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RESUME

L’objectif de notre travail consiste a évaluer, in vivo, le pouvoir d’une préparation galénique contenant
des extraits phytochimiques comme ingrédient actif, a différentes doses, et ce en comparaison avec un
contréle positif tels que les médicaments de synthése. Les différents traitements ont été appliqués
quotidiennement, complétés par un examen histologique.

Aussi, le pouvoir des extraits phytochimiques a été étudié in vivo via la technique d’induction chez les
animaux de laboratoire en I’occurrence des souris. Cette activité a eté aussi confirmée, a échelle
tissulaire, par une étude histologique qui a révélé que les lots d’animaux traités avec des doses faibles
en extrait phytochimique naturel ont présenté le meilleur effet, en comparaison avec le médicament de
référence pris comme controle négatif.

Ces résultats prometteurs de I’inhibition in vivo topique nous ont encouragés a effectuer des études
d’amarrage ou simulation moléculaire, pour établir et comprendre les différentes interactions ligand-
protéine.

La simulation de I’affinité entre les composés terpéniques présents dans les extraits phytochimiques et
les médicaments de synthése a été réalisé séparément contre une enzyme comme récepteur. Le
médicament a présenté la plus grande affinité pour le site actif avec une énergie de liaison la plus faible,
suivi par un ester monoterpénique avec une énergie faible.

En définitive, les résultats obtenus laissent entrevoir de nouvelles perspectives d’application
pharmaceutique des extraits phytochimiques naturels comme un ingrédient actif ou encore comme

biomolécules actives.

Mots-clés : Activités biologiques; Extraits aromatiques ; Inflammation locale; Distillation ;
Pharmacocinétique et pharmacodynamique.



ABSTRACT

The objective of our work is to evaluate the efficacy of a galenic preparation or formulation containing
phytochemical extracts as the active ingredient at different doses, compared to a positive control such as
synthetic drugs. The different treatments were applied daily and complemented by histological
examination.

Furthermore, the efficacy of phytochemical extracts was studied in vivo using the induction technique
in laboratory animals, specifically mice. This activity was also confirmed at the tissue level by
histological study, which revealed that the groups of animals treated with low doses of natural
phytochemical extract showed the best effect compared to the reference drug used as a negative control.
These promising results of topical in vivo inhibition encouraged us to conduct docking or molecular
simulation studies to establish and understand the different ligand-protein interactions and the binding
energies.

The simulation of affinity between the terpene compounds present in the phytochemical extracts and
synthetic drugs was separately performed against an enzyme as the receptor. The drug showed the
highest affinity for the active site with the lowest binding energy, followed by a monoterpene ester with
low energy.

In conclusion, the obtained results suggest new prospects for the pharmaceutical application of natural
phytochemical extracts and their characteristic compounds as an active ingredient or as active

biomolecules.

Keywords: Biological activities; Aromatic extracts; Local inflammation; Distillation; Pharmacokinetics

and pharmacodynamics.
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INTRODUCTION

Certains médicaments, en particulier a fortes doses ou lors d'une utilisation prolongée, peuvent
augmenter le risque d'accidents cardiovasculaires tels que les crises cardiaques et les accidents
vasculaires cérébraux. Les médicaments peuvent affecter la fonction rénale et entrainer une rétention
d'eau, une augmentation de la pression artérielle et des problémes rénaux tels que I'insuffisance (Ulinski
et Bensman, 2004).

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
pathologies inflammatoires. En outre et face au probléme soulevé, depuis plusieurs décennies, par les
effets indésirables des médicaments conventionnelles et les interactions médicamenteuses, une
alternative a I’'usage de ces médicaments synthétiques des molécules (Goetz et Ghedira, 2012 ; Zhang
et al., 2020).

Le secteur de production des extraits connait, ces derniers temps, un essor rapide. Cette évolution est
due essentiellement a la forte demande mondiale pour les produits naturels, au hombre croissant des

utilisateurs et, enfin, a la diversité des domaines de valorisation (Bessah and Benyoussef, 2015).

En outre, 1’étude de ces extraits naturels est toujours d’une brilante actualité malgré son ancienneté et
les développements exponentiels de domaines tels que la pharmacognosie et la pharmacie galénique.
Depuis, I’utilisation des extraits naturels s’est développée jusqu’a devenir, depuis plus d’une vingtaine

d’années, une sérieuse alternative a la médication de synthése.

Parmi les produits naturels qui sont largement utilisées pour leurs vertus thérapeutiques, nous pouvons
citer les especes appartenant a la famille des lamiacées. Cette famille regroupe la plupart des plantes
aromatiques et condimentaires de la région méditerranéenne. Elle est une importante source d'extraits
naturels, d'infusion et antiseptiques naturels pour I'aromathérapie, la parfumerie, I'industrie des
cosmétiques qui les exploitent pour leurs propriétes (Nieto, 2017 ; Festy, 2018 ; Ramos da Silva et al.,
2021).



L’objectif assigné a notre travail consiste a évaluer, in vivo, le pouvoir pharmacologique et regénérant
d’une préparation galénique topique de type émulsion contenant les extraits végétaux comme ingrédient

actif, a deux doses différentes, sur des animaux de laboratoire, et ce en comparaison avec un contréle
positif.



Chapitre 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Reaction inflammatoire

La fonction principale de I'inflammation est de résoudre I'infection ou de réparer les dommages et de
revenir a un état d'homeostasie intrinseque. Ainsi, la réponse inflammatoire idéale est rapide (Barton,
2008 ; Zeghal, Sahnoun, 2013).

Ce processus comprend :

e Des phénomenes genéraux, exprimés biologiqguement par le syndrome inflammatoire et
cliniqguement de fagon variable, le plus souvent par de la fiévre et éventuellement une altération de
I’état général.

e Les tissus épithéliaux n'ont pas de réle actif dans le déroulement de la réaction inflammatoire mais
ils peuvent étre altérés par I'agression qui déclenche I'inflammation, puis étre réparés au cours de la

phase terminale de l'inflammation (Calvino, 2021).

La réaction inflammatoire est une défense non spécifique et complexe de 1’organisme (tissus vivants et
vascularises) contre des agressions endogénes (cellules tumorales) ou exogenes (envahisseurs
microbiens, lésions tissulaires et traumatismes chirurgicaux) (Serhan et Savill, 2005) s’accompagne par
une succession d’événements clés permettant 1’acheminement des différentes leucocytes (Figure 1.1)

(Ben-Baruch, 2006).

On distingue I'inflammation aigué et chronique. Le premier cas est un phénomene physiologique qui se

déroule sur une courte période.

Cette derniére est caractérisée par une perméabilité vasculaire accrue et persistante, une sécrétion
inappropriée de cytokines inflammatoires par les cellules stromales et les leucocytes résidents, une
activation persistante des leucocytes avec une sécrétion de protéines lytiques (Ru Raymondjean,
2007)).
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Figure 1.1. Schéma bilan de la réaction. (google.images.fr)

1.2. Causes et acteurs de la réaction inflammatoire
Les causes de I’inflammation sont multiples (Dujardin et al., 2010). Nous pouvons citer les :
e Facteurs physiques :
e Facteurs chimiques :
e Facteurs trophiques :
e Facteurs biologiques :

e Facteurs dysimmunitaires :

A noter que les microorganismes infectieux ne constituent qu’une partie des causes de 1’inflammation

et qu’une réaction.



Et parmi les acteurs impliqués dans la réaction inflammatoire, nous pouvons citer :
- Les cellules représentées en premier par les polynucléaires neutrophiles avec parfois les
éosinophiles et ou les mastocytes, puis les monocytes, les macrophages et les lymphocytes,
(Tableau 1.1).

Tableau 1.1. Différentes cellules intervenant dans la réaction inflammatoire.

Type de cellule  Différentiel (%0) Fonction basique
Neutrophiles 40-75 Migrer dans le tissu extravasculaire.
Eosinophiles 1-6 Migrer a travers le sang dans les tissus extravasculaires et y
survivre.
Basophiles -1 Ils sont morphologiquement similaires aux mastocytes. Ils

peuvent se déplacer.

Monocytes 2-10 Se différencient en macrophages une fois dans la circulation
sanguine.
Lymphocytes 20-45 Les deux principaux lymphocytes.

- Les histamines sont produites lors de la dégranulation des mastocytes et se lient a des récepteurs
retrouvés au niveau des capillaires et des veines. Ses effets sont nombreux, entrainant une dilatation des
artérioles et augmentation de la perméabilité des veinules, une constriction des arteres (Zeghal,
Sahnoun, 2013).

- Parmi les médiateurs chimiques, il y a les prostaglandines et les leucotriénes qui sont des médiateurs
lipidiques interviennent dans les processus inflammatoires aigus (Bertin et Vergne-Salle, 2019 ;
Karleskind, 2016).

1.3. Différentes phases de I’inflammation aigue
L’inflammation aigue est la réponse immédiate de 1’organisme a un agent pathogéne (Terheyden et al.,

2014).

1.3.1. Phase vasculaire (réaction vasculo-exsudative)

Quelques secondes apparaissent la rougeur associee a la douleur qui est attribuée a la congestion. Il s’agit
d’une modification du calibre vasculaire qui apparait trés rapidement, apres une bréve vasoconstriction,
et consiste a une vasodilatation artériolaire (Figure 1.2) (Weill et Batteux, 2003 ; Zeghal et Sahnoun,
2013).



Ce liquide (exsudat) est riche en médiateurs inflammatoires, anticorps, composants du complément et
en différentes protéines plasmatiques. Le passage de 1’exsudat riche en médiateurs (Figure 1.3 et 1.4)

(Calvino, 2021).
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Figure 1.3. Exsudat : Matrice lache et tres claire (#) Figure 1.4. Alvéolite cedémateuse. La
dissociant les fibres de collagene (*) et quelques lumiere des alvéoles pulmonaires est comblée
leucocytes. (fleches).

(Sociéte Francaise d'Anatomie Normale et Pathologique, 2022)

1.3.2. Phase cellulaire
L’afflux des cellules, fait que celles-ci vont d’abord se marginaliser sur le site de 1’agression (Figure 1.5,
1.6 et 1.7). Ces cellules vont traverser la paroi, grace a de nombreux facteurs (Weill et Batteux, 2003 ;

Raymondjean, 2007).
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Figure 1.5. Principales étapes de I'extravasation

Figure 1.6. Diapédese. Figure 1.7. Tissu.

(Société Francaise d'Anatomie Normale et Pathologique, 2022)

1.3.3. Phase de résolution
Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de
cicatrisation et de régénération tissulaire pour le retour a un état physiologique. Les macrophages vont

participer a I’angiogenése, mais ce sont surtout les fibrocytes (Figure 1.8) Calvino, 2021).

—7 —



\
! L
- ]
. . y  a
- .
y » -
) .
.
. .
" *»
' 1
. \" oY
- . O
-
.
. W
. “
“w .

Figure 1.8. Bourgeon.

(Societé Francgaise d'Anatomie Normale et Pathologique, 2022)

1.2. Cicatrisation

La cicatrisation est le processus naturel par lequel I'organisme répare les tissus endommagés. Elle se
décompose en plusieurs phases (Laverdet et al., 2018) :

La coagulation : immédiatement apres la blessure, des petits caillots de fibrine se forment afin.

L'inflammation : elle débute quelques minutes aprés la lésion et dure environ 3 a 4 jours.

- Lamaturation : la cicatrice atteint sa maturité vers la fin du processus.



Chapitre 2
MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel

2.1. Matériel végétal étudié

Les extraits phytochimiques ont été fournies par la société de production des produits naturels. Les
extraits naturels ont été extraites a partir de la partie aérienne dans des alambics par technique d’eau sous
pression.

Les plantes ont été récoltées de la région de Ain defla. Nous avons conserve ces extraits naturels dans

des flacons.

2.2. Réactifs et produits chimiques
Plusieurs réactifs et produits chimiques ont été utilisés pour mener a bien notre expérimentation animale

et les tests.

2.3. Animaux de Laboratoire

En ce qui concerne 1’évaluation des propriétés topiques in vivo, nous avons utilisé des souris (Mus
musculus) de la race NMRI, avec un poids variant entre 28-38 g. 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 1’eau de maniére ad-libitum.

2.2. Méthodes

2.2.1. Evaluation de P’activité topique in vivo

2.2.1.1. Principe
Le pouvoir locale des extraits phytochimiques naturels a été évalué in vivo sur des souris de souche
NMRI.

2.2.1.2. Déroulement de ’essai
Nous avons constitué plusieurs lots contenants chacun 3 souris. Les différents traitements ont été

administrés aux souris de la fagon suivante :



- Lot du Controle +;

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

- Lots Essai recevra une application des extraits différentes concentrations ;
- Lot du Contréle négatif recevra une quantité de 20 uL d’huile.

- Lot qui recevra I’agent phlogogéne.

Aprés I’écoulement d’une période estimé a 4 heures, tous les animaux ont été sacrifiés. Ces pieces ont
¢été pesées et conservées immédiatement dans du formol a 10% pour 1’étude histologique au niveau du

laboratoire anatomie pathologique.

2.2.1.3. Etude anatomopathologique

Afin de confirmer I’activité topique des HE a 1’échelle cellulaire, des coupes ont été réalisées sur des
piéces circulaires des oreilles droites et gauches coupées précédemment. La coloration effectuée était
celle de la procédure de Martoja et Martoja-Pierson (1967). L’observation a été accomplie par

microscopie photonique aux grossissements x4, x10 et x40.

2.2.2. Evaluation de Pactivité in vivo

2.2.2.1. Préparation galénique

Les ingrédients utilisés lors des formulations des émulsions hydrophiles sont consignés dans le tableau

2.1.

Tableau 2.1. Composition de la creme dermique.

Ingrédients Concentration (%)

Phase Huileuse (25-35%)

- Huile végétale 1-20

- Cire 1-12

- Extrait phytochimique 0,5-4
Phase Aqueuse (60-70%o)

- Eau distillée 20-90

- Glycérine 2-7

2.2.2.2. Evaluation de I’activité in vivo

— 10 —



- Objectif :
Il consiste en I’application du produit a tester, et d’un produit de référence.
Ce test a été réalisé in vivo chez des souris Les applications se feront quotidiennement jusqu’a
I”¢épithélialisation compléte.
- un groupe recevant un médicament de référence.

- un groupe traité uniquement par I'excipient.

- Méthodologie :
Chaque animal est placé dans une cage et recevra de la nourriture granulée et de I'eau durant tout le

traitement jusqu'a la fin de I’expérimentation animale.

Figure 2.1. Etapes du test.

Enfin, le produit a tester sera appliquée en réalisant un massage local.
2.2.2.3. Coupes histologiques

Afin de confirmer I’effet et distinguer les différentes étapes d’épithélialisation, des coupes histologiques

(Martoja et Martoja-Pierson, 1967) (Annexe 1).

_—11 —



2.2.3. Etude du pouvoir in silico

Ce travail a été mené afin de mettre en exergue ’efficacité des composés présents dans les extraits
phytochimiques naturels dans 1’inhibition du site actif ainsi qu’une meilleure compréhension des
mécanismes d’action. De plus, certains paramétres de toxicité ont été prédits et ce pour tous les ligands

testés.

2.2.3.1. Structures des ligands
Nous avons utilisé six molécules détectées majoritairement dans 1’extrait phytochimique de la et deux

médicaments sélectifs.

Célécoxib

Cl H ONa
N

Cl

Diclofénac de sodium

Figure 2.2. Structure chimique des différents composes testes.
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Tableau 2.2. Ligands testés in silico.

ID Formule PM SMILES
chimique
26632 Ci7H14F3N3O 381 CC1=CC=CCCC(CCC=C1l)C2=CC(
2S =NN2C3=CC=C(C=C3C)S(=0)(=0
IN)C(F)(F)F
303343 CuHpCIbNN 318 C1=CC=C(C(=CCC1l)CCCC(=0)[O
a02 -])NC2=C(C=CC=C2CI)CCI.[Na+]

SMILES = Simplified molecular input line entry specification ; PM = Poids moléculaire (g/mole); ID =

Identifiant.

Toutes les molécules ont été téléchargees sous format SDF du site  PubChem
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).

2.2.3.2. Structure et préparation
La structure 3D de I’enzyme a été téléchargée de la base de données protéique PDB

(https://www.rcsb.org/structure/) sous le format PDB. La structure de cette enzyme (Figure 2.3) a été

préparée a I’aide du logiciel (Figure 2.4), ainsi que la chaine B (Figure 2.5) et, a la fin, la détermination
du site (Figure 2.6).

Figure 2.3. Structure de la protéine téléchargée.
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https://www.rcsb.org/structure/5F19

Figure 2.5. Structure préparée par le logiciel. Figure 2.6. Localisation du site actif.

2.2.3.3. Simulation de I’affinité
C’est une technique de modélisation informatique utilisée pour prédire la maniére dont une petite

molécule, telle qu'un médicament ou un composeé terpénique, peut se lier a une protéine cible. Le but du
est de prédire la structure 3D du complexe protéine-ligand de prédire la force et la nature (Dallakyan et

Olson, 2015).

2.2.3.4. Génération d’un modéle

La génération d'un modéle est un processus qui vise a identifier les caractéristiques moléculaires clés
qui sont nécessaires pour qu'un composé interagisse avec une cible biologique spécifique (Wolber et
al., 2008). Cela peut inclure des groupes, des noyaux, des interactions hydrophobes ou des liaisons
hydrogéne.
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2.2.4. Etude Statistique

La signification statistique a été déterminée au moyen du test d'analyse de variance a sens unique
(ANOVA) suivi par le test post-hoc pour comparaison par paire. Une p < 0,05 a été considérée comme
différence significative.
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Chapitre 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Composition chimique

A la lecture des résultats comparatifs rapportés dans la littérature concernant 1’extrait végeétal, il s’est
averé que la composition chimique de cette derniére a été étudiée dans différentes régions avec des
résultats variables selon plusieurs facteurs (Tableau 3.1) (De Oliveira Hashimoto et al., 2016 ; Abdel-
et al., 2018).

Tableau 3.1. Variabilité de la composition.

Equipes Sun  Samber Samber Samber Benabdalla
h

Composés

B-Pinéne 0,5 0,1 12,8 12,8 12,8 1,6

Limoneéne 1,8 3,3 0,5 1 0,8 3

neomenthol 9,3 54 0,5 0,2 0,2

a-Terpinéol 0,2 0,2 0,5 0,2 0,4

$Pipéritone 2,3 3,3 0,6 0,2 0,4

S-Caryophylléne 0,2 0,2 0,2 54 0,4

3.2. Pouvoir topique des in vivo

Nous nous sommes assignés comme objectif 1’étude de I’activité topique des deux extraits via la
réduction. Les résultats de ce test sont rapportés par la mesure du poids sont consignés dans la figure 3.1
et le tableau 3.2.
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Figure 3.1. Résultats du pouvoir topique en comparaison avec les contréles positif et négatif.

Les résultats de I’activité montrent les variations des poids des différents essais (contrdles positifs et
HE), en comparaison avec le contréle négatif. En revanche, nous avons noté une grande masse (0,0090
+0,0035 g) et qui demeure trés hautement significative (p <0.001). En plus, le contréle positif a présenté
une trés faible réduction avec une différence (p > 0.05) aux autres lots traités par les extraits
phytochimiques.

Tableau 3.2. Taux de réduction dans différents lots traités.

Moyenne * écart type % inhibition

0,0057 + 0,0311 B¢ 345
0,005 + 0,0033 A8 24.3
0,006 + 0,0031 AB 34.2
0,006 + 0,0030 A8 53.1
0,00555 + 0,0306 B 38.3

L’incorporation et I’utilisation des plantes médicinales dans le traitement de plusieurs réactions, telles
que le rhumatisme, sont des pratiques communes dans la médicine traditionnelle. Aujourd’hui, c’est un
fait remarquable que les substances d’origine végétale présentent un intérét (Miguel, 2010).

L’extrait vegétal peut étre utilisé en usage externe pour traiter les douleurs, les névralgies, les maux de
téte, et le rhume (Mahendran et Rahman, 2020). Elles sont aussi connues pour favoriser la digestion,
(Rozza et al., 2014).

D’autres études scientifiques ont révélé qu’il est capable de diminuer la production de substances pro-
(Kamatou et al., 2013). En outre, les propriétés thérapeutiques des extraits s’expliquent par la présence
de composés actifs a 1’origine présents dans les plantes (Kamatou et al., 2013 ; de Céssia da Silveira
et al., 2013).
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L’estragol posseéde des propriétés anti TNF-o (facteur de nécrose tumorale) intéressantes en
rhumatologie (Junior et al., 2020). De plus en plus de preuves suggerent que I'extrait phytochimique a
des propriétés thérapeutiques. Des études in vitro ont montré que cette extrait peut inhiber la production
de cytokines pro-inflammatoires, telles que I’interleukine (IL)-1p et le TNF-a (Arranz et al., 2015 ; Li
etal., 2017).

Bien que la recherche sur les effets pharmacologiques des biomolécules actives soit prometteuse, des
études supplémentaires sont nécessaires pour bien comprendre leur mode d’action, et de déterminer leur

efficacité.

3.3. Examen de I’histologie

Afin de confirmer I’effet des extraits testés a échelle tissulaire, des coupes des piéces auriculaires ont
été effectuées, suivies par une coloration observations microscopiques. Les résultats sont illustrés dans
la figure 3.2.

La réaction provoguée est un phénomene qui implique, entre autres, une série de réactions cellulaires
locales et la libération de cytokines les leucotriénes, la bradykinine, ou encore la sérotonine (Hersini et
al., 2014).

Ces résultats démontrent les propriétés des extraits végétaux dans le tissu cible, fournissant une
confirmation supplémentaire que ces produits naturels possedent des vertus.

En résumé, notre étude histopathologique a confirmé le pouvoir topique de la fraction phytochimique au

cellulaire.

3.4. Etude des propriétés in vivo

Il 'y a eu un certain nombre d'études qui ont évalué les propriétés de I'huile, et les résultats ont été
prometteurs. Une revue systématique des études sur les propriétés thérapeutiques des biomolécules
naturelles a révélé que I'huile était I'une des HE les plus efficaces. L'examen a révélé qu’elle était efficace.
En outre, I’extrait naturel augmente I'expression du géne en tant que facteur important (Amirzade-
Iranaq et al., 2022).

Cependant, il est important de noter que ces études ont éteé menées sur des animaux et que des tests
cliniques supplémentaires sont necessaires pour eévaluer les effets des extraits phytochimiques naturels
ou encore les biomolécules actives chez I’étre humain avec des expériences. Le mode d’action du pouvoir
des extraits végétaux au niveau moléculaire n’a pas encore été totalement élucidé dans sa totalité (Rozza
et al., 2021).
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3.3. Evaluation du pouvaoir in silico

Le docking est une technique de modélisation informatique utilisée pour prédire I'interaction entre une
protéine et un ligand. Le processus de docking moléculaire commence par la modélisation de la structure
tridimensionnelle de la protéine cible et du ligand. La protéine cible est généralement une enzyme ou
une protéine réceptrice impliquée dans une maladie spécifique, tandis que le ligand est une petite
molécule qui se lie a la protéine cible et modifie son activité. La simulation moléculaire est réalisée a
1’aide du logiciel open source ou libre d’acces. Les résultats de ces stimulations sont rapportés dans le
tableau 3.3.

Tableau 3.3. Résultats de 1’activité des composes majoritaires in silico.

Famille PubChem ID Energie de liaison
(Kcal/mole)
262632 -8.1
303232 -1.7
Composés 27862733 -6.9
terpéniques 1254222 -6.9
OXygenés 19243223 -6.9
329923823 -6.0
2644272 -4.75
2752282 -4.24

Les inhibiteurs ont été largement prescrits pour traiter diverses pathologies, en particulier dans le
traitement de I'arthrose, de la polyarthrite rhumatoide et d'autres maladies inflammatoires chroniques.
Cependant, certains inhibiteurs ont été retirés du marché en raison de préoccupations concernant leur
sécurité, par exemple association a un risque accru de maladies cardiovasculaires, comme les crises
(Scheen, 2004).

Deux alcools monoterpéniques ont eux aussi présenté une affinité. La liaison des différentes molécules
testées avec le site catalytique est souvent hautement spécifique et dépend des interactions chimiques et
physiques entre le ligand et les résidus. Les résultats sont illustrés dans les figures 3.2 et 3.3 et le tableau
3.4.
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Figure 3.4. Types d’interactions entre ligands testés et le site actif du récepteur protéique.

Tableau 3.4. Différents types d’interaction formés.

Type de liaison

Nature de liaison

Hydrogeéne ;
Halogéne

Hydrogéne

Hydrogéne ;
Halogéne

Hydrogéne

Halogéne

Liaison H-C

Halogéne (Fluorine)

Liaison H-C

Liaison H-C ; Halogéne (Fluorine)

Liaison H-C

Halogene (Fluorine)
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Autre Liaison H conventionnelle
Hydrophobique Pi-Alkyl

Hydrophobique Pi-Alkyl

Hydrogéne Liaison H conventionnelle
Hydrophobique Alkyl

Hydrogéne Liaison H-C
Hydrogéne Liaison H-C
Hydrophobique Alkyl

Interactions

I:] Carbon Hydrogen Bond
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Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:l Carbon

Figure 3.5. Types d’interaction entre les composés et le site actif.

En résumé, c’est une méthode puissante qui peut étre utilisée pour étudier I'interaction entre les protéines
impliquées. Cette technique peut aider a identifier les protéines cibles les plus prometteuses pour le
développement de nouveaux médicaments a base de plantes aromatiques et médicinales.

Le processus de docking moléculaire implique la recherche de la conformation la plus stable et la plus

favorable a I'interaction entre la cible et la molécule candidate (Rayar, 2017).

3.4. Génération d’un modele

En ce qui concerne les médicaments, le modele peut étre utilisé pour identifier les caractéristiques
moléculaires communes a un ensemble de molécules actives contre une cible particuliére.

A noter que la génération de ce modele permet de détecter les caractéristiques communes entre les

composeés cités précédemment. Les résultats sont illustrés dans la figure 3.6.

Figure 3.6. Modele généré par superposition des ligands.
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Le modele peut étre utilisé pour guider la conception de nouvelles molécules en identifiant les
caractéristiques moléeculaires qui sont nécessaires pour une activité efficace. Les chercheurs peuvent
ensuite utiliser des méthodes de criblage virtuel pour identifier de nouvelles molécules candidates qui
correspondent au modele de pharmacophore. Les molécules candidates identifiées peuvent ensuite étre

testées expérimentalement pour leur activité biologique et leur toxicité.
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CONCLUSION

L’objectif assigné a notre travail consiste a évaluer, in vivo, le pouvoir d’une préparation galénique
topique contenant I’extrait phytochimique naturel comme ingrédient actif. Aussi, le pouvoir a été étudie
in vivo.

Cette activité a été aussi confirmée, a échelle cellulaire, par une étude histologique. Ces résultats
prometteurs de 1’inhibition in vivo topique nous ont encouragés a effectuer des études d’amarrage
moléculaire, in silico.

Le médicament a présenté la plus grande affinité pour le site actif avec une énergie de liaison, suivi par
un ester.

En définitive, les résultats obtenus laissent entrevoir de nouvelles perspectives parapharmaceutiques

comme un ingredient actif.

Pour améliorer la compréhension des mécanismes d’action pharmacologiques, un travail plus
approfondi, devra étre entrepris.
Aprés ces nombreux tests toxicologiques, les molécules a activité thérapeutiques pourront servir de base

au développement de nouveaux médicaments.

En plus de cet apport thérapeutique, le gain économique ne serait pas négligeable puis qu’il s’agit de

valoriser le patrimoine végétal de notre pays et promouvoir la culture et I’exploitation industrielle des

plantes aromatiques.
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Annexe 1

Technique de coloration « Hématoxyline-Eosine »

1. Fixation :
Elle a pour but la conservation des structures et le durcissement des pieces. Elle doit se faire apres

le prélevement, par immersion dans un grand volume de liquide fixateur (formol).

2. Déshydratation et Eclaircissement :

La déshydratation a pour but de faire sortir I’eau contenue dans les tissus pour les préparer a

I’inclusion.

Réactifs Temps (h)  Température (°C)
Formol 2 <40
Ethanol 50% 2 45
Ethanol 98% 1 45
Paraffine 60% 2 60

- L’inclusion dans la paraffine nécessite au préalable la déshydratation des piéces histologiques (bains

successifs d’éthanol de degrés croissants, jusqu’a 1’absolu).

Mode opératoire :
e Onmet les pieces des oreilles dans des cassettes en plastique (Leica Micro Systems ) qui se placent
en vrac dans le panier. Chaque cassette porte toutes les indications utiles de chaque piéce. Enlever

le panier et prendre les cassettes pour 1’enrobage.

3. L’inclusion :

- L’inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes histologiques fines et réguliéres.

Mode opératoire :
On utilise pour cette étape une station d’enrobage contenant une console thermique, console d’enrobage
et console réfrigérante.
e La cassette d’enrobage est alors enlevée de la plate-forme de travail chauffée, puis placee au-dessus
du moule : la température de la cassette et la paraffine liquide permettent une soudure immeédiate.
La cassette et le moule sont alors de nouveau placés sous le systeme de distribution, la paraffine est

ajoutée jusqu’a ce que la cassette soit a moiti¢ remplie.
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4. Réalisation des coupes au microtome :

5. Coloration :

Les différentes étapes de la coloration Hématoxyline-Eosine sont:
e Coloration.

e Eclaircissement (Xyléne).

Durée (minutes)

Eau distillé 2
HCI 1% 2 secondes
Eau lithiné 2
Alcool (éthanol 98%) 2
Xylene 3
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