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RÉSUMÉ 

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 dernières années, en particulier pour leur potentielles 

applications biomédicales, l'un des plus importants agents chélateurs du cuivre est 

l'acide aminé L-histidine (His). Le cuivre (II) lié à His représente un pool échangeable 

de cuivre(II) avec l'albumine dans le sang. La dérégulation du métabolisme du cuivre 

entraîne diverses maladies. Les propriétés de transport du complexe histidine cuivre(II) 

ont abouti à son application dans le traitement de la maladie de Menkes, considérée 

comme .mortelle au cours de la première décennie de vie de l'enfant. Cependant, 

l'administration quotidienne injectable de ce complexe en complique l'utilisation et 

d'autres voies d'administration sont souhaitables. Par conséquent, l'isolation de 

l'histidine de cuivre(II) à l'état solide peut être utile pour une meilleure formulation 

orale et pour l'administration transdermique dans diverses maladies liées au cuivre. 

Le présent projet de doctorat propose d'ouvrir de nouvelles fenêtres sur l'utilisation 

des complexes de cuivre dans les applications biomédicales et pharmaceutiques, en 

mettant l'accent sur la préparation d'un nouveau composite avec de l'alcool 

polyvinylique et du chitosane, avec différents agents de réticulation en tant que film 

pour une potentielle administration contrôlée du complexe. 

Le cuivre coordiné avec les ligands d'acides ami~és 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)2], est utilisé dans le traitement de la maladie 
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neurodégénérative de Menkes et de la cardioencéphalomyopathie. Ce projet de thèse 

visait à coordiner le cuivre(II) avec quatre petits ligands (L-Sérine, L-Histidine, Urée 

et Biuret) et à évaluer la stabilité, l'activité antioxydante et la compatibilité neuronale 

des complexes résultants. Les complexes ont été synthétisés avec du CuCh et 

cristallisés par précipitation dans l'alcool. Leurs caractéristiques structurelles ont été 

evaluées par analyse élémentaire, diffraction des rayons X (DRX) et spectroscopie 

infrarouge (FTIR). Leur stabilité a été évaluée pàr des profils d'absorbance UV-Vis 

dans l'eau, des solutions salines physiologiques, gastriques et intestinales, et par 

voltamétrie cyclique. La capacité antioxydante a été mesurée à l'aide de méthodes 

DPPH (1, l-diphényl-2,2-picrylhydrazyle) et DPD (N, N-diéthyl-p-phénylènediamine ), 

et la ~ompatibilité neuronale a été évaluée par des mesures de viabilité cellulaire à 

l'aide de cultures de neurones dérivés de cellules souches de souris P 19. Les complexes 

étaient sous la forme de [Cu(ligand)2] 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 capacité antioxydante, le complexe 

[Cu(His)2Ch] étant le plus puissant. Contrairement à [Cu(urée)2Ch] et 

[Cu(Biuret)2Ch], les complexes [Cu(Ser)2] et [Cu(His)2Ch] étaient stables dans 

différents milieux, notamment l'eau, le sérum physiologique simulé et des solutions 

analogues à celles de l'intestin. Bien que seul [Cu(His)2Ch] ait présenté une bonne 

neurocompatibilité (environ 90 % à des concentrations allant jusqu'à 200 µM), la 

cytotoxicité des autres complexes de cuivre était inférieure à celle obtenue avec des 

concentrations équivalentes de CuCh. Ces observations, ouvrent de nouvelles 

perspectives pour l'utilisation de ces complexes de cuivre en tant qu'antioxydants et 

éventuellement en tant qu'agents thérapeutiques pour les maladies neurodégénératives. 
' 

En outre, l'étude de ces complexes pourrait aider à améliorer le traitement des maladies 

induites par le debalancement de la concentration de cuivre. 

De nouveaux films réticulés à base d'alcool polyvinylique (PVA) et de chitosane (Ch) 

ont ét~ préparés en utilisant la technique de coulée en solution (de l'anglais : polymer 
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solution casting). Le film composite (PV A-Ch) a été 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 à celle de 

nombreux autres réactifs de réticulation synthétiques couramment utilisés. Les films 

composites (PV A-Ch) ont été préparés selon trois approches différentes. Pour la 

première méthode (Ml), 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 PV A 

(réticulé par STMP) a été mélangé au chitosane (réticulé séparément avec la Gp). Dans 

la troisième méthode (M3), le PV A réticulé avec STMP et le chitosane (Ch) non 

réticulé ont été mélangés pour obtenir un agent homogène, puis la Gp a été ajoutée 

lentement. La stabilisation structurelle et chimique des films composites a été 

caractérisée par microscopie électronique à balayage (MEB), FTIR, analyse 

thermogravimétrique (TGA), calorimétrie à balayage différentiel (DSC) et DRX. Les 

propriétés mécaniques ont été testées (cassure, élongation) 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 après traitement avec des 

agents de réticulation. Les résultats de gonflement ont indiqué que les composites 

présentaient une sensibilité au pH dans des environnements acides. Avec 

l'augmentation de la teneur en chitosane dans le mélange, un gonflement croissant a 

été observé. Le composite a également montré une diminution de la vitesse de 

gonflement du composite avec la réticulation et avec l'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 P 19 après 48 h. Les résultats de cytotoxicité des films ont 

clairement présenté une viabilité cellulaire adéquate. De plus, des études de libération 

de médicament à partir des films ont été effectuées en faisant varier le pH. Le complexe 

[Cu(His)2Cb] a été incorporé en tant que médicament dans les films composites. Le 

relargage de médicament des films s'est révélé être affecté également par le procédé 

de réticulation et par le pH du milieu de diffusion. Les résultats préliminaires suggèrent 
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que ces nouveaux polymères réticulés à base de PV A-Ch ont un grand potentiel pour 

des médicaments à libération contrôlée 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 «intemal 

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(II) with albumin in blood. Dysregulation of copper metabolism leads to 

various diseases. The transport properties of copper(II) 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(II)-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 fonction of many 

proteins. Copper complexed to free L-Histidine, as [Cu(His)2], is used in the treatment 

of the neurodegenerative Menkes disease and cardioencephalomyopathy. This study 

was aimed to coordinate copper(II) 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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CuCh and crystalHzed 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,l-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 moµse P19 stem cells. 

The complexes were in the form of [Cu(ligand)2] and exhibited tridentate CL-Histidine), 

bidentate (L-Serine and Biuret) or monodentate (Urea) coordination with copper. All 

complexes and their ligands had antioxidant capacity, the [Cu(His)2Ch] complex being 

the most potent. Contrarily to [Cu{Urea)2Ch] and [Cu(Biuret)2Ch], the [Cu(Ser)2] and 

[Cu(His)2Ch] complexes were stable in different media including water, physiological 

saline and intestinal-like solutions. Although only [Cu(His)2Ch] showed a good 

neurocompatibility (about 90 % at concentrations up to 200 µM), the cytotoxicity of 

the other copper complexes was lower ( to equivalent concentrations of CuCh). These 

findings open new perspectives for the use of [Cu(His)2Ch] 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 (PV A) 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 (Ml) method, the 

polyvinyl alcohol (PV A) was cross-linked with STMP separately and was added to the 

non-crosslinked chitosan (Ch). In the method (M2), PV A cross-linked by STMP was 

added to chitosan (Ch) cross-linked with Gp. For the third method (M3), PV A cross-



XXIV 

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 PV A, the swelling rate of composite has 

decreased. Also, by increasing the genipin content as a co-crosslinker in the PV A-Ch 

composite, the swelling rate significantly decreased, reflecting the mobility loss of the 

polymer network and hydrophilic behavior of film. 

Moreover, cytotoxicity and cell v_iability 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)2Cb] 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 preliminary results suggest that these novel PV A-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 



PRÉAMBU:CE 

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 fonctions biologiques dans le contexte intra et extracellulaire des systèmes 

vivants (O'Dell, 1976). Parmi les ions métalliques, le cuivre(II) joue un rôle 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 être extrêmement toxique en excès en raison de sa capacité à générer des radicaux 

libres (Deschamps et al., 2005). Les complexes d'acides aminés avec du cuivre ont fait 

l'objet de beaucoup d'attention et de nombreuses études ont été réalisées ces dernières 

années. L'histidine cuivre(II) présente dans le sang humain joue un rôle clé dans 

l'absorption de cuivre dans la cellule (Duchesne et al., 2001). L'histidine possède un 
groupe fonctionnel imidazole qui peut coordiner le cuivre dans des métalloprotéines et 

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

Les propriétés de transport du complexe cuivre(Il)-L-histidine ont conduit à son 

application dans le traitement de la maladie de Menkes (maladie neurodégénérative 

génétique fatale) caractérisée par une absorption insuffisante du cuivre(II) (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 et al., 2004). La L-sérine (Ser) est un acide aminé 
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non essentiel qui peut être synthétisé par de nombreuses cellules, à l'exception de 

certains types, telles que les sous-populations de cellules gliales et neuronales qui 

dépendent de l'absorption de Ser pour soutenir leur survie et leur développement 

(Pecul, 2006). Le cuivre complexé avec Ser pourrait être capturé par des cellules via 

des transporteurs de Ser dans des situations de transporteurs de · cuivre régulés 

négativement. L'urée est un produit endogène du catabolisme des protéines et des 

acides aminés et est présente à différentes concentrations dans le sang et divers organes 

(Duchesne et al., 2001 ). Dans des conditions physiologiques, il a été montr~ que l'urée 

agissait en tant qu'antioxydant et en tant qu'agent cardioprotecteur (Wang et al., 1999). 

Le biuret est souvent utilisé avec l'urée dans l'alimentation animale comme excellent 

additif azoté non protéique, offrant une meilleure palatabilité par rapport à l'urée 

(Currier et al., 2004). Il 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 êtres humains augmente, mais avec l'augmentation de la 

sénescence, il existe également un risque de maladies métaboliques et neurologiques. 

Une des principales raisons de ces dysfonctionnements est le dommage oxy1atif. Les 

espèces réactives de l'oxygène (ROS) induisent des lésions oxydatives des 

biomolécules et des organites, puis entraînent diverses maladies telles que Parkinson, 

Alzheimer, des dysfonctionnements cardiaques et même des cancers (Guidi et 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 intérêt. Le corps humain contient environ 100 à 150 mg de cuivre et la 

dose quotidienne recommandée est de 1 à 3 mg (Adelstein et Vallee, 1961). Le 

syndrome de Menkes est une maladie génétique héréditaire due à un gène non typique 

(ATP7 A), 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 excès de cuivre dans les 

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

Cette maladie fatale provoque la mort dans la première décennie de la vie du patient. Il 

n'y avait pas de remède pour le syndrome de Menkes. Un traitement précoce avec des 

injections d'histidine de cuivre peut apporter un bénéfice temporaire [Deschamps et 

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 être approfondies, mais des recherches 

préliminaires ont montré que la thérapie à 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 possedent des propriétés anti-

inflammatoires qui aident à réduire les symptômes (douleur et raideur) de la 

polyarthrite rhumatoïde (Sorenson et Hangarter, 1977). Par conséquent, l'isolement du 

complexe de cuivre(II) à l'état solide peut être utile pour une administration 

transdermique dans diverses maladies liées au cuivre. 

Les systèmes 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 systèmes, en raison de leurs propriétés filmogènes. L'objectif du projet était de 

produire des complexes de cuivre et à les incorporer dans des timbres transdermiques 

(afin de mettre au point un traitement de la maladie de Menkes ou d'autres maladies 

liées à une carence en cuivre. 

Les hydrogels ont fait l'objet d'une attention considérable au cours des dernières 

décennies, principalement en raison de leur mollesse, non-toxicité et biocompatibilité 

(Hamidi et al., 2008). La principale limite d'utilisation des hydrogels est liée à leurs 

propriétés mécaniques médiocres. Pour améliorer cet inconvénient, les hydrogels 

peuvent être modifiés par mélange physique (Chuang et al., 1999), par de réticulation 
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chimique / physique ou par interpénétration de réseaux de polymères (Dimida et al., 

2015; Peniche et al., 1999). Nous avons choisi deux types de polymères : le chitosane 

(naturel) et l'alcool polyvinylique (PVA, synthétique). 

Le chitosane est un polysaccharide naturel composé de résidus de P-(1,4)N-

acétylglucosamine et de glucosamine répartis de manière 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 systèmes de séparation biochimiques dans les domaines médical, 

pharmaceutique, chimique, agricole, le génie tissulaire, les biomatériaux et les 

systèmes à libération contrôlée de médicaments (Kim et al., 2008; Koppolu et al., 2014; 

Kweon et al., 2003). La nature hydrophile du chitosane exige certaines modifications 

chimiques avant d'être utilisé 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 polymèriques pour améliorer les propriétés 

texturales en les rendant plus résistants (Zhang et al., 2010). Les hydrogels de chitosane 

peuvent être préparés par réticulation physique ou chimique de chaînes polymères. Des 

polymères synthétiques tels que le PV A sont mélangés à des polymères naturels, tels 

que le chitosane, afin d'améliorer leurs propriétés mécaniques médiocres (Tanigami et 

al., 1995). Le PV A est un polymère synthétique hydrosoluble largement utilisé dans 

des applications pharmaceutiques et les biomatériaux (Chan et al., 1999). En raison de 

sa bonne stabilité chimique, hydrophilicité, non- toxicité, biodégradabilité, 

biocompatibilité, de sa bioadhésivité et de sa non cancérogénicité, le PV A est un bon 

candidat pour des applications biomédicales (Abraham et al., 2016). De plus, le PVA 

possède d'excellentes propriétés physiques et mécaniques et une bonne tendance 

filmogène en raison de l'abondance de groupes hydroxyle (Lee et al., 1996). Par 

conséquent, la combinaison de ces deux polymères (PV A et chitosane) peut contribuer 

à améliorer les propriétés mécaniques du nouveau composite. 



CHAPITRE! 

LES COMPLEXES DE CUIVRE 

1.1 La chimie du cuivre 

La recherche en chimie du cuivre et en synthèse de médicaments est dominée par les 

composés utilisant les états d'oxydation les plus courants (Santini et al., 2014). Le 

cuivre possède trois états d'oxydation: Cu(I), Cu(II), Cu(l11) et forme essentiellement 

deux types de composés : les composés cuivreux Cu(I) et cuivriques Cu(II). Les ions 

Cu(I) ont une configuration d 10 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 à présenter une géométrie linéaire, trigonale ou tétraédrique 

(Rorabacher, 2004; Tisato et al., 2010). Les ions Cu(II) ont une configuration d9 et des 

complexes avec une géométrie de coordination favorisent des géométries de 4 à 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-à-vis des donneurs N, 0, S (Iakovidis et al., 2011). 

La stabilité des complexes de métaux divalents peut être prédite dans une certaine 

mesure en utilisant la série d'Irving-Williams (page 17). Ainsi, Cu(II) est un bon choix 

de métai car les complexes seraient plus stables par rapport à d'autres espèces de 

métaux potentiels. La capacité du cuivre à assumer deux états d'oxydation, oxydé 

(Cu2+) ou réduit (Cu+), fournit le pouvoir redox permettant de conduire des réactions 

enzymatiques et coordiner avec des ensembles distincts préférés de ligands d'acides 
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aminés pour une variété de structures de protéines. Pour exemple, Cu+ préfère les 

ligands riches en thiol et le Cu2+ est souvent associé à des ligands de l'azote ou de 

l'oxygène (Davis et O'Halloran, 2008). 

Bien que les ions de cuivre soient essentiels à la croissance et au développement normal 

des mammifères, il est probable que l'excès de Cu s'engage dans une chimie redox qui 

génère 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 qui concerne l'hétérogénéité 

des ligands et la diversité des applications thérapeutiques. 

L'homéostasie du cuivre dans les systèmes vivants 

Les enzymes à cuivre utilisent le métal comme donneur/accepteur d'électrons grâce 

aux deux états redox Cu(I) et Cu(II). Cependant, les propriétés d'oxydoréduction du 

cuivre peuvent également provoquer des dommages au sein de la cellule. C'est 

pourquoi l'homéostasie du cuivre est devenue une nécessité dans l'évolution du 

métabolisme aérobie. En conditions anaérobies, le cuivre passe de l'état Cu(I) à l'état 

Cu(II) (Verwilst et al., 2015). Les systèmes de prise en charge du cuivre doivent 

d'abord être 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 où tous les ions cuivre sont pris en charge par des 

chélateurs couplés à des systèmes d' efflux (Rae et al., 1999), des bactéries doivent 

prendre en charge différents groupes de coordination (Festa et Thiele, 2011). On sait 

que Cu(I) 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 
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Il est connu que Cu(II) est un cofacteur pour les métalloenzymes, notamment la 

superoxyde dismutase (EC 1.15.1.1), la cytochrome c 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 et al., 2011). Les états d'oxydation du cuivre 

permettent d'interagir avec diverses protéines qui entraînent une multitude de réactions 

biochimiques. Compte tenu de ses nombreux rôles biologiques, les niveaux de Cu(II) 

sont étroitement régulés à tous les niveaux, y compris l'absorption, la distribution, la 

détoxification et l'élimination cellulaire (Balamurugan et Schaffner, 2006; Pena et al., 

1999). Ces mécanismes sont essentiels pour maintenir l'homéostasie du cuivre et éviter 

les toxicités associées. 

Le cuivre est absorbé par l'organisme au niveau de l'intestin grêle. Existant 

principalement à l'état redox Cu2+ dans l'espace extracellulaire (Fig. 1.1), il est réduit 

en eu+ par des réductases sur la surface de la cellule et est ensuite transporté à travers 

la membrane cellulaire par le transporteur humain de cuivre 1 (hCTRl ), 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 

à 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 à 

leurs cibles intracellulaires. 

Le hCTRl est le transporteur de cuivre principalement responsable de l'apport de Cu 

dans la cellule. ATOXl est gène code pour un chaperon en cuivre. Chez les 

mammifères, ATOXl joue un rôle clé dans l'homéostasie du cuivre car elle fournit du 

cuivre du cytosol aux transporteurs ATP7A et ATP7B (Klomp, 1997). Par exemple, 

ATOXl est requis pour que le cuivre soit livré à une ATPase de transport, ATP7A, 

exprimée dans le réseau trans-Golgi (TGN), où le cuivre est inséré dans une variété de 

protéines. Le rôle del' ATP7B, montré dans l'intestin grêle, est encore mal compris. 
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Dans les situations d'exposition forte au cuivre, hCTRl est endocyté, la 

métallothionéine est induite et A TP7 A se déplace vers une autre localisation. En 

conséquence, les entérocytes de l' intestin grêle libèrent du cuivre au site apical vers le 

sang (Gupta et Lutsenko, 2009; Sharp, 2003). De nouveau, afin d' éliminer les 

dommages oxydatifs, les ions Cu libres dans le sang sont liés par l ' albumine sérique, 

mais surtout par la CP (Bento et al. , 2007), pour ensuite être transportés au foie. 

Ensuite, les ions Cu sont à nouveau transportés à travers la membrane cellulaire par 

hCTRl et dans ce cas, Atox 1 fournit les cations à l 'ATP7B. Lors de la livraison à 

A TP7B dans le réseau trans-Golgi, le Cu est inséré dans la CP (la ferroxidase) est 

libérée dans le flux sanguin (Harris et Gitlin, 1996; Verwilst et al. , 2015). 

Lumen Entérocyte Veine porta le Hépathocyte Sang 

eu·• 
• 

• • 

Figure 1.1 Régulation cellulaire des niveaux de cuivre. Le cuivre, existant 

principalement à l' état redox Cu2+ dans l'espace extracellulaire, est réduit par les 

réductases sur la surface de la cellule et est ensuite transporté à travers la membrane 

cellulaire par hCTRl. D'après (Verwilst et al. , 2015). 

1.1.1 Les ions de cuivre en physiopathologie 

Les besoins alimentaires en cuivre ne sont que de O. 7 à 0.9 mg/jour et pourtant, il est 

essentiel à la croissance et au développement de tous les organismes aérobies (Festa et 

Thiele, 2011; Fraga, 2005). La dérégulation de l'homéostasie du Cu(II) a permis de 
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mieux comprendre son importance dans la physiologie humaine (Menkes, 1999). Par 

exemple, les mutations génétiques dans ATP7 A, qui code pour une ATPase 

transportant le Cu, conduisent à la production d'une enzyme dysfonctionnelle tronquée, 

entraînant une faible distribution du Cu, ce qui est lié à une maladie mortelle appelée 

syndrome de Menkes. Puisque l' A TP7 A est responsable du transfert et de la libération 

du Cu en tant que cofacteur et régulateur de certaines enzymes ainsi que de l' efflux de 

Cu des cellules, la perte de la fonction ATP7 A entraîne une accumulation de Cu dans 

certains tissus, tels que l'intestin grêle. D'autre part une déficience systémique en Cu 

conduit à une neurodégénérescence et à des anomalies de croissance (Daniel et al., 

2004; Kaler, 2013; Kaler, 1998). 

La maladie de Menkes se caractérise par des cheveux crépus, fragiles et incolores, une 

peau hypopigmentée et lâche, des retards mentaux ou de croissance, la 

neurodégénérescence et la mort avant trois ans (Danks et al., 1972). La maladie est 

diagnostiquée chez 1 personne sur 298 000 à 357 000 bébés nés et affecte 

principalement les garçons. Les symptômes les plus graves de la maladie correspondent 

à l'incapacité à absorber les ions Cu2+ de la circulation sanguine. Lorsqu'elle est 

diagnostiquée tôt, la supplémentation du Cu sous forme d'un complexe cuivre-histidine 

peut limiter les symptômes neurologiques de la maladie (Bento et al., 2007). 

Cependant, le résultat du traitement dépend en grande partie de l'activité résiduelle de 

ATP7A mutante et du moment du traitement initial (Kim et al., 2003; Kodama et al., 

2012). L'injection parentérale de cuivre, rapportée en 1993, est la plus efficase thérapie 

(Deschamps et al., 2005). Son efficacité dépend de l'âge de la première administration 

et du type de mutation du gène (Gala et al., 2014). En revanche, la maladie de Wilson 

est une maladie provoquée par des mutations de l' ATP7B, principalement exprimées 

dans le foie et le cerveau. Le dysfonctionnement de l' A TP7B entraîne une altération de 

l'excrétion de l'excès 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. Étant donné 
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que les plus grandes quatités de céruloplasmine (CP) sont produites par les hépatocytes, 

de nombreux patients présentent des taux de Cp dans le sang extrêmement faibles, car 

l'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 symptômes neurologiques 

causés par l'excès 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 à 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 chaînes 

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 l'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). 
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Tableau 1.1 

biochimiques 

Enzymes reconnues dépendantes du cuivre et leur fonctions 

Enzvme dépendante du Cu Fonction 
Accumulation et conservation de la réserve de fer, 

Céruloplasmine ferroxidase, transport du cuivre, mimétique de 
l'activité de la SOD. 
Catalyse la dismutation du superoxyde en oxygène 

Superoxyde dismutase (Cu/ et peroxyde d'hydrogène. Il joue le rôle le plus 
important dans la protection antioxydante de Zn-SOD) presque toutes les cellules qui sont en contact avec 
l'oxygène dans n'importe quelle mesure. 

Cytochrome c oxydase Agent réducteur d'oxygène. 
Tyrosinase ( catéchol Formation de mélanine. oxydase) 

Diamine oxydase Inactivation de l'histamine et des polyamines 
( cellulaire et extracellulaire ). 

Amine oxydase Inactivation de l'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 rôle des ions métalliques est directement 

lié à la maladie humaine et l'identification des résidus de liaison aux ions métalliques 

revêt une grande importance pour le développement de médicaments moléculaires 

destinés à leur traitement. Le complexe glycine-L-histidine-L-lysine cuivre (GHK-Cµ) 

est le complexe tripeptide-métal naturel le plus connu pour son activité anti-

vieillissement. 

La céruloplasmine (CP) est une chaîne polypeptidique unique ayant une masse molaire 

d'environ 132 kDa et contient sept ions Cu(II). 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 
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bleu a une structure tétraédrique déformée, dans laquelle le cuivre est lié à quatre 

chaînes latérales d' acides aminés (Fig. 1.2). 

Figure 1.2 Coordination du cuivre dans la céruloplasmine. Dans les formes 

oxydées et réduites d'une protéine de cuivre bleue (CP), le cuivre est coordiné par 

quatre ligands dans un arrangement approximativement tétraédrique. D'après (Bento 

et al. , 2007). 

En plus de son rôle potentiel dans la libération du cuivre aux cellules et dans l' excrétion 

du Cu corporel, cette glycoprotéine est une ferroxidase et catalyse la conversion du fer 

ferreux en fer ferrique qui est ensuite est transféré à la transferrine (porteur plasmatique 

du Fe3+). Cela permet d' amener le fer de l' extérieur des cellules pour un transport 

ultérieur de la moelle osseuse aux globules rouges, où réside la majorité du fer (David 

et Patel, 2000). En cas de carence sévère en cuivre, il y a peu ou pas de CP contenant 

du cuivre dans le plasma et les tissus, ce qui entraîne une accumulation de fer dans le 

foie (Frieden et Hsieh, 1976; Tapiero et al. , 2003). Les niveaux de CP immunitaire 
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mesurés de manière enzymatique et ils sont utilisés pour évaluer le stockage de Cu dans 

le corps, car il agit comme une protéine réactive aiguë dans les situations de stress et 

de traumatisme (Bento et al., 2007). 

1.2.1 La cytochrome c oxydase 

La cytochrome c oxydase (CCO) est liée à la membrane mitochondriale interne. C'est 

une enzyme qui fait partie de la chaîne respiratoire mitochondriale et qui participe donc 

à la production d'énergie. Elle possède deux hèmes, un cytochrome a et un cytochrome 

a3, et deux centres de cuivre(Liu et al., 2014). C'est l'oxydase terminale dans la plupart 

des organismes aérobies et elle réduit l'oxygène moléculaire (02) en eau. En plus de la 

réduction de 1'02, la cytochrome c oxydase pompe les protons de l'intérieur vers 

l'extérieur de la membrane (Tapiero et al., 2003). Des études ont montré que les 

activités de la CCO étaient réduites en raison de l'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 gènes (Vasak, 2005). Les fonctions biologiques des MTs sont : 

détoxification des tissues contaminés par des ions métalliques , y compris des ions non 

essentiels et en excès, 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 même être réduit en forme inactive Cu+. Les MTs sont induites (dans des 

conditions déficientes en Cu) pour maintenir l'activité des proenzymes à 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 à partir de ses acides aminés et 

dépendent de l'interaction avec les cofacteurs, de la liaison avec les ions métalliques et 

de l'interaction avec d'autres protéines (Akram et al., 2011). Les complexes de métal-

acide aminé ont fait l'objet de nombreuses recherches expérimentales et théoriques au 

cours des dernières décennies en raison de leur capacité à imiter les sites actifs de divers 

systèmes 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 coûteuses 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 nécessité de l'heure dans le domaine de la 

conception rationnelle des métalloprotéines (DeGrado et al., 1999; Lu et al., 2001) et 

de l'élargissement du spectre des propriétés des métalloprotéines conçues 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. Il a été estimé qu'environ 30 % de toutes les protéines contiennent au 

moins un métal. Les nombreux ions métalliques qui se lient aux protéines sont 

respectivement les ions cuivre, fer, magnésium, manganèse et zinc. La série d'Irving-

Williams montre la tendance de l'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 être fournis par des groupes amine et 

carboxyle de la chaîne principale mais dans les protéines, la liaison du métal est réalisée 

par les chaînes latérales d'acides aminés. En particulier, les groupes carboxylates de 
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l'acide aspartique et de l' acide glutamique; les groupes hydroxyle de la sérine, de la 

thréonine, de la tyrosine; le groupe imidazole de l'histidine et du tryptophane 

permettent de lier des métaux en tant que groupes donneurs (Wilson et al. , 1970). Les 

autres chaînes latérales qui lient les ions métalliques comprennent les groupes 

carboxyle (moins souvent les groupes amine) de l ' asparagine et de la glutamine; les 

groupes thiol de la cystéine et thioéther de la méthionine (Fig. 1.3). 
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Figure 1.3 

aminés. 

Coordination sur des fonctions des chaînes latérales des acides 

Les acides aminés aromatiques sont la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane et 

l'histidine (Akram et al. , 2011 ). Ils ont une stabilité supplémentaire en raison de la 

disposition des électrons n situés au-dessus et au-dessous du plan du cycle aromatique 

(Bukharov et al. , 2014). Les interactions qui se produisent entre les chaînes latérales 

des résidus d' acides aminés aromatiques sont désignées sous le nom d' interactions 

aromatiques-aromatiques n-n. Les interactions cation-n entre les acides aminés 

protonés (Arg+, Lys+ et His+) et les acides aminés aromatiques (Phe, Tyr, Trp et His) 
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sont 2.5 à 5 fois plus fortes que les liaisons hydrogène classiques et sont moins affectés 

par le solvant et le pH que les interactions l'électrostatique (Shimazaki et al., 2009). 

Les complexes de cuivre avec des composés aromatiques. hétérocycliques ont fait 

l'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 l'environnement et science des 

matériaux (Bukharov et al., 2014). 

Les complexes de métaux de transition avec des acides aminés dans des protéines et 

des peptides sont utilisés dans de nombreux processus biologiques, tels que le transport 

d'oxygène, le transfert d'électrons et l'oxydation. Une étude a établi que les ions 

métalliques coordinés au cycle imidazole de l'histidine peuvent être impliqués dans 

l'empilement du cycle avec la chaîne latérale aromatique 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-n, hydrogène-n et 1t-1t 

(Shimazaki et al., 2009). 

Les complexes de cuivre(II) d'acides aminés et de peptides contenant les résidus 

chélateurs de bis(imidazolyle) ont été grandement passés en revue dans la littérature 

(Prenesti et Berto, 2002). Les résultats révèlent que les analogues bis-imidazolyle sont 

des ligands très efficaces pour la liaison des métaux. Les atomes d'azote ( donneurs 

d'électrons) de l'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 manière significative la capacité de liaison des ligands au métal, 

dépendamment de la localisation des résidus histidyle dans la chaîne peptidique 

(Prenesti et Berto, 2002; Sarkar, 1999). 
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1.3.1 Généralités sur les complexes à 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 où chaque atome 

retient un électron mais un lien de coordination est une liaison dite « dative » où une 

paire d'électron partagée provient d'un seul atome (Wulfsberg, 2002). La théorie du 

champ cristallin permet d'organiser dans l'espace l'orientation des ligands. Pour cela, 

chaque ligand est considéré comme une charge ponctuelle. Idéalement, les électrons 

s'organisent autour de l'atome pour avoir des énergies équivalentes, or ce n'est pas le 

cas; certains peuvent être appariés, d'autres seuls et des orbitales peuvent être vides. 

Comme l'interaction avec un ligand peut être liante, non-liante ou antiliante, elle 

pourrait dépendre de l'organisation et l'orientation des orbitales. La façon 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 octaèdre 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 à la même distance (a). La densité 

électronique autour du cuivre n'est pas homogène par la présence des électrons d, ce 

qui dégénère les niveaux énergétiques et donne lieu à la géométrie octahédrique 

déformée, où les ligands axiaux sont plus distants. Comme le cuivre est à champ faible, 

il préfère avoir des ligands moins fortement liés que de pairer ses électrons (b ). Dans 

un complexe d8 à champ fort comme pour le paladium, les électrons du cuivre préfèrent 

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 l'organisation des ligands dans des 

complexes. D'après (Wulfsberg, 2002). 

Le Cu, de nombre atomique 29, possède 11 électrons externes qui s'organisent en 3d10 

4s 1• L'électron seul peut être donné pour former l'état d'oxydation Cu+ qui est stable. 

La théorie du champ cristallin utilise l'hypothèse 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 à la liaison. Lorsque 

l'énergie requise pour former une paire d'électrons est supérieure à l'énergie de liaison, 

l'électron s'engagera plutôt dans la coordination avec le ligand. Les complexes qui ont 

tendance à former des paires d'électrons sont dits à champ élevé. 
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Selon l'énergie d'appariement de l'ion métalique et le caractère du ligand, il est 

possible de prédire le type de complexe formé. Les types de liaisons aussi vont 

influencer l'énergie des orbitales si c'est une liaison sigma ou pi, liante ou anti-liante. 

Il peut être difficile de prévoir l'impact d'un champ faible ou fort sur l'environnement 

d'un complexe, p~ contre, l'appariement des électrons a un impact sur le rayon de 

l'atome (Fig. 1.5). Ainsi, à champ fort, les atomes ont un rayon plus petit qu'à champ 

faible. Aussi, l'état d'oxydation a un impact sur le rayon: i.e. Cu(II) est plus gros que 

Cu(III). 

Cela a une importance capitale au niveau biologique car certains composés comme les 

porphirines peuvent chélater de façon très spécifique certains ions selon la structure du 

cycle et le rayon de l'ion. Cela s'observe avec le Mg de la chlorophylle et le Fe de 

l'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 « frontières ». Les métaux de la 

fin du bloc d se comportent comme des acides« mous », c'est-à-dire qu'ils sont gros, 

polarisables et que leur orbitale innocupée de plus basse énergie (de l'anglais LUMO : 

lowest unoccupied molecular orbital) est moins énergétique que celle des acides durs. 

Chargés 2+, ils forment des complexes stables avec des ligands à champ faible. La 

stabilité des complexes suit presque l'ordre du tableau périodique : Mn2+ < Fe2+ < Co2+ 

< Ni2+ < Cu2+ > Zn2+ et cette série est nommée Irving-Williams. Elle s'applique bien à 

l'étude des métalloenzymes mais pas aux macrocycles à cause de leur sélectivité 

stérique. 
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Figure 1.5 Rayon atomique des métaux de la série d. D'après (Wulfsberg, 

2002) 

1.3.2 L'histidine 

L'histidine joue un rôle clé dans l'évolution chimique et la chimie prébiotique pour sa 

capacité d'auto-assemblage (l'auto-assemblage, de l'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 

possède un groupe imidazole (la partie résonante) lui donnant des propriétés d'intêret 

(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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(Creighton, 1993; Ebel et Rehder, 2006; Sundberg et Martin, 1974). L'histidine est liée 

à des fonctions catalytiques et est présente dans le site actif de plusieurs enzymes 

associées au transfert d' électrons. L' histidine a non seulement une polyvalence 

structurelle et catalytique, mais elle possède également la polyvalence métabolique, 

étant un précurseur des dérivés d' acides aminés méthy lés tels que l' alanine, la 

méthionine. (Richardson et al. , 1975). 

Le complexe bis(L-histidine)cuivre(II) est impliqué dans le transport du cuivre avant 

son entrée dans les systèmes de transport cellulaire (Fig. 1.6b ). Des preuves de 

l' existence d'un complexe de coordination tertiaire entre l ' albun1ine, le cui vre(II) et la 

L-histidine dans des conditions physiologiques ont été présentées (Balamurugan et 

Schaffner, 2006). Les propriétés de transport du bis(L-histidine)cuivre(II) ont conduit 

à son application au traitement de la maladie de Menkes, une maladie 

neurodégénérative génétique mortelle (Deschamps et al., 2005). 

a) 
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H 

Figure 1.6 
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N 

Structure de l'histidine (a) et du complexe [Cu(His)2] (b). 

L'histidine participe à la coordination des ions cuivre dans plusieurs protéines à cuivre, 

y compris le superoxyde dismutase (SOD), la céruloplasmine (CP), l'ascorbate 

oxydase, etc. L' ion imidazolate est présent sous forme d'un ligand entre les ions cuivre 

et zinc dans le superoxyde dismutase (CuZn-SOD) (Fig. 1. 7). 
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Parmi tous les acides aminés, la L-histidine est l'un des plus puissants ligands de 

coordination aux métaux et joue un rôle important dans la liaison des ions métalliques. 

La L-histidine a trois sites potentiels de liaison des métaux (Fig. 1.6b) : l'oxygène du 

carboxylate (Ücarboxyl), l'azote de l'imidazole (Nim) et l'azote de l'amine (Nam) . L'azote 

de l'imidazole des résidus L-histidine constitue souvent l'atome principal par lequel 

les ions métaliques sont liés aux protéines. Le système est anormal, probablement parce 

que, bien que le métal puisse se coordiner aux groupes amine, imidazole ou carboxyle 

de l'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 

manière, l'anion ligand histidine (L-) et le zwitterion (HL+-) peuvent agir comme des 

espèces chélatantes, donnant les complexes différents, [CuL]+, [CuHL]2+, [CuL2], 

[CuHL2t et [Cu(HL)2]2+ (Deschamps et al. , 2005). 

Figure 1.7 Représentation schématique du site actif de CuZn-SOD. D'après 

(Richardson et al. , 1975) 

En outre, l' histidine est impliquée dans le transport du cuivre vers des cellules in vivo, 

à partir d'albumine. Une petite fraction de cuivre(II) liée à L-histidine maintient une 

réserve de cuivre(II) échangeable, en équilibre avec l'albumine dans le sang humain. 

L'échange de cuivre(II) entre la L-histidine et l'albumine module la disponibilité du 
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cuivre. En solution aqueuse, le système cuivre(II)-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 à partir 

des études réalisées en solution et de celles déterminées par la diffraction des rayons X 

sur un cristal unique. 

À pH 2, l'espèce prédominante est MHL (M: métal; H: hydrogène; L: ligand). La 

localisation du proton ionisable dans MHL est incertaine. Les résualts de IR semblent 

indiquer clairement les liaisons Nïm de l'imidazole et les liaisons carboxyle-oxygène-

ÜcarboxyJe. Valensin et al (1985) et Deschamps et al (2005) suggèrent 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 espèce qui a été 

cristallisée à partir d'une solution aqueuse (pH 3.7). La structure des espèces ML est 

presentée dans la Figure. 1.8c; èspece cationique de l'isomère trans MH2L2 a montré 

que deux atomes de Nam et deux atomes d'Ocarboxyle sont coordinés à l'ion Cu2+ 

(Evertsson, 1969). 

La structure de MHL2 (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(II) / His en solution à différents pH a été étudiée par Sarkar et ses 

collaborateurs à l'aide de la RMN à l'état solide. Ils ont proposé des modèles de liaison 

Cu(II) / His à différentes pH, vérifiés par des calculs théoriques DFT (de l'anglais: 

Density Functional Theory) (Deschamps et al., 2005). Ils ont aussi rapporté l'isolation 

et la résolution de la structure par analyse de rayons X de l'espèce physiologique ML2. 
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Figure 1.8 Différentes structures des complexes de cuivre-histidine 

obtenues par diffraction des rayons X. (a) MHL, (b) MH2L2, (c) ML, (d) MHL2 

D'après (Deschamps et al., 2005). 

La figure 1.9 montre la structure cristalline obtenue par analyse de rayons X de ML2, 

un complexe neutre à 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'Ocarboxyle, tandis que l'autre se lie en un ligand monoanionique tridenté au centre 

du cuivre(II) par l'intermédiaire de ses atomes Nam, Nïm et Ücarboxyle- L'atome d' Ücarboxyle 

se trouve dans une position axiale. 

La spectroscopie d'absorption des rayons X étudie l'absorption en fonction de l'énergie 

du rayonnement. Un rayonnement de faible énergie est peu absorbé mais lorsque 
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l'énergie augmente, il survient une brusque augmentation de l'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 l'anglais: X-ray Absorption Near Edge Structure, spectroscopie de 

structure près 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 l'anglais: Extended X-ray Absorption Fine Structure, structure fine 

d'absorption étendue des rayons X) et correspond à l'éjection d'un électron. 

E902w 
(12) 

Figure 1.9 Structure cristalline aux rayons X du complexe ML2 (02W: la 

molécule d'eau). D'après (Deshamps et al. 2005). 

La géométrie des complexes métal-histidine à 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 l'histidine avec Cu(II) et Zn(II) ont des 

configurations plus désordonnées que les complexes avec Mn(II), Co(II) et Ni(II). 
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La longueur des liaisons entre l'histidine et les ions métalliques est représentative de la. 

stabilité des complexes. Elle suit l'ordre de la série d'Irving-Williams, qui stipule que 

la stabilité des complexes à spin élevé formés par les ions divalents des métaux de 

transition de la première rangée suit l'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'après (Sarkar et Wigfield, 1967). 

1.3 .3 La L-Sérine 

La L-sérine (Ser) est un acide aminé non essentiel qui peut être synthétisé par de 

nombreuses cellules, à l'exception de certains types de cellules, telles que les sous-

populations de cellules gliales neuronales qui dépendent de l'absorption de Ser pour 

assurer leur survie et leur développement. (Fig. 1.11). Elle a des propriétés essentielles 

dans la biosynthèse des purines et des pyrimidines, préservant l'état normal du système 

immunitaire, participant à la formation de sites actifs de plusieurs enzymes et servant 

de précurseurs à plusieurs 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 manière 

bidentée à la plupart des ions métalliques. La synthèse et la caractérisation des 
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complexes Pt(II) de L-Ser ainsi que et les aspects caractéristiques thermodynamiques 

de la fom1ation de complexes entre les ions de métal de transition 3d et le L-Ser en 

solution aqueuse ont été étudiés. 

0 

NH2 

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 stabilité de ces 

complexes (Sharma, 1967). Mandal et al.2015 ont rapporté que la géométrie du 

complexe Zn(L-Ser)2 était presque tétraédrique, tandis que les géométries pour les 

complexes Ni(L-Ser)2 et Cu(L-Ser)2 étaient de type plan carré (Fig. 1.12). 

L-Ser (ga~ phase) Zwiuerionic L•Set Ni{l.--S<."l'h 

Cu(L-Scth Zn(L-Ser) l 

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

métalliques. D'après (Mandal et al. , 2015). 
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Des calculs théoriques ont été effectués sur les complexes [glycine-eut, [sérine-Cut 

et [cystéine-eut. L'étude de plusieurs types de structures pour chaque complexe 

montre que le site de liaison préféré de Cu+ implique une chélation entre l'oxygène du 

carbonyle et l'azote de l'amine. Une chélation supplémentaire avec le groupe alcool de 

la sérine ou le groupe thiol de la cystéine conduit à 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 l'urée 

L'urée est physiologiquement très importante; c'est le principal produit azoté du 

métabolisme des protéines. Elle a un point de fusion de 132 °C et est soluble dans l'eau 

et l'éthanol, mais insoluble dans l'éther. L'urée est une molécule organique hautement 

polaire (Fig. 1.13) largement utilisée dans l'alimentation des animaux comme source 

d'azote à faible coût pour favoriser la croissance, sous forme d'engrais pour le sol 

(George et al., 1997; Sharma et al., 2014), pour préparer les barbituriques (Finar, 1973), 

sous forme de résine formaldéhyde-urée pour les plastiques (Ebdon, 1997), pour 

ramollir la cellulose (dans l'industrie papetière) et pour favoriser la guérison des plaies 

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

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

a) b) 
0 0 0 

)l 
H2N NH2 H N)lNHJlNH 2 2 

Figure 1.13 Structure (a) de l'urée et (b) du biuret. 

Étant un produit endogène du catabolisme des protéines et des acides aminés, elle est 

présente à 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 d~s ions métalliques, certains sont utilisés 

comme engrais (Kim et al., 1989). Les complexes d'urée avec le nitrate de zinc, 

[Zn(urée)4](NO3)2 ·2H2O, et le sulfate de zinc, [Zn(urée)6]SQ4"H2O, ont une application 

très 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)4](NO3)2, a également été utilisé comme engrais 

pour adduits (Wang et al., 2010). 

Dans la circulation systémique, l'urée à haute concentration est considérée comme 

toxique et provoque des perturbations dans de nombreux processus cellulaires (Burg et 

al., 2007). Cependant, à faible concentration, l'urée offre une protection des organes 

vitaux (cerveau, foie, cœur) contre les dommages dus à la peroxydation des lipides 

(Lukash et al., 1980). Des études antérieures ont montré que l'urée agissait en tant 

qu'antioxydant et agent cardioprotecteur (Wang et al., 1999) offre une protection 

contre les lésions oxydatives dans l 'hyponatrémie (Soupart et al., 2002). Compte tenu 

de la forte incidence de l'urée dans la vie quotidienne, il était intéressant d'étudier son 

impact sur les neurones. 

Les études sur les complexes métalliques de l'urée ont été nombreuses ces dernières 

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 

possède trois sites de coordination: l'oxygène du groupe carbonyle et les deux atomes 

d'azote. Néanmoins, malgré ces trois possibilités, l'urée agit habituellement comme un 

ligand monodenté. 

L'urée est généralement coordinée en tant que ligand monodenté, par l'atome 

d'oxygène, formant ainsi un angle C=O· ·M inférieur à 180°, selon l'hybridation sp2 de 

l'oxygène (Fig.1.14A). Le mode de coordination bidenté par Net 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 [Hg2Cl4(urée)2]2+ chaque molécule d'urée relie les deux atomes de Hg 

par l'atome d'oxygène (Fig. 1.14c). 
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Figure 1.14 Les modes de coordination de l'urée avec les ions métalliques. 

D'après (Salman, 2012). 

La capacité de l'urée à soutenir une déprotonation induite par un métal comporte des 

intérêts chimiques / biologiques (Ibrahim, 2012); le ligand monoanionique 

H2NCONH- adopte les modes de coordination µ2 (un seul atome relie deux 

métaux)(Fig. 1.14D) et µ3 (un seul atome relie trois métaux) (Fig. 1.14E). L'urée et ses 

dérivés tels que la N, N'-diméthylurée et la N, N' -diéthylurée se coordinent seulement 

en tant que ligands monodentés à travers l'atome d'oxygène (Fig. 1.14F). 

Le biuret est un diamide formé par la décomposition de l'urée par la chaleur. Il est 

souvent utilisé avec l'urée dans l'alimentation animale comme excellent additif azoté 

non protéique, offrant une meilleure palatabilité par rapport à l'urée (Currier et al., 
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2004). Il 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 etde métaux alcalino-terreux (Raptis et al., 2000) à base de ligands 

d'urée ou de biuret ont été 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 antimicro biens 

L'intérêt 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 stéroïdiens (AINS) a été récemment étudié (Iakovidis et al., 2011) 

L'action antimicrobienne du cuivre était déjà connue des égyptiens qui s'en servaient 

pour stériliser l'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 être 

reliées à un meilleur transport des complexes à travers des membranes biologiques que 

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

Le cuivre est un oligo-élément essentiel qui participe à plusieurs processus biologiques 

chez tous les organismes vivants (O'Dell, 1976). Il se trouve principalement sous la 

forme cationique Cu2+ en tant que composante des protéines de cuivre (Bento et al., 

2007). Le Cu2+ libre, libéré lors de la perturbation de l'homéostasie du cuivre, peut 

devenir toxique par la génération rapide d'espèces 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 à 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 et 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 

à pH physiologique) a été largement utilisé dans le traitement de la maladie de Menkes, 

(maladie neurodégénérative génétique entraînant la mort précoce chez les enfants en 

raison d'une altération de l'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 gène d'assemblage de la 

cytochrome c oxydase (COX) situé sur le chromosome 22 (Deschamps et 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 à réduire les symptômes 

comme la douleur et raideur de la polyarthrite rhumatoïde (Sorenson et Hangarter, 

1977). En outre, le Cu(II) ATSM ( cuivre(II)-diacétyl-bis(N4-méthylthiosémi-

carbazone )) et la kynurénine peuvent exercer des effets cardioprotecteurs (Srivastava 

et al., 2016) et pourraient être bénéfiques dans le traitement des troubles 

neurodégénératifs tels que les maladies de Parkinson et d'Alzheimer (Klevay, 2008). 

Il a également été suggéré que la thérapie à cuivre pourrait avoir des résultats positifs 

dans le traitement de troubles neurodégénératifs Parkinson et d'Alzheimer. Certaines 

protéines à cuivre (ex: Cu(II) ATSM) auraient également des effets cardio-protecteurs 

(Sas et al., 2007). Par exemple, la céruloplasmine, la protéine à cuivre bleue 

circulatoire, possède des propriétés antioxydantes, cardioprotectrices et 

neuromodulatrices (Mateescu et al. 1995). 
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La voie thérapeutique pour les agents anticancéreux a toujours été 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 à administrer des agents qui, lors de la liaison du Cu, induiraient de 

puissants effets cytotoxiques. Le mécanisme de la cytotoxicité inférée par les 

complexes de cuivre(II) peut être dû à leur capacité à se lier et à cliver l 'ADN, ce qui 

entraîne un arrêt 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 également commencé à 

découvrir l'utilité de la coordination des métaux dans le développement de nouveaux 

médicaments. Avec l'apparition de Plasmodium falciparum résistant aux médicaments, 

il existe un besoin urgent de nouveaux antipaludéens. Un exemple est le complexe de 

Cu(II) 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 rhumatoïde, sont un autre 

domaine dans lequel un traitement par des complexes de cuivre pourrait être bénéfique. 

Bien que de nombreux médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) soient 

disponibles sur le marché, ils sont associés à des toxicités rénales, gastro-intestinales 

et cardiovasculaires (Joseph et Nagashri, 2012). La plupart des maladies 

inflammatoires chroniques telles que l'asthme, la maladie pulmonaire obstructive 

chronique (MPOC) et la polyarthrite rhumatoïde sont associées à une activité réduite 

de la SOD, entraînant 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 lié à des protéines ou à des peptides, 

le cuivre non lié peut être hautement toxique en raison de sa capacité à générer des 

radicaux libres via la réaction de Fenton. Le chapitre suivant présente des aspects liés 

au stress oxydants en relation avec des cations Cu2+ et des complexes de cuivre (Il). 



CHAPITRE II 

LES DOMMAGES OXYDATIFS ET LES FACTEURS ANTIOXYDANTS 
ENDOGÈNES ET EXOGÈNES 

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 excès 

d'oxydation, apparaît un stress oxydatif qui est une réalité complexe en biologie et qui 

ne peut pas être mesuré ou défini avec un seul paramètre. 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'espèces réactives. Cette défense est constituée de 

différentes substances et mécanismes qui jouent un rôle fondamental et le déséquilibre 

du rapport antioxydants/ prooxydants conduisant à l'augmentation des espèces 

radicalaires. 
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Radical Radical 
hydroperoxyl superoxyde 

02+e-+H+ - H02• pH 7.4 • H++02• 
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Peroxyde y Radical SJRadical 
peroxyde . 

L• LOO• Vit. E LOOH 
d'hydrogène/ hydroxyle 

H202 ----- HO•+·OH 

Radical 
lipidique 

1 
Fe2+ + H202 -------- Fe3+ +HO•+ -OH 

Figure 2.1 Réactions rédox des radicaux. Les flèches vertes représentent la 

peroxydation lipidique. Les flèches bleues représentent les réactions de Haber- Weiss 

et les flèches rouges représentent les réactions de Fenton. Les lettres en gras 

représentent des radicaux ou des molécules ayant le même comportement (H2O2). 

SOD: la superoxyde dismutase. D'après (Carocho et Ferreira, 2013). 

2.1.1 Les sources endogènes de dérivés réactifs oxygénés 

L'environnement contient de l'oxygène, vital pour tous les organismes aérobies et des 

espèces reactives d'oxygénés (ROS) se forment dans les cellules à la suite du 

métabolisme aérobie. Les ROS sont produits à partir d'oxygène moléculaire suivant un 

métabolisme cellulaire normal et font partie d'un groupe plus large, les espèces 

réactives (RS, de l'anglais reactive species). Les RS sont divisées en différentes 

catégories; les ROS, les dérivés réactifs azotés (RNS), chlorés, bromés et soufrées. Les 

ROS peuvent être divisés en deux groupes : les radicaux libres et les espèces non-

radicalaires. Les molécules contenant un ou plusieurs électrons non appariés et donnant 

ainsi une réactivité à la molécule sont appelées radicaux libres. Lorsque deux radicaux 

libres mettent en commun leurs électrons non appariés, des formes non radicalaires 

sont créées. Les trois principaux ROS d'intérêt physiologique sont l'anion superoxyde 
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(0•2·), le radical hydroxyle (•OH) et le peroxyde d'hydrogène (H2O2). Les principales 

ROS radicalaires sont le radical superoxyde ( •02 ·), hydroxyle ( •OH) et peroxyle (RO2•) 

et des exemples de non-radicaux ROS sont le peroxyde (H2O2) et l'oxygène 02. Le 

radical superoxyde est formé par une réduction de l'oxygène. 

Les ROS provoquent des dommages à 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 

système de défense, les ROS peut activer et/ou accélérer le processus de la maladie 

(par exemple MCV, cancer, diabète, maladies neurologiques, immunitaires et 

oculaires). Il existe également plusieurs sources de production d'oxydants exogènes. 

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 première structure 

rencontrée, le plus souvent étant les lipides de la cellule ou des membranes d' organelles 

(Sarniak et al., 2016). 

Bien que la chaîne de transport d'électrons au niveau de la membrane mitochondriale 

soit très efficace, certains électrons peuvent fuir et réduire la molécule d'oxygène en 

02•· (Fig. 2.2). Les mitochondries constituent une source majeure d'O2•·. 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 à une activité bactéricide. Le superoxyde est transformé en 

peroxyde d'hydrogène par l'action de la SOD. Le peroxyde d'hydrogène diffuse 

facilement à travers la membrane plasmique. La xanthine oxydase, l' aminoacide 

oxydase et le NADPH produisent également du peroxyde d'hydrogène (Fukai et Ushio-

Fukai, 2011), ainsi que les peroxysomes par la consommation d'oxygène moléculaire 

dans les réactions métaboliques. 
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Figure 2.2 Métabolisme d'espèces réactives de l'oxygène. Génération et 

métabolisme d'espèces réactives de l' oxygène (ROS). Le superoxyde (02•-) est produit 

par la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la lipoxygénase et les enzymes 

mitochondriales. Le superoxyde est converti par la SOD en H2O2, qui est ensuite réduit 

en eau par la catalase, et indirectement par les glutathion peroxidases (GPx) et les 

peroxiredoxines (Prx). En présence de métal de transition réduit (Fe2+, Cu+), H2O2 peut 

subir une conversion spontanée en radical hydroxyle ( •OH) ou en une espèce réactive 

associée au métal, qui est extrêmement réactive. L'oxyde nitrique (NO) peut être 

rapidement inactivé par réaction avec 0 2•- et conduire à la production du peroxynitrite, 

un oxydant fort (ONOO-). La SOD constitue donc une première ligne de défense contre 

la toxicité des radicaux superoxydes anioniques. L' enzyme participe également à la 

signalisation cellulaire via la régulation des ROS (par exemple, 0 2•-, H2O2) et du NO 

disponible. D'après (Fukai et Ushio-Fukai, 2011). 
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Fe3+ 
02·- Fe2++ 0 2 

H2O2 + Fez+ Fe3+ +Ho-+ HO· 

02·- + H2O2 HO-+HO·+O2 

Figure 2.3 Mécanismes des réactions de Fenton et Haber-Weiss. D'après 

(Haber et Weiss, 1934). 

Dans une succession de réactions appelées réactions de Haber-Weiss (Fig. 2.3) et de 

Fenton (Fig. 2.4), H2O2 peut générer Ho- en présence de métaux de transition tels que 

Fe2+ ou Cu2+ (Carocho et Ferreira, 2013). 

La production endogène 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 

l 'ADN nucléaire, de l' ADN mitochondrial, de l' ARN, des enzymes, d'autres protéines 

ainsi que des acides gras insaturés et des phospholipides. Ces types de dommages 

peuvent entraîner des dommages aux cellules, une modification de la fonction des 

cellules et finalement une mort cellulaire (Babusikova et al., 2012). 
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Figure 2.4 Représentation schématique de la réaction de Fenton. 

Initialement, les donneurs d'électrons peuvent convertir l'oxygène en amon 

superoxyde (02'·>, qui est rapidement converti en peroxyde d'hydrogène. SOD; 

superoxyde dismutase. D'après (Barbusinski, 2009). 

2.1.2 Les sources exogènes d'espèces réactives oxygénés 

Les radiations ionisantes, en présence de 02, produisent les radicaux hydroxyle, les 

superoxydes et les radicaux organiques en peroxyde d'hydrogène et en hydroperoxydes 

organiques. Ces espèces 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 l'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 l' 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 H2O2 par 

des sels métalliques afin de générer des espèces radicalaires. L'ion superoxyde et le 

peroxyde d'hydrogène 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 à faible concentration 

comparée à un substrat oxydable, qui retardaient ou interdisaient remarquablement 

l'oxydation de ce substrat » (Halliwell, 1995); ils ont ensuite été décrits comme «toute 

substance qui inhibe ou retarde l'oxydation de ce substrat», ou« élimine les dommages 

oxydatifs causés à une molécule cible » (Halliwell, 2007). L'une des caractéristiques 

de l' antioxydant est la capacité, après le piégeage du radical, à produire un nouveau 

radical permanent par liaison hydrogène intramoléculaire lors d'une oxydation 

ultérieure (Halliwell et Gutteridge, 1990). 

La stabilité de l'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 chaîne (antioxydants cassants); (iii) 

comme extincteurs d'oxygène singulet; par synergie avec d'autres antioxydants; (iv) 

en tant qu'agents réducteurs qui transforment l'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 (Darrnanyan et al., 1998; Heim et al., 2002; 

Kancheva, 2009; Min et Boff, 2006; Pokomy, 2007). 



38 

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 et al., 2007). Les antioxydants produits dans 

l'organisme sont classifiés comme antioxydants endogènes et ceux qui sont fournis de 

l'extérieur à travers les aliments sont souvent considérés comme antioxydants 

exogènes (Fig. 2.5). Le corps humain est équipé d'une variété d'antioxydants qui 

servent à contrebalancer l'effet des oxydants et ils peuvent être 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'hydrogène en eau et en 

oxygène moléculaire; et finalement, la superoxyde dismutase transforme les anions 

superoxyde en peroxyde d'hydrogène en tant que substrat pour la catalase (Rahman, 

2007). 

La d~fense 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 à sa forme réduite, le recyclant donc pour continuer 

à neutraliser davantage de radicaux libres. Le glucose-6-phosphate régénère le NAD PH 

(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate- coenzyme) en produisant un 

environnement réducteur (Gambie et Burke, 1984; Ratnam et al., 2006). Il existe un 

grand nombre d'antioxydants endogènes non enzymatiques, tels que les vitamines (A), 

les cofacteurs enzymatiques (QlO), les composés azotés (acide urique) et les peptides 

(glutathion) et antioxydants endogènes enzymatiques tels que la superoxyde dismutase 

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

caroténoïdes (B-carotène ). 

Antioxydants 

Endogènes 

Non Enzymatiques 
Glutathion 
Arginine 

Acide urique 
Bilùubine 

Protéines. chélataut des. métaux. 
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Figure 2.5 Antioxydants endogènes et exogènes. D'après (Halliwell, 2007). 

2.2.1 Les antioxydants endogènes 

Les antioxydants sont très 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 tête de liste sont la superoxyde dismutase, 

la catalase et la glutathion peroxydase. 

Le glutathion et la glutathion peroxydase 

Lè glutathion est l'un des antioxydants les plus étudiés. Cela est probablement dû au 

fait qu'il est synthétisé de manière endogène dans tout le corps et qu'il se trouve 

essentiellement dans toutes les cellules, parfois à des concentrations assez élevées 

(Kerksick et Willoughby, 2005). 

Le glutathion (GSH) est connu pour être efficace dans la détoxification cellulaire. Il 

protège les cellules en réduisant les dérivés réactifs oxygénés (ROS) et en se liant aux 

métaux. Le GSH est un tripeptide fabriqué à partir d'acide glutamique (Glu), de 



40 

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 et al., 1980; 

Noctor et Foyer, 1998). Les principales fonctions de protection contre le stress oxydatif 

du glutathion est illustrée à la Figure 2.6. 

Mltochondria 

ROOH 
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ROH+HiO 

llpld-
OOH 

llpld-OH 

Peroxlsome 

catalase 

2GSH 

GSH + Prot-SOHV 
( Glutathionylation) -....__ GSSG 

Prot-SSG ,---;----.... 
GSH ,Prx or Prot-SH I Prot-SSG Srx 

GSSG 

GSSG 

NAOP• 

Figure 2.6 Les principales fonctions de protection du glutathion contre le 

stress oxydatif. D'après (Lu, 2013). 

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

du peroxyde d'hydrogène en eau et en alcools. 

2GSH + H2O2 GPx GSSG + 2H2O 

2GSH + LOOH GPx GSSG + LOH + H20 
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Les GPx ont la capacité de réduire le H2O2 en H2O en utilisant les capacités réductrices 

du couple Glutathion/Glutathion disulfure (GSH/GSSG). Cette réaction est importante 

pour éliminer les faibles concentrations de peroxyde d'hydrogène 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 oxydatiftel que glutathion peroxydase (GPx) et dans le piégeage direct 

de l'oxygène singulet et du radical hydroxyle, GSH est capable de régénérer à leurs 

formes actives les vitamines C et E par la réduction de vitamine. La capacité de 

glutathion de régénérer des antioxydants est liée avec l'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 endogène et joue le rôle d'un système de défense de 

première ligne contre les dérivés réactifs oxygénés (ROS). Elle catalyse la dismutation 

de deux molécules d'anion superoxyde (02°-) en peroxyde d'hydrogène (H2O2) et en 

oxygène moléculaire (02), rendant ainsi l'anion superoxyde potentiellement moins 

dangereux. Le mécanisme de dismutation de l'O2·- en H2O2 par la SOD implique la 

réduction et la réoxydation alternées d'un métal de transition redox actif, tel que le 

cuivre ou le manganèse sur le site actif de l'enzyme (Fig. 2.7). Cela indique que 

l'activité de la SOD nécessite un ion métal catalytique (Ighodaro et Akinloye, 2018). 
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Mécanisme commun de piégeage de l'02•- par les SOD. D'après 

(Fukai et Ushio-Fukai, 2011).La catalase (CAT) est une enzyme commune dans 

presque tous les organismes vivants exposés à l'oxygène (bactéries, plantes et 

animaux). La catalase est un enzyme clé dans le métabolisme du H20 2. Son expression 

et sa localisation sont nettement modifiées dans les tumeurs (Glorieux et Calderon, 

2017). Dans des conditions de stress, l'enzyme antioxydante catalase joue un rôle 

majeur en détoxifiant le H202 en le transformant en oxygène moléculaire et en H20. 

2 H20 2 CAT 2 H20 + 0 2 



43 

2.2.2 Les antioxydants exogènes 

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 lésions membranaires induites par les oxydants. La vitamine E donne un électron 

au peroxyle, produit lors de la peroxydation des lipides et peut avoir un rôle 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, ~-tocophérol, y-tocophérol et è3-tocophérol, dont les substituants du cycle 

arômatique diffèrent) et quatre équivalents tocotriénols, avec des insaturations. Le 

tocophérol est l'isoforme la plus puissante et la plus abondante dans les systèmes 

biologiques. Le groupe de tête chromane permet l'activité antioxydante des 

tocophérols, mais la queue de phytyle n'a aucun effet (Halpner et al., 1998). Le 

tocopherol est également l'antioxydant naturel le plus efficace pour protéger contre la 

mort cellulaire oxydative les cellules neuronales cultivées. 

La vitamine E arrête la peroxydation des lipides en donnant son hydrogène 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 chaîne. La vitamine E est le principal antioxydant soluble dans les 

chaînes lipidiques, présent dans le plasma, les globules rouges et les tissus, qui permet 

de préserver l'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 à 

celle de la vitamine E (Fig. 2.9). Il est souvent utilisé 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 endogènes et exogènes. 

D'après (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 l'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 l'anglais: Trolox equivalent antioxidant capacity (Mader et al., 

2007). 

a) 

H3C CH3 
CH3 

b) 0 

H3C 
CH3 

0 è:H3 1 OH 

Noyaurnhromanol 

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 biosynthèse 

de la camitine, 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 à son action en tant que donneur 

d'électrons. L'acide ascorbique donne deux électrons à partir d'une double liaison entre 

le deuxième et le troisième carbone de la molécule à 6 carbones (Fig 2.8). La vitamine 

C est appelée un antioxydant car, en donnant ses électrons, elle empêche l'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 caroténoïdes sont un groupe de pigments naturels synthétisés par les plantes et les 

micro-organismes et ne sont pas synthétisés par les animaux. Ils peuvent être divisés 

en deux grandes catégories : les «carotènes», qui sont des hydrocarbures (a et b-

carotène, lycopène) et les «xanthophylles» (lutéine, bixine, capsanthine, etc.), qui 

contiennent des groupes d'extrémités polaires reflétant une étape oxydative dans leur 

formation (Bohm et al., 1997). 

La principale caractéristique des caroténoïdes en tant qu'antioxydants est due à la 

désactivation de l'oxygène singulet qui se traduit par des caroténoïdes excités qui 

dissipent l'énergie nouvellement acquise par une série d'interactions rotationnelles et 

vibratoires avec le solvant, revenant ainsi à l'état non excité et leur permettant de 

capturer plus d'espèces radicalaires. Les radicaux peroxyle sont les seuls radicaux 

libres qui annihilent entièrement ces pigments : les caroténoïdes 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 à ces radicaux (Paiva et Russell, 1999). 

2.3 Méthode d'évaluation des antioxydants 

L'activité antioxydante représente la capacité d'inhiber le processus d'oxydation et la 

plupart des antioxydants, endogènes ou exogènes, ont la capacité de piéger les radicaux 

libres. Sur la base du mode d'action, les évaluation des antioxydants peuvent être 

classés en deux méthodes principales; transfert d'atome d'hydrogène (TAH) ou 

transfert d'électron (TE) (Apak et al., 2016). Les analyses à base de TAH (Fig. 2.10) 

mesurent la capacité d'un antioxydant à 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 à la figure 2.10. Dans les mécanismes T AH, le radical libre 

élimine un atome d'hydrogène de l'antioxydant, lequel devient lui-même un radical. 
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Dans ce mécanisme, l'enthalpie de dissociation des liaisons (EDL) est un paramètre 

important dans l'évaluation de l'action antioxydante (Liang et Kitts, 2014). Plus le 

EDL du groupe donneur de H est bas dans le potentiel antioxydant, plus il sera facile 

pour la réaction d'inactivation des radicaux libres. 
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Figure 2.10 Mécanismes d'un antioxydant réagissant avec les radicaux 

libres. Par deux méthode : transfert d'électrons simples (TE) et transfert d'atomes 

d'hydrogène (TAH). Les espèces A' et BH désignent les radicaux libres et les 

antioxydants, respectivement. Dans le mécanisme TE, PI (potentiel d'ionisation) de 

l' antioxydant est le facteur énergétique le plus important dans l ' évaluation de l'action 

antioxydante. Dans le mécanisme T AH, la EDL ( enthalpie de dissociation des liaisons) 

de l'antioxydant est le paramètre important dans l ' évaluation de l ' action antioxydante. 

D'après (Liang et Kitts, 2014). 

Les analyses à base de T AH mesurent la capacité d'un antioxydant à neutraliser les 

radicaux libres par le don d' hydrogène (H) pour former des composés stables (Prior et 

al., 2005). La réactivité relative dans les essais TAH est déterminée par l' énergie de 
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dissociation des liaisons hydrogène du groupe donneur de H dans l' antioxydant 

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

Ces types de tests sont généralement composés d'un antioxydant (BH) et d'un 

générateur de radicaux libres synthétiques (X•) comme les radicaux ABTS• (sel 

d'ammonium de l'acide 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Konan et 

al., 2016) ou le radical libre DPPH• (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) qui est 

recommandé pour des composés contenant des groupes -SH, -NH-et-OH (Amarowicz 

. et al., 2004 ). Dans les mécanismes TE, l' antioxydant fournit un électron au radical libre 

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

Les tests spectrophotométriques basés sur le TE mesurent la capacité d'un antioxydant 

à réduire un oxydant ( probe ou sonde) et changer la couleur. Le changement de couleur 

(augmentation ou diminution de l'absorbance de la sonde à une longueur d'onde 

donnée) est corrélé à la concentration en antioxydants de l'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 équivalente de Trolox 

(TEAC) et le test colorimétrique avec le N,N-diéthyl-p-phénylènediamine (DPD). Il 

est très difficile de distinguer les réactions de la THA et de la SET (Macler et al., 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 l'antioxydant, 

le coefficient de partage et la polarité du solvant (Huang et al., 2005). 

2.3.1 Le DPPH (1,l-diphényl-2-picrylhydrazyle) 

La molécule du 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyle ( ou a,a-diphényl-P-picrylhydrazyle ), 

ou DPPH, se caractérise par un radical libre stabilisé par la délocalisation de l'électron 

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

substrat pouvant donner un atome d'hydrogène, le DPPH• est réduit et perd sa couleur 

· violette. 

Cette délocalisation empêche la DPPH de se dimériser, comme ce serait le cas pour la 

plupart des autres radicaux libres. La délocalisation de l'électron donne également 

naissance à 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 à celle d'un antioxydant pouvant donner un atome d'hydrogène (HAT), il en 

résulte une forme réduite avec perte de la couleur violette. Le mécanisme de piégeage 

du radical libre DPPH• se fait particulièrement en deux étapes : (i) une étape rapide 

consistant essentiellement en l'abstraction des atomes de H les plus labiles de 

l'antioxydant; et (ii) une étape lente reflétant une activité restante sur les produits 

d'oxydation/dégradation dérivés de la première étape (Mishra et al., 2012; Zou et al., 

2016). 

2.3.2 La DPD (N, N-Diéthyl-p-phénylènediamine) 

Dans la méthode colorimétrique DPD (N, N-Diéthyl-p-phénylènediamine), 

l'électrolyse du tampon KH peut générer des radicaux libres d'oxygène (RLO) tels que 

l'anion superoxyde (•O2·), l'oxygène singulet (102) et le radical hydroxyle (•OH) et 

leurs sous-produits: péroxyde d'hydrogène (H2O2) et l'ion hypochlorite Oc!" (Jackson 
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et al., 1986). Les EROs mesurées par ce test sont le H202 et l'ion oc1-, et car les RLOs 

sont très instables et ils sont générés peuvent être quantifiés à partir de la réaction 

d'oxydation de DPD (Fig. 2.12). La forme oxydée de DPD présente une couleur 

magenta absorbant à 515 nm. En présence d'un antioxydant, l'oxydation du 

chromogène n'est pas possible, ce qui entraîne la décoloration de la solution. 

Tampon Krebs-Henseleit 

~lectrolyse 

H 7 H l H H 'w/ 'w/ Q ERO•("OCl,H202) Q 
,,,,,.,, /' 

HsC2 C2Hs H,C2 C2H; 
H 

DEPDA (Incolore} DEPDA (Quinone-imine) 
,.=515nm (Magenta) 

Figure 2.12 Principe de la méthode colorimétrique DPD 



CHAPITRE III 

BIOMATÉRIAUX POUR DES APPLICATIONS MÉDICALES 

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, l'amidon, le cellulose et le dextran. Ces polymères 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. Il est supposé que leur combinaison 

avec certains polymères synthétiques comme le PV A 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 système biologique. Ces matériaux représentent une classe unique de matériaux 

fonctionnels biomédicaux pouvant exercer une vaste gamme d'activités 
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biologiques en l' absence du tissu vivant original (Fig. 3.1). Ils remplacent ainsi les 

problèmes rencontrés avec le tissu défectueux et favorisent le bon fonctionnement de 

l' organisme vivant (Niaounakis, 2014). 

La définition la plus acceptable des biomatériaux est actuellement celle utilisée par 

National Institutes ofHealth (NIH) qui décrit un biomatériau comme « toute substance 

ou combinaison de substances, autres que des médicament, synthétiques ou d ' origine 

naturelle, pouvant être utilisées pendant une période donnée, qui augmente ou remplace 

partiellement ou totalement un tissu, un organe ou une fonction du corps, afin de 

maintenir ou d'améliorer la qualité de la vie de l ' individu » (Mitchell et Schoen, 2013). 

ouche min Hydro Î pon 

Fibres électrofiUes 1D Fibns électrofilées 3D ~anopan:icules 

Fibres ultrafines 

Figure 3.1 Différents types de biomatériaux. d'après (Holzapfel et al. , 2013). 

Les premiers biomatériaux utilisés par les Egyptiens et les Romains ont été l 'or et 

l' ivoire pour le remplacement des défauts crâniens. Le celluloïde (une matière 
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composée de nitrate de cellulose et de camphre) a été le premier plastique synthétique 

et l'un des premiers polymères acceptés après la Seconde Guerre mondiale 

(Niaounakis, 2014). Les biomatériaux sont un domaine multidisciplinaire qui englobe 

différentes compétences telles que l'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 dernières 

décennies en raison du vieillissement de la population, de la modification du style de 

vie et des améliorations apportées à la technologie des implants (Saini et al., 2015). 

Les biomatériaux peuvent être modifiés pour s'adapter à diverses applications dans de 

nombreuses parties du corps humain. Toutefois, pour chacune de ces applications, il 

est nécessaire de connaître 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 être 

caractérisés comme étant biocompatibles, biotolérables, bioinertes, bioactifs, 

biodégradables et en outre dotés de propriétés physiques et chimiques élevées 

(Holzapfel et al., 2013). 

La biocompatibilité est l'exigence de base pour tous les biomatériaux. Un biomatériau. 

efficace doit être : non toxique, non immunogène, non thrombogène, non cancérogène, 

etc. La surface du biomatériau, directement exposée à l'organisme vivant,joue un rôle 

crucial. Le concept de biocompatibilité a été profondément modifié ces dernières 

années. Au début, certains pensaient qu'un matériau était biocompatible en étant 

complètement inerte vis-à-vis du corps humain, sans aucune réaction du milieu 

biologique à sa présence. Aujourd'hui, la biocompatibilité est mieux définie; elle 

repose essentiellement sur des phénomènes de surface, représentés par des interactions 

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

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

du corps pendant un certain temps. Leur application est très intéressante car il n'est pas 
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nécessaire de procéder à une nouvelle intervention chirurgicale pour retirer l'implant. 

Dans cette classe, les plus importants sont les biopolymères (Lee et al., 2001 ). 

Les propriétés physiques du biomatériau sont importantes pour la réponse de l'adhésion 

cellulaire. Lorsque des cellules adhèrent à 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 et al., 2017; Banyard et al., 2015). 

3.2 Les polymères intéligents, 'smart polymers' 

Les systèmes polymères sensibles ou « intelligents » sont des polymères qui répondent 

à différents stimuli ou changements de l'environnement. Les polymères intelligents 

sont souvent biocompatibles et capables de générer des réseaux, forts, flexibles, faciles 

à modifier et à 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 à la température corporelle (Galaev et Mattiason, 1999; 

Hoffmann et Stayton, 2004). Généralement, les systèmes les plus importants, y compris 

du point de vue biomédical, sont ceux sensibles au pH ou à 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 polymères intelligents peuvent être classés en fonction de leurs caractéristiques 

physiques ou des stimuli auxquels ils répondent. Les polymères intelligents peuvent 

être classés en trois groupes: (i) sensibles à des stimulants physiques (température, 

ultrasons, lumière, stress mécanique); (ii) sensibles à des stimulants chimiques (pH et 



55 

force ionique) et (iii) sensibles à des stimulants biologiques, enzymes et biomolécules 

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

Ces polymères contiennent dans leur structure des groupes acides ( carboxyliques ou 

sulfoniques) ou basiques (comme les amines) (Park et Bae, 1999; Samer et al., 2001). 

Les polymères sensibles au pH sont 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 et al., 2001). 

Le chitosane est un biopolymère 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 ). La résistance structurale d'un polymère 

peut être améliorée soit par mélange avec d'autres polymères, soit par modification 

hydrophobe du polymère. Par exemple, un composite de chitosane et d'alcool 

polyvinylique réticulé forme un réseau polymère semi- interpénétré qui se gélifie in 

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

3.3 Les hydrogels 

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

réseaux hydrophiles de polymères capables de gonfler en présence d'eau, et de l' 

absorber une grande partie (jusqu'à 3000 fois sa masse) (Lee et Mooney, 2001). La 

capacité d'un l'hydrogel à absorber l'eau et d'autres liquides biologiques est due à la 

présence de groupes hydrophiles tels que -OH, -CONH2, -COOH et -SO3H (Larraneta 

et al., 2018). Les hydrogels peuvent être de nature neutre ou ionique. Dans les 

hydrogels neutres, la force motrice du gonflement provient de la contribution 

thermodynamique du mélange eau-polymère à l'énergie libre globale qui est couplée 

à une contribution du polymère élastique (Omidian et Park, 2010). Dans les hydrogels 
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ioniques, le processus de gonflement est dû aux deux contributions précédentes ainsi 

qu'aux interactions ioniques entre le polymère chargé et les ions libres (Kashyap et al., 

2005). L'ionisation des groupes tels que les groupes carboxyl ou amine rend le 

polymère plus hydrophile et conduit ainsi à une absorption d'eau très élevée. 

3.4 L'alcool polyvinylique 

L'alcool polyvinylique (PVA) est un polymère 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 à 

l'origine de sa grande qualité (Millon et al., 2006). Ces caractéristiques physiques le 

rendent favorable pour les approches biomédicales. 

3.4.1 Synthèse et propriétés chimiques 

L'alcool polyvinylique (PVA) a un réseau chimique assez simple avec des groupes 

hydroxyle pendants. Le monomère ne peut pas être trouvé sous forme stable. Par 

conséquent, il ne peut pas être produit directement. Le PV A est obtenu par 

polymérisation radicalaire d'acétate de vinyle en poly (acétate de vinyle, PVAc) suivie 

de l'hydrolyse de PVAc en PVA. Le processus est basé sur l'hydrolyse partielle des 

groupes ester dans le PV Ac pour génèrer le groupe hydroxyle et est complèté en 

présence d'hydroxyde de sodium aqueux. Après l'addition progressive de l'agent de 

saponification aqueux, le PV A est précipité, lavé et séché. Le degré d'hydrolyse est 

déterminé par le moment auquel la réaction de saponification est arrêtée (Chiellini et 

al., 1999; Chiellirti et al., 2003; Qiu et Netravali, 2012; Solaro et al., 2000). Puisque la 

réaction d'hydrolyse n'est pas complète, le PVA est toujours un copolymère de PVA 

et de PV Ac. La figure 3.2 montre la réaction chimique de production de PV A. 

Le degré d'hydrolyse, qui est un indicateur de la présence de groupes acétate dans le 

polymère, affecte les propriétés du polymère. Il a été rapporté que le PV A présentant 

un degré d'hydrolyse élevé (supérieur à 95 %) a une faible solubilité dans l'eau. 
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L'alcool polyvinylique a d'excellentes propriétés filmogènes, émulsifiantes et 

adhésives. Il présente une résistance à la traction et une flexibilité élevées, ainsi qu'une 

barrière élevée contre l'oxygène et les arômes. Cependant, ces propriétés dépendent de 

l'humidité, en d'autres termes, une humidité plus grande permettra au PVA d'absorber 

plus d'eau. L'eau, qui agit comme un plastifiant, réduira alors sa résistance à la traction, 

mais augmentera son allongement et sa résistance à la déchirure (Pal et al., 2007). 
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Figure 3.2 La production de PV A. 
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Tous les types de PVA sont solubles dans l'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 polymère 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 PV A car elle affecte de nombreuses 

propriétés telles que la cristallisabilité, l'adhérence, la résistance mécanique et la 

diffusivité (Finch, 1992). Le PV A est partiellement cristallin lors de sa formation et se 

caractérise par des propriétés telles que la résistance chimique, l'hydrosolubilité et la 

biodégradabilité. La similitude des certaines propriétés physiques le rend compatible 

avec les tissus humains (Lozinsky et Plieva, 1998). Ce polymère est largement utilisé 

en mélange avec d'autres polymères 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 A, il faut des ponts de réticulation pour 

préparer les hydrogels pour de nombreuses applications (Pal et al., 2007). 

3.4.2 Méthodes de réticulation pour la préparation d'hydrogels 

Peppas et Merrill ont proposé les hydrogels de PV A comme des biomatériaux dans les 

domaines pharmaceutique et biomédical car il est hydrophile et lorsque réticulé, il 

forme un réseau polymère de PVA qui gonfle au contact de l'eau ou des fluides 

biologiques (Peppas et Merrill, 1977). Pour préparer l 'hydrogel, le PV A doit être 

réticulé par l'une des méthodes mentionnées dans la prochaine section, en fonction de 

son utilisation. Le gel de polymère est un réseau flexible de châmes 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 contrôler la densité de réticulation (Chenet 

al., 1973). Cependant, la formation de réticulation non dégradable et la toxicité de 

l'agent de réticulation doivent être prises en compte (Lozinsky et Plieva, 1998). Des 

gels « physiques » ou « réversibles » se forment lorsque le réseau est maintenu par 

enchevêtrement 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 être 

perturbées par les changements de con~itions 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 homogènes en raison de la formation 

de grappes d'enchevêtrement moléculaire et contiennent des régions à faible 

gonflement dans l'eau et à 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. 

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 à gonflement faible, moyen et élevé. Les hydrogels de PV A, 

en raison de leur susceptibilité de former des liaisons hydrogène et à leur cristallisation 

excessive, offrent généralement une très faible capacité de gonflement, ce qui est 

toutefois souhaitables pour des applications biomédicales et pharmaceutiques 

spécifiques. 

3.4.3 Méthodes de réticulation chimique 

Il existe plusieurs agents chimiques utilisés pour la réticulation du PV A, tels que le 

trimétaphosphate de sodium (STMP), l' épichlorhydrine, le glutaraldéhyde, 

!'acétaldéhyde, le formaldéhyde et d'autres monoaldéhydes. Les agents de réticulation 

courants tels que le formaldéhyde et le glutaraldéhyde doivent être en présence d'acide 

sulfurique, d'acide acétique ou de méthanol pour former les ponts acétals entre les 

groupes hydroxyles pendant des chaînes de PV A. 
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Cependant, certains d'entre eux (aldéhyde) sont toxiques et la quantité d'agent de 

réticulation résiduelle restant dans le polymère final, ainsi que les moyens d'atteindre 

une concentration acceptable et sécuritaire peuvent être assez difficiles (Figueiredo et . 

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 systèmes de transport de médicament. Par conséquent, un tel système stable 

pourrait être efficace dans la délivrance de divers agents à un site spécifique. 

3.4.4 L'irradiation 

Afin de résoudre les complications associées à l'utilisation d'agents de réticulation 

chimiques, les méthodes physiques sont préférées car les polymères de PV A 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 l'alcool polyvinylique avec d'autres polymères 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 l'interface avec les systèmes biologiques (Chuang et al., 

1999). Actuellement, les membranes d'hydrogel biodégradables ont été appliquées de 

manière intensive sur le marché médical, en raison de leur biocompatibilité (Abraham 

et al., 2016; Lee et al., 1996; Tripathi et al., 2010). Au cours des dernières décennies, 

les besoins en polysaccharides ont considérablement augmenté, en particulier dans les 

applications biomédicales. Des polysaccharides, tels que l'alginate, le chitosane, le 
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dextran et l'amidon sont des polymères biologiques pouvant être obtenus à partir de 

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

Le PV A, en raison de ses propriétés biocompatibles, biologiquement solubles, 

biodégradables, non cancérogènes, solubles dans l'eau et de ses excellentes propriétés 

filmogènes, a déjà été mélangé à des polymères synthétiques et naturels. Des 

matériaux, soit des polymères naturels ou synthétiques, 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 particulière peuvent être obtenues. Les matériaux composites ont été 

largement utilisés dans différents domaines, par exemple : pansements (Kenawy et al., 

2014), traitements des. plaies (Zhao et al., 2003), systèmes d'administration de 

médicaments (Muggli et al., 1999), organes artificiels (Yang et al., 2008) et lentilles 

de contact (Hyon et al., 1994). 
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Tableau 3.1 Différents polymères pouvant être associés avec l'alcool 

polyvinylique. 

Polymères Propriétés 
Polymère hydrosoluble, biocompatible et biodégradable, adapté à 

Alginate l'injection in situ, réticulation possible en conditions douces. A une 
(Fig 3.4a) faiblesse mécanique, des difficultés de manipulation, doit être gardé 

en solution et stérilisé (Levi et al., 2011 ). 
Excellente biocompatibilité et bonne réponse de l'hôte, 
biodégradabilité unique par le lysozyme et des enzymes, activité 

Chitosane 
antimicrobienne élevée, surface hydrophile facilitant l'adhésion, la 

(Fig 3.4b) prolifération et la différenciation cellulaire. A aussi une faiblesse 
mécanique, solution de polymère très visqueuse et polymère soluble 
dans l'eau uniquement en milieu acide, coûts des purification 
additionels (Tripathi et al. 2010). 
Solubilité modulable, peu coûteux, biodégradable in vivo par 

Amidon 
l'amylase, biocompatible, facile à modifier avec un autre polymère. 

(Fig 3.4d) Par contre il y a difficultés de réticulation, faiblesse mécanique et 
besoin de modification pour améliorer l'adhésion cellulaire (Zhao et 
al., 2003). 
Hydrosoluble, obtenue à partir de divers sous-produits animaux, 

Gélatine 
largement répandus dans les applications biomédicales, faciles à 

(Fig 3.4t) former des films et hydrogels matriciels. Par contre : solution de 
polymère très visqueuse, biodégradation très rapide (Hwang et al., 
2010). 
Soluble dans l'eau, biodégradable in vivo par dextranase, 
biocompatible, bonne prolifération et comportement de 

Dextran différenciation. Par contre : polymère coûteux, faiblesse mécanique et 
besoin de modification pour améliorer l'adhésion cellulaire (Cascone 
et al., 1999). 
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Figure 3.4 Structures chimiques de polymères naturels, et de leurs dérivés 

qui ont été mélangés avec de l 'hydrogel de PV A pour former des pansements, tels que 

l'alginate de sodium (a), le chitosane (b), le dextran (c), le carboxyméthylchitosane (d), 

l'hydroxyéthyle amidon, HES Allemagne et (1,3),(1,6)-P-glucane (f), gélatine (g), 

d'après (Elzoghby, 2013; Kamoun et al., 2015). 
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3.6 Le chitosane 

Le chitosane est un polysaccharide copolymère 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 et 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 p (1-4), où les unités N-acétyl-

D-glucosamine sont prédominantes dans la chaîne. La chitine est le deuxième 

biopolymère le plus abondant après la cellulose dans la nature (Rinaudo, 2006). 

Le processus de désacétylation pour la synthèse du chitosane à partir de la chitine est 

généralement effectué par hydrolyse dans des conditions alcalines à haute température 

(environ 100 °C) en présence d'une solution concentrée de NaOH ou de KOH (environ 

45 %). La méthode de préparation comporte quatre étapes, i.e. 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 l'hydrophillicité, la solubilité et la vulnérabilité à la dégradation 

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

La polyvalence du chitosane est due au fait que les groupes amine jouent le rôle de site 

réactif pour une variété de nouvelles réactions utilisant des conditions douces, ainsi 

qu'au caractère cationique du chitosane qui est également attribué aux groupes amine 

et appelé amino polysaccharide. À faible pH, le chitosane reste une espèce 

polycationique, en raison de la protonation du groupe amine qui a une solubilité accrue 

(Fig. 3.5). 
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De plus, la caractère cationique du chitosane peut être inversé via la sulfonation pour 

introduire un caractère anionique, donnant une meilleure solubilité dans l'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 à 

plus de 1000 kDa avec un degré de désacétylation de 30 % à 95 % (Ali et Ahmed, 

2018). 

3.6.1 Propriétés et applications 

Le chitosane est un polymère 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 et 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 l'administration de médicaments 

et biomédical, l'ingénierie tissulaire, l'administration de gènes, etc. Les groupes amine 

primaire dans le polymère· de chitosane fournissent une charge positive sur sa surface. 

En raison de sa structure unique avec une surface polycationique et sa capacité à 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 polymère et du DDA. 

En particulier, les liaisons hydrogènes intramoléculaires qui lient ! 'hydroxyle du 

carbone 3 d'une unité à l'oxygène d'une unité adjacente sont reflétées par la rigidité de 

la chaîne linéaire du polymère (Cho et al., 1998). Le chitosane est soluble dans les 

acides inorganiques et organiques dilués à pH inférieur au pKa du chitosane ( environ 

6.3). À faible pH, les groupes amine libres sont protonés, provoquant une répulsion 

électrostatique entre les chaînes et permettant ainsi la solvatation du polymère. À un 

certain pH, qui dépend du DDA et de la masse moléculaire, les chaînes polymères en 

solution développent suffisamment de liaisons hydrogène pour former un gel 

(Matthew, 2002). 

Au cours des deux dernières décennies, le chitosane et ses dérivés se sont révélés des 

candidats pour améliorer l'administration des médicaments vers les muqueuses ainisi 

que trans-muqueuses, principalement en raison de leurs propriétés mucoadhésives et 

l'absorption, étroitement liées au caractère cationique du polymère (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, à la fois in vitro et in vivo, à élargir de manière transitoire 

les jonctions serrées entre les cellules épithéliales (niveau nasale, rein), facilitant ainsi 

le transport de macromolécules mal absorbables à travers l'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 être considérablement réduite après 

la fonctionnalisation du chitosane avec les groupes méthoxy-polyéthylène glycol 

(Casettari et al., 2012). Ce phénomène a été expliqué par 1 'encombrement stérique créé 
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par la fonctionnalisation, réduisant les interactions des groupes amine avec les 

membranes cellulaires. Presque tous les travaux concernant l'application du chitosane 

se réfèrent au polymère en tant que matériau biologiquement compatible non toxique, 

convenant donc à la fabrication de supports dans le domaine de la délivrance des 

médicaments. 

Le chitosane en tant que biopolymère 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 mammifère - produisant des 

oligosaccharides non toxiques qui peuvent ensuite être excrétés ou incorporés dans des 

glycosaminoglycanes et des glycoprotéines (Muzzarelli et al., 1987; Rodrigues et al., 

2012). Les chitinases et les chitosanases sont des enzymes qui peuvent être classées 

dans différentes familles de glycosides- hydrolases. Les chitosanases est capables de 

convertir la chitine et le chitosane en chitooligosaccharides en hydrolysant le lien p(l-
4) entre les unités de sucre (Rodrigues et al., 2012). 

L'action de la chitosanase sur les liaisons glycosidiques conduit à 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 pureté et la teneur en humidité jouent un rôle 

crucial dans la détermination du mécanisme et de la vitesse de dégradation du 

polymère. Les chitosanes de masse moléculaire élevée et de degré de désacétylation 

élevé possédaient une affinité inférieure pour l'enzyme et aussi une vitesse de 

dégradation plus lente (Fukamizo et al., 1994 ). 
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3.6.2 Méthodes de réticulation 

Il existe plusieurs méthodes de réticulation (physiques, chimiques) pour le chitosane 

ainsi que pour d'autres polymères (i.e. le PV A). Les méthodes de réticulation physiques 

possibles sont les rayons UV et les rayons gamma. 

Toutes les méthodes physiques sont faciles à réaliser et bon marché. La réticulation par 

l'irradiation du polysaccharide a été décrite pour la première fois par Yoshii et al. 

(Yoshii et al., 2003). Ils ont montré que des dérivés de polysaccharides solubles dans 

l'eau tels que la carboxyméthylcellulose (CMC), le carboxyméthylamidon (CMS), la 

carboxyméthylchitine (CMCT) et le carboxyméthylchitosane (CMCTS) se réticulent 

par irradiation dans une solution aqueuse à concentration élevée. Cependant, 

l'inconvénient de ces méthodes est la difficulté à contrôler 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 polymère hybride (la réticulation aveè un 

autre polymère, 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 systèmes 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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Figure 3.6 Structure d'un hydrogel à base de cbitosane préparé par 

réticulation covalente. Les hydrogels à base de chitosane comprennent, (a); 

uniquement des chaînons croisés de chitosane, (b ); le chitosane est réticulé via un 

polymère différent, ( c ); le chitosan et un autre polymère sont enchevêtrés et chaque 

type de polymère est réticulé, ( d); un autre polymère peut enchevêtre le chitosane, où 

les macromères de chitosane sont réticulés. D'après (Berger et al. , 2004). 

La méthode de réticulation chimique est la méthode la plus simple permettant de 

produire des réseaux permanents utilisant une liaison covalente ou ionique entre les 

chaînes polymères. Les groupes amine et hydroxyle disponibles sur le chitosane sont 

des sites capables de former une base de Schiff. Le réseau peut être formé en utilisant 

des agents de réticulation à petite molécule ou des réactions polymère-polymère entre 

des groupes fonctionnels activés. 

Les méthodes de réticulation chimique sont basées sur le produit des réactions 

chimiques qui ont lieu après l' ajout de l' agent de réticulation au polymère. Plusieurs 

agents de réticulation chimiques peuvent être utilisés pour réticuler le chitosane, tels 

que le glutaraldéhyde (Fig. 3. 7) (Gratzer et al. , 1996), le formaldéhyde, 

tripolyphosphate, l'éther diglycidylique et le diisocyanate (J6zwiak et al. , 201 7). 

Cependant, les réactifs de réticulation synthétiques sont tous plus ou moins 
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cytotoxiques et peuvent altérer la biocompatibilité d'un système 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 et al., 2011; Somers et al., 2008). 
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Figure 3.7 Mécanisme de réticulation du chitosane avec glutaraldéhyde 

3.6.2.1 La génipine 

Étant un composé d'origine naturelle, elle a été sélectionnée en raison de sa toxicité 

inférieure à celle de nombreux autres réactifs de réticulation synthétiques couramment 

utilisés. La génipine est un agent extrait du fruit de gardénia (Gardeniajasminoides). 

En médecine traditionnelle chinoise, elle a été utilisée pour traiter les patients atteints 

de jaunisse (Akao et al., 1994). De nombreuses études ont montré que la génipine 

présentait un niveau de cytotoxicité bien inférieur à celui du glutaraldéhyde (Chang et 

al., 2005). 

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

une utilisation en thérapie et dans la fabrication de produits alimentaires (Wang et al., 



71 

2012). La génipine est cholérétique (augmente ~e volume de la sécrétion de bile par la 

vésicule biliaire, ainsi que la quantité de solides sécrétée), antidépresseur, 

antidiabétique, anticancéreux, antithrombotique, anti-inflammatoire, antibactérienne, 

gastro, hépato et neuroprotecteur (Pal et al., 2009); elle empêche la peroxydation 

lipidique et protège les neurones de l'hippocampe contre la protéine bêta-amyloïde 

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 contrôlée de 

médicaments (Pal et 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. 

Genipln 

Figure 3.8 

(Qiujin, 2015). 
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Mécanisme de réticulation de chitosane avec la génipine. D'après 

La réaction la plus. rapide à 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 possède la génipine pour former une 



72 

liaison amide secondaire avec le chitosane. Les deux réactions se déroulent à des 

vitesses différentes et conduisent à 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 à de nombreuses exigences pour 

être 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 polysacchàridiques naturels en tant que formes posologiques font 

l'objet d'une attention considérable dans l'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 à la fois pour la livraison locale et systémique 

d'agents thérapeutiques. 

Les films muco-adhésifs sont des formes posologiques absorbantes minces et flexibles, 

et libèrent le médicament directement dans un substrat biologique. Ils facilitent 

l'augmentation du temps de séjour au site d'application, entraînant 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 chaîne avec 

la mucine (De Oliveira Fulgencio et al., 2014). Parmi les nombreux polymères étudiés, 

le chitosane, l 'hyaluronane, les dérivés de la cellulose, les polyacrylates, l'alginate, la 

gélatine (Fig. 3.4) et la pectine présentent les propriétés de mucoadhérence les plus 

convaincantes (Sudhakar et al., 2006). Comparés aux polymères non-chargés, les 

polymères cationiques et anioniques facilitent une interaction forte avec le mucus (De 

Oliveira Fulgencio et al., 2014). Les polymères anioniques sont bien caractérisés en 
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raison de l'existence de groupes fonctionnels carboxyle et sulfate. À titre d'exemple, 

la carboxyméthylcellulose sodique (NaCMC) et l'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 l'endroit ou ils sont 

utilisés) et une stabilité acceptable. Ils doivent également être non toxiques, 

biocompatibles et biodégradables (Tartara et al., 2014). Les films minces sont 

considérés comme étant faciles à avaler et à dissolution rapide; ce qui en fait une 

plateforme polyvalente pour la livraison de médicaments. Les pellicules orales à 

dissolution rapide sont généralement des pellicules ultra-minces (50 à 150 µm) ayant 

la taille d'un timbre-poste, qui se dissolvent en une minute dans la cavité buccale après 

avoir été en contact avec la salive. Le système d'administration des films minces a été 

utilisé à la fois pour une action systémique et locale via plusieurs voies telles que la 

voie orale, buccale, sublinguale, oculaire et transdermique. Les médicaments à haute 

perméabilité aux muqueuse sont connus pour leur aptitude à l'administration par voie 

buccale et sublinguale avec des films (Karki et al., 2016). Les médicaments chargés 

dans les films adhésifs buccaux sont absorbés dir!;!ctement via la muqueuse buccale, 

qui livre le médicament à la circulation systémique après leur absorption (Hao et Heng, 

2003). 

Le film mince se dissout rapidement par rapport aux autres formes de dosage 

conventionnelles (Sudhakar et al., 2006). Les films minces sont moins friables et ont 

une forme facile à transporter par rapport aux comprimés à désintégration rapide par 

voie orale nécessitant un emballage spécial. De même, une seule dose peut être 

transportée individuellement sans nécessiter de contenant secondaire (Russo et al., 

2016), ce qui offre la possibilité de contrôler le moment, la durée et la posologie du 
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médicament en réponse à un traitement donné. En outre,· les films ont la capacité de 

libérer le médicament à 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 a la faible capacité de chargement 

d'un médicament administré à forte dose (Wening et Breitkreutz, 2011). Combiner 

simultanément plusieurs médicaments est aussi une tâche 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 polymères ont permis d'améliorer la biodisponibilité du 

médicament et l'adhésion du patient au traitement médicamenteux par voie orale, 

notamment buccale et sublinguale (Hao et Heng, 2003). Les caractéristiques 

anatomiques et physiologiques de la muqueuse buccale, telles que l'existence de 

muscles lisses à haute densité vasculaire, l'accessibilité facile et la dérivation du 

métabolisme de premier passage en font une voie favorable pour la 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 privilégiée 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 être attribuée à la facilité d'administration et 

à l'acceptabilité du patient (Patel et al., 2011). 

Les films minces oraux (en aglais: TFO) imbibés de salive adhèrent au site 

d'application (la bouche) (Fig. 3.9). Le taux de désintégration est rapide, ce qui permet 

la libération du médicament suivie de l'absorption buccale (Prausnitz et al., 2004). 
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L'administration transdermique représente une alternative attrayante à l'administration 

orale de médicaments et est sur le point de constituer une alternative à l'injection 

hypodermique. De nombreux systèmes à libération prolongée ou contrôlée ont été 

conçus, dans lesquels un médicament est dissous ou dispersé dans le film (De La Fuente 

et al., 2010). 

Site d'administration du 
médicament au niveau 
de la muqueuse buccale 

J 
Site d'administration du 
médicament au niveau de 
la muqueuse sublinguale, 

(~ . ) 
I 

Figure 3.9 Sites pour l'application de film pour la muqueuse buccale et 

sublinguale. D'après (Prausnitz et al., 2004). 

L'administration transdermique est surtout utilisée lorsqu'il existe un effet de premier 

passage significatif du foie qui peut métaboliser prématurément les médicaments. 

L'administration transdermique présente également des avantages par rapport aux 

injections hypodermiques, qui sont douloureuses. La plus grande limitation est que 

seulement un nombre limité de médicaments peuvent être administrés par cette voie. 

Avec les méthodes d'administration actuelles, les médicaments transdermiques 

efficaces ont des masses moléculaires ne dépassant pas quelques centaines de daltons, 



76 

présentent des coefficients de partage octanol-eau qui favorisent fortement les lipides 

et nécessitent des doses de l' ordre de quelques milligrammes par jour ou moins 

(Ammar et al. , 2013). Dans presque tous les types de timbres transdermiques, le 

médicament est stocké dans un réservoir fermé d'un côté avec un support imperméable 

et doté d'un adhésif qui entre en contact avec la peau del ' autre côté (Nesseem et al. , 

2011). Plusieurs facteurs affectent la biodisponibilité d'un médicament comme sa 

taille moléculaire, sa polarité, son pH, l' état de l 'hydratation de la peau et le 

métabolisme par la flore cutanée (Nesseem et al. , 2011 ; Rajasekaran et al. , 2010). 
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Figure 3.10 Le principe (A) et l'appareil de livraison transdermale de 

médicament (B) D'après (Aktar et al. , 2014). 

De même, l'hydratation de la peau est cruciale pour augmenter l' absorption des 

médicaments, ce qui est possible en utilisant un humectant dans la formulation du film. 

La société biotechnologique japonaise, Nitto, travaille également sur TDDS ( en 

anglais : transdermal drug delivery system) avec le système Medtech PassPort. 

L' applicateur (porateur) libère une impulsion d'énergie pour créer des microcanaux 

dans la peau. Un simple patch transdermique est ensuite appliqué sur la peau ainsi 
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préparée et la délivrance du médicament commence (Fig. 3.10). En conclusion les 

films minces à base de polymères pourraient être une alternative très prometteuse pour 

l'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 

PRÉSENTATION DU PROJET DE THÉSE 

Dans l'organisme, les ions métalliques sont impliqués dans un large éventail de 

fonctions biologiques intra et extracellulaires. Contrairement au cuivre lié à des 

protéines ou à des peptides, le cuivre non lié peut être hautement toxique en raison de 

sa capacité à générer des radicaux libres via la réaction de Fen ton. Cependant, des 

petites molécules biologiquement actives, telles que des complexes du cuivre avec des 

acides aminés, peuvent posséder des propriétés thérapeutiques. 

Le cuivre(II) 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 

l'administration par voie intraveineuse presente certains limitations. Il y a donc un 

intérêt pour des complexes de cuivre(II) en vue de l'administration transdermique 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 première partie de cette étude visait à coordiner le cuivre avec quatre petits ligands 

(L-Sérine, L-Histidine, Urée et Biuret) et à évaluer la stabilité, l'activité antioxydante 
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et la compatibilité neuronale des complexes résultants. Les complexes de cuivre avec 

les acides aminés, l'urée et le biuret peuvent agir en tant que piégeurs de radicaux libres 

oxygénés. Ces découvertes ouvrent de nouvelles perspectives pour l'utilisation des 

complexes de cuivre en tant qu' antioxydants et éventuellement 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)2Ch], [Cu(Ser)2], [Cu(Urea)2Ch] et [Cu(Biuret)2Ch], avec une emphase 

particulière donnée aux aspects liés à la stabilité de ces complexes dans des milieux 

physiologiquement pertinents, à leur activité antioxydante potentielle et à leur 

biocompatibilité avec les cellules neuronales en vue de leur utilisation éventuelle dans 

le traitement des maladies neurologiques. De plus, l'étude de ces complexes pourrait 

aider à améliorer le thérapie par chélation pour les dysfonctionnements du cuivre et à 

mieux comprendre le métabolisme du cuivre chez l'humain. 

B. Synthèse et caractérisation d'hydrogel PVA / chitosane avec différents agents 

de réticulation pour application transdermique 

De nouveaux films réticulés à 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 thèse : 

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

II. Élaborer et étudier un nouveau matériau réticulé à base d'alcool polyvinylique 
et de chitosane. 

III. Créer un nouveau system à libération transdermique du Cu(His)2Ch 

Les points expérimentaux liés aux objectifs principaux sont les suivants : 

Pour l'objectif!: 

la Synthèse et caractérisation des complexes de cuivre 

lb Évaluation des propriétés antioxydantes des complexes obtenus, en utilisant 

différentes méthodes pour initier les espèces réactives de l'oxygène. 

le Étude de la viabilité des complexes de cuivre et de leur ligand sur des 

cellules neuronales P19 

Pour l'objectif li: 

lia Synthèse de différentes variantes de films composites d'alcool 

polyvinylique et de chitosane avec différents agents de réticulation. 

Ilb Sélection du film composite approprié pour une administration contrôlée du 

médicament (en particulier pour Cu(His)2Ch). 

Les hypothèses du projet: 

1) Tenant compte que la céruloplasmine, la protéine à cuivre bleu circulatoire, possède 

des propriétés antioxydantes, cardioprotectrices et neuromodulatrices, et que, en dépit 

de son potentiel thérapeutique, la céruloplasmine ne peut pas être utilisée comme 

médicament en raison de sa nature protéique avec des risques immunogènes et dangers 

cause de son origine animale, nous avons a émis l'hypothèse que les petits complexes 
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de cuivre pourraient présenter un intérêt à certains égards, étant comparables, sous 

certain aspects, aux protéines à cuivre (même type de coordination impliquant des 

acides aminés capables de chélater le cuivre(II)). Nous avons aussi émis l'hypothèse 

que les petits complexes de cuivre pourraient présenter un intérêt, 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 l'alcool (PVA) présente une bonne biocompatibilité 

et que la chitosane retient une assez faible quantité d'leau à la formation des films, nous 

avons emis l'hypothèse que des matériaux composites de PV A et de chitosane ( co )-

réticules pourraient former des films biocompatibles et à une faible teneur en eau. Ces 

capacités pourraient positionner les hydrogels de PV A-chitosane comme des candidats 

potentiels, en tant que biomatériaux pour le système 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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Complexes de cuivres 1 Films composites 1 
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Figure 4.1 Présentation schématique du projet de thèse 
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PARTIE II 

SECTION EXPÉRIMENTALE 
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CHAPITRE V 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

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 deuxième partie décrit la 

préparation des films à base de PVA et chitosane (avec ou sans complexe) réticulés 

avec différents agents, ainsi que leur caractérisation. En troisième partie, la libération 

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

5.1 Synthèse et caracterisation des complexes à cuivre 

Les caractéristiques structurales ont été établies par composition élémentaire, 

diffraction des rayons X et FTIR. La stabilité a été évaluée à l'aide de profils 

d'absorbance UV-Vis dans l'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 à l'aide des méthodes 

DPPH (1, l-diphényl-2,2-picrylhydrazyle) et DPD (N,N-diéthyl-p-phénylènediamine ). 

La compatibilité neuronale a été évaluée à l'aide de mesures de viabilité cellulaire 

réalisées sur des cultures des cellules neuronales Pl 9 dérivées des cellules souches de 

souns. 
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5.1.1 Synthèse 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 

l 'isopropanol selon la procédure de Pop et al (Pop et al., 2002). Le complexe cuivre(II)-

histidine a été préparé en utilisant un rapport molaire 1 :2 de CuCh :His et une solution 

d'isopropanol :H2O à 50 :1 v/v. Une solution froide (400 mL) de CuCh (1.93 x 10-3 

mol/L) dans l'isopropanol a été ajoutée goutte à goutte à une solution aqueuse de His 

(3.84 x 10-3) mol/L) à pH 6.8 et le mélange a été agité de manière continue sur la glace 

pendant 45 min. La complexation a été effectuée dans l'isopropanol pour faciliter la 

récupération du cuivre-histidine qui précipite dans ces conditions. Le solide résultant a 

été recueilli par filtration, lavé avec l'isopropanol froid et séché à température 

ambiante. Les complexes de cuivre-urée et de cuivre-biuret ont été préparés de manière 

similaire mais en utilisant un rapport molaire 1 :4 de CuCh :ligand. Le complexe 

cuivre-sérine a été préparé dans l'éthanol glacial en utilisant un rapport molaire 1 :2 : 1 

de CuCh :L-Ser :NaOH. Une solution froide (15 mL) de CuCh (2.64 x 10-2 mol/L) 

dans l'éthanol a été ajoutée goutte à goutte à une solution de 30 rnL de Ser (5.19 x 10-

2 mol/L) dans l'éthanol (50 :1 v/v l'eau) contenant de l'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 à l'éthanol et séché à la température ambiante. 

5 .1.2 Caractérisation structurale 

Analyse élémentaire 

Les teneurs en carbone Allemagne, en hydrogène (H) et en azote (N) ont été 

déterminées par la méthode de combustion dynamique flash basée sur l'oxydation 

complète des échantillons, à l'aide d'un EAS1108 (Fisons instruments SpA) et d'un 

ECS4010 (Costech Co. Califomia, É.-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 à identifier un échantillon ou à établir sa 

pureté. Les points de fusion ont été mesurés à l'aide de tubes capillaires ouverts sur un 

appareil à point de fusion Gallenkamp (Londres, Angleterre). 

Diffraction des rayons X 

L'analyse par diffraction des rayons X a été réalisée avec un diffractomètre à jet Bruker 

X8 Venture Metal (Geesthacht, Allemagne). Les paramètres expérimentaux pour 

l'analyse par rayons X sont présentés dans le tableau S.1 (Annexes). Les monocristaux 

ont été obtenus par évaporation lente d'une solution alcoolique de complexe de cuivre 

pendant trois jours. Les cristaux ont été maintenus à 100 °K pendant la collecte des 

données. Les échantillons ont été exposés à des rayons X- (GaKu) 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 à l'aide du logiciel Olex2 (Dolomanov da/., 2009), 

avec le programme de solution de structure SHELXT (Sheldrick, 2008) utilisant Direct 

Methods de raffinement SH~XLXL (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 spectrophotomètre FTIR Thermo-Nicolet 6700 

(Madison USA), avec 64 numérisations à une résolution de 4 cm·1 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 l'eau, dans une solution saline physiologique (0.9 % de 

NaCl), dans du fluide gastrique simulé (SGF: HCl 0.26 %, NaCl 0.2 %, pH 1.2) et 

dans le fluide intestinal simulé (SIF: KH2PÜ4 à 0.68 %, NaOH à 0.0615 %, pH 7.2). 

Les spectres d'absorbance (360 à 960 nm) ont été pris après 2 h d'incubation à la 

température ambiante. Les stabilités des complexes ont été étudiées en mesurant les 

valeurs d'absorbance à des longueurs d'onde constantes entre Oh et 48 h à 37 °C, à 

l'aide d'un spectrophotomètre Visible Ultrospec 100 Pro (USA). 

Mesures électrochimiques 

Un ballon à trois cols a été utilisé pour les mesures électrochimiques. L'électrode de 

travail était une électrode de carbone vitreux de 3 mm de diamètre (BASi®); l'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 électrochimiques contenaient des complexes de cuivre fraîchement préparés 

. dans une solution saline physiologique (NaCl 0.9 % m/v dans de l'eau désionisée) et 

ont été purgées à l'argon pendant 5 min. Toutes les mesures ont été effectuées sous 

atmosphère d'argon. 

5 .1.4 Capacité antioxydante 

Méthode calorimétrique DPD (N, N-diéthyl-p-phénylènediamine) 

Le réactif DPD a été acheté auprès de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Des 

espèces réactives de l'oxygène (ROS) ont été générées par électrolyse (10 mA, 400 V, 

3 min) dans 3 mL de solution tampon Krebs-Henseleit (KH) modifié (en mM: NaCl 
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118, KCl 4.8, CaCh 1.8, MgSO4 0.86, 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 à 

diffèrentes concentrations. Un volume de 0.2 mL de la solution électrolysée (ELS) KH 

et avec du complexe ou ligand, a ensuite été ajouté à 0.8 mL de solution de DPD à 25 

mg/mL. Les ROS générées par ELS réagissent rapidement avec la DPD pour former 

un produit d'oxydation ayant une absorbance spécifique à 515 nm (Moore et al., 1984; 

Wang et al., 1999). En présence de molécules antioxydantes, les ROS peuvent être 

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 l'équation 5.1, où A100%ROS est l'absorbance 

du tampon ELS KH contenant DPD (100 % de ROS en solution, en absence. 

d'antioxydant) et Aéchantillon est l'absorbance du tampon ELS KH contenant DPD et en 

présence du complexe de cuivre ou du ligand. 

% ROS = (Aéchantillon / A100% ROS) X 100 (5.1) 

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

DPPH est un radical libre stable (DPPH•) caractérisé par une bande d'absorption à 

environ 517 nm. En présence d'une substance pouvant donner un atome d'hydrogène, 

le DPPH est réduit en perdant sa couleur violètte. Le test DPPH a été réalisé dans les 

conditions de Brand-Williams (Marinova et Batchvarov, 2011). Le réactifDPPH a été 

acheté de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Une solution de DPPH 0.5 mM a été 

préparée et son absorbance était d'environ 0.7 à 517 nm. Un volume de 0.2 mL 

d'échantillon (complexes de Cu2+ ou ligands) a été ajouté à 1.8 mL de solution de 

DPPH. Au bout de 30 min, l'absorbance a été mesurée à 517 nm. Le pourcentage de 

piégeage du radical DPPH a été calculé selon l'équation 5.2. 

% DPPH• = [(Abr - Aar)/Abr] X 100 (5.2) 
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où Abr est l ' absorbance avant réaction et Aar est l' absorbance après réaction avec 

l'antioxydant (complexe ou ligand). 

5 .1.5 Culture cellulaire neuronale et traitement avec complexes à cuivre 

Les cellules souches embryonnaires P19 de souris ont été différenciées en neurones 

(Fig. 5.1 et 5.2) par exposition à 0.5 µM acide rétinoïque (AR) pendant 4 jours 

(Ducharme et al., 2010; Maltais et al. , 2003). Au jour 4, une quantité de 3.8 x 105 

neurones a été ensemencée dans des plaques gélatinisées à 12 puits contenant du milieu 

Neurobasal supplémenté [SNB : 2 % v/v de supplément B27 (Fisher Scientific, St-

Laurent, QC, Canada), 0.5 mM L-glutamine, pénicilline 50 U/mL et streptomycine 50 

U/mL]. 

JO 

Corps cmbryoîdes 

Cellules 
indifférenciées 

Culture des cellules 
-4 jours 
-Milieu de différenciation (5 
mL 5% FBS, 5 mL DBS, a-
MEM) 
-Acide Rétinoïque 10 µM 
Formation : Corps embryoïdes 

.J4 ]5 .J6 

1 1 
Ncu1·obasafr~1 supl)lémcnlé 

Monoc.ouchcs 

Neurones Traitement avec les 
complexes cuivriques 

Au jours 4: 
- Formation des neurones 
-Culture en présence de: Milieu 
neurobasal enrichi de 
supplément B27 
-Application des solutions de 
complexes cuivriques 

Au jours 6: 
Apparition des 
agrégations 
neuronale 

Figure 5.1 Différenciation des cellules P19 en cellules neuronales. 

Le traitement de neurones avec des ligands His, Ser, urée ou biuret, ainsi que leurs 

complexes de cuivre(II) et le CuCh a débuté le 4 ème jour, de manière concomitante avec 

l'ensemencement cellulaire dans le milieu SNB. Les huit agents étudiés (ligands et 

complexes de Cu(II) correspondants) ont été fraîchement solubilisés dans une solution 
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saline tampon phosphate (PBS) sous forme de solutions mères concentrées 10 fois et 

ajoutés individuellement au milieu de culture aux concentrations finales indiquées. 

Après 48 h d'incubation (37 °C, 5 % de C02), les cultures ont été analysées pour 

déterminer leur viabilité cellulaire. Les cultures témoins ne contenaient que les cellules 

dans du milieu SNB. 

Les Pétris 60 mm 
bactériologiques 
gélatinisés (gélatine 
0.1 %), traités avec 
-+ cellules P19 
-+ milieu Neurobasal 
supplémenté 

Resuspendre les cellules 
dans un milieu 
fraîchement préparé : 
Neurobasal supplémenté 
avec Glutamine 1 00x et 
B27 (Gibco) 

Contrôle: sans complexe 

/! 
Concentration 
finale : 200 l!M 

Concentration 
finale : 250 l!M 

Concentration 
finale : 400 l!M 

Figure 5.2 

Traitement avec les complexes cuivriques 

Différenciation des cellules en neurones : traitement du J4. 

Application des solutions des complexes cuivriques. 

5.1.6 Viabilité cellulaire 

La biocompatibilité a été évaluée à l'aide de cultures de neurones P 19 et du test Neutra! 

Red (NR) (Gomez Perez et al., 2017) recommandé pour mesurer la viabilité des 

cellules exposées aux composés du cuivre à des concentration supérieures à celles du 

cuivre à des concentrations physiologique. Un mL de solution NR fraîchement 

préparée (138 µM dans HEPES 20 mM, NaCI 140 mM, KCl 4 mM, CaCb 3 mM, 

MgCb 1 mM, D-glucose 20 mM, pH 7.2) a été ajouté à chaque puits de culture 

préalablement lavé délicatement avec PBS. Au bout de 2 h d'incubation (à 37 °C, 5 % 

de C02), la solution de NR a été retirée et les cultures ont été lavées rapidement avec 
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du formaldéhyde à 1 % et du chlorure de calcium à 1 %. Ensuite, 1 mL d'éluant NR 

(EtOH :H20 :acide acétique 50: 49 :1) a été ajouté pour extraire le NR des cellules. 

Après 10 minutes d'agitation à la température ambiante, l'absorbance a été lue à 540 

nm en utilisant un lecteur de microplaques universel ELX800 UV. La viabilité à 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 Synthèse, caractérisation et évaluation des films à base de PVA 

Cette section explique comment des nouveaux films de polymère réticulé à 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 à balayage (MEB), 

spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR), analyse 

thermogravimétrique (TGA), calorimétrie différentielle à balayage (DSC) et diffraction 

des rayons X. Les propriétés mécaniques et leur comportement de gonflement et de 

désintégration ont été évalués dans différents pH. La cytotoxicité des films et la 

viabilité cellulaire ont été étudiées par des essais au MTT avec les cellules P19 après 

48 h. Des études de libération de médicament des films ont été effectuées à différentes 

valeurs de pH. Le complexe [Cu(His)2Ch] 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 auprès de Sigma Aldrich (Toronto, Canada). Le PVA (hydrolysé à 

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 à 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 fraîchement préparées ont été utilisées dans toutes les experiences 

La réticulation du chitosane / génipine 

Le chitosane (Ch) a été dispersé dans une solution aqueuse d'acide acétique à 1 % (m/v) 

à la température ambiante avec agitation continue pendant 24 h pour amener la solution 

de Ch à 2 % (m/v). La solution, après dissolution complète, a été filtrée à travers un 

tissu de nylon pour éliminer tout matériau non dissout et laissée reposer pendant 30 

min pour faire disparaître les bulles d'air. La solution de génipine (0.01, 0.05 ou 0.1 % 

m/v) a été ajoutée lentement à la solution de chitosane sous agitation constante pendant 

20 min. 

La réticulation PV A/ STMP 

Des solutions de PVA ont été préparées en dissolvant complètement 10.0 g de poudre 

de polymère dans 100 mL d'eau distillée à une température de 95 °C sous agitation 

magnétique pendant 6 h pour obtenir une solution à 10 % (m/v) de PV A claire et 

homogène (Tripathi et al. 2010). La solution a été laissée pour refroidi à la température 

ambiante. Ensuite, 7.5 mL à 20 % p/v de l'agent de réticulation tri-métaphosphate de 

sodium (STMP) ont été ajoutés à la solution de PV A sous agitation constante. Un 

volume de 3 mL d'hydroxyde de sodium (30 % m/v) a ensuite été ajouté goutte à goutte, 

toujours sous agitation (Chaouat et al., 2008). Le pH a été corrigé à 7.0 ± 0.2 avec 

NaOH 0.2 M sous agitation douce. La solution de PV A réticulée obtenue a été 

soigneusement lavée avec de l'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 PV A réticulé obtenu a été broyé dans un mélangeur pour acquérir des 

granules réticulées de PV A qui ont été séchées à la température ambiante (24 h), puis 

dissoutes dans l'eau distillée pour obtenir une solution à 5 % (m/v) sous agitation et 

chauffage constants. La solution de PV A réticulée a été soumise à 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 PV A / Chitosane composite 

Les procédés de préparation des films sont résumés au tableau 5.1. Différentes 

quantités de solution de PV A ont été ajoutées à la solution à 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 filmogènes PV A-Ch contrôle (PV A-Ch/non-réticulé), PV A-Ch réticulé 

avec STMP et génipine selon différentes méthodes 

Contrôle 
non réticulé 
Méthode 1 (Ml) 
Méthode 2 (M2) 

Méthode 3 (M3) 

PV A + chitosane 

PV A (réticulé avec STMP) + chitosane non-réticulé 
.PV A (réticulé avec STMP) + chitosane (réticulé avec génipine ) 
(0.01, 0.05, 0.1 % p/v) 
PV A (réticulé avec STMP) + chitosane (non- réticulé)+ génipine 
(0.01, 0.05, 0.1 w/v %) 

Les films composites (PV A-Ch) ont été préparés à partir des solutions filmogènes 

selon trois approches différentes. Pour la première méthode (Ml), le PVA a été réticulé 

séparément avec du STMP et mélangé avec du chitosane (Ch) non réticulé. Dans la · 

méthode deux (M2), le PV A (réticulé par STMP) a été mélangé doucement avec 

chitosane (réticulé séparément avec la Gp). Dans la troisième méthode (M3), le PVA 

réticulé avec STMP et le chitosane (Ch) non réticulé ont été mélangés pour obtenir une 

solution homogène, puis la Gp comme co-réticulant (avec diffrent concentration) a été 

ajoutée délicament. 
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Tableau 5.2 Composition des films composites PV A:Ch. Les solutions 

filmogènes de PV A et de chitosane ont été combinées avant (contrôle) et après une 

réticulation selon une des méthodes (Ml, M2 ou M3) dans des rapports différents. 

Echantillon ID PVA Chitosane STMP Génipine 
rapport molaire (% m/v) (% mlv) 
PV A-Ch (1 :0) 100 0 0 0 
PVA-Ch (1 :1) 50 50 0 0 
PV A-Ch (3: 1) 75 25 0 0 
PVA-Ch (0:1) 0 100 0 0 
PVA-Ch (1 :3) 25 75 0 0 
PVA-Ch /Ml 75,25,50 25, 75, 50 1 0 (3: 1) ( 1: 3) ( 1 : 1) 
PVA-Ch /M2 75 ,25, 50 25, 75, 50 1 0.1 , 0.05 , 0.01 (3:1) (1:3) (1:1) 
PVA-Ch /M3 75,25,50 25, 75, 50 1 0.1 , 0.05 , 0.01 (3: 1) (1 : 3) (1: 1) 

Pour chaque préparation, la solution (mélange) filmogène a été maintenue sous 

agitation pendant 1 heure à la température ambiante pour former une solution binaire 

homogène. Pour chaque film la solution filmogène a été versée (30 mL) dans une boîte 

de Pétri ( diamètre = 100 mm, hauteur = 15 mm) et laissée sécher à température 

ambiante (25 °C) pendant 3 jours. Avant toute caractérisation ultérieure, les films ont 

été séchés au four (à 40 °C) pendant 24 h pour éliminer les traces d'eau résiduelles 

(pour masse constante), puis placés dans un dessiccateur (avec gel de silice) pour éviter 

l'absorption d'humidité. 

5.2.2 Caractérisation des films 

La microscopie électronique à balayage 

La morphologie de surface des films a été étudiée à l'aide d'un microscope électronique 

à balayage (MEB) Hitachi (modèle S-3400N de type II, Japon). Les films (échantillons) 

ont été revêtus d'une fine couche de platine. Le fai sceau d'électrons a été réglé à 
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5.00 kV. 

Spectroscopie infrarouge à 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 à 650 

cm·1 (64 balayages à une résolution de 4 cm-1) en utilisant un spectromètre 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 PV A-Ch préparés sont été 

évalués par un analyseur thermogravimétrique de modèle TGA-MS (TGA Q500 / 

Discovery MS, USA). Des essais de TGA ont été effectués de 20 °C à 900 °C, à une 

vitesse de chauffage de 10 °C/min sous atmosphère d'azote. Chaque l'échantillon, 

compris entre 2 et 5 mg, a été pesée et la masse du récipient à échantillon a été 

enregistrée de manière continue pendant l'essai, en fonction de la température. 

Essai d'absorption de fluide 

Le comportement de gonflement des films a été mesuré en plaçant les échantillons de 

film (5.0 mm x 5.0 mm) dans une plaque à 6 puits. Chaque puits a été rempli avec 2 

mL de solution tampon phosphate (PBS;0.0lM, pH 7.4). Les films ont été incubés dans 

la plaque à 37 °C pendant 2, 4, 24, 96 h. À la fin de ces périodes, la solution en excès 

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 à l'aide de l'équation 5.3 : 

Degré d'absorption de liquide (%) = (Ph-Ps) x 100 
Ps 

(5.3) 
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Où Ps est la masse sèche de l'échantillon et Ph est la masse de l'échantillon humide en 

fonction du temps d'immersion. 

Test de désintégration (dissolution) 

L'étude de la désintégration de tous les films composites a été réalisée en incubant les 

films dans du tampon phosphate (PBS) pH 7.4 à 37 °C. Tous les échantillons de film 

ont été chacun pesés avant (Po) et après (Pi) immersion dans le PBS (Alhosseini et al., 

2012). Après immersion pour différentes dureés (2, 24, 96 h), les échantillons ont été 

prélevés, épongés avec du papier absorbant et séchés dans un four à 40 °C pendant 24 

h. Avant d'être pesés, les échantillons (Pi) ont été conservés dans un dessiccateur à vide 

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

Degré de désintégration (%) = (Po-Pi) 100 
Po 

(5.4) 

Où, Po est la masse de l'échantillon (avant immersion) et Pi est la masse de l'échantillon 

restant (après 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 à 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 à 96 puits. Les plaques ont été stérilisées par rayonnement ultraviolet 

(UV) pendant 2 h (Nikkhah et 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 

fœtal (FBS; Rexade, ON, Canada) et de 100 U/mL de pénicilline / streptomycine 

(Sigma-Aldrich). 
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Figure 5.3 Test de viabilité 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 P 19 ont été 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 boîtes 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 à la trypsine, 

centrifugées et remises en suspension dans un milieu de culture complet. En bref, 3 x · 

105 cellules ont été ensemencées sur les échantillons des filins au sein d'une plaque à 

96 puits. Les cellules ont été incubées à 37 °C dans une atmosphère humidifiée 

contenant 5 % de CO2 pendant 2 jours dans du milieu aMEM. Après l'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 µL de DMSO ont été ajoutés à chaque 

puits et incubés pendant 3 h à 37 °C (5 % CO2). À la fin de la période d'incubation, 100 

µL ont été transférés dans une autre plaque à 96 puits en triplicata, et la densité optique 
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a été déterminée à 550 et 664 nm à l'aide d'un lecteur de microplaque spectrométrique 

Lambda 740 (USA) .. 

Cristallinité par diffraction des rayons X (XRD) 

La diffractométrie des polymères par rayons X a été réalisée à l'aide d'un app~eil 

Siemens D-5000 (Munich, Allemagne). Les échantillons ont été exposés à un 

rayonnement X (Cu Ka à une longueur d'onde de 1. 789 A) avec une vitesse de balayage 

de 0.05 °/min. Des échantillons (films) ont été déposés sur une plaque de quartz à faible 

bruit de fond dans un support en aluminium et analysés par une plage de 20. Les 

spectres DRX ont été traités à l'aide du logiciel DiffracPlus. 

Calorimétrie différentielle_ à balayage (DSC) 

Les mesures DSC ont été effectuées sur un calorimètre DSC Q 100 (TA, USA), la 

température a été étalonnée avec de l'indium dans une atmosphère d'azote. Des 

échantillons d'environ 8 mg ont été pesés de manière très précise dans une poêle en 

aluminium. La température était contrôlée dans la plage de 25 à 350 °Cet 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 

à 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 complètement gonflés ont été découpés en espèces cylindriques de 5 

mm de diamètre et de 12 mm de longueur, mesurées avec un compas numérique 

Mitutoyo. Chaque échantillon était fixé du haut et du bas avec des poignées conçues 

sur mesure. Les hydrogels ont été confinés dans un cadre métallique cylindrique et 

compressés à 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 (cr) et la déformation (e) ont été 

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

p 
(J =-

A 

E = lp 
Lo 

(5.5) 

(5.6) 

Où P représente la force de compression, A la surface du cylindre et lo et lF sont 

respectivement les longueurs initiale et finale. L'allongement à la rupture a été calculé 

· selon l'~quation 5.7. 

L'allongement à la rupture= Li/ Lo x 100 % (5.7) 

Où, Lo est la longueur initiale et L1 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. À 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 ± l'écart-

type. 

Absorption de fluide 

Le gonflement des films a été mesuré en plaçant les échantillons de film (5.0 mm x 5.0 

mm) dans une plaque à 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 

(HCl, pH 2.1). Les films composites incorporant du Cu(His)2Ch ont été incubés et 

prélevés in vitro à 37 °C différents temps (2, 4, 24, 96 h). À la fin de chacune de ces 

périodes, la solution en excès sur les gels a été essuyée avec du papier absorbant avant 

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

l'équation 5.8 suivante : 

Degré d'absorption de fluide (%) = (Ph-Ps) x 100 (5.8) 
Ps 

Où Ps est la masse sèche de l'échantillon et Ph est la masse de l'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'acétaminophène et le complexe de 

cuivre(II)-histidine (Cu(His)2) en pourcentage de charge (10 % en masse) ont été 

dissouts, séparement dans un minimum d'eau et chacune combinés avec la solution 

filmogène du PVA-Ch. La solution formée a été transférée dans une plaque (6 et 12 

puits) et laissée à évaporer pendant une nuit à la température ambiante. 

Comportements en matière de libération d'agent thérapeutique 

Du [Cu(His)2Ch] et de l'àcétaminophène ont été chargés en tant que médicaments 

modèles dans les films. Les comportements de libération des médicaments ont été 

évalués à différents pH (7.2 et 2.1) sous agitation douce. Chaque échantillon (taille= 2 

x 2 cm2) 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 à 37 °C (incubateur) (Liu et 

al., 2015). Des aliquots du milieu de libération (1 mL) a été prélevé aux 30 minutes 

jusqu'à 180 minutes. La quantité de Cu(His)2Ch et d'acétaminophène dans la solution 

tampon a été quantifiée à l'aide d'un spectrophotomètre UV-Vis à des longueurs d'ondes 

de 630 et 262 nm, respectivement. Après chaque mesure, le milieu retiré a été remis 

dans le système. Des solutions contenant des concentrations connues de médicaments 

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

a été calculée selon l'équation 5.9 : 

Quantité de médicament = !!..!... x 100 
Moo 

(5.9) 

libérée cumulative(%) 

Où Mt 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 

RÉSULTATS 

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

• Ce chapitre visait à coordiner le cuivre avec quatre petits ligands (L-Sérine, L-

Histidine, Urée et Biuret) et à évaluer la stabilité, l'activité antioxydante et la 

compatibilité neuronale des complexes résultants. 

6.1.1 Analyse chimique des compl~xes 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. 

Le~ résultats de l'analyse élémentaire ainsi que la formule chimique proposée pour 

chaque complexe correspondaient bien à la stoechiométrie attendue. Les points de 

fusion des complexes de cuivre étaient similaires à ceux des études précédentes 

(Mandai et al., 2015; Sigel et McCormick, 1971). 
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Tableau 6.1 Données analytiques et physiques des complexes de Cu(II) avec 
Ser, His, Urée et Biuret. a Les valeurs calculées sont entre parenthèses. b La masse 
moléculaire a été déterminée selon analyses élémentaires. 

Analyse élémentaire • MWh Point de 
Composé Formule % Trouvé(% Cale.) Couleur (g/mol) fusion 

C H N {°C) 

[Cu(His)2Ch] C12H1sChCuN604 30.74 3.96 17.96 Bleue 444.00 185 ± 1.6 (32.34) (4.05) (18.29) claire 

[Cu(Ser)2] C6H12CuN206 26.28 4.35 10.08 Bleue 271.72 186± 0.6 (26.49) (4.46) (10.33) foncée 

[Cu(Urea)2Ch] C2HsChCuN4Q2 9.33 3.23 23.61 Bleue-verte 254.56 161.6±2.3 (9.42) (3.14) (21.99) 

[Cu(Biuret)2Ch] C4HioChCuN604 14.59 2.98 25.02 Bleue-verte 340.61 171.6± 1.1 (14.11) (2.94) (24.67) 

6.1.2 Étude cristallographique par diffraction de rayons X des structures des 

complexes de cuivre 

Seuls [Cu(Ser)2] et [Cu(Urée)2Ch] ont généré des cristaux adéquats pour l'analyse par 

rayons X. Les données [Cu(His)2] et [Cu(Biuret)2Ch] 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)2] a révélé 

que deux molécules de sérine se liaient chacune à l'ion cuivre de manière bidentée 

(Fig. 6.lA). Selon l'analyse élémentaire (Tableau 6.1) du complexe cuivre-sérine, les 

atomes de chlore ne sont pas présents dans la structure, ce qui diffère des autres 

complexes de cuivre dans cette étude. Cela pourrait être dû aux plusieurs facteurs 

influençant 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)2Ch] préparé dans l'isopropanol dans des conditions similaires 

à celles décrites pour [Cu(Urée)2Ch] par Pop (Pop et al. 2002), nous n'avons pas 

obtenu de monocristaux. Cependant, les structures de diffraction des rayons X du cristal 
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étaient similaires à d'autres complexes apparentés décrits précédemment (Corradi, 

1992; Mandal et al. , 2014). Un complexe neutre à cinq coordinations [Cu(His)2] (Fig. 

6.lB)a été décrit par Deschamps (Deschamps et al. , 2005). La présente étude a montré 

une géométrie pyramidale carrée déformée avec des ligands bidentés et tridentés de L-

histidine (Fig. 6.lB). D'autre part, la structure de diffraction des rayons X sur les 

cristaux d'un autre complexe [Cu(His )Ch] obtenu par Bujacz (Bujacz et al. , 2010) a 

montré que le cuivre était coordiné (semi-coordination) par une histidine uniquement 

de manière bidenté. L'oxygen de carboxyle (Ücarboxyle) etl ' azote de l'amine (Nam) du 

groupe de la chaîne principale de His ont été impliqués dans la coordination. Deux 

anions chlorure complètent la coordination carrée du Cu2+. 

A B 
o, 

Figure 6.1 Structure de [Cu(Ser)2] bidenté (A) et [Cu(His)2] tridenté (B). Selon 

(Gala et al. , 2014). 

Ces deux structures [Cu(His)2] et [Cu(His)2Ch] rapportées ne correspondent pas à la 

formule chimique (C1 2H1sChCuN6Ü4) trouvée lors de l'analyse élémentaire dans cette 

étude. Dans notre cas, nous avons obtenu un complexe de cuivre différent, compatible 

avec deux molécules de His et deux chlorures qui se lient au cation central Cu2+ avec 

la structure de [Cu(His)2Ch] (Esmaeili et al. , 2019). À notre connaissance cette 

structure est nouvelle. L'étude cristallographique du complexe d'urée [Cu(Urea)2Ch] a 
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révélé une structure en chaîne, les ions chlorure jouant le rôle de ponts, comme indiqué 

sur la figure 6.2A. Les ions Cu(II) sont hexacoordinés par deux ponts de chlorure et 

par les atomes d'oxygène de deux molécules d'urée, montrant une stéréochimie 

octaédrique allongée. Les positions apicales semblent occupées par deux ligands 

pontant du chlorure semi-coordinés (Cul - Cll = 2.96 A); le plan équatorial est 

constitué de deux ligands d'urée et de deux ponts chlorure (Cu 1 - Cl 1 = 2.29 A) 

(Tableau 6.2). 

A B 

\ 

Figure 6.2 Structures obtenues par diffraction des rayons X pour 

[Cu(Urée)2Ch](A) et pour [Cu(Biuret)2Ch] (B). 

La distance Cul-Cll (2.96 A) semble trop grande pour une liaison covalente (rCl = 

0.99 A) et est plus compatible avec une liaison ionique (rc1- = 1.84 A, rCu2+ = 0.81 A) 
(Tableau 6.2). Bien que l'urée ait dans sa structure deux atomes donneurs d'électrons 

potentiels (Ücarbonyle et Nam) , le cuivre n'est souvent coordiné que par l'atome d'oxygène 

selon un motif monodenté d 'angle C= 0 - M souvent inférieur à 180° (Theophanides 

et Harvey, 1987). Au meilleur de nos connaissances, la structure cristalline attribuée à 

Cu(Urée )2Cb est nouvelle. 
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Tableau 6.2 Longueurs des liens pour [Cu(Urea)2Ch]. 

Atome Atome Longueur 
(A) 

Cul c11 1 2.9605(16)* 
Cul Cll 2.2921(15) 
Cul c11 2 2.9605(16) 
Cul Cl13 2.2921(15) 
Cul 01 1.955(4) 
Cul 013 1.955(4) 
01 Cl 1.262(8) 
Nl Cl 1.324(8) 
N2 Cl 1.345(9) 

* Le nombre entre parenthèses réfère au réseau cristallin défini par Bernai et 
Fowler (Bernai et Fowler, 1933). 

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

d'oxygène. Les données de coordination et les caractéristiques structurales des quatre 

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

Tableau 6.3 Caractéristiques structurales de la première sphère de coordination 

du cuivre pour les quatres complexes. 

Complexes Mode de Atome Distance Cu-X Référence coordination impliqué (A) 
Nam 2.003 (Deschamps 

[Cu(His)2Ch] Tridenté Nïm 1.984 et al., 
Ücarboxvle 2.277 2005)* 

[Cu(Ser)2] Bidenté Nam 2.001 Cette étude 
Ücarboxyle 1.972 

[Cu(Urea)2Ch] Monodenté Ücarbonyle 1.955 Cette étude 

[Cu(Biuret)2Ch] Bidenté Ücarbonyle 1;982 (Freeman et 
al., 1959) 

* La référence décrit [Cu(His)2] 
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6.1.3 Caractérisation FTIR des ligands et des complexes de cuivre 

Le spectre FTIR de [Cu(His)2Ch] a montré des changements dans les positions et les 

profils de certaines bandes par rapport à celui de His libre (Fig. 6.3A, B). 
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Figure 6.3 Spectres FTIR des différents complexes. [Cu(His)2Ch] (A), His 

(B), [Cu(Ser)2] (C), Ser (D), [Cu(Urée)2Ch] (E), urée (F), [Cu(Biuret)2Ch] (G) et biuret 

(H). 

En général, dans les acides aminés, on observe une vibration d'étirement du NH dans 

la région 3130-3030 cm·1 (El Khoury et Hellwig, 2009). Théoriquement, dans les 

complexes métalliques, la vibration d'étirement de NH (vNH3 +) devrait disparaître en 

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

cependant, une bande a été observée à 3300 cm·1, ce qui pourrait résulter d'autres 
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vibrations apparaissant dans cette région (Prenesti et Berto, 2002). L'histidine montre 

une fréquence d'étirement du COOH antisymétrique à 1634 cm-1 (Fig. 6.3B) et 

[Cu(His)2Ch] présente cette bande à 1616 cm-1 (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)2] et d'autres 

complexes Cu(II)-acides aminés. Ces résultats indiquent la participation de ces groupes 

à la coordination du cuivre et au modèle de chélation tridentée du complexe 

[Cu(His)2Ch]. 

La Figure 6.3 (C, D) montre les spectres FTIR pour [Cu (Ser) 2] et la sérine. Les bandes 

comprises entre 3444 et 3259 cm-1 attribuées aux vibrations d'étirement du NH dans le 

spectre de l'acide aminé sont observées presque aux mêmes fréquences respectives dans 

le spectre [Cu (Ser)2]. Les bandes de vibration d'étirement NH de Ser sont à 3346 et 

3258 cm-1 respectivement et sont ~écalées vers des longeurs d'onde supérieures 

(Mandai et al., 2014) dans un complexe métallique, soient 3481 à 3398 cm-1• 

Ces résultats suggèrent clairement une déprotonation du groupe NH3 + de la molécule 

Ser et une liaison à l'ion métallique par son atome d'azote (Herlinger et al., 1970). Par 

contre, les bandes d'absorption Ser à 1640 et 1601 cm-1 (correspondant à la liaison 

d'étirement C=O) sont décalées vers des longueurs d'ondes inférieures (1631 et 1587 

cm-1) dans le spectre [Cu(Ser)2] . De plus, la bande d'étirement symétrique (M-N) 

apparue à 523 cm-1 dans la présente étude est en accord avec les études précédentes 

(Mandai et al., 2014). 

Au total, ces observations indiquent que Ser se lie à 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)2Ch]. Les bandes comprises entre 3444 et 3259 cm-1 attribuées aux 

vibrations d'étirement du NH dans le spectre de l'urée sont observées presqu'aux 

mêmes fréquences respectives dans le spectre [Cu(Urea)2Ch]. Cependant, les bandes 

d'absorption intenses pour l'urée à 1680 et 1602 cm-1, correspondant à l'étirement C=O 
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et aux vibrations de déformation de NH2, sont décalées vers des plus basses fréquences 

(1616 et 1576 cm"1) dans le spectre du complexe. Cela pourrait indiquer une possible 

implication de l'oxygène du groupe carbonyle de l'urée dans la coordination avec les 

ions cuivre(II) (Bujacz et al., 2010). Ceci est également supporté par la bande de 419 

cm·1 correspondant aux vibrations M-O (Mandal et al., 2014; Wang et al., 1999) dans 

les spectres [Cu(Urea)2Ch]. 

Les spectres FTIR du complexe [Cu (Biuret)2Ch] 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)2Ch] sont similaires mais non identiques aux bandes de 

l'ordre de 3458-3016 cm·1 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 l'étirement C=O apparaît vers 

1718 cm-1 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 être produite avec la 

participation de l'oxygène (Theophanides et Harvey, 1987). En fait, une bande de 

vibration dans le complexe [Cu(Biuret)2Ch] a été détectée à 1679 cm·1 (Fig. 6.3G). 

Comme dans le cas du complexe [Cu(Urée)2Ch], la présence d'une bande de 490 cm·1 • 

attribuée à une vibration métal-oxygène suggère la participation de l'oxygène à une 

complexation de coordination entre l'ion biuret et l'ion cuivre(II). Ceci concorde avec 

les données antérieures de Wang (Wang et 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 Évaluation spectrophotométrique 

L'évaluation de la stabilité des complexes de cuivre dans des conditions 

physiologiquement pertinentes facilitera la conception de leurs formulations 
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pharmaceutiques. Comme l'administration orale de complexes de cuivre sera 

éventuellement recherchée dans le traitement de la cardioencéphalomyopathie et 

maladie de la Menkes (suite à une thérapie genetique réparatoire del' ATP7 A), il était 

intéressant d'explorer leur stabilité dans des conditions simulant le système gastrique 

et intestinal. Les spectres d'absorption et la voltamétrie cyclique ont été utilisés comme 

outils pour l'indications de la conformation structurelle des complexes étudiés dans 

divers milieux. La Figure 6.4 montre les spectres UV-Vis des complexes de cuivre(II) 

incubés pendant 2 h à température ambiante, dans H2O, 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)2Ch] dans H2O, dans une solution saline physiologique et dans 

SIF ont montré une absorbance maximale à 620-640 nm (Fig. 6.4A). L'absorbance en 

SIF était environ deux fois supérieure à celle observée dans H2O et NaCl 0.9 %, ce qui 

pourrait être attribué aux changements de pH. 

L'ajout du complexe d'histidine de cuivre(II) 20 mM dans du H2O ou dans du NaCl à 

0.9 % a abaissé le pH à 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'après Deschamps 

(Deschamps et al., 2005), la distribution de l'espèce histidine de cuivre(II) diffère en 

fonction du pH: [MHL2] se trouve à pH 5 alors que [MLi] se trouve à pH 7. La présence 

ou l'absence de l'atome d'hydrogène aurait une influence sur les propriétés 

d'absorbance. Dans le SGF (pH 1.2), l'absorbance était maximale à 750 nm 

probablement à cause du cuivre non lié au vu de Deschamps et al, 2005, suggére qu'à 

pH :S 3.7, la majeure partie du ligand résiduel est non liée. Au pH physiologique, la 

structure principale proposée pour [Cu(His)2] en solution aqueuse était [MLi] 

(Deschamps et al., 2005). 
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Figure 6.4 Spectres d'absorbance UV-Vis des complexes à cuivre. Complexe 

[Cu(His)2Ch] (A), [Cu(Ser)2] (B), [Cu(Urée)2Ch] (C), et [Cu(Biuret)2Ch] (D), dans 

différents fluides : H2O, 0.9 % NaCl (pH 7.4), SGF (pH 1.2), et SIF (pH 7.2), après 2 

h à la température ambiante. Le spectre du CuCh en solution aqueuse est inclus à des 

fins de comparaison. 

Lors de l'augmentation du pH (pH > 7), le groupe amine est déprotoné pour donner un 

ligand chargé négativement, et l'ajout de Ho- ou l'ionisation de l'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 être [Cu(His)2OH]). De manière 

différente, lorsque la valeur du pH est inférieure (pH <5), l'azote du groupe imidazole 

est protoné et donc n'est plus impliqué dans la liaison au cuivre(II); ainsi plus de 50 % 

du cuivre peut être non lié (Deschamps et al., 2005). 
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L'ajout de [Cu(Ser)2] n'a pas modifié le pH des quatre milieux. Les spectres de ce 

complexe étaient similaires dans H2O, NaCl 0.9 % et SIF avec absorbance maximale à 

630 nm (Fig. 6.4B). Contrairement, au SGF, comme pour l'histidine: cuivre(II), 

l'absorbance maximale était de 750 nm, ce qui pouvait être attribué à la protonation des 

groupes de coordination menant au cuivre non lié. 

Les complexes [Cu(urée)2Ch] et [Cu(Biuret)2Ch] présentaient des bandes fortes dans 

le visible, similaires aux complexes de cuivre et d'acides aminés dans des milieux 

acides. Ces données correspondent bien à celles de Corradi (Corradi, 1992). Les 

spectres [Cu(Urée)2Ch] (Fig. 6.4C) étaient similaires dans H2O, NaCl à 0.9 % et SGF, 

avec une absorbance maximale à 810 nm. En SIF, l' absorbance maximale a été 

légèrement décalée à 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 à la présence de phosphate dans le SIF qui peut former un précipité 

par déplacement des deux anions chlorure générant le complexe cuivre(II) urée 

phosphate (Naumov et al., 2001). De même, les spectres de [Cu(Biuret)2Ch] (Fig. 

6.4D) dans H2O, 0.9 % NaCl au SGF ont présenté une absorption maximale à 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)2Ch], ce qui peut expliquer la disparition 

du signal à 810 nm. Une absorbance encore observée dans la région 800-830 nm 

(région du Cu2+) suggère une dégradation du complexe et la présence d'ions de cuivre 

libres. 

D'après Deschamps et al., 2005, la structure tridentate confère une plus grande stabilité 

par rapport aux structures bidentée et monodentée (Deschamps et al., 2005). Bien que 

le mode de coordination de Ser autour du centre du cuivre(II) soit bidenté, la stabilité 

relative du complexe sérine comparée à celle des complexes avec urée ou biuret 

pourrait résulter de l'architecture en un anneau chélaté à cinq chaînons 

thermodynamiquement stable. Les différences dans les spectres [Cu(His)zCh], seraient 
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dues à la distribution des espèces d'histidine de cuivre(II) à différents pH (Deschamps 

et al., 2005). 

6.1.4.2 Évaluation 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 à cuivre. Mesure de 

(A) bruit de fond de l'électrode (blanc), (B) CuCh (contrôle), [Cu(Biureti)Ch] et 

[Cu(Urée2)Ch] et (C) [Cu(Ser2)] et [Cu(His2)Ch], 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 CuCh, [Cu(Biuret)2Ch] et 

[Cu(Urée)2Ch] sont assez similaires, ce qui suggère une faible différence de leur 

potentiel de réduction (Fig. 6.5B). Comparée à CuCh ou aux complexes de cuivre urée 

et biuret, le début de la réduction de [Cu(Ser)2] et de [Cu(His)2Ch] est cathodiquement 

déplacé et montre des pics de faibles intensités et peu résolus, rendant difficile 

l'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)2] et [Cu(His)2Ch] ont des stabilités plus 
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élevées en comparaison avec CuCh, [Cu(Biuret)2Ch] et [Cu(Urée )2Ch] (Daniele et 

Pena, 1993). 

6.1.4.3 Stabilité dans le temps à 37 °C. 

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

par absorbance sur 48 heures à la température physiologique de 3 7 °C (Fig. 6.6). 
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Figure 6.6 Évolution de l'absorbance des complexes à cuivre dans le temps 

et dans l'eau et différents fluides physiologiques simulés. Mesures prises à Âmax et à 

37 °C pour les complexes [Cu(His)2Ch] (A) et [Cu(Ser)2l (B). Les complexes avaient 

une concentration finale de 20 mM. Lectures prises à 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 SlA,S1B) 

en annexes. 

Les valeurs d'absorbance à 630 nm du complexe de cuivre(II)-Histidine (Fig. 6.6A) 

dans SIF, dans l'eau et dans NaCl à 0.9 % étaient similaires. Elles ont diminué 

progressivement avec le temps jusqu'à 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(II)- sérine (Fig. 6.6B) à 620 nm étaient 
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similaires dans H2O et NaCl à 0.9 % et constantes jusqu'à 48 h. En revanche, 

l'absorbance en SIF a diminué rapidement de 1 à 0.3 après 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)2] dans SIF à 

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

Dans le cas des complexes d'urée et biuret, les absorbances à 810-830 nm (Annexes, 

Fig. SlC, SlD) étaient dues au cuivre(II) libre et étaient constantes, ce qui suggère que 

les complexes [Cu(urée)2Ch] et [Cu(Biuret)2Ch] ne sont pas stables. Ils présentaient 

des profils spectraux similaires à 37 °C (Annexes, Fig. S2) et à la température 

ambiante. Ils peuvent être considérés instables dans ces conditions. 

En conclusion, comparés aux complexes de cuivre(II)-urée et de cuivre(II)- biuret, les 

complexes de cuivre(II) avec les acides aminés His et Ser présentent une stabilité 

relativement plus élevée à température ambiante pendant plus de 5 heures à-37 °C. Une 

stabilité la plus élevée a été observée pour le cuivre(II)-sérine dans les milieux H2O et 

NaCl0.9%. 

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 l'activité antioxydante. Dans la plupart des cas, 

il est nécessaire de combiner les réponses à 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'hydrogène 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 à 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 à transférer un électron pour 

réduire un oxydant, souvent associé à 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 à l'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 

l'anion superoxyde (•O2·), l'oxygène singulet (102), le radical hydroxyle (•OH) et leurs 

sous-produits: le peroxyde d'hydrogène _(H2O2) et l'ion hypochlorite (CIO") (Huang et 

al., 2005). La génération de ROS est déterminée par le pourcentage d'oxydation de 

DPD. En présence de complexe de cuivres ou aux ligands, une partie des ROS peut 

être piégeage, laissant moins de ces espèces disponibles pour oxyder la DPD. 

La Figure 6. 7 montre que tous les composés ont une certaine capacité à piéges les ROS 

par rapport aux conditions de contrôle (100 % de ROS). Kohen et al. ont rapporté que 

l'histidine et ses dérivés ayant un groupe imidazole avaient une activité antioxydante 

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

Nous avons constaté que le complexe [Cu(His)2Ch], à des concentrations égales ou 

supérieures à 0.02 M, présentait une activité de piégeage supérieure à celle du ligand 

seul et des autres· complexes de cuivre (Fig. 6.7A). De manière différente, les 

complexes sérine- cuivre(II) et urée-cuivre(II) 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)2Ch] était environ deux fois supérieure à celle de 

son ligand libre (Fig. 6. 7D) et à celle de l'urée et de [Cu(Urée )2Ch]. Les groupes amide 

du biuret et les atomes d'azote des groupes imidazoles de His peuvent servir de 

groupement électrodonneurs 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 antioxydantes sont 

inversement proportionnelles aux pourcentages de ROS restantes après l'électrolyse de 

solutions de KH en présence des concentrations indiquées de complexes de cuivre(II) 

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(II) 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 (Cailletet al., 2011; Popovici et al., 2009). La Figure 6.8 

montre que les huit composés peuvent éliminer le DPPH•. 
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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(II). 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)2Ch] présentait la plus grande capacité antioxydante par rapport 

à l'histidine elle-même (Fig. 6.8A) et aux autres complexes et ligands de cuivre (Fig. 

6.8B, C, D). Biuret et [Cu(Biuret)2Ch] (Fig. 6.8D) présentaient également une capacité 

antioxydante, mais à une concentration 5 fois supérieure à celle de [Cu(His)2Ch]. Les 

activités de piégeage des ROS du complexe [Cu(His)2Ch] et [Cu(Ser)2] apparaissent 

comme dépendantes de la concentration. Différemment, dans le cas de [Cu(Urée )2Ch] 

et de [Cu(Biuret)2Ch], comme pour leurs ligands, il y avait deux étapes: une forte 

capacité de piégeage initiale exercée à une faible concentration (0.5 M) suivie d'une 
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autre étape lorsque la capacité de piégeage était presque maintenue à une concentration 

élevée Gusqu'à 5 M, Fig. 6.8C,D). Il a été rapporté que la réaction entre un antioxydant 

et le DPPH• 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 l'antioxydant, et (ii) une étape de 

neutralisation lente (30 min) reflétant une activité restante sur les produits d'oxydation 

/ dégradation dérivés de la première étape. 

Il est maintenant rapporté que les complexes de Cu(II) ont la capacité de piéger le 

radical DPPH par donation d'hydrogène 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). Il est à noter que pour les complexes de cuivre étudiés, comme pour leur 

ligands, les données obtenues avec la méthode DPPH étaient én accord avec celles de 

la méthode DPD. La complexation avec Cu(II) peut moduler la caractéristique des 

acides aminés et influencer la capacité antioxydante. Dans le cas de l'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)2Ch] et pour [Cu(Biuret)2Ch] par rapport à leurs ligands. Probablement, en 

raison de leur plus faible stabilité, [Cu(Urée)2Ch] et [Cu(Biuret)2Ch] ont perdu le Cu2+ 

libérant les ligands. L'urée et le biuret seuls présentent apparemment aussi une capacité 

considérable à 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 l'urée présentent une bonne biocompatibilité à des concentrations allant 

jusqu'à 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 à celle des 

cultures témoins (pas de complexe et pas de ligand). La viabilité des cellules traitées 

avec CuCh a été incluse à des fins de comparaison. Les valeurs (moyennes ± SEM) 

correspondent à trois cultures cellulaires indépendantes. 

La bonne biocompatibilité de l'urée correspond aux concentrations d'urée de 2.3 à 6.5 

mM rencontrés dans le cerveau humain adulte normal (Decaux, 2001 ). Ser et biuret ont 

entraîné une perte modérée de viabilité dépendante à la concentration avec une viabilité 

restante d'environ 70 % à une concentration de 400 µM, dans les deux cas 

(Fig. 6.9B, D). 
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Contrairement à 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 µMet des concentrations allant jusqu'à 1300 µMont 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 Cu Ch de 100 

à 400 µM (Fig. 6.9) vont dans le même sens. 

Comparés à l'histidine libre, à la sérine, à l'urée et au biuret, les complexes de cuivre 

correspondants induisent une perte de viabilité cellulaire de manière dépendante de la 

concentration (Fig. 6.9). Les complexes, [Cu(His)2Ch], [Cu(Ser)2] et [Cu(Urée)2Ch] 

ont montré une biocompatibilité similaire avec les neurones P 19 (70 % de viabilité 

cellulaire à 200 µM) tandis que celle de [Cu(Biuret)2Ch] était proche de celle de CuCh 

(environ 50 % de la viabilité des cellules à 200 µM), ce qui concorde peut-être avec la 

faible stabilité de ce complexe. Par conséquent, [Cu(His)2Ch], [Cu(Ser)2], 

[Cu(Urée)2Ch] et [Cu(Biuret)2Ch] à des concentrations relativement élevées (400 µM) 

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

6.2 Synthèse et caractérisation des films d'alcool polyvinylique, de chitosane et 
composites modifiés par co-réticulation avec la génipine et le STMP 

Les variantes expérimentales pour obtenir des solutions filmogènes 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 matrice 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 à suivre dans le 

processus d'obtention des films. 
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6.2.1 Microscopie électronique à balayage (MEB) 

Les images obtenues par microscopie électronique à balayage ont présenté différents 

aspects morphologiques du PV A et du PV A-Ch (3-1) avant et après la réticulation. La 

Figure 6.10a montre que la surface de Ch est très lisse, plane et qu'une phase continue 

a été obtenue. 

d 

r, IH ~· l 1 ~'.,'!Jl') •~l'}rn 1 

Figure 6.10 Micrographies MEB de films (a) Chitosane, (b) PVA, (c) PVA-Ch (3-

1) non- réticulé, (d) PVA-Ch/GP (3-1) composites réticulés. 

La micrographie de PV A sur la Figure 6.10b montre une surface plate avec quelques 

cristaux. L'ajout de Ch dans le polymère PV A semble créer des pores dans les 
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structures; et ces pores augmentent remarquablement avec l'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 suggèrent que le chitosane réduisait la cohérence de la structure du PV A, ce 

qui pourrait diminuer les densités du réseau à cause des pores et perturbait les réseaux 

de polymères tridimensionnels stables. La Figure 6.10d, montre le film PVA-Ch (3-1) 

après réticulation avec STMP (1 % m/v) et GP (0.01 % m/v) ajoutés dans le mélange 

de PV A-Ch (3-1) ce qui a changé la morphologie de surface du film. La surface du film 

de PVA-Ch/réticulé est très lisse et homogène, 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 à 

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

La vibration d'étirement du groupe d'amide du film de chitosane apparaît à 1560 cm·1• 

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 hydrogène entre le -OH du PV A et les -OH ou -NH2 du chitosane. 

La Figure 6.lla représente le spectre de chitosane pur présentant des absorptions à 

1650 cm·1 et 1585 cm·1, caractéristiques de la déformation N-H dans les amines 

primaires (Lambert et al., 1998). La bande d'absorption de 3450 à 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·1 sont attribuées aux vibrations 

d'étirement C-O et C-N. Une bande autour de 897 et 1152 cm·1 correspond à la structure 

du saccharide (Naveen Kumar et al., 2010). 
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Les spectres IR du film composite PVA-Ch sont présentés à la Figure 6.llb, 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 après réticulation avec Gp (0.05% m/v) dans les différents méthods; Ml 

et M2. Il existe certaines différences dans les bandes d'absorption du PVA-Ch/réticulé 

par rapport à celles de non- réticulé, comme le prouvent les bandes de 1633 et 1550 

cm-1 (Fig. 6.12), respectivement liées aux groupes C=O et NH2. La réticulation du 

chitosane implique une réaction rapide consistant en l'attaque nucléophile par le groupe 

amine du chitosane avec la génipine sur l'atome de carbone oléfinique en C-3 de la Gp, 

ce qui entraîne l'ouverture du cycle dihydropyrane et la formation d'une amine tertiaire, 

un dérivé de Gp lié à une unité de glucosamine. 
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Figure 6.11 Spectres FTIR des films de PV A-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, à savoir l'amide monosubstitué et l'amine 

tertiaire (Muzzarelli, 2009). La bande à 1633 cm-1 est attribué à l'étirement C-O chez 

les amides secondaires (Lambert et al., 1998), visible sur la Figure 6.12. L'addition de 

la Gp implique une augmentation de l'intensité de l'amide à 1633 cm-1• 

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) après 

réticulation chimique avec du GP (Umesh et al., 2011 ). L'intensité du pic correspondant 

à amine primaire (1530 cm-1 ) décalage à !'amine secondaire avec la teneur en génipine 

(Fig.6.12) dans les films composites après réticulation. 
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Figure 6.12 Spectres FTIR des différents films. PVA-Ch (3-l))(a), PVA-

Ch/non réticulé, (b) PVA-Ch/Ml sans traitmènt avec Gp (Gp 0.05 % m/v) (c) PVA-

Ch/M2 (Gp 0.05% m/v). 
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6.2.3 Analyse thermogravimétrique (TGA) 

La stabilité thermique des films composites a été étudiée à l'aide de TGA (Fig 6.13). Il 

existe deux étapes de dégradation du chitosane. Dans la première étape, la perte de 

masse commence à environ 250 °Cet continue jusqu à environ 320 °C avec une perte 

de masse d'environ 50 %. La deuxième étape atteint son maximum à environ 410 °C 

avec un pourcentage de perte d'environ 40 %. La courbe TGA représentative du PVA-

Ch non réticulés est très différente de celle des films composites PV A-Ch (réticulés), 

comme le montre la Figure 6.13. 
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Figure 6.13 Courbes TGA (et les dérivées DTG, dans l'onglet) pour les films à 

base de PVA et Ch. Composites de PVA-Ch (3-1); PVA-Ch (non réticulé), PVA-

Ch/M 1, PV A-Ch/M2 et PV A-Ch/M3. 
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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 l'hydrogel. Au cours de la première étape, 

le film a perdu de la masse de 40 °Cà 130 °C en raison de la vaporisation d'humidité 

du film. Aussi, à cette température, le chitosane aurait tendance à perdre de la masse 

(Diab et al., 2012). Par conséquent, la première étape de la perte de masse du film a été 

causée par la vaporisation de l'eau et la perte de masse du la chitosane. Dans l'étape 

suivante, la masse des films a rapidement été diminuée de 130 °C à 250 °C 

probablement à cause du PV A, ce qui concorderait avec les données de (Srinivasa et 

al., 2003). L'événement thermique entre 250 °Cet 300 °Ca indiqué une décomposition 

du chitosane. 

Lorsque la température a augmenté de 395 °C à 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, à coté du PVA et du Ch natif (Srinivasa et al., 2003). La 

température maximale de décomposition (TMD) était de 568 °C pour PV A-Ch (non-

réticulé), alors que la TMD pour PVA-Ch/Ml était de 575 °C, celles de PVA-Ch/M2 

et PV A-Ch/M3 etaient 578 et 580 °C respectivement. Toutes les valeurs sont 

supérieures à la TMD du PV A natif (506 °C). 

Il est à noter que les températures maximales des courbes TGA dans les régions de 

décomposition pour les films composites réticulés PV A-Ch sont différentes de celles 

du PV A-Ch non-réticulé avec l'augmentation des degrè de réticulant. Cela montré que 

les stabilités thermiques des composites PV A-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 être la présence de chitosane (TMD : 398 °C) dans la composite. 

La réticulation des composites de polymères peut améliorer la stabilité thermique et 

dans cette étude, la double réticulation a eu un effet considérable sur l'amélioration de 

la stabilité thermique des films composites. 
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6.2.4 Analyse des films par calorimétrie différentielle à balayage 

Afin d'étudier les effets de la stabilisation physique sur la structure du composite 

PV A/chitosane résultant, une analyse DSC a été réalisée et les thermogrammes DSC 

obtenus pour les films de PVA, Ch et des films composites (PVA-Ch) nonréticulés et 

réticulés sont illustrés sur la Figure. 6.14. 
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Courbes de calorimétrie différentielle des films natif et 

composites PVA-Ch (3-1). (a) chitosane, (d) PVA, (e) PVA-Ch/non réticulé, (f) 

PVA-Ch/Ml , (c) PVA-Ch/M2, (b) PVA-Ch/M3. 

Les courbes DSC des échantillons montraient des pics endothermiques aux alentours 

de 60 à 240 °C correspondant à la température de fusion des polymères cristallins. La 

courbe DSC du film de chitosane montre un large pic endothermique à environ 79 °C. 

Le film de PV A présente un pic de fusion endothermique net à ~ 230 °C, tandis que le 

film de chitosane pur ne montre aucune transition de fusion car la plupart des 

polysaccharides ne fondent pas mais se dégradent lorsqu' ils sont chauffés à une 
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certaine température. Un examen plus approfondi de la Figure 6.14 révèle qu'il existe 

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

La températures de fusion du film PV A en comparison avec ceux des films PV A/Ch 

étaient significativement différentes. L'association de chitosane dans la structure de 

PV A réduit la stabilité thermique et conduit à 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 à celle des non-réticulés (PV A-CH) et même avec une 

seul agent de réticulation (PVA-Ch/Ml). 

6.2.5 Diffraction des rayons X 

Les diagrammes de diffraction des rayons X pour les films de PVA, PVA-Ch, PVA-

Ch/Ml, PVA-Ch/M2 et PVA-Ch/M3 (réticulés avec Gp 0.05 % m/v et STMP 1 % m/v) 

sont illustrés à la Figure 6.15. Le film de PVA est semi-cristallin. Le diffractogramme 

a montré un pic typique ave~ une intensité à 20 = 20.10° et un pic d'épaule inférieure 

autour de 20 = 42.52° accordant avec des étude de Guriguis (Guirguis et Moselhey, 

2012). Après avoir combiné le PVA au Ch, les profils de diffraction des films 

composites ont montré une intensité plus faible du pic à 20 = 19.87°, ce qui indique que 

la cristallinité du PV A-Ch est inférieure à celle du film PV A. Les diffractogrammes 

PV A-Ch et PV A-Ch/Ml ont montré aussi un pic diffus caracteristique à l'état amorphe 

à 20 = 42.22° (De Souza et al., 2009). 

Les résultats du diffractogramme PV A/Ch/M3 indiquent l'intensité du pic cristallin à 

(20 = 20°) diminuée et élargie avec l'ajout de génipine à la STMP comme co-réticulant, 

de la matrice polymérique. De plus, sa cristallinité a diminué avec l'augmentation de 

degré de réticulant du film PV A-Ch (Cho et al., 1999). 
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Figure 6.15 Diffractogrammes des différents films de PVA, PVA-Ch/Ml , 

PV A-Ch/M2, PV A-Ch/M3 (1 % v/p STMP et 0.05 % v/p GP). 

Les résultats montrent que les films ont perdu la cristallinité après réticulation et 

association au chitosane. Enfin, la XRD a soutenu l'amélioration des propriétés 

mécaniques des films de PV A-Ch en raison de la réticulation de la matrice 

6.2.6 Propriétés mécaniques 

La combinaison de PV A et chitosane peut contribuer à améliorer les propriétés 

mécaniques du nouveau composite ainsi que probablement via des liaisons hydrogène 

entre les groupes hydroxyle du PV A et les groupes amine et hydroxyle du chitosane et 

possiblement par d' autres interactions intermoléculaires (Tripathi et al. , 2010). La 

Figure 6.16 montre l'effet du degré de réticulation sur les propriétés mécaniques du 

PVA-Ch. Le module est connecté à l'énergie de liaison des atomes. La pente raide de 

la courbe de contrainte- déformation ( en anglais :strain-stress) indique un module 

d'élasticité élevé, ce qui signifie que des forces importantes sont nécessaires pour 

séparer les atomes, permettant l'étirement élastique du matériau (Park et al. , 2001 ). 



131 

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 à mesure que la réticulation augmente. Ce résultat est clairement 

montré (Fig. 6.16), les films PVA-Ch /Ml et PVA-Ch /M3 présentent à des valeurs de 

contrainte déformations plus élevées. 

Les films composites entraînent une interaction intermoléculaire entre le chitosane et 

le PV A via la formation de liaison hydrogènes, 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 à la traction. La résistance à la 

traction des films, PV A-Ch non- réticulé est passée de 2.64 à 4. 78 pour le PV A-Ch/Ml, 

à 2.99 pour le PVA-Ch/M2 et à 4.76 pour le PVA-CH/M3. D'après les résultats, la 

réticulation améliore les propriétés mécaniques du polymère composite, ce qui est 

conforme aux autres publications (Abraham et al., 2016; De Souza et al., 2009; Umesh 

et al., 2011). 

L'épaisseur, la résistance à la traction, l'allongement maximal à la rupture et le module 

d'élasticité des films sont résumés dans le Tableau 6.4. Les propriétés mécaniques des 

films peuvent être définies en termes de module de Young, pourcentage d'allongement, 

résistance à la traction et résistance au déchirement. Les polymères mous présentent 

une faible résistance à la traction, un faible allongement à la rupture et un faible module 

de Young, alors que les polymères durs et résistants présentent une résistance élevée à 

la traction, un allongement à la rupture élevé et un module de Young élevé (Karki et 

al, 2016). 
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Figure 6.16 Courbe contrainte-déformation pour les différents films. PV A-

Ch non réticulé (a), et réticulé; PV A-Ch/Ml (b), PVA-Ch/M3 (c) et PVA-Ch/M2 (d) 

Le module de Young du film réticulé de PV A-Ch n' a pas augmenté par rapport au film 

non réticulé. Par conséquent, à partir des données sur le module d' élasticité (Tableau 

6.4), on peut conclure que notre film composite est élastique et dur. 

Les films réticulés de PVA-Ch évalués ont montré un fort comportement plastique et 

n'ont pas montré de défaillance en rupture. Ce comportement fortement plastique 

permettrait certainement aux films de conserver une intégrité structurale et une 

continuité sous des contraintes externes anormales. Cependant, les films peuvent être 

déformés plastiquement avec une facilité relative. Ainsi, un film ayant une résistance 

à la traction adéquate peut être souhaitable pour réduire le risque de rupture du film 

sous une contrainte modérée, car des modifications de la surface du film peuvent altérer 

le taux de perméabilité du médicament. 
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Tableau 6.4 L'épaisseur, la résistance à la traction, l'allongement maximal à 

la rupture et le module d'élasticité des films. 

Formulation Épaisseur Force tensile Élongation Module 
(µm) (mPa) (%) (mPa) 

PVA-Ch 229 ± 7.70 2.64 ± 0.34 370 ± 20.5 0.64 ± 0.14 

PVA-Ch/Ml 104 ± 5.41 4.78 ± 0.66 335± 25.4 0.65±0.12 

PVA-Ch/M2 124 ± 6.53 2.99 ± o. 23 240 ± 21.2 0.76 ± 0.14 

PVA-Ch/M3 143 ± 1.24 4.76 ± 0.55 274 ± 18.6 0.55 ± 0.16 

6.2.7 Absorption de fluide 

Selon la théorie de Donnan 1924, le phénomène de gonflement devait être un équilibre 

du gradient de pression osmotique ou du gradient de concentration entre l'intérieur du 

hydrogel et la solution externe (Donnan, 1924). En plus de la pression osmotique, le 

gonflement des hydrogels déterminé par une force de répulsion électrostatique (fournie 

par les groupes chargés) contribue à l'expansion du réseau de gel. Si ce gonflement est 

généré par ionisation des groups fonctionel , un tel hydrogel est sensible au pH 

(Gunasekaran et al., 2006). En fait, à la fois la répulsion des monomères de Van der 

Waals et la pression osmotique des contre-ions serait diminuée qui conduisent à une 

compression plus importante avec un plus petit gonflement latéral. 

L'absorption de fluide par les films PVA, Ch et les composites PV A-Ch (avec différents 

rapports de polymères et réticulés avec STMP et génipine) a été évaluée. Le 

comportement d'absorption de fluide des polymères dépend de la nature du milieu et 

des polymères tels que les groupes hydrophiles, la densité des liaisons de réticulation, 

le pH et la température du milieu. Par conséquent, tout changement dans le réseau des 

structures des films polymériques pourrait affecter directement son comportement de 

gonflement. Un comportement typique de l'absorption de fluide pour le film PV A et 

les composites de PV A-Ch (3-1 ), (1-1) et (1-3) avant la réticulation est présenté à la 
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Figure 6.17a. Le film PV A a présenté une augmantation de masse initiale rapide à 

cause de l'absorption de leau après 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 première 

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, l'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 l'amine dans le réseau de Ch, 

induisant une répulsion électrostatique supplémentaire entre ces groupes et conduit à 

un gonflement du gel. Le PV A-Ch (3-1) présentait un pourcentage d'absorption de 

fluide inférieur à 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 PV A-Ch (3-1) avant et 

après 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 près de 500 % pour PV A-Ch avant réticulation, 

est près de 400 % , 350 % et 325% après réticulation selon les trois méthodes 

(Ml,M2,M3) réspectivement. Ce phénomène pourrait être dû à un réseau plus rigide 

intramoléculaires et des réactions intermoléculaires entre les deux chaînes de 

polymères. Après réticulation et formation de liaisons covalentes entre les chaînes, la 

flexibilité du film diminue de manière conséquente. 
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Figure 6.17 Taux d'absorption d'eau pour des films de PVA et de PVA-Ch à 

37 °C et pH 7.2 pendant 96 h; a) PV A, PV A-Ch/NR (non réticulé), PV A-Ch (1-3), 

PVA-Ch (1-1) et b) PVA-Ch (3-1) réticulé: PVA-Ch/Ml , PVA-Ch/M2 et PVA-Ch/M3. 

L'altération structurale a entraîné une diminution du taux de gonflement. Par 

conséquent, ces résultats correspondent à la structure du film attendu, où les groupes 

hydrophiles enfouis du réseau de polymères défavoriseront l'absorption d'eau. La 
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réticulation limite la diffusion de l'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 

l 'hydrogel; par conséquent, le polymère 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 modèles de réticulation (Ml, M2, 

M3) n'a pas significativement influencé le taux d'absorption de fluide des composites 

de polymères. 

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) à pH (7.2) est illustrée 

à la Figure 6.18. Dans les hydrogels préparés, le gonflement dépend du pH, ce qui 

pourait être attribué aux groupes fonctionnels ionisables. 

En règle générale, le PV A présente une forte interactivité avec l'eau en raison des 

groupes hydroxyles (Fumio et al., 1990). Tous les polymères ont montré le maximum 

d'absorption de fluids après 2 h et les films étaient plus ou moins constants jusqu'à 96 

h. Le PVA a la plus forte absorption d'eau par rapport aux PVA composite (Fig. 

6.18a). Le chitosane a présenté une absorption d'eau plus élevée au cours de la première 

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 à 387 %) comparés aux films PVA-Ch non-réticulé (420 

%). Ces résultats indiquent que la réticulation dans les polymères provoque une 

compaction chez les films, attribuable à l'augmentation des liaisons covalentes. Ceci 

explique pourquoi le gonflement des films provenant des méthodes M2 et M3 ( co-

réticulé), était moindre par rapport à ceux de la méthode Ml. 
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Figure 6.18 Absorption de fluides à différents pH par les films. Absorption de 

fluide en fonction du temps pour PVA, PVA-Ch (3-1), PVA-Ch/Ml , PVA-Ch/M2 et 

PVA-Ch/M3 à pH 7.2 (a) et pH 2.1 (b). 

L'effet du pH 2.1 sur le gonflement des films est illustré à la Figure 6.18b. À un pH 

inférieur ( <6.3), les groupes amine primaire de Ch sont ionisés; les groupes NH3 + 

chargés positivement sont répartis dans le réseau d'hydrogel (Gunasekaran et al. , 2006). 

Cette charge positive fournit également des forces de répulsion électrostatiques qui 

contribuent au gonflement du réseau. Les films non- réticulés (PVA-Ch) dans le millieu 

acide présentaient une capacité de gonflement plus élevée (450 à 605 %) comparé au 

PVA-Ch réticulé (270 à 387 %) dans un pH neutre. À pH 2.1 , la concentration en ions 
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H+ est suffisamment élevée pour ioniser NH2. Cela pourrait être due au fait qu'en 

milieu acide, les groupes amino du Ch (-NH2) sont protoné (-NH3 +), de sorte que les 

liaisons hydrogène entre le PV A et le chitosane sont inhibées et que le réseau du gel a 

davantage tendance à se lier par pont hydrogène 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 à 6.0. En effet, de nombreuses 

liaisons hydrogènes sont généres par les groupes NH3 déprotonés dans des conditions 

basiques, ce qui renforcerait leurs structures du réseau et achemine à la diminution des 

taux de gonflement des films (Fan et al., 2016). 

6.2.8 Comportement de dissolution ( désintégration) 

La désintégration du polymère se produit lorsque les chaînes macromoléculaires sont 

rompues sous l'influence de l'énergie thermique, mécanique ou chimique, quand le 

polymère peut perdre ses propriétés physiques et chimiques (McCoy et Madras, 1997). 

Le signe le plus évident de dissolution après dispersion dans la solution est la perte de 

masse et la détérioration des propriétés mécaniques du polymère. La figure 6.19 

présente le résultat typique du comportement de désintégration des films PV A et PV A-

Ch en utilisant la méthode d'immersion dans PBS (pH 7.2). Le taux de désintégration 

du film composite PV A-Ch était plus lent que le film du PV A. Les résultats montrent 

que le comportement de désintégration est particulièrement affecté par la teneur en 

chitosane dans la matrice: la masse du polymère 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 à 37 °C et à 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 PV A-Ch (3-1) selon différentes 

méthodes de réticulation (Ml ,M2,M3). 

Le degrés de dissolution des film ont été réduits de 45 % (film PVA) à 41 % (film 

PVA-Ch/1-3) à 37 % (film PVA-Ch/1-1) à 30 % avec (film PVA-Ch/3-1). La 

dissolution du film à 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 PV A-Ch réticulé avec la GP par les trois méthodes différentes est plus lente que 
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celle du PV A-Ch non- réticulé. Une désintégration plus lente pourrait être due aux 

interactions entre GP et le groupe amine du chitosane induites par la réticulation 

chimique (Berger et al., 2004). Cela est probablement liée à la réaction de réticulation 

et à la formation d'une structure rigide fondée des chaînes 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 (Ml). Cette observation est en accord 

avec la littérature qui rapporte que-la réticulation diminuait la vitesse de dissolution des 

polymères ou des polymères composites (Ducharme et al., 201 0; Spagnol et al., 2012). 

La présente étude menée sur le PV A-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 paramètre important pour déterminer la biocompatibilité 

des hydrogels utilisés pour des applications biomédicales. La viabilité cellulaire a été 

mesurée à l'aide du test MTT. Le test évalue 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 après l'ensemencement cellulaire. 

Le test de biocompatibilité a été réalisé en présence de films de PV A, Ch, PV A-Ch (3-

1) obtenu avec les différentes méthodes de réticulation (Ml, 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)2Ch] a été immobilisé dans des films de PVA-Ch (3-1) réticulé avec des 

différentes méthodes de réticulation. Après 48 h d'incubation sur les matrices 
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polymères de PV A-Ch/M2, PV A-Ch/M3 et PV A-Ch/M2/0.05% Gp/[Cu(His)2Ch], les 

cellules ont adopté des modifications morphologiques pour tolérer l'interface, du 

matériau de croissance. De nombreuses cellules sont vîvantes et visibles (Fig. 6.20). Il 

est à noter que plusieurs facteurs peuvent être affectés lors de la culture cellulaire sur 

les membranes. Cela suggère que les films de PV A-Ch présentaient de bonnes surfaces 

pour la culture de cellules P19. 

À 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 l'évaluation biologique des dispositifs médicaux 

« essais de cytotoxicité in vitro » (Li et al., 2015) des échantillons présentant une 

viabilité cellulaire supérieure à 75 % peuvent être 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 PV A s'est avéré 

inférieur à celui sur le film de PV A-Ch/ non-réticulé. De plus, le nombre de cellules 

sur le film de PVA-Ch réticulé avec 0.05 % de génipine était significativement 

supérieur à celui sur le film de PVA-Ch. Les données ont montré qu'approximativement 

70 à 90 % des cellules adhéraient au composite réticulé PV A-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 à la perméation des constituants des polymères (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, après réticulation, ont été séparés, filtrés et neutralisés. Par conséquent, 

ces films présentaient une meilleure biocompatibilité. 
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Figure 6.20 Micrographies des cellules P19 en culture avant (A, témoin) et après 

ensemencement sur les composites polymères: B) PVA-Ch/M2 (0.1 % p/v génipine), 

C) PVA-Ch/M2 (0.05 % p/v génipine), D) PVA-Ch/M2 (0.01 % p/v génipine), E) 

PVA-Ch/M3 (0.05 % p/v génipine), F) PVA-Ch/M2/(Cu(His)2Ch] G) PVA-

Ch/M2/CuCh 

La figure 6.21b présente la viabilité des cellules sur des films de PV A-Ch avec des 

différentes méthodes de réticulation (M 1, M2, M3) et le film PV A-Ch réticulée avec 

du glutaraldéhyde (GA) avec immobilisation de cuivre(II)-histidine. Les cellules sur le 

film PVA-Ch non-réticulé présentent environ 50 % de viabilité tandis que le film PVA-

Ch réticulée présente 90 %. La viabilité cellulaire sur film de PV A-Ch/B/M2 réticulé 

avec du glutaraldéhyde présentait d'environ 80 % mais moins que le PVA-Ch/B/M2 

réticulé avec de la génipine (95 %). La viabilité cellulaire sur des films PV A-
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Ch/M2/M3 à: différentes concentrations de génipine (0 .01 , 0.05, 0.1 % p/v) a été 

évaluée (Fig. 6.21a). 
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Figure 6.21 La viabilité cellulaire en presence de PV A-Ch (3-1) (réticulé ou 

non), chargé avec [Cu(His)2 Ch] (250µM) Les cellules P19 ont été incubées pendant 

48 h en présence de chaque composé, et leur viabilité a été évaluée par le test MTT, et 

indiquée relativement aux cultures témoins (pas de composé). (a)Viabilité cellulaire en 

présence de chitosane, de PVA-Ch/N (non- réticulé) et réticulé avec des différentes 

méthodes de réticulation (Ml , M2, M3) avec une concentration de génipine de 0.05 % 

m/v (b)Viabilité cellulaire en présence de PVA-Ch (3-1) avec immobilisation de 

cuivre(II)-histidine (250µM) dans différentes méthodes des films composites (Ml , M2, 



144 

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 à différentes 

concentrations de GP était supérieure à 70 %. Ainsi, selon l'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 PV A-Ch 

(génipine à 0.05 % m/v) permeattaient une meilleure viabilité cellulaire (environ 85 à 

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 pour 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 à 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 PVA 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) après réticulation se sont révélés relativement 

biocompatibles avec la culture à l'étude. Les films composites réticulés avec la génipine 

présentaient une compatibilité plus élevée avec les films réticulés par le glutaraldéhyde. 

Avec une légère 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 à celle du glutaraldéhyde. 

Il existe de nombreux facteurs pour contrôler 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 l'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 à 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 

PV A-Ch (3-1) avec différentes réticulants : génipines (GP) et glutaraldéhyde à 0.05 

% m/v (b) Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne± SEM (n = 3). Le 

contrôle est la surface de la gélatine (2% m/v). 
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La taille des cellules par rapport à la porosité des membranes est un autre facteur 

déterminant pour contrôler l'adhésion et la croissance des cellules (Chuang et al., 

1999). Les résultats de cellules ensemencées sur des membranes de PVA-Ch suggèrent 

que ces membranes sont non toxiques et biocompatibles, en accord avec des études 

apparentées (Zhuang et al., 2012). 

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

6.3.1 Microscopie électronique à 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/Ml (d), PVA-Ch/0.05%GP/M2 (e), PVA-

Ch/0.05%GP/M3 (f). La surface des films de chitosane est relativement lisse, 

homogène, sans pores ni fissures et avec une bonne intégrité structurale. L'association 

de chitosane dans le PV A a modifié la morphologie de surface du motif du film de 

PV A, 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 

PV A. Le PV A et le chitosane pourraient exercer une interaction par enchevêtrement en 

formant des liaisons hydrogène intermoléculaires. 

Après la co-réticulation du PV A-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 polymères avec comme modèle le médicament [Cu(His)2Ch)] et une 

phase compacte dépourvue de séparation. Aucune bulle d'air, pores, fissures ou 

gouttelettes n'a été observée (Fig. 6.22d, e, f) à l'exception des points rare blancs 

(probablement du médicament). Ceci confirme la haute compatibilité. des deux 

polymères, similaire à celle observée par Parida et al.,2012 (Umesh et al., 2011). Une 

comparaison des micrographies révèle que le changement de morphologie de la surface 
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du film de PVA-Ch pourrait être attribué à l'introduction de génipine. Les 

micrographies des méthodes M2 et M3 (Fig. 6.22e, f) présentent des surfaces plates et 

compactes très dispersées sans aucune séparation de phase; [Cu(His)2Clz)] peut être 

bien dispersé dans une matrice réticulée de PVA-Ch et former un film aussi homogène 

et dense sans séparation de phase ni agglomération évidente. 

Figure 6.23 Microscopie des films. Micrographies MEB des films (a)PVA 

(b)Chitosane (c)PVA-Ch (3-1) non réticulé (d)PVA-Ch/Ml (3-1) (e)PVA-Ch/M2 (3-

1) (t)) films composites de PV A-Ch/M3 (3-1 ). Les solutions filmogénes pour les films 

(d), (e) et (t) contenaient du [Cu(His)2Clz)] 250 µM. 
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6.3.2 Analyse DSC 

Les échantillons de films ont été caractérisés par DSC pour déterminer la stabilité 

thermique. La figure 6.23 montre les courbes DSC du film de PV A/Ch obtenus avec 

diverses méthodes : (A) Ch, (B) PVA, (C) PVA-Ch, (D) PVA-Ch/[Cu(His)2Ch)]. Un 

large pic endothermique autour de 75 °C est observé pour l'échantillon de chitosane 

(A), tandis que le film PV A (B) présente un pic endothermique plus petit autour de 

120 °C. L'analyse thermique des films composés (courbes C, D) a montré que la 

température de fusion (Tm) se modifiait en raison de l'interaction des deux polymères. 
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Courbes de calorimétrie différentielle des films natifs et 

composites. (A) chitosane, (B) PVA, (C) PVA-Ch(3-1) et (D) PVA-Ch(3-1)/ 

[Cu(His)2Ch)]. 

Plus tôt, Chung et al. (1999) ont rapporté que, dans le cas du PV A et du chitosane, le 

pic de fusion du PV A diminuait avec l'augmentation de la quantité de chitosane en 

raison de l'interaction moléculaire (Chuang et al. , 1999). Par conséquent, les chaînes 
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de chitosane et les chaînes de PV A peuvent exercer une interaction moléculaire et cette 

interaction détruit en partie la cristallinité des segments de PV A, de même que la 

réticulation qui a un effet important sur les cristallites. Les courbes DSC du film PV A-

Ch (C) présentent le point de fusion à 217 °C et le PVA-Ch/[Cu(His)2Ch)] (D) à 

environ 219 °C, étant tous les deux plus bas que le film PVA (250 °C). La 

décomposition du PV A paraît à (250 °C). En raison de l'interaction des chaînes 

moléculaires de PV A et la chitosane et la réticulation, les film ont perdu la cristallinité 

et présentent des propriétés amorphes. L'inclusion de [Cu(His)2Ch)] comme agent 

thérapeutique modèle 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 à partir des films synthétisés par divers rapports 

de réticulation est présenté à la Figure 6.25. L'étude de libération de médicament a été 

réalisée en solution tampon PBS (pH 7.2) afin d'identifier l'effet de la réticulation sur 

la libération de [Cu(His)2Ch]. En augmentant la réticulation, une diminution de la 

libération de médicament était observée pour tous les composites réticulé. 

Les films composites de PV A-Ch non-réticulé ont montré des taux de libération de 

médicament plus grand, d'environ 33 % sur 160 min par rapport aux composites 

réticulé (Fig. 6.25). Ainsi, la libération du médicament dépend de la nature de la 

matrice polymère ainsi que du pH du milieu. Le taux de libération de[Cu(His)2Ch] 

dans le milieu de dissolution pourrait être limité à cause de la réticulation et en créant 

un réseau unique. La vitesse de libération était plus lente pour le film composite PV A-

Ch/Ml, 25 % en masse de [Cu(His)2Ch] étaient libérés par le composite à pH 7.2 en 

160 minutes, au fur et à mesure que la réticulation augmentait, la libération du 

médicament ralentissait. 
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Relargage de médicament par les films composites à 37 °C, pH 

7.2, pour 10 % en masse de [Cu(His)2Ch] chargé dans des films composites PVA-Ch 

(3-1); PVA-Ch non-réticulé et PVA-Ch réticulé par 0.05 % Gp; PVA-Ch/ML PVA-

Ch/M2, PVA-Ch/M3. 

Les données de libération (Fig. 6.25) montrent que les formulations avec co-

réticulation (PVA-Ch/M2, PVA-Ch/M3) présentaient des taux de libération de 

médicament plus faibles (22 % et 20 %) que les formulations (PV A-Ch/Ml) avec une 

seul-réticulation. Le taux de libération devient assez lente lorsque la matrice est 

réticulée, en raison de l' enchevêtrement du réseau de composite. L'augmentation de la 

concentration de l'agent de réticulation provoque la création d'un réseau plus rigide, de 

porosité plus dense et une diminution du taux de libération de médicament. 

La Figure 6.26 montre le taux de libération d'acétaminophène des films de matrice aux 

pH 1.2 et 7 .2. La vitesse de libération était plus rapide pour tous les échantillons lorsque 

le pH était bas comparé au pH neutre. À pH acide, la libération de médicament sur 180 

minutes est d'environ 53 % pour le PVA-Ch non-réticulé, est diminuée à 42 % pour le 

PVA-Ch/Ml à 34 % pour le PVA-Ch/M2 et à 36 % pour le PVA-Ch/M3. 
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Figure 6.26 Relargage d'acétaminophène par les différents films à 37 °C, pH 

2.1 et pH 7.2. Libération de médicament (%) vs. temps pour 10 % en masse 

d'acétaminophène chargé dans des films composites de PVA-Ch (3-1), PVA-Ch, PVA-

Ch/Ml , PVA-Ch/M2, PVA-Ch/M3 (a) pH 7.2 (b) pH 2.1. 
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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 l'hydrogel. Cela est peut-être due au fait 

que le groupe amino dans le chitosane a des valeurs de pKa de ~6.5, ce qui conduit à 

une protonation dans une solution acide à neutre avec une densité de charge dépendante 

du pH. Cependant, selon les objectif du projet, le pH acide n'est pas relévant à 

l'application transdermale. 



CHAPITRE VII 

DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSIONS 

Le cuivre(II) joue un rôle essentiel dans tous les organismes vivants. Tandis que des 

quantités infimes de cuivre sont nécessaires aux processus métaboliques normaux, il 

peut être extrêmement toxique en excès. Les ions de cuivre sont transportés dans des 

systèmes 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(II) dans le sang joue un rôle 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 entraîne diverses maladies. Les propriétés de 

transport du complexe histidine de cuivre(II) ont abouti à son application dans le 

traitement de la maladie de Menkes, considérée comme mortelle au cours de la 

première décennie de vie. La céruloplasmine, protéine de cuivre bleu circulatoire, 

possède des propriétés antioxydantes, cardioprotectrices et neuromodulatrices 

(Mateescu et al. 1995). En dépit de son potentiel thérapeutique, la céruloplasmine ne 

peut pas être utilisée comme médicament en raison de sa nature protéique avec des 

risques immunogènes et dangers liés à son d'origine animale. On a ainsi émis 

l'hypothèse que les petits complexes de cuivre pourraient présenter un intérêt à certains 

égards, étant comparables aux protéines de cuivre, mais àvec une administration plus 

facile et une meilleure acceptabilité par les affaires réglementaires. 
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Dans le présent projet, il a été considéré d'inclure l'étude des propriétés antioxydantes 

et de la biocompatibilité de l'histidine, la serine, l'urée, le biuret et leurs complexes de 

cuivre(II). 

Le Cu(II) peut être coordiné avec divers ligands en tant que complexes monodentés, 

bidentés et tridentés. Dans ce projet de thèse, 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)2Ch1 (tridenté) a une capacité antioxydante supérieure à celle de 

[Cu(Urée2)Ch] (monodenté). 

Au meilleur de nos connaissances, cette étude est l'une des premières 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 à l'implantation ou au traitement 

de maladies aiguës ou chroniques. 

De plus, il a été _rapporté que l'administration sous-cutanée de cuivre(II)-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 c oxydase. Cependant, l'administration quotidienne 

injectable de ce complexe en complique l'utilisation et d'autres voies d'administration 

sont souhaitables. Par exemple, en cas de cardioencéphalomyopathie, l'absorption. 

intestinale impliquant A TP7 A n'est pas affectée, par conséquent une absorption orale 

ou transdermique du cuivre peut être bénéfique. Contrairement aux procédures 

précédentes générant un produit injectable liquide, nous avons synthétisé les complexes 

de cuivre dans l'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(II) à l'état solide peut être utile pour l'administration 

transdermique dans diverses maladies liées au cuivre. 
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7 .1 Caractérisation structurale des complexes à cuivre(II) 

Un complexe à cinq coordinations [Cu(His)2] a été décrit par Deschamps et al. 

(Deschamps et al., 2005). L'étude a montré une géométrie pyramidale carrée déformée 

avec des ligands bidentés et tridentés de L-histidine (Fig. 6.lB). L'étude 

cristallographique du [Cu(Urée)2Ch] (Fig. 6.2A) révèle que les ions Cu(II) sont 

hexacoordinnés par quatre ponts chlore et par les atomes d'oxygène de deux molécules 

d'urée, montrant une stéréochimie octaédrique allongée. La structure proposée pour 

Cu(II)Biureh (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 l'atome de cuivre avait un numéro de coordination 6 et que les 

molécules de biuret, comme des chélates bidentés via leurs atomes d'oxygène, 

pourraient agir dans un environnement octaédrique déformé de manière tétragonale 

(Freeman et al., 1959). 

La cristallisation de [Cu(Biuret)2Ch] n'a pas abouti dans l'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 et 

al. ( Gangopadhyay et al., 2016) et est conforme à notre résultat de analyse élémentaire 

(Tableau 6.1). Sa liaison aux quatre atomes d'oxygène 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 c1- et Cu2+, similaires à celles trouvées pour 

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

7.2 La stabilité des complexes à cuivre(II) dans des milieux physiologiques 

Compte tenu de l'utilisation potentielle de ces complexes de cuivre, il était intéressant 

d'explorer leur stabilité dans divers milieux physiologiques. Les spectres de [Cu 

(His)2Ch] dans H2O, dans une solution saline physiologique et dans SIF ont montré 

une absorption maximale à 620-640 nm (Fig 5.4 A). Dans le SGF (pH 1.2), l'absorption 

était maximale à 750 nm, probablement à cause du cuivre non lié au vu de Deschamps 
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et al. suggérant qu'à pH S 3.7, la majeure partie du ligand restante étant non liée. 

Lorsque l'histidine est sous forme neutre (SIF), les interactions cation-n 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)z (Fig. 6.4.B). 

L'absorption maximale était de 750 nm, ce qui pourrait être attribué à la protonation 

des groupes de coordination et finalement au cuivre non lié. Il est à signaler que les 

spectres du Cu(II)Urée2Ch et du Cu(II)BiuretiCh dans H2O, 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 à cuivre(II) [Cu(His)2Ch], 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(II) 

(Naumov et al., 2001). D'autre part, la ressemblance entre les spectres Cu(II)Urée2 et 

du Cu(II)Biureh avec le spectre du CuCh indique une possible instabilité de ces 

complexes dans les milieux aqueux. D'après Deschamps et al. (Deschamps et al, 2005), 

la ligature tridentate confère une plus grande stabilité par rapport aux ligatures bidentée 

et monodentée. Bien que le mode de coordination de Ser autour du centre du cuivre(II) 

soit bidenté, la stabilité relative du complexe sérine par rapport à celle des complexes 

urée et biuret pourrait résulter de l'architecture en anneau chélaté à cinq chaînons 

thermodynamiquement stable. 

Des mesures de voltamétrie cyclique avec chaque complexe ont été effectuées dans du 

sérum physiologique. Pour CuCh, [Cu(Biureti)Ch] et [Cu(Urea2)Ch], 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 CuCh, de [Cu(Ser2)] et [Cu 

(His2)Ch] est décalé cathodiquement et affiche des valeurs de courant de crête 

faiblement définies (Fig. 6.5). Sur la base des résultats des mesures voltamétriques, 
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[Cu(Ser2)] et [Cu(His2)Ch] ont des stabilités plus élevées par rapport à CuCh, 

[Cu(Biureti)Ch] et [Cu(Urée2)Ch] (Daniele et Pena, 1993). 

7 .3 Capacité antioxydante in vitro 

Les activités antioxydantes des complexes de cuivre et de leurs ligands ont été évaluées 

à l'aide d'analyses d'antioxydants, où 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 déjà utilisé pour déterminer de l'activité antioxydante de l'urée par Wang et 

al (1999). Le potentiel antioxydant de l'histidine, serine, urée, du biuret et des leurs 

complexes a été mis en évidence avec le test DPPH•. Ce test est recommandé pour les 

composés contenant des groupes -SH, -NH et -OH (Popovici et al., 2009; Zou et al., 

2016). Les résultats présentés dans la Figure 6.8 montrent que les complexes 

[Cu(His)2Ch] et [Cu(Biureti)Ch] 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'hypothèse qui pourrait expliquer ce comportement est basé~ sur la cinétique de la 

réaction entre le DPPH• avec les antioxydants. Dans ce cas, il est possible que l'urée 

et le [Cu(urée)2Ch] aient la capacité de réduire le radical DPPH• par don d'hydrogène 

(du groupe NH) en accomplissant l'étape rapide (Zou et al, 2016) mais que le temps 

d'incubation utilisé (30 min) dans l'analyse ne fût pas adéquat à la cinétique de réaction 

entre l'urée et le [Cu(urée)2Ch] avec les produits d'oxydation/ dégradation de l'étape 

lente (Mishra et al., 2012). 

Le potentiel antioxydant de l'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 être piégée, laissant moins de ces espèces disponibles pour 

oxyder la DPD. Une activité antioxydante supérieure du biuret et du [Cu(Biuret)2Ch] 
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par rapport à celle d'urée et du [Cu(urée)2Ch] pourrait être due à la présence de plus 

de groupes amide dans le ligand biuret qui ne sont pas impliqués dans la coordination 

du complexe ou à une meilleure 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 l'histidine, serine, urée, biuret et de leurs complexes de 
cuivre(II) 

L'histidine et l'urée présentaient une bonne biocompatibilité en fonction de la 

concentration. La Ser et le biuret ont entraîné une perte de viabilité modérée liée à la 

concentration ( ~ 70 % viabilité). La cytotoxicité de la sérine pourrait être due à la 

racémisation par une sérine racémase neuronale de la L-sérine en D-sérine connue pour 

être impliquée dans la neurodégénérescence (Wolosker et al., 2008). La cytotoxicité 

du biuret pourrait être due à la transformation du biuret en produits autres que l'urée ou 

à 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 µMet des concentrations allant jusqu'à 1300 µMont été observées 

dans le cerveau de patients atteints de la maladie de Wilson (Scheiber et al., 2014). La 

toxicité du CuCh en culture cellulaire est bien connue et peut être attribuée à sa capacité 

à générer des ROS. Il est à noter que les complexes de cuivre étaient moins toxiques 

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

Les complexes [Cu(His)2Ch], [Cu Ser)2] et [Cu(Urée)2Ch] on_t montré une 

biocompatibilité similaire avec les neurones P19 (70 % de viabilité cellulaire à 200 

µM) tandis que la toxicité de [Cu(Biuret)2Ch] était proche de celle de CuCh (~50 %). 

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

activité antioxydante mesurée par les méthodes in vitro DPPH et DEPDA, ils ont 
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affecté la viabilité neuronale. Les résultats suggèrent -que, dans les systèmes 

biologiques, des phénomènes supplémentaires pourraient se produire. Il n'est pas exclu 

que les complexes bidentés [Cu(Ser)2] et [Cu(Biuret)2Ch] ainsi que les monodentés 

[Cu(Urée)2Ch] puissent libérer des ions cuivre dans le milieu de culture, ce qui 

entraînerait une modification du pH environnant, augmentant la généreration des ROS 

et la promotion de l'apoptose qui va endommager l' ADN (Jazvinscak Jembrek et al., 

2014). En revanche, le complexe tridentate [Cu(His)2Ch] présentait une bonne activité 

antioxydante et, en outre, une viabilité cellulaire modérée allant jusqu'à 200 µM . La 

cytotoxicité des complexes de cuivre(II) était inférieure à celle de concentrations 

équivalentes de CuCh. Bien que [Cu(Urée)2Ch] semble moins stable que 

[Cu(His)2Ch], la perte de viabilité est similaire dans les deux cas. N'est pas exclu que 

l'urée, qui constitue une excellente capacité antioxydante (Wang et al., 1999), puisse 

protéger les cellules contre les dommages oxydatifs éventuels dus à la libération in situ 

du prooxidant cuivre(II). Parmi les composés étudiés, [Cu(His)2Ch] présentait la 

meilleure biocompatibilité cellulaire et une activité de piégeage des ROS in vitro 

prononcée. 

7.5 Caractérisation et évaluation des films polymériques réticulés 

Les film, PVA, chitosane, PVA-Ch non-réticulé et PVA-Ch réticulé avec divers 

méthodes (Ml,M2,M3) et les films composites contenant [Cu(His)2Ch] ont été 

analysés avec le microscope électronique à balayage. La rugosité des films composite 

PV A-Ch non-réticulés probablement était due au fait que les molécules de Ch 

perturbaient la structure compacte de la matrice de PV A. Le PV A et le chitosane 

pourraient exercer une interaction par enchevêtrement en formant des liaisons 

hydrogène intermoléculaires. Le film PV A-Ch (3-1) non réticulé présentait une surface 

rugueuse avec pores et trous sur la structure. Après réticulation, le film de PVA-Ch 

était très lisse et homogène, sans porosité ni fissure, globalement avec une bonne 

intégrité structurale. Les morphologies de surface des films de PV A-Ch avec 

[Cu(His)2Ch] immobilisé sont devenues relativement lisses et plates, montrant ainsi la 
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compatibilité élevée des deux polymères avec le modèle de médicament [Cu(His)2Ch] 

et une structure compacte sans séparation de phase. Ceci confirme la haute 

compatibilité des deux polymères, similaire à 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 à environ 75 °Ca éte observé pour 

l'échantillon de film chitosane ( courbe a), tandis que le film PV A ( courbe b) présnteait 

deux pics endothermiques. Le premier pic à 88.1 °C a été attribué à un effet thermique 

dû à l'évaporation de l'humidité de l'échantillon et peut également être dû à 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. À 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 polymères. La température de fusion de film PV A-Ch 

( c) est décalée à une température inférieure en présence de chitosane dans le film. Plus 

tôt, Chung et al. (1999) ont rapporté que, dans le cas du PV A et du chitosane, le pic de 

fusion du PV A diminuait avec l'augmentation de la quantité de chitine en raison de 

l'interaction moléculaire. Par conséquent, les chaînes de chitosane et les chaînes de 

PV A peuvent exercer une interaction moléculaire et cette interaction détruit en partie 

la cristallinité des segments de PV A, de même 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 PV A-Ch réticulé contenant [Cu(His)2Ch]. 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 à 900 °C) (Fig. 6.13) a montré plusieurs 

étapes de perte de masse des films en raison de l'évaporation de l'eau et de la 

dégradation liée à la décomposition du matériau (Guirguis et Moselhey, 2012). L'eau 
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est considérée comme l'un des principaux produits de décomposition à des 

températures inférieures à 270 °C. Un chauffage supplémentaire jusqu'à 600 °C a 

entraîné 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 °Cet 395 °C, la décomposition supplémentaire 

du film pourrait être attribuée à un processus complexe impliquant la déshydratation 

des cycles saccharidiques et la dépolymérisation des unités acétylées et désacétylées 

du polymère. 

Les études de DSC montraient la températures de fusion des film PV A et Ch en 

comparison avec ceux des films PV A/Ch étaient significativement différentes. Cela 

semble être due à la diminution de l'association ordonnée des chaînes de polymères du 

PV A résultant de la liaison hydrogène entre les groupes -OH du PV A et "des groupes 

-OH et -NH2 du chitosane qui se produit à l'état amorphe. Les pics endothermiques 

pour du film PV A/Ch non-réticulé et du film réticulé (PV A/Ch/Ml) étaient très 

semblables et avec une température plus basse pour le composite réticulé. 

Thermodynamiquement, la réduction du point de fusion est due de à l'interaction entre 

les polymères et de la modification chimique au cours de la réticulation chimique, ce 

qui pourrait entraîner une réduction de la densité de la liaison hydrogène 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 à 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 

PV A-Ch composites augmente avec la présence de réticulant. Cette stabilité améliore 

sa manipulation pour les applications commerciales de production biomatériaux à l'aide 

de techniques de traitement à l'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 à 

(20)= 20~ ; cela correspond à la nature semi-cristalline du film de PV A. Les résultats 

étaient en accord étroit avec Mansur., et al (2008). Les diagrammes de diffraction des 

· rayons X montrent que l'intensité du pic de film PV A 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 PV A-Ch est nettement inférieure à celle du film PV A. En 

outre, les résultats du diffractogramme de film PV A-Ch/M3 indiquent également que 

le pic cristallin aigu était significativement diminué et élargi avec cc-réticulation in 

matrice, en comparaison avec le composite réticulé (PVA-Ch/Ml). Peut-être que cela 

n'affecte pas l'uniformité de la structure de la matrice polymère mais améliore plutôt 

l'ordre moléculaire dans la phase amorphe de la matrice polymère (Cho et al, 1999). 

Les résultats montrent que les films · ont perdu la cristallinité après réticulation et 

combinaison au chitosane peut-être dû à des liaisons hydrogènes intermoléculaires 

entre PV A et le chitosane qui pourrait être cancellées, abaissant la cristallinité. 

L'absorption de fluide a été évaluée avec des films de PV A, chitosan et les films 

composites de PV A-Ch non- réticulée et réticulée avec du STMP et de la génipine. Le 

comportement d'absorption de fluide par le polymère dépend de la nature du milieu et 

des polymères 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) à pH 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 à pH 2.1 ont montré une capacité de gonflement plus élevé que le pH 7.2. 

Cela est probablement due à la protonation des groupes fonctionnels amine dans le 
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réseau, induisant une répulsion électrostatique supplémentaire entre ces groupes et 

conduisant à un gonflement du gel. Les résultats pour le film PV A-Ch (3-1) après 

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 phénomène pourrait être dû à un réseau plus rigide formé par des 

réactions intermoléculaires entre les deux chaînes de polymères. En outre, la genipine 

rend le réseau composite plus dense, empêchant ainsi le passage de l'eau dans les films. 

Après réticulation et formation de liaisons covalentes entre les chaînes, la flexibilité du 

film a été réduite. Ces résultats correspondent donc au structure d'hydrogel attendu, 

dans lequel les groupes hydrophiles dans le réseau de polymères favoriseront 

l'absorption d'eau. La réticulation limite la diffusion de l'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)2Ch) a été 

immobilisé dans les film composites PVA-Ch (3-1) avec différentes méthodes de 

réticulation (Ml,M2,M3) (Fig. 6.18). Les données ont montré qu'approximativement 

70 à 90 % des cellules adhéraient au film composite réticulé PV A-Ch (par rapport au 

témoin) mais seulement environ 40 % des cellules adhéraient au PV A-Ch non- réticulé 

(par rapport au témoin). La faible viabilité cellulaire est attribuée à la solubilité des 

polymères (non réticulés) dans la meillieux de cellules et aussi au pH et aux sels dans 

les films, car ils n'ont pas été neutralisés dans la processes de préaparation des films de 

PV A-Ch non réticulé. L'adhésion cellulaire du film est l'autre critère important 

d'amélioration de la prolifération cellulaire. Les densités de charge cationique du 

chitosane et de la GP ont tendance à attirer la membrane cellulaire chargée 

négativement, ce qui montre favorablement que le PV A-Ch/GP est pas toxique pour 

les cellules Pl9. Les résultats de viabilité cellulaire sur des films PVA-Ch avec 

inclusion de cuivre(II)-histidine (Fig. 6.18), ont révélé que la biocompatibilité des films 

composites réticules à différentes concentrations de GP était supérieure à 70 %. Ainsi, 
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selon l'évaluation biologique des dispositifs médicaux d'après 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 à celle du glutaraldéhyde. De nombreux facteurs permettent de 

contrôler 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 PV A-Ch suggèrent 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 l'effet 

de la réticulation sur la libération de [Cu(His)2Ch] et d'acétaminophène (Fig. 6.25, 

6.26). À cause de la faible stabilité de [Cu(His)2Ch] 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/Ml, PVA-Ch/M2 et PVA-C/M3 qui libèrent 

environ 20 until 25 % respectivement. Le taux de libération devenait assez lent dans, 

en raison de la création du réseau en composite à 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 PV A-Ch réticulé est utile dans les systèmes d'administration de 

médicaments. Cependant, selon Juliano et al.,2008, la chlorhexidine incorporée dans 

des films à base d'alginate et d'alginate / chitosane a montré que seulement 30 à 35 % 

du médicament était libéré en 90 minutes (Juliano et al., 2008). Lors du contact avec 

des fluides biologiques, le film polymère commence à gonfler après la relaxation des 
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chaînes polymère, entraînant la diffusion de l'agent bioactif. La libération du 

médicament est en relation directe avec la structure du polymère; par exemple, les 

polymères amorphes linéaires se dissolvent beaucoup plus rapidement que les 

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

À pH acide (Fig.6.26), la libération de médicament pendent 160 min est d'environ 53 

% pour le PVA-Ch non-réticulé, ce qui diminue à 36 % pour le PVA-Ch/M3. Cela est 

peut-être dû au fait que le groupe amine dans le chitosane a des valeurs de pKa de ~ 

6.5, ce qui conduit à une protonation dans une solution acide à neutre avec une densité 

de charge dépendante du pH. Ces résultats sont conformes avec ceux cel Mulchandani, 

(201 7), selon lesquels un composite de PV A 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 

et al., 2002). 

7.6 Conclusions 

Quatre complexes de cuivre: [Cu(His)2Ch], [Cu(Ser)2], [Cu(Urée)2Ch] et 

[Cu(Biuret)2Ch] ont été synthétisés dans de l'isopropanol et ont présenté des structures 

tridentée (His), un bidentée (Ser et biuret) ou monodentée (urée) en coordination avec 

le cuivre(II). L'un des objectifs du projet. de thèse était d'évaluer le potentiel 

antioxydant des complexes de cuivre, l'accent étant mis en particulier sur l'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. Il a été 

constaté que le type de coordination peut avoir un effet sur la capacité antioxydante. 
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À notre connaissance, cet article est l'une des premières 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 à l'implantation ou transplantation au 

traitement de maladies aiguës ou chroniques. Les résultats des études de 

biocompatibilité ont montré qu'ils pouvaient affecter la viabilité neuronale de manière 

dépendante de la concentration, dans une moindre mesure que CuCh. Dans notre étude, 

une bonne biocompatibilité (viabilité cellulaire d'environ 90 %) a été trouvée à des 

concentrations de complexes _cuivriques allant jusqu'à 200 µM. Ces observations 

ouvrent de nouvelles perspectives pour l'utilisation possible de ces complexes de 

cuivre(II) en tant qu'agents thérapeutiques po_ur la, cardioencéphalomyopathie, la 

maladie de Menkes et d'autres troubles neurologiques liés à 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 l'urée et du biuret, à l'exception du fluide gastrique simulé lorsque 

tous les complexes étaient instables. 

Le [Cu(His)2Ch] était stable, biocompatible et le meilleur en termes de capacité 

antioxydante, suivi de près par [Cu(Ser)2]. Les autres complexes de cuivre ont montré 

une cytotoxicité modérement plus élevée, mais bien inférieure à celle du CuCh générée 

par les ions de cuivre(II) 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 à l'administration du Cu (His)2 pour la maladie de Menkes, car Cu 

(His)2 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(II) à 
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l'état solide peut être utile pour une meilleure formulation orale et pour la formulation 

transdermique pour traiter diverses maladies liées au cuivre. 

Le nouveau composite PV A-Ch a été synthétisé et réticulé chimiquement avec diverses 

proportions et méthodes différentes. Cependant, l'addition des agents de réticulation 

chimiques tels que le glutaraldéhyde, ou le formaldéhyde, dans les systèmes 

d'administration des médicaments peuvent provoqer des réactions cytotoxiques. Par 

conséquent, nous nous avons abordé l'utilisation du STMP et du composé génipine 

pour la réticulation du PV A-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 PV A, associée à un agent de réticulation différent, les 

propriétés globales du film composite peuvent être 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 à 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 à base 

de PV A et de chitosane avec réticulation par de STMP et par la génipine offrent une 

vaste gamme de choix pouvant être potentiellement utilisés pour fournir de nouveaux 

matériaux avec des propriétés améliorées pour des applications biomédicales. 

La vitesse de libération du médicament à 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 polymères composites peuvent être utilisées en tant qu'outil alternatif 

avec l'application biomédicale comme candidats à l'administration transdermique de 

médicaments. Ces résultats in v_itro laissent entrevoir l'utilisation des complexes à 
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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 à l'acidité 

gastrique. 

Des nouveaux films peuvent être fabriqués avec d'autre polymères. Ils peuvent etre 

utlises pour l'inclusion de divers nanomatériaux ou des médicaments fonctionnels. Par 

conséquent, les films permettent une incorporation efficace et une libération contrôlée 

d'agents bioactifs. Egalement, des agents améliorant la perméation dermique 

pourraient être étudiés au moyen de tests de solubilité, de tests de perméation de la 

peau in vitro et de tests de stabilité. 



ANNEXES A 

CONTRIBUTIONS SCIENTIFIQUES DURANT LE PROJET DE DOCTORAT 

A. l Participation comme première auteure principale d'un article publié dans 
Journal oflnorganic Biochemistry (2019), vol.192, p. 87-97. 

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

Ladan Esmaeili, Mariela Gomez Perez, Maziar Jafari, Joanne Paquin, Pompilia Ispas-

Szabo, Veronica Pop, Marius Andruh, Joshua Byers and Mircea Alexandru Mateescu 

Contributions: Chercher et étudier la literature de spécialité, vérifier les méthodes 

analytiques et effectuer les calculs. Comme auteure principale j'ai effectué les 

expériences et l'interperation des résultats. Écrit le manuscrit avec le soutien du Pr. 

Mateescu comme superviseur de projet. Tous les auteurs ont discuté les résultats et ont 

contribué au manuscrit final. 

Le format PDF de l'article est disponible sur le site des édititions Elsevier à: 

https://authors.elsevier.com/a/1 YL2MarcmFp91 

Le PDF est attachée à cette section Al. 



J-01.1m~l (,f fno1-g;;iink: Biot.'h«:mhtry 192 {2019) 81-91 

Contents lists available at Sde:1w-cDitrtl 

Journal of Inorganic Biochemistry 

ELSEVIER journal homepage: www ,elsevïer,com/locate!Hnofgblo 

Copper complexes for biomedical applications: Structural insights, 
antioxidant activity and neuron compatibility 
Ladan Esmaeili",b, i, Mariela Gomez Perez"•"·', Maziar Jafari", Joanne Paquin", 
Pompilia Ispas-Szaboa,n, Veronica Pop\ Marius Andruh", Joshua Byers\ 
Mircea Alexandru Matcescu"·"·· 
OtpaNMmt of Ç..hnnùt,y, Unttmt du Qµlbtt d: Miwurful. C.P. 8888, Si.Mx. Ccnu~Vilk. Mot1m!at. ~c JIJC 3''8. (Àfttl<fa 

10 Rt~(fl'Ch Chair in fAtuic-Opfil'tdiat11 .. l\'1fT4ys'°; Cmtrfl" PhQ.rmoqam arid CfltMO,FC; UtrhTnirl du Qu8:ict à Monninl, CP. M~ Quib<c HJC 3Nl 
(:rltlw:fa 

Unn•rn.il)' 4.tf IJE«:humt. .Foculty of Chnnistry, hmrJjmÙ': Ctu-.mUtry wboro1ory, Str • .Dt~ ltùi:Ît' Ill'. 2.1, o..2046• IJt1t:hQ1'64 Romunla 

ARTICLE INFO 

KC'ywo,w..' 
rn.,_tidinc 
S<ri .. 
Ami.oo Kld ropptr 01mpJu~ 
AotioiddJU"IU 
l<;l~îmlys:li incha't'!J od®.th·r ,t~ 

N~rorud derhr1Jl1'l't:$ oi P19 i:m~>nic 
e:udoom.'l «:Ils 

1. Introduction 

ABSTRACT 

C.Opper roordina1.«t with amino add residut-,: is esstntial for the functîon of many protdns, ln .ldditîon, copper 
complcxed to fret: l.•lfütidinc. as fCuOHshl, is used ln the treatrnent of the ne.urodcgcnc:n1tivc Mt'.nkcs dlKruc 
and of cardloencephalomyopatlty . This nudy \~as aimed 10 èoor<lJm1 lè t:Qpper(II) with four small lixand$ (l,. 
Serfot.'~ l•l·fütidi1h:, Ure:. aud Siu.rtû Md tO cvithWtt struttmà) fè:trtlféS, s:uibillr)\ i\ritlO.xidM.t x1ivhy and 
nn1.ronal t'.ompatiblHty of Ùlc resulting romplt>:t.i, Ali t'Ompll',XéS wtre fynthl'Jifaed whh CttCll and rurifk<I hy 
pr«ipii.ation in akohol, f.Jtmental compMition, XÀrnys dlffraclion and FTI R. lndî<:alt.d thal the comple:x~ were 
ln form of [Cu(ligand)21 and r.xhibit<"d tridcntar~ (1.-Hist.ldln~l, bidentatt (1.-~rint :ind nlurt't) or monodentan• 
{UreaJ coordination wîth coppcr. UV- Vis absorbancc profiles in phytiologically relevant solutlon.s a nd cyclic 
vohan:unetry revca.led lhat, ronrrnrily ro [CU(lJrca}iC!i.1 and (Cu{Siure, ).:CJ:il, the ICu(Scr).il and (Cu{ltb:)iChl 
oornplexts were stable ln dlfforent m1.>:dla induding wn1er, physio!Qglcal saline •md intestînal•llkt solutions. Ali 
comple:xe-s and their ligtmdJ h.ad antio:ddant ta~~éity as tv(t)u~11ed by DPPH (l , J·dlphen)·l•2,2•plcrylhydr:ityl) 
and DPD (N,N•dieth)'l -p•phtnyleni.~i:uriîne) 1ne1.h()(1~. Md 1he (Cu(lfü)JCl2.l com1,lt• was 1he mon potent. 
Neuronal comp;1tibility w;1.1 asst'.ss«t through rtll vi11bilîty mt.~asun-menis using r ulrurt.'d nr:urmu dtrivN from 
mouse fil 9 stem rtlh:. Although only {Cu(HJshd.2) showed II good ne.urocomp:iribllity (abou1 90% al' con-
centrations op t.o 200 µM), the cytol.oxicity of the other coppcr complexes was lower compared to e<1uivaJent 
concentrations of Cu01• The.se findings open new perspcc.t.ivcs for the use of 1hesc: copper complexes as anti • 
mddanu- :md t><.m:ibly ai thera.p:utk a.genu- for neurodegenenitlve di~àk$, Furthr.rmo ~ ~1udy of these com• 
ple:xes may help 10 impro\·v chel:ufon th"rapy for c-opprr dysfum.-tions. 

Metal ions are invo.lved in a wide rnnge ofhiologk.aJ fum·tions in the 
intra und extracdlular co.ntex ts of Hfe sy5"tems ll J. Among meta1 ca~ 
tions, copper(ll) p lays an esse.nda1 rote in ail liv ing organisms, for in• 
stance as a st.ruc1uro) component of several enzymes (ex: laccase, as-
co.rbatc o.x.idase, <:e.ruloplasmin, amine oxtdase.~. superoxide dismutase. 
t.')>1.<x:hrome c ox idase) [2 ,3) . ln controst to coppc.t bound to p rotehu or 
peptides, unbound coppe.r can be high ly toxk duc to it~ ability to 

general·e: (ree radie.a].~ via Feul'on reactinn [4]. CopJlt!r ions a re tran~-
ported h1 biologicaJ sym.•nis hy prorcins such as ccmlupt..,s.m.in (carrying 
about 90-95% of ci rculating of coppcr(H)) and se.rum albumin in 
mnmmals, nnd hemocyanine in crustaœans. Bluc--<:opper prol'eins, such 
as a54·orbate oxidrise and laccase enzymes, arc aJso frequent in vegc-
tables. Al.so, small biologîcal.ly active molecules1 such as complexes 
with amino acid~. capable to 'bind and t·ransport coppcr have various 
physiologkal funcrions and r.nay J')()Sse5.S lhe.rapcutic prop,enics (5), The 
coppcr comple,:Lis Okuprène, Akuprin and coppe.r sal.lt:ylatc tan actas 

~û :nTts·ponding: au1..hor a t: ~parteinent de chimie, Université du Québt..."C à Montréal, C,P. 8888, S01.'C. Ccnlre-villt, Montrfal, Québ« H3C 3P8, ô:mad.i. 
E-nwil ad~rs; l:"::>r<i,'H;1h.hh:l;n\{ti:il<!rdtr.u<1J111 t'+'t (1.. Ssm~li ), p>mtl'.J:i-t'H'.-1' m:..irkl;tî_,<Ï'çourner uq:irn.r.;1 (M.C. Pet(.i), 

;,1farLina:r.ta1,z1<mmiu.1.qanu:a (M. J afari), rrnpiln.joa.111w@'uq,1r,;u,;..-1 (J. Paqui.n), !~pJ:!M1Aho 1)()mp1ha~11u1.:p.OHJ (P. J~p,'ls,S1 .. 1bo). 
m,1d\}Sc.;m~hnh6) •'101 .. H> (M. Andmh), (J. B)'éfS), 1rtai<'"i:"sùl.Oljk~"iodn1(',;,.apo1.<'~ fM .A. ~foU!"~U). 

1 LH. a nd M,G.I'. comributed cqually to the work., 

l:ui!)'!i:/ tdoi.tit8f l0, tû l.(,/J,JinMgî)io,20l 8. 12.0W 
Receh:t.>d 23 July 2018; Rt-cd ved in revb:ed fonn 20 Oeccml>e:r 2018; Aceepltd 2.1 Deœmbcr 2018 
Avtiifoblt ot,lfot 26 Oeœmber 201.8 
0!62.0134/ Cl 201 S Elsevier Inc. Ali rtgh!S res<rved, 
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anti-inllammatory agerus tbat help to redue• symptoms (pain and 
stiffness of rhewnatoid arthrilis) (ô). Cu{ll)ATSM: copper(II}<liacetyl• 
bis(N4-methyllhiosemi-carbazonc) and kyn=nine precursor of an-
thralinic add copper ligand cxert antioxidant and cardio-protcctive 
effects (7,S), and c:ould be benelicial in the treatmcnt of ncurodegen• 
erative clisorden lNch as Parkinson's and Alzheimer'• diseases (9). 
Ceruloplasmin, the drculatory blue coppet prote.in, possesses anti• 
oxidant, cardioproœctive and neuromodulatory properties (10]. Jts 
acti,e site co,uists of 5Îll copper atom!, and three of them are co-
onlinated by histidine residues (2). Oespite its lherapeutic potcntia~ 
œruloplasmin c.annot be uscd as a medkation due to its protein nature 
with lmmunogenic and huardous ruks of animal origin. lt was then 
hypothesized that •mali copper complexes may be of lnterest in certain 
a5pects, being comparable to coppet prole!ns. but with an easier ad-
ministration and a better regulatory acceptability. 

Coppet amlno acid complexes synthesized decades ago have re• 
ceived increasing attention in the past yean, particularly for lheir po-
tential biomedical application (!1-13]. One of the important coppet 
chelators is the amlno add L•histicline {His). Coppet bound with His 
represents an exchangeable pool of copper{JJJ with albumin ln blood 
(SJ. rns possesses an ùnidazole group that can coorclinate metal ions in 
melalloproteins and is also part of the calalytic site of varlow enzymes 
(14). Copper{ll)-histidine in blood bas a key role in copper transpor• 
talion and avallabillty Cor cells and tissues (11]. Dysrcgulalion or 
copper metabolism leads 10 various diseascs. The transport properties of 
copper{ll)-bistidine complex {lCu(HisJ,)) led to lu application wlth 
success ln the treatment of Menkes disease that was considered lethal in 
the fust deeade or lire l 1 l J. This neurodegenerative disorder COlUists in 
a deficient absorption of copper(II) due to an inherited genetic dys-
fimclion or the ,11P7A gcne which codes for a transmembrane protcin 
acring as a coppet transporter (15). There was no cure Cor Menkes 
disease until mid-sevcnties wben Sarl<ar el al. (1 l J showed that early 
treatment by intravenous injection of copper{ll)-histidine complex can 
greatly increa5e life espectancy and delay neurodegeneration (!4,16]. 
Furthermore. it has been reported tbat sub-cutaneous administration of 
copper{II)-histidine 1s probably effective ln the treatmcnl o( infantile 
hypertrophie cardiocncephalomyoparhy [J 7], a fatal dlsease related 10 
a dcficit of the: coppcr--t'nzyme cytochrome c oxidaK.. Uowcvcr, in--
jectable dally administration or this complex complicates ilS use and 
alternative routes of adminW:ration arc desirable. For instance. in case 
of cardioencephalomyopathy, the ln!estinal ATP7A-mediated absorp-
tion of copper is not affected; consequently an oral copper adminis-
tration may be benefidal. Therefore, the isolation of coppcr{ll)-histi• 
dine in solid state may be u,eful for a bctter oral formulation and for 
transdmnal administration ln various copper-related diseases. 

L-5erine (Ser) 1s a non~scntial amino add that can bc synthesized 
by many cells except some cell types. sU<h u neuronal and glial ceU 
subpopulalions tbat rely on the uplake of Ser IO support their survival 
and development (16). Copper complexed w!th Ser could be uptaken by 
cells througb Ser lra,uporters in situations of downregulated copper 
tra,uporters. Urea ls an endogenous product of the catabolism or pro-
teins and amino acids. and is present at different conccnttation5 in 
blood and various organs (19 ). Under physiological conditions, urea 
was shown to act as an antioxidant and as a cardioprotective agent 
(20). Biuret is often used together with urea in anlmal feeding u an 
excellent noa-protein nitrogen additive having a better palatal>ility 
compared to urea (2 l J. !t contains two acylamino groups and one lrnino 
group, a •rructure compatible with ilS use a5 a neutral ligand in various 
complexes mostly for •rructural •tudies or bioanalytical applications 
(le. biuret dosage of proteins). Complexes of rare earth metals (22), 
actinide metaJs [23,24], and alkaline earth metals [22,241 ba5ed on 
urea or biuret ligands have been described. llowever, the complexes of 
transition metals such as copper with the5e ligands have been rardy 
reported (25]. 

This study describes the preparation and characteriwtion of four 
low molecular wcight copper complexes: [Cu(HisJ,Cl,l, (Cu(Serh), (Cu 

1\3 
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(Ureal,Cl,l and (Cu(Biuret),Cl,l ,.-;th special emphasis given to aspects 
related to the stability of these complexe, ln physiologically relevant 
media. to lheir potent.Lal an1ioxidant activity and to their biocompa.t• 
ibility witb neuronal cells ln vicw of !hoir cventual use ln the treatment 
or neurological dise...._ Furthcrmorc, study of these complexes may 
help to improve chelation therspy for copper dysfimctions and 10 better 
understand copper metabolism in human. 

2. Experiment.>lprocedures 

2. l. SynJJ,,sù of coppu complexes 

Ali chemlcals were reagent grade and were used without Curther 
purification. Copper complexes were prepared in isopropanol !ollowing 
Pop et aL's procedure (2,,). The copper{ll)-histidinc complu was pro· 
pared using an 1:2 M ratio of CuCl,:His and a SO:l v/v isopropanol:H,O 
solution. A cold solution (400ml) of CuCl, {1.93 x 10-•mol/t.) ln 
isopropanol was added dropwise 10 an equal volume of aqueous His · 
solution (3.84 >< 10-> mol/Ll al pH 6.8, and the mixture was con--
tinuously stirrcd on ice du.ring 45 min.. The complexation was done in 
isopropanol IO facilitate the rerovery of copper-histidine which pre-
dpitates in these conditions. The rcsulring solid was collected by fil• 
tration, washed with cold isoprupanol and dried at ambient tempera• 
ture. The coppcM1rea and ropper~biuret compleies were prepared 
silnilarly but using an 1:4 M ratio of CuCl,:ligand. The coppu-serlne 
complex was prepared in ethanol using an 1;2;1 M ratio of CuCl3 :!.-
Ser:NaOlL A cold solution (15ml) of CuCI, (2.64 >< 10-•mol/L} in 
ethanol was added dropwise to a solution of 30 mL Ser 
(5.19 x 10-2 mol/t.} ln ethanol containing sodium hydroxide 
(0.01 mol/!.). The mlx~ was stirred on ice during 30 min, and the 
resulting solid was filtered, washed with etbanol and dried al room 
tempera~. 

2.2. SlnlCluroI chanu:ltriz.ation 

The content of carbon (Cl, hydrogen (li) and nitrogcn {Nl was dc-
tmnined by the Dynamic flash combustion method which is ba5ed on 
complere oxldation of samples, using an EASl108 (Fisons instruments 
SpA) and an E.CS4010 {Costech Co. Califomia. USA). l\lelting points 
were m ... using open capillary tubes on a Gallenlamp mdting 
point apparatus (Loodon, England). Analysis by X-ray diffraction was 
done i.ith a Broker XS Venture Meta! jet diffractomcter (Geesthacht, 
Germany). The experimental parameters Cor X-ray analysis are pre-
sented ln Table 1S (supplementary data). Single crystals were obtained 
by slow evaporation of alcoholic solution of copper complexes during 
3 days. The crystals were kept at l 00 K during data collection. The 
samples wcre exposed IO Ga!Ca X•rays with a wavekngth of 1.34 À and 
analyzed at an angular range of 28 from 10 to 121'. The structure was 
solved using the Olex2 sofrware (Z6J, with the SHELXT structure so-
lution program (27] using Direct Methods and the SHEXLXL [28) re-
finement pack.age with the Least Squares minimization metl,od. Data 
collection and rdincme:nt paramctm arc presented in St.'l.'.tion 3.2. The 
infrared (IR) spertra of the complexes and of their ligands were re-
corded on a Thermo-Nicolet 6700 (Madison Wl USA) FTIR spectro--
pbotometer ( 4000-400 cm - 1) by using potassium bromlde pellets 
{2%). 

2.3. Stabüity ùi different media 

2.3. 1. Spectrophorom,tric m,arurem,nt, 
Solutions of 20 or 40 mM of His, Ser, Urea, Biuret and thcir copper 

(ll) complexes were prcpared in water, in physiological saline {0.9¾ 
NaCIJ, Simulated Gastrie Fluid {SGF: 0.26% 110, 0.2% Na~ pH 1.2) 
and ln Simulated lntotlnal Fluid (SlF: 0.68% KH2PO,, 0.0615% NaOH. 
pH 7 .2). The absorbance spectra {360--960 nm) were ta ken after 2 h of 
incubation ar room temperature. Tirne stabtlltics of the complexes were 
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investigated by mesuring the absorbancc values at 37 ·c and at constant 
wavclenghu, !rom 0 to Measurements were don• using a Vlsible 
U1trospec 100 Pro (USA) Spectrophoiomcler. 

2.3.2. Ekctrochankal 111"""""" 
A sealed thrœ nccked lwk was used !or ekctrochcmkal measure-

ments. The wodùng electrode was a 3 mm diameter glassy carbon 
elcctrode (BASi), the re!ercnce clectrode was a NaCl saturated Ag/Agel 
electrode and the counter electrode wu either coppcr wire or platinum 
mesh (Al!aAesar). The elcctrochemical solutions tontained copper 
complexes freshly prepared in physiologlcal saline (0.9% W/Y NaCl in 
deionized water) and were purged by argon for S min. Ail measure-
ments wcrc canied out undc.r argon atmosphcrc. 

2.4. Anlioxidant capa,ily 

2.4. 1. DPD (N,N-ditlhyl-p-phmylcntdianùn,) colorimetrit: method 
The DPD reagent was purchased [rom Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Reactivc oxygcn spccies (ROS) were gcncrated by clcctrolysis 
(l0mA. 400 V, 3ntin [291) of 3 mL of modified Krebs-Henscleit (KIi) 
buffer solution (in mM: NaO 118, KO CaO, 1.8, MgSO• 0-86, 
Kll2PO• 1.2, NaHC01 2.54, glucose 11 and EDTA 0.027). The eleetro-
lysis œll tontained 2.7 mL of KIi bu/fer in the presence or 0.3 mL of 
different eonœntrations of the copper complu or ligand. A volume of 
0.2mL of the eleetrolyud (ELS) solution (ELS KH buffet + tomplex or 
ligand) was then added ta O.BmL of 2Smg/mL DPD solution. The 
clectroly,is-generated ROS react rapidly with DPD forming an oxidation 
product with a spccifit absorbante at 515nm (::0,30). ln the prescnce 
of antioxidant molecules, ROS may be neutralized and thus unavailable 
ta reacl with DPD. The antioxidant capacitles of ligands and complexes 
were expressed as a pcrœntage of ROS still remalning in lhe ELS :,o. 
lu1ion and was cakulated acconling to the following equ.atlon: 
llROS = A_,,.JA,oo,ws X 100 

where Au,...,.06 is the absorbance of ELS KIi buffet containlng DPO 
(100% amount of ROS in solution) and A...n,.i. Js the absorbante of ELS 
l(Jt buffet containing DPD and in the preseru:e of lhe copper complex or 
ligand. 

2.-1.2. 1,l-Diphmyl-2,2-piuylhydrozyl (DPPI{) rndkal ,ca~ actMty 
DPPH ls a stable free radical (DPPII-) characterized hy an absorp-

tion band at about 517nm. ln the presence of a substance that can 
donate a hydrogen atom. DPPII is reduted by losing its violet color. The 
DPPH assay was performed in conditions of Marinova et al [31]. The 
DPP!I reagcnt was purcbased from Sigma-Aldrich (SL Louis, MO, USA). 
A solution of 0.5 mM DPPI I was prepared and its absorbance was ap-
proximately 0.7 at 517ML A volume of 0.2mL of samplc (coppcr(ll) 
complexes or ligands) was added ta 1.8mL of DPPH solution. Alter 

Table 1 
Analy1ical and phy,iail data of the CU (IIJ compte.,. or Stt. lfü, Ur.a and Biur,t. 

Compound Joonnula t:lrmrni.l ....,,,,... 
'-lound('-.ulc.) 

C Il 

{c.{Hi,)AJ G,i!l1.0~'l,.0• 30.74 l.96 
(32.34) l<.05) 

[c.{s.tJ,l t:.11,.,CU.'<A 26.2'1 4.35 
(26.49) (4.46) 

(c.{Ur,a),0,1 C;t._Ol;Cu.'1,.01 9.33 3.23 
(9.42) (3.14) 

[Cu(Biw-eth(l,I C.H11,0.,CUN,,O• 14.59 2.9'1 
(14.ll) (2."'l 

MP, mclting point. 
• The uleula.tcd values of elemental analysis att given in parenlhde$. 
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30 min, the absorbante was measured at 517 ML The percentage of 
wwenged DPPII radical was calculated as follows: 

l:DPPII = (Ai. - A,,)/At, X 100 

where A., is lhe absorbante be!ore reaction and A., is lhe absorbante 
alter reaction wilh lhe antiœldant (complu or ligand). 

2.S. Neunmal cc/1 cultur, and lr<Otm<nl 

Mouse Pl 9 embryonk stem tells were diffcrentiatcd ta m,urons by 
exposure to 0.5 IJM all-trans-retinoic acid clays [32,33). On day 4, 
an amount of 3.8 x 105 neurons were sceded in gelatinited 12 well-
plates containing supplemented Neurobasal (SNB) medium [Neurobasal 
containing 2% V/v 827 ,upplement (Fisher Scicntifit, St-Laurent, QC. 
Canacla), 0.5 mM L-glutamine. 50 U/mL penicillin and 50 U/mL sttq,-
tomycin). 

Neuron tre.1tment wlth His, Ser, urea or biun,t ligands as well as 
with thcit copper{ll) complexes and CuO2 began on clay 4, con-
comitantly wilh cell M!eding into the SNB medium. The eighl >tudied 
agents (ligands and corresponding Cu(ll) complexes) wcre freshly so-
lubilw:d in phosphate buffer saline (PIISl •• 10-fold contentrated stock 
solutions and added individuaUy ta the culture medium at the indicated 
final concentrations. Alter h of incub.-.tion (37 'C. 5% C02). cultures 
were analy:œd for tell viabiliry. Contrai cultures contained only the 
cells in SNB mediwn. 

2.6. Cc/1 \'iability 

CcU viability was d<tcnnined by the Neutra! Red (NRJ uptake assay 
as reecntly described {34). One mL of freshly prepared NR solution 
U3811Min20mMHEPES, 140mM Nact, 3mMCaO:,, 1 mM 
MgO., 20 mM 1>-glucosc, pH 7.2) was added ta eaclt culture weU pre-
washed delic:atcly wilh PBS. Alter 2 h incubation (37 •c, 5% CO,>, NR 
solution was rernovcd and cultures were washed rapidly with 1% for• 
maldehyde-1% calcium thloride. Then, 1 mL of NR eluent (EtOH:• 
!120;acetit acid 50:49:J) was added to extract the NR Crom cells. Alter 
10 min agitation at room temperature, the absorbance was read at 
540nm using an ELXSOO UV universal microplate reader. The JOO'H, 
viability was establishc-d wllh control (untreated) cultures. Assays wcre 
done in duplicatc nslng three indcpcndcnt ccll cultures. 

3. Results and discussion 

3.1. Chankal anaiysù of copp<r complexa 

The elemental analy$is of copper complexes prepared in isopropanol 
as well as thcir physkal propcrties (color, molccular wcight and 
mclting point) are prcscnted in Table l. The resulu of elemental 

C.dut MW" ... 
"""" 'C --

Pl 

17,96 1.ixhl blue 4-44.00 185: t.6 
118,29) 
10.oa Na\>}' blue 271.72. 186:. 0.6 

(10.33) 
:2:Ul llluc-grttn 2S<.Sb 161.6 ± 2.3 

121.99) 
25.02 l\l11t--grtt.n 3-10.61 171.6 l.l 

11 The MW wert dctermint<I Crom the formula talculiltcd from ~lementaJ analysis. 
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N 

fig. l~ Strutrure of lCu(SerhJ bide-ntate obr;iined fmm Cf}~:d X-my diffrnction {A) :md of tr:idcntnte {Cu(Hi.s};:J compte( :11 tluddated in PJ, 

A B 

t.:: '''.~ 
,/:::,,,_'! 

<:;;~\ Cul,.-"); 
l ;><l.'cp 
' '\ ) N .t.m(~) 

,~: ,, U2 ;;;,, 
H:-t 01 r:;1'4' i::, ' rr 

Fig. 2. Structure of [Cu(Urea¾:Cl2:l obtalned Crom ctyMal X-rny diffraction (A) and molerul.ar ~tr-ucture proposed for {CU{Biuret).1Cli1 comple-x (B). 

aoalysis as well as the proposed chemlcal fonmùa were ln good 
agreement with the c,cpected Slokhiomeiry (fobk l). The meltlng 
points of coppcr complexes: were similar to thosc of previous in• 
vestlgations [!4,35]. 

The chemlcal formula of [CU(Serl,J complex was corroborated by 
mass spectroscopy (data not shown), ln dry phase (as powders), the 
<omplexe,; are stable in air, easily soluble in watct, and inooluble ln 
akoholk media. 

3.2. X•roy ay,ml strnctlire of copptt compltxes 

Only [Cu(Ser}zl and [Cu(Urea);Cl,1 generated adequate crystal for 
X-ray analysls. The [Cu(llis)il and [Cu(Biurel}1C12J data were (rom 
referenee,; Des<:hamp et al. (JG] and Freeman et al. f:171, re,;pectively. 

The X•ray stmclt1ral analysis of single crystals of {Cu(Serh) complex 
revealed two serine molecnles each bound 10 the copper ion in a bi• 
dentate manner (fiJ~, J A). ln amino adds with non--coordinaUng side 
chalns, the more common mode of coordination is bidentate chelatîon 
PSJ. The structure of (ML:,] ,pedes showed that two amino nitrogen 
(N,m, and two catboxyl oxygen (O,M1>uy1) are coordinated to the copper 
(Il) ion (fig, 1A). The mode of coordination around the coppcr(IT) 
centcr is a square pyram1d that gives rise to the more thecmo• 
dynamkally stable five-memheced chelate rings (Fig, lA), The length 
values of the Cu-0 (1.97 Â} and Cu-N (2.00 Â} bonds in thls study are 
in good agreement witb the previously publisbed tbeoreHcal values for 
thls .:omplex [39,;1û). Aœordlng 10 the c!e,nent•I analy,is ('J'ahk l), 
chloride atoms are not prescnt in structure of {Cu(Serl,] complex, tfif. 
fering from the other copper complexes of thls study. This could be due 
to several factors influendng the structural arrangement~ inctuding 
mctal,lfgand bond strength, stereochemistry of the compfox and proton 
dlsplaœment reactlons [4 lJ, 

ln the ca<C of [Cu(lfü},C14J prepared in conditions similar to those 
dcs,ribed for (Cu(Ureal,O,J by Pop et al. (2S), we dfd 1101 ,lbtain single 
crystals:. 1-towever, the ,,::..r,ay patterns of our preparatfon showed 
structures similar rn tho,;e of other related complexes previously 

00 

deseribed [:Yi,42]. 
A neutral fivc-coordinated complex ({Cu(Hish]) wa< described by 

Deschamps et al. {%). This stlldy proposed a dlstorted square pyr• 
amidal geometry wlth bidentate and tridentate L•hfstidine ligands 
ffi> lB), On the other hand, the crystal X-ray diffraction structure of 
another [Cu(lfü}Cl,J contplex obtained by Bujacz. et al. [•!2) showed 
copper ooordinated (semi-coordination) by one histidine only, in a bl• 
dentale manner involving the earboxyl (Of:;111"-'1Y1) and the amine (N.,.m) 
from the main chafn group of His. îwo additional ch1oridc anions 
c-0mpleted the square coordination of the central Cu·• 2• The structures 
reported by Deschamps et al. [%1 and Bujacz et al. H2) are not in 
agreement with the chemical formula (C12H,.ct,CuN.o,J found from 
elemental analysis in the present study. We have obtolned a differcnt 
coppor histidine complex consistent with two mofeculse oOlls •nd two 
atoms of chlori<le b<,und to the central Cu" cation as [Cu(llis),Cl2). 

The crysta11ographic investigation of the urca complex, [Cu 
(Ureal,Clal, revealed a chain strucrure, with the chloride Ions acting os 
bridges as shown in Fi?,, '2A. The CU(lll ions are hexacoordinated by two 
chloride bridges and by the oxygen atoms from two uren molecules, 
showing an elongated octahedrol stereochemistry. TI1e apiéal positions 
sccm oecupled by two semi•coord!nated chloridc bridging ligands (Cul• 
Cil = 2.96 ÂJ; dte equatorial plane consists or two urea ligands and two 
chloride bridges (Cul-Il = 2.29 Â) (Llbk 2), 

The CU1-C11 distance (2.96Â) sccms too large for n covalent 
blnding (rct = 0.99 À) and is more con.,istent with on ionic bonding 
(ra- = l.84Â, r,,.2 ' = 0.8.1 Â) [•J:!l, Ahlmughurcn l>.tS two potcntial 
efoctron donor ;noms in it.s stnrcrure {0(11llwntyl and NMt)t copper is 
frequently coordinated only thmugh the ozygen atom in a monodentate 
pattern and the C=O-M angle is often smnller than 180" [4:l,4.JJ. To 
the best of our knowledge, the crystal structure amibed to {Cu(Ur• 
ea),Cl2J ls nove!. 

As for [Cu(HishCh), the crystalfüsation of [Cu{8iuretl,C1,J hns not 
beert successful in isopropanol. Therefore, a possible stnicture for thîs 
complex is proposed (ri;,\, 28) on b.isis of the crystnl X,my diffraction 
prevlously descrihed by Freeman et al. (J7], which is in accordanœ 
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Table2 
Bond lenglhs for [Cu(IJruJ,Cl,J. 

Alom Alom ....,,,h!AJ 
C.1 01• 2.9605(161' 
C.I Ctl 2.2921(1S) 
C.l m• 2.9605{16) 
C.1 m• 2.2921(1S) 
C.I 01 l.9;>5(1) 
C.1 01' l.955(4) 
01 Cl 1.262(8) 
NI Cl 1.324(8) 
N2 Cl 1.345(9) 

• The numben in pattnthtsei: in. tbis colwnn. rder 10 the unit ctll de.fined 
by Bernai and Fowler (f>5J. 

Table3 
Sttuctural feau,.-.. of the fint coordination lh<ll of copper 1..- lb< four copper, 
(10wmplcx<S. 

Compl=< c-duwlon lnYOIW'd Di~-e R,f"""" 
l>indin1 ..... Cu-XIA) 

[Cu{llil),0,1 Tridmtate :._ :um (11)' 
N_ , .... 

o..-. 2.m 
lc.{Sffl,I Bidcnt,llC s- 2.001 --o..._. 1.972 
(Cu(Uffll:402) l~lC "-- l.9SS --1c..w..,..1,a,1 ·-- 0-- 1.982 H4J 

• R<fcrence describn (Cu(llisl,l. 

with our elemental aod FTIR analyses (Tahl< 1 and cf. S,,clim 3.3 
bclow). ln the (CU(Biurel),0,1 complu, the copper arom bas a co-
ordination numbcr 6 and a letragonally di>torted octahedral environ-
ment (37]. 11> binding t0 the four oxygen aroms or ligand> ls covalent, 
a, lndicated by the Cu-0 bond lengths while the CU--cl distancel re-
vealed ionic bonding betwecn a- and Cu2 + ions, similar to those 
round for urea copp,r complexes (37]. The biuret molecules actas bi-
dcntate chcla1es >i<I thcir oxygcn aloms (J7). The coordination data and 
structural fca1ures of rhe four coppcr(ll) complexes are summarized in 
Tabte 3. 

3.3. FT1R charactmzatian of copper complexes and ligand, 

FTIR pauem of [CuUlisJ,Cl,I showcd changes in the positions and 
profiles of some bands compared lo that of free His (li;;. 3A, Il). Gcn-
erally, in amino aclds, NH stretching vibration is observed in 
3130-3030cm-• region 145). Theorelically, in metal complexes, their 
NIi strelching vibration (,NU3 •) should di>appear due to coordination 
(46). ln the metal complexes, however, a band was observed at 
3300 cm • •, which could arise Crom othcr vibra!ÎON appearing ln thls 
region (47). frœ !lis show, the antisymmctric COOU strclching fre-
quency at 1634 cm " 1(fig. 3B), and [Cu(His),02) exhlbiu thi> baod at 
1616cm-• (Fit- 3A). This shlft in thutretchlng frequency isconsi.,tent 
with the findings of Sarkar and Wigfield [-18] who observed a similar 
tJùft Cor [Cu(His),J and other Cu(ll)-anùno acld complexes. n,..., re-
sults indicate the participation or the amino ac!d groups in copp,r co-
ordinalion and the tridentatc chclation paltem of (CU(llis),0,1 com-
plcx. 

lïg. 3 (C, D) shows the 1-ïlR spectra for (CU(Serl,J and serine. The 
bands between and 3259 cm-1 assigne<! 10 the NH stretchlng 
vibration in the spectrun.1 of the amino acid are obsen·ed almost at the 
s.ame respective frequencies in the {Cu{Serl,J spectrum. The NH 
strerching vibration bands of Ser (at 3346 aod 3258 cm-1 respeclivcly) 
are shiflcd 10 higher wavenumbcN (348l-339Scm" 1) ln mctal com• 
plu [ 4 9). These results clearly suggest deprotonation of the NU,• 
group of the Ser mokcule and binding to the mctal ion through lts 
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nitrogcn atom (50]. On the other hand, tbe Ser absorption bands at 
1640 and 1601 cm-• (corrcsponding to the C=O strctchlng bond) are 
shifu:d to the lower wavenumbcrs (1631 aod 1587 cm· 1) in the (Cu 
(Ser),) spcctrum. Morcover, the symmetric (M-N) strctching baod ap-
pcaring at S23 cm'"' 1 in this study is in agree~nt with pre:vious studie, 
(49). A110gether, these observations lndicate that Ser hindi the metal 
Ion >i<I lis carboxyl and amino groups. 

Fig. 3 (E, F) presents the rnR spectra obtained for urea and (Cu 
(Urea),0,1. The bands bctwL-en 34« and 32S9cm-• assigned IO the 
NIi stretchlng vibration ln the spectrum or urca are obscrved almos1 at 
the same respective frequcncies in the [CU(Ureal,O,J spcctrum. llow-
ever, the intense absorption bands for urea at 1680 and 1602cm-•, 
cormponding to the C=O stretching and to the Nll2 bending vibra• 
lions, are shifted to lower frequencies (1616 and IS76cm- 1) in the 
spectrum or the compl= Thi> may indica1< a possible implication or 
oxygen rrom the carbonyl group of urea ln the coordination with copper 
(Il) ioM [4:l). Thi, i, also supportcd by the band corre-
sponding to M-0 vibration (20,44) in [Cu(Um1l,Cl2] spcctra. 

The FnR spectra of biurer and [Cu(Biuretl,02] complexes are 
shown in Fig. 3 (G, H). The bands ascribed 10 the NH stretchlng vi-
bration obscrved in the (Cu(Blurel),02) spectrum are similar but not 
identical to the bands in the range of 3458--3016cm-• obsen-ed in the 
spcctrum of frec b!uret. This mlght irulica1< that probably not all ni-
trogens are involvcd in the formation of the complcx. A symmetric vi• 
bration frequency of C=O srretching appears ncar 1718cm-• in the 
biuret spectrum (Fig. 3H). When coordination occurs, a shift of the C= 
0 stretching mode 10 lower wavelenglh was rcported (22) lndicaling 
that coordination could be produced with participation of the oxygen 
[ H). ln fact. a ,ibration band in the [Cu(Biurcl),0,1 complu was 
dclcct<d at 1679cm-• (fl3. :lHJ. As in the case of [CU(Urea),a,1 
complcx, the prcscnce of a cm-• band ascribed 10 M-0 vibration 
suggests the participation of oxygen in a coordinative complexalion 
between biurer and coppcr(U) ion fi1tlng well previous data of Wang 
et al. (22]. Overall, the FnR results are in accordance with the struc• 
tures depictcd {Fig,. 1, 2). 

3.,f. Slability of wpp,r comp/aes ln physiolDgicaI/y-ul=t mulia 

Evaluation of the stability of copper complexes in physiologically 
relevant conditions will help in the design or their phannaceutical 
formulations. As oral administration of coppcr complexes will be 
evcntually sought in treatmcnl of cardioencephalomyopathy and ln 
Menkes disease, lt was of interest 10 explore thcir stability in conditions 
simulating the gastic aod Intestinal sy,tcm. Aboorbance spcctra and 
qc.Uc voltamme-try wcrc used as indications of atructural tonformation 
of 1tudied complexes in various media. fig .. 4 shows the UV-Vis spectra 
or the copper(II) complexes incuba1ed for 2 h, at room temperature, in 
H20, SGF (pH 1.2), SIF (pH 7.2), and in physiologlcal saline solution 
0,9% Naa (pll 7.2). 

3.<f. 1. Stability at room kmpUatun 
The spectra of [Cu(llis)2Cl2 ) in !120, in physiological salin,, (0.9% 

NaO) and ln Slf showed maximal absorption at 620-640 nm (Fig. 4A). 
The absorption in Slf was about twice than thal observed in H20 and ln 
0.9% NaCI, whi<h could be attribuled to the changes of plt The addi-
tion of 20 mM coppcr(ll)-hi>tidine in 11,0 or ln 0.9% NaCI media de-
crea,ed the pH to about S.32 whcreaJ the final pli of the complcx ln SIF 
was 6.8, probably due to belter bufferlng capac!1y. According 10 De-
schamps er al. [11], distribution of the coppcr(II) histidine specics 
diffen as a function of pH. For instance, (MHLal was found at pH S and 
bel0w whcreas (ML,! i., found al pH 7. When the pH value is Jow (pH 
s S), the nitrogen of imidazole group (sinûlarly to carboxyl) 1s proto-
nated and thus it is no more involvcd in bînding to copper(H); lhcrcfore: 
50% or more of copper may be unbondcd. The presencc or absence of 
the hydrogen atom would have influence on the absorbance properties. 
ln SGF, absorption was maximal al 750 nm probably due 10 unbonded 
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Fig, 3. mn •v«tra of (Cu(l!l>hCh] (A), His (Sl, [Cu(Serl,J {Cl, S.r (Il), (Cu{Ure•hChl (r.), 11,... (r), [Cu{Ulure1},Cl,l (G) ond bluret (Hl ln 1he wovcnumher ronge 
of 400<HOO <m-- 1, 

topper lu view of Desthamp• et al. [ J I J suggestfng that at. pH ,a 3. 7 
most of the remaining ligand is unbound, At physiologkal pH, the 
major structure pmpo!il.'d for [Cu(Hi<)2J in aquenœi •olutlon wa< [Ml-,] 
11 iJ, Upon incrcase. of pH (pH > 7), the amine group îs d,protonated to 
give a negatively charged ligand, and the addition of 110- or the ion!• 
zatlon of pyrrole-like nîtrogen in the !midawle group may lnduce the 
cmnplex to adopt, in basic medium, a [Ml,.i(OH)J fom1 whlch in our 
case moy be [Cu(His):,OHJ, 

The addition of [Cu(Ser),J did not <hange the pH of the four media. 
The spectra of this tomplex wcre ,imilar in H,O, NaCI 0.9%, and SIF 
with maximal absorption nt 630 nm (Fig. •lB}, llowever, in SGF, simi• 
larly to coppertll) histidine, the maximal absorbtlon wa,i at 750 nm, 
wblch routd be attributed to pmtonatfon of coordlnatlng groups and 
evenlually to unbonded coppet. 

n,e [Cu(Urea),Cl,l and [Cu(Biuretl,Cl,J complexes showt."<1 a 
strong band in the vlsible Hght, similarly to amino acid (opper con,, 
plexcs in acidic conditions, These data fit wdl those of Corrndi [43_}, 
The [Cu(Urea};Cl,J spectra (Fig. -1 C) were similar in HiO, 0.9"J, NaCI. 
(neutrnll and in oddic SGF, with m.a.tmnl absorption at 810 nm, ln SIF, 
the maximal absorbcncy was slightly shifted to 630 nm and wîth a 
markedly lower signal intensity (about 50% fmm that in 0.9% NaCI) 
probabty due to the prcscnce of phosphate in SIF whieh can form a 
pr<dpitate by the displaecmcnt of the 1wo chloride unions gcncrating 
copper(II) ur<a phosphate complex [51 J, Similarly, the spectra of [Cu 
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(Bluretl,Cl2] (Fi;. 40} ln 11,0, 0,9"/4 NaCI and SGF exblbited maximal 
absorption :tt 810 nnt and with variou5 intensitic,;; of the ~igna1 in cach 
medium. tn SIF1 the forrtmtion uf a green predpitate was oP$ervcd with 
[Cu{Biurnt),Cl,J, which may explaîn the disparition of the signal at 
810 nm, An absorption still observed in the 800--830 nm regîon (copper 
rngionl suggests a degradatîon of the complex and the presence of Cree 
copper ions. 

3.4.2. Cyclic voltammeuy 
Cyclic voltammetry rneasurrments of e.ath complex werc carried out 

ln physlological saline, Each complex (2 mM) sbowed a quasi•reversihle 
response (Fi,:. 5). A background voltammogrrun in physiologkal NaCl 
saline (Fig, 5A} without the presence of a complex ts shown for re, 
fere:nce. The onset of the reduction, and mid~potentiaJ vnlue of CuCIJC, 
[Cu(Biuret,)Cl,J and (Cu(Urea2)Cl:i) are quite simllat, sugge<ting a 
small dtffcrence in thcir reduction potenlial (Fig. SB). Whcn compare<! 
with CuCl2, urea and hiuret coppercomplexcs, the onset of reduction of 
hoth (Cu(Ser,ll and (Cu(lllsz)Cl,1 ls cathodically shifted, and displnys 
weakly de!ined peak current values nmking a.sslgnment of a mid-po-
tential value difficult (fig. SC). If the onset of rcduction of oach of the 
complexes is taken as an indication of stability, then based on the re,. 
sull< from voltammetrlc mcasurnments [Cu(Ser,)J and [CU(llls,}Cl,J 
have higher stnbililies when compared with CuCI,, [Cu(Biuret,JCI,J 
ànd [Cu(Urcn2)C!2] (5:!_J, in accordance whit absorbnnce profiles. 
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Fig. 4, UV-Vis absorbanco spectm of (Cu(llb),cl2J (Al, (Cu(Scrh) (JI), [Cu(Ureal,Cl,l (Cl, and (Cu(Biuret),cl:,) {DJln d!ffcront physiologfcally-relcvant medlo: 
H:,O, 0.9% NaCI 4>f17.4), SllF (p!l 1.2), aod S1F (pH 7.2), alter 2 h at mont temperanm,. Th• spectrum of aquoous solution of Cuel, 1s !ncluded fur eomporlson. 

Accordlng to Deschamps et al. (11], the trldentatc ligatlon conrers 
greater stabillty compared to bldentate and monodentate UgaUons. 
Although the mode or coordlruitlon or Ser around copper (11) centcr 1s 
bidemate, the œlatlll<! stobUity of the mine complex compored to lhat 
i>f the urea and blurel eomplexe!i could n,sult from the thermo-
dynamiCllly stable flve-membered chelatc ring aœhitecture. '!11e dif• 
ferences ln (CU(UlshO.J spectra are due to lhe distribution of lhe 
copper{ll) histidine "l'Cdes at different pH values [1 !]. 

3,4.3, Stabfllly at 37'C 
Thestàblllty of the eopper complexes ln the different media was also 

evaluated by absorbanœ civet 48 h at the physiologièal tempemture of 
37 'C (Fig. 6). The absorptlon values at 630 nm of the histidine copper 
c:omplex {Hg. 6A) ln SJF; ln water and ln 0.9% NaO were simllar: the 
values gradually decreased witit tlme up to 24 h and tben remalned 
con,hmt. Th,,absi,rption value ln SCF was ccinstant and low thtoughout 
the whole perlod. The absorption values of the l!Crlne copper complex 
(Fis. 68} nt 620 nm weœ simllàr ln H:,O and 0.9% NaCI and constant up 
to h. ln contrast, the absorbance ln SlF deereased rapldly rrom 1 to 
0.3 after 2 h (probably due to the phosphàte ions). '111• absorbance 
value was low lnitiaUy and remalncd low durlng the whole interval up 
to 48 h, lndkating à lower stablllty of [Cll(Sèrl,l ln SIF at 37 'C com-
pored to room 1empem111re. 

ln the case of the urea and biuret complexes, the spectral profiles at 
37 "C (Fig. St ln Supplementary data), like thOSè at room tempcrature 
(Fig. 4), showed maximal absorbencles nt 810-830nm duc to free 
copper(ll). lt was not surprislng that the àbsorbanccs nt this wavelcngth 
range ·remalned nlmost constant ln vlew of the instabillty of these 
compleJCes (SUpplementary data, Fig. 52} •. 

ln conclusion, compared to urea and bluret copper(ll) complexes, 
the amlno acld, His and Ser, copper(ll) complexes prescnted relatlvely 
hlghcr ,tabllity at room tenipemture •• well as over 5 h at 37 ·c. '!11e 
highest stablllly WIIS $Ct:n for coppet(ll}-..rlne ln H2O and O. 9% NaCI 
media. · 

3.5. tn vüro. onticoodant capaeit;y 

Glven the complexity of oxidatlve pmcC<Ses and the dlversitlcd 
hydrophilic and hydrophobie nature of the antloxldant<; thcre is no a 
unique wcll-deflncd method for quantitative measurement of anti• 
oxidant actMty. In most cases lt ls nccessary 10 combine the responses 
of different and complementary tests ln order to have an lndkatlon of 
the antioxldant capadty or a sampte {53). 

Prnctically, aecording 10 the reactions lnvolvcd in the srnvenglng 
l)tOW$C$, the anUoxidants can neutrnllie liœ rndicals by two dlfft..-cnt 
mechanisms: Hydrogen Atom Transfer (HAT) and Single Electron ci .. ! • i • = =- 1~ •. l4 141./ ...- 1·· ' 

Ji -4i ' .... ·,. 4 \ j 
,.1 -~ •• .. , -0.ltct) -6 --li 1 '•!~ ••CU(llli,A<)ICl,l -Oi(l<t)!O) 

41 _.Î ••.• C.tu,,>,HC\l .. ~•·OIi'<') 
.,o ~10 ... 

M ... .... 04 ·~ •.. 1).,0 0,t .... ... 42 ... 
Polentlal(V) Pote1>1181(V) Potenl.il(V) 

fig. 5, «:ytli<: ,-altamnletry m""5UWlliin"' of (AJ hotkgn,und n,sponse of glassy carl>oo declT<l<le (hlank), (B) CUCh (eontrol), [C11(8iuœti)Cl:,) and [Cu(Urca,JCl,J 
aod (C) (Cu{Sèi:,)) and (CU{Hls,JCI:,), ln ph)'siologfcal NaCI sallne. A saturnted Ag/Agel reCercnco electtode and a SOIR rato of 20mYI• ,. ..... d for all mea-
suremenls. 
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Tmnsfcr (SET) [54). HAT-based methods meos11re the ability or an 
antioxîdant 10 scavcngc free radka!s by H•atom donation. SET- ba5"d 
methods measure the capadty of an antioxidant to transfer one electron 
to rcduœ: an oxidnnt, nften asrociated to a change of color (29,!:i:)]. In 
the prcscnt s:tudy, the andoxid.unt car,atitics. of the wppct et)mplcxcs: 
and thcir ligands wcre ev~l11ated by u<ing two types of •"'•Y•• the DPPII 
a"'ay for the IIAT mechanlsm and the PPD assay for the SET me• 
chanism. The electrnlysls of KH huffer {10 mA, 400 mV, 1 min) can 
gMemte ROS such ns superox!de anion ( ·O:, ~i, singlet oxygen ( 10 2), 
hydroxyl radical ( •OH) and thcir by-products: hydrogen peroxide 
(1120 2) and hypochlorite ion (CIO~) [:\JJ. The generatlon of ROS ls 
determined by the percentitge of the oxidallon of DPD. ln the prnsence 
of the copper complexe. or ligand.<, part of ROS may be ""'wenged 
leaving less of these spedes available to oxldlze DPD. 

Fig, 7 shows that ail compounds have a certain capacity to sc-aveng:e 
ROS compared ta the rontrol condition (100% ROS). Kohen et al. re• 
ported that histidine and lts derlvatîves having an imidazole group have 
an antinxidant aclivity due to hydrogen donolion [56]. [Cu(Hisl,Cl,J 
complcx, at concentrations equal to or> 0.02 M, presented a higher 
scavenglng activity than that of the ligand alone and or the other copper 
complexes (l'ig. 7 A). Dîfferently, serine and urea copper complexes 
presentcd ROS scavenglng capacities dose to that of their free ligand 
(Fig. ?Il, C), lnterestlngly, the antioxidant actlvity of [Cu(Biuretl,Clz] 
was about twke thut of its (ree ligand (Fig. 70) and about the same 
activity as that or urea und of [Cu(Ureal,Cl,J. The amide grnups in the 
bluret and nitrogens of imidazole groups of His may act os cffidcnt 
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elcctron donnting groups ta ncutralize ROS. 
The antioxidant capac!ty of copper(n) complexes and of thcir li• 

iands were also evidenced by the DPPU assay which is recontmendcd 
for compounds contalning: SH. NH and OH groups [::d/AH. H.t:, S shows 
lh•t che eight eompounds can scavenge DPPH •. Among the amino acids 
and thdr copper complexes. [Cu(lli5l,Cl2] exhibited the highcst anti-
.,,idanl capadty in comparîson to histidine itself (Fig, SA) and to the 
otber copper complexes and ligands (Fig. 8B, C, D). The Bîuret and [CU 
(Biuret},Cl2J (Fi;;, BD} also exh!bited ant!oxidant capacity but at con-
centration 10 to 20-fold blgher than those of [Cu(Hls),Cl,J. The ROS 
scavenging activlties of [Cu(lfül,CI,] and [Cu(Ser),J eomplex appear as 
conccntmtion,dependent. Pifforently, in the case of [Cu(Ureal,Cl,J and 
of [C11(1liurel),Cl,J, as for theit ligands, there were two stcps: an initial 
strong scavenslng capadty exertcd at low concentmtion (0--0.5 Ml 
fotlowcd by another step when the scavenging capadty was nlmost 
maintained at high concentration (up to 5 M, rift, BC, D}. lt has been 
reported that the reaction between an antioxidant and DPPH• appar-
ently occurred in two stops [:i'J,Mll: (i) a fan step (1-2 min) cs<entially 
conslstlng in the abstr.tction of the most labile H-atoms frnm the anti• 
oxldant, and (li} a slow neutralization step (30 min) reOectlng a re-
mainlng nctivity on the oxidation/degmdation producis derivcd from 
the first step. Il is now reported that Cu(ll) complexes have the capacity 
to scavenge DPPH radical by hydrogen donation from the NH-groups, 
wîth the mention th.ut the ascorbic add, an antiuxidant used as a 
standard (0,002-5 M), showed strongcr antloxldanl ttctivlty titan that of 
synthcslzed copper complexes (data not shown). Worth to menllon ls 

-nturei 
-f-fCu{fflurrt)Kl1} 

Fig. 7. The ROS savcnging çapadty of copper 
complexes and of frec ligandi detenniru,led hy th~ 
bPt> amy. The andoxi<lant c.1pndties are inve"dy 
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tween A. B (0.002-0.0SM} and C,, D (0.1-0.SM). 
Values are presented as: mean z SEM (n = 3). 
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that for the investigated copper complexes, .. for thelr ligand, data 
obtained with the DPPH method also were ln agreement with those of 
DPD method, Complexatim1 wlth CU(II) can modulate the feature of the 
amlno adds and inlluenee the antiox!danl capadty. ln the case of his, 
tldine, copper complexa!lon markedly lncreas,-d this capacity, wherea• 
for [Cu(Ser),] this increase was lower, No diffcrences were found for 
[Cu(Ureal,Cl,J and for [Cu(Biuret),Ch) in comparlson with thcir li· 
gands, Probably duc to thcir lower stahility the (Cu(Ureal,Cl;] and [Cu 
(lliuret),Cl,l complexes may lose the Cu2", liberating thus the llgands. 
n,e 11rea and blurct alone al<0 exhlblt. marked cadlcal scavenglng ca-
pacity. 'fhe.se obse.rvatioM are 1n agreement with prev-ious data on urca 
as anti.oxidant· and aS; cardioprotec:t.or {20]. 

3.6. Biorompalibilily of copp,r complexes and ligands 

The biocompatibility was evaluated using Pl9 neuronal cultures 
and the NR assay [34] whlcb was recommended for mesuring the vla-
hility of cells exposed to concentrations of copper compotinds ex· 
eeeding th= nf physinlogleal copper, 

Histidine and urea presented good bîoeompatibilîty in eoncentra• 
lions up to 0.4 mM {Ffg, 9A, C), The good biocompatibility ofurea îs in 
line with urea Ievels of 2.3-6.5 mM encountered in normal aduh human 
braln [Cl], Serine and b!uret caused a concentration dependent mod• 
erate loss of vJablli!y at 400 µM eoncentratlon, with a remaln!ng via• 
billty of about 70% in hoth cases (Fig, 9B, D). The cytotoxldty of 5"Tine 
could be due; ta the· rncemisatîon by a neuronal serine raccmase of t~ 
Serine into o-Serine· known to be tnvotved in neurodegene.ration (62.J. 
In contrnst to ure.3.t biuret was Cound to 1nduce a decrease of viabîlity 
(Fig, 90). This cytotoxicity could be due to the transformation of biuret 
inlo products diffèrent fromu,ea or to au eventual stronger chaothroplc 
action compared to ureo, llowever, the mctaholic action of biuret In 
neuronal celL, is slill unknown. 

The normal physiological concentration of copper ln brain par• 
enchynm is 70µM, and concentrations up to 1300µM were found in the 
bmln of patients affected by W!lson·s dlsease [63]. Our findings of 
markedly dec.-...ed neuronal viabillty ln the prcienœ of CuCI, con-
centrations of 100 up to 400µM (Fig, 9} are in Une wid, 1hese data. 
Copper toxlclty in tell t11lture is well knnwn and ean be attributed lo Ils 
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capaclty to gcnemtc ROS. Worth of note, all eopper complexes were lcss 
toxic to ncurons than equivalcnt CUCJ2 concentrations (FiD, 9). 

Comp.ared to free his"tidine, serine,. urca and biurct, the corre• 
sponding eopper complexes fnduced a Ioss in cell viabillty in a con-
centrntfon dcpendent. manncr (.Fig. 9). 'Jn rctrospeetive~ {Cu(HishCb], 
[Cu{Serh) and [Cu(Ure,l),Clal showed similor biocompatihility wlth 
P19 neurons {70% ccll viability ot 2001,Ml while the toxidty of [Cu 
(Biuretl,Cl;J was cl= to that of CuCI, {about 50'){, ccll viability at 
200 µM), .in line perhaps with the low stability of this complex, 
Therefore, (CU(Hls),Cl,l, [Cu(Serh], [Cu(Ureal,Cl2], {Cu(Biurctl, Cl,] 
butnot. His and urea, moderat.ely altered neuronal viahllity. lt îs not 
extluded that the bidentate [Cu(Serl,] and [Cu(Biuret}zCl,J and also 
the monodentote (Cu(Urea),Cl,J copper complexes could rekasc 
copper ions ln the eulture medium resulting in altccation of the en• 
vlronmental pH, generntion of ROS, nnd promotion of apoptosis and 
ONA damages [64), ln contras!, the tridentate [CU(llisl,Cl2] cornplex 
pre.~nted a good nntfoxidant. activity and~ in addition, a mndcrate ceU 
vlability l<m up. to 200 µM, ·11ie cytotoxkity uf the synthesized coppcr 
(JI} c;omp1excs was lowcr t:ompaîcd to equ.tvalent conct-n1.ration$ of 
CUCl2, Although [Cu(Ureal,Cl,I appeared less stable than [Cu 
(Hls),Chl, the loss of viabilîty was similar in both cases, lt ls not ex• 
cluded that urea, whkh has an excellent antioxidant capadty (Ibis re• 
port and 20] è:ould protect ceUs against. eventual oxidat.ive damage due 
to the ln si1u libcratlon of copper (Il) proxidant. Among the studic'd 
compounds, {Cu(n;.),CI,] had the best ccll biocornp.,tibility and pro-
nounced i.n vitro ROS s~\·enging activity. 

4. Conclusion 

Four copper complexes: [Cu(llîs),Cl,J, [Cu(Seth], [Cu(Urea),Cl,J 
and [Cu(lliuretl,Cl,J have bc<en synlhesitcd in faopropanol and thcy 
structurnlly eshihited tridenlate (l!îs), bldcnlate (Ser and Biuret) or 
monodentate (Urea) coordination wîth copper{II). Furthennore, in l'lÙD 
antioxidant a-cti1.•ity Of aU copper complexes presented effective 
scavenging of radicals when tested with DPD and DPPH assays, The 
results of blocompatibillty studles showed that thcy may affect, in • 
concentratfon-Oepend maimeri: the neuronal viability but to a lesser 
exterit t.hàn doc.s, CuC12• The coppcr complexe.~ of amtno add ligands 
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(His, Ser) presented higher stobility in dlfferent simulating physiolo• 
gical media than those of urea and biure-t, except SimuJated ·Gastrie 
Fluid ln whkh ail complexes were instable. [Cu{lfül,Cl,1, dosely (of. 
lowed by [Cu(S.rh], was stable, bloeompatlbte·and the bcst ln tcnns of 
ant!oxldant cap.1dty. Thé other copper complexes showed • relotivcly 
higher cytotoxidty, but much lowcr than that or CuCI, gencrated by the 
free copper(II) ions. 

Abbrevlations 

DPO N,N-dlcthyf.p-phenylen,..:lirunine 
UPPH diphenyl-2,2•pkrylhydrnzyl 
ELS elecrroly,ed 
HAT Hydrogen Atom Transfer 
IIEP!lS 4•(2•hydroxyethyl)•l•plperazlneethanesulfonîc acid 
Ill< · L•hislldine 
l<H modilk..:l Krebs-Henselei! 
ML and Mt, M (met.al), 1, (ligand} 
MP mdting point. 
NR Neutra! Red 
PSS phosphate buffer saline 
ROS reaclive oxygen spedes 
Ser t•serine 
SET Single Electron Tran.,fer 
SGF Simulated G:istric Fluid 
SIF Simulated Intestinal t1uid 
SNB Supplemented Neurobasal (medium) 

Acknowledgments 

Till$ work was suppnrted by the National Sciences and Engineering 
Research Coundl of Canada (grant number 06912 to MAM and l 05730 
to JP) and by the Courtois Foundatlon, Canada. MGP bolded s1udent• 
ships frorn Pharmaqam and the Foundation of the Université du Québec 
à Montréal. The authors dee!are no conflkt of interest. 

Appendix A, Supplementary data 

% 

300 

References 

[lj 
12] 

161 
17] 

[171 

ll8l 
[191 

[2()] 

1211 

400 

JJ":lffl"ffll'1nfltimwmfç TJim-hrmi#ry 192 (2019)87-97 

Fig. 9. Cel! vmbility ln the presence of different 
cuncentrntiom or copper complexes and ligands. Pl 9 
neuroris were incubatl!d for 48 h in the prt.>sent:e of 
each a,mplex or C-01TC$ponding ligand. and thcir 
\•fability wa§ evntuated by _the Nit uptake assay and 
reported 11s: ~rcent.1gt'$ (rom that of rontrnf c,dturt:S 
(oo eomplè:t and ,no ligand). The viabilhy or tell.-; 
treated_ with CuCh ma induded for comparlwn. 
Values (mcan ±: SE<\1) are for thrce lndepc:ndent ceU 
cultures. 

179 



J,, Twfmetli rt nt, 

1331 

[34] 

(401 
1411 ,\, 
f421 

(43) 
(441 l) ~,;;;n},Uf->'Vif>'i, 

97 

[ 
1 
1 
[, 
[61 
[MJ 

1,/B~\':'.~:Js, 
(6,'5) ).!>, 

180 

Joornm of lmugimk 1l!'t.d1Mmtry 192 (2019) 87=97 

l>'.~ ftl>,"A) 

,l1t:~Ol1:) 



181 

A.1S Données supplémentaires à l'article publié« copper complexes for biomedical 
application : strucural insights, antioxidant activity and neuron compatibility» 

Tableau S.1 

[Cu(Urea)2 Ch]. 

Crystal data and structure refinement for [Cu(Ser)2] and 

[Cu(Ser)2] [Cu(Urea)2 Ch] 

Temperature (°K) 100 100 
Crystal system monoclinic monoclinic 
Space group P21 P21/n 
a!A 5.6127(3) * 3.7887(2) * 
b!A 8.3523(5) 8.4675(4) 
c!A 9.9008(9) 12.4449(5) 
a/o 90 90 
81° 90.506(2) 92.467(3) 
y/0 90 90 
V!A3 464.12(5) 398.87(3) 
z 2 2 
Pca1cg/cm3 1.944 2.120 
µ/mm-1 12.822 18.698 
F(000) 254.0 254.0 
Radiation GaKa (À.= 1.34139) GaKa (À.= 1.34139) 
Final R indexes fl>=2cr (I)] R1 = 0.0355, wR2 = 0.0926 R1 = 0.0509, wR2 = 0.1490 
Final R indexes [ all data] R1 = 0.0368, wR2 = 0.0934 RJ = 0.0534, wR2 = 0.1498 

* The numbers in parentheses in this column refer to the unit cell defined by Bernai 
and Fowler (Bernai et Fowler, 1933). 
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Figure S.1 UV-Vis absorbance spectra of [Cu(His)2Ch] [A], [Cu(Ser)2] [B], 

[Cu(Urea)2Ch] [C], and [Cu(Biuret)2Ch] [D] in different physiologically-relevant 

media: H2O; NaCl 0.9% (pH 7.4); SGF (pH 1.2); and SIF (pH 7.2) Readings were 

taken at 0, 1, 2, 3, 5, 10, 24 and 48 h at 37 °C. 
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Figure S.2 Time course of absorbance values of the complexes in different 

physiologically-relevant media, at their Â.max and 37 °C for 20 mM [Cu(Urea)2Ch] 

(A) and [Cu(Biuret)2Ch] (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. 



185 

A.2 Participation comme première auteure à des manuscrits en préparation pour 
soum1s1on 

Synthesis and characterization of PV A/chitosan hydrogel cross-linked with 

different crosslinkers for biomedical application 

Ladan Esmaeili, Tien Le Canh, Jeanne 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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ANNEXESB 

.. RÉSUMÉS PUBLIÉS 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(II) 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 CuCh 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 P 19 stem cells. 

Results: The complexes were in the form of [Cu(ligand)2] 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)2Ch] 

complex being the most potent. Contrarily to [Cu(Urea)2Ch] and [Cu(Biuret)2Ch], the 

[Cu(Ser)2] and [Cu(His)2Ch] complexes were stable in different media including water, 

physiological saline and intestinal-like solutions. Although only [Cu(His)2Ch] showed 

a good neurocompatibility (about 90% at concentrations up to 200 µM), the 

cytotoxicity of the other copper complexes was lower compared to equivalent 

concentrations of CuCh. 

Conclusion: Copper complexes with amino acids, urea and biuret may act as radical 

scavengers. The [Cu(His)2Ch] and [Cu(Ser)2] 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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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. Mateescu, J. Paquin 
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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 ofbiocompatibility 

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 m 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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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 très 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 d~s films à base des polymères biocompatibles (polyvinyle 

alcool et chitosane) incluant des complexes de cuivre, puis caractérisé et analysé pour 

leur capacité à 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)2 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)2 est de 90% montrant une faible toxicité. 

Conclusion: Les résultats préliminaires laissent entrevoir l'utilisation des complexes 

à cuivre étudiés comme agents thérapeutiques administrables par voie transdermique 

pour des maladies neurodégénératives. 
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Complexes de cuivre avec propriétés antioxydantes 
Ladan Esmaeili*, Pompilia Ispas-Szabo, Mircea Alexandru Mateescu 

Résumé 
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Les complexes de cuivre avec les acides aminés sont utilisés dans de nombreux 

processus biologiques et peuvent être 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. 

Méthodologie: synthèse 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 

l'activité de piégeage de radicaux libres (HO·, 02') ou la décomposition de H2O2. 

Résultats: Les complexes Cu(Ser)2 et [Cu(His)2Ch] sont stables dans différent 

milieux : gastrique, intestinal et physiologique. Les deux complexes sont des piégeurs 

efficaces des espèces radicalaires (HO·, 02') et ils ont la capacité de décomposer H2O2. 

[Cu(His)2Ch] présente une plus forte activité d'élimination des radicaux libres par 

rapport au complexe Cu(Ser)2. Les résultats de l'activité antioxydante permettent de 

définir la spécificité de chaque méthode utilisée et proposer le mécanisme d'action des 

complexes étudiés. 

Conclusion: On peut envisager l'utilisation des complexes à cuivre étudiés comme 

agents thérapeutiques pour maladies neurodégénératives ou comme agents 

antioxydants. 
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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)Histidine2 and Cu(II)Seri and the 

investigation oftheir 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)Histidine2 exhibited higher scavenging properties for free radicals compared 

with Cu(II)Serine2.The data also supports the hypothesis of a mechanism based on 

proton transf er occurring in the studied systems. 
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ANNEXESC 

DONNÉES SUPPLÉMENTAIRES AU SOUS-CHAPITRE 6.2 SUR LES 
CARACTÉRISATIONS DES MATRICES COMPOSITES PVA-CHITOSANE 
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% 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) à 75 % de 

PVA et à 25 % de chitosane, à 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 à l'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 CH2 à 1406 cm-1 sont observés et 

pourraient être dus à 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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