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RESUME

L’objectif assigné a notre travail consiste a valoriser I’huile essentielle (HE) distillée d’une plante a
parfum, en aromathérapie. Le screening antimicrobien de I’HE a été réalisé, in vitro, sur cing souches
de réference, en comparaison avec des antimicrobiens de synthése. Avec la technique de diffusion en
milieu gélosé, Staphylococcus aureus a été fortement inhibé, suivi par Aspergillus niger et Bacillus
subtilis. En phase vapeur (microatmosphere), I’essence a fortement inhibé A. niger. Sur le plan
thérapeutique, le potentiel anti-inflammatoire topique de I’HE a été exploré, in vivo (souris Mus
musculus) et a différentes doses, via la technique de I’induction de I’inflammation. Ces résultats
prometteurs de I’inhibition in vivo de I’inflammation topique nous ont encouragés a effectuer des études
d’amarrage moléculaire, in silico, pour établir et comprendre les interactions ligand-protéine. Le
docking moléculaire entre les composés terpéniques présents dans I’HE et des anti-inflammatoires de
synthese a éte realise séparément contre les enzymes. L’alcool monoterpénique oxygéné est le composé
qui a présenté les meilleurs scores d’affinité. En définitive, les résultats obtenus laissent entrevoir,
éventuellement, de nouvelles perspectives d’application pharmaceutique de I’essence dans la

prévention-traitement des pathologies inflammatoires cutanées.

Mots-clés : Huile essentielle; Antifongique naturel; Anti-inflammatoire topique ; Docking

moléculaire ; Monoterpenes oxygénés.



ABSTRACT

The aim of this study consists in valuing the essential oil (EO) in aromatherapy. The in vitro
antimicrobial screening of EO was carried out against five reference strains, in comparison with
antibiotics. Using the agar diffusion method, Staphylococcus aureus was strongly inhibited by EO with
a diameter of inhibitory zone (DI1Z), followed by Aspergillus niger and Bacillus subtilis. In the vapor
phase (disc volatilization assay), EO strongly inhibited the growth of a fungal strain (A. niger) with a
followed by S. aureus. The in vivo topical anti-inflammatory effect of EO was evaluated through the
xylene-induced ear edema and using different doses, in comparison with a nonsteroidal anti-
inflammatory. These in vivo promising findings encouraged us to perform an in silico docking to
establish and understand ligand-protein interactions. Molecular docking between the major terpenes
presents in EO and anti-inflammatory drugs was carried out separately against enzymes. Oxygenated
monoterpene alcohol presented the best binding affinity scores. Finally, current findings suggest new
prospects for the pharmaceutical application of the EO in the prevention-treatment of skin

inflammations.

Keywords: Essential oil; Natural Antifungal; anti-inflammatory; Molecular docking; Oxygenated

monoterpenes.
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INTRODUCTION

La thérapeutique des pathologies humaines se base principalement sur I’usage des médicaments
de synthese. A titre d’exemple, la principale indication des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
est I'inflammation en bloquant la formation des prostaglandines. D’autres médicaments tels que les
antibiotiques (ATB) perturbent la flore intestinale, qu’ils détruisent de maniére plus ou moins accentuée.

Cela peut provoquer des maux de ventre, des diarrhées ou des ballonnements (Dahmani et al., 2016).

Partant de ce constat amer, les scientifiques recherchent et explorent, depuis de nombreuses années dans
I’industrie pharmaceutique, de nouvelles substances ou molécules bioactives permettant de traiter les

infections microbiennes et les pathologies inflammatoires.

Le regne végétal est une source présumée inépuisable d’une immense variété de médicaments potentiels,
tout en étant accessible, y compris dans les pays en voie de développement (Kaloustian et Hadji-
Minaglou, 2013).

Dans le contexte socio-économique des pays en voie de développement comme I’ Algérie, I’étude des
PAM en genéral peut aboutir a I’obtention de nouvelles réponses thérapeutiques adéquates et de faibles

prix.

De nombreuses études traitent des propriétés pharmacologiques de I’essence aromatique de cette plante
aromatique, qu’elles soient citées dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés ou encore présentées
lors des congres d’aromatheérapie scientifique (Lis-Balchin, 2012 ; Prusinowska et Smigielski, 2014 ;
Diass et al., 2021). Utilisée pour ses vertus médicinales, notamment cicatrisante et anxiolytique,
I’essence de cette plante n’en a pas moins des propriétés antitussives et expectorantes, vasodilatatrices
et analgésique, et vermifuges (Nikfarjam et al., 2013 ; Couic-Marinier et al., 2014 ; Yaghoobi et al.,
2016 ; Lobstein et Couic-Marinier, 2017).
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De ce fait, I’objectif assigné a notre travail consiste a asseoir, in vitro, le pouvoir antimicrobien de la
fraction aromatique, et ce en utilisant deux méthodes complémentaires (aromatogramme et
microatmospheére) vis-a-vis de différentes souches microbiennes de référence. Enfin, un docking
moléculaire in silico sera abordée entre les composes terpéniques présents dans I’HE et des anti-

inflammatoires de synthése séparément contre les sites actifs des protéines enzymatiques.

Page 2 of 40



Chapitre 1

ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE




Chapitre 1 : Etude Bibliographique

1.1. Definition et étiologie de la réaction inflammatoire
L'inflammation est la premiére réponse défensive du corps définie par les signes cardinaux rougeur et
gonflement avec chaleur et douleur et ayant pour réle d’éliminer I’agent agresseur et de permettre au

plus vite la réparation des tissus. Elle permet donc de maintenir I’intégrité du « soi ».

La réaction inflammatoire peut étre déclenchée par des :

= [Infections ou contaminations par des micro-organismes (bactérie, virus, parasites, champignons);

= Agents physiques : traumatisme, chaleur, froid, radiations;

= Agents chimiques : caustiques, toxines, venin;

= Corps étrangers : exogenes ou endogenes;

= Défaut de vascularisation: réaction inflammatoire secondaire a une nécrose par ischémie;

= Agression dysimmunitaire (anomalie de la réponse immunitaire, allergies, auto-immunité) (Lacavé-
Lapalun, 2013).

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des stimuli nocifs telle
qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation fine, généralement bénéfique,
elle conduit a I’élimination d’éventuels pathogénes et au retour a I’homéostasie du tissu 1ésé (Nathan,
2002 ; Barton, 2008). Alors que I’aspect négatif de I’inflammation intervient quand cette derniére se

pérennise et devient une inflammation chronique (Weill et al., 2003).

Le déroulement d'une réaction inflammatoire présente des caractéres morphologiques genéraux et des
mécanismes communs. Néanmoins, les différentes étapes présentent des variations liées a la nature de
I'agent pathogene, I'organe ou elle se déroule, le terrain physiologique de I'héte : tous ces éléments
conditionnent l'intensité, la durée de la réaction inflammatoire et I'aspect lésionnel (Rousselet, 2005 ;
Sugimoto et al., 2019).
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1.2. Inflammation aigue

Elle comporte trois phases et est illustrée dans la figure 1.1.

1.2.1. Phase vasculo-excudative

Elle se traduit cliniquement par les quatre signes cardinaux classiques de lI'inflammation aigué: rougeur,
chaleur, tuméfaction, douleur. Elle comporte trois phénomeénes : une congestion active, un oedeme
inflammatoire (I'exsudat), une diapédese leucocytaire (Rousselet et al., 2005).

Cette phase est declenchée par I’activation des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, suivie
d’une vasodilatation des vaisseaux, entrainant une augmentation de I’apport sanguin. Survient ensuite
un cedeme inflammatoire permettant I’apport des moyens de défenses jusqu’a la Iésion et I’initiation du

foyer inflammatoire.

» Congestion active
Il s'agit d'une modification du calibre vasculaire qui apparait trés rapidement, aprés une bréve
vasoconstriction, et consiste en une vasodilatation artériolaire puis capillaire dans la zone atteinte.
Localement, il en résulte une augmentation de l'apport sanguin et un ralentissement du courant

circulatoire.

» (Edéme inflammatoire
Il s'agit du passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses d'un liquide appelé exsudat
fait d'eau et de protéines plasmatiques. Sa traduction clinique est un gonflement des tissus qui, en
comprimant des terminaisons nerveuses, est responsable de la douleur (également provoquée par certains
médiateurs chimiques). Sa traduction microscopique est un aspect pale, peu colorable et distendu du

tissu conjonctif.

> Diapédese leucocytaire
C'est la migration des leucocytes en dehors de la microcirculation et leur accumulation dans le foyer
lesionnel. Elle intéresse d'abord les polynucléaires (pendant les 6 a 24 premieres heures), puis un peu
plus tard (en 24 a 48 heures) les monocytes et les lymphocytes. Il s'agit d'une traversée active des parois

vasculaires. (Toussaints et al., 2003 ; Rousselet et al.,2005).

1.2.2. Phase cellulaire
Elle se caractérise par la formation du granulome inflammatoire ou tissu de granulation (Rousselet et
al., 2005). Les phénomeénes vasculo-exsudatifs initiaux permettent I'arrivée dans le foyer inflammatoire

des leucocytes. Les premiers arrivés sur place (environ 6 h) sont les polynucléaires.
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L’ afflux des cellules fait que celles-ci vont d’abord se marginaliser sur le site de I’agression environ 30
minutes. C’est a ce moment qu’on pourra constater « in situ » la présence de polynucléaires neutrophiles,
lesquelles sont plaqués le long des cellules endothéliales de I’endroit concerné. Ces cellules vont
traverser la paroi, grace a de nombreux facteurs attractants comme I’IL8 (cytokines), et LTB4 (réle
chimiotactique pour les leucocytes sur le site inflammatoire). Ces cellules vont en effet ingérer les
éléments lesés. Cette fonction n’est pas simple.

1.2.3. Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépend du degré des lésions tissulaires. En effet, dans les
conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les polynucléaires neutrophiles, et
les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaires sont phagocytés par les macrophages. Les
macrophages vont alors sécreter des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation

et de régénération tissulaire (Weill et Batteux, 2003).

oDiIatatinn des tapilaires——'-wg_:.' m"s
- - et diffusion du plasma ——‘G:
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- cnue SRR

Nuutmphlle\’ @
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Figure 1.1. Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins

(in Lambrecht et Hammad, 2010).
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La réparation peut aboutir a une restitution intégrale du tissu : il ne persiste alors plus aucune trace de
I'agression initiale et de I'inflammation qui a suivi. Cette évolution tres favorable est observée lors
d’agression limitée, bréve, peu destructrice dans un tissu capable de régenération cellulaire (Rousselet
et al., 2005).

1.3. Inflammation chronique

Morphologiquement, l'inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes,
macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire chronique
peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou années). Elle est considérée comme étre
causé par I’engagement persistant des réponses de I’immunité innée et acquise. La persistance de la
réaction inflammatoire et la perturbation de son contréle physiologique conduisent a la chronicité de

I’inflammation (Serhan et al., 2010).

L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui impliquent
I'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui vont spécifiqguement
entrainer l'adhesion des lymphocytes et des monocytes, et permettent leur transmigration dans le

compartiment extravasculaire.

1.4. Cellules inflammatoires et médiateurs inflammatoires

1.4.1 Cellules de I’'inflammation

Les cellules de I'inflammation comprennent les lymphocytes, les cellules phagocytaires (polynucléaires
principalement neutrophiles et monocytes), les mastocytes et les polynucléaires basophiles, les
éosinophiles et les fibroblastes (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1. Différentes cellules inflammatoires intervenant au cours de la réponse inflammatoire
(Botting et Botting, 2000 ; Rankin, 2004).

Type cellulaire Fonction dans I’inflammation

Neutrophiles  Migrent vers le tissu extravasculaire, ont des propriétés phagocytaires et sont activés

par des chimio-attracteurs dans le site de I’agression.

Mastocytes  Cellules phagocytaires, résidentes dans les tissus de connections et dans les
muqueuses.  Libérent de  médiateurs inflammatoires  (essentiellement

anaphylactiques).

Plaquettes  Sources initiales de médiateurs inflammatoires et interviennent aussi dans la cascade

de coagulation.

Monocytes  Se différentient en macrophages tissulaires, dans le foie et les poumons ou ils
peuvent y survivre pendant des années. Ce sont de puissants phagocytes, ils sont
impliqués dans la présentation de I’antigéne aux lymphocytes T et B et dans la

libération des médiateurs inflammatoires.

Fibroblastes  Cellules ubiquitaires et principales du tissu conjonctif ; elles interviennent dans la
production de la matrice extracellulaire qui offre une résistance mecanique aux
cellules. lls produisent au cours de la réaction inflammatoire des enzymes de

destruction de la matrice : collagénases, gélatinases, cathepsines, sérine protéases.

Lymphocytes Deux types de lymphocytes impliqués dans I’inflammation : lymphocytes T qui se
différentient dans le thymus, et lymphocytes B acquiérent leur maturation dans la
moelle osseuse. lls interviennent dans les mécanismes de I’'immunité mais ils

participant & la réaction inflammatoire par la production de différentes cytokines

1.4.2. Médiateurs de I’inflammation

La réponse inflammatoire provoque la libération de divers médiateurs inflammatoires. Ces médiateurs
affectent le développement et la résolution de I’inflammation en agissant sur les différentes cellules
impliquées dans la réaction inflammatoire (Rankin, 2004). Le tableau 1.2 résume I’origine et les effets

des plus importants médiateurs de I’inflammation.
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Tableau 1.2. Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le développement
de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004 ; Abdulkhaleq et al., 2018).

Médiateurs Origines Effets

Histamine Mastocytes, basophiles, Assure la vasodilatation, augmente la
éosinophiles et plaquettes  perméabilité vasculaire, induit I’expression des
molécules d’adhésion sur I’endothélium

vasculaire.

Sérotonine Mastocytes et plaquettes ~ Augmente la permeabilité vasculaire, dilate les

capillaires et stimule la contraction musculaire.

Prostaglandine Essentiellement par les Vasodilatation, renforce I’action de I’histamine,
leucocytes augmente la sensitivité des neurones et est

responsable de la douleur.

1.5. Traitement de I’inflammation

La therapie anti-inflammatoire est destinée a contréler I’excés de réaction spécifique des tissus et a eviter
la transformation de la phase aigué de I’inflammation en phase chronique. Le traitement des anomalies
inflammatoires se fait par des molécules de type anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) ou stéroidien
(AIS) (corticoides) qui sont des médicaments tres utilisés mais dont les effets secondaires sont parfois

graves (Muster, 2005 ; Haley et von Recum, 2019).

1.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les AINS sont les produits les plus fréquemment utilisés pour traiter I’inflammation. Ils sont définis
comme étant la classe de médicaments qui possede les mémes propriétés pharmacologiques (anti-
inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques) de I’acide acétylsalicylique (Aspirine). Le traitement par
les AINS provoque I’inhibition de la voie du COX (cyclo-oxygénase, enzyme permet la formation des
prostaglandines a partir de I'acide arachidonique’) (Figure 2.1) et, par conseéquent, la réduction de la

production des prostaglandines et la diminution de la perméabilité vasculaire (Lullman et al., 2001).
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AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens ; COX-1 : cyclo-oxygénase 1 ; COX-2 : cyclo-oxygénase 2 ;
PG : prostaglandine ; Tx : thromboxane.

Figure 1.2. Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroidiens
(Brandstatter et al., 2010).

1.5.2. Anti-inflammatoire stéroidiens (AIS)

Les AIS constituent une vaste famille de médicaments dérivés de cortisol, principalement les
glucocorticoides. Ils sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire, qui résulte
de leur capacité d’action sur la majeure partie des cellules impliqués dans la réaction inflammatoire et

sur la synthese de nombreux meédiateurs de I’inflammation (Muster, 2005).
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Chapitre 2 : MATERIEL & METHODES

2.1. Matériel

2.1.1. Huile essentielle

Nous avons acheté I’huile essentielle d’une société spécialisée dans la distillation des huiles. L’essence
aromatique a été conservée dans des flacons stériles teintés a 4°C et a I’abri de I’air et de la lumiére,

pendant toute la durée de notre travail.

2.1.2. Animaux de Laboratoire

Tous ces animaux de laboratoire ont été stabulés dans des cages en plastique, a une température
ambiante, un taux d’humidité et un éclairage avec un régime alimentaire de granulés d’origine ONAB,
de I’eau de maniere ad-libitum. L expérimentation a porté sur des souris saines et adultes et misent a

jeun 18 heures avant les expériences.

2.1.3. Souches bactériennes et fongiques

Les activités antibactérienne et antifongique ont éte évaluées sur des souches bactériennes ATCC
(Tableau 2.1) et isolats fongiques de référence. Toutes les souches microbiennes ont été identifiées au
niveau du Laboratoire de Microbiologie.

Tableau 2.1. Souches microbiennes utilisées dans le screening antimicrobien in vitro.

Souches microbiennes Famille

Bactéries a Gram —

Escherichia coli Enterobacteriaceae

Bactéries @ Gram +

Staphylococcus aureus Pseudomonadaceae

Souches fongiques

Candida albicans Cryptococcaceae
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2.1.4. Milieux de cultures et réactifs

Nous avons utilisé des milieux de culture solides, en I’occurrence la gélose Muller-Hinton (MH) pour
les bactéries et la gélose Sabouraud-Chloramphénicol (SAB) pour les champignons. Un disque a eté
utilise comme contr6le positif pour les espéces bactériennes. Et concernant les souches fongiques, nous

avons utilisé une solution comme contrdle positif.

2.2 Méthodes

2.2.2. Evaluation du pouvoir antibactérien et antifongique de I'huile essentielle

2.2.2.1. Aromatogramme

Dans cette méthode (Figure 2.1), nous avons utilise des disques de 9 mm de diametre imprégnés d’une
quantité d’HE. Le disque sera déposé au centre d’une boite contenant un milieu gélosé préalablement
ensemencé. L’évaluation du pouvoir antibactérien et antifongique est identique a celui de
I'antibiogramme. L’huile aromatique diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un
gradient de concentration. A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance se traduit par un halo
translucide autour du disque et dont le diametre de la zone d’inhibition (DZI) est mesuré et exprimé en

millimétres (mm).

2.2.2.2. Microatmospheére
La différence entre cette technique et I’aromatogramme réside dans la position du disque imprégné en
HE (Figure 2.1).

Geloze Muealler Thmion
I I EISEEICEE & 1] e
I L I.'l— Boile de pein
TRTVETS

Incubabion

!

| _— Développement microbien

Figure 2.1. lllustration de la méthode de microatmosphere (images.google.com).
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Le disque imprégné en HE sera déposé sur couvercle de la boite de Pétri et n’est donc plus en contact
avec le milieu gélose. La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a I’étuve dans les mémes
conditions citées précédemment. A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit

par une zone translucide sur la gélose de contour plus ou moins nette, a tendance circulaire.

2.2.3. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire topique in vivo

2.2.3.1. Principe
Le pouvoir anti-inflammatoire locale de I’huile aromatique a été évalué in vivo sur des souris de souche
NMRI. L’cedéme a été provoqué au niveau des oreilles de chaque souris, par application d’une solution

comme agent irritant. La méthodologie suivie est celle décrite par Hosseinzadeh et Younesi (2002).

1VV.2.3.2. Déroulement de I’essai

Nous avons constitué 9 lots contenant chacun 2 souris. Les différents traitements ont été administrés aux
souris par voie locale auriculaire. Ces lots sont répartis de la facon suivante :

- Lot du Contrdle + recevra une quantité d’un gel dermique anti-inflammatoire non stéroidien ;

- Lot du Contr6le négatif recevra une quantité de 20 puL d’huile d’amande douce ;

- Lot Témoin ou aucun traitement n’a été appliqué.

Tous les animaux ont été sacrifiés par une forte dose de I’éther et des pieces circulaires, de 5 mm de

diametre, ont été coupées et retirées des oreilles traitées et non traitées.

1V.2.3.3 Etude Statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne * Ecart-Moyen. La signification statistique a été déterminée au
moyen du test d'analyse de variance a sens unique (ANOVA) suivi par le test post-hoc de Tukey pour
comparaison par paire. Une p < 0,05 a été considérée comme différence significative.
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2.2.4. Evaluation de I’effet anti-inflammatoire in silico (Docking moléculaire)

La partie in silico de notre travail s’est axée sur I’étude des différentes interactions entre le site actif de

deux enzymes, les composés majoritaires et caractéristiques de I’HE en comparaison avec de plusieurs

médicaments anti-inflammatoires.

Les ligands ont été entrés dans Open Babel et soumis a des réductions d’énergie. Les produits ont été
convertis au format PDBQT. Ensuite, la boite de grille a été formée avec des dimensions spécifiques

(X=22,87, Y=22,03 et Z=—60,85). Plusieurs complexes amarres ont été obtenus et évalués sur la base de

valeurs énergétiques. Enfin, les interactions ont été visualisées.
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Chapitre 3 : RESULTATS & DISCUSSION

3.1. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle in vitro

3.1.1. Activité antimicrobienne en aromatogramme

L’activité antimicrobienne de I’HE a été évaluée par la méthode de diffusion en milieu géelosé, in vitro,
sur plusieurs souches microbiennes ATCC. Les résultats de cette étude antimicrobienne sont rapportés
dans le Tableau 3.1. A noter que le diamétre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul de la zone
d’inhibition.

Tableau 3.1. Screening antimicrobien de I’essence aromatique distillée in vitro.

Aromatogramme Microatmospheére
Quantité HE (uL/disque) ATB ATF

Souches 2 3 4 2 3 4
Souches bactériennes
S. aureus - - 31,33 - - - 42 nd
E. coli - 11+1 12,66 - - - - nd
Souches fongiques
C. albicans - 10+0,57 15,66 - - 32411 nd 20

(-) Aucune zone d’inhibition ; HE : Huile essentielle ; ATB : Antibiotique ; nd : non déterminé.

L'activité antimicrobienne de I’essence aromatique a été effectué en utilisant la technique de diffusion
en milieu gélosé (aromatogramme) avec I’application de différents volumes et ce vis-a-vis de plusieurs
souches microbiennes de référence (ATCC). A la dose la plus faible. En utilisant la dose la plus élevee,

c’est la souche de S. aureus qui a été le plus fortement inhibée, suivie par A. niger.

Une étude comparative a été faite avec un antibiotique de large spectre de la famille des
diaminopyrimidines et qui a révéele que la bactérie a Gram + (S. aureus) est le germe le plus sensible,
suivi par B. subtilis et E. coli. Pour les deux souches fongiques (C. albicans), un antifongique a large

spectre de la classe des allylamine a été utilisé dans I’optique de comparer son action avec celle de I’HE.
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Ainsi une étude publiée en 2014 par Yaps et son équipe dans la revue «Journal of Applied
Microbiology » a permis de démontrer I’efficacité de I’HE utilisée en synergie avec un traitement

antibiotique sur une souche multi-résistante (Yaps et al., 2014).

En outre et dans la méme etude, il a été décrit que le I’'HE peut augmenter I’activité phagocytaire et
modifier la prolifération bactérienne intracellulaire dans les macrophages humains en augmentant la

production d’espéces réactives de I’oxygéne en cas d’infection a Staphylococcus aureus.

Une étude publiée en 2014 par Panahi et son équipe a testé I'efficacité d'une combinaison de gouttes a
base de plantes (Lamigex®) composée d'HE du clou de girofle (Syzygium aromaticum), et du géranium
(Geranium robertianum) dans le soulagement des symptomes de I'otite externe et a comparé ses effets
a ceux de la ciprofloxacine 0,3 % en gouttes (Panahi et al., 2014).

Nos résultats sont en concordance avec ceux de plusieurs travaux antérieurs. Le mécanisme d’action des

extraits aromatiques sur les souches fongiques n’a pas été totalement élucide.

3.1.2. Activité antimicrobienne en microatmosphére

Une seconde méthode complémentaire a celle de I’aromatogramme a été appliquée pour les différentes
souches microbiennes et a consisté a évaluer I’effet inhibiteur de la phase vapeur de I’HE. Les résultats

de ce screening sont rapportés dans le Tableau 3.1.

En revanche, E. coli demeure le germe le plus résistant au pouvoir inhibiteur de I’HE du moment

qu’aucune zone d’inhibition n’a été constatée lors de ce screening.

Par contre et en microatmospheére, I’HE est tres volatile et, de ce fait, aura une bonne diffusion sur une
geélose préalablement ensemencée (Pibiri, 2006 ; Laird et Phillips, 2012). Il faut cependant considérer
ces données avec prudence car ce sont des résultats obtenus en laboratoire et I’application en conditions

réelles soulévent de nombreuses interrogations.
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3.2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
En premier temps, I’activité anti-inflammatoire de I’essence a été effectuée, in vivo. Les résultats de ce

screening anti-inflammatoire, a travers la mesure de la moyenne du poids des oreilles, sont illustrés dans

la figure 3.1.
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HE : Huile essentielle ; AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien ; Contrdle — (sans traitement) ; ns : différence non

significative (p > 0,05) entre tous les lots avec le test ANOVA suivi par un test de comparaison par paire de Tukey.

Figure 3.1. Pouvoir anti-inflammatoire topique de I’essence, en comparaison avec un médicament de

synthese.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire montrent les variations des poids des oreilles. De plus,
aucune différence (p > 0.05) sur le plan statistique, au test de Tukey de comparaison par paires (Annexe
2), n’a été enregistrée entre tous les traitements, ce qui suggeére que cet examen macroscopique ne peut

objectif que s’il sera suivi par une étude histologique et/ou immuno-histochimique.

D’un point de vue physiopathologique, I’état inflammatoire tissulaire est souvent marquée par une
suractivation des macrophages responsables de la production de plusieurs médiateurs pro-

inflammatoires (Medzhitov, 2008).
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Une autre étude récente, publiée en 2018 par Cardia et son équipe dans la revue « Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine », a évalué I'effet de I’application topique de I’HE sur la

réponse inflammatoire aigué (Cardiaa et al., 2018).

Bien que dans une moindre étendue, d’autres especes également montré un potentiel anti-inflammatoire.

Par exemple, la fraction éthanolique a montré des effets inhibiteurs in silico (Shaikh et al., 2014).
Les extraits éthanoliques et aqueux inhibaient I’cedeme de I’oreille chez la souris (Sosa et al., 2005) et
I’extrait hydroalcoolique exercaient des effets anti-inflammatoires sur un modéle animal de colite induite

par TNBS (Antoniou et coll., 2016).

Les constituants présents dans I’huile essentielle s’oxydent lorsqu’ils sont exposés a I’air et peuvent

provoquer une irritation de la peau (Hagvall et al., 2008).

3.4. Activité anti-inflammatoire in silico par docking moléculaire

3.4.1. Energie d’interaction et affinité

Les études d’amarrage des composés terpéniques présents dans I’HE et des anti-inflammatoires de
synthese ont été réalisées separément contre les protéines afin de trouver les affinités de liaison de ces
ligands contre les protéines.

Les valeurs énergétiques prédites pour les protéines sont énumérées dans Tableau 3.2. A noter que nous

avons rapporté uniquement les 5 ligands qui ont donné le meilleur score (ayant I’affinité de liaison la

plus faible).
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Tableau 3.2. Résultats du docking moléculaire et des différentes interactions entre ligands.

Nom du ligand Acides aminés  Distances Catégories Types
(A)
Liaison H
TYR355 Hydrogéne conventionnelle
LEU352
ILE523
ALA527 2,94414
2,22774
pinéol 2,28017 Hydrophobe
LEU352 2,16708
ILE523 3,42083
ALA527 3,99456 Alkyl
PHE518 3,46545 Hydrophobe  Pi-Alkyl
LEU352 5,31011
ILE523 3,97147
ALA527 2,24149
LEU352 1,16308 Alkyl
Pi-Alkyl
3,73278
3,19791
3,42905
LEU352
TYR355
TYR385
Myr TRP387 Hydrophobe
5,06255
5,41081
5,17858
VAL116
LEU93
LEU112
Acétate TRP100 Pi-Alkyl
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Les différentes interactions obtenues entre les ligands présentant le meilleur score et le site actif sont
illustrées dans la Figure 3.3.

Figure 3.3. Structures 3D des interactions entre les 5 meilleurs ligands avec le site actif.
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Concernant le récepteur protéique, les résultats de cet amarrage sont consignés dans le Tableau 3.3. A
noter que nous avons rapporté uniquement les 5 ligands qui ont donné le meilleur score. Et d’un point
de vue interactions, le alpha est impliqué dans différents types de liaison avec le site actif ou nous avons
note la présence de deux liaisons hydrogeénes, ainsi que la présence de plusieurs liaisons hydrophobes

avec différents acides aminés.

Tableau 3.3. Résultats du docking moléculaire et des différentes interactions entre ligands.

Nom du ligand Acides Distances Catégories Types
aminés (A)

4,03246 Liaison H conventionnelle
5,00198 Liaison H

LEU352

LEU384 Alkyl

TYR385

a-Ter TRP387 Hydrophobe Pi-Alkyl

4,20142
3,89146
4,45729
6,28467

MET522 Alkyl

TRP387

TRP387

Acétate PHES518 Pi-Alkyl

1,14522
3,38537

ALA527 Alkyl
2,85932
2,2364
2,24546

Alkyl
Linalool Hydrophobe
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Ala527

Leu352

Figure 3.4. Structure 3D des différentes interactions ligand avec le site actif.
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Les résultats prometteurs de I’inhibition in vitro de I’inflammation topique de I’essence aromatique nous
ont encouragés a effectuer des études d’amarrage moléculaire pour établir et comprendre les interactions

ligand-protéine.

La protéine joue un role important dans la coagulation et la protection de la paroi de I’estomac. Elle est
fabriquée localement en cas d’inflammation et est directement responsable de I’apparition de la douleur.
Cette différence structurelle rend les inhibiteurs accessibles pour le site actif. D'autres différences dans

la structure apportent des changements qui se traduisent par un site actif légerement agrandi.

L’amarrage moléculaire permet donc d’explorer un ensemble de conformations d’un ou plusieurs
ligands dans le site de fixation de la cible afin de classer dans un second temps les ligands selon leur

capacité a interagir dans la cavité d’intérét.
Le processus d’un projet de cible biologique a la découverte d’un nouveau médicament peut prendre en

moyenne 10 ans ou plus, et la chimie computationnelle vient avec une excellente direction dans la

planification rationnelle des medicaments.

Page 26 of 40



CONCLUSION

La thérapeutique des pathologies humaines se base principalement sur I’usage des médicaments de

synthese.

Produites comme métabolites secondaires par les plantes aromatiques, les huiles essentielles sont
toujours utilisées comme substances aromatiques en parfumeries, en industrie cosmétique et comme

agents antimicrobiens en médecine alternative.

L’objectif assigné a ce travail était I’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’essence in vitro sur
des souches bactérienne et mycéliennes de référence. En aromatogramme, I’huile a démontré un pouvoir
fongistatique intéressant, particulierement a forte dose. Aussi, une action inhibitrice dose-dépendante a
été remarquée. Le méme constat a été rapporté en utilisant la technique de micro-atmospheére ou la phase

vapeur est aussi douée d’un pouvoir inhibiteur, parfois plus élevé que la phase liquide.

L’ autre volet abordé, lors de cette étude, était la détermination du pouvoir anti-inflammatoire topique de
I’essence in vivo. Les résultats ont établi I’efficacité de I’huile dans la réduction de I’inflammation
topique et la résorption de I’cedéme, particulierement a faible dose, et ce en comparaison avec les

médicaments de synthese.

Les résultats prometteurs de I’inhibition, in vitro, de I’inflammation topique de I’essence aromatique
nous ont encouragés a effectuer des études d’amarrage moléculaire pour établir et comprendre les
interactions ligand-protéine. Cette étude a démontré une grande affinité d’interaction entre les

monoterpenes oxygeénes caracteristiques de I’essence vis-a-vis des enzymes protéiques.

Comme perspectives, il serait intéressant de combiner I’utilisation des métabolites terpeniques avec des
antibiotiques ou antifongiques de synthése. C’est la une nouvelle stratégie pour surmonter les problemes

de résistance et des effets secondaires inhérents aux médicaments synthétiques.
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En définitive, I’objectif premier de notre travail a été atteint puisque nous avons contribué a valoriser la
fraction aromatique en aromathérapie anti-infectieuse ou comme ingrédient actif dans la réduction de
I’inflammation locale. En plus de cet apport thérapeutique, le gain économique ne serait pas négligeable

puis qu’il s’agit de valoriser le patrimoine vegétal de notre pays.
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Annexe 1 =

Techniqgue de coloration « Hématoxyline-Eosine »

Fixation: Doit se faire le plus rapidement possible Par immersion de I’échantillon, dans un volume 5
fois de la piece dans le but de préserver I’organe dans un état aussi proche que possible de I’état vivant

(aspect et structure du tissu). Elle s’oppose a I’autolyse et a la destruction par les microorganismes.

Seau contenant les échantillons dans du formol a 10%

Déshydrations et éclaircissement : Les échantillons seront plongés dans des bains a concentration
croissante d’alcool, suivi de deux bains de xylene pour subir I’éclaircissement, puis dans la paraffine.
La déshydratation sert a éliminer I’eau qui se trouve dans le tissu pour éviter que la paraffine
(hydrophobe) ne soit révulsée.

Arriver au dernier panier, les échantillons sont récupérés pour passer a I’étape de I’enrobage.
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Automate de déshydratation

Inclusion : Elle a pour but d’obtenir un bloc de paraffine contenant notre échantillon solidifie prét pour
étre découper dans le microtome. Les échantillons récupérés du dernier bloc de paraffine sont placés
dans le bac de préchauffage.
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La partie supérieure de la cassette est replacée au-dessus du tissu fixé dans la paraffine et une quantité
de paraffine est ajoutée avec les grilles de la cassette.

Différentes étapes d’inclusion

Coupe au microtome : Les coupes sont réalisées avec un microtome permettant I’obtention de ruban
de 3 a5 um. Les coupes sont disposées sur une lame graveée par les informations de chaque échantillon,
puis séchées a plat sur une plaque chaude 37-65°C.
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Réhydratation : Sert a éliminer la paraffine et réhydratation du tissu pour permettre I’entrée des
colorants. Les lames sont placées dans I’étuve afin d’éliminer I’exces de la paraffine, ensuite elles
sont déparaffinées complétement dans 3 bains de xyléne, puis hydratées graduellement dans 3 bains
d’alcool.

Bains de réhydratation

Coloration Hématoxyline-Eosine (H&E) : pour pouvoir visualiser et identifier les structures
cellulaires. L’hématoxyline basique colore les structures acides en bleu violet, et I’éosine acide colore
les structures cellulaires basiques en rose. Sachant que dans la cellule animale, le noyau présenté par
I’ADN nucléaire est acide donc il va attirer I’hématoxyline et apparait bleu violet, alors que la majorité

des composants cytoplasmiques sont de nature basique et apparaissent en rouge a rose.
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Montage et observation : Montage entre lame et lamelle pour permettre la visualisation et la protection
des coupes, et empécher ainsi I'oxydation des colorants. Les échantillons sont plongés dans 2 bains

d’alcool, ensuite passés dans un bain de xyléne, puits une petite quantité du fixateur Eu-Kit est étalée sur

la lame, avant de pouvoir déposer la lamelle.
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Annexe 2 =

Statistiques = Activité Anti-inflammatoire in vivo

Dose / Analysis of the differences between the categories with a confidence interval of 95%:

Standardized

Contrast Difference difference Critical value
HE vs Control 0,0268 3,3990
0,0200 3,3990
0,0198 3,3990
0,0068 3,3990
0,5782
0,4804
0,4225
0,0088 0,6864 3,3990
Tukey's d critical value: 4,807

Lower bound Upper bound

Category LS means Standard error (95%) (95%)
0,0479
0,0195 0,0347
0,0178
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