Lary  —mae
République Algérienne Démocratique et Populaire ty
ealall il g el sl 51 5 5
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Olaaali - AL S ol dxals
Université ABOU BEKR BELKAID — TLEMCEN
OS5 oY asle 5 bl ydaphl o e 4
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, et Sciences de la Terre et de

I’Univers
Département de BIOLOGIE

MEMOIRE

Présenté par

Mlle Bouderbala Hanane

Mlle Boukais Rania

En vue de [’obtention du diplome de master en

Sciences biologiques
Option : Biochimie Appliquée

Théme

Devant le jury :

Président Mr AZZI R. Professeur Université de Tlemcen
Examinateur MR CHAOUCHE M.T. Maitre de conférences A Université de Tlemcen
Promotrice Mlle MEZOUAR D. Maitre de conférences A Université de Tlemcen

Année universitaire : 2023— 2024



Deédécaces

point te nemencien comme & de doct. Ton affection me coune, ta bienvedllance
me gucde et ta frévence & mes cotés a Toujourd €t ma sowrce de force four
A mon tiés cher pene Ratumonn Tu as toujouns cté 4 mes cotes poun me
Zue ce travadl traduct ma gratitude et mon affection

4 mes belles swans Sara et Rawter .

A e amics : Amina Weien , Anel et bawter .

Pucsse Dien wous donner santé, boutear, counage et santout néusdite.



Dedieaces

Je dédée ce modeste travad

A
Ma cherne maman et mon pene learn soutien et pour tous les effonte consentis
A
Wow pene Lakhdar et ma mére Fownia qui consacrent leans vies pour
Wec.
A
A
Zougourns doutenue ef encouragée
Au couns de la néalisation de ce travadl



Bemenciements

On nemencie diea /Hlat le toul puissant de nous avoin douné la santé et la
wolonté d ‘entamer et de tevminer ce mémaine.
ous tewons également d nemencier wotre encadnear Mllle Megouar Dounda
efforte et les consedle qu'elle a foannd
ous tenons wivement G nemencier les membnes du juny qui out accefté de juger
ce travadl : Ntn Agge Rackid et Win Chaoucke Wokammed Tand
Voo nemenciements o adnessent également & tous nos endeiquants du
département de Biologée, en particalion Wllle Benandba abila
oo nemenciements o ‘adnessent 4 la doctorante Wimoan sPmena foar son aide
pratigue et don doutien moral ef ded encouragements



aslalf

LS gl aa il g 5 ¢ padl il elad cilaliival 53l oy 53 bl e dadiall bl Lt 50 ca
138 )3 elad (adlaiul a5 Sl (e el dliae (§ s ol 90 58 5 ¢ 35 SV e & jidiall L il Wy LS
(2/2) (70/30) Jstise s suell s shaall cladly adill (5 5k (e il

e 5 Al yide LS ja g Gade 5 Syl o ga g e G ) Gl Clalaiud Sl Jhesll Gasdll ais
Boall b sl

Uaas (1S ol 2 5 5%ue 463.35) Jsilia s suell aldive (8 Jgidd ol eal (o dlle il ginse Janasi o
169.75) 2538l (e Jle (5 sina el paliivall jelal o5 Al 4ali Ga (paliiua) (e ol siale JS elilal)
(oalaiaal e al jrale JS) GuislSl) S bl 2 5 Sie

1.23) Guad) il J silina 5 soed) (aliiose Aol g lalis el e J geanl) &5 ¢ a5V Jadiall Lol geilial G
(o ol Jadle 0.18) 352 SV 4 Jlia ¢(Jo/ ol ke 1.29) Al alidiund) agly ¢(Jo/ o sl

Loy Y ame ¢Sl (i gal liaall 23l L axdiisad) ¢ o ISV ae Gy il Clialiiions A0S 55 jlaal ekl
L0 2 S Sl pedal 5 A il < dise s 3.9 70 ) Jasi

(e 2l Alled Lo i)yl Gl g 08 Dl Wll 4y 1Y s Jafie Lalis e clall 1 clbalitiue s giad

o5 (s Sl aay La Al oy Jasi jall pll 3 Sl gL )



21 ’

Notre étude s’est intéressée a évaluer 1’activité inhibitrice des extraits d’écorce de Berberis
vulgaris, une plante médicinale traditionnelle, sur 1’activité de 1’alpha-amylase. Nous avons
également exploré leur effet combiné avec 1’acarbose, un médicament antidiabétique
commercialisé. La partie d’écorce de racine de cette plante a été extraite par macération, avec
de I’eau distillée et I’eau-méthanol (30 : 70) (v : v).

L’examen phytochimique réalisé sur les extraits de Berberis vulgaris a révélé la présence des

alcaloides, des tanins et des composés réducteurs et I’absence totale des quinones libres.

Les teneurs élevées en polyphénols totaux sont enregistrés pour ’extrait hydrométhanolique
(463,35ug EAG/mg E). Tandis que, I’extrait aqueux a montré un taux élevé en flavonoides
(169,75 ug EC/mg E).

D’aprés les résultats de ’activité inhibitrice enzymatique, I’activité élevée a été obtenue par
I’extrait hydrométhanolique de Berberis vulgaris avec une valeur de Clso de 1,23 mg/ml, suivi
par I’extrait aqueux (1,29 mg/ml), par rapport a ’acarbose (standard) qui a présenté une valeur
de Clso de 0,18 mg/ml.

Le test de combinaison des extraits de Berberis vulgaris avec 1’acarbose, utilisé en
thérapeutique antidiabétique, a montré des taux d’inhibition atteignant 70 %. Les indices de
combinaison (IC) ont été calculés et les combinaisons montrent un effet synergique aux 1Csg et
1Cso0.

Les extraits de cette plante présentent une bonne activité inhibitrice de 1’a-amylase. Cela peut
offrir des stratégies thérapeutiques efficaces pour réduire I’hyperglycémie post-diabétique et

ses effets.

Mots clés: Berberis vulgaris, extrait hydrométhanolique, extrait aqueux, o-amylase,

combinaison
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Our study aims to evaluate the inhibitory activity of root bark extracts from Berberis vulgaris,
a traditional medicinal plant, on alpha-amylase activity. We have also explored explored their
combined effect with acarbose, a commercially anti-diabetic drug. The root bark part of this

plant was extracted by maceration with distilled water and water-methanol (30:70) (v:v).

Phytochemical examination of Berberis vulgaris extracts revealed the presence of alkaloids,

tannins and reducing compounds, and the total absence of free quinones.

The highest levels of total polyphenols are recorded in hydromethanolic extract
(463.35ugEAG/mg). While the highest levels of flavonoids were obtained for aqueous extract
(169.75 pgEC/mg).

According to the enzymatic inhibitory activity results, the highest activity was obtained by the
hydromethanolic extract of Berberis vulgaris with an ICsp value of 1.23 mg/ml, followed by the
aqueous extract (1.29 mg/ml), compared to acarbose (standard) which presented an I1Csg value
of 0.18 mg/ml.

Combination assay of Berberis vulgaris extracts with acarbose, used in anti-diabetic therapy,
showed inhibition rates of over 70%. Combination indexes (CI) were calculated, and the

combinations showed a synergistic effect at Clso and Cleo.

Keywords: Berberis vulgaris, hydromethanolic extract, aqueous extract, a-amylase,

combination
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Introduction générale

Le diabéte est un probléeme de santé publique majeur touchant plus de 400 millions de
personnes dans le monde. Les tentatives pour le traiter efficacement ont évolué avec le temps,
combinant les approches pharmacologiques et non pharmacologiques. La gestion du diabéte
repose sur 1’autogestion, incluant régime alimentaire et 1’exercice, ainsi que des traitements
pharmacologiques tels que les antihyperglycémiants oraux, les phytoconstituants et les produits
combinés (Khursheed et al 2019).

Pour réduire I’hyperglycémie, une approche thérapeutique consiste a ralentir la digestion et
I’absorption des enzymes qui décomposent les glucides dans le systéme digestif, comme 1’a-
amylase et I’a-glucosidase. En inhibant ces enzymes, on peut limiter ’augmentation de la
glycémie apres les repas riches en glucides en retardant le processus de décomposition et
d’absorption des glucides. Des inhibiteurs naturels de ’amylase et de la glucosidase, provenant
de sources végétales, ont été identifiés comme des options plus sdres pour atteindre cet
objectif(khacheba et al 2014).

Les plantes ont été utilisées depuis I’ Antiquité pour leurs propriétés médicinales, notamment
grace a des métabolites secondaires comme les polyphénols végétaux, tels que les flavonoides,
reconnus pour leurs effets anti-inflammatoires, inhibiteurs d’enzymes et antioxydants. Les
plantes médicinales traditionnellement utilisées pour traiter I’hyperglycémie suscitent un intérét
croissant en raison de leurs propriétés thérapeutiques, de leur efficacité, de leurs effets
secondaires limités et de leur colt abordable. Les recherches actuelles explorent ces plantes

pour découvrir de nouveaux médicaments thérapeutiques (khacheba et al 2014).

Plusieurs recherches montrent que B. vulgaris est riche en diverses substances
phytochimiques tels que ’acide ascorbique, la vitamine K, des triterpénoides, des composés
phénoliques et des alcaloides, ce qui lui confere des propriétés biologique notamment
antidiabétiques (Rahimi-Madiseh et al 2017).
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Notre étude est portée a évaluer 1’effet inhibiteur des extraits bruts de 1’écorce de racine de B.

vulgaris L sur I’activité inhibitrice de I’a- amylase.

Cette étude vise a investiguer le potentiel des plantes médicinales, seules, et en combinaison
avec les médicaments antidiabétiques existants, pour améliorer le traitement du diabete en

ciblant I’enzyme alpha-amylase :

o Rechercher les composes phytochimiques des extraits de la plante médicinale qui
pourraient étre responsable de leur activité anti-a-amylase ;

o Déterminer I’effet inhibiteur individuel des extraits de la plante et du médicament
antidiabétique synthétique sur I’alpha-amylase ;

o Evaluer I’effet synergique ou antagoniste de la combinaison des extraits de la plante et

du médicament antidiabétique synthétique sur I’inhibition de 1’alpha-amylase.

Page 2
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Chapitre 1 : Diabéte sucré
1. Introduction

Le diabete sucré est un probléme de santé mondial croissant, qui touche des millions de
personnes. Il survient lorsque le corps ne peut pas controler le taux de sucre dans le sang en
raison d’une production insuffisante d’insuline ou d’une résistance. Cela peut entrainer de
graves complications comme la cécité, les maladies cardiaques et les amputations. Il en existe
trois types principaux : type 1 (destruction auto-immune des cellules productrices d’insuline),
type 2 (le plus fréquent, lié a la génétique et au mode de vie) et gestationnel (pendant la
grossesse). Un diagnostic précoce est crucial pour prévenir les complications. Les symptémes
comprennent des mictions fréquentes, la soif, la faim, la fatigue et la perte de poids. Une
intervention précoce avec un régime alimentaire, de 1’exercice et des médicaments peut aider a

gérer la maladie et a améliorer la qualité de vie (Suryasa et al 2021).
2. Définition de diabéte :

Le diabéte sucré est une maladie métabolique grave caractérisée par un exces de sucre dans le
sang, causé par une insuffisance en insuline ou une résistance a celle-ci. Cette maladie
chronique peut entrainer des complications microvasculaires touchant la rétine, les reins et les
nerfs périphériques. Bien que ces complications soient caractéristiques du diabete, elles ne
suffisent pas a définir la maladie en raison de leur délai d’apparition. Le diabéte est devenu un
probléme de santé publique majeur et I’une des quatre principales maladies non transmissibles
ciblées par les dirigeants mondiaux. Sa prévalence et le nombre de cas ne cessent d’augmenter,
posant un défi croissant a 1’échelle mondiale (ADA, 1998 ; World Health Organization,
2016 ; Egan et Dinneen, 2019).

Le diabéte est diagnostiqué en examinant la glycémie a jeun ou a I’apparition des symptdmes
(glycémie postprandiale). Il peut également étre diagnostiqué en mesurant 1’hémoglobine
glycosylée ou glyquée (HbALlc), qui indique la valeur du taux de sucre dans le sang au cours
des 5 a 12 dernicéres semaines en I’absence de conditions modifiant le métabolisme ou la
fonction des érythrocytes, ou en effectuant un examen oral. Le test de glycemie oral (test de
tolérance au glucose— OGTT), glycémie mesurée 2 heures aprés 1’ingestion orale de 75 g de
glucose (tableau 01). S’il n’y a pas de diagnostic définitif de diabete, deux parametres de la
maladie testés dans le méme test ou dans 2 tests différents doivent étre obtenus pour confirmer

le diagnostic de diabete (Braillard et dos Santos Braganca, 2017).



Tableau 01 : Critéeres de diagnostiques du diabete (Braillard et dos Santos Braganca, 2017)

HbAc 1 >4.75%
Glycémie a jeun > 7.0 mmol/L
Glycémie 120 min apres ingestion de 75¢g de glucose (OGTT) >11.1 mmol/L

3. Classification de diabéte :

L’identification du type de diabéte chez un individu peut étre complexe (Tableau 02), car
de nombreuses personnes ne correspondent pas strictement a une seule catégorie. Par exemple,
le diabete gestationnel peut évoluer vers un diabéte de type 2 aprés 1’accouchement. De plus,
des facteurs tels que I’utilisation de stéroides ou de médicaments peuvent influencer le
développement du diabéte. Il est essentiel que le médecin et le patient comprennent la maladie
hyperglycémique et adaptent le traitement en conséquence, plutét que de se focaliser

uniquement sur la classification du type de diabete (ADA, 2010).

Tableau 02 : Classification de diabete sucré (ADA, 2010)

Types du diabéte

. Caractéristiques
sucré

Destruction des cellules B, conduisant généralement a un déficit

Diabéte de type 1 absolu en insuline

Médiation Immunitaire

Idiopathique

Peut aller d'une résistance a l'insuline

Prédominante avec déficit relatif en insuline a un défaut de
secrétion

Prédominante avec résistance a l'insuline

0 oo

Diabéte de type 2

O

Diabete
gestationnel

Défauts génétiques de la fonction des cellules B :
Chromosome 12, HNF-1a (MODY3)

Chromosome 7, Glucokinase (MODY2)

Chromosome 20, HNF-4a (MODY1)

L Chromosome 13, Facteur promoteur de l'insuline 1 (IPF-1;
specifiques MODY4)

Chromosome 17, HNF-1p (MODY5)

Chromosome 2, Neurod1l (MODY®6)

ADN Mitochondrial

Autres

0000 >

Autres types

o O O O
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Défauts génétiques dans l'action de I'insuline :
Résistance a I’insuline de Type A
Lepréchaunisme

Syndrome de Rabson-Mendenhall
Diabéte Lipoatrophique

Autres

Maladies du Pancréas exocrine :
Pancréatite
Traumatisme/Pancréatectomie
Néoplasie

Fibrose kystique

Hémochromatose

Pancréatopathie fibrocalculeuse
Autres

Endocrinopathies :

Acromégalie

Syndrome De Cushing

Glucagonome

Phéochromocytome

Hyperthyroidie

Somatostatinome

Aldostéronome

Autres

Meédicament ou produit chimique induit :
Vacor

Pentamidine

Acide nicotinique

Glucocorticoides

Hormone thyroidienne

Diazoxyde

Agonistes B-adrénergiques
Thiazidiques

Dilantine

Interféron

Autres

Infections :

Rubéole congénitale
Cytomégalovirus

Autres

Formes rares de diabete a médiation immunitaire :
Syndrome de « I’homme raide »
Anticorps anti-récepteurs de I'insuline
Autres

Syndromes génétiques, associés parfois au diabéte :
Syndrome de Down

Syndrome de Klinefelter

Syndrome de Turner

Syndrome de Wolfram

Ataxie de Friedreich

Chorée de Huntington
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Syndrome de Laurence-Moon-Biedl
Dystrophie myotonique

Porphyrie

Syndrome de Prader-Willi

Autres

0O O O O O

Les trois grands types de diabéte sont :

3.1. Diabete de type 1 (destruction des cellules B, conduisant généralement a un déficit

absolu en insuline).

Le diabéte de type 1 est causé par la destruction des cellules béta du pancréas, généralement
due a une réaction auto-immune. Cela entraine un déficit absolu en insuline. Les symptémes et
I’évolution de la maladie peuvent varier d’une personne a I’autre. Certains patients peuvent
présenter une cétoacidose en premier symptome, tandis que d’autres peuvent maintenir une
fonction résiduelle des cellules béta pendant un certain temps. Le diabéte de type 1 peut se
manifester a tout age et est influencé par des facteurs genétiques et environnementaux (ADA,
2010).

3.2. Diabete de type 2 (allant d’une résistance a I’insuline prédominante avec déficit relatif

en insuline a un défaut de sécrétion d’insuline prédominant avec résistance a I’insuline)

Le diabete de type 2 est la forme la plus courante de diabéte, principalement liée a une
résistance a I’insuline. Il est souvent associé a I’obésité et peut rester non diagnostiqué pendant
longtemps en raison de son développement progressif. Les patients atteints de diabéte de type
2 n’ont généralement pas besoin d’insuline pour survivre, mais peuvent nécessiter un traitement
pharmacologique pour contrdler leur taux de glucose sanguin. Des facteurs tels que 1’age,
I’obésité, le manque d’activité physique et une prédisposition génétique peuvent augmenter le

risque de développer cette forme de diabéte (ADA, 2010).
3.3. Diabete gestationnel

Le diabete gestationnel (DSG) est défini comme tout degré d’intolérance au glucose
apparaissant pendant la grossesse. Bien que la plupart des cas se résolvent apres

I’accouchement, la définition inclut les cas persistants et ceux non détectés avant la grossesse.

L’augmentation du diabéte de type 2 chez les femmes enceintes a conduit a une
recommandation de diagnostic précoce pour les femmes a haut risque. Environ 7 % des

grossesses sont touchées par le DSG chaque année (ADA, 2010).
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4. Signes préliminaires et symptdémes classiques du diabete
Plusieurs signes peuvent atteindre les patients diabétiques, on retrouve :

o Perte de poids inexpliquée ;

o Fatigue fréquente ;

o Irritabilité ;

o Infections répétées surtout dans les zones génitales, les voies urinaires, la peau, la cavité
buccale et la cicatrisation retardée des plaies ;

o Bouche séche ;

o Brdlure, douleur, engourdissement des pieds ;

o Démangeaisons ;

o Hypoglycémie réactive ;

o Acanthosis nigricans : présence de taches sombres et veloutées sur le cou, les aisselles
et I’aine, qui sont un indicateur de la résistance a I’insuline ;

o Diminution de la vision ;

o Impuissance ou dysfonction érectile (Ramachandran, 2014).
Les signes classiques retrouvés chez les patients diabétiques sont :

o Polyurie : miction fréquente ;
o Polydipsie : soif intense ;
o Polyphagie : faim constante (Ramachandran, 2014).

Ces symptomes surviennent généralement dans les deux types de diabéte, mais surtout avec une

hyperglycémie sévere (Ramachandran, 2014).
5. Complications du diabete :

Le diabete mal géré peut entrainer des complications graves telles que 1’acidocétose
diabétique, un coma hyperosmolaire, des convulsions, des lésions cardiaques, des problémes
oculaires, rénaux et nerveux, des ulcéres du pied, une cécité, des risques accrus pendant la
grossesse et des malformations congénitales. La prévalence croissante du diabéte et
I’augmentation de I’espérance de vie peuvent entrainer de nouveaux types de morbidité associés

au diabete (World Health Organization, 2016).
6. Traitement du diabéte sucré :
6.1. Traitement non médicamenteux :

6.1.1. Régime alimentaire :
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Pour améliorer le contréle de la glycémie chez les diabetiques de type 1 et 2, il est essentiel de
modifier et surveiller leur alimentation. Aujourd’hui, il est recommandé de suivre un régime
normo-glucidique, modérément hypocalorique, en réduisant la consommation d’alcool et de

graisses (pour favoriser la perte de poids) (Hartmann et al, 2013).

En fin de compte, le régime alimentaire adapté aux diabétiques est similaire aux
recommandations générales des nutritionnistes et diététiciens pour I’ensemble de la population,
L’activité physique, mesurée en MET (équivalent métabolique), englobe les sports et les
activités quotidiennes comme la marche. Pour étre bénéfique, elle doit étre réguliére et
suffisamment longue, ce qui aide a réduire les besoins en insuline, 1’insulino-résistance, les
triglycérides et a augmenter la dépense énergétique. Cependant, les patients diabétiques de type
1 doivent éviter les exercices physiques intenses pour limiter le risque d’hypoglycémie

(Hartmann et al, 2013).
6.1.2. Activité physique :

L’activité physique réguliére améliore la santé en réduisant les décés ainsi que le risque de
diabete, améliore la sensibilité a I’insuline et la régulation du glucose. Il est recommandé de
faire de I’exercice pendant au moins trente minutes trois fois par semaine a 70 % de la fréquence

cardiague maximale (Gautier et al, 2006).

Les activités doivent étre adaptées aux besoins et aux capacités de chaque patient. La reprise
progressive de ’activité physique chez les patients diabétiques de type 2, est indiquée avec un
traitement si nécessaire. Le contrble de la glycémie doit étre maintenu pour gérer 1’activité et

modifier les médicaments si nécessaire (Gautier et al, 2006).
6.1.3. Traitements traditionnels :

L’¢tude des plantes médicinales antidiabétiques dans 1’Ouest et I’Est Algérien a récemment
attiré beaucoup d’attention, mettant en avant I’importance de ce patrimoine végétal dans la
pharmacopée traditionnelle pour le traitement du diabéte. Plusieurs plantes sont utilisées, parmi

eux :
a. Oleaeuropaea L :

L’olivier est un arbre aux feuilles résistantes et aux fruits verts qui deviennent noirs & maturiteé.
Les parties utilisées sont les feuilles, riches en composés actifs, tels que 1’oleuropéine,
I’oleuroposide, les tannins, les huiles essentielles et les flavonoides (Ybert, 2001 ; Fournier et
al., 2010).
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Les feuilles d’olivier montrent une activité hypoglycémiante optimale en hiver, surtout en
Février, grace a I’oleuropéine. Cette substance a démontré une activité hypoglycémiante a 16
mg/kg et une activité antidiabétique chez des animaux diabétiques. Le mécanisme d’action
inclut un renforcement du largage d’insuline et une augmentation de 1’absorption périphérique

du glucose (Gonzalez et al., 1996).
b. Trigonella foenum-graecum L :

Le fenugrec est une plante annuelle aromatique, de petite taille, avec des feuilles lisses et des
fleurs blanches ou bleu violacé. Ses fruits sont des gousses longues et fines contenant 10 a 20

graines (Maurice et lwu, 2014).

Il est considéré comme un antidiabétique oral. Ses graines sont comestibles et ont été utilisées
dans les remédes pour les rhumatismes. Les extraits bruts de fenugrec ont montré des effets
bénéfiques, tels que la diminution de la glycémie post-prandiale, du taux de glucagon, de
somatostatine, d’insuline, de cholestérol total et de triglycérides, ainsi qu’une augmentation du
taux de HDL cholestérol. De plus, le fenugrec aide a désensibiliser les cellules a 1’action de

I’insuline. Aucune toxicité n’a été signalée (Dey-lucey et al., 2002).
6.2. Traitement médicamenteux :

Le traitement médicamenteux du diabete de type 2 vise a diminuer ’hémoglobine glycosylée
(HHbA1) afin de prévenir les maladies microvasculaires et macrovasculaires. Les agents
antidiabétiques oraux ciblent les anomalies métaboliques a 1’origine du diabéte. Les deux
grandes familles d’antidiabétiques oraux (sensibilisateurs a I’insuline et inhibiteurs de

I’insuline) peuvent étre combiné (Tielmans et al, 2007).

6.2.1. Les insulino-sécrétagogues :

Sulfamides : C’est 1’une des substances qui régulent la sécrétion d’insuline. Ils ont
un effet hypoglycémiant en stimulant la sécrétion de I’insuline, sans avoir d’effet spécifique sur

I’insuline (Scheen et al, 1985 ; Radermecker et al, 2005).

Glinides : Ces medicaments stimulent la sécrétion d’insuline. L’absorption entérale
permet un meilleur contrdle de I’hyperglycémie postprandiale, tandis que leurs effets a court

terme offrent I’avantage de réduire I’hypoglycémie postprandiale (Scheen et al, 2005).
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6.2.2. Les insulino-sensibilisateurs :

@ Thiazolidinediones ou glitazones : Améliorent la sécrétion d’insuline des tissus

périphériques (dans les muscles, en stimulant 1’utilisation du glucose et dans le foie, en

réduisant la graisse viscérale) (Scheen et al, 2007).

@ Metformine : Ne stimule pas I’action de I’insuline, mais joue un réle insulino-
protecteur, en diminuant la production hépatique de glucose et en augmentant la sensibilité a
I’insuline (Scheen et al, 2007).

7. Alphaamylase :
7.1. Définition :

L’enzyme alpha-amylase (1,4- -D-glucane-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1), est une
métalloprotéine qui nécessite la présence de calcium pour son activité catalytique. Il appartient
a la famille des glycosides hydrolases (Agarwal, etGupta , 2016) et catalyse 1’hydrolyse des
liaisons -1,4-glucane dans I’amidon, les maltodextrines et les malto-oligosaccharides. Cette
enzyme est présente chez les animaux, les plantes, les bactéries et les champignons (Tundis et
al, 2010). Elle est largement utilisée dans divers secteurs tels que I’industrie textile, la

boulangerie, la pharmacie et les détergents (Nouadri, 2011).
7.2. Structure de ’alpha amylase :

L’a-amylase pancréatique humaine (HPA) est une protéine de 57 KDa, comprenant 512 acides
aminés dans une seule chaine polypeptidique, avec une région de site actif bien définie
(Whitcomb et Lowe, 2007).

Cette enzyme est composée de trois domaines globulaires (Figure 01). Le plus grand est le
domaine A (résidus 1 a 99, 169 a 404), qui forme un tonneau béta paralléle central a huit brins,
a une extrémité duquel se trouvent les résidus du site actif Asp 197, Glu 233 et Asp 300. Le
domaine B est le plus petit (résidus 100 a 168) et sert a former un site de liaison du calcium
contre la paroi du tonneau béta du domaine A. Les groupes protéiques effectuant des
interactions de ligands avec ce calcium comprennent Asn 100, Arg 158, Asp 167 et His 201.
Le domaine C (résidus 405 a 496) est constitué¢ d’une structure béta antiparalléle et n’est que

faiblement associé avec les domaines A et B (Brayer et al, 1995).

Page 11



Figure 01 : structure de alpha amylase (De Souza, 2010)
7.3. Inhibition de ’enzyme alpha amylase :

Une approche thérapeutique bien connue pour la prévention et la gestion du diabéte consiste a
réduire I’augmentation de la glycémie liée a I’alimentation. Ceci peut étre réalisé en ralentissant
la digestion des glucides alimentaires dans 1’intestin grace a I’inhibition des enzymes digestives,

notamment 1’alpha-amylase et 1’alpha-glucosidase (Kim et al, 2005 ; Ogunyemi et al, 2022).

L’inhibition de 1’alpha-amylase pancréatique est I’une des cibles thérapeutiques pour retarder
la digestion des oligosaccharides en monosaccharides absorbables dans la bordure en brosse

intestinale, entrainant une réduction de 1’hyperglycémie postprandiale (Elya et al, 2015).

Les trois médicaments antidiabétiques les plus courants qui agissent principalement en inhibant

la digestion et I’absorption des glucides sont :

Acarbose (BAY g5421) : Cet inhibiteur est d’origine microbienne et a été le premier inhibiteur
de I’alpha-glucosidase disponible dans le commerce pour le traitement du diabete. 1l inhibe les

activités de 1’alpha-amylase, de la sucrase et la maltase (Agarwal et al, 2016).

Miglitol : Etant un dérivé de la 1-désoxynojirimycine. Il inhibe fortement I’activité d la

saccharase, la glucoamylase et I’isomaltase (Agarwal et al, 2016).

Voglibose : 11 est d’origine bactérienne et inhibe les activités de 1’alpha-glucosidase, de la

saccharase, de I’isomaltase et de la maltase (Agarwal et al, 2016).

Plusieurs inhibiteurs de ’amylase ont également été identifiés a partir de sources naturelles
(Ogunyemi et al, 2020 ; Lankatillake et al, 2021 ; Ogunyemi et al, 2022). Les différents
extraits de plantes ayant une activité inhibitrice de 1’alpha amylase sont étudiés et pourraient

diminuer les niveaux de glucose postprandiaux dans le sang, constituant ainsi une cible
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thérapeutique intéressante et nouvelle pour le traitement du diabéte sucré. Les plantes
représentent une stratégic possible pour bloquer 1’absorption des glucides alimentaires en les
utilisant comme des inhibiteurs des enzymes digestives des glucides, car elles ont moins d’effets

secondaires que les médicaments synthétiques (Agarwal et Gupta, 2016).
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Chapitre 2 : Plante étudiée : Berberis vulgaris
1. Situation botanique de I’espéce Berberis vulgaris L.

Régne : Plantae (végetal)

Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Ranunculales

Famille : Berberidaceae

Genre : Berberis L

Genre espece : Berberis vulgaris L (Ghedira et Goetz, 2019).
2. Description botanique

Berberis vulgaris, appelée communément Ghriss (a Tlemcen - Algérie), est une plante
médicinale appartenant a la famille des Berbéridées, mesure 2 a 3 metres de hauteur, et porte

fréquemment des feuilles transformées en épine dorsale d’ou I’appellation « Epine-Vinette ».

L’écorce a un goQt amer et une légere odeur. Les feuilles sont ovales et finement dentées vers
le bas, avec des pétioles. Il est nu, vert clair dessus et glaugque dessous. Les tiges, nombreuses
et ramifiées, a dressees ligneuses trés fortement épineuses. Les fleurs, jaune clair, sont disposées
en grappes latérales pendantes. Elles possedent des pétales de petite taille (Ghedira et Goetz,
2019).

Les fruits de Berberis (Figure 02) sont des baies longues et sucrées qui deviennent rouges a
maturité. La floraison a lieu de mi-mai a mi -juin et la récolte des fruits se fait en automne
(Mezouar et al, 2014).

Figure 02 : Fruits de Berberis vulgaris (Zarei et al, 2015)
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3. Répartition géographique

L’épine-vinette se situe principalement dans la zone de I’hémisphére Nord (régions tempérées
et subtropicales), se situant dans la plupart des régions d’Europe centrale et d’Europe du Sud et
dans les régions du Nord-Est des Etats-Unis, de I’Afrique du Nord et de 1’Asie-Pacifique
(Boudjelthia et al, 2017). La plante est largement répandue dans les sols légers, moyens et
lourds et peut pousser dans des sols lourds et riches en nutriments. Cette plante préfére les sols
acides, mais peut également pousser dans un sol neutre et basique (alcalin). Elle peut pousser &
mi-ombre (arbres clairs) ou sans ombre, et préfere un sol sec ou humide (Saeed Arayne et al,
2007).

En Algérie, Berberis se retrouve sur les plateaux, au-dessus de 1500 métres, dans le Djurdjura-

Babors, I’Atlas de Blida, les monts Aurés, les monts Hodna et le Sahara et lesmonts Salas de

I’Atlas (Boudjelthia et al, 2017).
4. Composition chimique

L’épine-vinette est bien connue dans certains pays comme 1’Iran, et diverses parties de cette
plante, notamment sa racine, son ecorce, sa feuille et son fruit contiennent les alcaloides
isoquinoléiques tels que : berbérine, berbamine et palmatine. La berbérine représente 1’un des
alcaloides Protoberbérine au got amer et de couleur jaune présente dans de nombreuses autres
plantes, et est utilisée pour le traitement de différentes maladies (Imanshahidi et
Hosseinzadeh, 2008). Autres constituants de Berberis sont I’oxyacanthine, et la columbamine
(tableau 03).

Tandis que les fruits sont riches en anthocyanes, [3-carotene et les acides organiques tel que :

I’acide malique et 1’acide ascorbique (Ozgen et al, 2012).

Tableau 03 : Compositions chimiques de Berberis vulgaris (Abd ElI-Wahab et al, 2013)

Composés chimiques Nature des composés chimiques

Acide malique Acide dicarboxylique
Acide ascorbique Vitamine
Berbérine Alcaloide
Berlambine Alcaloide
Bervulcinc Alcaloide
B-Caroténe Alcaloide
Columbamine Alcaloide
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Hydroxycyanthine Alcaloide
Isocorydine Alcaloide
Oxycanthine Alcaloide
Oxyberbérine Alcaloide
Palmatine Alcaloide
Quercétine Flavonoide
Rutine Flavonoide

(-)- Tejedine Alcaloide
Yatronizine Alcaloide

5. Utilisations traditionnelles

Dans la médecine ayurvédique indienne, 1’épine-vinette est utilisée pour traiter la dysenterie,
I’indigestion, les contractions utérines, et comme antidote aux piqdres de scorpion (Rahimi-
Madiseh et al, 2017).

Ses graines sont utilisées comme médicament dans la médecine traditionnelle iranienne (Abd
El-Wahab et al, 2013). B. vulgaris est également utilisé pour traiter les ulceres, la maladie
d’Alzheimer, la dépression, le diabéte sucré et les calculs rénaux (Rahimi-Madiseh et al,
2017).

En Europe du Nord, I’épine-vinette était utilisée pour traiter les maladies du foie, ainsi que pour
traiter des maladies rares (Abd El-Wahab et al, 2013).

6. Effets pharmacologiques de Berberis vulgaris

Les propriétés médicinales pour les différentes parties de la plante ont été rapportées,
notamment tonique, antimicrobienne, antiémétique, antipyrétique, antiprurigineuse,
antioxydante, anti-inflammatoire, hypotenseur, antiarythmique, sédative, actions
antinociceptives, anticholinergiques et cholagogue. Elle a été utilisée dans certains cas comme
la cholécystite, la lithiase biliaire, la jaunisse, la dysenterie, la leishmaniose, le paludisme et les
calculs biliaires. En plus, la berbérine, un alcaloide isoquinoléinique, représente 1’ingrédient
majeur de cette plante, qui a été utilise pour traiter la diarrhée et les troubles gastro-intestinaux
pendant longtemps. Cet alcaloide a de multiples effets pharmacologiques, notamment : une
activité antimicrobienne vis-a-vis de cinquante-quatre microorganismes, une inhibition de la
sécrétion ionique intestinale et une contraction des muscles lisses, une inhibition de 1’arythmie

tachy-ventriculaire, une réduction de I’inflammation, une stimulation la sécrétion de la bile et
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une décharge de la bilirubine (Abd El-Wahab et al, 2013). La berbérine, s’est révélée comme
molécule prometteuse pour le traitement de stress oxydatif hépatique, la maladie d’ Alzheimer

et 'infertilit¢ masculine idiopathique (Hosseinihashemi et al, 2015).
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Ce étude a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche LAPSAB * Antibiotique,
Antifongique : Physico-chimie, synthése et activité biologique *, département de biologie |,
Faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de 'univers - Université

Abou Bekr Belkaid- Tlemcen.

L’objectif de cette étude est d’évaluer les effets inhibiteurs de 1’alpha amylase par les extraits
B. vulgaris et de 1’acarbose, ainsi que de déterminer si la combinaison des extraits préparés a
partir des écorces de racines de B. vulgaris avec 1’acarbose inhibe ’activité de I’alpha-amylase,

I’une des enzymes responsables de 1’absorption des hydrates de carbones dans 1’intestin.
1. Etude phytochimique
1.1. Matériel végétal

L’espéce sélectionnée, Berberis vulgaris (Berberidacée), a été obtenue auprés des herboristes

de la région de Maghnia — Tlemcen en Février 2024.

L’écorce des racines de Ghriss (Figure 03) est conservée dans endroit aéré et a 1’abri de la

lumiére. Le matériel végétal est broyé afin de procéder a I’extraction.

Figure 03 : Ecorces des racines de Berberis vulgaris (Mezouar, 2017)
1.2. Préparation des extraits

L’extraction solide / liquide de cette plante a été réalisée selon un seul mode de préparation :

macération sous agitation pendant 48 heures.
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1.2.1. Préparation des extraits aqueux

La poudre des écorces de racines de B. vulgaris (20 g) ont été mises en contact avec 200 ml
d’eau distillée. Le mélange a été laisse macérer pendant 48 h. Apres filtration avec un papier

filtre, extrait a été séché dans une étuve a 37 °C. Le résidu obtenu a été conservé a +4 °C.
1.2.2. Préparation des extraits hydrométhanolique

La poudre des écorces de racines de B. vulgaris (20 g) ont été mises en contact avec 200 ml du
systeme eau-méthanol (30 : 70) (v : v). Le mélange a été laissé macérer pendant 48 h. Apres
filtration avec un papier filtre, le macérat a été concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif a une
température de 55°C (Pizzal et al., 2002).

La phase agqueuse obtenu a été séchée dans une étuve a 37°C. Le résidu obtenu a été conservé
a+4°C.
1.2.3. Détermination du rendement des extraits

Le rendement de différents extraits a été déterminé par apport a 20 g de matériel végétal sec

selon la formule suivante :
Rdt (%) = (M1 / Mo) x 100
ou,
= Rdt (%) : rendement ;

= Mz : masse en gramme de I’extrait sec obtenu apres extraction ;

»= Mo : masse en gramme de la matiére vegeétale séche.

1.3. Tests phytochimiques

Cette analyse est basée sur des réactions de coloration et/ou précipitations par l'utilisation des

réactifs spécifiques (Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999).
a. Flavonoides : Réaction a la cyanidine

1 ml de chaque extrait est ajouté a 100 pl de HCI concentré et quelques copeaux de magnésium.

La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition de la couleur rouge ou orange.
b. Tanins

A 1 ml de Pextrait est ajouté 200 pul de FeClsz a 1 %. La présence des tanins est indiquée par une

coloration verdatre ou bleu- noir.
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c. Quinones libres

Dans un tube a essai, 0,1 ml hydroxyde de sodium (NaOH a 1 %) a été ajouté a 1 ml de chaque
extrait a analyser. L’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libre.
d. Terpénoides

Les terpénoides ont été recherchés a ’aide du test de Slakowski en ajoutant 0,4 ml de
chloroforme et 0,6 ml d’acide sulfurique concentré a 1 ml d’extrait. L’apparition de deux phases

et une couleur marron a I’interface indiquent la présence de terpénoides.
e. Saponosides

Les saponosides ont été recherchés par le test de mouse, apres agitation de 10 ml de chaque
extrait, un mouse supérieur a 1cm et qui persiste entre 10 et 20 minutes, confirme la présence

des saponosides.
f. Alcaloides

Les tests ont été réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Mayer et Wagner.
Dans deux tubes contenant 0,5 ml d’extrait, 0,5ml de réactif de Mayer a été ajouté dans le
premier tube et 0,5 ml de réactif de Wagner dans le deuxiéme. L apparition d’un précipité blanc

et marron, respectivement, indique la présence des alcaloides.
g. Sucres réducteurs

La détection des composeés réducteurs consiste a introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai,
et ’ajout de 2 ml de liqueur de Fehling (1 ml de reéactif A et 1 ml de réactif B). Ensuite,
I’ensemble a été porté au bain-marie bouillant durant 8 minutes. L’apparition d’un précipité

rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

1.4. Dosages quantitatifs :
1.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le réactif de Folin-Ciocalteu a été utilisé. C’est un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040).

Les composés phénoliques totaux ont été quantifiés de la maniére suivante : 100 pl des extraits
sont mélangés avec 2 ml de la solution de carbonate de sodium a 2 %. Aprés agitation et

incubation pendant cing minutes, 100 ul du réactif Folin-Ciocalteu 1 N sont ajoutés. Le mélange
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Matériel et méthodes

obtenu est incubé a la température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 30 minutes.

L’absorbance est ensuite mesurée au spectrophotometre a 700 nm contre un blanc.

Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallele, dans les mémes conditions expérimentales,

en utilisant I’acide gallique a différentes concentrations.

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/mg E) (Vermeris et Nicholson, 2006).

1.4.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par une méthode colorimétrique, selon le protocole de
(Zhishen et al, 1999).

Un volume de 250 pl des extraits ont été mélangé avec 1 ml d’eau distillée, puis, 75 pl d’une
solution de nitrite de sodium a 15 % sont ajouté. Aprés 6 minutes d’incubation a température
ambiante, 75 pl de chlorure d’aluminium & 10 % sont ajouté. Aprés une deuxiéme incubation
de 6 minutes, 1 ml d’hydroxyde de sodium a 4 % sont ajouté. Le volume total est complété a
2,5 ml avec de I’eau distillée. Aprés agitation et incubation pendant 15 minutes, 1’absorbance

est mesurée au spectrophotométre a 510 nm contre un blanc.

Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallele, dans les mémes conditions expérimentales,

en utilisant la catéchine a différentes concentrations.

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme
d’extrait (ug EC/mg E) (Zhishen et al, 1999).

2. Etude de Pactivité antidiabétique

Le test d’inhibition de I’a-amylase a été réalise d’apres la méthode utilisant 1’acide 3,5-

dinitrosalicylique (DNSA) de Bernfeld, 1955 avec quelques modifications.
2.1. Préparation des solutions :
2.1.1. Solution de tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) :

La solution de tampon phosphate est préparée a partir d’une solution A contenant 0,6 g de
phosphate de sodium monobasique (NaH2P04) qui est solubilisée dans 250 ml de I’eau
physiologique 0,9 %, et une solution B contenant 0,71g de phosphate de sodium dibasique
(Na2HPO04) dans 250 ml de I’eau physiologique 0,9 %.

Ensuite, les deux solutions mélangeées, et le pH est ajusté a 6,9 en utilisant le NaOH 1 M ou
HCI 1M.
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2.1.2. Solution d'amidon soluble (substrat) :

La solution d’amidon est préparée a 1% dans le tampon phosphate salin comme suit :

L’amidon est solubilisé par chauffage a 70 — 80°C sur une plaque chauffante agitatrice en
mélangeant. Par la suite, la solution d’amidon est ajustée au volume final avec la solution de

tampon, puis, agitée jusqu’a la réalisation de la procédure de dosage.
2.1.3. Réactif de ’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :
a. Solution d'hydroxyde de sodium (NaOH a 2M)

La solution d’hydroxyde de sodium est préparée a une concentration de 2 M dans de I’eau ultra

pure.
b. Solution de tartrate de potassium et de sodium :

La solution de tartrate de potassium et de sodium est préparée a une concentration de 5,3 M

dans la solution préparée précédemment d’hydroxyde de sodium NaOH a 2 M.
c. Solution d'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :

L’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) est préparé a une concentration de 96 mM dans de I’eau
ultra pure. Le DNSA est dissous sous agitation par chauffage sur une plaque chauffante

agitatrice.
d. Solution de réactif de DNSA (Selon Sigma Aldrich) :

Pour préparer 100 ml de réactif de DNSA, nous avons ajouté 30 ml d’eau ultra pure tiede (50 —
70°C) dans un bécher, en mélangeant avec 20 ml de la solution de tartrate de sodium et de
potassium 5,3M et 50 ml de la solution de 1’acide 3,5-dinitrosalicylique DNSA & 96 mM. La

solution limpide obtenue est de couleur orange.

Cette solution est stable pendant 6 mois a la température ambiante (+ 4° C), si elle est protégée

de la lumiére.
2.1.4. Solution d’extraits :

Les extraits aqueux et hydrométhanoliques de Berberis vulgaris ont été dissous dans la solution
de tampon phosphate 0,02 M et pH 6,9. Une gamme de concentrations croissantes a eté préparée
variant de 0,1875 a 3 mg/ml.
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Matériel et méthodes

2.1.5. Solution de I’enzyme a-amylase :

L’enzyme utilisée est I’alpha amylase (E.C.3.2.1.1) de Bacillus sp sous forme lyophilisée. Son
poids moléculaire varie entre 50 et 55 kDa (sur SDS-PAGE) avec une activité spécifique de

1500 Ul/mg de protéines. L’enzyme est conservée a -20 °C.

La solution de I’alpha amylase est préparée le jour méme de I’expérimentation. L’enzyme a-
amylase est solubilisée dans le tampon phosphate 0,02 M a pH 6,9 et a une température de 25

° C. L’activité enzymatique finale de I’enzyme dans le milieu réactionnel est de 1,5 unité / ml.
2.1.6. Solution de ’acarbose :

L’acarbose « Corect® » est un pseudo-tétra-saccharide d’origine microbienne. Il est utilisé dans
cette expérience comme contréle positif (molécule de référence), afin de comparer son activité
vis-a-vis de 1’alpha amylase par rapport a celle des extraits de la sauge. L’acarbose est dissous
dans le tampon phosphate et une gamme de concentrations croissantes sont préparées variant
de 20,8333 a 333,333 pg/ml.

2.2. Evaluation de D’effet inhibiteur des extraits et acarbose vis-a-vis de I’alpha

amylase

Les extraits de B. vulgaris, I'acarbose, la solution de I'amidon et I'enzyme alpha-amylase ont

été pré-incubés pendant 30 minutes a 25°C.

Ensuite, un volume de 200 pL de chaque extrait et de I'acarbose (contrble positif) a différentes
concentrations a été mélangé avec 200 pL de la solution de I'a-amylase (1,5 U/ml), puis incubé
pendant 10 minutes a 25°C. Ensuite, 200 pL de la solution d'amidon a 1 % ont été ajoutés dans
chaque tube a essai. Apres agitation et incubation pendant 10 minutes, 200 uL de la solution de
DNSA ont été ajoutés aux tubes pour arréter la réaction. Les différents tubes a essai ont été
immédiatement placés dans un bain d'eau bouillant pendant 10 minutes. Apres refroidissement
des tubes et dilution des mélanges avec 1 ml d'eau ultrapure, les absorbances ont été mesurées

par rapport a un blanc a 540 nm.

Cette méthode a été réalisée trois fois pour chaque extrait, ainsi que pour l'acarbose. Pour
chaque concentration testée, un blanc a été préparé en mélangeant 200 uL de solution de tampon
phosphate, 200 uL de solution d'extrait/acarbose et 200 uL de solution d'amidon. Le test en tube

de contr6le contient I'enzyme et la solution d'amidon.

L’activité inhibitrice des extraits hydrométhanoliques et aqueux et de 1’acarbose vis-a-vis de

I’a-amylase est exprimée en pourcentage d’inhibition et calculée par 1’équation suivante :

Page 24



Inhibition de I’alpha amylase = (Docontrile — DOéchantition | DOcontrale) * 100

Le pourcentage d’inhibition de 1’alpha amylase a été tracé en fonction des concentrations en
extraits ou en acarbose. Les Clso (concentration inhibitrice de 50 % de I’activité enzymatique)
pour chaque extrait / acarbose sont calculées a partir des équations des régressions des linéaires
des courbes d’inhibition.

2.3. Evaluation de la combinaison des extraits de Berberis vulgaris et de I’acarbose vis-

a-vis de I’alpha amylase

La combinaison des extraits de Berberis vulgaris avec 1’acarbose (médicament antidiabétique),
a été évaluée vis-a-vis I’activité enzymatique de 1’alpha amylase. Le protocole expérimental de

I’inhibition de I’a-amylase a été réalisé selon la section (2.2).

Une solution stock des extraits a tester et de 1’acarbose a été préparée a la concentration des
Clso obtenues lors du test précédent d’inhibition de 1’a-amylase. Quatre concentrations des
extraits de la plante combinées avec I’acarbose ont été testées en triplicate (Tableau 04).

Tableau 04 : Disposition des proportions (v/v) de la combinaison des extraits de B. vulgaris

avec 1’acarbose

o Acarbose
Combinaison
4 3 2
Extrait aqueux 1 2 3 4
Extrait 1 2 3 4

hydrométhanolique

Les concentrations fractionnaires inhibitrices (CFI) ont été calculées pour chaque concentration
de chaque combinaison des extraits avec 1’acarbose. L’indice de combinaison ou indice de

combinaison (IC) de la combinaison a été calculé comme suit :
_dl d2
1C=%/p1+%/py
ou,
dl et d2: Concentrations de 1’extrait et de 1’acarbose dans la combinaison ;

D1 et D2 : Clsp de I’extrait et de 1’acarbose seuls (Fratini et al, 2017).
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L’effet de combinaison des extraits de Berberis vulgaris avec le médicament antidiabétique

commercialisé, acarbose, est interprété selon I’indice de combinaison de 1’additivité de Loewe,
selon les critéres suivants :

IC < 1 indique un effet synergique de la combinaison ;
IC =1 indique un effet additif de la combinaison ;

IC > 1 indique un effet antagoniste de la combinaison (Chou et Talalay, 1984 ; Foucquier et
Guedj, 2015).
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I. Etudes phytochimiques
1. Rendements d’extraction

Dans cette étude, un seul mode d’extraction a été réalisé a partir des écorces de racine de
Berberis vulgaris : I’extraction par macération pendant 48h. Les rendements obtenus sont

présentés dans la figure 04.

Rendement (%)
20%

16%

12%

8%

4%

0%
aqueux eau- meth
Extraits

Figure 04 : Rendement en extrait brut aqueux et hyrométhanolique de Berberis vulgaris

Les pourcentages en rendement des extraits, leur aspect et couleurs sont mentionnés dans le
tableau 05. Le rendement a été déterminé par rapport au poids de la poudre du matériel végétal

sec. Les résultats ont été exprimés en pourcentage (P/P).

Tableau 05 : Résultats de I’extraction aqueuse et hydrométhanolique des écorces de racine de

Berberis vulgaris L

Extraits Rendement (%) Couleurs Aspects

Eaq 12,27 Jaune péle Poudre

13,21 Marron Cristallisé

Eaq : Extrait aqueux ; Emeon : Extrait hydrométhanolique.
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Résultats et discussion

D’apres les résultats du tableau ci-dessus, nous avons enregistré un rendement legerement éleve
pour I’extrait (Emeon), soit de 13,1 %. Tandis que I’extrait (Eaq), @ donné un rendement de

I’ordre de 12,27 %. De plus les extraits obtenus sont de couleur et d’aspect différents.

D’apres les résultats notés par Boudjelthia et ses collaborateurs en 2017, les rendements pour
I’extrait méthanolique et aqueux préparés par macération de 1’écorce de racine de Berberis
vulgaris, de I'ordre de 17,2 % et 15,21%, respectivement (Boudjelthia et al, 2017). Ces valeurs

sont supérieures par rapport a celles que nous avons obtenues.

Les variations des rendements observées peuvent étre attribués a plusieurs facteurs, tels que :
les conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée, les solvants choisis pour 1’extraction,

ainsi qu’a I’origine géographique de la plante étudiée.
2. Tests phytochimiques

Les résultats des tests phytochimiques réalisées sur 1’extrait aqueux et 1’extrait
hydométhanolique des écorces de racine de la plante Berberis vulgaris sont présentés dans le
Tableau 06.

Tableau 06 : Reésultats des tests phytochimiques réalisés sur les écorces de racines de B.

vulgaris
Résultats
Classes chimiques recherchées
Extrait aqueux Extrait hydrométhanolique
Mayer + +
Alcaloides

Wagner ++ +++
Tanins +++ +++
Flavonoides - +++

Quinones libres - -
Terpénoides +++ +++

Saponosides - -
Composés réducteurs A S

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : Test négatif
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L’étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes classes des composés
chimiques présentes dans la plante étudiée. Elle est basée sur des réactions de colorations, de
précipitations, de formation d’une mousse (mesurer sa hauteur) et par un examen sous lumiere

ultra violette.

Les tests phytochimiques réalisées sur les extraits des écorces des racines de B. vulgaris ont
révélés que les composes les plus abondants sont les alcaloides, les tanins, les terpénoides et les
composés réducteurs. Les flavonoides sont détectés seulement dans 1’extrait
hydrométhanolique de B. vulgaris. Cependant, nous avons observé 1’absence des quinones

libres et des saponosides dans 1’ensemble des extraits.

Ces résultats sont proches de ceux obtenus par Meliani et ses collaborateurs en 2003, qui ont
révélé la présence des alcaloides, des tanins, des composés réducteurs dans les extraits bruts
des écorces de racine de Berberis vulgaris (Meliani et al, 2003). Par contre, Elalaoui a observé

I’absence des flavonoides dans I’extrait aqueux (Elalaoui, 2015).
3. Dosage des composées phénoliques et des flavonoides :

Les résultats obtenus pour la quantification des polyphénols et des flavonoides a partir des
courbes d’étalonnage de I’acide gallique et de la catéchine (figures 05 et 06), sont exprimés en
microgrammes équivalent acide gallique par milligrammes d’extrait (ug EAG/mg E), et
microgrammes équivalent catéchine par milligrammes d’extrait (ug EC/mg E), respectivement
(Tableau 07 ; Figure 07).
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<
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
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Figure 06 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Tableau 07 : Résultats du dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans les
extraits de Berberis vulgaris L

Eaq 162,41 +0 169,75+ 0

EMeOH 463,35+ 0 106,25+ 0
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Figure 07 : Estimation des concentrations en polyphénols et en flavonoides des deux extraits
aqueux et hydrométhanolique

Les résultats présentes ci-dessus, montrent que 1’extrait hydrométhanolique a une teneur élevee

en polyphénols totaux par rapport a celle de I’extrait aqueux. Elles sont respectivement de

I’ordre de 463,35 ng EAG/mg E et 162,41 ug EAG/mg E.

Les résultats des teneurs en flavonoides révélent que I’extrait aqueux a présenté un taux éleve,
par rapport & I’extrait hydrométhanolique. Elles sont respectivement de 1’ordre de 169,75 pg
EAG/mg E et 106,25 ug EAG/mg E.

Boudjelthia et ses collaborateurs en 2017, ont noté des teneurs en polyphénols et en flavonoides
totaux de I’ordre de 9,25 mg EAG /g et 1,81 mg EC / g, respectivement pour I’extrait aqueux.
L’extrait méthanolique de cette méme étude, a révélé des concentrations de 10,23 mg EAG/ g

en polyphénols totaux et 2,14 mg EC/ g en flavonoides (Boudjelthia et al, 2017).
Il.  Etude de P’activité antidiabétique

1. Evaluation de ’activité inhibitrice des extraits de B. vulgaris et de I’acarbose vis-

a-vis de ’alpha amylase

Pour déterminer 1’effet des extraits des écorces de racine de Berberis vulgaris sur 1’inhibition
in vitro de I’activité de I’a-amylase d’origine bactérienne (Bacillus sp), nous avons testé 1’effet
de différentes concentrations de chaque extrait sur 1’activité de I’enzyme avec fixation de la

concentration du substrat, I’amidon, a 1%.
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Les résultats de I’effet inhibiteur des extraits sont présentés dans les figures 08 et 09. De méme,

I’effet inhibiteur de 1’acarbose est présenté dans la figure 10.

D’aprés les résultats obtenus, 1’extrait hydrométhanolique montre un pourcentage d’inhibition
le plus élevee (76,96%) avec une concentration de 3 mg/ml. A cette méme concentration,

I’extrait aqueux produit un pourcentage d’inhibition égale a 73,9 %.

100

y = 40,593x
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Figure 08 : Courbe du pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations de

I’extrait hydrométhanolique macéré
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Figure 09 : Courbe du pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations de

I’extrait aqueux macéré
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Figure 10 : Courbe du pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations de

I’acarbose

Ensuite, nous avons déterminé les Clso, concentrations inhibitrices de 50 % de I’activité
enzymatique de 1’alpha amylase, pour chaque extrait et 1’acarbose, qui sont calculées a partir
des courbes de régression linéaire d’inhibition. Les valeurs de Clso sont présentées dans le
tableau 08.

D’aprés nos résultats (Tableau 08), I’extrait eau — méthanol a présenté un bon effet inhibiteur
avec une Clso égale a 1,23 mg/ml, suivi par I’extrait aqueux macéré qui a induit une inhibition

de 50 % a la concentration de 1,29 mg/ml.

La Clso de 1’acarbose est bien inférieure a celle des extraits eau-MeOH et aqueux. L’acarbose,
molécule de référence pure, est un médicament utilisé en thérapeutique antidiabétique. Ceci

explique sa meilleure activité inhibitrice de 1’alpha-amylase.

Tableau 08 : Valeurs de la Clsp des extraits de B. vulgaris L et de 1’acarbose

D’autres auteurs ont obtenu des résultats différents, avec des valeurs de Clso qui varient entre

0,77 mg/ml pour I’extrait aqueux et 0,68 mg/ml pour I’extrait méthanolique, selon 1’étude de
Boudjelthia et ses collaborateurs (Boudjelthia et al, 2017).

Page 34



L’activité antidiabétique comprenant 1’ensemble des résultats obtenus soutiennent le potentiel
thérapeutique de la plante Berberis vulgaris et de ses composants actifs dans la prévention et le
traitement du diabéte ou il a été révélé un effet inhibiteur intéressant sur I’activité de I'a-

amylase.

2. Evaluation de I’activité inhibitrice de la combinaison des extraits de B. vulgaris

avec I’acarbose vis-a-vis de I’alpha amylase

Dans cette derniére partie expérimentale de notre mémoire, nous avons testeé la combinaison de
chacun des extraits bruts de B. vulgaris avec le médicament antidiabétique, acarbose (Figures
11 et 12).

L’association des deux extraits de B. vulgaris avec 1’acarbose a été réalisée a partir des

concentrations inhibitrices de 50 % de ’activité enzymatique de I’alpha amylase (Clso).

D’aprés les résultats obtenus dans la figure 11, la combinaison de I’extrait aqueux avec

I’acarbose a permis d’atteindre un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 69,18 %.
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Figure 11 : Effet de la combinaison de I’extrait aqueux avec 1’acarbose sur I’inhibition de

I’activité de I’a-amylase
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Pour la deuxieme combinaison testée, 1’extrait hydrométhanolique — acarbose a montré des

résultats similaires, avec un pourcentage d’inhibition maximal de 1’ordre de 70,88 % (Figure
12).
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Figure 12 : Effet de la combinaison de I’extrait hydrométhanolique avec 1’acarbose sur

I’inhibition de I’activité de 1I’a-amylase

L’indice de combinaison est utilis¢ pour déterminer le type d’interaction entre deux
médicaments. Sa formule est la somme du rapport entre la dose de chaque médicament dans la
combinaison et la dose du médicament utilisée seule qui produit une efficacité de 50 % (Huang
et al., 2019).

L’indice de combinaison (IC) a été calculé a partir des CFI (concentrations fractionnaires
inhibitrices), pour analyser le type d’interaction entre les extraits de Berberis vulgaris et
I’acarbose. Les résultats des deux combinaisons réalisees avec les IC calculés sont représentés

dans le tableau 09.
Tableau 09 : Indices de combinaison des extraits bruts de Berberis vulgaris et de I’acarbose

Indices de combinaison

Combinaison
30 50 60
Eaq — acarbose 1,201 0,762 0,616
Eemeon — acarbose 1,192 0,728 0,576

Eaq : Extrait aqueux ; Eemeon @ Extrait hydrométhanolique.
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Résultats et discussion

Nous remarquons que les deux combinaisons, Eaq — acarbose et Eemeon — acarbose, montrent

des résultats similaires pour les trois indices (IC) obtenus.

L’IC30 pour les deux combinaisons montre un effet antagoniste (IC > 1). Cet effet devient

synergique (IC < 1) aux points des indices de combinaison ICsp et 1Ceo.

La combinaison des médicaments est considérée par de nombreux chercheurs comme une
approche prometteuse pour des maladies complexes telles que le cancer, I’inflammation et le
diabéte de type 2 (Keith et al, 2005 ; Feala et al, 2010). Cependant, lorsqu’ils sont utilisés en
combinaison, les médicaments interagissent de maniére inattendue et produisent plusieurs
résultats différents (Yeh et al, 2009). Parmi ces interactions, la synergie et I’antagonisme des
médicaments ont fait 1’objet d’une attention particuliére. La synergie, qui représente
I’augmentation combinée de I’efficacité d’un médicament, est un objectif trés recherche dans
le cadre du développement de médicaments combinés. Il a été démontré que les combinaisons
de médicaments synergiques sont trés efficaces et plus spécifiques d’un point de vue

thérapeutique. L’antagonisme, en revanche, est souvent indésirable (Yin et al, 2014).

L’avantage d’une thérapie combinée de deux médicaments (molécules ou autres), n’est pas
seulement dd a la propriété des médicaments, mais pourrait également dépendre du rapport de
dose testée. Comme les cellules ne font pas la différence entre un médicament seule ou une
combinaison, deux médicaments combinés a un ratio donné pourraient étre considérés comme
un troisieme médicament avec sa propre relation dose-effet (Chou, 2010). Par conséquent,
plutdét que de simplement se demander si une combinaison particuliere est synergique, il

vaudrait mieux d'examiner quel ratio de dose optimise la synergie (Keith et al, 2005).

En examinant nos résultats, nous remarquons qu’a partir du ratio 100 : 100 nous obtenons un
effet synergique de la combinaison. Plus la concentration en extraits est faible par rapport a

I’acarbose, plus I’effet obtenu est meilleur : synergie.
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L’étude de I'utilisation combinée de plantes médicinales et de médicaments antidiabétiques

synthétiques pour améliorer I’effet inhibiteur de 1’alpha-amylase et la gestion du diabeéte, est un

domaine de recherche prometteur avec un potentiel important pour améliorer la santé des

patients diabétiques. Cette recherche vise a rechercher les composés chimiques des écorces de

racines de Berberis vulgaris, quantifier les polyphénols totaux et les flavonoides, et a évaluer

I’effet des extraits seuls et en combinaison avec 1’acarbose, médicament antidiabétique.

Les résultats de cette étude pourraient ouvrir la voie a de nouvelles approches thérapeutiques

plus efficaces et plus sdres pour le diabéte sucré, nous pouvons conclure notre étude, comme

suit :

>

L’extrait hydrométhanolique de B. vulgaris a un rendement plus élevé que 1’extrait
aqueux ;

Les tests phytochimiques ont révélé la présence d’alcaloides, de tanins, de terpénoides
et de composés réducteurs, avec des quinones libres et des saponosides absents ;
L’extrait hydrométhanolique présente une forte teneur en polyphénols totaux par
rapport a I’extrait aqueux ;

Dans I’activité antidiabétique, 1’extrait hydrométhanolique montre une inhibition
Iégerement élevée que I’extrait aqueux, avec des Clso de 1,23 mg/ml et 1,29 mg/ml,
respectivement. L’acarbose présente une Clso inférieure, expliquant son activité
inhibitrice de I’alpha-amylase supérieure.

La combinaison de I’acarbose, utilisé en thérapeutique antidiabétique, avec les extraits
de Berberis vulgaris, a montré des taux d’inhibition atteignant 70 %.

Les indices de combinaison ont été calculés et les deux combinaisons montrent un effet

synergique aux ICso et 1Ceo.

Il est nécessaire de mener des études complémentaires pour confirmer les résultats
obtenus in vitro, notamment en identifiant les composés actifs, en étudiant la cinétique
enzymatique, et en recherchant d’autres mécanismes d’actions antidiabétiques des

extraits de Berberis vulgaris.
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