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RESUME

Les bases de Schiff, composés organiques reconnus pour leurs propriétés biologiques, voient souvent
leur efficacité renforcée par la formation de complexes avec des ions métalliques. Dans cette optique la
présente étude se concentre sur I'évaluation de I'activité antioxydante et antidiabétique d'un ligand base de
Schiff ainsi que de ses complexes métalliques de zinc (Zn) et de cuivre (Cu).

L'objectif principal est d'explorer le potentiel biologique de ces composés via I'évaluation de leur
activité antioxydante par la technique du pouvoir réducteur du fer (FRP) et I'étude de leur capacité a

inhiber I'enzyme I'alpha-amylase, impliquée dans le diabéte.

Les résultats ont révélé que les complexes métalliques présentent une activité antioxydante supérieure
a celle du ligand seul. Les ECsqel'ordre de 6,43+0,57 mg/mL, 2,53+0,22 mg/mL et 0,34+0,03 mg/mL
pour le ligand, le complexe de Cu et le complexe de Zin. De plus, les tests d'inhibition de I'alpha-amylase
ont montré une activité inhibitrice notable, avec des valeurs ECsode 0,04 + 0,0006 mg/mL pour le ligand,
0,173+ 0,005 mg/mL pour le complexe de cuivre et 0,51+ 0,052 mg/mL pour le complexe de zinc,
comparées a 0,007+0,00 mg/mL pour l'acarbose. Ces données confirment que le ligand possede la

meilleure activité inhibitrice parmi les composés synthétisés.

En résumé, les bases de Schiff et leurs complexes métalliques représentent des candidats prometteurs
pour le développement de nouvelles molécules antioxydantes et antidiabétiques. Cependant, des études

complémentaires in vivo et toxicologiques sont nécessaires pour valider leur potentiel thérapeutique.

Mots-clés : Bases de Schiff, complexes métalliques, activité antioxydante, activité antidiabétique
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Abstract

Schiff bases, organic compounds recognized for their biological properties, often see their efficacy
enhanced through the formation of complexes with metal ions. With this in mind, the present study
focuses on the evaluation of the antioxidant and antidiabetic activity of a Schiff base ligand, as well as

its zinc (Zn) and copper (Cu) metal complexes.

The main objective is to explore the biological potential of these compounds by evaluating their
antioxidant activity using the Ferric Reducing Power (FRP) technique, and by studying their ability to

inhibit the alpha-amylase enzyme, which is involved in diabetes.

The results revealed that the metal complexes exhibit superior antioxidant activity compared to the
ligand alone. The EC50 values are around 6,43+0,57 mg/mL mg/mL, 2,53+0,22 mg/mL, and 0,34+0,03
mg/mL for the ligand, the Cu complex, and the Zinc complex, respectively. Furthermore, alpha-amylase
inhibition tests showed a notable inhibitory activity, with 1C50 values of 0,04 + 0,0006 mg/mL for the
ligand, 0,173+ 0,005 mg/mL for the copper complex, and 0,51+ 0,052 mg/mL for the zinc complex,
compared to 0,007+£0,00 mg/mL for acarbose. These data confirm that the ligand possesses the best

inhibitory activity among the synthesized compounds.

In summary, Schiff bases and their metal complexes represent promising candidates for the development
of new antioxidant and antidiabetic molecules. However, additional in vivo and toxicological studies are

necessary to validate their therapeutic potential.

Keywords: Schiff bases, metal complexes, antioxidant activity, antidiabetic activity.
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Introduction générale

Le stress oxydatif s'est imposé comme un concept prépondérant dans les sciences
biologiques et médicales depuis de nombreuses années. Cela représente un déséquilibre entre
I'exces de production d'espéces réactives de I'oxygene et les systemes de défense antioxydants
de la cellule, ce qui conduit a une défaillance du contrdle cellulaire face a ces radicaux nocifs.
Le stress oxydatif, bien qu'il ne soit pas classé comme une maladie autonome, joue un réle
crucial dans I'apparition et I'évolution de diverses affections, y compris le diabéte, les troubles
cardiovasculaires, les cancers, ainsi que certaines affections neurodégénératives (Tebani &
Bouchahed, 2024).

Le diabéte sucré est une affection métabolique chronique qui se caractérise par une
hyperglycémie constante, due a une anomalie de la sécrétion et/ou de I'action de I'insuline. I
est considéré comme un probléme de santé publique important qui affecte des millions
d'individus a travers le globe. Diverses complications graves sont fréqguemment liées a cette
maladie, augmentant graduellement les risques de morbidité et de mortalité (Defronzo et al.,
2015).

Bien qu'il existe de nombreux traitements contre le diabéte, comme I'insuline et les
médicaments antidiabétiques oraux, leur efficacité peut ne pas étre optimale pour certains
patients. En outre, ces thérapies peuvent engendrer différents effets secondaires, dont
I'nypoglycémie, les problémes gastro-intestinaux et I'augmentation du poids. Ainsi, la quéte
de nouvelles molécules ayant une plus grande efficacité thérapeutique et moins d'effets
indésirables représente un enjeu crucial dans les domaines de la chimie médicinale et de la

pharmacologie.

L'élaboration de nouveaux complexes de Schiff associés a des ions métalliques tels
que le cuivre (Cu) et le zinc (Zn) est actuellement trés prisée dans le secteur de la chimie
médicale. Effectivement, ces complexes meétalliques ont généralement des attributs
biologiques améliorés comparativement aux ligands, y compris des actions antioxydantes et
antidiabétiques (Vanco et al., 2008).

De nombreuses études ont eté dediées a la synthese et a I'évaluation biologique de ces
composeés dans le but d'examiner leur potentiel en tant que traitement.
Dans ce cadre, notre recherche se concentre sur la synthése, la caractérisation et I'appréciation
de l'activité biologique de complexes de bases de Schiff impliquant le cuivre et le zinc. Nous
avons examiné deux activités clés, a savoir l'activité antioxydante et l'activité antidiabétique
(I'inhibition de 'a-amylase), pour évaluer d'éventuel pouvoir thérapeutique de ces nouveaux

COMpOSES.




Introduction générale

Ce mémoire est organisé en trois sections majeures:
e La premiere section est dediée a la récapitulation bibliographique. Elle se compose de trois
chapitres:

* |e premier traite les aspects genéraux des bases de Schiff et des complexes métalliques,
en particulier ceux du cuivre (Cu) et du zinc (Zn).

*le chapitre deux examine le stress oxydatif et I'activité antioxydante, tandis que le
chapitre trois discute du diabéte sucré et du concept d'inhibition enzymatique de 1'a-amylase
en tant qu'objectif de l'effet antidiabétique.

* |e troisieme chapitre présente des généralités sur les bases de Schiff et ses complexes
métalliques.

ela seconde partie est de nature experimentale. Elle traite I'évaluation des activités
biologiques in vitro des complexes de bases de Schiff contenant du cuivre et du zinc, en plus
du ligand. On utilise des méthodes adéquates, comme le pouvoir réducteur de fer FRP, pour
évaluer l'activité antioxydante, tandis que l'activité antidiabétique est examinée via le test
d'inhibition de I'a-amylase.
e La troisieme section est dédiée a la mise en avant des résultats obtenus a travers des
tableaux et des graphiques, et leur analyse. Elle se conclut par une synthese globale et des

orientations pour les recherches futures
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Chapitre I: Stress oxydatif
. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
1 Stress oxydatif:
Le dioxygene, indispensable a de nombreuses fonctions vitales, possede un fort pouvoir oxydant
pouvant engendrer des altérations biologiques souvent irréversibles au sein de 1’organisme

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Dans certaines conditions physiologiques, les cellules mettent en place des systémes de défense
antioxydants, enzymatiques et non enzymatiques, capables de neutraliser les espéces réactives de
I’oxygeéne et de maintenir 1’équilibre entre les agents prooxydants et antioxydants (Beaudeux et

al., 2006).

Cependant, lorsque la production de ces especes réactives dépasse les capacités du systeme
antioxydant, un état de stress oxydatif s’installe (figure 01). Ce déséquilibre entraine des 1ésions
cellulaires et tissulaires et favorise le développement de nombreuses pathologies associées
notamment au vieillissement, telles que les maladies cardiovasculaires, les maladies

neurodégénératives, le cancer et le diabete (Haleng et al., 2007).

que
Déséqu'\\'\bre pa\ho\og q

Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, Se

Especes réactives de I'0, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu

: Antioxydant
Facteurs environnementaux

Oxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 1: Mécanisme provoquant un stress oxydant au sein d'une cellule (Burg, 2017)
2 Origine du stress oxydatif:

2.1 Origine exogene

Dans la vie quotidienne, 1’arbre respiratoire est continuellement exposé aux polluants
atmosphériques gazeux. Ces derniers exercent leurs effets toxiques sur les cellules en générant une
grande quantité d’oxydants. Les principales sources incluent le tabac, 1’alcool, les rayonnements

ultraviolets (UV), I’ozone et le dioxyde d’azote (NO) .




Chapitre I: Stress oxydatif

2.2 Origine endogene

Les oxydants peuvent également provenir de diverses cellules épithéliales et endothéliales.
Toutefois, 1’augmentation de leur concentration est principalement liée a I’activité des cellules

inflammatoires, notamment les macrophages et les polynucléaires neutrophiles.

3 Radicaux libres:

Les radicaux libres sont des especes chimiques, qu’il s’agisse d’atomes, d’ions ou de molécules,
caractérisées par la présence d’un électron célibataire (non apparié) sur leur couche périphérique,

au niveau de leur orbitale externe (Goto et al., 2008 ; Belot, 2015).

Ces especes instables réagissent spontanément avec d’autres atomes ou molécules, entrainant la
formation de nouveaux radicaux et déclenchant ainsi des réactions en chaine. Ces réactions ne
peuvent étre stoppées que par la combinaison de deux radicaux libres. En raison de leur forte
réactivité in vivo, elles interagissent avec différentes composantes cellulaires telles que les lipides,
les protéines et les acides nucléiques. L’exemple le plus connu de ces réactions en chaine est la

peroxydation lipidique (Durand et al., 2013).

3.1 Types des radicaux libres:

Dans les systemes biologiques, les radicaux libres les plus significatifs sont principalement les
especes réactives de I’oxygene (ROS, « Reactive Oxygen Species ») et les espéces réactives de
I’azote (RNS, « Reactive Nitrogen Species ») (R¢ et al., 2005).

3.1.1 Especes réactives de I’oxygéne (ERO)

Bien que I’oxygene soit indispensable a la vie, il peut également exercer des effets néfastes sur
I’organisme en raison de la formation de radicaux libres et d’especes réactives de 1’oxygene

(ERO) (Haleng et al., 2007).

Le terme ERO désigne ’ensemble des especes dérivées de I’oxygene, qu’elles soient radicalaires
ou non radicalaires, caractérisées par une réactivité énergétique supérieure a celle de 1’oxygéne
moléculaire. Leur formation peut résulter de divers facteurs, notamment des facteurs endogéenes
tels que les réactions enzymatiques, ainsi que des facteurs exogénes comme les rayonnements

ultraviolets et la présence de traces métalliques.

Les ERO ne se limitent pas uniquement aux radicaux libres issus de 1’oxygene, parmi lesquels
figurent principalement le radical superoxyde (O’) et sa forme protonée (HO'), le radical
hydroxyle (OH"), le radical peroxyle (ROO") et le radical alkoxyle (RO"). Elles comprennent

également des dérivés oxygenés non radicalaires présentant une toxicité
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importante, tels que [’oxygeéne singulet ('O), le peroxyde d’hydrogéne (HO) et I’anion

peroxynitrite (ONOO ), qui peuvent agir comme précurseurs de radicaux sans étre eux-

mémes des radicaux libres (Pincemail et Defraigne, 2003).

3.1.2 Especes réactives de I’azote (ERN)

» Monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire, de nature gazeuse et caractérisé par une forte

capacité de diffusion. Il est produit a partir de la L-arginine sous I’action des NO synthases (NOS),

en présence de plusieurs cofacteurs, notamment le NADPH, le FAD, la calmoduline et la

tétrahydrobioptérine (BH4) (Gardeés-Albert, 2006).

4 Les cibles biologiques des ERO:

La production des especes réactives de 1’oxygéne (ERO) est un processus continu dans

I’organisme. Les biomolécules contenant des doubles liaisons sont particuliérement vulnérables a

I’action des radicaux libres, ce qui confére a ces especes une forte réactivité vis-a-vis de I’ADN,

des lipides et des protéines (Favier, 2003). Ces trois constituants représentent les principales cibles

des ERO, dont I’action peut entrainer des altérations irréversibles telles que 1’oxydation de I’ADN,

la peroxydation lipidique et la carbonylation des protéines (Mougeolle, 2015).

4.1 Les lipides:

Les acides gras polyinsaturés (-CH=CH-CH -CH=CH-) présentent une grande sensibilité a

I’action des ERO. Leur oxydation est connue sous le terme de peroxydation lipidique ou

lipoperoxydation (Bensakhria, 2018).

L’attaque des radicaux libres sur les liaisons lipidiques des membranes déclenche une réaction en

chaine de peroxydation, entrainant une désorganisation importante de la structure membranaire

(Davies, 2000).
Quelques conséquences de la peroxydation lipidique: Altération du fonctionnement cellulaire.
Modification de la structure des lipoprotéines. Augmentation et propagation des dommages

cellulaires.

4.2 Les protéines:

Les acides aminés soufrés et aromatiques constituent des cibles privilégiées des ERO.

—~
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Leur forte sensibilité est liee notamment & la présence abondante de groupements sulfhydryles

(SH), particulierement exposés aux attaques oxydatives.

Quelques conséquences:
Diminution ou perte de I’activité enzymatique. Perturbations des processus métaboliques.

Altération de la spécificité des interactions ligand-récepteur.

4.3 L’ADN:

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, représente également une cible majeure des ERO.

Quelques conséquences:
Apparition de cassures chromosomiques. Induction de mutations.

Altération du fonctionnement mitochondrial.

5 Antioxydante:

Selon Halliwell, les antioxydants sont définis comme « toute substance capable, a faible

concentration par rapport au substrat oxydable, de retarder ou d’inhiber son oxydation ». Ces

composés jouent un réle essentiel dans la protection des cellules contre les dommages induits par

les radicaux libres (Halliwell, 2019).

Certains antioxydants sont produits naturellement par l’organisme, notamment les enzymes

antioxydantes, tandis que d’autres, tels que les minéraux, les vitamines et les composés

phénoliques, doivent étre fournis par I’alimentation.

5.1 Antioxydante de synthese:

Les principaux antioxydants synthétiques comprennent le butylhydroxyanisole (BHA) et le

butylhydroxytoluéne (BHT), largement utilisés dans I’industrie agroalimentaire. Ces COMPOSES se

caractérisent par leur grande stabilité dans les conditions de traitement industriel, leur co(t

relativement faible et leur efficacité élevée comparativement aux antioxydants naturels. D’autres

substances, telles que le tertiobutylhydroquinone (TBHQ) ainsi que les gallates de propyle,

d’octyle et de dodécyle, font également partie des antioxydants

—~
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synthétiques (Karray, 2013).

Cependant, I’utilisation de ces antioxydants est aujourd’hui remise en question. Plusieurs études

ont mis en évidence leurs potentiels effets toxicologiques et leur risque cancérogene a fortes doses,

ce qui a conduit a une diminution progressive de leur utilisation (Karray, 2013).

5.2 Antioxydants naturels:

L’organisme dispose de mécanismes de défense trés performants contre le stress oxydatif. Ces

systemes se répartissent en deux grandes catégories : les antioxydants enzymatiques, comprenant

principalement les superoxydes dismutases, la catalase et les glutathion peroxydases, et les

antioxydants non enzymatiques, tels que la vitamine E, la vitamine C, entre autres

6 Antioxydants endogenes:
6.1 Antioxydants enzymatique :

» Superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD) a été isolée pour la premiere fois par Mann et Keilin en 1938.

Cette enzyme, également connue comme une protéine contenant du cuivre, a été identifiée sous

différentes appellations telles que [’érythrocuprine, 1’indophénol oxydase et la tétrazolium

oxydase. Elle agit comme un catalyseur de la dismutation des anions superoxydes, conduisant a la

formation de peroxyde d’hydrogéne (HO ) et d’oxygene moléculaire (O) (Leroy, 2016).

Cette enzyme est naturellement présente dans 1’organisme, mais son activité dépend de la

disponibilité de certains cofacteurs minéraux, notamment le manganese (Mn), le zinc (Zn) et le

cuivre (Cu). L’activité de la SOD joue un role essentiel dans les mécanismes de défense cellulaire,

en particulier dans la neutralisation des especes réactives de 1’oxygene responsables du stress

oxydatif.

Selon la nature du metal cofacteur présent au niveau du site actif, la SOD est classée en trois types

principaux: Fe-SOD, Cu/Zn-SOD et Mn-SOD (Zulaikhah, 2017).

» Lacatalase (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire localisée principalement dans les hématies et les

peroxysomes du foie. Elle intervient dans la décomposition du peroxyde d’hydrogéne

(HO) en eau et en oxygene, sans toutefois assurer son élimination compléte.

—~
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

Reéaction catalysée par la CAT :

2 HO — O+2 HO

Néanmoins, les catalases présentent une efficacité inférieure a celle des glutathion peroxydases

(Goudable, 1997).

»  Les glutathion peroxydases (GPX):

Les glutathion peroxydases sont des sélénoprotéines capables de catalyser la réduction du

peroxyde d’hydrogene (HO) ainsi que des hydroperoxydes lipidiques. Cette réaction s’effectue

grace a I’oxydation du glutathion réduit (GSH), qui agit comme cofacteur en facilitant le transfert

d’oxygene.

Le stress oxydatif peut également entrainer une altération de la synthese des glutathion

peroxydases ou provoquer une inactivation de ces enzymes, selon sa nature et son intensité

(Goudable, 1997).

Molécule —
d’oxygeéne
Radical

GSHPx
_— . X
d’hydrogéne catalase
&/\\
Fes' Peroxydation

lipidique
Radical hydroxyle

Figure 2 : Principaux étapes de production des espéces réactives de 19oxygéne (Goudable,1997)
GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé ; GSHPX : glutathion peroxydases

» Thiorédoxine:

Le systéme thiorédoxine (Trx) constitue 1’un des principaux systemes antioxydants des cellules de

mammiferes, assurant le maintien d’un environnement intracellulaire réducteur grace au transfert

d’¢électrons provenant du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH).

La thiorédoxine est une enzyme oxydoréductase d’environ 12 kDa possédant un site actif de type

dithiol—disulfure. La cascade redox du systeme Trx est initiee par le NADPH + H

~
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produit notamment par la voie des pentoses phosphates. Ce dernier réduit la thiorédoxine
réductase oxydée (TrxR), permettant ainsi la régénération de la thiorédoxine sous sa forme réduite.

La thiorédoxine réduite contribue ensuite au maintien de 1’état réducteur de nombreuses protéines

cellulaires (Eddaikra and Eddaikra, 2020).

6.2 Antioxydants exogenes:

6.2.1 Antioxydants non enzymatiques:
» LavitamineE :

La vitamine E, ou a-tocophérol, représente le principal antioxydant de la famille des tocophérols.
Sa structure moléculaire se caractérise par la présence d’un noyau chromanol constituant la partie

hydrophile et d’une chaine phytyle correspondant a la partie hydrophobe (figure 15).

La vitamine E joue un réle essentiel dans la réduction de la peroxydation lipidique au niveau des
membranes cellulaires ainsi que des lipoprotéines de basse densité (LDL). Lors d’une attaque
radicalaire induisant une peroxydation lipidique, 1’a-tocophérol agit en cédant un atome
d’hydrogéne issu de son noyau phénolique, ce qui permet de neutraliser le radical peroxyle (RO
*) (Bourguerne, 2012 ; Do et al., 2015).

r
OH
Noyau Chromanol ¢ CHy ChaineFhyire
A

HC 4 A
H S H CH H_CH)

X e CH,

Vitamize

Figure 3 : Structure de la vitamine E (LOpezet al. 2005)

> Lavitamine C:

La vitamine C correspond chimiquement a I’acide ascorbique et a sa forme ionisée, 1’ascorbate. Il
s’agit d’une vitamine hydrosoluble qui agit principalement comme un piégeur direct des especes

réactives de 1’oxygeéne, notamment 1’anion superoxyde (O).

L’acide ascorbique joue également un role essentiel en tant que cofacteur enzymatique,

—~
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intervenant comme agent réducteur dans plusieurs réactions biologiques (Chen et al., 2015).

Figure 4 : Structure de lavitamine C

» Polyphénols:

Les polyphénols représentent une famille importante d’antioxydants presents dans les végétaux.
L’alimentation apporte environ 1 g de polyphénols par jour, principalement a travers la

consommation de fruits, et dans une moindre mesure, de légumes et de céréales.

Ils se présentent sous différentes formes : les anthocyanines dans les fruits rouges et le vin rouge,
les flavonoides dans les agrumes et 1’huile de lin, et I’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat,

les pommes, les oignons ainsi que certaines algues brunes.

Ces composés sont de puissants piégeurs d’especes oxygénées actives (EOA) et exercent
également une excellente activité de chélation des métaux de transition tels que le fer et le cuivre
(Haleng et al., 2007).

» Le B-caroténe:

Le B-caroténe est un précurseur de la vitamine A et est fourni par I’alimentation. Sa structure
moléculaire est composée d’une chaine de huit unités isopréniques et comporte onze doubles
liaisons conjuguées (figure 17). Cette configuration lui permet de piéger efficacement I’oxygene

singulet, méme a faible pression d’oxygéne (Goudable, 1997).

—~
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Figure 5 : Structure chimique de la beta caroténe.

» Oligoéléments:

Les oligoéléments, tels que le zinc, le magnésium ou le sélénium, existent sous diverses formes

dans la nature et sont essentiels au bon fonctionnement de I’organisme. Ils jouent un rdle

fondamental dans les fonctions cellulaires a différents niveaux : biologique, chimique et

moléculaire.

Ces eléments interviennent dans de nombreuses réactions biochimiques vitales, en agissant

notamment comme cofacteurs pour plusieurs enzymes antioxydantes, telles que la superoxyde

dismutase (SOD), la catalase et les glutathion peroxydases (GPX). lls contribuent également a la

stabilisation de la structure des enzymes et des protéines (Prashanth, 2015).

Bien qu’ils soient présents en quantités trés faibles dans 1’organisme, les oligoéléments sont

indispensables a son bon fonctionnement. Certains participent directement aux réactions

enzymatiques, d’autres modulent 1’action hormonale ou renforcent les défenses de 1’organisme

contre le stress oxydatif (Balleydier, 2019).

e Sélénium:

Le sélénium exerce un effet protecteur sur les cellules et leurs constituants face aux agressions

oxydatives. Cette action est liée a sa présence dans le site actif des glutathion peroxydases séléno-

dépendantes ainsi qu’a ’activité antiradicalaire des sélénoprotéines. Il contribue ainsi au maintien

du pool intracellulaire de glutathion réduit au niveau des lymphocytes, assurant notamment la

protection des membranes cellulaires.

Par ailleurs, le sélénium remplit d’autres fonctions essentielles, notamment la détoxification des

métaux lourds tels que le cadmium, le mercure et le plomb, qui s’accumulent dans les tissus avec

I’age. 1l participe également a 1’activation du métabolisme des xénobiotiques organiques (Roussel

et Ferry, 2002).

[ =)
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e Zinc:

A P’instar du sélénium, le zinc contribue a la protection des membranes cellulaires, notamment en

préservant les groupements thiols des protéines. Il participe également a I’inhibition des réactions

de formation des especes réactives de I’oxygene (ERO) induites par certains métaux de transition

tels que le fer et le cuivre.

Par ailleurs, le zinc joue un rble essentiel en tant que cofacteur de la superoxyde dismutase (SOD).

Il intervient ainsi dans diverses fonctions biologiques importantes, notamment le

métabolisme des nucléotides, la synthese des prostaglandines et le fonctionnement de I’anhydrase

carbonique (Haleng et al., 2007).

e Cuivre:

A des concentrations physiologiques, le cuivre agit comme cofacteur de nombreuses enzymes,

notamment la superoxyde dismutase (SOD), la cytochrome c oxydase et la dopamine p-

hydroxylase. Toutefois, en raison de sa nature de métal de transition, il peut également favoriser la

production d’espéces réactives de I’oxygene (ERO) par le biais des réactions de Fenton. Ainsi, a

des concentrations élevées, le cuivre peut exercer un effet pro-oxydant (Haleng et al., 2007).

e Meéthode d’évaluation de ’activité antioxydante in vitro :

Il existe plusieurs méthodes permettant d’évaluer I’activité antioxydante. Parmi les plus

couramment utilisées, on peut citer :

La méthode FRAP, qui mesure le pouvoir réducteur du fer ; la méthode basée sur le radical DPPH

(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) ; la méthode ABTS (2,2'-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonate)), également appelée TEAC (capacité antioxydante équivalente au Trolox) ; la méthode

du blanchiment du B-carotene ; la méthode TRAP (Total Radical Trapping Parameter) ; la

méthode TOSC (Total Oxy-Radical Scavenging Capacity) ; la méthode DMPD, basée sur le

piégeage du radical cation N,N-diméthyl-p-phénylénediamine

—~
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1 Déefinition:

L'a-amylase est I'enzyme prédominante participant a la déecomposition de I'amidon. D'apres la
commission des enzymes (EC), l'alpha-amylase est une enzyme omniprésente, produite dans
les divers genres de vie (Janecek 1994, 1997). L'a-amylase appartient a la troisieme classe,
qui concerne les hydrolases [a-(1,4)]. L'hydrolase du D-glucane (E.C.3.2.1.1) Elle dégrade les
liaisons osidiques de l'amylose, de I'amylopectine, de I'amidon, du glycogene ainsi que
d'autres polysaccharides comportant plus de trois liaisons o (1,4) D-Glucose (Keating et al,
1998 ; Dauter et al, 1999 ; Franco et al, 2000). Effectivement, s'attaque aux chaines de
I'amylose en rompant les liaisons a(1,4) tous les six glucoses, produisant du maltose et

principalement des dextrines o (Franco et al, 2000).

2 Structure de I’alpha amylase:

L’alpha-amylase hydrolyse 1’amidon via des liaisons glycosidiques internes a-1,4 et produit
du maltotriose et du maltose (a partir de I’amylose) ou du glucose, du maltose et des dextrines
limites (& partir de I’amylopectine). Le poids moléculaire de la plupart des alpha-amylases est
d’environ 45-60 kDa.

Les alpha-amylases appartiennent principalement a la famille GH13 ; I’enzyme est également
classée dans les familles GH57, GH119 et GH126. Les alpha-amylases de la famille GH13
possédent une machinerie catalytique, un mécanisme de réaction avec rétention, 4 a 7 régions
de séquences conservées (CSRs), et un domaine catalytique de type tonneau (P/a)8. Les
alpha-amylases classées dans la famille GH57, ainsi que GH13, utilisent le méme mécanisme
de rétention. De plus, elles possédent une machinerie catalytique spécifique, cing CSRs, et un
repliement en tonneau (B/a)7.

Les alpha-amylases GH13 possedent généralement trois domaines : le domaine A (qui
contient le domaine catalytique (p/a)8), le domaine B situé entre le brin B3 et ’hélice a3 du
domaine (B/a)8, et le domaine C qui a une structure en feuillet B attachée au domaine B via
une boucle simple. Le site actif de I’alpha-amylase est situé dans une fente entre les domaines
A et B, et il est constitué de trois résidus d’acides aminés acides : un glutamate (Glu) et deux
résidus aspartate (Asp).

Dans 1’alpha-amylase d’Aspergillus oryzae (TAA), Glu230 agit comme catalyseur acide/base
géneral, en donnant un proton au groupe oxygene glycosidique partant et en fournissant une

espece nucléophile pour la rupture de la liaison glycosidique. Asp206 (comme nucléophile
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catalytique) et Asp297 participent respectivement a la formation d’un intermédiaire covalent
et a la stabilisation de 1’état de transition. La figure montre la structure 3D de 1’alpha-amylase
d’A. oryzae (code PDB : 2TAA) (Mafakher, et al.)

Figure 6 : Structure tridimensionnelle de /’alpha-amylase provenant de A. oryzae (TAA).

Le site actif est représenté en rouge et comprend les résidus Asp206, Glu230 et Asp297. Les

extrémités N-terminale et C-terminale sont indiquées respectivement en bleu et en rouge

3 Mécanisme d’action:

Trois acides aminés du site participent a l'activité catalytique de l'enzyme, Asp 231
(catalyseur nucléophile), Glu 261 (source catalytique de I'nydrogéne) et Asp 328 (le soutien
de catalyse) (Mc Carther et Withers, 1996; Uitdehaag et al., 1999).
La réaction catalytique se déroule en trois phases (Figure 6):
» La premiére étape est la protonation de I'oxygene glucosidique par le donneur de
protons Glu 261 suivie d'une L'interaction nucléophile sur le C1 du résidu de sucre en
position 1 par Asp 231 et la dissociation de la partie réductrice du substrat.

» Activation d'une molécule d'eau, probablement grace a la conservation du Glu 261.
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» Rétablissement de I'état initial et libération de l'autre portion du substrat par hydrolyse
du Bond covalent entre 1’oxygene nucléophile de 1'Asp 231 et le C1 du sucre en

position 1 (Davies et al., 1999; Nielson et al., 2001).

Glua 261
| o i ~ 11 -
R A i s
e -
L | -
o~ A A~
Asp 231 v

Figure 7 : Mécanisme catalytique des hydrolases glycosyliques (Nielsen et al., 2001)

4 Nomenclature de I’alpha amylase:

Le nom systématique est (1—4) -a-D-glucane glucanohydrolase.

Le code enzymatique est EC 3.2.1.1.

Le terme « alpha-amylase »

Le nom recommandé.

Les synonymes incluent la glycogénase, I’endoamylase, le maxilase, la taka-amylase A, le
takatherm, la thermolase, I’amylotherm, la clarase, ’amylopsine, la spitase, CP1, G995,

keistase L1. THC 250. maxamyv et la ptvaline (Graber. 1989).

5 Les activateurs de I’alpha amylase:

Puisque cette enzyme est cruciale pour la régulation du taux de sucre dans le sang, plusieurs
recherches ont été menées sur les composés qui affectent son fonctionnement. Cette enzyme
est bien connue pour étre activée allostériquement par les ions chlorure (Cl-). D'autres anions
ont également un impact sur I'enzyme humaine du pancréas. Pour illustration, le nitrate
(NO3), le chlorate (CIO3) et le formate (HCOO) sont des activateurs de I'enzyme, de la méme
maniere que le chlorure, ou des ions acides se sont révélés étre des amplificateurs de I'effet

auparavant restreint du chlorure (Kashani-Amin et al., 2013).
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6 Mode d’action:

> Poids moléculaire:

La masse moléculaire des a-amylases varie selon I'origine de I'enzyme (microbienne, végétale ou
animale) ainsi que selon I'espece productrice. Cette variabilité est principalement liée aux différences
de séquence en acides aminés, aux modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation, ainsi
qu'a la structure tridimensionnelle de 1'enzyme. En général, la masse moléculaire des a-amylases est
comprise entre 40 000 et 90 000 Da (Schomburg et al., 1991). Chez les levures, elle varie
généralement de 40 000 & 70 000 Da (Panchal, 1990). Ces différences structurales peuvent influencer
la stabilité, les propriétés catalytiques et les applications industrielles de I'enzyme.

» Température optimum:

En fonction de leur origine et fongique des espéces, les a-amylases présentent des
températures idéales variant de 40°C a 90°C (Schamburg, 1991). Effectivement, I'alpha
amylase bactérienne est connue pour sa forte thermo-stabilité, avec celle de Bacillus
amyloliquefaciens ayant un optimum de température qui, en fonction des applications, varie
entre 70°C et 90°C.)En revanche, l'alpha-amylase fongique posseéde une thermostabilité
relativement faible, son optimum se retrouvant géneralement entre 50°C et 60°C (Sicard P.,
1982). L'alpha amylase levurienne possede des points optimaux de température, variant de
40°C a 60°C et dans certains cas, atteignant méme 70°C pour certaines especes telles que

Lipomyces starkeyi (Panchal, 1990).
» pH optimal:

L' a-amylase réagit de maniére tres sensible au pH. Ainsi, la sélection du pH idéal est cruciale
pour son activité catalytique de cette enzyme. D'aprés Kindle (1983), une activité optimale
pourrait étre atteinte a des pH variant entre 4 et 8. Selon (Larpent G). et ses collaborateurs
(1992), les a-amylases bactériennes fonctionnent de maniéere optimale a un pH supérieur a la
neutralité, tandis que les a-amylases fongiques se distinguent par une plage de pH optimum
allant de 4 a

5. Selon les especes de levures, I'enzyme nécessite un pH variant de 4 a 6 (Panchal, 1990).

—
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7 Différentes origines:

Les a-amylases, qui sont présentes en quantité dans tous les regnes, ont été extraites des tissus
végéetaux et animaux ou obtenues par fermentation de cellules microbiennes (Haq et al.,
2003 ; Srinivasa Rao et al., 2004).

7.1 Origine animale:
les amylases animals sont généralement extraites de la salive et du pancréas des mammiféres

(French D.et al., 1975). Dans leur fonctionnement, les -amylases animales ne parviennent pas
a hydrolyser le lien (1— 6) de 'amylopectine ou du glycosyl oligosaccharides. En
décomposant complétement I'amylose et I'amylopectine, les -amylases animales produisent du
maltose et du D-glucose a partir de I'amylose, tandis que I'amylopectine se dégrade en
glucose, maltose et dextrines a un stade avancé (Coolbear et al., 1992). Toutefois,
I'approvisionnement en matiere premiére pose un defi. (organe difficile a recueillir) et le co(t
de son extraction (Bertheau et al., 1985). Chez I'étre humain, I'amylase est abondamment
présente dans les sécrétions de la salive (amylase S) et du pancréas (amylase P). Les genes qui
codent les amylases S et P chez I'nomme, a savoir Amy 1 et Amy 2A, se trouvent sur le
chromosome 1 (Nishide et al., 1986 ; Horii et al., 1987 ; Tricoli et Shows, 1984). Selon Sakai
et al. (2004), I'amylase chez les insectes est produite dans le tube digestif moyen. Selon Dall
et Moriarty (1983), ainsi que Gibson et Barker (1979), c¢’est dans I'hépatopancréas que les
crustaces synthétisent lI'amylase.

7.2 Origine végétale:

Les a-amylases végétales jouent un réle crucial dans le métabolisme des glucides, contribuant
a la transformation de I'amidon en sucres réducteurs qui fournissent I'énergie indispensable a
la germination. En général, elles ne sont pas en mesure d'hydrolyser le maltose (Octavio et al.,
2000). Ces enzymes végétales sont produites par un processus cellulaire complexe durant la
germination des graines, qui nécessite une activité enzymatique significative pour la

mobilisation des réserves et la croissance de I'embryon (Bradford, 1995).
7.3 Origine microbienne:

Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Aspergillus oryzae et
Rhizopus sp. (Mafakher et al., 2023)
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1 Généralité:

Les bases de Schiff constituent un groupe diversifié de composés organiques présentant une
grande importance pharmaceutique en raison de la présence de doubles liaisons carbone-azote
(~C=N-). Ces composés sont synthétisés par une réaction de condensation entre une amine
primaire et un aldéhyde ou une cétone dans un solvant approprié tel que le méthanol. Les bases
de Schiff ont montré diverses activités biologiques, notamment des activités antibactériennes,
antifongiques, antivirales, anti-inflammatoires et antioxydantes, ce qui a suscité un intérét
croissant pour leur synthése et leurs applications thérapeutiques.La découverte des bases de
Schiff remonte au X1Xe siecle, lorsque le chimiste Hugo Schiff a décrit pour la premiere fois,
en 1864, leur synthése par une réaction de condensation entre une amine primaire et des
composes carbonylés. Il a ainsi mis en évidence une réaction impliquant la condensation entre

des amines et des groupes fonctionnels carbonyles. (Mushtaq et al., 2024).

2 Définition:

Les bases de Schiff sont des composés organiques caractérisés par la présence d’une fonction
imine ou azométhine (>C=N-), résultant généralement de la condensation d’une
amine primaire avec un composé carbonylé tel qu’un aldéhyde ou une cétone. Ces composé€s
constituent une classe importante en chimie organique et en chimie de coordination en raison
de leur facilité¢ de synthese, de leur stabilité structurale et de leur capacité a former des
complexes avec de nombreux ions métalliques. Certaines molécules apparentées, telles que les
hydrazones et les dérivés hydrazidiques, sont également considérées comme des bases de

Schiff lorsqu’elles possédent un groupement imine ou une structure tautomere équivalente

(Raczuk et al., 2024).

3 Structure générale d’une base de Schiff :

R3
w/

R1’C\R2

Figure 8 : Structure générale d’une base de Schiff
L %)
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4 Mécanisme réactionnelle:

TuB
H-B
ii (I) (C:b
+ NH,R" =t~ C—— i R" N '

< . P 4 = << 3

A" SR & }‘. I\" ”/\ N
H A' H
R' = carbon group, Ketone

R' = H. aldehyde

Figure 9 : Mécanisme d'obtention d'une base de Schiff

La synthése des bases de Schiff est frequemment marquée par la présence de molécules d'eau
pouvant mener a une réaction réversible par hydrolyse. Cette réaction se déroule géenéralement

dans un environnement alcoolisé ou parfois a ébullition.

5 Classification et des bases de Schiff :

les sulfonylhydrazones constituent une classe les hydrazones et les hydrazides, en plus du
crarbonyle.Toutefois, le groupe sulfonyle ne substitue pas le lien azote-carbone caractéristique
des hydrazones, mais est lié au groupe amino, qui occupe une position terminle dans les

hydrazones traditionnelles

i
= S S
JC=N" 8~
R 0”" R4

Figure 10 : Structure générale de la sulfonylhydrazone,ou R et R*
représentent des groupes alkyles ou aryles
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L'acide sulfonique est produit par 1'oxydation du thiol, qui peut ensuite, lorsqu’il est
traité ave c des agents de chloration (SOCI , POCI , PCI et chlorure d’acide
cyanurique), étre transf mé en chlorure d'acide sulfonique. Ce dernier peut ensuite
réagir avec I'hydrazine et soit un aldéhyde, soit une cétone pour former une
sulfonylhydrazone. La 4-toluenesulfonylhydrazone est un exemple spécifique de
sulfonylhydrazone, qui se forme par la réaction d'un aldéhyde ou d'une cétone avec la
tosylhydrazide. Cette derniére est le résultat de la réaction entre le chlorure de tosyle et
I'nydrazine (Raczuk et al., 2024). La formation des sulfonylhydrazones repose sur une
réaction de condensation entre une sulfonylhydrazide et un composé carbonylé
(aldéhyde ou cétone). La présence du groupement sulfonyle augmente la stabilité de la
molécule et peut modifier ses propriétés physicochimiques et biologiques, ce qui
explique l'intérét des sulfonylhydrazones en synthése organique et en chimie

médicinale.

6 Propriété des bases de Schiff :

6.1 Caractéristiques de complexation (composes métalliques) :

Les complexes stables avec des ions métalliques de transition tels que Hg(ll), Cu(ll), Co(ll),
Ni(ll), zn(1l), Ag(l), Al(lII), etc. peuvent étre formés facilement grace aux Schiff.Cette
caractéristique est attribuée a la présence d’atomes donneurs tels que 1’azote et ’oxyene qui ont

la capacité de se rattacher aux centres métalliques par coordination.
6.2 Caractéristiques catalytiques:

Les bases de Schiff, ayant des propriétés catalytiques significatives, sont mises a profit dans
diverses réactions chimiques, y compris I'nydrogénation des oléfines. Elles ont aussi une

participation dans les processus catalytiques biomimétiques.

6.3 Propriétés inhibitrices de corrosion:

Les bases de Schiff sont connues comme de trés bons inhibiteurs de corrosion. Elles forment
spontanément une monocouche protectrice sur la surface métallique, empéchant ainsi sa
dégradation. Cette efficacité est attribuée a la présence du groupement imine (C=N) et a leur

capacité d’adsorption sur les surfaces métalliques.




Chapitre I11: Généralite sur les bases de Schiff

6.4 Modalité d'adsorption et interaction avec les métaux:

La chimisorption est le mode principal d'interaction. Les molécules inhibitrices établissent une
interaction avec la surface métallique par le biais d'un transfert électronique. Le métal agit en
tant qu'électrophile et la base de Schiff assume le role d'une base de Lewis. Les doublets non
liants des atomes d'azote et d'oxygene favorisent I'établissement de liaisons solides. (Mushtaq
etal., 2024).

7 Effet biologique des bases de Schiff :

Le cancer est une pathologie sérieuse et pouvant étre fatale, marquée par la multiplication et la
dissémination sans contréle de cellules anormales aptes a envahir et anéantir les tissus sains.
Ces cellules constituent une accumulation nommée tumeur, qui peut étre bénigne ou maligne.
Les tumeurs bénignes, qui ne représentent souvent pas un danger, demeurent confinées et sont
habituellement réductibles par voie chirurgicale sans apparition de récidive. En revanche, les
tumeurs malignes, qui sont cancéreuses, ont un caractere invasif et peuvent se propager a
d'autres régions du corps via le systeme sanguin ou lymphatique. L'expansion débridée des
cellules cancéreuses destabilise les mécanismes normaux de l'organisme et compromet le

systeme immunitaire.

Bien que la chimiothérapie, I'normonothérapie et I'immunothérapie aient progressé, ces
thérapies provoquent fréquemment des effets indésirables importants. Ainsi, I'élaboration
d'approches plus slres et efficaces, par exemple la médecine personnalisée, attire de plus en
plus I'attention.

Au cours des derniéres années, les complexes métalliques et les fondements Schiff ont suscité
un intérét notable grace a leurs propriétés anticancéreuses encourageantes. Les Schiff bases,
caractéristiques d'une condensation entre des amines primaires et des composés carbonylés,
integrent un groupe azométhine (C=N) qui contribue significativement a leur action biologique.
Décrits initialement par Hugo Schiff en 1864, ces composés sont appreciés comme des ligands
de choix dans la chimie de coordination. Ils démontrent une diversité d'activités biologiques, en
particulier dans les domaines anticancéreux, antibactériens, antifongiques et anti-

inflammatoires (Matela, 2020).

8 Activité cytotoxique des complexes de bases de Schiff :

Plusieurs recherches in vitro ont démontré que les complexes métalliques issus des bases de

( » )
{ © )
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Schiff présentent une remarquable toxicité cellulaire sur diverses lignées cellulaires. On évalue
géneralement la toxicité cellulaire a I'aide de tests biologiques tels que le test MTT, en utilisant
la valeur ECs, mesure de I'efficacité des composés. Les résultats montrent que la nature du
ligand, le métal central et la concentration utilisée ont un fort impact sur la cytotoxicité.

Dans quelques situations, l'association avec des ions métalliques comme le zinc ou le cuivre
peut renforcer l'activité des composeés, tout en altérant leur profil toxique. Donc, I'évaluation de
la cytotoxicité représente une étape cruciale pour établir un équilibre entre I'efficacité du

traitement et la sécurité des composés (Kumar et al., 2023).

9 Complexe métallique de base de shiff :

En chimie de coordination, les bases de Schiff sont fréquemment employées en tant que
ligands. Ces derniéres jouent le r6le de fournisseurs d'électrons a I'élément central et créent des
complexes lorsqu'elles sont en association avec différents métaux de transition.Dans la base de
Schiff, le groupe azométhine, qui renferme un atome d'azote attaché par une liaison double,
représente le site de liaison dominant. Il possede des réles a la fois de o-donneur et de =-
accepteur, conférant ainsi une stabilité aux complexes métalliques qui se forment (Tebani &
Bouchahed, 2024).

9.1 Formation de complexes durables:

Pour qu'un complexe soit stable en tant que ligand, il est nécessaire qu'un groupe fonctionnel
similaire au groupe azométhine soit présent, favorisant de ce fait le retrait aisé de I'atome
d'hydrogene. Des complexes stables sont formés lorsqu'ils sont associés a des ligands contenant
des groupes comme OH et SH, situés pres de la liaison azométhine.

- Les caractéristiques des complexes sont influencées par les ligands et les ions métalliques
employés.

Dans la structure des ligands, les substituants peuvent altérer leur basicité, ce qui peut, a son

tour, affecter la stabilité des complexes métalliques (Tebani & Bouchahed, 2024).
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9.2 Techniques de préparation des complexes métalliques :

Trois techniques principales sont employées pour la synthése des complexes métalliques a
base de Schiff, a savoir :

- Interaction directe du sel métallique avec la base de Schiff.

- Condensat d'un aldéhyde, d'une amine et d'un sel métallique.

- Concaténation de complexes d'aldéhydes et d'amines ( Tebani & Bouchahed, 2024).
10 Utilisation des bases de schiff et leurs complexes métalliques :

Les complexes métalliques et les fondamentaux de Schiff offrent une variété d'applications
dans le secteur de la chimie pharmaceutique et médicinale. La présence de sites donneurs
d'électrons permet a ces composes de les interagir aisément avec diverses biomolécules, ce
qui rend compte de la variété considérable de leurs activités biologiques. Ils sont couramment
employés en tant qu'agents antibactériens, antifongiques, anti-inflammatoires et analgésiques.
En outre, leur association avec des ions métalliqgues comme le cuivre, le zinc, le cobalt ou le
nickel contribue a optimiser leurs caractéristiques biologiques et leur efficacité thérapeutique.
On étudie également ces complexes pour leur éventuelle contribution au développement de
nouveaux agents de chimiothérapie et leur utilisation en chimie bio-inorganique (Chaudhary
etal., 2021)
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1 Objectif:

Les composés étudiés dans ce travail sont des bases de Schiff, un ligand et ses complexes
métalliques du zinc et du cuivre. Les bases de Schiff sont des molécules organiques caractérisees
par la présence du groupement imine (C=N), capables de former des complexes stables avec
différents ions meétalliques de transition. Dans cette étude, le ligand de base de Schiff et ses
complexes de Zn(I1) et Cu(ll) ont été synthétisés par Pr CHIBOUB FELLAH FZ, et utilisés pour
évaluer leur activité inhibitrice de I’a-amylase et leur activité antioxydante par la méthode de
FRP (Ferric Reducing Power). Ces composés sont préparés sous forme solide puis dissous dans

avant leur utilisation dans les tests biologiques.
2 Evalution de I’effet des extraits sur ’activité de I’alpha amylase:

» Préparation du réactif DNSA:

Le réactif DNSA a été préparé en dissolvant 1 g d’acide 3,5-dinitrosalicylique dans 40 ml d’eau
distillée sous agitation pendant 10 minutes. Ensuite, 30 g de tartrate double de sodium et de
potassium ont été ajoutés au mélange sous agitation continue durant 10 minutes supplémentaires.
Apres dissolution compléte, 20 ml de solution de NaOH 2N ont été incorporés progressivement,
provoquant un changement de couleur vers 1’orange. Le volume final a été ajusté a 100 ml avec

de I’eau distillée. Le réactif obtenu a été conserve a 1’abri de la lumiére jusqu’a son utilisation.

» Préparation de la solution enzymatique :

La solution enzymatique d’a-amylase a été préparée en dissolvant 1,4 mg d’enzyme dans 10 ml

de solution tampon phosphate (pH 6, 0,02 M) appropriée afin d’obtenir une solution homogéne.

» Préparation de la solution d’amidon :

La solution de substrat a été préparée en dissolvant 0,035 g de NaCl dans 100 mL de solution
tampon phosphate. Ensuite, 0,5 g d’amidon soluble ont été ajoutés au mélange sous agitation

jusqu’a dissolution compléte.

3 Solutions des composeés de synthése:

Les solutions des composeés étudiés ont été préparées en dissolvant 60 mg de chaque composé

(ligand, complexe de zinc et complexe de cuivre) dans 2,5 mL d’une solution tampon

—
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phosphate de pH 6. Les solutions obtenues ont été soigneusement homogéneisees avant leur

utilisation dans le test d’inhibition de ’activité a-amylase.

> Solution de d’acarbose:

L’acarbose est utilisé dans cette expérience comme molécule de référence afin de comparer son

activité vis-a-vis de I’alpha amylase par rapport a celle des molécules de synthése.

La solution d’acarbose a été préparée en dissolvant un comprimé d’acarbose (50 mg) dans 20 mL

de solution tampon phosphate (pH 6). La solution obtenue a été homogénéisée avant son

utilisation dans le test d’inhibition de ’activité a-amylase.

» Mode opératoire:

7
L X4

On prépare une gamme de concentration (dilution en cascade) et on teste I’effet de
chaque concentration de 1’extrait sur ’activité de I’alpha-amylase.

Tube blanc (pour le contréle) :1ml solution de tampon + 0,5ml d’amidon.

Tube blanc (pour I’échantillon testé): 0,5ml solution de tampon+ 0,5ml d’amidon
+0,5 ml de solution enzymatique

Tube contréle: 0,5 ml amidon + 0,5 ml tampon + 0,5 ml enzyme

Tube d’essai: 0,5 ml d’amidon + 0,5 ml enzyme + 0,5 ml de solution enzymatique

On agite les tubes et on incub pendant 15 min a 25°C

On ajoute 1 ml de DNSA apres I’incubation et on place les tubes dans un bain marie
bouillant pendant 8 min a 100°C

Afin de stopper la réaction entre maltose et DNSA, on procédé a un choc thermique en
déposant les tubes dans un bain d’ecau glacée.

On mesure les densités optiques au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 540nm

Le calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration du ligand, des complexes
métalliques ou de I’acarbose par rapport au contrdle (sans inhibiteur) a été effectué selon la

formule suivante:

% d’inhibition de I’a-amylase = [(A Controle —A échantillon) /A Controle] x 100

A contrble: Absorbance de contréle ; A échantillon : Absorbance échantillon

IC50: la concentration inhibant 50% de 1’activité enzymatique. Elle est calculée graphiquement
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4 Evalution de P’activité antioxydante:
L’activité antioxydante a été déterminée par la méthode du pouvoir réducteur du fer (FRP: Ferric
Reducing Power).
e Principe:
La méthode FRP est une technique simple permettant d’évaluer la capacité des extraits testés a
réduire le fer ferrique (Fe®) du complexe ferricyanure de potassium en KFe(CN) fer ferreux (Fe? )
(Oyaizu, 1986).
e Solutions préparées:

Solution tampon phosphate 0,2 M a pH 6,6

Solution de ferricyanure de potassiuma 1% KFe(CN) d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 %
Solution aqueuse de chlorure ferrique (FeCl ) a0,1 %

Figure 11: solutions préparées
e Mode opératoire:

Un volume de 0,2 ml de I’extrait, préparé a différentes concentrations, est mélangé avec 0,5
ml de solution tampon phosphate (0,2 M; pH = 6,6) et 0,5 ml de ferricyanure de potassium a
1 %. Le mélange est ensuite incubé a 50 °C pendant 20 minutes dans une étuve.

Aprés incubation, 0,5 ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 10 % est ajouté au mélange
réactionnel. Ensuite, 0,5 ml du surnageant est prélevé puis mélangé avec 0,5 ml d’eau distillée
et 0,1 ml de solution de chlorure ferrique (FeCl; ) a0,1 %.

L’absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotometre
UV-Visible, contre un blanc préparé dans les mémes conditions en remplacant 1’extrait par

de I’eau distillée.
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0,2ml de P’extrait

+

0,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6)

+

0,5 ml de ferricyanure de potassium a 1%

d

Incubation a 50°C pendant 20 min

+

0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA a 10%o)

1 4

Centrifugation a 4000 tr/min pendant 10 minutes (Facultative)

+

0,5 ml surnageant + 0,5 ml ED + 0,1 ml FeCl; a 0,1%

$

Lecture spectrométrique a 700 nm

Figure 12 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur du fer




Resultats
et
Discussion



Résultats et discussion

1 Evaluation de ’activité antioxydent par la méthode de FRP :

1.1 Effet du ligand:

L’effet du ligand est montré sur la figure 14. Nous observons que les absorbances mesurées
varient linéairement et proportionnellement en fonction des différentes concentrations du
ligand et nous remarquons qu’a la concentration de 0,66 mg/ml, le lignad est capable de

réduire le fer en donnant une absorbance égale a 0,098.

0.127
01
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0.067

Absorbance a 700nm
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Figure 13 : Représentation graphique du pouvoir réducteur de fer du ligand

1.2 Effet du complexe de zinc:

L’effet du complexe de zinc est montré sur la figurel5. Nous observons que les absorbances
mesurées varient linéairement et proportionnellement en function des différentes
concentrations du complexe de zinc et nous remarquons qu’a la concentration de 0,125
mg/ml, le complexe de zinc est capable de réduire le fer en donnant une absorbance égale a
0,201.
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Figure 14 : Représentation graphique de pouvoir réducteur de fer du complexe de zinc

1.3 Effet du complexe de cuivre :

L’effet du complexe de cuivre est montré sur la figure 16. Nous observons que les
absorbances mesurées varient linéairement et proportionnellement en fonction des
différentes concentrations du complexe de cuivre et nous remarquons qu’a la concentration
de 0.062 mg/ml, le complexe de cuivre est capable de réduire le fer en donnant une
absorbance égale a 0,066.
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Figure 15 : Représentation graphique de pouvoir réducteur de fer de /’extrait du cuivre
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1.4 Effet de I’acide ascorbique:

En observant la figure 17 nous remarquons que I’acide ascorbique est plus puissant sur la

réduction de fer que les molécules testées.

Absorbance a 700 nm
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Figure 16 : Représentation graphique du pouvoir réducteur de /’acide ascorbique

A partir des figures précédentes, nous avons calculé les valeurs d’ECs, la concentration
efficace ou concentration requise pour obtenir une absorbance de 0,5.
Le tableau 1 présente les valeurs d’ECs des extraits et d’acide ascorbique qui sont calculées a

partir de 1’équation de chaque droite.

Tableau 1 : Valeurs d’EC50 enregistrées pour les trois extrait et I'acide ascorbique

Extraits Ligand Cuivre Zinc Acide ascorbique

ECs (mg/ml) | 6,43+0,57 | 2,53+0,22 0,34+0,03 0,02+0,0001

A partir de ce tableau, nous pouvons remarquer que le complexe de zinc présente une activité
réductrice du fer significativement meilleure que celle du complexe de cuivre et du ligand.
L’acide ascorbique reste le plus efficace. Les valeurs d’ECs, obtenues montrent que 1’activité
antioxydante augmente lorsque la valeur d’ECs, diminue. Ainsi, le complexe de zinc possede
le pouvoir réducteur le plus important parmi les composés synthétisés, tandis que le ligand
présente ’activité la plus faible. Ces résultats indiquent que la complexation du ligand avec

les ions métalliques, notamment le zinc, améliore considérablement son activité antioxydante.
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Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Al Zoubi et al. (2016), qui ont montré que la
complexation des bases de Schiff avec des ions métalliques améliore leur activité antioxydante grace a
une  meilleure délocalisation électronique, favorisant ainsi la stabilisation des especes radicalaires.

Des observations similaires ont été rapportées par Kumar et al. (2017), qui ont attribué cette
amélioration a I'augmentation de la lipophilie des complexes métalliques, facilitant leur interaction avec
les radicaux libres.

Dans notre étude, le complexe de zinc a présenté la meilleure activité antioxydante. Cette
supériorité peut étre expliquée par le caractere redox-inerte du zinc, qui ne participe pas aux réactions de
Fenton génératrices de radicaux hydroxyles. Selon Powell (2000), le zinc protege les membranes
cellulaires, stabilise les protéines et limite la peroxydation lipidique. De plus, Prasad (2014) a montré
que le zinc renforce les systemes de défense antioxydants et réduit la production des especes réactives

de l'oxygene, ce qui contribue a son effet protecteur contre le stress oxydatif.

Par ailleurs, Maret (2013) rapporte que le zinc constitue un cofacteur indispensable de
nombreuses enzymes impliquées dans les mécanismes de défense antioxydante, notamment la
superoxyde dismutase Cu/Zn (Cu/Zn-SOD), responsable de la transformation de I'anion
superoxyde en especes moins toxiques. Cette implication biologique contribue largement aux
propriétés antioxydantes observées pour les complexes contenant du zinc.

Les travaux de Flora et al. (2008) montrent également que le zinc exerce une action protectrice
contre le stress oxydatif en réduisant les dommages provoqueés par les métaux pro-oxydants et en
limitant la peroxydation lipidique. Selon ces auteurs, cette propriété explique pourquoi les
complexes de zinc présentent souvent une activité antioxydante supérieure a celle de nombreux
autres complexes métalligues.

Nos résultats sont également cohérents avec ceux de Bukhari et al. (2015), qui ont observé que
plusieurs complexes de zinc dérivés de bases de Schiff possédent une excellente activité
antioxydante, supérieure a celle des ligands correspondants.

Ainsi, la forte activité antioxydante observée pour le complexe de zinc dans notre étude peut étre

attribuée a plusieurs mécanismes complémentaires :

. la délocalisation électronique induite par la complexation ;

. I'amélioration du transfert d'électrons ;

. la stabilite structurale du complexe ;

. la nature redox-inerte du Zn** ;

. I'implication du zinc dans les systémes enzymatiques antioxydants.
(38 )
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L'ensemble de ces facteurs explique la faible valeur d'ECso obtenue pour ce complexe et confirme

que le zinc constitue un excellent métal pour la conception de nouveaux composés antioxydants.

2 Effet inhibiteur des extraits sur I’alpha amylase :

2.1 Leligand:

La figure 18 montre 1’effet du ligand sur I’inhibition de I’alpha amylase. Pour 0.06 mg/ml nous

avons enregistré une inhibition d’environ 23 %.
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Figure 17 : Effet inhibiteur du complexe de ligand sur /’alpha amylase

2.2 Lecomplexe de cuivre:

La figure 19 montre 1’effet du cuivre sur I’inhibition de I’alpha amylase. Pour 0,125 mg/ml

nous avons enregistré une inhibition d’environ 33%.
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Figure 18 : Effet inhibiteur du complexe de cuivre sur [/’alpha amylase

2.3 Lecomplexe de zinc :

La figure 20 illustre 1’effet inhibiteur du complexe de zinc sur I’activité de I’alpha amylase.

Pour 0,25 mg/ml nous avons enregistré une inhibition d’environ 25%.
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Figure 19 : Effet inhibiteur du complexe de zinc sur /’alpha amylase
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2.4 Extrait d’Acarbose :

L’Acarbose est utilis¢ comme molécule de référence pour contrdler 1’inhibition de 1’alpha

amylase. Les pourcentages obtenus sont schématisés sur la figure 21. Cette molécule est

efficace et elle présente des pourcentages élevés pour de tres faibles concentrations.
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Figure 20 : Effet inhibiteur d’acarbose sur [’alpha amylase

Tableau 2 : Evaluation des valeurs des IC50 de différents complexes et les fractions de /’Acarbose.

Complexes

Ligand

Cuivre

Zinc

Acarbose

ICs (mg/ml)

0,04+0,0006

0,173+ 0,005

0,51+ 0,052

0,007+5,773

Les valeurs de I’ICsx obtenues pour I’activité inhibitrice de 1’a-amylase montrent des

différences significatives entre les complexes étudiés. L’acarbose, utilis€ comme contrdle

positif, présente la plus faible valeur d’1Cs, (0,007 mg/ml), indiquant ainsi la meilleure activité

inhibitrice. Parmi les complexes synthétisés, le ligand affiche une valeur d’ICs de 0,04

mg/ml, ce qui traduit une activité inhibitrice importante. En revanche, le complexe de cuivre

présente une activité modeérée avec une IC50 de 0,173 mg/ml, tandis que le complexe de zinc

montre I’activité la plus faible avec une IC50 de 0,51 mg/ml. Etant donné que I’activité

inhibitrice est inversement proportionnelle a la valeur de I’'IC50, I’ordre d’efficacité est le
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suivant : Acarbose > Ligand > Complexe de cuivre > Complexe de zinc.

Ces résultats suggerent que le ligand possede un potentiel inhibiteur intéressant vis-a-vis de
I’a-amylase, alors que la complexation avec le cuivre et surtout avec le zinc entraine une
diminution de cette activité. Ces résultats peuvent étre expliqués par I’influence de la
complexation sur la structure électronique et stérique du ligand. En effet, le ligand libre
posséde probablement une meilleure accessibilité aux sites actifs de I’enzyme a-amylase, ce
qui favorise son interaction avec celle-ci et améliore son pouvoir inhibiteur.

Aprés complexation, la coordination avec les ions métalliques peut modifier la distribution
électronique du ligand ainsi que sa géomeétrie spatiale, ce qui peut réduire son affinité pour le
site actif de I’enzyme. Par ailleurs, la différence observée entre les complexes de cuivre et de
zinc pourrait étre liée a la nature du métal central et a son mode de coordination. Le complexe
de cuivre conserve une activité inhibitrice plus importante que celui du zinc, suggérant une
interaction plus favorable avec 1’enzyme. Des observations similaires ont été rapportées dans
plusieurs études portant sur les complexes métalliques de bases de Schiff, ou la complexation
peut soit améliorer soit diminuer 1’activité biologique selon la nature du métal et la structure

du ligand.

Ces résultats sont en accord avec Okoli et Modise (2018), qui ont montré que l'activité
inhibitrice des bases de Schiff vis-a-vis de I'a-amylase dépend fortement de la structure du
ligand ainsi que de la nature du métal complexé. Les auteurs soulignent que la complexation
n'‘entraine pas systématiquement une amélioration de I'activité biologique.

Des observations similaires ont été rapportées par Bhat et al. (2016), qui ont montré que
certaines bases de Schiff non complexées présentent une meilleure inhibition enzymatique
que leurs complexes métalliques, en raison d'une meilleure complémentarité structurale avec
le site actif de I'enzyme.

Selon Kumar et al. (2019), l'activité inhibitrice dépend principalement des interactions
hydrogene, des interactions hydrophobes et des interactions électrostatiques établies entre le
composé et les acides aminés du site catalytique. Toute modification de la géométrie
moléculaire provoquée par la complexation peut diminuer ces interactions et réduire I'affinité
envers I'enzyme.

Par ailleurs, Patel et al. (2018) rapportent que la taille du complexe métallique et son
encombrement stérique peuvent limiter son accés au site actif de 'a-amylase, expliquant ainsi
la diminution observée de l'activité inhibitrice.

Dans notre étude, le ligand conserve donc une meilleure capacité d'interaction avec I'a-
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amylase que les complexes métalliques, ce qui explique sa valeur d'ICsq plus faible. Ces
résultats démontrent que, contrairement a l'activité antioxydante, la complexation n'améliore
pas nécessairement l'activité antidiabétique et que cette derniere dépend fortement de la nature

du métal, de la géométrie du complexe ainsi que de son mode d'interaction avec I'enzyme




Conclusion
Generale



Dans ce travail, nous avons évalué in vitro les activités antioxydante et antidiabétique d’un

ligand base de Schiff ainsi que de ses complexes métalliques de cuivre (Cu) et de zinc (Zn).

L’analyse du pouvoir réducteur du fer (FRP) a démontré que ces trois CoOmposés peuvent réduire
le fer ferrique, en fer ferreux, ce qui confirme leur potentiel antioxydant. Les ECso sont de I’ordre
de 6,43+0,57 mg/ml, 2,53+0,22 mg/ml et 0,34+0,03 mg/ml pour le ligand, le complexe de Cu et
le complexe de Zinc respectivement. Les complexes métalliques ont montré une activité
supérieure a celle du ligand, indiguant que la complexation avec les ions métalliques renforce les

propriétés antioxydantes des bases de Schiff.

Concernant I’activité antidiabétique, mesurée par I’inhibition de ’enzyme 1’alpha-amylase, les
résultats ont révélé des effets inhibiteurs variés selon les composés. Les valeurs d’1Cso étaient de
0,04+ 0,0006 mg/mL pour le ligand, 0,173+ 0,005 mg/mL pour le complexe de cuivre et 0,51+
0,052 mg/mL pour le complexe de zinc, alors que 1’acarbose, utilisé comme référence, affichait
une ICso de 0,007 mg/mL. Ces données montrent que le ligand possede la meilleure activité

inhibitrice parmi les composés synthétisés, bien que moins efficace que I’acarbose.

Ces résultats soulignent I’intérét biologique des bases de Schiff et de leurs complexes
métalliques, qui combinent des propriétés antioxydantes et antidiabétiques prometteuses. lls
pourraient représenter des candidats intéressants pour le développement de nouvelles molécules
bioactives dédiées a la prévention ou a la gestion des maladies liées au stress oxydatif et au
diabeéte.

Cependant, des investigations complémentaires, notamment des études in vivo, toxicologiques et
pharmacologiques, sont indispensables pour mieux comprendre leurs mécanismes d’action et

confirmer leur potentiel thérapeutique.

Enfin, I"optimisation structurale de ces composés ainsi que 1’exploration d’autres complexes
métalliques pourraient permettre d’améliorer leurs activités biologiques et d’élargir leurs

applications en biomédecine.

En perspective, il serait pertinent d’approfondir I’étude de ces complexes par d’autres tests
antioxydants (comme DPPH et ABTS) ainsi que par des essais biologiques plus poussés, afin de

mieux élucider leurs mécanismes d’action et leur potentiel pharmacologique
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