [MHL,] was found at pH 5 and
below whereas [ML;] is found at pH 7. When the pH value is low (pH
<5), the nitrogen of imidazole group {similarly to carboxyl) is proto-
nated and thus it is no more involved In binding to copper{1}); therefore
50% or more of copper may be unbonded. The presence or absence of
the hydrogen atom would have influence on the absorbance properties.
In SGF, absorption was maximal at 750 nm probably due to unbonded
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Fig, 3, FTIR spectra of (CulHix} Ll (A), His (B), {CulSer)s] (), Ser (D), {Culliren):Clad (B), urea (1), [CulBhuret),Ch] {G) and biures (H} in the waventumber range

of 4000-400cm”™Y,

copper in view of Deschamps et al. {11] suggesting that at pH 3.7
most of the remaining ligand is unbound. At physiclogical pH, the
major structure proposed for [Culis),] in aqueons solution was {Mig]
{111, Upon increase of pH (pH > 7), the amine gronp is deprotonated to
give a negatively charged ligand, and the addition-of HO™ or the oni-
zation of pyrrote-like nitrogen in the imidazole group may induce the
complex to adopt, in basic medium, a [ML(OH)} form which ia our
case may be {Cu{l1is),OH],

The addition of [CufSer),] did not change the pH of the four media,
The spectra of this complex were similar in H,0, NaCl 0.9%, and SIP
with maximal absorption at 630 nm (Fig 4B). However, in SGF, simi-
Tarly to copper(1l) histidive, the maximal absorbtion was at 750 nm,
which could be antributed to. protonation of coordinating groups and
eventually to unbonded copper.

The {Cu(Urea),Cl;] and [Cu(Biuret);Cly] complexes showed a
strong band in the visible light, similarly to amino acid copper coms
plexes in acidic conditions. These data fit well those of Corradi [43].

The [Cu{Urea);Clyl spectra {Fig 4 €) were similar in Hy0, 0.9% NaCl.

{neutral) and in acidic SGF, with maximal absorption at 810 nm. In SIF,
the maximal absorbency was slightly shifted to 830 wm and with a
markedly lower signal intensity (about 50%6 from that in 0.9% NaCl)
probably due to the presence of phosphate in SIF which can form'a
precipifate by the displacement of the two chloride anfons generaling
copper(il) urea phosph lex [G13. Similarly, the spectra of {Cu

92

{Biuret);CL,] (Fig. 4D} in H,0, 0.9% NaCl and SGF exhibited maximal
absorption at 810 nm and with various intensities of the signal in cach

divmn, In SiF, the f of 4 green preciy was observed with
fCufBiuret)sCl,], which may explain the disparition of the signal at
810 nm, An absarption stil] observed in the 800-830 nm region (copper
region) suggests a degradation of the complex and the presence of free
copper fons.,

3.4.2 Cyclic voltommetry

Cyclic voltammetry measurements of each complex were carried out
in physiol | saline, Each complex (2 mM] sh
resp (¥ig. 5). A background vol in physiological NaCl
saline (¥iz, 5A) without the p of a is shown for re-
ference. The onset of the reduction, und mid-potential value of CuCly,
[Cu{Biuret)Cly] and {Cuilreas)Clal are quite similay, suggesting o
small difference in their reduction potential (Fig. 58}, When compared
with CuCl,, urea and biuret copper complexes, the enset of reduction of
both [Cu(Sery)] and [Cu(Hisy)Cly] is cathodically shifted, and displays
weakly defined peak current values making assignment of a mid-po-
tential value difficult (Fig. %C). if the onset of reduction of each of the
complexes is taken as an indication of stability, then based on the re-
sults from voltammetric meastrements {CufSera)] and [Cu(Hisa)Cl]
have higher stabilities when compared with CuCly, [Co{Biurety)Cly]
and {Co{Urea)Cly] {52], in accordance whit absorbance profiles.
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Fig. 4. UV-Vis absorbance spectra of [Cu{His),Cly] [A), (Cu(Ser)z) (B], [CulUrea),Clyl {C), and [CufBiuret),Cly] [D]in different physiologically-relevant media:
H;0, 0.9% NaCl {pH 7.4), SGF (pH 1.2), and SIF (pH 7.2), after 2h at room temperature, The spectrum of agueous solution of CuCly is included for comparison.

According to Deschamps et al. [11], the tridentate ligation confers
greater stability ¢ d to bid and d ligations,
Although the mode of coordination of Ser around copper (If) center is
bidentate, the relative stability of the serine camplex compared to that
of the urea and biuret complexes could result from the thermo-
Hy stable fiv bhered chelate ring architecture, The dif-
ferences in [Cu(His),Cly) spectra are due to the distribution of the
copper{Il} histidine species at different pH values [11].

4
i

3.4.3. Stability at 37°C

The stability of the copper complexes in the different media was also
evaluated by absorbance over 48 h at the physiological temperature of
37*C {¥Fiz. &). The absorption values at 630 nm of the histidine copper
complex {(Fix. A} in SIP, In water and in 0.9% NaCl were similar: the
values gradually decreased with time up to 24h and then remained
constant. The absorption value in SGF was constant and low throughout
the whole period. The absorption values of the serine copper complex
{¥Fig. 6B) at 620 nm were similar in HzO and 0.9% NaCl and constant up
to 48 h. In contrast, the absorbance in SIF decreased rapidly from 1 to
0.3 after 2h (probably due to the phosphate ions), The absorbance
value was low initially and remained low during the whole interval up
to 48 h, indicating a lower stability of [Cu(Ser)a] in SIF at 37 °C com-
pared to room temperature,

In the case of the urea and biuret complexes, the spectral profiles at
377C (Fig. S1 in Supplementary data), like those at room temperature
(¥ig. 4), showed maximal absorbencies at 810-830nm due to free
copper(i1). It was not surprising that the ahsorbances at this length
range remained almost constant in view of the instability of these
complexes (Supplementary data, Fig. 52).

in conclusion, compared to urea and biuret copper(ll) complexes,
the amino acld, His and Ser, copper(11) complexes presented relatively
higher stability at room temperature as well as over Sh at 37°C, The
highest stability was seen for copper(ll)-serine in H,0 and 0,93 NaCl
media.

3.5. In vitro antioxidant capacity

Given the complexity of oxidative processes and the diversified
hydrophilic and hydrophobic nature of the antioxidants, there is no a
unique well-defined method for quantitative measurement of anti-
oxidant activity. In most cases it is y to combine the resp
of different and complementary tests in order to have an indication of
the antioxidant capacity of a sample [53].

Practically, according to the reactions involved in the scavenging
processes, the antioxidants can neutralize free radicals by two different
mechanisms: Hydrogen Atom. Transfer (HAT) and Single Elcciron

(20 #
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- % P z -
R I A
= 2 g 2 Y g 2
g g £ 4
3 3 —ciy O
b s o Commey@y oo e 0 1) (1
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Fig. 5. Cyclic vol ¥ of (A backg) i of glassy carbon eleetrode (blank), (B) CuCl, (control), [Cu(Biuret)Cly) and [Caf{Ureas)Cla}
and {C) {CulSery)] and [Cu(Hisy)Chyl, in physiological NaCl saline. A d Ag/AgCl refe de and a scan rate of 20mV/s was used for all mea-

surements.
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& 51 Fig. 6 Time course of absorbance values of {Cn
e OIEMACT (i}, O] (A and [Cu{Sen)] {B) complexes at their
::_:zr Juney and 37°C, and in different physivlogically-re-

tevant media {20 mM final concentyation), Readings
were taken at 0, 3, 2, 3, 5, 10, 24 and 48h, and
values are presented ag means of thare separte die
terminations. The 360-960nm individusl absor-
hance spectra are given in Fig. 51, in Supplemental

data,
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Transfer (SETY [54]. HAT-based methods measure the ability of an 3! ing groups to lize ROS.

antioxidant to scavenge free is by H-atom donation, SET—based

haid the of an to transfer one election
to reduce an oxidant, often associated 1o a change of color {19,55]. In
the present study, the antioxidant capacities of the copper complexes
and their ligands were evaluated by using two types of assays; the DPPH
assay for the HAT mechanism and the DPD assay for the SET me-
chanism. The electrolysis of KH buffer (10 m4, 400mV, 1 min) can
generate ROS such as superoxide anion (-0, ™), singlet oxygen ('0,),
hiydroxyl radical (-OH) and their by-productst hydrogen peroxide
{H,0,) and hypochlorite fon (CIO™} [#3}. The generation of ROS is
determined by the percentage of the oxidation of DPD. Inthe p

The antioxidant capacity of copper(ll} complexes and of their li-
gands were also evidenced by the DPPH assay which is recommended
for compounds contalning SH, NH and OH groups [57,58), Fig. § shows
that the eight compounds can scavenge DEPH.. Among the amino acids
and rheir copper complexes, [CulHis},Cle] exhibited the highest anti-
oxidant capacity in comparison to histidine itself (Fig. $A) and to the
ather copper complexes and ligands (Fig. 88, C, D). The Biuret and {Cu

{Biuret),Clod (Fig. $D) alsn exhibited antioxidant capacity but at con-

centration 10 to 20-fold higher than those of [Cu(His),Cl,). The ROS
sca\.enging acmmcs of [Ca{His)Ca] and [Cu(Ser),] complex appear as

of the copper complexes or ligands, part of ROS may be scavenged
leaving less of these species available to oxidize DPD,

Fig 7 shows that all compounds have a certain capacity to scavenge
ROS compared to the control condition (10086 ROS). Kohen et al, re-
ported that histidine and its derivatives having an imidazole group have
an antioxidant activity due to hydrogen donation [56). [Cu(His)Cls}
complex; at concentrations equal to or > 0.02M, presented a higher
scavenging activity than that of the ligand alone and of the other copper
complexes (Fig. 7A). Differemly, serine and urea copper complexes
presented ROS séavenging capacities ¢lose to that of their free ligand
(I 7B, CL 3 ingly, the ant dant activity of [Cu(Biuret),Cl,}
was about twice that of its free ligand (Fig. 7D) and about the same
activity as that of urea and of {CutUrea);Cll, The amide groups in the
biuret and nitrogens of imidazole groups of His may act as officient

dent. Differently, in the case of [Cu(Urea):Cly] and

of [Cn(Bmmt)gClzL as for their ligands, there were two steps: an initial
strong scavenging capacity exerted at low concentration {0-0.5M)
followed by another step when the scavenging capacity was almost
d at high {up to 5M, Fig. 8C, D). It has been

reported that the reaction between an antioxidant and DPPH. appar-
ently eccurred in two steps {59,600 (i) a fast step {(1-2 min) essentially
consisting in the abstraction of the most fabile H-atoms from the anti-
oxidant, and (ii} a slow neutralization step {30 min) reflecting a re-
maining activity on the oxidation/degrad d derived from
the first step. It is now reported that Cu(ﬂ) comp]exes have the capacity
1 scavenge DPPH radical by hydrogen donation from the NH-groups,
with the mention that the ascorbie acid, an antioxidant uged as a
s\zmd.mi (0 002-5 M), showed stronger antioxidant activity than that of
sy d copper compl {data not shown). Worth to mention is

1w C Fig. 7.The ROS scavenging capacity of copper
i i . Ut complexes and of free ligands determinated by the
80 - ~8 {CulHR) 2012} P b fOuftireaizeryy  DPD assay, The antloxidant capacities are inversely
s related to the percentages of remaining ROS after
w0 Y ! dysis of KH solutions in the presence of the
N indieated concentrations of copper(ll) camplexes or
20 ligand, Notice the different voncentration scales be-
’ tween A, B {0.002-0.08M) and €, D (0.1-0.5M).
" Values are presented as mean 2 SEM (= 3).
2
8 ¢
(-4
Rog B s « P
3 imm Bl
. o {Cuseri2] 1
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&0
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e e Fig. 8. The free radical scavenging capacity of
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that for the i igated copper pl as for their ligand, data

obtained with the DFPH method also were in agreement with those of
DPD method. Complexation with Cu(ll) can modulate the feature of the
amino acids and influence the antioxidant capacity. In the case of his-
tidine, copper I dly i d this capacity, whereas
for [Cu(Ser)y] this increase was lower, No differences were found for
[Cu(Uren);Cls] and for [Cu(Biuret),Cl,] in comparison with their K-
gands. Probably due to their lower stability the [Cu(Urea);Cly] and [Cu
{Biuret),Cly] complexes may lose the Cu®*, liberating thus the ligands.
The urea and biuret alone also exhibit marked radical scavenging ca-
pacity. These observations are in agreement with previous data on urea
as antioxidant and as cardiog IR

Y ‘ X

3.6, Bit

ihility of copper complexes and ligands

The bi patibility was d using P19 neuronal cultures
and the NR assay [24] which was recommended for mesuring the via-
bility of cells exposed to conceptrations of capper compounds ex-

fing those of physiological copper.

Histidine and urea pr d good bi ibility in
tions up to 0.4 mM {¥ig. 9A, C). The good bivcompatibility of urea is in
line with urea levels of 2.3-6.5 mM encountered in normal adult human
brain [63]. Serine and biuret caused a concentration dependent mod-
erate Joss of viability at 400 M fon, with a g via-
bility of about 70% in both cases (Fig. B, D). The cytotoxicity of serine
could be due to the racemisation by a neuronal serine racemase of 1-
Serine into p-Serine known to be {nvolved in neurodegeneration [62].
In contrast to urea, biuret was found to induce a decrease of viability
(Fig. 9D). This eytotoxicity could be due to the transformation of biuret
into products different from urea or to an 1 ger chaothropil
action comparcd to urea, However, the metabolic action of blurcl in

1 cells Iy still

‘The normal physiological concentration of copper in brain par-
enchyma is 70 M, and concentrations up to 1300 uM were found in the
brain of patients affected by Wilson's disease: {#3). Our findings of

kedly déo d I viability in the presence of CuCl, con-
centrations of 100 up to 400 pM (Fig. 9) are in line with these data,
Copper toxicity in cell culture is well known and can be attributed to its

o: 08

et

95

capacity to generate ROS. Worth of note, all copper complexes were less
toxic to neurons than equivalent CuCl, concentrations (Fig. 9).
Compared to free histidine, serine, urea and biuret, the corre-
ponding copper pl induced a loss in cell viability in a con-
centration dependent manner (Fig. 9). In retrospective, [Cu(His)Clal,
{CufSer)y] and [Cu(Urea);Cly) showed similar biocompatibility with
P19 ncurons (709 cell viability at 200uM) while the toxicity of [Cu
(Biuret),Cly] was close to that of CuCly (about 50% cell viability at
2001M), in line perhaps with the low stability of this complex.
Therefore, [Cu(His),Clal, [Cu(Ser),], [Cu(Urea),Clel, [Cu(Biuret), Clyl
but not His and urea, moderately altered neuronal viability, 1t is not
excluded that the bidentate [Cu(Ser),] and [Cu(Biuret);Cl,} and also
the monodentate  [Cu(Urea),Cl,] copper complexes could release
copper jons in the culture medium resulting in alteration of the en-
vironmental pH, generation of ROS, and promotion of apoptosis and
DNA damages [©34]. In contrast, the tridentate {Cu(His),Cl,] complex
| a good antioxidant activity and, in addition, a moderate cell
vmb\lxty loss up to 200 pM. The cytotoxicity of the synthesized copper
{1} complexes was Jower compared to equivalent concentrations of
CuCly, Although [Cu(Uren),Cla] appeared less stable than [Cu
(His);Cl,], the loss of viability was similar in both cases. It is not ex-
cluded that urea, which has an Hlent antioxid ity [this re-
port and 20] could protect cells against eventual oxtdative damage due
to the in situ liberation of copper (If) proxidant. Among the studied
compounds, {Cu{lis);Cly] had the best cell biocompatibility and pro-
nounced in vitro ROS scavenging activity.

4. Conclusion

Four copper complexes: [CulHis),Clyl, [Cu(Ser),], [Cu(Urea),Cl,]
and (Cu(Biuret);Cl»] have been synthesized in isopropanol and they
str i ited trid (His), bid (Ser and Biuret) or
with copper{Il), Furthermore, in vitro

v
if {Urea) coordi
antioxidant activity of all copper complexes presented effective
scavenging of radicals when tested with DPD and DPPH assays, The
results of biocompatibility studies showed that they may affect, in a
-depend the 1 viability but to a lesser
extent than does CuCly. The copper compleses of amino acid Ngands
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A Fig. 9, Cell viability in the presence of different
ions of copper and ligands. P19
100 o “"éiz“‘i‘% neurons were incubated for 48h in the presence of
% e, & each complex or corresponding ligand, and their
N.. viahility was evaluated by the NR uptake assay and
o § reported ds percentages from that of control cultures
é {nn complex and no ligand). The viability of cells
& M treated with CuCly was included for comparison,
ot Values (mean 2 SEM) are for thrée independent cell
x n oo fCuthitsRchz) cultures.
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(His, Ser) presented higher stability in different simulating physiolo- References

gical media than those of urea and biuret, except Simulated Gastric
Fluid in which all complexes were instable. [Cu{His),Clal, closely fol-
fowed by [Cu{Ser},], was stable, biocompatible and me tmt in terms of
antioxidant capacity. The other copper pl d Ty

higher eytotoxicity, but muoch lower than that of CuCl, generated by lhc
free copper(ll) ions.
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DPD
DPPH  diphenyl- 2 z-picxylhydmzyl

ELS  clectrolysed

HAT Hydrogen Atom Transfer

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-pip h
His r-histidine

KH modified Krebs-Henseleit

ML and MLy M (metal}, L (ligand)

MP  melting point

NR  Neutral Red

PBS phosphate buffer saline

ROS  reactive oxygen species

Ser 1serine

SET Single Electron Transfer

SGF  Simulated Gastrie Fluid

SIF S;mnlaled Intestinal 1~'Imd

SNB

NN-dicthyl-p-ph Firri

ifonic acid
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A.1S Données supplémentaires a I’article publié « copper complexes for biomedical
application : strucural insights, antioxidant activity and neuron compatibility»

Tableau S.1 Crystal data and structure refinement for [Cu(Ser):] and
[Cu(Urea)2 CL2].
[Cu(Ser)2] [Cu(Urea): Cl2]

Temperature (°K) 100 100

Crystal system monoclinic monoclinic

Space group P2 P2/n

alA 5.6127(3) * 3.7887(2) *

b/A 8.3523(5) 8.4675(4)

c/A 9.9008(9) 12.4449(5)

al® 90 90

B/° 90.506(2) 92.467(3)

y/° 90 90

V/A3 464.12(5) 398.87(3)

Z 2 2

Pealcg/cm’ 1.944 2.120

u/mm’! 12.822 18.698

F(000) 254.0 254.0 :

Radiation GaKa (1=1.34139) GaKa (A=1.34139

Final R indexes [[>=2c (I)] | R; =0.0355, wR>=0.0926 | R; =0.0509, wR>=0.1490

Final R indexes [all data] | R; =0.0368, wR>=0.0934 | R; =0.0534, wR> =0.1498

* The numbers in parentheses in this column refer to the unit cell defined by Bernal
and Fowler (Bernal et Fowler, 1933). ‘
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FigureS.1  UV-Vis absorbance spectra of [Cu(His)2CL2] [A], [Cu(Ser)2] [B],
[Cu(Urea):Cl2] [C], and [Cu(Biuret):Cl2] [D] in different physiologically-relevant
media : H>O; NaCl 0.9% (pH 7.4); SGF (pH 1.2); and SIF (pH 7.2) Readings were
takenat 0, 1, 2, 3, 5, 10, 24 and 48 h at 37 °C.



184

M« H20

@ H20
14 A ~a 0.9%Nacl 1 - B —& 0.9%Nacl
—@—SIF -e-siF
] ~ - SGF ~#-SGF
0.8 Y . 0.8 “\
fue LN T — A
£0.6 “i ..................... .. &~ E 0.6 eneese e e
3 ........................ = g
o] - -] .
.&.0.4 ?0.4
o2 k\ "
. —
0 T 1 Y T 1 0 T T T T
0 10 20 30 40 50 ] 10 20 30 40 50
Time (h) Time (h)
Figure S.2 Time course of absorbance values of the complexes in different

physiologically-relevant media, at their Amax and 37 °C for 20 mM [Cu(Urea)>Cl2]
(A) and [Cu(Biuret)2Cl,] (B). Readings were taken at 0, 1, 2, 3, 5, 10, 24 and 48 h, and

values are presented as means of three separate determinations.
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A2 Participation comme premiére auteure a des manuscrits en préparation pour
soumision

Synthesis and characterization of PVA/chitosan hydrogel cross-linked with

different crosslinkers for biomedical application
Ladan Esmaeili, Tien Le Canh, Joanne Paquin

and Mircea-Alexandru Mateescu

Polyvinyl Alcohol-Chitosan modified by co-crosslinking with-genipine and
STMP for transdermal delivery

Ladan Esmaeili, Tien Le Canh and Mircea-Alexandru Mateescu
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ANNEXES B

..RESUMES PUBLIES DES COMMUNICATIONS ORALES ET PAR AFFICHES

Keystone symposia From Rare to Care: Discovery, Modeling and Translation of
Rare Diseases (S4)
11-14- November 2018 - Vienna BioCenter, IMP Lecture Hall - Vienna, Austria

Copper complexes for biomedical applications: structural insights, antioxidant
activity and neuron compatibility

Ladan Esmaeili* , Mariela Gomez Perez, Joanne Paquin, Pompilia Ispas-Szabo,
Veronica Pop, Marius Andruh and Mircea Alexandru Mateescu

Introduction: Metal ions are involved in a wide range of biological intra and
extracellular functions. Copper(Il) coordinated with amino acid is essential to the
function of many proteins and complexed with Histidine, as [Cu(His)2], can treat the

neurodegenerative Menkes disease.

Objectives: This study was aimed to coordinate copper with four small ligands (L-
Serine, L-Histidine, Urea and Biuret) and evaluate stability, antioxidant activity and

neuronal compatibility of the resulting complexes.

Methodology: Complexes were synthesized with CuClz and purified by precipitation
in alcohol. Their structural features were analyzed by elemental composition, X-rays

diffraction and FTIR. Stability was evaluated through UV-Vis absorbance profiles in
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water, physiological saline, gastric-like and intestinal-like solutions. The antioxidant
capacity was measured using DPPH (1,1-diphenyl-2,2- picrylhydrazyl) and DPD (N,N-
diethyl-p-phenylenediamine) methods. Neuronal compatibility was assessed through
cell viability measurements by the Neutral Red (NR) uptake assay using cultures of

neurons derived from mouse P19 stem cells.

Results: The complexes were in the form of [Cu(ligand);] and exhibited tridentate (L-
Histidine), bidentate (L-Serine and Biuret) or monodentate (Urea) coordination with
copper. All complexes and their ligands had antioxidant capacity, the [Cu(His)2Clz]
complex being the most potent. Contrarily to [Cu(Urea).Cl] and [Cu(Biuret)>Clz], the
[Cu(Ser).] and [Cu(His)2Clz2] complexes were stable in different media including water,
physiological saline and intestinal-like solutions. Although only [Cu(His),Cl,] showed
a good neurocompatibility (about 90% at concentrations up to 200 pM), the
cytotoxicity of the other copper complexes was lower compared to equivalent

concentrations of CuCls.

Conclusion: Copper complexes with amino acids, urea and biuret may act as radical
scavengers. The [Cu(His)2Clz] and [Cu(Ser)] exhibited both the strongest antioxidant
activity and highest cell viability of P19 neurons. The copper complexes influence cell
viability in function of the ligand. These findings open new perspectives for the use of
these copper complexes as antioxidants and possibly as therapeutic agents for
neurodegenerative diseases. Furthermore, study of these complexes may help improve

chelation therapy for copper dysfunction.
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20¢ Conférence du CBGRC.

Université Concordia, Montréal , Canada du 18 November 2017

Copper complexes with amino acids as bioactive agents for transdermal

administration in treatment of certain neurodegenerative diseases

L. Esmaeili*, C. Le Tien , M.A. Mateesbu, J. Paquin

There are very few treatments for neurodegenerative diseases generated by deficiency
of copper (ex Menkes disease). Copper complexes with amino acids have been
proposed as injectable forms but, their stability is low in aqueous solution.
Objective: Synthesis and characterization of copper aminoacid complex (L-histidine)
and its inclusion in polymeric films for transdermal applications
Methodology: The structures of chitosan-PVA composite films with loading copper
complex were characterized and their application properties, including permeability,
water uptake and release characterization were assessed. Evaluation of biocompatibility
and cytotoxicity of this films has been tested on P19 cells.
Results: The complex Cu (His)2 well was incorporated in our biocompatible films such
as revealed by FTIR and DSC. Composite films could provide suitable adhesive
properties for TDDS application and a good capacity for copper complex loading and
release (> 50%). The results of the viability of cells present that films with Cu (His)2
have excellent biocompatibility and no obvious toxicity in vivo.
Conclusion: The preliminary results suggest that the use of the copper complex as
therapeutic agents for transdermal administration in treatment of some

neurodegenerative diseases.
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7¢ Colloque de Pharmaqam
Université du Québec a Montréal 31 Aout 2017

Complexes de cuivre avec des acides aminés comme agents bioactifs
administrables par voie transdermique pour le traitement de certaines maladies

neurodégénératives

L. Esmaeili, C. Le Tien, M. A. Mateescu, J. Paquin

Il a y trés peu de traitements pour des maladies neurodégéneratives générées par une
déficience de cuivre (ex maladie Menkes). Des complexes de cuivre avec d’acides

aminés ont été proposés comme formes injectables mais, leur stabilité est faible.

L'objectif de ce projet est de développer des formes transdermiques capables d’assurer
le transport et la stabilité des complexes de cuivre coordinés avec des acides aminés

(L-sérine et L-histidine).

Méthodologie: Préparation des films a base des polymeéres biocompatibles (polyvinyle
alcool et chitosane) incluant des complexes de cuivre, puis caractérisé et analysé pour
leur capacité a libérer les complexes de cuivre in vitro dans du tampon phosphate

salin. L’évaluation de la toxicité des a été testée sur des cellules P19.

Résultats : Le complexe Cu(His); a bien été incorporé dans nos films biocompatibles
tel que révélé par FTIR et DSC. Le complexe a montré une bonne stabilité et une
libération de plus de 50% durant une semaine. La viabilité des cellules en présence des

films avec Cu(His)z est de 90% montrant une faible toxicité.

Conclusion : Les résultats préliminaires laissent entrevoir 1’utilisation des complexes
a cuivre étudiés comme agents thérapeutiques administrables par voie transdermique

pour des maladies neurodégénératives.
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84¢ Congrés de I’ Acfas.
Université du Québec a Montréal du 9 au 13 mai 2016

Complexes de cuivre avec propriétés antioxydantes
Ladan Esmaeili*, Pompilia Ispas-Szabo, Mircea Alexandru Mateescu

Résumé
Les complexes de cuivre avec les acides aminés sont utilisés dans de nombreux
processus biologiques et peuvent étre efficaces pour le traitement des différentes

maladies.

L'objectif de ce projet est de développer des complexes de cuivre coordinés avec divers
ligands (L-sérine, L-histidine) et étudier leurs propriétés antioxydantes. Les complexes
ainsi préparés seront formulés pour l'administration orale visant entre autres le

traitement de troubles neurologiques.

Meéthodologie: synthése et purification des complexes, leur caractérisation structurale
FTIR, UV-Vis absorption, diffractions par rayons X et l'analyse élémentaire. La
capacité antioxydante a été évaluée en utilisant différentes méthodes pour doser

’activité de piégeage de radicaux libres (HO", O2) ou la décomposition de H,Ox.

Résultats : Les complexes Cu(Ser): et [Cu(His)Clz2] sont stables dans différent
milieux : gastrique, intestinal et physiologique. Les deux complexes sont des piégeurs
efficaces des espéces radicalaires (HO-, O2) et ils ont la capacité de décomposer H20x.
[Cu(His)2Cl2] présente une plus forte activité d'élimination des radicaux libres par
rapport au complexe Cu(Ser)z. Les résultats de 1’activité antioxydante permettent de
définir la spécificité de chaque méthode utilisée et proposer le mécanisme d’action des

complexes étudi€s.

Conclusion : On peut envisager 1’utilisation des complexes a cuivre étudiés comme
agents thérapeutiques pour maladies neurodégénératives - ou comme agents

antioxydants.
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18th Annual Chemistry and Biochemistry Graduate Research Conference.

Université Concordia. 20 Novembre 2015.

Copper complexes with antioxidant properties

Ladan Esmaeili*, Pompilia Ispas-Szabo, Mircea Alexandru Mateescu

Abstract

Cardiac dysfunctions were largely attributed to the adverse effects of reactive oxygen
species (ROS). It has been reported that scavengers and antioxidants including copper
proteins (ceruloplasmin and aminooxidase) and urea exert cardioprotective effects.
This study proposes two coppers complex Cu(II)Histidine; and Cu(II)Ser; and the
investigation of their radical scavenging activities. Each complex was synthesized and
characterized structurally using spectral. techniques (FTIR, X-Ray diffraction) and
elemental analysis. Their antiradical activities were measured using the colorimetric
method with N, N-diethyl-p-phenylenediamine (DPD) and the modified method TEAC
(Trolox Equivalent Absorption Capacity) fast assay. The pro-oxidant species were
generated by electrolysis. The results showed a good correlation between the
concentration of the complexes and the anti-radical activity. The complex
Cu(II)Histidine, exhibited higher scavenging properties for free radicals compared
with Cu(II)Serine,.The data also supports the hypothesis of a mechanism based on

proton transfer occurring in the studied systems.
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ANNEXES C

DONNEES SUPPLEMENTAIRES AU SOUS-CHAPITRE 6.2 SUR LES
CARACTERISATIONS DES MATRICES COMPOSITES PVA-CHITOSANE
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Figure S.3 B) PVA-Ch (3-1) (a) PVA-Ch/M1 (sans traitment avec Gp) Gp de 0
% m/v (b) PVA-Ch/M2 GP de 0.01 % m/v; (c¢) PVA-Ch/M2 (Gp de 0.05 % m/v)
et (d) PVA-Ch/M2 (Gp de 0.1 % m/v).

La Figure S.3 présente les spectres IR du film composite PVA-Ch (3-1) & 75 % de
PVA et 2 25 % de chitosane, a trois concentrations de réticulation chimique GP, 0.01

% m/v (courbe b), 0.05 % m/v (courbe c) et 0.1 % m/v (courbe d). La présence des pics
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liés a I'amide formé par la réaction de réticulation des groupes carboxyle de génipine
et amine du chitosane. De plus, une augmentation de l'intensité et un décalage de la
bande associée aux vibrations de flexion du groupe CH: a 1406 cm’! sont observés et
pourraient étre dus a des liaisons chimiques covalentes survenues dans les groupes

amine du chitosane au cour de la réaction de réticulation (Mathew et Kodama, 1992).
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