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RESUME

L’objectif assigné a notre étude consiste a évaluer les propriétés antibactériennes (in vitro) et anti-
inflammatoires de I’huile essentielle (HE) distillée d’une plante a parfum. Le screening antibactérien de
I’HE a été réalisé par technique de diffusion en milieu gélosé sur 3 souches isolées cliniquement de
prélevements urinaires. En aromatogramme et a faible dose en HE, le diametre de la zone d’inhibition
(DZI) varie. Et a forte dose, Escherichia coli a présenté le DZI le plus élevé, suivie par Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa. Aucune action dos-dépendante n’est a signaler. Et afin de mieux
établir et comprendre les interactions ligand-protéine impliquée dans le processus inflammatoire, un
docking moléculaire, entre les composeés terpéniques présents dans I’HE et des anti-inflammatoires de
synthése, a été réalisé séparément contre les enzymes. L’ester monoterpénique oxygéné (acétate) est le
composé qui a présenté les meilleurs scores d’affinité. Au final, nos résultats prometteurs laissent
entrevoir, éventuellement, de nouvelles perspectives d’application pharmaceutique des extraits

aromatiques en aromatheérapie anti-inflammatoire.

Mots-clés : Activité anti-inflammatoire ; Pharmacognosie ; Huile essentielle ; Docking moléculaire ;

Acétate.



ABSTRACT

The aims of our study were to assess the in vitro antibacterial, in vivo and in silico anti-inflammatory
activities of essential oil (MEO). The in vitro antibacterial effect of MEO was carried out using agar disc
diffusion technique against 3 bacterial strains isolated from urine samples. Using agar diffusion assay,
the diameter of the zone of inhibition (DZI) varies between 22 mm and 24 mm of MEO per disc. And at
high dose, it has been reported that Escherichia coli presented the highest DZI, followed by
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The in silico molecular docking was carried out
between several terpenes detected in MEO and anti-inflammatory drugs separately, in order to better
understand the ligand-protein interactions involved in the inflammatory process. The oxygenated
monoterpene ester (acetate) was found to be the molecule that presented the best energy affinity scores.
Finally, our promising findings suggest new prospects for the pharmaceutical application of plant-

derived essential oil (MEO) in the management of topical inflammatory diseases.

Keywords: Anti-inflammatory effect; Essential oil; Molecular docking; acetate.
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INTRODUCTION

Sur le plan physique, la réaction inflammatoire se caractérise par une rougeur et/ou un gonflement, de
méme qu'une sensation de chaleur ou une douleur. Elle est neanmoins indispensable a I'organisme,
puisque c'est elle qui permet d'éliminer I'agent responsable de I'agression (le cas écheant) et de réparer
les tissus (Dujardin et al., 2010).

Les médicaments de la famille des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont utilisés chaque jour
par des centaines de millions de personnes pour réduire les douleurs articulaires tendineuses ou
musculaires et bien entendu pour réduire les maux de téte. Mais ces AINS générent paradoxalement
beaucoup d’effets secondaires régulierement pointés du doigt sans que pour autant les habitudes de
consommation ou de prescription ne changent (Muster, 2005 ; Fournier et al., 2008 ; MrozovskKi,
2022).

Connue de facon empirique depuis des siécles, leur efficacité anti-infectieuse et thérapeutique a été
scientifiquement démontrée in vitro et in vivo (Goetz et Ghedira, 2012 ; Islam et al., 2016). De
nombreux travaux, essentiellement de laboratoire, sont venus renforcer les résultats des bienfaits
thérapeutiques des HE et expliquer les modes d’actions de certains de leurs composants (De Billerbeck,
2007). Depuis plus d’une vingtaine d’années, une serieuse alternative & la médication de synthese
(Tabari et al., 2019 ; Bouyahya et al., 2019).

Parfois utilisée en cuisine dans les salades ou les desserts, elle fait partie de la pharmacopée universelle.
Depuis I’ Antiquité, elle a toujours été cultivée pour ses usages médicinaux contre les troubles digestifs,
et les tensions nerveuses (Babulka, 2005 ; Shakeri et al., 2016 ; Petrisor et al., 2022).

Des travaux se sont également intéressés a son action dans le traitement des troubles gastro-intestinaux,
de l'anxiété et de l'agitation. Les propriétés de I’HE s’expliquent par la présence de composés actifs a
I’origine présents dans les feuilles et parties aériennes (plante fraiche entiere non fleurie) (Draginic et
al., 2021).
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De ce fait, I’objectif assigné a notre travail consiste a asseoir, in vitro, le pouvoir antibactérien de la
fraction aromatique, en utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé en comparaison avec un
antibiotique. Enfin, un docking moléculaire in silico sera abordé entre les composeés terpeniques présents

dans I’HE et des anti-inflammatoires de synthése separément contre les sites actifs des protéines

enzymatiques.
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BIBLIOGRAPHIQUE




Chapitre 1 : Etude Bibliographique

1.1. Huiles essentielles : historique

Dans le passé, les anciens assimilaient la distillation et I’évaporation, comme des procédés permettant
d’extraire I’esprit de la plante. Cette derniere qualification fait, une fois de plus, référence au concept
d’extraction de la force vitale de la plante. Au cours de la Renaissance, un médecin réformateur suisse,
du nom de Paracelse (1493-1541), donna un sens particulier au terme HE. L’isolation de cet extrait
devrait étre, selon lui, le but de la pharmacie (Garreta, 2007 ; Lardry et Haberkorn, 2007 ; Bardeau,
2009).

La science des HE prit ensuite le large pour gagner I’Europe au cours des croisades durant le X111¢ siécle.
Beaucoup de savants se passionnérent pour la science de la distillation. Les premiéres universités

Européennes furent a I'origine du démarrage de la Pharmacopée.

Durant les siecles qui suivirent, les HE été principalement utilisées pour leurs vertus thérapeutiques et
ne nécessitaient qu’une production minime, ce qui n’est plus le cas de nos jours. Avec Paracelse se
développeérent I'Alchimie et la notion de "Quintessence” des plantes tomba aussit6t dans I'oubli (Gilly,
1997).

Les HE font désormais partie de notre quotidien. Leurs utilisations s’étant géneralisées dans de
nombreux domaines, des industries pharmaceutiques et cosmétiques a I’agro-alimentaire, en passant par
I’aromathérapie et les parfums d’ambiance (Scimeca et Tétau, 2005 ; Anton et Lobstein, 2005 ; Roux,
2008).

1.2. Definition de I’Huile Essentielle
Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés a se solubiliser dans les

graisses par leur caractere hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au parfum, a I’odeur plus

ou moins forte degagée par la plante (Zhiri et Baudoux, 2005 ; Grosjean, 2011).
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Cette définition, basée sur les procédés d’extraction, est restrictive et exclut aussi bien les produits

obtenus par extraction a I’aide de solvants (concrétes et absolues) que ceux obtenus par tout autre

procédé (extraction par fluide supercritique (SFE) et extraction par micro-ondes sans solvant (Solvent
Free Microwave Extraction)) (Figure 1.2) (Roux et Catier, 2007).

vapeur d'eau saturée en

AL
s
= Condenser

composés aromatique | J
=
= s
bl
e & Clamp stand——
remgem' | r=——Separator
serpentin a Essential oil |
eau Aqueous phase—@ﬂ |
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- 7 = ———
 —
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., e
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vapeur d'eau recondensé

Figure 1.1. Procédé d’entrainement a la vapeur d’eau dansun  Figure 1.2. Procédé d’extraction
alambic. assistée par micro-ondes
(Tranetal., 2018).

Pour certains auteurs (Roux et Catier, 2007), il est important de distinguer HE et essence ; cette derniere

est une sécrétion naturelle élaborée par I’organisme vegétal, contenue dans divers types d’organes

producteurs, variable selon la partie de la plante considérée.

1.3. Types des huiles essentielles
Au niveau commercial, différents types d’HE existent (AFSSAPS, 2008) :

HE déterpénée, partiellement ou totalement privée des hydrocarbures monoterpéniques ;
HE rectifiée, ayant subi une distillation fractionnée afin de supprimer des composants toxiques ;

HE privée de « X », ayant subi une séparation partielle ou totale d’un composant « X », par un moyen

physique.
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1.4. Localisation et rendement

Les HE sont des sécrétions naturelles élaborees par le végeétal et contenues dans les cellules ou parties
de la plante comme celles des fleurs (rose), sommités fleuries (lavande), feuilles (citronnelle), écorces
(cannelier), racines (iris), ou graines (muscade). Pour certaines HE comme celles de lavande ou de sauge,

c’est la plante entiére qui est utilisée (Parthasarathy et al., 2008).

Seules les parties secrétrices ou les plus concentrées de la plante sont récoltées a la période de rendement
optimum : avant la floraison (menthes), et apres celle-ci (plantes a graines) ou encore apres la rosée du

matin (fleurs fragiles) (Sallé, 1991).

Figure 1.3. Poche sécrétrice de la feuille de rue.  Figure 1.4. Dessin schématique d’un trichome
(ep : épiderme ; hyp : hypoderme ; he : huile glandulaire sphérique des Lamiaceae.
essentielle; ac : cellules chlorophyliennes) b : cellules basales ; ¢ : cellules sécrétrices ; sc :

cavité sous-cuticulaire ; o : HE.

Les HE sont produits dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des
structures histologiques ou glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et recouvertes d’une
cuticule (Bruneton, 1999 ; Anton et Lobstein, 2005 ; Festy, 2009).

Le rendement le plus faible est observé pour I’iris qui demande environ 4 kg de poudre pour obtenir 1 g
d’absolue, ce qui explique le tarif exorbitant de cette huile (Gilly, 1997 ; Bardeau, 2009).
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1.5. Biosynthése et composition chimique

Leur masse moléculaire, relativement faible, leur confere un caractére volatil a la base des propriétés

olfactives.

La majorité des constituants des HE appartiennent, de fagon quasi-exclusive, a deux groupes caractérisés

par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (Figure 1.5). Actuellement, plus de 3000 constituants ont été

isolés a partir des essences (Bruneton, 1999 ; Baser et Buchbauer, 2010).

Terpenes
Monoterpenes Sesquiterpenes

o-Pinene Limoncne Sabinene P-cymene  y-Terpinene B-Caryophyllene
Terpenoids

Monoterpenoids

H
Linalool OH
P OH

Citronellal Thymol Carvacrol Carvone Borneol
Pheny Ipropanmds
CH30 O
> <
o S
Cinnamaldehyde Eugenol Safrole
Vanillin
Others
N T
/\/ p +
Allyl-isothiocyanate Allicin

Figure 1.5. Quelques composés chimiques retrouvés dans les huiles essentielles (Burt, 2004).
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1.6. Toxicité
Les risques allergiques dépendent bien évidemment du terrain allergique du patient, chacun est unique
face a ce genre de phénomene. Il est donc important de toujours réaliser un test allergique au creux du

coude lors d’une utilisation d’une nouvelle HE.

De plus, un usage prolongé des huiles favorise I’apparition d’un phénomeéne allergique, c’est pourquoi
il est important de réaliser des pauses dans leur utilisation. Des irritations cutanées et des allergies ont

été décrites chez des professionnels utilisant des produits pour massage a base d’HE.

Parmi ces molécules, on parle notamment des cétones monoterpéniques comme la menthone, la carvone,
la verbénone, le camphre. Cette molécule reconnaissable par son parfum boisé, pourra causer des

dommages au niveau des reins si elle est assimilée sur de longues périodes.

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits
phytopharmaceutiques, celle des HE est moins investiguée (Roux et Catier, 2007 ; Bruneton, 1999 ;
Pibiri, 2005 ; Martini, 2011).

1.7. Domaines d’utilisation des Huiles essentielles

La composition chimique des HE leur confére aussi bien des propriétés odorantes qu’antimicrobiennes.

Ces caractéristiques offrent des exploitations dans de nombreux domaines.

1.7.1. Aromathérapie

1.7.1.1. Définition de I’aromathérapie

Les HE et les essences extraites des plantes odoriférantes, qui possedent des vertus médicinales, sont
administrées par les différentes voies compatibles avec leur nature huileuse ». L’aromathérapie est donc
moins "douce" qu’il n’y parait. Les HE différent des antibiotiques qui sont, par définition, des substances

mortes, hostiles a la vie et perturbatrices des métabolismes vitaux (Baudoux, 2000).

1.7.1.2. Intérét de I’aromathérapie

Deux récepteurs offrent un abord évident quant a la puissance des huiles : la peau et les sphéres oto-
rhino laryngologique et broncho-pulmonaire. Cette efficacité est due au fait qu’elles contiennent plus de
20 molécules actives différentes, tandis que dans le médicament de synthese, on ne peut évaluer les

interactions de plus de trois molécules.
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Beaucoup soulageront diverses douleurs (action anticancéreuse, anti-inflammatoire, antalgique et
antispasmodique). Certaines possédent des propriétés stimulantes et ré-équilibrantes de grandes

fonctions : de la digestion et de la circulation (Zhiri et Baudoux, 2005 ; Goetz, 2007).

Mais il serait dommage de restreindre I’utilisation des HE sur le plan physique et de ne voir en elles

qu’une action moléculaire (Festy, 2009).

1.7.2. Aéro-ionisation et désinfection des ambiances

Etant volatiles, les HE sont utilisées en tant qu’agents de préservation pour le contrdle de I’hygiéne de
I’air des systemes de climatisation (De Billerbeck et al., 2002 ; Pibiri, 2005).

Bien conduite, la diffusion atmosphérique devient un procédé idéal visant a la protection et a la
prévention contre les infections nosocomiales et les pathologies hivernales. Cependant, il est important
de souligner que I’on ne doit jamais diffuser des HE en continu, ce qui aurait pour effet de saturer
I’atmosphére en molécules aromatiques, en le rendant irritant pour les muqueuses des bronches, voire

potentiellement toxique (Pibiri, 2005).

1.7.3. Industrie agro-alimentaire

Cette application, déja bien développée, se renforce ces derniéres années grace a des décisions de
sécurité importantes. De plus, la tendance actuelle a consommer du « naturel » pousse les industriels a
utiliser, de plus en plus, les HE en tant qu’additifs aromatisants. Dans ce contexte, les HE constituent,
une fois de plus, une voie d’intérét et de recherche (Zaika, 1988; Burt, 2004 ; Fisher et Phillips, 2008).

A titre d’exemple, le secteur des boissons gazeuses s’avére un gros consommateur d’HE. Aussi, les
fabricants d’aliments préparés en utilisent, de plus en plus, car le consommateur recherche davantage

les produits avec des ingrédients naturels (Holley et Patel, 2005).

1.7.4. Parfumerie et cosmétologie
De méme, certains constituants chimiques isolés a partir d’HE peuvent faire I’objet de transformations
chimiques donnant naissance a de nouvelles odeurs. Ainsi, a partir de I’eugénol tiré de I’essence de

girofle, on aboutira a I’isogénol qui a une odeur d’ceillet (AFSSAPS, 2008).
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C’est le cas du « 1,8-cinéol » connu commercialement sous le nom d’eucalyptol, principal constituant

de la majorité des HE d’Eucalyptus.
Toutefois, dans le cas ou la substance utilisée fait partie de la liste des molécules identifiées comme étant

susceptibles d’entrainer des réactions allergiques, telles que le citral, ou le linalool, sa dénomination
chimique doit étre inscrite parmi la liste des ingrédients (AFSSAPS, 2008).
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Chapitre 2 : MATERIEL & METHODES

2.1. Matériel

2.1.1. Huile essentielle
L’HE a été fournie par I’entreprise spéecialisée dans la distillation des huiles. L’HE a été extraite a partir
de la partie aérienne fraiche de la plante. L’essence aromatique a été conservee dans des flacons stériles

teintés a 4°C et a I’abri de I’air et de la lumiere.

2.1.2. Animaux de laboratoire

Nous avons utilisé des souris, de sexe méale avec un poids qui varie entre 20-28 g.

Tous ces animaux de laboratoire ont eté 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 maniére ad-libitum.

2.1.3. Souches bactériennes

Le pouvoir antibactérien a été évalué sur des souches bactériennes isolées des patients, et identifiées
dans un laboratoire d’analyses médicales privé. Des bactéries a Gram — (Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa) et une bactérie a Gram + (Staphylococcus aureus) ont été identifiées en

utilisant une galerie biochimique.

2.1.4. Milieux de cultures et réactifs
Au cours de notre étude microbiologique, nous avons utilisé des milieux de culture solides pour les

bactéries. Un disque de d’antibiotique a été utilise comme contrdle positif pour les espéces bactériennes.

2.2 Méthodes

2.2.1. Evaluation du pouvoir antibactérien par aromatogramme

Dans cette méthode (Figure 3.1), nous avons utilisé des disques stériles, de 6 mm de diamétre, imprégnes
avec des quantités croissantes en HE. Le disque sera déposé au centre d’une boite contenant un milieu
gélosé préalablement ensemencé. L’évaluation du pouvoir antibactérien est identique a celui de

I'antibiogramme.
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Figure 2.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé (aromatogramme).

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

2.2.2.2. Déroulement de I’essai

Nous avons constitué des lots contenants chacun 3 souris (Figure 2.2). Les différents traitements ont été

appliqués aux souris par voie locale auriculaire. Ces lots sont répartis de la fagon suivante :

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

Un second lot Contrdle + qui recevra une quantité d’une pommade contenant comme principe actif
un anti-inflammatoire stéroidien ;

Lot du Contréle négatif recevra une quantité d’huile d’amande.

Lot Témoin ou aucun traitement n’a été appliqué.
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Figure 2.2. Constitution des différents lots des souris (Originale, 2022).

2.2.2.3 Etude Statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne * Ecart-Moyen. La signification statistique a été estimée a I’aide
du test d'analyse de variance a sens unique (ANOVA), suivi par le test de comparaison par paire de
Tukey. Une valeur p < 0,05 a été considérée comme différence significative.

2.2.3. Evaluation de I’effet anti-inflammatoire in silico (Docking moléculaire)

La partie in silico de notre étude s’est focalisée sur I’étude des différentes interactions entre le site actif
de deux protéines enzymatiques impliquées dans le processus inflammatoire, ainsi que les composés
majoritaires et caractéristiques de I’'HE (Figure 2.5) référencés dans la littérature scientifique
(Allahverdiyev et al., 2004 ; Babulkaet al., 2005 ; Hancianu et al., 2008 ; Moradkhani et al., 2010 ;
Bounihi et al., 2013 ; Abdellatif et al., 2014 ; Abdel-Naime et al., 2019 ; Petrisor et al., 2022), en

comparaison avec de plusieurs médicaments anti-inflammatoires.
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Figure 2.5. Structure chimique 2D de quelques ligands téléchargés de la base de données PubChem.

Figure 2.6. Structure tridimensionnelle téléchargées de la base PDB.
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Les molécules d’eau et les inhibiteurs déja amarrés ainsi que chaines peptidiques supplémentaires ont
été supprimés de la protéine, et qui sera par la suite convertie au format PDBQT. Les ligands (structure
3D) ont été téléchargés de la base des données nommée PubChem (https://pubchem.com). Plusieurs

complexes amarrés ont été obtenus et évalués sur la base de valeurs énergetiques et comparés

séparément. Enfin, les interactions ont été visualisées (Figure 2.7).
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Figure 2.7. Différentes étapes du docking moléculaire multiple in silico.
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Chapitre 3 : RESULTATS & DISCUSSION

3.1. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle in vitro

L’activité antimicrobienne de I’HE a été évaluée par la méthode de diffusion en milieu géelosé, in vitro,
sur plusieurs 3 souches bactériennes incriminées dans les infections urinaires. Les résultats de cette étude
antimicrobienne sont rapportés dans le Tableau 3.1. A noter que le diametre du disque (6 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
Quantité HE (pL/disque) ATB
Souches bactériennes 1 5 10
S. aureus - - - 6
P. aeruginosa 12 17 - 6
E. coli 1 15 14 6

HE : Huile essentielle ; ATB : Antibiotique.

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 3 souches

microbiennes isolées des urines des patients.

Plusieurs études se sont intéressées aux propriétés anti-infectieuses de I’HE (Abdellatif et al., 2014 ;
Astani).

Les micro-organismes cibles sont considérés comme appartenant a des souches pathogenes humaines
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Salmonella enterica) et a un agent pathogéne d’origine alimentaire commun (Listeria monocytogenes).
L’huile a montré une forte activité contre toutes les souches testées avec des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) tres faibles. Les zones d’inhibition variaient entre (17 et 18 mm) pour les bactéries a
Gram positif et (14-21 mm) pour les bactéries pathogenes a Gram négatif.

Généralement, les huiles essentielles sont plus actives contre les bactéries a Gram positif que contre les

bactéries a Gram negatif.
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La plante posséde des propriétés antimicrobiennes contre certaines souches bactériennes et fongiques
(notamment candida albicans, staphylocoque aureus, listeria monocytogenes), ce qui provoque I’arrét

de leur prolifération (Hancianu et al., 2008).

Dans I’ensemble, les échantillons testés ont démontré des puissances inhibitrices variables contre S.
aureus et Pseudomonas aeruginosa avec des CMI comprises entre 1,65 et 191,40 ug/mL, alors
gu’aucune action antibactérienne n’a été enregistrée contre Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae.

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, sont présentes dans la Figure

3.1.

0,08 ~ ns

0,07 -
0,06 -
Huile Végétale Bet 0.05%

0,05 -

0,04 - T

Poids des oreilles (g)

0,03 -

0,02 -

HE

0,01 -

o Qutliers(1)

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 les médicaments de

synthese.
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De plus, aucune différence (p > 0.05) sur le plan statistique (Annexe 2), au test de Tukey de comparaison
par paires, n’a été enregistrée entre tous les traitements, ce qui suggére que cet examen macroscopique
ne peut objectif. En outre, le nombre d’animaux utilisé pour chaque lot (3) est faible, ne pouvant pas

suggerer une réelle exactitude des résultats.

Dans I’cedeme expérimental induit par un traumatisme chez le rat, I’extrait a également été réduit et
inhibé de maniére significative (p < 0,001) I’cedeme dans les différentes phases de la réponse

inflammatoire.

Celaindique que I’extrait de cette herbe aromatique a une activité anti-inflammatoire importante pouvant

étre en relation avec I’inhibition de la libération des médiateurs inflammatoires (Bounihi et al., 2013).

L utilisation d’herbes aromatiques pour soulager la douleur a une longue histoire dans le monde de la
médecine. Le fait que I’HE ait des propriétés anti-inflammatoires soutient I’utilisation traditionnelle de
cette herbe dans le traitement de nombreuses maladies associées a I’inflammation ou a la douleur
(Bounihi et al., 2013).

De cette fagon, I’utilisation traditionnelle de I’'HE est absolument justifiée dans le traitement des
maladies inflammatoires (Zarei et al., 2015).

Fait intéressant, plusieurs travaux de recherche ont démontre I’activité anti-inflammatoire des huiles
essentielles et/ou de leurs constituants, soulignant leur capacité a piéger les radicaux libres, & moduler
le métabolisme de I’acide arachidonique et la production de cytokines ainsi que I’expression de génes

pro-inflammatoires (Miguel, 2010; de Lavor et al., 2018).

Si certaines huiles sont capables d’inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le
facteur de nécrose tumorale (TNF-a), certaines d’entre elles, leurs principaux composants (citral,
géraniol et citronellol), peuvent également supprimer les réponses d’adhésion aux neutrophiles induites
par le TNF-a (Abe et al., 2003).

Plusieurs composants phénoliques présents se sont révélés bénéfiques dans des modeéles animaux de
myocardite, tels que les flavonoides quercétine, luteoline et apigénine, car ils modulent la réponse
immunitaire, diminuent I’inflammation et peuvent par la suite supprimer le remodelage des tissus
cardiaques, ce qui se produit dans la cardiomyopathie caractéristique de la phase chronique de la
myocardite (Milenkovi¢ et al., 2010; Zhang et al., 2016; Wu et al., 2020).
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D’aprés I’étude de Zarei et al. (2014), la plante active les enzymes qui décomposent les acides gras et
semble étre capable de traiter la stéatose hépatique. De plus, elle exerce un effet anti-inflammatoire en

diminuant I’activité des cytokines inflammatoires (Kim et al., 2017).

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
synthése ont éte réaliseées separément contre les protéines afin de trouver les affinités de liaison de ces
ligands contre les protéines. Les valeurs énergetiques prédites pour les protéines sont énumeérées 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).

D'apres les résultats obtenus, il apparait clairement que I’acétate de géranyle, un composeé de la famille
des esters monoterpéniques oxygeénes, a présenté le meilleur score d’affinité, suivi par les deux anti-
inflammatoires étudiés qui ont présenté un score d’affinité. Deux autres composés de la famille des
sesquiterpénes hydrocarbonées ont présenté aussi des meilleurs scores avec des valeurs. Par ailleurs,
I’acétate est impliqué dans des liaisons H avec I’Aspartate et la Cystéine, et dans des liaisons

hydrophobiques avec plusieurs acides aminés (Cystéine Arginine et Cysteine).
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Tableau 3.2. Résultats du docking moléculaire et des différentes interactions entre ligands.

LIGAND Pubchem Acide Aminé Distance Catégorie Type de
ID A Liaison
SER154
ASP158
ASN34, ASP158 Liaison H
ASN34 4,2359
>492 5,04353
5,40332
5,63333
ASP158 4,85733
ARG374 Liaison H
ASN375
ASN375
ARG374 Electrostatique
, VAL145 Hydrophobe Pi-Sigma
cel 2002 prEw2 / Pi-Sulfur
6,43268 Hydrophobe Alkyl
6,66854 Alkyl
6,35906 Alkyl
VAL145 6,71503 Pi-Alkyl
ASP158 Liaison H Liaison
H
CYS36 Alkyl
CYS47 Alkyl
CYS47 Alkyl
Acétate 91750110 PRO153
PRO153 4,04609
5,18631
4,42772
4,50651
ARG157 4,52885 Pi-Alkyl
CYS36
CYS36
CYS47
PRO153 Alkyl
92313 3,39972 Alkyl
4,59806 Alkyl
2,32613 Alkyl
2,19833 Alkyl
PRO156 2,40488 Alkyl
\ ILE89 Alkyl
Gene D 5317570~ Eunts Hydrophobe Alkyl

Page 23 of 40



Les différentes interactions obtenues entre les ligands présentant le meilleur score et le site actif de la
sont illustrées dans la Figure 3.3.

3D

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, I’acétate de géranyle est impliqué dans différents types de liaison avec
le site actif ou nous avons noté la présence de plusieurs liaisons hydrophobes avec différents acides
aminés (Sérine, Tryptophane, Méthionine, Glycine, Cystéine) (Figure 3.4).

En outre et pour le méme compose, des liaisons H ont eté établies avec d’autres acides aminés (Sérine,
Tryptophane) du site actif de I’enzyme. Le ligand est I’AINS qui a éetabli le plus d’interaction avec le

site actif avec la présence des liaisons hydrogene, hydrophobe et halogéne entre différents acides aminés.

Pour cette étude, les structures cristallines des complexes enzymatiques des deux enzymes avec un

cocristal (http://www.pdb.org) ont été choisies comme cible protéique utilisée pour I’étude d’amarrage

moléculaire.

A noter que ces deux protéines enzymatiques présentent une grande ressemblance, mais ont des
fonctions légerement différentes. La différence majeure entre la structure est une substitution de ILE par
VAL. 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 Iégérement agrandi.

Au stade actuel des connaissances, dans lequel les sites de liaison pour des inhibiteurs spécifiques des
enzymes ont déja été décrits et la structure protéique tridimensionnelle de ces enzymes est clairement
établie, I’utilisation de techniques modernes de modélisation moléculaire devrait permettre de trier de

nouveaux composes de haute affinité et spécificite.
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Tableau 3.3. Résultats du docking moléculaire et des différentes interactions entre ligands.

LIGAND Affinité de Acide Aminé Distance Catégorie Type de
liaison liaison
(kcal/mol)
Bétamét 3,58342 Liaison H Liaison carbone-
hydrogéne
PRO156
2,11538 Liaison H; Liaison carbone-
Halogéne hydrogéne
1,88321
2,83036
2,64458
2,51179
PHE371 Liaison H; Carbone-H;
Halogéne Halogéne (fluor)
Liaison H
LYS532
SER121 Halogéne
SER121
497143 Pi-Pi T-shaped
4,185 Alkyl
5,33808 Alkyl
5,099 Hydrophobe  ~pi_Ajky1
5,08984
4,38191
4,63898
Acétate SER49
TRP323 Liaison H
MET48 Carbone-
2,63318 hydrogéne
5,13692
4,6805
5,04307
5,15636
PRO153
PRO156 Pi-Alkyl
Gamma PRO153
PRO153
5,32643
4,32877 Alkyl
4,82096 Alkyl
sodique 2,36804 Hydrogene
2,14143 classique
CYS47 Liaison H
GLN327
CYS47 H Pi-Donneur
PRO156 Pi-Alkyl
4,63042 Pi-Alkyl
4,29614 Pi-Alkyl
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Phe367

Figure 3.4. Structure 3D des différentes interactions ligand avec le site actif.
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Les analyses mathématiques accompagnent les études in silico afin de permettre la réduction des codts
et du temps pour obtenir des résultats positifs, en observant les structures moléculaires et leurs affinités

possibles.

Dans ce contexte, I’un des principaux types d’études en cours par la communauté scientifique est I’étude
in silico et in vivo des inhibiteurs des processus inflammatoires pour la recherche de nouvelles molécules

sélectives.

L’ester monoterpénique oxygeéne s’est distingué pour sa meilleure affinité pour le site catalytique. Dans
le méme sillage, Goncalves et al. (2012) ont démontré que I'HE de Thapsia minor et son constituant
principal, I'acétate, inhibaient de maniere significative la production d'oxyde nitrique induite par le LPS,
démontrant des propriétés anti-inflammatoires in vitro, & une concentration qui n'affectait pas la viabilité

des cellules de mammiferes, telles que les macrophages et les kératinocytes.

En outre, une étude a révélé que l'acétate est doué de propriétés anti-inflammatoires, donnant une
puissante inhibition de la réponse inflammatoire cutanée (Pérez et al., 2011). Malheureusement, en
raison du nombre limité d'études sur I'acetate, la recherche dans ce domaine en est a ses débuts, avec

seulement des études précliniques in vitro ou des expérimentations animales.
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CONCLUSION

La thérapeutique des pathologies humaines se base principalement sur I’usage des médicaments de
synthese. En aromathérapie scientifique, il s’agit de mettre en valeur les propriétés pharmacologiques

des PAM en s’appuyant sur leurs profils chimiques.

L’ objectif assigné a ce travail était I’évaluation de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle
distillée, in vitro, sur des souches bactériennes isolées des infections humaines urinaires. Cependant,
aucune conclusion ne peut étre dégagee de notre résultat eu egard du manque de répétition et de la

gamme restreinte de souches utilisées.

L’autre volet abordé, lors de cette étude, était la détermination du pouvoir anti-inflammatoire de
I’essence in vivo. Les résultats ont établi I’efficacité de I’essence aromatique dans la réduction de

I’inflammation, et ce en comparaison avec les deux médicaments de synthese.

Cette étude a démontré une grande affinité d’interaction entre les monoterpenes oxygenés,
particulierement I’acétate de géranyle, une ester terpénique caractéristique de I’essence vis-a-vis des

enzymes.

Dans ce contexte, I’un des principaux types d’études en cours par la communauté scientifique est I’étude
in silico des inhibiteurs des processus inflammatoires pour la recherche de nouvelles molécules

sélectives pouvant inhiber un récepteur protéique.

Comme perspectives, il serait intéressant d’apprécier les actions antimicrobienne et anti-inflammatoire
de cette huile aromatique, en comparaison avec les antibiotiques et/ou anti-inflammatoires de synthése,

afin de dégager des conclusions sur les possibles effets synergie-antagonisme.
Par ailleurs, élargir la gamme des micro-organismes testés sera aussi un autre créneau de recherche a

privilégier, en testant I’effet inhibiteur de I’huile aromatique ou de ses composés majoritaires et

minoritaires sur des germes multi-résistants.
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La cytotoxicité de ces molécules devra également étre explorée sur cultures cellulaires, avant d’étre

évaluée in vivo.
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ANNEXES




Annexe 1 :

Coloration histologique Hématoxyline-Eosine

Mode opératoire : Pour réaliser I’étude histologique, nous avons fait une technique de base qui
comporte plusieurs étapes : fixation, inclusion en paraffine, confection de coupes et colorations.

e Fixation : Nous avons fixé les pieces d’oreilles des six lots dans un volume de formol (10%), Cette
étape est indispensable pour conserver la morphologie cellulaire, elle doit étre immédiate ou au moins
tres rapidement débutée apres I’obtention du prélévement.

e Imprégnation et inclusion : Nous avons déposé les prélevements ayant achevés leur fixation dans
des cassettes en plastiques. Ces étapes sont automatisées dans des appareils a inclusion. L’étape finale
de I’inclusion est manuelle et consiste a réorienter convenablement le fragment tissulaire dans le sens de

la coupe dans un moule de paraffine.

Mode opératoire de I’automate Leika

Station Réactifs Temps

01 Formol 01h
02 Alcool 70% 02h
03 Alcool 80% 02h
04 Alcool 95% 02h
05 Alcool 100% | 02h
06 Alcool 100%  02h
07 Alcool 100% | 02h
08 Xylene 02h
09 Xylene 02h
10 Xylene 02h
11 Paraffine 02h
12 Paraffine 02h
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Inclusion manuelle du tissu dans un moule de paraffine

A gauche : orientation des préléevements dans la paraffine. A droite : refroidissement de la paraffine.
e Coupes et colorations: Le bloc solide de paraffine contenant le tissu de I’oreille est coupé grace a
un microtome, les coupes de 3 a 5 microns d’épaisseur sont étalées sur des lames.

Ces étapes sont automatisées dans des appareils a coloration.

Mode opératoire de I’automate de coloration

Station | Réactifs Temps
01 Xylene 20 min
02 Alcool 100% 1 min
03 Alcool 95% 30 sec
04 Alcool 70% 30 sec
05 Eau ringage 10 min
06 Hématoxyline | 2 min
07 Eau ringage 5 min
08 Ammoniac 15 sec
09 Eau ringage 5 min
10 Eosin 5 min
11 Eau ringage 10 min
12 Alcool 30 sec
13 Xylene 20 min
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e Montage : Le montage a pour but de protéger nos échantillons contre la dégradation chimique des
colorants qui s'oxyde facilement a l'air libre et de faciliter ainsi leurs examens microscopiques. Cette

étape est suivie par le séchage des lames & une température ambiante.

e L'observation et lecture : un délai d'attente est observé apres le montage des lames pour permettre
le séchage de ces derniers, puis I'observation microscopique des coupes histologiques a été accomplie.

Automate de déshydratation
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Annexe 2

Statistiques = Activité Anti-inflammatoire in vivo

Contrast Difference Standardized difference Critical value
0,0145
0,0073
1,4915 3,0417
LOT3vsLOT 1 0,5620 3,0417
LOT3vs LOT5S 0,1945 3,0417
0,0008
LOT 4vs LOT 6 0,0107
Tukey's d critical value: 4,3016
Category LS means Standard error Lower bound (95%)
0,0285
0,0255
0,0358 0,0247
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