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RESUME

Les objectifs assignés dans cette thése consistent a déterminer le profil chromatographique du distillat
aromatique de la lavande (Lavandula angustifolia Mill.) (HELO) et d’estimer ses propriétés
antimicrobiennes et anti-inflammatoire topique. Le profil chromatographique de ’HELO a révélé la
prédominance d’un ester monoterpénique, 1’acétate de linalyle (53,64%) et de son alcool (linalool,
22,85%) comme composés majoritaires. Le screening antimicrobien, mené sur différentes souches en
comparaison avec des antibiotiques, a montré que I’HELO présente un pouvoir inhibiteur faible pour
les especes bactériennes, et modéré pour la levure Candida albicans. En microatmosphere,
uniquement le Bacillus subtilis qui a été inhibé. Cette expérimentation a été complétée par une étude
in silico avec comme objectif 1’évaluation du pouvoir antibactérien des composés terpéniques a
travers I’inhibition du site actif d’un récepteur impliqué dans la synthése du peptidoglycane. Les
résultats du docking moléculaire ont révélé que c’est les antibiotiques qui ont fortement inhibé ce
récepteur protéique. En outre, les propriétés anti-inflammatoires cutanées, in vivo, de ’'HELO ont été
déterminées. Le groupe d’animaux traité avec ’HELO (0,352 mg/kg) a donné un taux de diminution
de I’'inflammation le plus ¢levé. Ces résultats ont été confirmés, a échelle tissulaire, par un examen
histologique. Enfin et pour mettre en exergue 1’effet inhibiteur des molécules terpéniques de I’HELO,
in silico, sur un récepteur de type cyclo-oxygénase (COX-2), nous avons opté pour le docking
moléculaire. Cette étude a mis en exergue ’efficacité de deux AINS (célécoxib et diclofénac de
sodium) et de certaines molécules terpéniques dans I’inhibition du site actif de la COX-2. Les
propriétés physicochimique et pharmacocinétique des composés terpéniques ont été prédites, ainsi
que la génération d’un modele pharmacophore. En conclusion, nos données vont entrevoir de
prometteuses perspectives d’utilisation dermo-pharmaceutique des HELO comme bioactifs dans des

préparations topiques a visée thérapeutique.

Mots-clés : Distillats aromatiques ; Anti-inflammatoire topique ; Lavande officinale ; Docking

moléculaire ; Molécules terpéniques.



ABSTRACT

The objectives of our research were to assess the chemical compounds of Lavandula angustifolia
Mill. essential oil (LOEO) and to evaluate its antimicrobial and anti-inflammatory properties. The
chromatographic profile of LOEO revealed the presence of linalyl acetate (53.64%) and its
monoterpene alcohol, namely linalool (22.85%) as major compounds. The antimicrobial screening
was investigated against different bacterial and fungal species. Our findings revealed that LOEO
exhibited a weak inhibitory effect against bacteria, and a moderate activity against the yeast Candida
albicans. In the vapor phase, only Bacillus subtilis was inhibited. This in vitro study was
complemented by a computational assay (in silico) aiming to determine the bacterial inhibitory action
of LOEO terpenes through the inhibition of the active site of a receptor involved in peptidoglycan
synthesis. The data of in silico molecular docking revealed that antibiotics strongly inhibited the PBP
protein receptor. Moreover, the anti-inflammatory potential of LOEO was estimated. The group of
animals treated with LOEO (0.352 mg/kg) showed the highest rate of edema reduction, comparing to
the animal treated with the xylene. These data were confirmed by histological examination. Finally,
the molecular docking was executed to highlight the in silico inhibitory effect of LOEO terpenes on
a cyclooxygenase-2 (COX-2). Our results demonstrated the efficacy of two NSAIDs (celecoxib and
diclofenac Na) and some terpenes in inhibiting the binding site of COX-2. The physicochemical,
pharmacodynamic and pharmacokinetic predictions of LOEO terpenes were assessed in silico,
followed by the creation of a pharmacophoric map. In conclusion, our findings suggest new
pharmaceutical applications of LOEO as an active ingredient in topical galenic formulations with

anti-inflammatory purposes.

Keywords: Plant-derived essential oils; Topical anti-inflammatory; English lavender; Molecular

docking; Terpenes.
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INTRODUCTION

L’approche thérapeutique des pathologies et affections humaines est basée essentiellement sur
I’administration des principes actifs synthétiques. Par exemple, I’indication thérapeutique des anti-
inflammatoires stéroidiens (AIS) et non stéroidiens (AINS) est la réduction du processus
inflammatoire. Ils sont efficaces pour traiter ou soulager les rhumatismes inflammatoires. De plus,
ces médicaments sont aussi largement administrés, a faibles doses, pour leurs propriétés
antipyrétiques et antalgiques, mais sans étre dénués d'effets secondaires sur le systeme digestif, qu'il
vaut mieux connaitre et cerner afin de les prévenir ou éviter. Certains AINS, en particulier a fortes
doses ou lors d'une administration prolongée, peuvent provoquer une grande élévation des valeurs de
la pression artérielle et des problémes rénaux, et augmenter ainsi le risque des accidents cérébraux,

cardiaques et vasculaires [Ulinski et Bensman, 2004 ; Ahmadi et al., 2022].

Par ailleurs, les nouveaux scandales ayant affecté 1’industrie pharmaceutique nous ont rappelés
qu’une molécule active doit, avant toute administration ou autorisation de commercialisation ou de
mise sur le marché, faire ses preuves en matieére d’efficacité et d’innocuité. Ainsi, I'un des AINS les
plus utilisés (Vioxx®) a été retiré du marché par le laboratoire Américain Merck. Une étude
scientifique a démontré que sa prise réguliére augmente le risque des maladies cardio-vasculaires
[Krumholz et al., 2007 ; Wilson, 2016 ; Ahmadi et al., 2022]. Lancé en 1999, ce médicament a
bénéficié d'un engouement particulier ; c'était la molécule qui allait enfin apaiser les douleurs
inflammatoires et rhumatismales sans affecter I'estomac. Hélas, le miracle n'a ét¢ que de courte durée
[Rodgers et Kupecz, 1999].

A I’instar de ces AINS, d’autres médicaments tels que les antibiotiques ont été, par le passé, retirés
des officines pour principale raison un probleéme de toxicité et de potentiels effets indésirables graves.
C’est ’exemple de la trovafloxacine (classe des fluoroquinolones), retiré en raison d’un effet toxique
grave sur le foie et les reins [Kassah-Laouar, 2020]. Plus récemment encore et depuis 2019, les
laboratoires pharmaceutiques Gerda ont procédé au retrait de 1’antibiotique nommé Apurone
(fluméquine) qui était autorisé dans les problémes infectieux du tractus urinaire, et est désormais jugé
plus dangereux qu’utile [Huruba et al., 2021]. En définitive, cette famille des antibiotiques
(fluoroquinolones) sera uniquement réservée aux pathologies infectieuses ou on ne peut pas faire
autrement [Buxeraud et Faure, 2023]. Une autre problématique inhérente aux antibiotiques est
I’antibiorésistance. Dernierement, les pathologies infectieuses bactériennes et fongiques sont
devenues récurrentes du fait de I’émergence des germes ou espéces bactériennes multirésistantes
(BMR). L’administration abusive et la surconsommation des antibiotiques a permis a ces especes
bactériennes de se doter d’un pouvoir d’adaptation important pour contourner 1’effet inhibiteur des
antibiotiques et, par la suite, a prendre graduellement 1’avantage [Kempf et Zeitouni, 2012 ; Nardulli
et al., 2022]. Face a cette préoccupation mondiale, il est nécessaire de réaliser et initier de nouveaux
travaux scientifiques et investigations pharmacologiques afin de mieux cerner et contrdler la

propagation des BMR et limiter ainsi 1’antibiorésistance.
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Bref, ces différents scandales sanitaires a répétition, amplement discutés dans les médias, ont eu
comme déclic un retour vers une prise en charge médicale naturelle, jugeant ces thérapeutiques plus
saines et avec moins d’effets indésirables, comparativement aux médicaments de synthése. Partant de
ce constat, la communauté scientifique recherche et explore de nouvelles et prometteuses
biomolécules naturelles permettant de traiter-prévenir les pathologies inflammatoires et infectieuses.
De plus et face a la problématique liée a I’émergence du phénoméne de 1’antibiorésistance ou bien
les profils toxicologiques des principes actifs synthétiques, une des alternatives les plus
encourageantes semblent émaner de 1’application des bioactif naturels, comme les essences végétales
ou huiles essentielles (HE) extraites des herbes médicinales et des plantes aromatiques [Goetz et
Ghedira, 2012 ; Zhang et al., 2020 ; Aljaafari et al., 2021]. Cet engouement pour des thérapeutiques
naturelles (phyto-aromathérapie) a poussé la communauté scientifique a explorer et confirmer les
propriétés pharmaco-toxicologiques des plantes a parfum, principalement in vitro et in vivo (modele
d’expérimentation animale) [Lis-Balchin, 2006 ; Maurya et al., 2021]. Depuis longtemps, ’homme a
fait confiance aux plantes aromatiques et médicinales (PAM). Et c’est en y puisant leur principe actif
que les premiers médicaments ont vu le jour, avant ’arrivée des molécules de synthése mimant leurs
particularités chimiques [Guinoiseau, 2010 ; Guzman et Lucia, 2021]. La phyto-aromathérapie n’a
pas disparu pour autant. De ce fait, plusieurs espéces botaniques, strictement réglementées et
contrdlées, sont inscrites a la pharmacopée [Lehmann, 2015 ; Kpodji et al., 2019].

Synthétisées et sécrétées comme métabolites secondaires par les PAM, les essences végétales sont
actuellement exploitées comme ingrédients aromatisants dans des préparations cosmétiques et dans
le secteur de la parfumerie, ou comme molécules antibactérienne et antifongiques dans I’industrie
alimentaire ou en phyto-aromathérapie [Sallé et Pelletier, 1991 ; Kaloustian et Hadji-Minaglou,
2012 ; Brozyna et al., 2021]. Ces essences sont reconnues comme des produits odorants,
généralement de composition variable et trés complexe, et sont extraites par différentes techniques a
partir d’une espece botanique sélectionnée [Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012 ; Chemat et al.,
2012 ; Aziz et al., 2018]. Plusieurs études scientifiques et essais cliniques humains ont mis en exergue
les bienfaits thérapeutiques des essences végétales aromatiques, et expliquer les mécanismes et modes
d’action de leurs composés terpéniques caractéristiques [De Billerbeck, 2007 ; Couic-Marinier,
2018]. Par ailleurs, de nombreuses HE et leurs composés ont un effet anti-infectieux et antalgique.
Actuellement, la bibliographie scientifique regorge de travaux menés sur les propriétés anti-
infectieuses des essences aromatiques, et aucun ne peut contester 1’efficacité de ces extraits végétaux
dans I’inhibition des BMR [De Billerbeck, 2007 ; Bouyahya et al., 2018 ; Zhao et al., 2022].

Parmi les PAM qui sont largement utilisées pour leurs vertus thérapeutiques, nous pouvons citer les
especes botaniques appartenant au genre Lavandula (famille des lamiacées). Ce groupe botanique
englobe de nombreuses especes végétales cultivées comme plantes ornementales, telles que la
lavande vraie (Lavandula angustifolia Mill.), encore appelé L. officinalis. La communauté
scientifique connait les bienfaits et vertus thérapeutiques de cette plante a parfum, particulicrement
sur le systéme nerveux a travers son action sédative et anxiolytique [Lis-Balchin, 2002 ; Gainard,
2016 ; Samuelson et al., 2020 ; Dakhlaoui et al., 2022 ; Crisan et al., 2023]. En revanche et malgré

(2]



I’engouement et I’enthousiasme suscité par les bienfaits de 1’huile essentielle distillée de L. officinalis
(HELO), trés peu d’études scientifiques lui ont été consacrées au niveau national [Benabdelkader,
2012] pour mieux cerner ces potentielles utilisations comme bioactif dans les industries

dermocosmétiques et parapharmaceutiques.

Les objectifs assignés, au cours de cette thése de doctorat, consistent a déterminer le profil chimique
de ’HELO par analyse chromatographique, et d’évaluer son pouvoir antimicrobien a travers
I’utilisation de deux méthodes complémentaires, en 1’occurrence la technique de diffusion gélosée
(aromatogramme) et la méthode d’évaporation (appelée aussi microatmosphére), ainsi que
I’application d’une analyse quantitative (technique de macrodilution) pour la détermination des
valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la croissance microbienne, et bactéricides
(CMB). En outre, les propriétés anti-inflammatoires topiques ont été étudiées et confirmées par
technique d’induction d’cedéme auriculaire chez les souris (in vivo), suivi par une confirmation
tissulaire a travers une étude histologique des pi¢ces auriculaires prélevées et colorées. Par la suite,
une préparation galénique topique a base d’HELO a ¢été réalisée et soumise a un contrdle de la qualité
microbienne. Pour la partie relative a la chimie computationnelle, les propriétés anti-inflammatoires
des terpenes caractéristiques de ’HELO ont été évaluées, in silico, par technique de docking
moléculaire sur le site actif protéique de la cyclo-oxygénases 2 (COX-2), une enzyme responsable de
la synthése de plusieurs médiateurs chimiques impliqués dans le processus inflammatoire, suivi par
la génération d’un modéle pharmacophorique ainsi que la prédiction des propriétés
pharmacocinétique-pharmacodynamique-toxicit¢ ADMET (absorption distribution, métabolisme,

excrétion et toxicite).
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Chapitre 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Huiles essentielles et domaines d’application

1.1.1. Condensé historique

Par le pass€, nos ancétres ont su exploiter les PAM dont ils distillaient les HE. Les égyptiens
maitrisaient parfaitement la production des huiles végétales et des distillats aromatiques pour les soins
corporels et l'embaumement des cadavres. La civilisation gréco-romaine a connu un grand
développement dans la production des parfums et des onguents aromatiques. De méme, les asiatiques
(chinois et indiens) ont capitalisé un savoir-faire et des connaissances qu’ils ont regroupées dans des
livres et encyclopédies dédiés aux PAM [Bardeau, 2009 ; Hoffmann, 2020]. L’art de la distillation
des PAM a été initi¢ durant les civilisations persiques et égyptiennes, et s’est propulsé avec la création
de I’alambic par Avicenne. Par la suite et au cours des croisades durant le XIII® si¢cle, ce savoir-faire,
1ié a la distillation et a la production des essences végétales aromatiques, a été transmis aux européens
qui ont initi¢ le développement de la Pharmacopée. La majorité des scientifiques et pharmaciens ont
¢été¢ impliqués dans la diffusion des connaissances ainsi que la découverte de nouvelles techniques
innovantes de distillation. Durant plusieurs siccles, les essences végétales étaient majoritairement

exploitées pour leurs propriétés médicinales [Gilly, 1997 ; Bodiou, 2008 ; Géa et Banel, 2022].

Il a fallu attendre l'année 1928 pour que la phyto-aromathérapie scientifique soit relancée par un
scientifique frangais nommeé Gatefosse, qui a découvert les puissantes capacités curatives des distillats
aromatiques. Le développement de 1'aromathérapie, a I'échelle mondiale, a été rendu possible grace
aux avancées scientifiques et aux méthodes d’investigation chimique, ce qui a permis des études plus
approfondies de ces biomolécules naturelles. Actuellement, nous utilisons les essences et distillats
aromatiques dans notre vie quotidienne. Ces extraits sont également exploités et utilisés dans de
nombreux secteurs, des industries agro-alimentaires, dermocosmétiques et pharmaceutiques, en
passant par la phyto-aromathérapie et la parfumerie [Teuscher et al., 2005 ; Roux, 2008 ; Aljaafari et
al., 2021].

On estime qu’environ 3000 HE sont connues aujourd’hui, mais seulement 150 environ ont une
importance commerciale. Il est difficile de connaitre la production mondiale, mais les données
disponibles suggerent que les cultures des PAM couvrent plus d’1/2 million d’hectares dans le monde
[Barbieri et Borsotto, 2018].

1.1.2. Définitions et terminologie
LHE est considéré comme un complexe de composés aromatiques, de nature lipophile, et d’un aspect
liquide. Ces huiles sont synthétisées au niveau des structures sécrétrices végétales spécialisées,

donnant un parfum caractéristique pour 1’espece végétale.
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Le terme « huile » fait référence a la solubilité des distillats dans les phases huileuses en raison de
leurs propriétés hydrophobiques. Le terme « essentielle » signifie que ces mélanges dégagent un
parfum distinctif [Zhiri et Baudoux, 2005 ; Roux et Catier, 2007].

L’HE est considérée comme « un extrait distillé d’un matériel végétal sélectionné, soit par technique
d’entrainement a la vapeur, soit par méthodes mécaniques (écorce des agrumes) [AFNOR, 2000].
Pour d’autres chercheurs, il convient de distinguer entre I'HE et 1'essence aromatique, qui est une
sécrétion naturelle synthétisée par un matériel végétal et varie considérablement en fonction de
I’espece botanique. Cependant, I'essence aromatique est considérée comme un extrait volatil a partir

d’un matériel végétal sélectionné obtenue par différentes techniques de distillation [Garreta, 2007].

Il existe plusieurs nominations concernant les HE au niveau commercial [AFSSAPS, 2008] :

- HE déterpénée, partiellement ou completement dépourvue d'hydrocarbures monoterpéniques.

- HE rectifiée, qui a subi une extraction fractionnée pour éliminer les molécules indésirables ou
toxiques ;

- HE privée de "X", qui a subi une élimination d'une molécule "X". Par conséquent, I'HE distillée de
la menthe, et présentant une prédominance en menthol (alcool monoterpénique), peut étre

partiellement démentholée.

D’autres labels, appellations et spécifications des HE existent, comme par exemple :

- Les huiles "HEBBD" désignent les huiles botaniquement et biochimiquement détermuinées. Cela
implique que la variété botanique et le profil chimique de I’espece végétale ont été bien identifiés.

- Les huile appelées "HECT" sont des distillats dont le profil chimique est caractérisé avec précision,
(composé prédominant identifi¢). Les HE de la menthe (Mentha spicata) contiennent du menthol
comme composé majoritaire.

- L'HE pure a 100 % est garantie sans l'addition d’autres distillats, comme l'incorporation d'une huile
de lavandin (Lavandula intermedia) a ’'HELO (L. angustifolia).

- L'HE naturelle & 100 % est garantie sans 1'addition de composés synthétiques tels que I’incorporation
du linalool (alcool monoterpénique) dans I’huile de coriandre [Zhiri et Baudoux, 2005].

1.1.3. Structures de sécrétion

Uniquement dix pour cent des especes végétales sont qualifiées « d’aromatiques » en raison de leur
capacité a synthétiser et a accumuler des HE [Roux et Catier, 2007 ; Khandelwal, 2008]. Les essences
aromatiques sont considérées comme des sécrétions naturelles végétales localisées au niveau de
certains types cellulaires ou parties botaniques, comme les inflorescences (jasmin et lavande), les
feuilles (menthe), les écorces (cannelier), les fruits (orange), les bulbes (oignon), ou les graines (anis).
A noter que pour I’extraction des HE de certaines plantes a parfum (sauge ou lavande), c’est le
matériel végétal complet qui est employ¢ [Parthasarathy et al., 2008 ; Lee et Ding, 2016]. Les parties
concentrées en huile peuvent étre recueillies ou prélevées pendant les périodes de rendement idéales
: avant la période de floraison pour les menthes, pendant la floraison pour le géranium et la lavande,
et aprés floraison (plantes a graines telles que le nigelle) [Maftei et al., 1989 ; Lis-Balchin, 2002 ;
Baser et Buchbauer, 2010].
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Les HE sont synthétisées au niveau cytoplasmique des organes sécréteurs et s'accumulent
généralement dans des structures glandulaires ou histologiques, localisées dans la partie superficielle
et entourées par une membrane appelée cuticule. Les essences sont synthétisées dans des cellules a
HE (Lauracées) (Figure 1.2-ab), dans des poils sécréteurs (Géraniacées et Lamiacées) (Figure 1.1 et
1.2-c), dans des poches sécrétrices (Myrtacées) (Figure 1.3) ou dans des canaux sécréteurs
(Astéracées) (Figure 1.4) [Teuscher et al., 2005 ; Gaceb-Terrak et al., 2017 ; Festy, 2018].

o —-_€levated cuticle

subcuticular oil storage cavity

- ’ejidermis
1 __:;a;ﬂf'f"ﬁmesophvlt

Figure 1.1. [llustration d'un trichome glandulaire de feuille de menthe (famille des Lamiaceae)
représentant le placement de la cavité de stockage des essences végétales dans un poil glandulaire

ou téte vésiculeuse [Turner et al., 2000].
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Figure 1.2. Eléments sécréteurs de 1’épiderme en coupe transversale
[Gaceb-Terrak et al., 2017].
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Figure 1.3. Poche sécrétrice en coupe Figure 1.4. Canal sécréteur
transversale (épicarpe des agrumes) [Gaceb-Terrak et al., 2017].

[Gaceb-Terrak et al., 2017].
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L’huile aromatique peut étre distillée de différentes parties ou organes chez certaines especes
végétales. Cependant, le profil chromatographique de ces distillats peut varier d’une facon importante

selon sa localisation dans les organes végétaux [Gilly, 1997 ; Bardeau, 2009].

1.1.4. Composition chimique des huiles aromatiques

En référence a leur odeur, les composants des HE sont généralement appelés « aromatiques ». Leur
propriété volatile est due a leur faible poids moléculaire, qui est a l'origine du caractére olfactif. La
majorité des essences aromatiques sont dites poly-moléculaires car elles présentent plusieurs dizaines
ou centaines de composés (huile des roses). Il y a certaines huiles qui sont appelées mono-
moléculaires, comme la menthe pouliot (Mentha pulegium). Le clou de girofle (Syzygium
aromaticum) et le citron (Citrus limon) ont un profil chimique bi- et tri-moléculaires [Kempf et al.,
2011].

La majorité des composés terpéniques des essences aromatiques sont principalement issus de 2
familles chimiques distinctes en termes d'origines biogénétiques : famille des terpénoides et
molécules dérivées du phénylpropane. Plus de 2500 composants ont été détectés et identifiés dans les
distillats aromatiques végétaux [Baser et Buchbauer, 2010 ; Morsy, 2017].

Une grande majorité des huiles aromatiques sont des mélanges complexes de composés
monoterpéniques acyclique, mono (Figure 1.5), bi- et tri-cycliques (Figure 1.6), de sesquiterpénes
(Figure 1.7), de cétones, d’éthers, d'alcools, d'esters et d'aldéhydes [Kaloustian et Hadji-Minaglou,
2012 ; Couic-Marinier et Lobstein, 2013].

Myrcene Ocimene Citronellal Linalool
Hydrocarbonés Oxygénés

Monoterpenes acycliques

N
Terpinolene Phellandrene Carvone Thymol
Hydrocarbonés Oxygénés

Monoterpeénes monocycliques

Figure 1.5. Structure de quelques monoterpénes acyclique et monocyclique [Morsy, 2017].
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Figure 1.6. Structure chimique de quelques monoterpenes bicyclique et tricyclique [Morsy, 2017].
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Figure 1.7. Structure chimique de quelques sesquiterpenes bicyclique et tricyclique [Morsy, 2017].
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1.1.5. Domaines d’exploitation des essences aromatiques

1.1.5.1. Aromathérapie

L'aromathérapie est une pratique médicale qui exploite les propriétés thérapeutiques des HE,
substances volatiles et aromatiques extraites des PAM, pour promouvoir la santé et le bien-étre. Elle
consiste a utiliser les distillats aromatiques dans la prise en charge des affections humaines
psychosomatiques ou physiques. Les HE peuvent étre administrées de plusieurs fagons, selon le but
et la condition a traiter. L'inhalation est considérée comme une approche courante pour administrer
les HE. Ces extraits peuvent étre employés sur la tissu cutané, mais elles doivent généralement étre
diluées dans une huile porteuse. La dilution est importante car les HE pures peuvent étre irritantes
pour la peau. L'ingestion des HE ne doit étre pratiquée qu’aprés un avis médical [Baudoux, 2000 ;
Hoffmann, 2020].

A T’heure actuelle, il y a eu un retour aux distillats aromatiques dans le cadre de la décontamination
aéroportée, la désinfection ou encore le traitement de certaines pathologies infectieuses [Inouye et
Abe, 2007 ; Guinoiseau, 2010 ; Kitimal et al., 2015] en raison des risques et toxicités générés par
suite au recours a 1 utilisation de certaines familles d’antibiotique. Contrairement aux antibiotiques,
les distillats aromatiques présentent une action inhibitrice durable sur les micro-organismes, ne
provoquant aucune résistance. Le tissu cutané, le tractus pulmonaire et les cavités ORL (oto-rhino-
laryngologique) sont les récepteurs qui présentent un abord manifeste a la puissance des distillats.
L’efficacité des HE est en étroite relation avec la diversité des molécules terpéniques présentes ainsi
qu’a leur mode d’action varié. La figure 1.8 donne un apergu global sur le mode d’action inhibiteur
des composés terpéniques au niveau de la cellule bactérienne. En revanche et avec les antibiotiques
qui sont des médicaments composés uniquement d’un ou de deux principes actifs, leur mode d’action
antibactérien demeure restreint. En conséquence, les huiles présentent un spectre d’action

antimicrobien plus large que les antibiotiques [Franchomme et al., 1990 ; Maurya et al., 2021].

Huiles essentielles
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Figure 1.8. Modes d’action antibactérienne des huiles au niveau cellulaire [Maurya et al., 2021].
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Bien que beaucoup considerent I'aromathérapie comme un moyen de lutter contre les infections,
plusieurs travaux scientifiques ont révélé que I'HE sont dotées de différentes vertus thérapeutiques
[Goetz et Ghedira, 2012 ; Hoffmann, 2020]. De nombreuses HE sont capables de soulager diverses
douleurs grace a leur action immunostimulante, anti-inflammatoire, antimicrobienne, et
antispasmodique. Mais limiter l'application de ces extraits aromatiques sur le plan physique serait
inapproprié. Il demeure beaucoup de zones d’ombre a découvrir concernant 1’effet de ces huiles sur
le volet psychologique [Aiache et al., 2011 ; Festy, 2018 ; Lizarraga-Valderrama, 2021].

1.1.5.2. Décontamination des ambiances

En raison de leur volatilité, les distillats aromatiques ont déja été utilisées pour contrdler I'hygiéne
atmosphérique, en particulier dans les structures hospitalieres, ce qui a permis 1’amélioration de la
qualité microbiologique des ambiances [Pibiri, 2006].

La diffusion des HE sous forme de vapeur permet de protéger et prévenir les maladies nosocomiales
et les infections hivernales. Elle posséde une grande importance dans la désinfection des locaux, qu'ils
soient hospitaliers ou au niveau industriel [De Billerbeck et al., 2002 ; Pibiri, 2006]. De méme,
certains distillats aromatiques, ayant un pouvoir fongicide et bactéricide, ont été incorporés dans un
produit commercial nommé Paragerm®, une solution volatile qui, aux doses utilisées, n'est pas

toxique pour I'hnomme [Mallea et al., 1979].

1.1.5.3. Industries agro-alimentaires

En plus de la biopréservation des produits alimentaires, les essences aromatiques sont additionnées
pour améliorer les propriétés sensorielles et limiter la contamination alimentaire a travers 1’inhibition
de la libération des toxines par les souches fongiques [Hyldgaard et al., 2012 ; Maurya et al., 2021].
Par ailleurs, la tendance des consommateurs pour les produits dits « Bio » ou « naturels » incite les
industriels a substituer les additifs chimiques par les huiles ou leur composés terpéniques. Cet
engouement pour les produits Bio, ou présentant moins de produits chimiques, est en étroite
corrélation avec la prise de conscience des consommateurs pour un écosystéme sain avec la réduction,
au maximum, des engrais chimiques et des produits phytosanitaires pour le développement d’une
agriculture biologique [Burt, 2004 ; Fisher et Phillips, 2008 ; Falleh et al., 2020].

Récemment, plusieurs industries agro-alimentaires ont initié 1’incorporation des essences
aromatiques comme ingrédients bio-conservateurs, en substitution aux additifs synthétiques tels que
les conservateurs, les anti-oxydants, et les parabenes. Plusieurs études scientifiques ont démontré
I’efficacit¢ des distillats aromatiques des plantes a parfum (thym, cannelle, romarin, lavande,
agrumes) dans D’inhibition de la multiplication des germes microbiens incriminés dans les

intoxications alimentaires [Falleh et al., 2020 ; IvaniSova et al. ; 2021].

1.1.5.4. Industries cosmétiques et parfumerie

Plusieurs essences aromatiques sont incorporées dans la production des produits cosmétiques et des
parfums. Grace a leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, régénérantes et antioxydantes, ces
huiles contribuent a la préservation des cosmétiques et leur conférent un parfum agréable [ Aquino,
2002 ; Sayous et Chevallier, 2008. Guzman et Lucia, 2021].
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Outre les huiles aromatiques, il peut s'agir aussi d'une ou de plusieurs molécules terpéniques, comme
par exemple 1’eucalyptol, également appelé « 1,8-cinéole », un composé majoritaire détecté dans les
essences de I’arbre Eucalyptus. Cette molécule est considérée comme un ingrédient qui entre dans la
composition de plusieurs cosmétiques (dentifrices, lotions désodorisantes et savons de toilette)
[Martini, 2011].

Cependant et lorsque la molécule terpénique est listée comme un composé pouvant provoquer
irritations cutanées ou réactions allergiques, comme par exemple le géranial, le citronellol, le géraniol
ou le citral, son nom chimique (dénomination chimique internationale) doit figurer dans 1’étiquetage
du produit [AFSSAPS, 2008].

1.2. Monographie de ’espéce végétale : Lavande vraie

1.2.1. Genre Lavandula

Les lamiacées sont considérées comme un groupe important des plantes dicotylédones, et comprenant
plus de 7200 especes botaniques identifiées et réparties dans 236 genres. Cette famille botanique
contient de nombreuses plantes a parfum [Détér et al., 2020 ; Hudz et al., 2020]. C’est une famille
botanique économiquement importante qui comprend de nombreuses herbes et arbustes, connus pour
leur usage médicinal ou culinaire et cultivés dans le monde entier [Lis-Balchin, 2002 ; Koulivand et
al., 2013 ; Varban et al., 2022]. Elle regroupe plusieurs especes végétales herbacées avec une grande
répartition mondiale, surtout autour du bassin méditerranéen et dans les régions tempérées. Elle
regroupe plusieurs especes végétales aromatiques et productrices des essences volatiles qui sont
largement exploitées comme bioactifs en phyto-aromathérapie, en agro-alimentaire, en parfumerie ou
comme ingrédients dans les produits cosmétiques. Elle englobe aussi différentes espeéces botaniques

melliféres, mais aussi des cultivars reconnus comme des herbes ornementales et condimentaires [Lis-
Balchin, 2002 ; Uritu et al., 2018].

Parmi les plantes de cette famille, on trouve celles appartenant au genre Lavandula qui comprend des
herbes précieuses et couvre une trentaine d'especes végétales, des dizaines de sous-especes et de
cultivars identifiés [Fadia et al., 2015 ; Smigielski et al., 2018 ; Bejar, 2020]. Quatre especes de ce
genre sont abondamment exploitées a échelle industrielle, principalement dans la production des
préparations cosmétiques, parapharmaceutiques et des parfums, a savoir (1) Lavandula angustifolia
Mill., communément appelée lavande anglaise (anciennement identifiée sous le terme de L.
officinalis, L. vera ou lavande vraie) ; (2) Lavandula stoechas, qui a une odeur tres forte, parfois
appelée lavande frangaise ; (3) Lavandula latifolia, une lavande ressemblant & une graminée
méditerranéenne ; et (4) Lavandula x intermedia, qui est un croisement stérile entre L. latifolia et L.
angustifolia [Koulivand et al., 2013 ; Dong et al., 2020 ; Bejar, 2020].

Elles sont cultivées, a trés grande échelle, dans certains pays, notamment en Bulgarie, en Chine, en
France, en Australie, au Maroc, en Espagne, en Ukraine et au Royaume-Uni. Parmi eux, L.
angustifolia, appelée aussi L. officinalis, est identifiée comme 1’espece botanique ayant la plus grande
importance dans ce genre [Fadia et al., 2015 ; Dong et al., 2020 ; Bejar, 2020].
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Son HE est tres appréciée en raison de son parfum attrayant, de sa faible teneur en camphre, et du fait
que les rendements en HE sont inférieurs a ceux des autres especes (L. latifolia et L. x intermedia). Par
conséquent, ’HELO est trés chére et elle est souvent frelatée avec d’autres huiles moins onéreuses
[Beale et al., 2017 ; Bejar, 2020 ; Détar et al., 2020]. On I’appelle également 1’huile de lavande vraie,
et elle est exploitée a des fins industrielles et thérapeutiques depuis des décennies. De nos jours, elle
est abondamment utilisée dans les industries car elle contient plus d'une centaine de composants, dont
l'acétate de linalyle, le linalool, le 4-terpinéol, le lavandulol, 1'acétate de lavandulyle et 1’eucalyptol
[Beale et al., 2017 ; Bejar, 2020 ; IvaniSova et al., 2021]. De plus, 60 a 90 % de tous les produits
cosmétiques contiennent du linalool, qui a une odeur florale, citrique, fraiche et sucrée [ Smigielski et
al., 2018]. L'HELO est employée dans les denrées alimentaires (boissons, confiseries, et produits de

boulangerie) pour leur propriété parfumante [IvaniSova et al., 2021].

1.2.2. Synonymes

Le terme lavande dérive du verbe « laver ». En Italie, certains font référence au mot « lavando » ce
qui signifie « action de laver ». D’autres le relie au terme « lavare » en latin, qui veut dire se laver et
se baigner. Il a été rapporté que, anciennement, les Grecs et Romains utilisaient ces plantes a parfum
dans le but de parfumer leurs bains, ce qui donne un apercu que ces especes végétales ont été
longtemps employées pour une senteur agréable au linge fraichement lavé, ou encore mises dans des
sachets et déposés dans les armoires pour parfumer la garde-robe et écarter les mites. Une autre
hypothése étymologique consiste a relier le mot lavande a « livere » en latin, qui veut dire « pour étre
bleuatre »).

Parmi les noms et synonymes donnés a la lavande vraie, nous pouvons mentionner les exemples ci-
apres :

Arabe = Jalall ¢ ) A0

Francais = Lavande officinale ou anglaise, Lavande vraie ou fine, Lavande des Alpes.

Anglais = True lavender, English lavender, Garden lavender.

1.2.3. Description botanique

La lavande officinale a une présentation morphologique d’un petit buisson ou arbrisseau contenant
plusieurs ramifications (Figure 1.9-f), et dégageant une odeur forte et caractéristique. Elle mesure 40
a 50 cm de haut mais pouvant atteindre en longueur jusqu’a 1 m [Belmont, 2013].

Les branches de la lavande vraie présentent un aspect ligneux et fin, avec la présence des feuilles de
forme étroite, allongée et pointue. Les feuilles persistantes sont disposées sous forme opposée, avec
une longueur de 1-4 cm de long, et une coloration verte. Elles possedent aussi des poils glandulaires
microscopiques et aromatiques.

La tige présente un aspect ligneux, quadrangulaire, étroit et de coloration grise-verte. Elle ne
comporte pas de feuilles sur une large partie en dessous des fleurs (Figure 1.9-a).

Les inflorescences (fleurs) sont sous forme d’épis comprenant 4 a 12 groupes de fleurs, et sont
localisées au niveau de 1’aisselle des feuilles supérieures (Figure 1.9-b). Ces fleurs ont une coloration

de violet ou bleu et sont regroupées en ¢épis terminaux (Figure 1.9-b). Elles sont responsables du
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parfum caractéristique et agréable des lavandes. Les fleurs supérieures se retrouvent séparées des
fleurs inférieures. Les fleurs englobent un calice (Figure 1.9-c) constitué¢ de 5 sépales soudés et
présentant des poils en couverture. Elles sont constituées d’une corolle (Figure 1.9-d). Les abeilles
sont attirées par la couleur de I’inflorescence et son parfum (Figure 1.9-¢).

(a) Tiges et fleurs 7 (b) Epi floral avant I'émergence des pétales

(e) Abeille butinant les inflorescences de la (f) Lavande cultivée en pot et présentant des
lavande vraie. sommités fleuries.
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(g) llustration de la partie aérienne de la lavande.
Figure 1.9. Aspects botaniques de la lavande.
[www.senteursduquercy.com ; https://fr.wiktionary.org/wiki/butiner |
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Les plantes présentent des trichomes glandulaires sur les organes aériens [Serrato-Valenti et al., 1997 ;
Simpson, 2019], et ceux-ci peuvent étre plus abondants sur certaines parties de la plante, selon les
especes (Figures 1.10 et 1.11). Ces structures épidermiques contiennent des huiles volatiles
aromatiques [Simpson, 2019]. La morphologie, la localisation et la densité de ces structures sont des

traits distinctifs parmi les espéces de cette famille botanique [Lee et Ding, 2016].

Comme de nombreux membres de la famille des Lamiacées, les plantes de cette espéce présentent

¢galement des trichomes capités et peltés sur les organes aériens [Hassiotis et al., 2014], mais dans la

lavande, ceux-ci atteignent la plus grande abondance sur le calice floral [Benabdelkader, 2012 ;
Hassiotis et al., 2014].
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Figure 1.10. Aspects des structures secrétrices de la lavande vraie ou officinale.
(a) inflorescence ; (b) des trichomes glandulaires situes dans les sillons du calice et des trichomes
ramifiés a role protecteur (x160) ; (c) vue latérale microscopique d'un trichome glandulaire et de
trichomes protecteurs ramifiés en arriere-plan (x400) [Crisan et al., 2023].

Cuticule

Cavité subcuticulaire
de stockage de I'huile

Cellules sécrétrices

Cell. Pied

Epiderme ————»

Cellule basique

Figure 1.11. Poil glanduleux localisé¢ dans I’inflorescence de lavande [Farhat, 2010].

[15]



1.2.4. Classification botanique

Le genre Lavandula comprend 39 espéces [Passalacqua et al., 2017]. 1l existe également environ 400
cultivars enregistrés [Salehi et al., 2018]. Le genre est présent naturellement dans les iles de
I'Atlantique Nord jusqu'en Inde [Passalacqua et al., 2017]. Au sein du genre, les especes les plus
couramment cultivées sont L. stoechas (lavande espagnole ou sauvage), L. angustifolia (lavande
vraie ou anglaise), L. latifolia (1avande aspic) et L. x intermedia (lavandin) [Cavanagh et Wilkinson,
2002].

Pour la production des essences aromatiques, les génotypes les plus cultivés sont L. angustifolia et L.
x intermedia, mais I'huile de lavande officinale est commercialisée a un prix environ 4 a 6 fois plus
¢levé que I'huile de lavandin, car elle est considérée comme présentant une meilleure qualité olfactive
[Lis-Balchin, 2002 ; Demasi et al., 2018].

Par ailleurs, Upson et Andrews [2004] ont réévalué la taxonomie phylogénétique des espéces
botaniques appartenant aux genre Lavandula. Ce travail d’investigation a permis d’identifier un
nombre de 39 especes botaniques différentes et qui sont réparties en 3 sous-genres appelés Lavandula,
Fabricia et Sabaudia. Cette classification a été rendue possible grice au recours a plusieurs
parametres morphologiques mais aussi par une investigation génétique axée sur une étude
comparative des séquences nucléaires. Le tableau 1.1 rapporte la classification botanique la lavande

vraie.

Tableau 1.1. Position phylogénique de L. angustifolia Mill.
Regne Archéplastides
Clade Angiospermes
Dicotylédones
Astéridées

Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Lavandula

1.2.5. Origine, écologie et réparation mondiale

Les lavandes sont originaires des zones montagneuses de la Méditerranée, du Portugal a I’Italie, ou
elle pousse généralement a des altitudes supérieures a 1500 m. Il existe deux sous-especes :
ssp. angustifolia, originaire des Alpes francaises et italiennes, et ssp. pyrenaica, des Pyrénées
[Passalacqua et al., 2017].

L'origine montagnarde de cette espece la rend résistante en culture. Elle pousse comme un arbuste,
atteignant 50 cm de largeur, fleurissant de la mi-juin a juillet [Lis-Balchin, 2002]. La densité des
trichomes glandulaires peut varier dans une certaine mesure entre les cultivars et en raison de 'apport
nutritif [Stefan et al., 2021].
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La lavande vraie ne peut étre cultivée que dans les sols rocailleux, ensoleillés, et drainés. Elle est
retrouvée dans tous le continent européen (Figure 1.12), parfois en haute altitude (1800 m). Elle est

considérée comme une plante mellifére par excellence.
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Figure 1.12. Répartition géographique mondiale de la lavande officinale.
(Données rapportées par le systeme international d'information sur la biodiversité
[https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/105297]

1.2.6. Techniques de distillation et rendements en huiles aromatiques

L'HELO est extraite de maniere conventionnelle a des fins commerciales par hydrodistillation et
distillation a la vapeur, avec une large variation du temps nécessaire a 1'extraction. Ces deux méthodes
sont des processus longs, effectués a des hautes températures, pouvant conduire a la dégradation des
molécules thermiquement labiles dans les mati¢res végétales de départ, et donc a une extraction
incomplete de I'HE. Une dégradation, thermique ou hydrolytique, et une perte de composés volatils
modifiant le profil chimique peuvent étre rencontrées avec les différentes méthodes utilisées. Par
exemple, l'acétate de linalyle se dégrade en partie lorsque I'hydrodistillation est utilisée, ce qui
entraine une teneur en linalool plus é€levée, en comparaison avec la méthode d’entrainement
[Aprotosoaie et al., 2017].

D'autres techniques sont également employées pour isoler le riche mélange aromatique volatil,
notamment la macération et l'extraction par solvant [Barbieri et Borsotto, 2018]. Les techniques
utilisant des solvants organiques ou les méthodes d'extraction verte (distillation aux micro-ondes ou
aux ultrasons, extraction par COz supercritique) (Figure 1.13) ont été utilisés dans une moindre
mesure, bien qu'ils présentent certains avantages (économies d'énergie et de temps, faible impact

environnemental) [Li et al. 2013 ; Aprotosoaie et al., 2017].
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Figure 1.14. Mécanisme de libération des essences aromatiques par micro-ondes [Li et al., 2013].

Les techniques d'extraction influencent également le profil chimique ainsi que le rendement en HE
[Aprotosoaie et al., 2017]. Une analyse comparative a révélé que, dans la méthode d'hydrodistillation,
I'HE pénétre lentement a travers les membranes et les cuticules, quelques gouttes d'huile restant
collées a l'extérieur des trichomes glandulaires ou sur le matériel végétal, tandis qu'avec l'application
d'une extraction assistée par micro-ondes, les trichomes glandulaires éclatent et s'effondrent (Figure
1.14), libérant I'HE sans qu'il ne reste d'huile résiduelle sur la matiere végétale [Iriti et al., 2006].

De plus, la comparaison entre différentes méthodes d'extraction a montré que le nombre des composés
dans 1'HE de lavande était similaire, mais qu'il existait des différences dans leur pourcentage. Ainsi,
I’HE extraite par hydro-diffusion et gravité était plus riche en monoterpenes oxygénés. L'HE extraite
par hydrodistillation classique et hydrodistillation générée par micro-ondes était plus riche en
coumarine [Binello et al., 2014]. Les méthodes assistées par micro-ondes permettent une meilleure
récupération des molécules terpéniques oxygénés, en comparaison avec les méthodes
conventionnelles. L'HE distillée des lavandes par technique d’entrainement a la vapeur assistée aux
micro-ondes présente une teneur plus élevée en acétate de linalyle et des valeurs plus faibles en
linalool que celle isolée par distillation a la vapeur ou hydrodistillation (respectivement 29,6% contre
13,7% et 24% contre 30%) [Filly et al., 2016].
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Les fleurs de lavande fraiches contiennent environ 0,7 & 1,4% d’huile aromatique. Lorsque la maticre
végétale est séchée, une certaine quantité d’huile volatile est perdue. Une tonne d’inflorescences
fraiches produit en moyenne environ 10 kg d’HE [Muntean et al., 2007]. Un travail scientifique récent
a confirmé que le calice est la principale partie de la plante qui accumule I'huile volatile dans la
lavande [Wilson et al., 2021]. On sait que, depuis un certain temps, le rendement en HE des fleurs de

lavande est 4 a 5 fois plus élevé que celui des feuilles [Aprotosoaie et al., 2017].

L'optimisation de la méthode d'extraction devrait faire l'objet de nombreux travaux et
expérimentations scientifiques pour fournir des lignes directrices a l'industrie de transformation qui

pourraient garantir une minimisation des pertes et une efficacité accrue de I'extraction.

1.2.7. Apercu de lI'importance et des utilisations de la lavande

En raison de son profil volatil supérieur, la lavande vraie est utilisée de manicre prépondérante a
¢chelle industrielle (cosmétiques, parfums et agro-alimentaires), tandis que d'autres espéces du genre,
avec des profils volatils plus riches en camphre, trouvent des destinations d'utilisation non parfumées
[Cavanagh et Wilkinson, 2002 ; Cavanagh et Wilkinson, 2005].

1.2.7.1. Industries agro-alimentaires

Dans I’industrie agroalimentaire et en cuisine, les bourgeons de lavande ou ses HE peuvent étre
utilisés comme agents aromatisants [Fukushima et al., 2020]. D’autres produits alimentaires
(bonbons, gomme a macher, épices de cuisine, confiseries, confitures et boissons) peuvent étre
aromatisés a la lavande. Ses propriétés antimicrobiennes peuvent étre exploitées pour prévenir la

détérioration des aliments ou incorporées dans des emballages.

L'HE de lavande a été testée pour la conservation de la viande [Radu et al., 2020]. Il a été proposé
que les extraits phénoliques de déchets solides, résultant de 1’extraction d’HE, pourraient trouver de
larges utilisations dans le secteur agro-alimentaire en raison de leurs effets antioxydants et
antibactériens [Skendi et al., 2022].

Des emballages alimentaires actifs pourraient étre développés a partir de ’HE de lavande. Des films
d'amidon et de gélatine chargés d'HE de lavande, a des concentrations de 2 a 6%, ont montré une
activité antioxydante et antimicrobienne [Jamrdz et al., 2018].

1.2.7.2. Cosmétiques et parfumerie

L'huile et les fleurs parfumées de lavande sont utilisées en aromathérapie, dans les détergents, les
huiles de massage, les parfums et les produits d'hygiéne personnelle, tels que le shampoing et le
savon. L'aromathérapie est considérée comme efficace en raison des effets psychologiques du parfum
ainsi que des effets physiologiques des composés [Cavanagh et Wilkinson, 2002 ; Wells et al.,
2018]. Pour I'aromathérapie, I'HE est administrée par vaporisation ou application directe sur le corps
en petites quantités [Couic-Marinier, 2018 ; Radu et al., 2020].
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Parmi toutes les espéces de lavande cultivées, la lavande officinale est la préférée pour la parfumerie
ainsi que pour les cosmétiques [Cavanagh et Wilkinson, 2002]. Un travail de recherche, publié
récemment, révele que la biomasse résultant de 1'extraction d'HE pourrait étre utilisée comme source
de polysaccharides et incorporée dans des produits cosmétiques [Marovska et al., 2022]. La
distillation a la vapeur produit des hydrolats comme sous-produit, qui ont une teneur en composés
organiques volatils comprise entre 9 - 97 mg/100 mL et présentent une faible activité antimicrobienne
[Prusinowska et al., 2016]. Bien qu'il lui manque l'acétate de linalyle détecté¢ dans 1'HE, 1’hydrolat
présente, entre autres constituants, du linalool, de I'a-terpinéol et de la coumarine [Smigielski et al.,
2013]. Cet hydrolat de lavande posséde un parfum floral et herbacé, et est communément appelé «
eau florale de lavande », vendu pour un usage personnel et domestique. Les options d'utilisation
possibles de 1'eau de lavande n'ont pas été suffisamment explorées et, comme il s'agit d'un sous-
produit obtenu en abondance, de nouvelles utilisations pourraient étre trés attractives pour le secteur

de la transformation.

1.2.7.3. Utilisations médicinales et potentiel pharmaceutique

Les especes botaniques appartenant au genre Lavandula sont parmi les PAM les plus exploitées en
raison de leurs propriétés médicinales. Des preuves documentées de leur exploitation en
phytothérapie remontent jusqu'aux civilisations gréco-romaines. Tres réputées pour leurs propriétés
antimicrobiennes, elles sont dotées aussi d’un pouvoir antioxydant intéressant. L’HELO possede un
potentiel anxiolytique ainsi qu’un effet anticonvulsivant avéré [Prusinowska et Smigielski, 2014].
Dans le domaine médical, 1l existe un potentiel d'utilisation de 'HE de lavande comme désinfectant
pour les équipements et les surfaces médicales, ou sous forme d'aérosols dans les salles d'attente ou
les blocs opératoires pour limiter la contamination aéroportée [Radu et al., 2020].

Certaines utilisations traditionnelles, basées sur des connaissances empiriques antérieures, ont ensuite
été confirmées, avec divers degrés de confiance grace a des méthodes scientifiques [Cavanagh et
Wilkinson, 2002 ; Lis-Balchin, 2006]. L’HE de la lavande est utilisée dans les indications
thérapeutiques suivantes :

= Syndrome dépressif

Une étude publiée en 2003 avait pour but de réaliser une analyse comparative de I’efficacité d’un
médicament antidépresseur (imipramine), et de DI’extrait de la lavande officinale (durée
d’administration estimée a un mois). Un total de 45 patients adultes, souffrant de dépression modérée
a légere, a été inclus dans cet essai clinique [Akhondzadeh et al., 2003]. Les données obtenues
révelent que I’extrait de lavande officinale présente une efficacité moindre en comparaison avec le
médicament antidépresseur. En revanche, I’association entre lavande-imipramine a présenté une
grande efficacité par rapport a I’utilisation du médicament seule. L’extrait de cette plante pourrait
faire partie intégrante dans le traitement des formes dépressives légeres a modérées.

Un autre essai clinique, publié récemment, a évalué le pouvoir anxiolytique et antidépressive de
I’infusion de lavande sur les personnes agées [Bazrafshan et al., 2020]. Les conclusions de cet essai
ont révélé une diminution des niveaux de stress et des scores de dépression chez les volontaires traités

par I’infusion de la plante.
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Toujours dans la méme année, une autre publication a mené une étude comparative entre un principe
actif antidépresseur (fluoxétine), et deux plantes médicinales (lavande vraie et mélisse officinale)
sous forme de poudre, dans une stratégie thérapeutique des symptomes générés par la dépression. Les
auteurs de ce travail ont suggéré que ces deux especes botaniques présentaient un effet
pharmacologique similaire a celui obtenu par le médicament antidépresseur [Araj-Khodaei et al.,
2020].

== Action anxiolytique

Un essai clinique, mené sur des volontaires souffrant d’une pathologie cardiaque (infarctus), a
démontré I’efficacité anxiolytique de I’HE de lavande. 11 a été rapporté que la persistance de 1’anxiété
et le stress, chez une personne atteinte de pathologie cardio-vasculaire, ne peut étre que délétere a sa
convalescence et peut générer d’autres morbidités. Une étude clinique [Najafi et al., 2014] a évalué
I’efficacité de 1’évaporation et 1’inhalation de I’HE par des personnes atteintes d’un infarctus du
myocarde, et a révélé une diminution des scores de 1’anxiété chez ces patients et ce d’une fagon
significative. Cette forme d’administration (inhalation) de ’'HE pourra servir dans une approche
thérapeutique dans le soulagement d’un état anxieux chez des malades atteints de pathologies
cardiaques. Plusieurs essais cliniques et études scientifiques ont été faites sur I’HE de lavande et son
apport thérapeutique dans 1’agitation et 1’état anxieux [Woronuk et al., 2011]. Certaines études ont
prouvé que I’HE de lavande, administrée par inhalation ou par massage, a réduit 1’agressivité et
’agitation des personnes agées atteints de troubles psychiques et de démences [Holmes et al., 2002 ;
Lim et al., 2014].

Un travail scientifique publié¢ en 2017 a évalué, in vivo (rats comme modele expérimental), les
potentialités thérapeutiques de la lavande vraie dans les troubles de comportement (agressivité,
anxiété et dépression) et les pertes de mémoire. Les auteurs de cette étude [Rahmati et al., 2017] ont
suggéré que ’HELO posséde un pouvoir dans la réduction des troubles comportementaux chez

I’animal, avec un renforcement des facultés de mémorisation.

== Réduction de la douleur

Outre les actions sur le systéme nerveux central, ’HE de lavande posseéde des vertus thérapeutiques
comme son effet antispasmodique sur les muscles lisses utérins et intestinaux [Cavanagh et
Wilkinson, 2002] et des bienfaits pour le systéme circulatoire [Prusinowska et Smigielski, 2014]. Des
travaux scientifiques, menés in vitro et chez les animaux de laboratoire, ont prouvé que I’HELO
possédes un pouvoir analgésique (antispasmodique) et faiblement anesthésique [Ghelardini et al.,
1999 ; Lis-Balchin, 2002], particulierement chez les nourrissons (coliques) [Dehkordi et al., 2014 ;
Antonelli et Donelli, 2020]. En combinaison avec des d’essences aromatiques (inhalation ou
massage), ’HELO a permis un soulagement chez les personnes atteintes de douleurs articulaires et
tendineuses au niveau de 1’épaule [Shin et Lee, 2007], de douleurs post-opératoires (apres une
opération abdominale) et des douleurs au niveau des plaies cutanées suite au changement des
pansements [Kane et al., 2004 ; Kim et al., 2007].
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== Soulagement des douleurs inflammatoires

Les travaux scientifiques ont montré que ’'HELO posséde sa place dans la réduction des douleurs
inflammatoires, seule ou en combinaison avec des principes actifs synthétiques. Il a été aussi
démontré que les effets de ’HELO sont en étroite corrélation avec son profil chimique riche en
composés oxygénés, principalement un alcool monoterpénique (linalool) et son ester (acétate de
linalyle) [Peana et al., 2002 ; Lis-Balchin, 2002].

Une publication scientifique [Irmak Sapmaz et al., 2015] a réalisé un travail comparatif entre les
propriétés anti-inflammatoires d’'un médicament AINS (diclofénac), administré seul ou en
combinaison avec I’HE de lavande, chez un groupe de malades atteints de coliques néphrétiques.
Cette étude a prouvé une diminution significative des sensations douloureuses chez les patients traités
par I’association HE-médicament.

Une autre étude a prouvé le potentiel thérapeutique de ’HE de lavande, administrée localement par
massage corporel au niveau des articulations du genou, chez des personnes atteintes de douleurs

articulaires avec une réduction des sensations doulourcuses inflammatoires [Nasiri et al., 2016].

= Application a ’inflammation

Différents travaux scientifiques et essais cliniques ont testé et évalué les propriétés antioxydantes et
anti-inflammatoires de ’HELO. Nous pouvons citer 1’étude publi¢e dans le journal « Biomedicine &
Pharamacotherapy » par Aboutaleb et al. [2019] et qui ont démontré I’efficacité de ’'HELO dans la
réduction du processus inflammatoire et oxydatif a travers la diminution des dommages des
capillaires rénaux chez un modele expérimental animalier (rats atteints d’ischémie-reperfusion
rénale) et, par conséquent, une conservation morphologique des cellules rénales. Cette
expérimentation animale s’intéresse aux ischémies rénales liées a une greffe rénale et a la
problématique importante de la geneése d’un processus inflammatoire pouvant conduire a une perte

fonctionnelle du rein.

Une autre investigation scientifique a évalué l'effet de ’HELO sur la réaction inflammatoire aigué.
En effet, "THELO a ¢ét¢ administrée localement (par voir topique) au niveau auriculaire en utilisant un
modele animal (souris). Les données de cette étude ont prouveé que ’HELO, administrée a différentes
doses (0,25, 0,5 et 1 mg par animal), a contribué a minimiser I’inflammation localisée par la réduction
de ’cedéme, la synthése d'oxyde nitrique (NO) et l'activité¢ de la myélopéroxydase (MPO). Dans le
méme sillage, une autre technique (cedéme des pattes induit par la carraghénane) a révélé que
I’HELO, administrée oralement a différentes concentrations (75, 100 et 250 mg/kg), posséde un
pouvoir anti-inflammatoire a travers la diminution des taux d’histamine et de cytokines pro-

inflammatoires [Cardia et al., 2018].

== [Insomnie

L’HELO est utilisée pour les problémes d’insomnie, associée ou non a des symptomes dépressifs.
Ceci a été confirmée par plusieurs travaux et études cliniques [Araj-Khodaei et al., 2020]. Field et al.
[2008] ont rapporté qu’un bain parfumé a ’HE de lavande permet la diminution de 1’agitation chez

enfants et favorise aussi un endormissement profond, en comparaison avec un bain non parfumé.
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== Activités antibactérienne et antifongique

L'HELO est active contre de nombreuses espeéces de micro-organismes [Biaton et al., 2019]. L'activité
antimicrobienne a ¢été documentée pour certains agents pathogeénes courants, tels que le les bactéries
a Gram + (S. aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Streptococcus
pvogenes) et a Gram - (E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., Salmonella sp.,
Klebsiella sp.), et fongique (Candida albicans) [Cavanagh et Wilkinson, 2002]. Les résultats ont
indiqué que 'HELO pourrait étre utile comme prophylactique ou pour une application topique dans
les infections superficielles, mais pas pour les infections profondes, avec une plus grande efficacité

contre les espéces Gram + [Prusinowska et Smigielski, 2014].

Les HELO provenant de la partie aérienne (fraiche et seche) et des inflorescences ont démontré une
activité élevée contre les bactéries, les levures et champignons filamenteux (Candida sp., Aspergillus
niger et Penicillium expansum), en inhibant leur croissance a des doses variant de 0,4 et 4,5 ug/mL
[Smigielski et al., 2018]. De plus, 'HE de lavande et ses principaux composants, le linalool
(monoterpénol) et l'acétate de linalyle (acétate monoterpénique), sont utilisés en aromathérapie par

inhalation et par massage [Chien et al., 2012 ; Bejar, 2020].

Le pouvoir anti-infectieux de ’HELO a été mis en évidence dans plusieurs publications scientifiques
et a été validé sur un large spectre de microbes. Le travail de Yap et al. [2014], publié dans le « Journal
of Applied Microbiology », a révélé le potentiel antibactérien (E. coli multi-résistante) de ’HELO en
association avec un médicament antibiotique. Le mode d’action est basé principalement sur
’altération des membrane cellulaires de la bactérie ainsi que 1’inhibition du quorum sensing (aptitude

de communication des micro-organismes par émission des signaux moléculaires).

Aussi, plusieurs expérimentations ont démontré D’efficacité de 'HELO dans I’inhibition de la
multiplication fongique de la levure C. albicans [D'auria et al., 2005]. A la dose utilisée (0,062%),
I’HELO a présenté des activités fongistatiques et fongicides (inhibition de la sporulation). Il a été
démontré aussi que les espéces fongiques isolées des infections vaginales ont été fortement inhibées
par PTHELO, en comparaison avec les especes isolées des infections oropharyngées. Toujours dans la
méme étude, le monoterpénol nommé linalool est la molécule qui a donné le plus grand effet
cytotoxique avec un effet mortel (dose de 0,5%) sur toutes les souches de levure en 30 secondes
seulement, alors que l’ester monoterpénique (acétate de linalyle) a donné un taux d’inhibition
cellulaire de 93% en 30 min.

Une autre publication scientifique a évalué l'efficacité d'une combinaison de plusieurs essences
aromatiques (lavande vraie, géranium odorant et clou de girofle), administrées sous formes de gouttes
auriculaires chez des personnes souffrantes d'otite externe, en comparaison avec un antibiotique de
référence de la famille des fluoroquinolones (ciprofloxacine). Ce travail n’a pas révélé une disparité
ou différence entre les 2 groupes de patients traités. En conclusion, ce mélange des huiles présente
une efficacité¢ identique a celle du médicament antibiotique de choix pour traiter cette maladie
infectieuse [Panahi et al., 2014].
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Plusieurs rapports scientifiques ont mentionné que les composés oxygénés prédominants dans I’HE
de lavande, tels que le linalool (monoterpénol), présente un pouvoir inhibiteur sur plusieurs especes
bactériennes retrouvées dans 1’appareil respiratoire, la sphére ORL et la peau, en particulier S.
pyvogenes, S. aureus, et E. coli [Hui et al., 2010 ; Panahi et al., 2014]. Il a été rapporté¢ que, dans
certains cas, ’HELO a exhibé un pouvoir inhibiteur élevé en comparaison avec les médicaments

antibiotiques utilisés comme traitement anti-infectieux [Miladinovi¢ et al., 2012].

Malgré les résultats prometteurs obtenus concernant 1’activité antimicrobienne de I’HE, il existe
certains obstacles a la prochaine étape vers le développement des thérapies. L’un d’eux est le manque
de standardisation des dosages et du dispositif expérimental par rapport a la littérature scientifique,

ce qui rend difficile I’obtention d’un consensus sur les concentrations optimales.

== Cicatrisation des plaies

Mori et al. [2016] se sont intéressés au pouvoir cicatrisant de ’HELO en publiant une étude qui a
confirmé¢ que I’administration cutanée de cette essence végétale permet la différenciation des
fibroblastes et la biosynthese du collagéne dans le tissu cutané, et donc une meilleure cicatrisation

des plaies a travers le développement d’un tissu de granulation et la contraction des plaies.

Une autre investigation in vivo (souris) [Altaei, 2012] a rapporté que 1’huile de lavande constitue une
option thérapeutique dans les ulcérations aphteuses. En effet, les animaux traités par application
locale de I’huile ont répondu favorablement avec une régénération significative des muqueuses, une
diminution de la taille des ulceres et un soulagement total aprés 3 jours de traitement, en comparaison

avec le groupe témoin et placébo.

Le mécanisme d’action concernant 1’effet regénérant des huiles aromatiques distillées des plantes
médicinales n’est pas encore identifié. En revanche, il a été rapporté que 1’application des huiles a
fort pouvoir astringent (favorisant la contraction des tissus) permet de mieux tonifier la peau et la
raffermir. Certaines molécules terpéniques oxygénées, telles que le linalool, un composé majoritaire
dans ’HE de lavande et incorporé dans différentes formes cosmétiques topiques, présente un effet
cicatrisant avéré, avec une triple action anti-inflammatoire, anti-infectieuse et analgésique, participant
a une meilleure régénération tissulaire [Peana et al., 2002 ; Goetz et Busser, 2007].

Certaines molécules ont une action sur les kératinocytes de 1’épiderme en augmentant la réparation
tissulaire. Elles maintiennent également 1’asepsie tout en inhibant I’inflammation ce qui favorise la

cicatrisation.

En résumé, L’HE de lavande est considérée comme une panacée universelle pour ses multiples vertus
thérapeutiques. Elle est réputée surtout pour son potentiel cicatrisant. En outre, elle est d’une parfaite
innocuité et d’une bonne tolérance cutanée dans la majorité des cas [Lis-Balchin, 2002 ; Mori et al.,
2006 ; Samuelson et al., 2020].
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1.2.7.4. Applications environnementales et agronomiques

L’usage ornemental de la lavande est trés apprécié¢ du grand public. En aménagement paysager, les
lavandes peuvent étre utilisées pour les bordures, les jardins ou en pot. La lavande peut étre mélangée
a d’autres plantes tolérantes a la sécheresse originaires des régions seéches de la Méditerranée [Bader,
2012].

Les fermes de lavande ont une excellente opportunité d'utiliser leurs cultures pour gagner un revenu
ou créer des biens pour un revenu complémentaire [ Vijulie et al., 2022]. Comme il s'agit d'une plante
mellifére, la quantité de miel obtenue a partir de la lavande est d'environ 50 a 100 kg/ha
[Constantinescu et al., 2022].

La lavande pourrait également étre intégrée dans le marketing stratégique des destinations
touristiques rurales pour contribuer a attirer des revenus supplémentaires, basés sur les services, afin
de soutenir les communautés rurales en diversifiant les activités génératrices de revenus dans les

fermes de lavande [Giray et al., 2019].

En agriculture, il existe des utilisations intéressantes pour les produits et sous-produits de la
lavande. Le sous-produit solide résultant de I’extraction de I’HE a ét¢é utilisé comme engrais pour le

sol [Lesage-Meessen et al., 2015].

Parce que le parfum de lavande repousse efficacement les mites et les mouches, il est a cet effet placé
dans les placards et les tiroirs, avec une activité insecticide prouvée [Prusinowska et Smigielski,
2014]. Pour un usage domestique, les doses nécessaires sont minimes que pour une application
industrielle et sont donc plus répandues. Etant donné que d'autres espéces et cultivars appartenant au
genre Lavandula sont réputés d’avoir une teneur en camphre plus élevée que I’HELO, ils sont plus

adaptés pour qu’ils soient utilisés comme répulsifs des insectes [Cavanagh et Wilkinson, 2002].

1.2.8. Réglementation, qualité et normes

En raison de la forte demande ainsi que de I’utilisation croissante des HE, I’¢laboration de
réglementations, de lignes directrices et de normes visant a maintenir une meilleure qualité reste une
priorité. L'exigence est nécessaire pour garantir que les acheteurs recoivent un produit répondant a
leurs attentes et, en outre, en fonction de la destination d'utilisation et de 1'industrie, pour garantir que
la qualité du produit dérivé ne soit pas affectée.

1.2.8.1. Qualité sensorielle de I’huile aromatique

Le parfum caractéristique de I'HELO est floral frais, ressemblant aux sommités fleuries de la plante
[ISO, 2002]. Les monoterpenes oxygénés sont le constituant principal de I’'HE de lavande et sont
responsables de son parfum caractéristique. Les monoterpénoides fréquemment détectés dans I'huile
sont les molécules oxygénées telles que les alcools monoterpéniques et leurs esters, les aldéhydes et
les oxydes [Aprotosoaie et al., 2017]. Le composant principal de 'HE de lavande est le linalool, a la

fois estérifié¢ sous forme d'acétate de linalyle et libre [Bogdan et al., 2020].
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L'HE de lavande vraie est apprécié¢e pour son bouquet olfactif plus doux en comparaison a d’autres
especes végétales appartenant au genre Lavandula [Lis-Balchin, 2002 ; Aprotosoaie et al., 2017].
L'HELO, distillée a partir des sommités fleuries, possede un parfum plus doux que celle obtenue a
partir des feuilles ou d'autres parties de plante. Il a été proposé que le 4-terpinéol, a des concentrations
plus ¢€levées (plus de 2 %), diminue la valeur de I'HELO en lui donnant un parfum d'herbe [Bogdan
et al., 2020]. Ces aspects liés a la qualité aromatique sont importants, sachant que les HE sont aussi
exploitées en parfumerie. Par conséquent, un équilibre entre les composants est une qualité sensorielle

déterminante.

1.2.8.2. Normes et lignes directrices pour la qualité des huiles essentielles

L’HELO doit avoir I’apparence d’un liquide clair et de couleur jaune pale. Pour répondre aux normes,
la densité relative a 20 °C doit étre comprise entre 0,878-0,892, l'indice de réfraction entre 1,457-
1,466 et la rotation optique entre 12,5°-6°. Pour 1’obtention d’une solution présentant un aspect clair
avec un volume d'HE de lavande authentique, il ne faut pas utiliser plus de 2 a 3 volumes d'éthanol
(70°). Les valeurs d'acide maximales doivent étre comprises entre 1-1,2, tandis que les valeurs d'ester
doivent étre comprises entre 90-160 [ISO, 2002].

Le profil des HE de lavande, déterminé par analyse chromatographique en phase gazeuse (CPG), doit
présenter des composés caractéristiques. Les composés représentatifs sont présentés dans le tableau
1.2, selon les normes actuelles [ISO, 2002 ; Pharmacopée Européenne, 2010]. Les principaux
composants des HE des génotypes commerciaux de lavande sont le linalool (monoterpénol) ainsi que

son ester (acétate de linalyle) en quantités supérieures a 20 % chacun [Peter, 2006 ; Béjar, 2020].

Tableau 1.2. Normes de la qualité chimique du distillat aromatique de la lavande officinale.

Pharmacopée ISO 3515 [2002]
Européenne Génotype Lavande a propagation clonée
[2010] spontané

France France Bulgarie | Russie | Autres
Composés (graines) 'Maillette' origines
Linalool 20-45 25-38 30-45 22-34 20-35 20-43
Acétate de linalyle 25-47 25-45 33-46 30-42 29-44 25-47
4-Terpinéol 0,1-8 2-6 0,5-1,5 2-5 1,2-5 <8
cis-f-Ocimene ns 42310 <2,5 3a9 3-8 1-10
trans-f-Ocimene ns 1,5a6 <2 2as5 2-5 0,5-6
1,8-Cinéole <2,5 <1 <0,5 <2 <2,5 <3
a-Terpinéol <2 <1 0,5-1,5 0,8-2 0,5-2 <2
Camphre <1,2 <0,5 <1,2 <0,6 <0,6 <1,5
Limonéne <1 <0,5 <0,3 <0,6 <1 <1
Lavandulol >0,1 >0,3 <0,5 >0,3 >0,1 <3

Valeurs numériques du tableau représentent % (minimum-maximum); ns : non spécifié.
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Les travaux scientifiques menés, pour identifier le chémotype et le profil chimique de ’'HELO, ont
permis la détection de plus de 150 composés terpéniques, beaucoup d'entre eux étant présents a de
faibles concentrations (traces). En résumé, ces travaux ont révélé que ’HELO est riche en
monoterpenes oxygénés qu’en sesquiterpenes, et que ces deux familles chimiques représentent le taux
le plus ¢levé. La lavande officinale a été plus largement étudiée en raison de ses vertus thérapeutiques
intéressantes, son aire de localisation géographique tres vaste, ainsi que I’intérét économique de ses
distillats aromatiques [Lis-Balchin, 2002 ; Prusinowska et al., 2014 ; Smigielski et al., 2018 ; Bogdan
et al., 2020].

Le profil chromatographique de ’'HELO pourra subir des variations selon plusieurs facteurs et
paramétres, comme par exemple les conditions de culture végétale et de cueillette, la localisation
géographique et la période post-récolte. Des travaux antérieurs ont mentionné que la composition de
I’HELO, provenant de la région de Rabat (Maroc), contenait du linalool (44,67%), d'acétate de
linalyle (42%), et d’eucalyptol (5,30%) [Alnamer et al., 2011] comme composés principaux, tandis
que dans un autre travail scientifique mené dans la région de Meknes, les auteurs ont révélé que les
terpeénes dominants sont le linalool (29,9%), I'acétate de linalyle (18,8%), le p-cymeéne (14,6%) et 1'a-
campholénal (10,2%) [Slimani et al., 2022].

A Azrou, situé dans le Moyen Atlas marocain, les constituants majeurs étaient l'acétate de linalyle
(44,96%) et le linalool (44,64%) [Talbaoui et al., 2012]. Ce travail a permis de montrer une grande
diversité génétique des cultivars et sous especes du genre Lavandula, ce qui pourrait expliquer les
variations de composition des HE. Outre la diversité génétique, les différentes conditions climatiques

de ces trois régions peuvent également affecter la composition.

En examinant le profil chromatographique de I’HELO de Konya (Turquie), Omurtag Ozgen et
al. [2022] ont également donné un résultat différent puisqu'ils ont détecté 28 composés avec la
présence du linalool comme constituant majoritaire (35,9%), suivi par le terpinen-4-ol (6,1%) et 'a-
terpinéol (4,5%). Une autre étude réalisée aussi en Turquie, et travaillant sur l'identification chimique
et I'estimation quantitative de 'HE de lavande, a montré la présence de 3 principaux constituants, a
savoir le linalool (22,1%), l'acétate de lavandulyle (15,3%), et le f-ocimene (10,4%) [Kirimer et al.,
2017].

Dans le matériel évalué par Cong et al. [2008], I'HELO du Xinjiang (Chine), a été¢ caractérisée par un
total de 17 composés comprenant le linalool (44,5%), le géraniol (11%) et 1'acétate de lavandulyle

(10,7%) comme principales molécules.

Une autre publication scientifique, concernant ’HELO de Wielkopolska (Pologne), a montré que
cette huile contient du linalool (24,6-24,9%), d'acétate de linalyle (14,4-18%), et du bornéol (6,2%)
comme principaux ¢léments [Smigielski et al., 2013]. Deux autres études dans la méme région ont
¢été menées. Dans la premicre, le profil chimique des HE provenant des sommités fleuries fraiches et
seches et des parties aériennes de lavande a été comparée, et le profil chromatographique a révélé la
prédominance du linalool (26,5-34,7%), 1'acétate de linalyle (19,7-23,4%), le f-ocimene (2,9-10,7%)
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et ’a-terpinéol (2,8-5,1%) [Smigielski et al., 2018]. Dans la seconde investigation, 78 molécules
terpéniques ont été caractérisées avec présence du linalool (30,6%) et de 1'acétate de linalyle (14,2%)
comme composeés majoritaires. Les autres composés terpéniques (géraniol, f-caryophylléne et acétate

de lavandulyle) ont été détectés mais a des taux inférieurs a 6% [Shafaghat et al., 2012].

Plusieurs travaux ont rapporté que le profil chromatographique de ’'HELO est influencé par plusieurs
facteurs tels que le génotype, l'origine géographique [Despinasse et al., 2020], les conditions
climatiques lors de la croissance [Hassiotis et al., 2014]. De plus, la qualit¢ de ’'HELO repose sur sa
forte teneur en monoterpeénes oxygénés, plus particulicrement le linalool et son ester (acétate de

linalyle) ainsi que leurs proportions mutuelles [Prusinowska et Smigielski, 2014].

1.2.8.3. Récolte, séchage et rendement

La récolte de la lavande commence la deuxiéme année de la culture, lors de la période de floraison,
(entre juin-juillet) et se poursuit chaque année pendant 12 a 15 ans dans des conditions de productivité
¢levée [Muntean et al., 2007]. La culture atteint sa pleine capacité productive au cours des deuxi¢me

et troisieme années suivant son établissement [Giannoulis et al., 2020].

La partie végétale récoltée pour la production d'es HE est constituée de sommités fleuries-
inflorescences, collectées pendant la pleine floraison [Hassiotis et al., 2014 ; Varban et al., 2022]. Par
contre, d'autres parties aériennes de plantes peuvent également étre utilisées, telles que des pousses
et des feuilles, avec ou sans tiges, mais le rendement en HE est minime, et les parametres qualitatifs

sont ¢galement inférieurs [ Aprotosoaie et al., 2017].

Dans le climat de la région méditerranéenne, région d'origine de cette espéce, le rendement des
pousses fleuries varie entre 5,5 et 15 tonnes/ha. Le rendement en fleurs seches est d'environ 1000
kg/ha [Giannoulis et al., 2020].

1.2.8.4. Problémes de sécurité et d'authenticité

En général, le profil aromatique des HE peut étre donné par un constituant dominant ou un mélange
de composés, en fonction de l'identité¢ botanique [Lee et Ding, 2016]. Compte tenu de la forte
demande ces dernicres années, la falsification n'est pas rare dans les chaines d'approvisionnement en
HE [Do et al., 2015 ; Capetti et al., 2021] et consiste en I'ajout des HE moins cheres et de matériaux
synthétiques bon marché, ou en une dilution avec de 1'huile minérale ou végétale, demeurent parmi
les pratiques les plus courantes [Bejar, 2020 ; Capetti et al., 2021].

La falsification de 'HELO est également obtenue par 'addition des huiles aromatiques telles que le
lavandin et/ou la lavande aspic, qui ont des taux de camphre plus élevés (> 6%). Par conséquent, pour
déterminer I’authenticité et la qualité de I’HE de lavande, il est important de distinguer la cause du
camphre présent a des niveaux élevés. Cela pourrait étre attribué soit a 1’ajout de lavandin/lavande
aspic, soit au mélange des sommités fleuries de lavande avec de grandes quantités de feuilles de

lavande pour I’extraction [Wilson et al., 2021].
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Une étude comparative analytique de 72 échantillons d'HELO a montré que les échantillons non
identifiés ou commerciaux présentaient une plus grande variation dans leur composition que les
¢chantillons authentiques d'origine connue. Quant aux composés indicateurs, dans certains
¢chantillons, I’eucalyptol, I'acétate de linalyle, le linalool et le camphre dépassaient les normes ISO,
tandis que le f-ocimene, le lavandulol et le 4-terpinéol étaient en dehors de la plage des valeurs
authentiques. Les auteurs ont montré que les normes ISO, a elles seules, ne suffisent pas toujours a

faire la distinction entre les HE authentiques et frelatées [Capetti et al., 2021].
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Figure 1.15. Profils chromatographiques de I'HE de lavande authentique en comparaison avec une
HE enrichie volontairement a I’huile végétale [Capetti et al., 2021].

Comme mentionné précédemment (Figure 1.15), 'ajout d'huile végétale produit une dilution de 'HE,
qui n'affecte pas le profil qualitatif généré par la chromatographie en phase gazeuse (CG), mais
entraine une diminution des quantités absolues des molécules détectées. Les profils
chromatographiques indiquent clairement I’absence de pics due aux huiles végétales, et c’est
parfaitement superposable sur le plan qualitatif. Cependant, I’aspect du profil de I’échantillon enrichi
présente des pics de moindre intensité, peut-€tre révélateurs d’un effet de dilution di a la présence

d’une huile végétale lourde.

1.2.9. Facteurs influencant la qualité des distillats aromatiques

Les nombreux facteurs influencant les caractéristiques des HE des plantes aromatiques peuvent étre
divisés en deux catégories principales : (1) avant et jusqu’a la récolte et (2) facteurs apres la récolte
[Gilly, 1997 ; Hassiotis et al., 2014 ; Bogdan et al., 2020]. La premicre catégorie de facteurs fait
référence a tous les aspects qui influencent la plante vivante et se reflétent directement sur la qualité

du matériel biologique au moment de la récolte. La deuxiéme catégorie fait référence a tous les
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aspects qui interviennent apres la récolte et concerne ce qui arrive au matériel biologique aprés sa
collecte. Les deux catégories sont, dans une certaine mesure, liées car toutes influencent le résultat

final.

La valeur des PAM est directement liée a leur application, qui dépend de la composition quantitative
et qualitative constante du matériel biologique fourni. Cependant, en raison de la culture et de la
transformation, une variabilité¢ importante peut survenir. L’objectif est de réduire, autant que possible,
cette variabilité et en méme temps d’augmenter le niveau d’uniformité qualitative. Habituellement,
les plantes aromatiques plus jeunes synthétisent plus d'HE, mais les plus 4gées ont une composition
plus riche [Barbieri et Borsotto, 2018]. Il existe des fluctuations d'une année a l'autre pour un méme
génotype de lavande [Bogdan et al., 2020]. Récemment, un travail réalisé en Italie a révélé que la
teneur en linalool de I'HE de lavande présentait une forte corrélation positive avec 1'dge de la plante,
avec une tendance a la hausse entre la premiére et la quatriéme année, contrairement a l'acétate de
linalyle. Les organes végétaux peuvent influencer la composition des HE, comme démontré dans le
travail de Wilson et al. [2021] ou la plus haute qualité étant obtenue a partir de fleurs ; par conséquent,

I’inclusion de tiges et de feuilles doit étre réduite au minimum pendant la récolte.

Il a été démontré que des facteurs agronomiques, tels que le génotype utilisé [Détar et al., 2021 ;
Pokajewicz et al., 2022] et des aspects liés a la technologie de culture, tels que la fertilisation
[Mihalascu et al., 2020] et l'irrigation [Satata et al., 2020], influencent I'HE obtenue a partir de
lavande. Certains facteurs sont tres spécifiques, comme 1'heure au moment de récolte [Hassiotis et al.,
2010]. Il y a également un lien entre les pollinisateurs des plantes de lavande et la production optimale
d'HE, étant donné que la récolte est effectuée vers la fin de la floraison, et que les fleurs non pollinisées
tombent tot [Valchev et al., 2022].

Parmi les conditions environnementales, le facteur climatique, tel que la répartition de la température
et des précipitations, selon certaines particularités géographiques, peut contribuer aux différences
entre les chémotypes des plantes aromatiques [Lee et Ding, 2016]. Un travail scientifique, réalisé en
Hongrie, a prouvé que les conditions météorologiques, en particulier les précipitations, influencaient

le rapport linalool/acétate de linalyle dans la lavande [Détar et al., 2020].

Il existe ¢également des facteurs géographiques qui influencent les caractéres agronomiques des
génotypes de lavande. Ainsi, les variations des métabolites secondaires, tant qualitativement que
quantitativement, ont été associées au gradient latitudinal [Demasi et al., 2018]. De plus, la lavande

cultivée, a des altitudes plus élevées, a une teneur plus élevée en HE [Aprotosoaie et al., 2017].

Les aspects de pré-traitement peuvent influencer I'HE obtenue, comme les méthodes de séchage. Le
stockage peut également jouer un role [Satata et al., 2020]. Des recherches sur deux variétés de
lavande, menées sur une période de huit ans, ont montré que, lors du stockage a long terme des fleurs
séches, la teneur en HE diminuait en moyenne de 2,56% par an, avec également des changements
notables dans le profil volatil [Duskova et al., 2016].
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Concernant la distillation, plusieurs parametres, comme la température, le pH, la durée d'extraction,
le milieu aqueux, peuvent tous influencer la qualité de 'HE [Aprotosoaie et al., 2017]. Des enquétes
comparatives ont également montré que la méthode d’extraction peut également influencer les
parametres et 1'efficacité de distillation de ’'HELO [Iriti et al., 2006 ; Chemat et al., 2012 ; Binello et
al., 2014]. Une fois obtenues, la stabilit¢ des HE obtenues est importante pour maintenir, a long terme,

des propriétés et des caractéristiques adéquates [ Turek et Stintzing, 2013].

1.2.10. Culture et production

La lavande est 1'une des plantes les plus précieuses de la gamme des PAM ayant une importance
commerciale, et elle est cultivée a des fins industrielles. L'HELO est le produit le plus recherché
obtenu a partir de la culture de lavande car elle est, en outre, incorporée dans une large gamme de
produits [Gallotte et al., 2020]. A partir des especes et hybrides du genre Lavandula, les HE obtenues
représentent environ 1 500 tonnes par an [Wells et al., 2018]. Sur ce total, la production mondiale
d'HE de lavande vraie est estimée entre 300 et 500 tonnes par an [Muntean et al., 2007]. Les
principaux pays producteurs de lavande sont la Bulgarie et la France, suivis par d’autres pays
européens, le Maroc, les Etats-Unis et 'Australie [Giray, 2018 ; Bejar, 2020]. Les plantations de
lavande, qu’elles soient a I’extérieur ou a l'intérieur du continent européen, ont récemment augmenté
en nombre [Vijulie et al., 2022].

Bien que la culture de la lavande soit devenue une tradition dans de nombreux pays européens et dans
le monde [Lis-Balchin, 2002], la littérature récente manque d'un apercu général de l'ensemble du
processus de culture des lavandes et de la production de ses HE [Gallotte et al., 2020].

1.2.11. Toxicité et précautions d’emploi

Lorsqu'il s'agit d'HE, la sécurité et les doses efficaces sont des aspects a prendre en compte avant
toute utilisation ou application. Etant donné que les HE authentiques sont trés concentrées, elles
nécessitent des précautions lorsqu'elles sont utilisées [Tisserand et Young, 2013]. Plusieurs travaux
scientifiques ont été menés par plusieurs équipes de recherche et des laboratoires spécialisés, mais en
utilisant des tests différents et des expérimentations variables [Alnamer et al., 2011 ; Antonelli et
Donelli, 2020]. Par conséquent, il serait tres difficile, voire problématique, de conclure sur la toxicité
des HE. En outre, la toxicocinétique des distillats aromatiques constitue une tache compliquée a
¢tablir au laboratoire. Si I’é¢tude des propriétés pharmacologiques ou biologiques des molécules
terpéniques parait une tache faisable, il est, par contre, compliqué d’aborder les notions de
métabolisme ou de pharmacologie des huiles aromatiques constituées par un complexe de plusieurs
molécules et de différentes familles chimiques [Bruneton, 1999]. La lavande officinale présente une
toxicité faible et ses HE peuvent étre employées dans la prise en charge de certaines brillures cutanées
superficielles grace a son pouvoir cicatrisant [Samuelson et al., 2020]. En contrepartie, plusieurs cas
cliniques de dermatite allergique ont été enregistrés [Lis-Balchin, 2002 ; Gangemi et al., 2015 ;
Corazza et al., 2019]. Par ailleurs, cette HELO possede le camphre, a concentration faible 8 modérée
(5 a 15%), mais pouvant dépasser les 50%. Il a été signalé qu’une concentration forte de ce composé

peut provoquer une toxicité sur le systéme nerveux.
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L'une des rares études [Prashar et al., 2004] sur la cytotoxicité de 'HELO a montré que les lignées
cellulaires dermiques présentaient une viabilité de 80% a 100%, a des concentrations allant jusqu'a
0,125% (v/v), mais pas au-dela. Cela suggere une précaution importante lors de 1’'usage de cette
essence sur le tissu cutané pour prévenir la sensibilisation. Les résultats suggerent également que
l'acétate de linalyle pourrait avoir un risque plus élevé de provoquer une réaction allergique cutanée
que le linalool [Prashar et al., 2004].

Par ailleurs, il n'est pas recommandé d’utiliser ’HELO par voie atmosphérique (inhalation ou
diffusion) car il existe un risque non négligeable de survenu des réactions allergiques cutanées ou
respiratoires, avec une interdiction d’administration aux nourrissons, aux personnes allergiques et aux
femmes durant les périodes de grossesse ou d’allaitement [Tisserand et Young, 2013 ; Corazza et al.,
2019].

[32]



Chapitre 2
MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel

2.1.1. Technique de distillation

L’extraction des HELO a été faite a échelle industrielle (alambic sous pression) de la partie aérienne.
Nous avons conservé cette HELO dans des flacons stériles et teintés.

Dans la distillerie, les HE sont extraites par entrainement a la vapeur avec un appareillage composé
de:

 Un grand alambic, de capacité de 2 m®, qui posséde une séparation métallique dans sa partie
inférieure pour le dépdt du végétal ; cet alambic est reli¢ avec une chaudiere qui dégage la vapeur ;

» Un compartiment nommé condensateur (réfrigérant), localisé d’une fagon inclinée, et permettant la
condensation des vapeurs eau-HE.

» Un vase florentin ou essencier permet de récupérer le distillat aromatique (HE et hydrolat) pour les

séparer, par la suite, par simple décantation.

La vapeur condensée obtenue conduit a I’obtention de 2 parties non miscibles :
- une phase huileuse (HE) qui peut €tre récupérée par simple décantation ;

- une phase aqueuse (eau aromatique ou hydrolat ou eau florale).

Aussi, I’HELO distillée est considérée comme étant une huile naturelle qui n’a pas été mélangée a
d’autres solvants ou composés chimiques au cours de la distillation. "HELO sera par la suite
conservée a basse température (réfrigérateur) dans des flacons stériles, afin de limiter de possibles

réactions de contamination ou de dégradation.

2.1.2. Espéces bactériennes et fongiques

Plusieurs micro-organismes ont été testés pour la réalisation du screening antimicrobien de ’HELO
in vitro. Au total, 3 bactéries et deux champignons (uni et pluricellulaire) ont été utilisés lors de cette
activité en appliquant différents volumes en HE (20, 30 et 40 puL par disque).

Les especes microbiennes testées sont mentionnées dans le tableau 2.1.

[33]



Tableau 2.1. Bactéries et champignons testés en aromatogramme et en microatmosphere.

Souches microbiennes Groupe Référence
Bactéries

Bacillus subtilis Gram + ATCC6633
Staphylococcus aureus Gram + ATCC6538
Escherichia coli Gram - ATCC8739
Champignons

Candida albicans Levure ATCC10231
Aspergillus niger Moisissure | ATCC16404

ATCC : American Type Culture Collection.

2.1.3. Animaux de laboratoire

En ce qui concerne la détermination, in vivo, du pouvoir topique de ’HELO, nous avons utilisé des
souris des deux sexes, avec une masse corporelle variant entre 22-29 g. Toutes les souris ont été
placées au laboratoire (température ambiante) dans des box en plastique, avec un libre acces a

I’alimentation. Notre é¢tude expérimentale a été réalisée sur des animaux sains.

2.1.4. Réactifs chimiques et milieux gélosés utilisés

Plusieurs milieux gélosés ont été¢ employés, comme par exemple les géloses Muller-Hinton (MHA)
et Sabouraud-chloramphénicol (SAB). Par ailleurs et afin de réaliser une analyse comparative, nous
avons utilisé 2 antibiotiques (céfalexine et sulfaméthoxazole-triméthoprime) et un antifongique

(terbinafine) comme contrdle positif.

Pour la partie histologique, plusieurs solvants et colorants ont été utilisés, a I’exemple du tween 80,
I’acétone, le xyleéne, 1’éthanol (a différents degré), le formol, I’hématoxyline, I’eau physiologiques,

I’€éosine et la paraffine.

2.2. Méthodes

2.2.1. Caractérisation du profil chromatographique de THELO

Le profil de 'HELO a été analysé par technique CG-SM. Les conditions sont mentionnées dans le
tableau 2.2. L'identification des molécules terpéniques est faite en calculant leur indice de rétention
(IR), aussi appelés indices de Kovats (IK). L’appareillage est piloté par un logiciel nommé « HP
ChemStation », comprenant deux bases de de données des spectres de masse (Wiley7 et NIST 2002)

qui sont utilisées pour une caractérisation précise des composés terpéniques.
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Tableau 2.2. Conditions opératoires de I’analyse chromatographique de ’'HELO.

Compartiment Conditions

Injecteur Température = 250 °C

M¢éthode = Split 1:80

Volume d’injection en HELO = 0,2 uL
Colonne Nom : HP-5MS

Dimensions : longueur = 30 m * diamétre interne = 0,25 mm *
épaisseur du film = 0,25 um

Phase stationnaire = 5% Phenyl 95% dimethylpolysiloxane

Température du four | 60 °C pendant 8 min, 2 °C/min — 250 °C ; Isotherme 10 min
Durée = 113 min

Gaz vecteur = Hélium (débit de 0,6 mL/min)

Détecteur de masse Mode analytique = SIM
Température = 270 °C
Ionisation = Impact électronique

Température de la source =230 °C

2.2.2. Activité inhibitrice microbienne de ’HELO in vitro
La détermination des propriétés antimicrobiennes de ’HELO est réalisée en mesurant I’inhibition des
micro-organismes soumis a 1’action de cette huile. Dans cette optique, nous avons testé, in vitro, deux

méthodes qualitatives (diffusion gélosé et atmosphérique) et deux quantitatives (CMI et CMB).

2.2.2.1. Technique de I’aromatogramme

Cette technique est adoptée afin d’estimer, dans un premier temps, les propriétés antimicrobiennes
des essences aromatiques [Pibiri, 2006 ; Tyagi et Malik, 2011]. Elle est similaire a I’antibiogramme
et se base sur le pouvoir de diffusion de ’'HELO sur un milieu de culture gélosé (Figure 2.1). Nous
avons employé des disques qui ont été¢ imprégnés d’une quantité précise en HELO (20, 30, 40 pL).
Tous les disques ont été stérilisés préalablement. Par la suite, le disque est mis dans la boite Pétri qui
contient un milieu gélosé auparavant ensemencé par une espece de micro-organisme. Les boites Pétri
seront ensuite fermées et mis dans un incubateur. Pour les especes bactériennes, la température
d’incubation est de 37°C pendant 24h, et est de 25°C pendant 3 a 5 jours pour les souches fongiques.
L’HELO diffuse sur le milieu et inhibe le développement des microbes en contact. Aprés 1’incubation,
I’inhibition de la multiplication se manifeste par I’apparition d’une zone entourant le papier imprégné

par I’HE. Par la suite, nous avons mesur¢ les DZI et dont les valeurs seront exprimées en mm.
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Une étude comparative a ét¢ menée en testant, dans les mémes conditions, des disques imprégnés en

médicaments antibiotiques ou antifongiques.

Petrt dish

e i

Test organism

- Agar growih medium

Filver paper disk and essennal o1l

LT | - T e
Vircrobial growth

Figure 2.1. Schéma illustratif de la technique de I’aromatogramme [Zaika, 1988].

2.2.2.2. Méthode de microatmosphere

Nous avons adopté cette technique pour vérifier les effets inhibiteurs des vapeurs de ’HELO sur la
multiplication microbienne. La seule différence entre la microatmosphére et la méthode de diffusion
est dans la disposition du papier filtre imprégné en HELO qui sera mis au niveau du couvercle de la
boite Pétri (Figure 2.2). Comme décrit précédemment en aromatogramme, nous avons testé trois
quantités croissantes en HELO. Les différentes étapes citées précédemment (ensemencement,
incubation et la lecture) sont menées de la méme fagon que la technique précédente. Apres incubation,
il y aura une évaporation de ’'HELO qui va exercer son pouvoir inhibiteur lors du contact avec les

souches microbiennes ensemencées [Pibiri, 2006 ; Tyagi et Malik, 2010].
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Figure 2.2. Schéma illustratif de la technique de diffusion en phase vapeur [Zaika, 1988].

2.2.2.3. Détermination des concentrations CMI et CMB par macrodilution

Nous avons employ¢ la technique de macrodilution, appelée aussi dilution de ’HELO dans un milieu
gélosé [Tyagi et Malik, 2011]. Dans notre ¢tude, nous avons ensemencé 1’inoculum sur le milieu
gélosé contenant différentes doses en HELO. La recherche d’une inhibition microbienne permet de
déterminer la valeur de la CMI correspondant a la plus petite dose en HELO pouvant inhiber
totalement la croissance de I’espéce microbienne. Le probléme rencontré dans cette méthode réside
dans la mauvaise dispersion de ’HELO dans le milieu gélosé. Pour cela, nous avons additionné un
agent dispersant (Tween 80 a la dose de 0,5%) pour une meilleure diffusion. Nous avons incorporé
I’HELO dans le milieu en utilisant différentes doses, suivie par un ensemencement de la gélose par
I’inoculum microbien. Apres, 1’étape d’incubation des boites a été réalisée dans les méme conditions
citées précédemment. Un témoin a ét€ aussi utilisé et qui a consisté a ensemencer une gélose neutre
(sans HELO) pour vérifier la croissance microbienne. Aprés incubation, la lecture du résultat est basée
sur une observation de la présence des colonies microbiennes. Par définition, la CMI est la plus faible
dose en HELO qui a provoqué une inhibition de la croissance, et 1’expression des résultats sera en %
(v/v). Par la suite, la CMB a été déterminée par repiquage sur milieu gélosé (sans inhibiteurs) a partir
des zones translucides obtenues avec CMI. La CMB se définie par la dose la plus faible qui a donné

une absence de toutes colonie microbienne.
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2.2.3. Evaluation des propriétés anti-inflammatoires cutanées

Des animaux (souris) ont été utilisés pour évaluer le potentiel anti-inflammatoire de I’HELO au

niveau cutané. Le modele de I’inflammation auriculaire (oreilles des animaux) induite par une

solution irritante de xyléne a été choisi [Xiao et al., 2021]. Nous avons formé plusieurs groupes

d’animaux. Nous avons appliqué les différents traitements par voie auriculaire. Ces groupes ont recu

les traitements ci-apres :

- Groupe du médicament AINS (contrdle positif) sera traité par un gel de type Voltaréne Emulgel®
1% (Diclofénac de diéthylamine, Novartis, France) ;

- Groupe du médicament AIS (contrdle positif) traité par une créme dermique de type Betasone®
0,1% (Betaméthasone pommade, Saidal, Alger) ;

- Groupe recevra une application topique en HELO (diluée dans I’huile d’amande) a trois différentes
concentrations (35,2 mg/kg, 3,52 mg/kg et 0,352 mg/kg) ;

- Groupe traité par I’excipient (20 pL d’huile d’amande douce) comme controle négatif';

- Groupe qui recevra I’agent irritant (xyléne) avec une quantité de 20 pL par oreille ;

- Groupe témoin (sans traitement).

Aprés 45 minutes suivant ’application des différents traitements, la réaction inflammatoire sera
générée par application d’une solution phlogogene (xyléne) sur les oreilles de tous les animaux. Apres
3 heures, le sacrifice des souris sera fait par dislocation cervicale. Ensuite, nous allons couper et retirer
des pieces auriculaires (5 mm de diametre) des 2 oreilles en utilisant un instrument appelé punch a
biopsie. Une pesée de toutes ces pieces auriculaires a été faite. Ces dernicres seront alors mises dans

une solution de formol (10%) en vue de leur conservation pour I’examen histologique.

2.2.4. Examen histologique des coupes auriculaires

Les propriétés anti-inflammatoires topiques de I’HELO ont été confirmées au niveau tissulaire a
travers la réalisation d’une étude histologique des pieces auriculaires. Nous avons opté pour la
coloration histologique de I’hématoxyline-éosine (H&E) [Martoja et al., 1967]. Toutes les coupes
histologiques ont été faites a I’aide d’un appareil de microtome permettant d’avoir des coupes avec
une épaisseur de 5 um. Nous avons réalisé 1’examen microscopique en utilisant un microscope
optique avec différents grossissements. A la fin, des micrographies ont été capturées pour mieux
estimer le degré de l’infiltration cellulaire par les polynucléaires, I’intensité de la congestion

vasculaire et la présence de I’cedéme.
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2.2.5. Préparation d'une émulsion dermique (créme) et contréle de sa qualité microbienne

Nous avons opté pour la préparation d’une créme dermique (émulsion hydrophile) contenant ’HELO
comme bioactif naturel. Le protocole de fabrication consiste a préparer une phase huileuse a travers
le dépot d’une quantité appropri¢e d'huile végétale (huile d’amande), des émulsifiants et co-
émulsifiants, et de la cire d’abeille. Ensuite, la préparation de la phase aqueuse se fait en mélangeant
de I’hydrolat de lavande avec la glycérine et un correcteur d’acidité. Nous portons les 2 récipients
(béchers) a température de 65°C (bain-marie) jusqu'a fusion totale de tous les ingrédients. Nous

versons la phase aqueuse dans la phase huileuse doucement tout en mélangeant.

Pour une meilleure conservation de cette préparation des contaminations microbiennes, nous avons
ajouté un conservateur nommé Kathon CG®. A la fin, ’'HELO a été additionnée a la créme préparée

a une dose de (1%) sous une homogénéisation continue.

2.2.6. Analyse microbiologique de la créme

Ce controle est fait pour vérifier la conformité des préparations topiques aux normes
microbiologiques rapportées dans la Pharmacopée Européenne [2010]. L’analyse microbiologique
consiste a rechercher et dénombrer les micro-organismes aérobies totaux et la mise en évidence de
certaines bactéries spécifiques, telles que les especes fongiques, le Staphylococcus aureus et le

Pseudomonas aeruginosa.

Nous avons exprimé les résultats en UFC (unité format colonie). Selon les normes en vigueur
[Pharmacopée Européenne, 2010], I’interprétation des résultats microbiologiques se fait comme suit :
- Nombre de UFC/gr observé < niveau cible : Préparation déclarée conforme.

- Nombre de UFC/gr observé > niveau d'alerte : Préparation déclarée non conforme.
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2.2.7. Etude de ’activité inhibitrice in silico

2.2.7.1. Structure des ligands

Une revue de littérature a fait ressortit que ’HELO est composée de plusieurs molécules terpéniques.
Dans notre travail d’évaluation du pouvoir anti-inflammatoire in silico, nous avons choisi de tester
29 molécules terpéniques (Figure 2.5 et Tableau 2.4) détectées dans I’HELO, en comparaison avec
cinqg médicaments anti-inflammatoires, trois non sélectifs pour la COX-2 (diclofénac de sodium,
ibuproféne et kétoprofene), un seul sélectif (célécoxib), et un anti-inflammatoire stéroidien
(bétaméthasone) (Figure 2.3). Aussi, le pouvoir antibactérien des molécules terpéniques a €té estimé
a travers I’inhibition d’une protéine responsable de la synthése du peptidoglycane, en comparaison
avec cinq antibiotiques (Figure 2.4 et Tableau 2.3).
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Figure 2.3. Structure chimique des différents médicaments anti-inflammatoires testés dans
I’amarrage contre le récepteur COX-2.
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Tableau 2.3. Ligands (médicaments anti-inflammatoire et antibiotique) testés in silico.

CID | Ligand | Synonymes | Classe | PM (g/mole)
Médicaments anti-inflammatoires stéroidien (AlS) et non stéroidien (AINS)
9782 Bétaméthasone Celestene AlS 392
2662 Célécoxib Celebrex AINS sélectif COX-2 381
3825 Kétoproféne Capisten 254
3672 Ibuproféne Advil AINS non sélectifs 206
5018304 | Diclofénac de sodium | Voltaren 318
Médicaments antibiotiques
33613 | Amoxicilline Amolin Béta-lactamines 365
6249 Ampicilline Omnipen 349
33255 | Céfazoline Cefamezin Céphalosporine 1 génération 454
57426736 | Céfotaxime Cefotaxima | Céphalosporine 3°™ génération 455
441305 | Gentamicine Gentavet Aminoside 477

Tableau 2.4. Ligands (molécules terpéniques) testés dans le docking moléculaire in silico.

CID | Ligand | Synonymes | Formule moléculaire | PM (g/mole)
Monoterpénes hydrocarbonés
22311 Limonéne Dipenténe CioH1s 136
7463 p-Cyméne p-Cymol CioH14 134
18756 S-Ocimeéne Ocimene CioH1s 136
31253 B-Myrcene Myrcéne CioH1s 136
11142 p-Phellandréne 2-p-Menthadiene CioH1s 136
6654 a-Pinene Acintene CioHa6 136
14896 S-Pinéne Terbenthene CioHss 136
6616 Camphéne Comphene CioHis 136
Monoterpenes oxygeéenés
6549 Linalool allo-Ocimenol C10H180 154
8294 Acétate de linalyle Bergamiol Ci12H2002 196
6428573 | cis-Oxyde de linalool Furanoid linalool oxide C1oH1302 170
6432254 | Trans-Oxyde de linalool | Linalool oxide A C1oH1302 170
637566 | Géraniol Lemonol Ci10H180 154
1549026 | Acétate de géranyle Geranyl ethanoate Ci12H2002 196
5464156 | Lavandulol Lavandulol C10H180 154
30247 Acétate de lavandulyle | Acetic acid lavandulyl ester Ci12H2002 196
17100 a-Terpinéol Terpinéol C10H180 154
11230 4-Terpinéol Terpin-4-ol C1oH130 154
2758 Eucalyptol 1,8-Cinéole C10H180 154
64685 Bornéol Isobornéol C10H180 154
93009 Acétate de bornyle Levo-bornyl acetate C12H2002 196
14525 Fenchone Fenchone C1oH160 152
2537 Camphre 2-Camphanone C1oH160 152
1549025 | Acétate de néryle Neryl ethanoate C12H200- 196
Sesquiterpéne oxygénés
1742210 | Oxyde de caryophyllene | Epoxycaryophyllene Ci5H240 220
1549992 | a-Bisabolol Bisabolol CisH260 222
Sesquiterpénes hydrocarbonés
5317570 | Germacrene D Germacréne CisHaa 204
5281515 | p-Caryophyllene trans-Caryophylléne CisHaa 204
5281517 | p-Farneséne Farneséne CisHa4 204
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14F3N3O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H14F3N3O2S

Toutes les molécules ont été téléchargées sous format SDF de PubChem (base de données chimiques)

(site web : http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2.7.2. Structure et préparation du récepteur enzymatique

== Protéine de liaison a I’antibiotique pénicilline

La structure tridimensionnelle du récepteur nommé protéine de liaison a I’antibiotique 3 (PBP3) [PDB
ID = 3VSL] a été obtenue de la banque de donnée PDB (site web : www.rcsb.org/structure/3VSL)
(Figure 2.6). Cette protéine est considérée comme un récepteur essentiel dans la synthése d’un
composé (peptidoglycane) de la paroi cellulaire des bactéries. Elle est considérée aussi comme une
potentielle cible pharmacologique pour bloquer la formation de la paroi des espéces bactériennes
[Kumar et al., 2014]. Au cours de notre travail, nous avons d’abord effectué une préparation de ce
récepteur protéique par suppression de la chaine B et tous les ligands et molécules d’eaux (Figure
2.7) en utilisant le logiciel BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021 (Dassault Sytem, France) [site
web de téléchargement : https://discover.3ds.com/]. Ce méme logiciel a été utilisé dans la recherche

et génération des coordonnés du site actif (Figure 2.8).

Figure 2.7. Structure de la chaine A de la Figure 2.8. Site catalytique localisé dans la sous

protéine PBP3. unité protéique A.
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— Cyclo-oxygénase 2

La structure 3D de la protéine enzymatique COX-2 [ID = 3LN1] a été aussi téléchargée de la base
protéique PDB (site web : https://www.rcsb.org/structure/3LN1) (Figure 2.9). Cette enzyme
appartient a une famille de protéines inductives par de multiples facteurs pro-inflammatoires. Elle est
exprimée dans plusieurs types cellulaires. Contrairement a son isoforme nommé COX-1, la COX-2
est induite uniquement par des facteurs inflammatoires et est principalement liée a la réponse
inflammatoire. Ce récepteur intervient aussi dans la genése de nombreuses pathologies aigues ou
chroniques, comme les inflammations intestinales (maladie de Crohn) et les maladies articulaires
(arthrite rhumatoide). Des principes actifs de synthése ont été¢ développés pour 1’inhibition sélective
du site catalytique de la COX-2 et ainsi diminuer la douleur inflammatoire, en bloquant
spécifiquement la biosynthése des prostaglandines par la protéine enzymatique COX-2 sans inhiber
la COX-1 qui est importante dans la protection de la muqueuse gastrique et du tissu rénal [Chiolero
etal., 2000].

Figure 2.9. Structure de la protéine COX-2 [PDB = 3LN1] téléchargée du site PDB (Protein data
bank).

Figure 2.10. Structure de la COX-2 préparée. Figure 2.11. Localisation du site actif dans la
chaine A de la COX-2.
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La préparation de la structure protéique a été faite en supprimant toutes les molécules d’eau et ligands,
avec protonation et suppression de la chaine B (figure 2.10). Enfin, les coordonnées du le site actif
inhibiteur ont été¢ déterminées (Figure 2.11) dans le but de restreindre I’amarrage a son niveau. Toute
cette préparation a été faite avec le logiciel BIOVIA Discovery Studio Visualizer (version 2021,

Dassault Systems, France).

2.2.7.3. Estimation du pouvoir antibactérien par inhibition de la PBP

Le Docking ou amarrage moléculaire est utilis¢ dans le but de faire des prédictions et simulations
entre deux molécules (ligand-protéine) et d’en déduire la meilleure conformation la plus stable du
complexe formé. Nous avons axé notre étude sur I’évaluation des possibles interactions entre les

composés terpéniques de I’HELO et le site catalytique du récepteur PBP 3.

Tous les ligands testés ont été considérés comme flexibles, alors que la chaine A du récepteur a été
gardée comme rigide (non flexible). Pour chaque molécule testée, plusieurs conformations ou poses
ont été¢ générées par le logiciel (8 poses). Et afin de mener une étude comparative, plusieurs
antibiotiques (amoxicilline, ampicilline, céfazoline céfotaxime et gentamicine) ont été choisis pour

comparer leurs énergies d’affinité avec celles des constituants de ’'HELO.

2.2.7.4. Estimation du pouvoir anti-inflammatoire des ligands par inhibition de la COX-2
Nous avons mené cette analyse in silico pour estimer 1’efficacité des composés terpéniques de
I’HELO dans I’inhibition du site catalytique du récepteur COX-2, ainsi qu’une meilleure visualisation
des interactions chimiques impliquées dans I’inhibition du site actif de cette enzyme. Notre choix
s’est porté sur la COX-2 car elle est essentiellement synthétisée en réponse a des stimuli
inflammatoires. Contrairement aux AINS non sélectifs (kétoprofene et ibuproféne) qui inhibent les
deux formes enzymatiques de COX, les médicaments AINS sélectifs pour COX-2 ont été développés
pour minimer la toxicité et les effets néfastes li€s au blocage de la COX-1, tels que les ulceres gastro-
intestinaux [Morita, 2002]. La simulation de I’affinité entre la COX-2 et les différents ligands a été
réalisée par amarrage moléculaire en utilisant le serveur web nommé DockThor
[https://www.dockthor.Incc.br/v2] créé par 1’équipe de recherche « modélisation moléculaire des
systémes biologiques » du laboratoire national des sciences computationnelles (Petrépolis, Brésil)
[Da silveira et al., 2019]. Le résultat de cette interaction-ligand-protéine sera exprimé en énergie
d’affinité (kcal/mole).

Ces interactions ligand-protéine ont été visualisées a l'aide de différents logiciels, tels que BIOVIA

Discovery Studio Visualizer (2020), Schrodinger Maestro (2018), LigPlot+ (2022), et le serveur
ProteinPlus (https://proteins.plus/) [Salentin et al., 2015 ; Schoning-Stierand et al., 2020].
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2.2.7.5. Prédiction des propriétés ADME-Tox

Les propriétés ADME-Tox sont un ensemble de caractéristiques pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques des composés et qui sont importantes pour leur absorption, distribution,
métabolisme, €limination et toxicité. Dans notre étude, nous avons opté pour un serveur en ligne
nommé ADMTELab2.0 (https://admetmesh.scbdd.com) pour prédire les propriétés régissant les
paramétres ADMET aussi bien des composés terpéniques de ’HELO que des anti-inflammatoires
testés comme contrdle positif [ Xiong et al., 2021]. De plus, la régle 5 de Lipinski a été aussi examinée
pour tous les composés. Cette régle est un ensemble de critéres utilisés en chimie médicinale pour
¢valuer la probabilité qu'un composé donné soit biodisponible, c'est-a-dire qu'il puisse étre absorbé
et distribué dans l'organisme. Les critéres de la régle de Lipinski [Kesharwani et al., 2020] sont
représentés par le poids moléculaire inférieur ou égal a 500 g/mole, un LogP (coefficient de partition
octanol/eau) inférieur ou égal a 5, des groupes donneurs d'électrons d'hydrogene inférieur a 5, et enfin

pas plus de 10 groupes accepteurs d'électrons.

2.2.7.6. Génération d’un modéle pharmacophore

La génération d'un modéle pharmacophore est une étape clé dans le design de nouveau principes
actifs. Un mod¢ele pharmacophorique est une représentation tridimensionnelle des interactions
moléculaires entre un ligand (par exemple, les molécules terpéniques) et sa cible biologique, dans
notre étude la COX-2. Il est utilisé pour prédire la liaison des ligands a la cible biologique et pour
concevoir de nouveaux composés ayant des propriétés similaires [Qing et al., 2014]. Les étapes
typiques de la génération d'un pharmacophore consistent a collecter et recueillir des données sur les
composés ou ligands ayant présenté la meilleure affinité pour le site catalytique de la cible biologique
d’intérét (COX-2). Cela doit inclure des données d'activité biologique (énergies de liaisons), des
données de structure moléculaire et des informations sur les différentes liaisons établies entre les
composés et le récepteur enzymatique. Par la suite, un alignement des structures moléculaires des
composés actifs sur la cible permet de mettre en évidence les points similaires ou différents entre les
structures et ce afin d’identifier des caractéristiques moléculaires communes a tous les composés
actifs. Cela peut inclure des noyaux aromatiques, des groupes fonctionnels (cationiques ou
anioniques), des interactions hydrophobes ou des liaisons hydrogene (donneur ou accepteur). Le
résultat sera compilé sur un pharmacophore en 3 dimensions. Dans ce pharmacophore-3D, nous
reportons, les distances qui ont été calculées a partir des conformeres les plus stables des molécules

sélectionnées.

[46]



Chapitre 3
RESULTATS ET DISCUSSION

A titre de rappel, le travail de notre thése de doctorat consistait & déterminer le profil chimique de
I’HELO par analyse chromatographique, et d’évaluer aussi ses propriétés antimicrobiennes (in vitro)
par différentes techniques microbiologiques (diffusion en milieu gélosé et en phase vapeur, dilution
en milieu gélosé pour la détermination des CMI et CMB), et son pouvoir anti-inflammatoire topique
(in vivo) par technique d’induction de réaction inflammatoire auriculaire, complété par une étude
histologique (coloration hématoxyline-éosine) des piéces auriculaires prélevées pour une
confirmation tissulaire, concomitamment avec une approche in silico basée sur I’amarrage ou docking
moléculaire entre les ligands (molécules terpéniques détectées dans I’HELO et médicaments
antibiotiques ou anti-inflammatoires) et le site actif des récepteurs enzymatiques PBP (protéine de
liaison aux pénicillines) et COX-2 (cyclo-oxygénase 2), suivi par la génération d’un modéle
pharmacophorique ainsi que la prédiction des propriétés ADMET (pharmacocinétique,

pharmacodynamique et toxicité).

3.1. Détermination du profil chimique de THELO

La caractérisation chimique de L’HELO, distillée de la partie aérienne de la lavande vraie, a été faite
par technique chromatographique. Nous rapportons (Tableau 3.1 & Figure 3.1) les constituants
terpéniques détectés, selon 1’ordre d’¢élution. Dix-huit (18) molécules ont été identifiées.

Au vu des résultats obtenus, ’HELO contient 1’acétate de linalyle (ester monoterpénique) comme
compos¢ prédominant avec un taux de 53,64%, suivi par le linalool (monoterpénol, 22,85%), le
camphre (4,08%), le 1,8-cinéole (3,27%), appelé aussi I’eucalyptol, et le a-pinene (3,22%). Les autres
constituants sont considérés comme minoritaires (inférieur a 3%). Le groupe des monoterpenes
oxygénés est majoritaire (86,53%), suivi par les monoterpeénes hydrocarbonés (4,24%). Un seul
sesquiterpene oxygéné (oxyde de caryophylléne) a été trouvé dans I’HELO, mais avec un taux tres
faible (1,9%).
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Tableau 3.1. Composés chimiques détectés et identifiés dans ’HELO par analyse

chromatographique.
N° | Composé Temps de rétention | Indice de rétention | %
(Tr, min) (IR)
1 | a-Pinéne 4,058 926 3,22
2 | Campheéne 4,410 942 0,17
3 | p-Pinéne 5,245 974 0,43
4 | p-Myrcéne 5,845 988 0,09
5 | p-Cymeéne 7,248 1029 0,33
6 | 1,8-Cinéole 7,560 1037 3,27
7 | cis-Oxyde de linalool 10,085 1091 0,44
8 | trans-Oxyde de linalool 11,127 1077 0,34
9 | Linalool 12,688 1125 22,85
10 | Camphre 14,491 1158 4,08
11 | 4-Terpinéol 16,884 1191 1,44
12 | Acétate de linalyle 23,319 1256 53,64
13 | Acétate de bornyle 24,155 1288 0,23
14 | Acétate de géranyle 30,739 1394 0,24
15 | trans-Caryophylléne 31,926 1418 0,88
16 | p-Farneséne 34 981 1453 0,18
17 | a-Amorphéne 37,731 1485 0,13
18 | Oxyde de caryophylléne 41,470 1560 1,90
Monoterpenes hydrocarbonés 4,24
Monoterpenes 0xygenes 86,53
Sesquiterpénes hydrocarbonés 1,19
Sesquiterpénes 0xygénés 1,9
Total 93,86

Concernant I’analyse des chémotypes de ’HELO, les travaux scientifiques menés ont montré qu’elles
sont riches en monoterpenes oxygénés (linalool, acétate de linalyle, terpinéol et 1,8-cinéole) qu’en

sesquiterpenes (farneséne et caryophylléne) (Tableau 3.2).
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Figure 3.1. Tracé chromatographique de I’HELO.
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Tableau 3.2. Molécules terpéniques majoritaires identifiées dans les HELO provenant de différents

¢cosystemes.
Auteurs Matériel végétal Extraction / Composition chimique (%)
[année] (Origine, Pays) Rendement
Chen Inflorescences seéches Entrainement a la | Acétate de linalyle = 28,9
et al. (Xinjiang, Chine) vapeur d’eau Linalool = 24,3
[2020] S-Caryophylléne = 7,9
4-Terpinéol = 4,04
Dong Partie aérienne séchée a Hydrodistillation | Acétate de linalyle =26,61
et al. I’ombre avec un Clevenger | Linalool = 19,71
[2020] (Xinjiang, China) (3 heures) Acétate de lavandulyle = 12,68
% HE =1,15-1,39 | Oxyde de caryophylléne = 3,65
a-Terpinéol = 3,61
p-cis-Ocimeéne = 3,31
Najibullah Inflorescences fréches Hydrodistillation | Acétate de linalyle = 39,28
et al. (Kashmir, Inde) dans un Clevenger | Linalool = 26,76
[2021] % HE =1,2-1,4% | 1,8-Cinéole =2,15
(Végétal frais)
Caprari Inflorescences séches et Hydrodistillation | Linalool = 35,3
et al. fraiches (3 heures) Bornéol = 15,67
[2021] (Abruzzo, Italie) % HE Fleurs 1,8-Cinéole = 11
séches = 3,8 % 4-Terpinéol = 6,51
Camphre = 6,02
Acétate de linalyle = 3,77
% HE Fleurs Linalool = 36,03
fraiche = 3,6 % Bornéol = 19,35
1,8-Cinéole =9
4-Terpinéol = 6,81
Camphre = 6,8
Acétate de linalyle = 2,75
El-Akhal Deux espéces de lavandes | Hydrodistillation - L. angustifolia
et al. (Région montagneuse de | (3 heures) dans un | Linalool = 32,23
[2021] Taounate, Maroc) Clevenger. Acétate de linalyle = 14,23
Géraniol = 5,8
Acétate de lavandulyle = 4,8
Camphre = 4,21
[-Caryophylléne = 4,2
4-Terpinéol = 3,4
- L. dentata
Eucalyptol = 49,82
Camphre = 6,31
o-Pinéne = 4,12
Slimani Partie aérienne de la Hydrodistillation | Linalool = 29,95
et al. plante broyée en poudre | dans un Clevenger | Acétate de linalyle = 18,86
[2022] (Meknes, Maroc) % HE =2,13% | p-Cyméne = 14,68
a-Campholénal = 10,26
Nedeltcheva- Fleurs fraiches. Extraction par Acétate de linalyle = 26,58 - 37,39
Antonova 7 échantillons industriels solvant apolaire | Linalool = 20,74 - 38,24
et al. d’HE étudiés (2008-2017) | (éther de pétrole | 4-Terpinéol = 3,05 - 6,5
[2022] fournis par la société ou n-héxane). S-Farnesene = 0,86 - 6,42

« BulPhyto Oils »
(Sofia, Bulgarie)

S-Caryophylléne = 2,97-4,34
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La lecture comparative du tableau 3.2 révele que 'HELO a été étudiée par plusieurs équipes de
recherche de différents pays (Chine, Inde, Maroc, Italie, Bulgarie) et qui ont obtenus des résultats
variables, qualitatives (molécules différentes) ou quantitatives (taux variables). Ces variations
peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs comme les conditions pédoclimatiques, les pratiques
culturales ou encore les techniques de distillations et les pratiques frauduleuses (HELO
commerciales) [Lis-Balchin, 2002 ; Smigielski et al., 2018 ; Détar et al., 2020 ; Pokajewicz et al.,
2022 ; Nedeltcheva-Antonova et al., 2022].

En conformité avec nos données, plusieurs travaux ont révélé que ’'HELO est caractérisée par une
teneur importante en acétate de linalyle et en linalool, une quantit¢é modérée de 4-terpinéol et de
lavandulol, et des niveaux variables d'eucalyptol (1,8-cinéole) et de camphre [Beale et al., 2017 ;
Biaton et al., 2019]. Ce ne sont la que quelques composants, parmi d’autres, qui contribuent aux
propriétés biologiques de I’HE. Néanmoins, la composition de I'HELO est réglementée par la
Pharmacopée Européenne [2010] et certaines normes internationales [ISO, 2002].

La composition chimique de I'HELO peut étre tres variée, et est principalement déterminée par un
génotype végétal [Détar et al., 2020 ; Shellie et al., 2002] ou encore la présence des cultivars (Tableau
3.3). Cependant, les facteurs liés a ’environnement et la localisation géographique, les pratiques
culturales, les procédures de traitement apres récolte et une partie de la plante, influencent également
les compositions chimiques de I'HELO [Smigielski et al., 2018 ; Détar et al., 2020].

Tableau 3.3. Dix principaux composés des huiles essentielles des cultivars (cv.) de lavande
officinale [Pokajewicz et al., 2022]

Numéro du Cultivars | 3 7 8 9 10 13

N° Composés 2016 | 2017 | 2018 | 2017 | 2017 | 2017 | 2017 | 2018
1 | Acétate de linalyle 2641257 1380393|19,7(380]| 7,5 | 74
2 | Linalool 29,2 | 38,2 | 26,7 | 28,9 | 19,8 | 23,3 | 38,5 | 46,7
3 | 4-Terpinéol 1,3 111,01 7,3 | 10,7 | 18,7 | 7,6 | 18,6 | 11,6
4 | Acétate de lavandulyle | 3,7 | 2,9 | 24 | 47 | 123 | 43 | 48 | 4,9
5 | a-Terpinéol 20 | 35 (24|33 1,3|25] 10|05
6 | Lavandulol 07109 04|07 | 36| 09| 78| 44
7 | cis-Oxyde de linalool 23 108 116 | 05107 | 1,805 26
8 | Acétate de géranyle 1,6 |19 19|13 13|14 1,2 ] 08
9 | trans-Oxyde de linalool | 2,1 | 0,7 | 1,4 | 04 | 0,6 | 1,6 | 0,5 | 2,5
10 | Acétate de néryle 22 (1,1 | L8| 08 06| 1905/ 19

% total identifié 82 87 84 91 79 83 81 83

Les composants sont répertoriés par ordre décroissant de la somme des % d’abondance pour chaque
composant.
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Nonobstant toutes les études menée sur le profil chromatographique et les chémotypes existants de
I’HELO, sa qualité demeure toujours une question ambigué. Méme les fabricants et les producteurs-
distributeurs des HE ont des problémes pour déterminer clairement cette qualité chimique. Une chose
est certaine, la falsification de 1’huile de la lavande fine n’est pas appréciée comme pratique, et I’huile
frelatée est reconnue comme une huile de mauvaise qualité. De plus, certaines origines d'HE de
lavande sont plus valorisées que d'autres [ISO, 2002 ; Beale et al., 2017 ; Bejar, 2020]. Parmi les
parametres essentiels pour la qualité de I'huile de lavande, nous citerons un ardme agréable (une
caractéristique hautement subjective) et une composition souhaitée en molécules. Cette dernicre
caractéristique peut étre mesurée et la composition de I'HELO est réglementée par plusieurs normes
internationales, notamment I’ISO [2002] et la Pharmacopée Européenne [2010]. Les exigences

comparatives de ces deux normes internationales sont fournies dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4. Exigences comparatives de la Pharmacopée Européenne (10e édition) et ISO 3515

pour 'huile essentielle distillée de la lavande officinale.

Composés Exigences
Ph. Eur. [2010] | ISO [2002]

Limon¢ne <1 <1
Eucalyptol <25 <3
[-Ocimene — 0,5-10
Camphre <1,2 <1,5
Linalool 20 - 45 20-43
Acétate de linalyle 25 -47 25-47
4-Terpinéol 0,1-8
Acétate de lavandulyle min. 0,2 <
Lavandulol min. 0,1 <3
a-Terpinéol <2 <

La Pharmacopée Européenne (10°™ édition) fixe les limites de composition de 'HELO a usage
pharmaceutique (Tableau 3.4). L'ISO spécifie également certaines caractéristiques des HE de lavande
de diverses origines afin de faciliter 1'évaluation de leur qualité. L'ISO 3515:2002 donne plus de

composants pour I'évaluation des HE de lavande par rapport a la Pharmacopée Européenne.

Il convient de mentionner que la Pharmacopée Européenne [2010] fixe des limites minimales pour le
4-terpinéol, 1'acétate de lavandulyle et le lavandulol comme composants caractéristiques. Selon la
norme ISO [2002], aucune limite inférieure n'est requise pour ces composés. De plus, pour certains
composants, les limites entre ces deux documents sont relativement différentes, comme présenté dans
le tableau 3.4.

Dans le méme sillage et conformément aux données publiées par Bejar [2020], certaines HELO
contiennent des compositions chimiques trés différentes et ne sont conformes a aucune des
spécifications réglementées, méme si elles sont authentiques. Un autre travail similaire, mené par

Détar et al. [2020], a évalué la composition chimique de 6 cultivars de 'HELO d'origine
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Hongroise. Ces auteurs ont révélé que la teneur en linalool était comprise entre 25,7% et 55,4%. Deux
cultivars ne sont pas conformes aux recommandations de la Pharmacopée Européenne [2010] pour le
taux en linalool, puisqu'il était de 50,1% et 55,4%. La teneur en acétate de linalyle était comprise
entre 17,7% et 42,1%. Les deux cultivars contenaient 17,7% et 18,7% d'acétate de linalyle, et deux
autres cultivars en contenaient 25,2% et 25,3% (environ la limite inférieure). Il a été révélé que la
teneur en a-terpinéol était comprise entre 2,9% et 6%, ce qui signifie qu'aucuns des cultivars ne

répondait aux exigences de la Pharmacopée Européenne [2010] pour I'a-terpinéol.

Dans le cas de notre étude, il a été rapporté que trois composés terpéniques (1,8-cinéole, camphre et
I’acétate de linalyle) ne sont pas inclus dans les limites des normes exigées [Ph. Eur., 2010]. Bialon
et al. [2019] ont caractérisé le profil chromatographique de 'HELO commerciale produite en
Pologne, et de I'HELO cultivée dans les jardins de 1'Institut des Sciences Agricoles a Simferopol
(Ukraine). IIs ont révélé que I’HE commerciale ne répondait pas aux exigences de la Pharmacopée
Européenne pour le limoneéne (19,0% vs < 1% pour les normes) et l'acétate de lavandulyle (0,06% vs
min 0,2%), tandis que 1'huile du cultivar de I’Ukraine n'était pas en total accord avec les exigences de
la Ph. Eur. [2010] concernant 'eucalyptol (5% vs 2,5%) et l'acétate de linalyle (23,3% vs 25 - 47%).

Le profil des HELO, distillées des inflorescences (fraiches et séches) et provenant des plantes
cultivées au niveau de la région Wielkopolska (Pologne), a été caractérisé [Smigielski et al., 2018].
Les principaux composants volatils des HE des fleurs fraiches et séchées étaient le linalool (26,5 -
34,7%), l'acétate de linalyle (19,7 - 23,4%), le f-ocimene (2,9 - 10,7%) et l'a-terpinéol (2,8 -
5,1%). De plus, ces auteurs ont €tudi¢ ’'influence des parties de la plante et du processus de
transformation post-récolte sur le profil chromatographique des distillats. Les HE des fleurs fraiches
et séchées contenaient 1,5% et 0,5% de 1,8-cinéole ; 3,6% et 5,1% d'a-terpinéol ; 34,5% et 34,7% de
linalool ; et 23,4 % et 19,7 % d'acétate de linalyle, respectivement. En revanche, les HE distillées des
parties aériennes fraiches et seches contenaient le 1,8-cinéole (0,2% et 3,4%), le 4-terpinéol (4,8% et
4,5%), le linalool (31,2% et 26,5%) et 1’acétate de linalyle (23% et 22,5%), respectivement. Par
conséquent, les cultivars évalués d’origine Polonaise ne sont pas en conformité avec les normes

rapportées dans la Ph. Eur. [2010] et ISO [2002] pour les teneurs en acétate de linalyle.

Dong et al. (2020) ont analysé¢ I'HELO distillée des parties aériennes séchées collectées a Xinjiang
(Chine). Ces auteurs ont utilisé la technique CG-SM équipée de trois colonnes capillaires de polarités
différentes et ont identifi¢ une quarantaine de composés. Le linalool (19,7%), 'acétate de linalyle
(26,6%) étaient les constituants majoritaires détectés dans I'HELO. Parmi les composants mineurs
figuraient le 4-terpinéol (0,4%), le lavandulol (0,5%) et l'a-terpinéol (3,6%). Ainsi, cette HELO ne

répondait pas non plus aux exigences internationales pour la teneur en linalool et en a terpinéol.

Quelle que soit la richesse des composés naturels présents dans les HELO, 1'ISO [2002] et la Ph. Eur.
[2010] ne réglementent qu'une douzaine de composants sur des centaines. Une analyse aussi ciblée
de quelques composés phytochimiques seulement est une approche treés simplifiée et présente un

risque ¢levé de mauvaise classification qualitative de ’HELO [Beale et al., 2017].
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3.2. Propriétés antimicrobiennes de ’HELO in vitro

3.2.1. Détermination des zones d’inhibition par aromatogramme et microatmospheére

L’effet antimicrobien de I’HELO est réalisé en appliquant 2 tests complémentaires (diffusion dans un
milieu de culture (aromatogramme) et la diffusion en phase vapeur (microatmosphére)). Trois espéces
bactériennes (E. coli, S. aureus et B. subtilis) et 2 isolats fongiques (C. albicans et A. niger) ont été
testés. Toutes les souches sont de références ATCC. Nous avons rapporté les résultats en moyenne de
DZI dans le tableau 3.5, en comparaison avec des antibiotiques (céfalexine et triméthoprime-

sulfaméthoxazole) et un antifongique (terbinafine) de référence.

En aromatogramme, la souche levuriforme (C. albicans) est le germe qui a montré la plus forte
sensibilit¢ a ’'HELO avec des DZI de 20 mm, 19 mm et 23 mm en utilisant, respectivement, des
volumes croissants en HELO (20, 30 et 40 pL).

Les autres bactéries ont été aussi inhibées mais d’une fagon faible en comparaison avec la levure. A
titre d’exemple et pour la bactérie a Gram-positive comme le staphylocoque (S. aureus), les DZI
variaient entre 11 mm et 14 mm. Par contre, ’espece mycélienne d’4. niger a montré une forte
résistance au pouvoir inhibiteur de ’HELO ou nous n’avons pas constaté [’apparition d’une zone
d’inhibition.

Tableau 3.5. Diamétres d’inhibition de ’HELO in vitro déterminés par techniques

d’aromatogramme et de microatmospheére.

Diamétres des zones d’inhibition (DZI, mm)

Technique d’aromatogramme Controle positif

Volume en huile essentielle (nL/disque) CN SXT | TRF
Souches testées 20 30 40
E. coli 10 12 13 42 37
S. aureus 11 13 14 6 39
B. subtilis 10 11 13 25 38
C. albicans 20 19 23 33
A. niger 9 9 9 52
Technique de microatmosphére
Souches testées 20 30 40
E. coli - - -
S. aureus - - -
B. subtilis 18 18 28
C. albicans - - 36
A. niger - - -

(-) Aucune zone d’inhibition ; HE : Huile essentielle ; TRF : Terbinafine ; CN : Céfalexine ; SXT : Triméthoprime-

Sulfaméthoxazole.

[53]




Par ailleurs, 1’étude comparative du pouvoir antimicrobien entre ’HELO et les antibiotiques testés a
révélé, d’une fagon générale, que ces derniers ont présenté un effet inhibiteur élevé et ce pour toutes
les souches étudiées. A titre de comparaison, 1’antibiotique de la famille des sulfamides (Bactrim) a
inhibé d’une fagon importante toutes les souches bactériennes avec des DZI variant entre 37 et 39
mm. Méme constat s’applique avec le médicament antifongique utilis¢é comme controle positif dans
le screening antifongique de 'HELO. Les DZI obtenus (33 et 52 mm) avec ’antifongique sont
largement supérieurs a ceux donnés par I’HELO. De plus, une action inhibitrice dose-dépendante de
I’HELO est notée pour la quasi-totalité¢ des germes. En résumé le pouvoir antimicrobien de ’HELO
peut étre classé comme modéré (C. albicans) a faible (souches bactériennes), en comparaison avec

les antibiotiques testés.

Nous avons constaté qu’il n’existe pas de différente d’inhibition entre les souches bactériennes Gram
+ et Gram -, ce qui est en opposition a plusieurs études scientifiques [Pibiri, 2006 ; Tyagi et Malik,
2011] ayant démontré que des especes a Gram + présentaient la sensibilité la plus élevée au pouvoir
inhibiteur des HE. La raison de cette différence de sensibilité réside dans le fait que la paroi des Gram
- est résistante aux molécules biocides. Il semble aussi que les lipopolysaccharides qui recouvrent la
surface membranaire des Gram - pourrait expliquer leur résistance aux composés hautement

hydrophobes en limitant leur pénétration dans la membrane.

Nous avons aussi testé une 2°™ technique (microatmosphére), complémentaire a I’aromatogramme,
dans le but d’estimer le pouvoir inhibiteur de ’HELO par diffusion atmosphérique. Nous consignons
dans le tableau 3.5 les résultats de cette activité. En microatmosphere, nous avons enregistré de
meilleurs résultats uniquement pour la bactérie 8 Gram-positive B. subtilis ou les DZI sont de 18 mm,
18 mm et 28 mm et ce pour les volumes en HELO de 20 pL, 30 uL et 40 pL, respectivement. En
revanche, les souches E. coli, S. aureus et A. niger demeurent les especes qui ont présenté une grande

résistance a la phase volatile de ’HELO.

L’étude comparative entre les deux techniques utilisées (aromatogramme et microatmosphere) fait
ressortir des résultats divergents. Avec certaines souches telles que la levure C. albicans ou encore
les bactéries (S. aureus et E. coli), la phase huileuse de ’HELO présente une efficacité élevée dans
I’inhibition des bactéries, alors qu’avec d’autres espéces microbiennes (B. subtilis), c’est
principalement la phase vapeur de ’HELO qui a présenté un fort pouvoir inhibiteur, particulierement
a forte dose.
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Tableau 3.6. Etudes scientifiques décrivant les propriétés antibactériennes et antifongiques de ’HELO en phase vapeur in vitro.

Auteurs Matériel végétal Composés majoritaires (%) Objectives Principaux résultats
(Pays)
Kitmal - Lavande (Lavandula angustifolia) No déterminé Evaluation de l'activité antimicrobienne | Les composés chimiques volatils de la
et al. - Bergamote (Citrus bergamia) de plusieurs HE testées contre 17 micro- | lavande ont présenté¢ [’effet inhibiteur
[2015] - Citronnelle (Cymbopogon nardus) organismes a l'aide du test de contact | microbien le plus important avec une totale
(Boleslav, | - Eucalyptus (Eucalyptus radiata) vapeur-agar. inhibition des souches fongiques et
République | - Genévrier (Juniperus communis) bactériennes testées en 1 semaine et 3 jours,
tchéque) - Myrte (Myrtus communis) respectivement.
Garzoli - Lavandula intermedia Linalool = 41,6 Evaluation de I’activité¢ inhibitrice des | ® Test en phase vapeur de ’'HE montrant la
et al. Acétate de linalyle = 23 phases liquide et vapeur de I’HE contre E. | CMI (uL) contre les bactéries testées.
[2019] coli, Pseudomonas fluorescens, B. cereus | E. coli =20 pL
(Lazio, et Kocuria marina. P, fluorescens =>40 uLb
Italy) B. cereus et K. marina =20 L.
Brozyna et | Sept HE testées : e [ avande = Acétate de linalyle & Evaluation de l'effet antibactérien et | ® La vapeur des HE de lavande et d'arbre a
al. - Lavande (Lavandula angustifolia) Linalool. antibiofilm in vitro des phases vapeur et | thé a un faible effet anti-staphylococcique.
[2021] - Thym (Thymus vulgaris) e Thyme = Thymol & p-Cymene liquide des HE contre des souches | ® Laphase vapeur des HE (arbre a thé, basilic
(Pologne) | - Arbre a thé (Melaleuca alternifolia) e Arbre a thé = 4-Terpinéol & y-Terpinéne | cliniques et de référence de S. aureus | etlavande) est considérée comme inefficaces
- Basilic (Ocimum basilicum) ® Basilic = Methyl chavicol & Linalool. résistantes (SARM) ou sensibles (SASM) | dans I’inhibition de la majorité des bactéries.
- Romarin (Rosmarinus officinalis) e Romarin = Eucalyptol & Camphre. a Dantibiotique méticilline et isolées | ® La vapeur dHE du Thym posséde la
- Eucalyptus (Eucalyptus globulus) e Eucalyptus = Eucalyptol & y-Terpinéne. | d'infections de plaies et d'os. propriété anti-staphylococcique la plus
- Menthe (Mentha arvensis) o Mentha = Menthone & Menthol puissante.
Sumalan et | Parties aériennes des plantes de : e Lavande : Détermination de l'efficacité des phases | ® Les vapeurs de I’THELO ont un pouvoir
al. - Lavande (Lavandula angustifolia) Linalool = 31,44 vapeur des HE dans la conservation du | inhibiteur sur la croissance de P. digitatum de
[2020] - Menthe poivrée (Mentha piperita) Acétate de linalyle = 31,78 citron pour la protection antifongique | maniére dose-dépendante.
(Timisoar, | - Basilic (Ocimum basilicum) e Menthe : contre la souche Penicillium digitatum et | ® Dose HE = 50 pL: Une réduction de la
Romanie) p-Menthan-3-one = 31 de son effet sur les indicateurs de qualité | croissance des mycéliums, mais uniquement
Menthol = 25,19 des fruits. pour les HE de basilic et de lavande.
® Basilic : e La croissance fongique du champignon est
Estragole = 49,94 devenue nulle avec 150 pL de basilic, 200 puL
Linalool =41,5 de lavande et 300 pL. d'HE de menthe.
Valkova | HE commerciales = e Lavande : Evaluation du potentiel inhibiteur des HE | ® HE de lavande : puissant inhibiteur contre
et al. - Lavande (Lavandula angustifolia) Acétate de linalyle = 35 contre plusieurs microbes par la technique | Pseudomonas aeruginosa et Candida
[2021] - Romarin (Rosmarinus officinalis) Linalool = 32,7 de diffusion de vapeur. tropicalis.
(Nitra, - Menthe poivrée (Mentha piperita) e Romarin : e HE ont un potentiel intéressant pour
Slovaquie) 1,8-Cinéole = 40,4 utilisation comme additifs naturels dans le

e Menthe poivrée :
Menthol = 40,1

stockage des produits de boulangerie afin de
prolonger leur durée de conservation.
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Alalecture de la littérature scientifique (tableau 3.6), nous avons constaté que les études de 1’activité
antimicrobiennes des HE par diffusion atmosphérique sont peu nombreuses [Tyagi et Malik, 2011 ;
Sumalan et al., 2020 ; Valkova et al., 2021].

Nos résultats sont en adéquation avec ceux des autres études indiquant que les HE distillées des
especes botaniques de lavande posseédent également des activités inhibitrices sur uniquement
certaines souches microbiennes [Brozyna et al., 2021]. Bouzouita et al. [2005] ont constaté que
I’HELO (Tunisie) est douée d’un pouvoir antibactérien sur le S. aureus. Méme constat a été rapporté
avec les HE provenant de Turquie et d’Italie ou encore d’Australie [Go6ren et al., 2002 ; Moon et al.,
2007].

Un nombre important de publications scientifiques ont testé I’effet de ’HELO, aussi bien sur les
especes fongiques que bactériennes [Panahi et al., 2014 ; Brozyna et al., 2021]. Yap et al. [2014] ont
prouvé que I’HELO présente une certaine efficacité antimicrobienne, en combinaison avec un
antibiotique, sur une BMR (E. coli). Les modes d’action de ’HELO, au niveau cellulaire, consistent
a détruire les membranes externes de la bactérie et a inhiber la détection du quorum sensing (faculté

de communication inter-bactérienne par 1I’émission des signaux moléculaires).

Panahi et al. [2014] ont exploré une combinaison de plusieurs HE (lavande vraie, clou de girofle et
géranium) sur une infection auriculaire (otite externe), et ce en comparaison avec un médicament
antibiotique (ciprofloxacine) de référence. Aucune différence n’a été notée dans cet essai clinique, ce

qui peut suggérer une potentielle application thérapeutique des HE pour ce type d’infection.

Sienkiewicz et al. [2014] ont mené un essai concernant le pouvoir antimicrobien des HE extraites de
la lavande vraie, du géranium odorant et de la cannelle, sur une espece bactérienne multirésistante
incriminée dans les infections nosocomiales (Acinetobacter sp.). Ils ont rapport¢ que I'HELO

présente une efficacité modérée, en comparaison avec les deux autres HE.

Les effets antimicrobiens de ’HELO ont été également documentés sur d’autres micro-organismes,
comme Acinetobacter sp., S. aureus, Candida ou Trichophyton [Lis-Balchin, 2002]. Giovannini et al.
[2016] ont donné une autre explication concernant le mode d’action de ’'HELO et qui consiste a
augmenter ’activité phagocytaire des cellules immunitaires (macrophages) de 1’espéce bactérienne
S. aureus. En outre, il a ét€¢ démontré que le pouvoir inhibiteur de ’HELO et leur mécanisme d’action
au niveau cellulaire sont étroitement liés au profil chimique des distillats, principalement aux

molécules majoritaires.

Les activités antibactériennes dépendent de la concentration des composés terpéniques de
I’HE. Récemment, une variabilité des activités antibactériennes de I'HE de différents cultivars de
lavande a été trouvée, ce qui a été corroboré par d'autres investigations sur différents cultivars
[Walasek-Janusz et al., 2022].
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De plus et en opposition aux résultats que nous avons obtenus, Predoi et al. [2018] ont noté que
especes a Gram-négatives, E. coli ATCC25922 et E. coli BLSE (B-lactamase a spectre €largie) étaient

trés sensibles a 'HE de lavande, indiquant sa forte activité antimicrobienne.

Des ¢tudes de corrélation entre le profil chromatographique de I'HELO et les activités
antibactériennes ont suggéré les activités antibactériennes importantes du linalool [Walasek-Janusz
et al., 2022] confirmées par Jianu et al. [2013]. L'acétate de linalyle est doué également de puissantes

propriétés antibactériennes [Jianu et al., 2013].

Nos résultats ont révélé que notre échantillon d’HELO est composé en majorité par les molécules
oxygénées, telles que les alcools et les esters terpéniques, avec un taux supérieur au 3/4 de la quantité
totale. Les composés alcooliques sont particuliérement efficaces dans 1’inhibition de la croissance

microbienne, avec une action bactéricide [Trombetta et al., 2005 ; Pereira et al., 2015].

En revanche, certains auteurs ont une autre vision concernant la corrélation composition chimique-
activité antimicrobienne, estimant que les composés majoritaires des HE ne sont pas responsables
seuls dans I’inhibition des souches microbiennes. Viljoen et al. [2003] ont révélé la présence d’une
synergie entre le camphre et 1’eucalyptol, deux composés trouvés comme minoritaires dans notre
échantillon d’HELO. Par conséquence, le pouvoir antimicrobien de I’ HELO ne peut pas s’expliquer
par la présence des composés majoritaires, mais probablement par I’interaction entre les différentes

molécules pouvant agir en synergie [Duraffourd et Lapraz, 2002 ; Goetz et Ghedira, 2012].

En outre, d’autres travaux ont démontré que les HE entieres présentent généralement une plus grande
action antibactérienne que leurs molécules majeures seules, indiquant que les constituants
minoritaires peuvent agir en synergie [Miladinovi¢ et al., 2021]. De ces comparaisons, nous
concluons que I’effet antibactérien des HE ne dépend pas que de la quantité en substances actives,

mais également des propriétés chimiques de ces molécules, et de la nature de 1’espece bactérienne.

En résumé, I’action inhibitrice de ’HELO peut s’expliquer par un effet double des phases vapeur et
liquide, particulierement pour la levure, en comparaison avec les autres isolats bactériens. A souligner
aussi que ces huiles aromatiques, distillées du genre Lavandula, sont reconnues comme « GRAS »
(Generally Recognised As Safe), ce qui peut les rendre bénéfiques comme agents naturels de
conservation [Fukushima et al., 2020].

3.2.2. Détermination des concentrations inhibitrices et bactéricides

Les valeurs des CMI et CMB de ’'HELO ont été¢ déterminées sur 3 souches bactériennes et 1 seul
isolat fongique (C. albicans). Les valeurs des CMI varient entre 1,25% et 0,625%, mais c’est
principalement la levure C. albicans qui a montré la plus grande sensibilité a ’HELO avec une CMI
la plus faible. Ceci est en étroite corrélation avec les résultats obtenus précédemment en
aromatogramme et en microatmosphere ou c’est la méme espece levuriforme qui a montré forte
sensibilité a I’effet inhibiteur de ’HELO.
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Concernant le calcul des CMB, il a été constaté que les deux espéces bactériennes S. aureus et E. coli

présentaient les mémes valeurs que la CMI (1,25%).

Plusieurs auteurs ont émis des critiques concernant les techniques testées in vitro pour déterminer ces
concentrations [Pibiri, 2006 ; Tyagi et Malik, 2011]. De plus, aucune technique universelle n’a été
homologuée ou validée pour déterminer les CMI et CMB avec expression des résultats d’une fagon

uniforme. Ceci confére une certaine difficulté dans I’étude comparative entre les résultats.

3.3. Etude du pouvoir antibactérien in silico par docking moléculaire

L’¢étude interactive entre une molécule et sa cible protéique constitue une étape clé pour mieux
apprécier le degré d’affinité, les résidus participant dans cette interaction et 1’énergie de liaison. Au
cours de notre simulation, nous avons ¢tudié les interactions formées entre les composés terpéniques
de ’HELO avec le site catalytique d’une protéine de liaison a I’antibiotique Pénicilline (PBP3) [PDB
= 3SVL]. Notre choix pour la PBP est motivé par le fait que c’est une cible thérapeutique impliquée
dans la synthése du peptidoglycane, un constituant important dans la paroi bactérienne [Zervosen et
al., 2012].

Dans notre étude, différents antibiotiques (gentamicine, amoxicilline, ampicilline, céfazoline et
céfotaxime) ont été choisis pour comparer leurs énergies d’affinité avec celles des constituants
terpéniques de la lavande vraie. Les résultats de cet amarrage (Tableau 3.7) ont montré que ces
antibiotiques (controle positif) ont inhibé fortement le récepteur PBP avec la plus faible énergie de
liaison. En effet, I’énergie d’affinité enregistrée pour les différents antibiotiques testés variait entre -
7,365 et -6,174 kcal/mol. Aussi, c’est la gentamicine qui a présenté la plus forte affinité pour le site
catalytique du récepteur PBP, suivi par la céfazoline et la céfotaxime avec un score de -7,197 kcal/mol
et -7,128 kcal/mol, respectivement.

Concernant les composés terpéniques de ’HELO, c’est ’acétate de lavandulyle qui a montré une
forte affinité pour I’enzyme bactérienne avec une énergie de liaison de -5,780 kcal/mol, suivi par
d’autres esters monoterpéniques a 1’exemple de 1’acétate de néryle (-5,560 kcal/mol), I’acétate de
géranyle (-5,416 kcal/mol) et 1’acétate de linalyle (-5,324 kcal/mol). En revanche, les monoterpénes
hydrocarbonés (f-ocimene, pinéne, p-cyméne et campheéne) ont présenté I’affinité de liaison la plus
faible (entre -4,516 et -4,236 kcal/mol) de tous les composés testés.

Concernant les interactions enregistrées, il a ét€ constaté que plusieurs types de liaison sont impliqués

dans I’inhibition du site actif de la protéine bactérienne PBP. La figure 3.2 donne un apergu global de

ces interactions et la nature des liaisons formées.
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Tableau 3.7. Résultats du pouvoir antibactérien des composés terpéniques de ’HELO en

comparaison avec des antibiotiques in silico (docking moléculaire).

Famille Composé Energie de liaison
(kcal/mole)
Aminoside Gentamicine -7,365
Céphalosporine 1°© génération | Céfazoline -7,197
Céphalosporine 3°™ génération | Céfotaxime -7,128
Bétalactamines Amoxicilline -6,894
Ampicilline -6,174
Ester monoterpénique Acétate de lavandulyle -5,780
Sesquiterpéne hydrocarboné [-Farneséne -5,725
Ester monoterpénique Acétate de néryle -5,560
Acétate de géranyle -5,416
Alcool sesquiterpénique a-Bisabolol -5,364
Sesquiterpéne oxygéné Oxyde de caryophyllene -5,356
Ester monoterpénique Acétate de linalyle -5,324
Acétate de bornyle -5,126
Sesquiterpéne hydrocarboné Germacréne D -5,085
trans-Oxyde de linalool -5,007
Lavandulol -4,923
Monoterpéne oxygéné Linalool -4,883
cis-Oxyde de linalool -4,863
Géraniol -4,839
Sesquiterpéne hydrocarboné S-Caryophylléne -4,664
Oxyde monoterpénique Eucalyptol -4,659
Monoterpene hydrocarboné Limoneéne -4,654
4-Terpinéol -4,650
Monoterpénol a-Terpinéol -4,614
Bornéol -4,585
Monoterpene hydrocarboneé Myrcene -4,582
Monoterpene oxygéne Fenchone -4,554
S-Phellandrene -4,552
Monoterpene hydrocarboné S-Ocimene -4,516
a-Pinéne -4,510
Cétone monoterpénique Camphre -4,503
S-Pinene -4,463
Monoterpene hydrocarboné p-Cymeéne -4,437
Camphéne -4,236
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Pour la gentamicine, nous avons remarqué que plusieurs liaisons hydrogeénes sont formées avec
différents résidus d’acides aminés du site catalytique protéique PBP, ainsi qu’une seule liaison
hydrophobique formée avec la PRO660. C’est le méme constat qui a été noté pour I’amoxicilline ou
nous avons constaté¢ 1’établissement de plusieurs liaisons hydrogénes et trois interactions
hydrophobiques, une avec la TYR636, et les deux autres avec la PRO660. Concernant la céfazoline
(céphalosporine de 1% génération), une seule liaison électrostatique s’est établie avec un acide aminé
acide (GLU623), quatre interactions hydrophobiques avec les PRO660, VAL606, TYR636 et
VALG632, ainsi que plusieurs liaisons hydrogenes.

Pour la céphalosporine de 3°™ génération nommée la céfotaxime, une seule interaction pi-sulfure a
été formée avec I’acide aminé HIS447, deux interactions hydrophobiques établies avec la TYR430 et
la PRO660, ainsi que plusieurs interactions hydrogenes formées. Et concernant les deux antibiotiques
restants de la famille des béta-lactamines, en 1’occurrence I’amoxicilline et I’ampicilline, les liaisons
¢tablies sont dominées principalement par des interactions hydrogeénes, avec une seule liaison

hydrophobique formée entre I’ampicilline et I’acide aminé basique ARG428.

Pour les interactions établies lors du docking moléculaire entre les composés terpéniques et la
protéine enzymatique PBP (Tableau 3.9 et Figure 3.3), nous avons noté principalement que c’est les
liaisons hydrogéne et hydrophobe qui sont dominants pour le ligand acétate de lavandulyle (ester
monoterpénique). En effet, plusieurs acides aminés sont impliqués dans les interactions hydrogéne
(SER392, THR619, THR621 et GLY620) et hydrophobe (ARG428, PRO660 et TYR430). C’est le
méme constat pour les autres esterpes monoterpéniques testés ou nous avons enregistré la formation
des liaisons hydrogéne et hydrophobe avec le site catalytique enzymatique de la PBP. A titre
d’exemple, I’acétate de néryle a formé deux interactions hydrogénes avec la SER429, ainsi que deux
hydrophobiques avec les acides aminés PRO660 et TYR430. Un autre composé oxygeéné (acétate de
géranyle) a établi une seule liaison hydrogéne avec la TYR636 et trois hydrophobiques avec la
PRO660 et la TYR430. Cependant et en contradiction avec les antibiotiques, les composés
terpéniques n’ont pas formé des interactions électrostatiques ou soufrés avec le site actif du récepteur
protéique. Uniquement les liaisons hydrogene et hydrophobe qui ont été notées.

Tableau 3.8. Types des interactions constituées entre les ligands (antibiotiques) testés et le site
catalytique protéique PBP (PDB =3SVL).

Composés Acides Distance (A) | Nature de liaison | Type de liaison
aminés
Gentamicine SER392 1,91 Liaison H Liaison H conventionnelle

ASN450 2,38
ASN450 2,89
THR621 2,28
ASN450 2,73
GLU623 2,74
SER448 2,88
SER429 2,16
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THR621 2,63 Liaison H Liaison C-H
THR621 2,63
THR621 2,26
GLU623 2,43
HIS447 2,58
SER429 3,03
PRO660 4,81 Hydrophobique Alkyl
Céfazoline SER392 2,19 Liaison H Liaison H conventionnelle
ASN450 1,97
THR603 2,83
THR619 2,94
THR619 2,77
THR621 2,74
THR621 2,91
SER448 2,80 Liaison H Liaison C-H
GLY620 2,78
THR621 2,38
ASN450 2,66
SER429 2,67
GLU623 2,57
GLU623 3,69 Electrostatique Pi-Anion
PRO660 4,60 Hydrophobique Alkyl
VAL606 4,67
TYR636 5,33 Hydrophobique Pi-Alkyl
VALG632 5,35
Céfotaxime SER392 1,89 Liaison H Liaison H conventionnelle
THR603 2,88
THR619 3,01
THR621 2,12
THR621 1,85
SER448 2,44 Liaison H Liaison C-H
THR603 2,50
THR621 2,90
SER448 2,78
HIS447 4,61 Soufrée Pi-Sulfur
TYR430 3,82 Hydrophobique Pi-Pi Stacked
PRO660 3,81 Hydrophobique Alkyl
Amoxicilline THR603 2,85 Liaison H Liaison H conventionnelle
TYR605 2,65
VAL606 2,58
THR619 2,68
ASN450 2,15
LYS600 2,84
GLY602 2,81
SER448 2,78 Liaison H Liaison C-H
THR621 2,60
Ampicilline ASN450 2,27 Liaison H Liaison H conventionnelle
SER448 2,78 Liaison H Liaison C-H
THR603 2,62
SER448 2,81
ARGA428 4,67 Hydrophobique Alkyl
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Tableau 3.9. Types des interactions formées entre les différents ligands (molécules terpéniques)
testés et le site actif de I’enzyme bactérienne PBP (PDB = 3SVL).

Composés Acides aminés | Distances (A) Nature et type des liaisons formées
Acétate de SER392 2,24 Liaison H Liaison H conventionnelle
lavandulyle THR619 1,99
THR621 2,43
GLY620 2,53 Liaison H Liaison C-H
ARG428 4,31 Hydrophobique Alkyl
PRO660 4,12
TYR430 4,89 Hydrophobique Pi-Alkyl
Farneséne PRO660 5,38 Hydrophobique Alkyl
PRO660 4,36
PRO660 4,93
VAL632 4,74
VALG632 4,85
PRO660 4,64
Acétate de SER429 2,18 Liaison H Liaison H conventionnelle
néryle SER429 2,70 Liaison H Liaison C-H
PRO660 4,71 Hydrophobique Alkyl
TYR430 4,45 Hydrophobique Pi-Alkyl
Acétate de TYR636 2,41 Liaison H Liaison H conventionnelle
géranyle PRO660 4,92 Hydrophobique Alkyl
PRO660 4,98 Alkyl
TYR430 5,48 Hydrophobique Pi-Alkyl
Oxyde de SER39 2,41 Liaison H Liaison H conventionnelle
caryophylléne THR621 2,66
THR621 2,23
THR621 2,47 Liaison H Liaison C-H
PRO660 5,11 Hydrophobique Alkyl
PRO660 4,77
PRO660 4,20
PRO661 4,45
TYR430 4,58 Hydrophobique Pi-Alkyl
Acétate de ASN450 2,81 Liaison H Liaison H conventionnelle
linalyle PRO660 4,68 Hydrophobique Alkyl

Le docking moléculaire est considéré comme une méthode utilisée pour générer des prédictions de
I’interaction formée entre un récepteur protéique et des molécules appelées ligand, dans le but de
former un complexe et donc I’inhibition de la fonction protéique d’une fagon provisoire. Plusieurs
¢tudes ont utilisé I'amarrage moléculaire pour étudier la liaison de composés antibactériens a la PBP.
Ces études ont suggéré que la PBP est une cible possible pour de nombreux composés antibactériens
[Alves et al., 2014 ; Alhadrami et al., 2020].
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3.4. Etude in vivo du pouvoir anti-inflammatoire cutané

Nous avons évalué les propriétés anti-inflammatoires cutanées de ’HELO par la technique
d’induction d’une réaction inflammatoire auriculaire avec un produit chimique (xyléne), et ce en
comparaison avec deux médicaments anti-inflammatoires, un non stéroidien de type Voltaréne
Emulgel® (Diclofénac de sodium 1%), et un stéroidien de type Betasone® (Bétaméthasone 0,1%)
pris comme contrdles positifs. Nous rapportons les résultats dans le tableau 3.10.

Tableau 3.10. Taux de réduction de I’inflammation topique chez les différents lots d’animaux

traités en comparaison avec le xyleéne.

Traitements Moyenne + écart-type (mg) | % inhibition
HE lavande officinale 35,2 (mg/kg) 725+15 50,89
HE lavande officinale 3,52 (mg/kg) 575+1 64,17
HE lavande officinale 0,352 (mg/kg) 3,75+1 98,40
Diclofénac de sodium (contrdle positif) 6,23+ 1 59,22
Bétaméthasone (controle positif) 491+0,6 75,15
Xyléne (agent phlogogene) 8,41+34 43,87
V¢éhicule (huile d’amande) 576+1,1 64,06
Témoin (sans traitement) 3,69+0,3

D’apres nos résultats, nous avons remarqué que le groupe d’animaux ayant recu ’'HELO (0,352
mg/kg), a présenté une réduction importante de 1’inflammation avec un taux de 98,4%, avec une
différence significative, en comparaison au lot traité par 1’agent phlogogene. Les deux autres lots
traités avec ’HELO, a dose croissante, ont présenté un taux d’inhibition de I’inflammation variant
entre 64,17% et 50,89%. Par ailleurs, 1’agent phlogogéne utilisé (xyléne) a provoqué une forte
irritation auriculaire chez tous les animaux et qui s’est manifestée par un cedéme et une augmentation
la plus élevée de la masse auriculaire (8,41+3,4 mg). Nous avons complété notre expérimentation
animale par un examen histologique des pieces auriculaires prélevées de chaque animal afin de

confirmer ou d’infirmer cet effet anti-inflammatoire a échelle tissulaire.

En ce qui concerne le potentiel anti-inflammatoire des especes de Lavandula, 1a majorité des études
scientifiques ont confirmé les effets inhibiteurs en utilisant la technique de 1’inflammation générée
par la carraghénane au niveau des pattes des animaux [Hajhashemi et al., 2003], ou par I’huile de
croton au niveau auriculaire [Cardia et al., 2018]. De plus, la capacité de cette espéce a diminuer les
niveaux des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a (facteur de nécrose tumorale) et interleukine 1
(IL-1B)), et a augmenter ceux d’une cytokine anti-inflammatoire (IL-10) dans un modéle d’infarctus

du myocarde, a été¢ récemment démontrée [Souri et al., 2019].
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Cardia et al. [2018] ont testé les propriétés anti-inflammatoires cutanées (niveau auriculaire) de
I’HELO sur la réponse inflammatoire aigué en utilisant un modele d’inflammation chez les souris. Ils
ont montré que cette HE, utilisée a différentes doses (0,25, 0,5 et 1 mg/animal), a permis la diminution
aussi bien de I’cedéme que ’activité enzymatique de la MPO (my¢éloperoxydase), qui est considérée
comme une protéine présente dans les cellules immunitaires (neutrophiles) et dont la production
excessive peut contribuer a l'inflammation et aux dommages tissulaires. Aussi, ils ont révélé une
réduction dans la production de 1'oxyde nitrique (NO), un composé considéré comme stimulant de la

biosynthése des médiateurs pro-inflammatoires.

Une équipe scientifique Brésilienne [Silva et al., 2015] a exploré les effets antalgique et anti-
inflammatoire de ’'HELO, en appliquant le test d’cedéme induit par la carraghénane, au niveau des
pattes des animaux (rats), et I’inflammation cutanée générée par 1’huile de croton, en comparaison
avec la dexaméthasone. Dans les tissus auriculaires de souris, ’'HELO a diminué les niveaux
d’expression du facteur de transcription nucléaire (NFxB, une famille de protéines régulatrices
possédant une fonction dans la régulation de I’inflammation), de COX-2 et du TNFa [Chen et al.,
2020].

Ueno-lio et al. [2014] ont déterminer le pouvoir anti-inflammatoire de ’HELO en utilisant un mode¢le
animal (inflammation bronchique induite par injection de I’ovalbumine). L’HELO a été administrée
aux animaux par inhalation pour une période de 14 jours. Les auteurs de cette expérimentation ont
trouvé une réduction de D'inflammation allergique, ce qui laisse présager des possibilités

d’exploitation de ’HELO dans la maladie asthmatique.

Dans notre échantillon d’HELO, le linalool et son ester (acétate de linalyle) sont les deux composés
majoritaires, ce qui pourra donner une explication aux propriétés anti-inflammatoires de cette HE. En
effet, plusieurs publications [Peana et al., 2002 ; Sosa et al., 2005 ; Algahtani et al., 2023] ont rapporté
que les alcools monoterpéniques, comme le linalool, sont doués d’un pouvoir anti-inflammatoire en

utilisant la technique d’induction de I’cedéme par la carraghénane au niveau des pattes des animaux.

Deux études cliniques ont confirmé les vertus thérapeutiques régénérantes de ’HELO et ce pour la
prise en charge des plaies générées suite a un accouchement [Vakilian et al., 2011 ; Sheikhan et al.,
2012]. Les auteurs ont constat¢ une réduction significative des symptomes inflammatoires
(hématome, irritation, cedéme) en utilisant des bains de siege additionnés d’HE, en comparaison avec

la Povidone (antiseptique).
Pour rappel, 1'huile de lavande est un composant courant des lotions corporelles pour apaiser les

irritations. Elle a prouvé aussi son efficacité dans le soulagement des symptomes liés a certaines

maladies (dermatite atopique et psoriasis).
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Par ailleurs, ’HELO est dou¢e d’un pouvoir anti-inflammatoire qui, associée a d'autres médicaments,
peut accélérer le processus de guérison des brilures et des plaies. Elle a aussi des applications
thérapeutiques dans la réduction des douleurs articulaires, tendineuses ou musculaires [Panahi et al.,
2012 ; Nadiri et al., 2016].

D’un autre coté, plusieurs publications ont démontré que la lavande a un effet irritant aprés son
exposition a la peau [Gangemi et al., 2015 ; Corazza et al., 2017]. Certaines molécules terpéniques
caractéristiques de I’HELO peuvent engendrer des irritations cutanées aprés dégradation par
oxydation [Hagvall et al., 2008]. Dans de telles conditions, 1’utilisation topique de ’HELO dans les

cosmétiques, les produits de nettoyage et les parfums doit étre faite avec une grande prudence.

3.5. Etude histologique de la morphologie tissulaire auriculaire

Dans le but de démontrer I’effet anti-inflammatoire de ’HELO testée au niveau tissulaire, des coupes
histologiques des pieces auriculaires ont été effectuées, suivies par une coloration H&E et
observations microscopiques a différents grossissements. Les résultats concernant les observations

microscopiques sont illustrés dans la figure 3.4.

Chez le groupe d’animaux contrdle positif traité par un gel AINS, nous avons constaté la présence
d’un cedéme d’intensité¢ faible. En revanche, chez le lot controle négatif (xyléne), un taux
d’inflammation tres élevé, marqué par la présence d’une congestion, d’un cedéme et le recrutement

des polynucléaires neutrophiles, a été constaté dans toutes les oreilles des souris (Figure 3.4-B).

Le méme constat a été rapporté avec les animaux traités avec le véhicule (huile d’amande) ou nous
avons noté la présence d’un cedéme avec une congestion vasculaire (Figure 3.4-D) et un infiltrat

cellulaire modéré, en comparaison avec le témoin (Figure 2.4-A)

La réaction inflammatoire est considérée comme un phénomene impliquant plusieurs réactions au
niveau des cellules avec synthese de différents médiateurs chimiques pro-inflammatoires (histamine,
prostaglandines, leucotrienes). Cette réaction est associée a une vasodilatation et 1’extravasation des
polynucléaires neutrophiles et des macrophages pour se diriger vers le tissu endommagé [Hersini et
al., 2014].
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[A] Témoin (sans traite
AN

D] Véhicule (Huile d’amande) [x10]
Figure 3.4. Micrographies des quelques observations histologiques des tissus auriculaires chez des
animaux traités, en comparaison avec le témoin.

Coupes histopathologiques des pic¢ces auriculaires montrant des couches kératinique (Ke), épidermique (Ep), dermique
(De), musculaire (Mu) et cartilagineuse (Ca) avec follicules pileux (Fp) et glandes sébacées (Gs). Les coupes colorées a
I'hématoxyline-éosine ont été notées pour I'eedéme (Ed), la congestion (Co) et l'infiltration inflammatoire (fléches) des
polynucléaires neutrophiles.
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Concernant notre échantillon d’HELO qui a été testé in vivo, les coupes histopathologiques au niveau
des oreilles ont montré, d’une facon générale, une réduction de I’cedéme avec présence d’un infiltrat

inflammatoire cellulaire (polynucléaires) d’intensité faible (Figure 3.4-C).

Notre travail histopathologique a démontré les propriétés anti-inflammatoires cutanées de I’HELO au
niveau auriculaire. En conséquence, 1’application cutanée de I’HELO, comme bioactif dans des
préparations galéniques, peut constituer une démarche thérapeutique intéressante. Ces propriétés sont
en corrélation avec le profil de ’'HELO, caractérisé par la présence de molécules terpéniques ayant

une activité inhibitrice des certaines enzymes pro-inflammatoires.

La publication de Kim et al. [1999] a mentionné que I'HELO posséde une capacité dans la réduction
de la composante inflammatoire qui caractérise les réactions allergiques, par I’arrét de la biosynthése

des médiateurs inflammatoires, comme par exemple I’histamine.

Irmak Sapmaz et al. [2015] ont exploré le potentiel anti-inflammatoire et analgésique de ’'HELO par
un essai clinique, a travers une application chez des patients ayant des coliques néphrétiques, en
association avec des médicaments AINS (diclofénac). Cette étude a démontré le bien-fondé de 1’usage

de ’'HELO dans les douleurs inflammatoires générées par les coliques néphrétiques.

L'HELO a présenté une grande efficacité dans la réduction du processus inflammatoire induit chez
les souris, au niveau auriculaire, en comparaison avec un médicament AINS (ibuproféne). Le taux de
réduction de I’inflammation auriculaire était de 58,7% en utilisant 100 mg/kg en HE. Les niveaux
d'expression de certains médiateurs et enzymes pro-inflammatoires (facteur NF-«xB, cytokine, COX-
2 et le TNF-a) ont également diminué de maniére significative. En adéquation avec nos résultats, les
composés majoritaires identifiés, dans 'HELO testée, étaient I'acétate de linalyle (28,9%) et le
linalool (24,3%) [Chen et al., 2020]. Luo et al. [2019] ont, eux aussi, observé que cette HELO réduit,
in vivo, I'expression de médiateurs inflammatoires tels que les IL-6, NF-kB et TNF-a dans le méme

modele expérimental de 1’inflammation.

Nombreux rapports scientifiques [Husseini et al., 2016 ; Zuzarte et al., 2022] indiquent que le genre
Lavandula est une source de composés terpéniques avec une activité anti-inflammatoire. L'un des
nombreux mécanismes antiphlogiques de ces molécules est leur capacité a inhiber les enzymes,
notamment I'iINOS, la lipo-oxygénase (LOX) et la COX [Yassine et al., 2016].

3.6. Controle de la qualité microbienne de la créme préparée
L’analyse de la qualité microbienne de la créeme dermique préparée a révélé que notre préparation est
exempte de toute contamination bactérienne ou fongique et, par conséquent, est déclarée conforme

aux normes en vigueur [Ph. Eur., 2010].
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3.7. Evaluation du pouvoir anti-inflammatoire in silico par amarrage moléculaire

L’amarrage est une approche de simulation, in silico, appliquée dans le but de réaliser une prédiction
des interactions entre deux molécules, a savoir le ligand et le récepteur protéique. Dans le cas de
I'inhibition de la COX-2, le docking est utilisé pour prédire comment les différents composés vont
interagir et inhiber le site actif de cette protéine responsable de la production de prostaglandines et

autres médiateurs inflammatoires.

Notre travail a porté sur 1’évaluation des interactions entre le site catalytique protéique de la COX-2
et les composés terpéniques de ’HELO pour constituer, d’'une manicre provisoire, un complexe
stable. Le docking moléculaire est réalisé avec un serveur web en ligne nommé « Dockthor » [Da
silveira et al., 2019] (https://dockthor.Incc.br/v2/) créé par le laboratoire national des sciences

computationnelles (Petropolis, Brésil).

Dans notre étude, un seul AINS sélectif (célécoxib) et trois autres non sélectifs (ibuproféne,
diclofénac de sodium et kétoprofeéne) ainsi qu'un AIS (bétaméthasone) ont été choisis pour comparer
leurs énergies d’affinité avec celles des constituants terpéniques de ’'HELO. Nous rapportons les

scores de 1’amarrage moléculaire dans le tableau 3.11.

Une analyse comparative des scores obtenus montre que le célécoxib est le composé qui a présenté
la plus grande affinité pour le site catalytique de la COX-2 avec un score ou une énergie d’interaction
la plus faible (—8,673 kcal/mole), suivi par le myrcene (—8,495 kcal/mol), le a-bisabolol (—8,458
kcal/mol), le p-caryophylléne (—8,400 kcal/mol), le f-ocimene (—8,353 kcal/mol), et le géraniol
(—8,303 kcal/mole).

La liaison des différents ligands testés (AINS et composés terpéniques de ’HELO) avec le site
catalytique du récepteur protéique (COX-2) est souvent hautement spécifique. Ces interactions
ligand-protéine ont été visualisées a l'aide de différents logiciels, tels que BIOVIA Discovery Studio
Visualizer (2021), Schrodinger Maestro (2018), LigPlot+ (2022), ProteinPlus server [Schoning-
Stierand et al., 2020] et PLIP server [Salentin et al., 2015].

Ces applications permettent de visualiser la structure tridimensionnelle du complexe molécule-COX-
2 pour une meilleure compréhension et illustration des interactions moléculaires qui contribuent a la
liaison du ligand. Les résultats des différentes interactions établies sont illustrés dans le tableau 3.12,
et les figures 3.5 et 3.6. Pour les types de liaisons établies, lors du docking moléculaire, entre les
composés terpéniques et la protéine enzymatique COX-2, nous avons noté principalement que c’est
les interactions hydrophobiques qui sont prédominantes pour le myrcene, le f-caryophylléne et le 5-
ocimene. Pour d’autres ligands tels que le a-bisabolol et le géraniol, il a été constaté la présence des
liaisons hydrogeénes avec plusieurs résidus (THR179, HIS181 et TRP354). En revanche et en
analysant les interactions établies avec les AINS, nous avons remarqué la présence de ces liaisons

d’hydrogene avec un nombre important de résidus. C’est le cas de I’AINS sélectif (célécoxib) ou les
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résidus impliqués sont au nombre de six (ASN189, GLU257, GLN256, LYS178, HIS353 et HIS181)
et de deux (GLN170 et HIS174) pour un AINS non sélectif (diclofénac de sodium).

Tableau 3.11. Résultats du pouvoir inhibiteur in silico de la COX-2 par les composés terpéniques

de ’'HELO, comparativement avec les médicaments anti-inflammatoires.

PubChem Composés Energie PubChem Composeés Energie
ID (kcal/mole) ID (kcal/mole)

2662 Célécoxib -8.673 93009 Acétate de bornyle -7.561
31253 Myrcene -8.495 1549025 Acétate de néryle -7.537
1549992 a-Bisabolol -8.458 6428573 cis-Oxyde de linalool -7.522
5281515 S-Caryophyllene -8.400 3825 Kétoproféne -7.478
18756 B-Ocimeéne -8.353 11230 4-Terpinéol -7.228
5018304 Diclofénac Na -8.313 1549026 Acétate de géranyle -7.211
637566 Géraniol -8.303 6549 Linalool -7.073
5317570 Germacréne D -8.271 2758 Eucalyptol -6.999
5281517 p-Farnesene -8.257 6432254 | trans-Oxyde de linalool -6.992
11142 S-Phellandréne -8.179 6654 a-Pinéne -6.980
7463 p-Cymeéne -8.018 64685 Bornéol -6.945
9782 Bétaméthasone -7.990 14896 S-Pinene -6.929
8294 Acétate de linalyle -7.979 3672 Ibuproféne -6.929
1742210 Oxyde de caryophylléne -7.893 14525 Fenchone -6.917
17100 a-Terpinéol -7.868 6616 Camphéne -6.913
5464156 Lavandulol -7.731 22311 Limonene -6.904
30247 Acétate de lavandulyle -7.586 2537 Camphre -6.835

Tableau 3.12. Interactions formées entre le site catalytique de la COX-2 et les ligands.

Composés Acide aminé | Distance (A) | Nature de liaison Type de liaison
Célécoxib ASN189 2,64 Liaison hydrogéne Liaison H conventionnelle
GLU257 2,19
GLN256 2,02
LYS178 3,32 Liaison hydrogene Liaison H-C
HIS353 3,78
HIS181 3,09 Liaison hydrogene Liaison H Pi-Donur
HIS181 4,93 Liaison hydrophobe | Pi-Pi T-shaped
ILE241 4,79 Liaison hydrophobe | Alkyl
HIS353 5,25 Liaison hydrophobe | Pi-Alkyl
LYS178 5,34
VAL258 4,60
VAL258 4,75
Myrcéne ALA169 4,05 Liaison hydrophobe | Alkyl
LEU357 5,31
LEU358 4,81
HIS174 5,05 Liaison hydrophobe | Pi-Alkyl
HIS174 5,01
HIS174 4,97
PHE177 4,71
HIS353 4,63
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HIS353 4,03
TRP354 4,65
TRP354 4,85
HIS355 4,88
HIS355 4,48

a-Bisabolol THR179 2,30 Liaison hydrogéne Liaison H conventionnelle
HIS181 2,22
VAL258 5,14 Liaison hydrophobe | Alkyl
LYS178 4,15
VAL258 5,05
VAL258 5,27
HIS174 4,48 Liaison hydrophobe | Pi-Alkyl
HIS174 5,19
HIS181 5,06
HIS353 4,90
HIS353 3,61

[-Caryophylléne | VAL258 3,86 Liaison hydrophobe | Alkyl
HIS174 5,46 Liaison hydrophobe | Pi-Alkyl
HIS174 4,71
HIS174 5,28
HIS174 4,58
HIS181 4,93
HIS353 4,28

S-Ociméne LEU358 4,86 Liaison hydrophobe | Alkyl
ALA169 4,49
LEU357 5,33
HIS174 5,05 Liaison hydrophobe | Pi-Alkyl
HIS174 4,94
HIS174 4,89
PHE177 4,92
HIS353 4,48
HIS353 4,29
HIS355 4,23

Géraniol TRP354 1,82 Liaison H Liaison H conventionnelle
HIS355 2,93 Liaison hydrophobe | Pi-Sigma
ALA169 4,25 Liaison hydrophobe | Alkyl
HIS174 4,49 Liaison hydrophobe | Pi-Alkyl
HIS174 4,86
PHE177 4,76
HIS353 4,24

Diclofénac Na GLN170 2,90 Liaison H Liaison H conventionnelle
HIS174 1,47
VAL414 3,60 Liaison hydrophobe | Pi-Sigma
HIS353 4,37 Liaison hydrophobe | Pi-Pi Stacked
HIS355 5,56 Liaison hydrophobe | Pi-Pi T-shaped
HIS174 5,29 Liaison hydrophobe | Pi-Alkyl
HIS353 4,33
HIS355 3,98
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Les études de docking moléculaire peuvent étre utilisées pour identifier et concevoir de nouveaux
composés capables de se lier, de maniére sélective, a des cibles inflammatoires, tels que la COX et la
LOX, et d'inhiber leur activité¢ [Herowati et Widodo, 2017]. Par exemple, des études de docking ont
¢été utilisées pour identifier de nouveaux composés capables de se lier de manicre sé€lective au niveau
de la protéine COX-2 incriminée dans la production de prostaglandines inflammatoires, tout en
¢vitant le blocage de la COX-1 [Vishwakarma et al., 2022].

Rufino et al. [(2015] ont utilisé des cultures de chondrocytes humains stimulées par I’'IL-1p, comme
mode¢le de dégradation du cartilage in vitro, qui imite les dommages observés dans la réaction
inflammatoire induite par ’arthrose. A des concentrations non cytotoxiques, le myrcéne a provoqué
une inhibition du NO généré par I'lL-1p, mais le caryophylléne était inactif. Le myrcéne a également
inhiber la réaction d’activation de NF-kB. Ces données montrent que le myrcéne est dou¢ d’un
pouvoir anti-inflammatoire significatif sur les chondrocytes humaines et que, par conséquent, sa
capacité a arréter ou, au moins, a ralentir la destruction des articulations et la progression de I'arthrose

justifie des recherches plus approfondies.

McDougall et McKenna [2022] ont examiné le réle du myrcene dans le contrdle de I’inflammation
et de la douleur articulaires chroniques. L'application locale de myrceéne (1 et 5 mg/kg) a réduit les
douleurs articulaires et I'inflammation. Ces données suggerent que le myrceéne topique a un potentiel

de réduire la douleur et l'inflammation chroniques liées a l'arthrite.
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Par ailleurs, le géraniol présent dans les HE de certaines especes botaniques, y compris la lavande
officinale, a été testé pour son effet anti-inflammatoire et immunomodulateur a travers la synthése
des cytokines anti-inflammatoires (interleukine (IL-10)) par des cellules humaines [Murbach Teles
Andrade et al., 2014]. Les données ont montré que des concentrations non cytotoxiques du géraniol

exergaient une action anti-inflammatoire en augmentant la production d'IL-10.

Une autre étude scientifique [Su et al., 2010] a été menée pour déterminer les effets des alcools
terpéniques tels que le citronellol et le géraniol sur la syntheése de NO et de prostaglandine E2 (PGE2)
dans les cellules macrophages in vitro. Ces monoterpénols ont inhibé la synthése du NO et
PGE2 d’une facon concentration-dépendante. En ajoutant le géraniol, les taux d'expression
enzymatique de COX-2 ont été réduits d’'une manicre significative, ce qui suggere son efficacité dans
les pathologies inflammatoires. Cependant, il convient de rappeler que plusieurs travaux et
investigation scientifiques, concernant l'activité anti-inflammatoire des monoterpeénes oxygénés
comme les monoterpénes alcooliques et leurs esters correspondants, ont été menées au niveau des
laboratoires (études in vitro) ou en utilisant un modele animal (in vivo). Des essais cliniques humains
doivent étre menés pour infirmer ou confirmer son efficacité-innocuité en tant qu'agent anti-

inflammatoire.

Par ailleurs, il est a noter que le docking est basé sur des modeles informatiques, des simulations et
approximations qui peuvent ne pas toujours refléter la complexité réelle des interactions dans les
systemes cellulaires et tissulaires [Ghasemi et al., 2017 ; Sethi et al., 2019]. Les données du docking
moléculaire doivent donc étre validés par différentes expérimentations au laboratoire, voire des essais

cliniques pour confirmer l'activité réelle des composés identifiés dans ’'HELO.

Actuellement, la recherche médicale optimise continuellement toutes les procédures d'invention de
nouvelles biomolécules actives. La chimio-informatique constitue un outil pour réduire les
parametres colt-temps dans le développement d’un médicament anti-inflammatoire. La bio-

informatique participe dans I’étude des interactions protéine-ligand [Krimm, 2015 ; Doré et al., 2021].

3.8. Prédiction des propriétés ADMET

La prédiction des propriétés physicochimiques et pharmacocinétique in silico des composés
terpéniques de I’HELO a ét¢é menée en utilisant un serveur web nommé ADMTELab2.0
(https://admetmesh.scbdd.com/), en comparaison avec des médicaments anti-inflammatoires sélectif
(diclofénac Na) et non sélectif (célécoxib) (Tableau 3.13) [ Xiong et al., 2021]. Et dans le but de mieux
cerner les effets toxicologiques de ces molécules, nous avons complété cette étude par la prédiction
de la toxicité aigiie avec I’aide d’un serveur en ligne ProToxII. Enfin, tous les composés testés ont été
confrontés a la reégle 5 de Lipinski qui donne une prédiction de la biodisponibilité orale [Banerjee et
al., 2018].
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A la lecture des résultats obtenus, il apparait que les composés, ayant une solubilité aqueuse (LogS)
située dans la plage de -4 2 0,5 log mole/L, seront considérés comme présentant une solubilité aqueuse
appropriée. Dans notre analyse de prédiction, et excepté les deux composés majoritaires (linalool et
acétate de linalyle) et le géraniol, tous les ligands terpéniques testés présentent une solubilité aqueuse
non satisfaisante.

La premicere étape du processus d'absorption du médicament est la désintégration du comprimé ou de
la capsule, suivie de la dissolution du principe actif. Une solubilité faible est préjudiciable a meilleure
et totale absorption orale. La prédiction ou mesure précoce de ce parametre, exprimée en log mole/L,
demeure primordiale [Rashid, 2020].

Un autre parameétre, le logP, exprimé en mole/L, donne le coefficient de distribution n-octanol/eau.
Dans notre étude, seuls deux alcools terpéniques (géraniol et linalool) ont présenté une meilleure
lipophilicité avec une valeur de logP de 2,95 et 2,97 mole/L, respectivement. A noter que les
composés, ayant une valeur de logP comprise dans un intervalle de 0 a 3 log mole/L, seront considérés
comme approprié¢s [Wang et Skolnik, 2009].

Dans les résultats obtenus lors de ces prédictions ADMET, tous les composés terpéniques de ’'HELO
ont présenté une grande absorption gastro-intestinale et, par conséquent, une meilleure distribution
dans I’organisme [Xiong et al., 2021]. Cette absorption constitue un processus essentiel qui détermine
la quantité de médicament absorbée dans la circulation sanguine apres administration orale. Elle est
influencée par de nombreux facteurs, notamment la solubilit¢ du médicament, sa perméabilité et les

interactions avec les enzymes intestinales.

Concernant le paramétre Caco-2 qui permet de prédire la perméabilité intestinale (lignée cellulaire
tumorale digestive), tous les composés terpéniques ont présenté une excellente perméabilité¢ Caco-2
avec des valeurs prédites qui oscillent entre -4,62 et -4,34 log cm/s. A noter que le composé est
considéré comme ayant une bonne perméabilité¢ au Caco-2 s'il a une valeur prédite supérieure a -
5,15log cm/s [Awadelkareem et al., 2022].
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Tableau 3.13. Prédiction des propriétés ADMET de certains ligands.

Solubilité

Pharmacocinétique-

Pharmacodynamique

Paramétres de toxicité

Composés

Célécoxib

Diclofénac Na

Myrcéne

a-Bisabolol

p-Caryophyliene

p-Ocimene

Géraniol

Linalool

Acétate

de linalyle

LogS | LogP

Lipinski

DL50
mg/kg

Catégorie

gl o w| al ;o] al w| &>

logS = Solubilité aqueuse (-4 a 0,5 log mol/L : appropri€) ; logP = Log du coefficient de distribution n-octanol/eau (0 a 3 log mol/L : approprié) ; HIA = Absorption

intestinale humaine ; Caco-2 = Cellules d'adénocarcinome colorectal humain [Si > -5,15 : excellent (vert) ; sinon : médiocre (rouge)] ; BBB = barriére hémato-

encéphalique ; PPB = Liaisons aux protéines plasmatiques [PPB approprié si < 90 %] ; CL = clairance [> 5 : excellent (vert) ; < 5 : médiocre (rouge)] ; H-HT =

Hépatotoxicité humaine ; ROA = toxicité aigué chez les mammiferes ; hERG = Toxicité cardiaque (human Ether-a-go-go-Related Gene) ; SkinSet = sensibilisation cutanée

; Carc. : Carcinogénicité ; EC = Corrosion oculaire ; EI = Irritation oculaire ; Resp. Toxicité respiratoire ; Régle 5 de Lipinski [MW<500 ; logP<5 ; Hacc<10 ; Hdon<5].

Couleur = 0-0,3 : excellent (vert) ; 0,3-0,7 : moyen (jaune) ; 0,7-1,0 : faible (rouge)]
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Pour le parametre BBB (barriere hémato-encéphalique qui sépare le sang du systéme nerveux
central), uniquement le a-bisabolol qui est apte a franchir cette barriére selon les résultats de nos
prédictions. Cette barri¢re peut avoir un effet protecteur en empéchant l'entrée de certaines molécules

potentiellement toxiques pour le systéme nerveux central [Zhang et al., 2017].

La prédiction du parametre de liaison aux protéines plasmatiques (PPB) peut influencer, directement,
la biodisponibilité orale car la concentration libre du médicament est en jeu lorsqu'il se lie aux
protéines sériques. Dans nos tests, les composés majoritaires de I’HELO (linalool et acétate de
linalyle) ainsi que le myrceéne et le f-ociméne ont présenté une faible probabilité¢ de liaison aux
protéines plasmatiques. Un composé est considéré comme ayant un PPB appropri¢ s'il a une valeur
prédite inférieure a 90 % [Stoll et al., 2011].

En ce qui concerne la clairance (CL, ml/min/kg), et excepté les deux AINS (célécoxib et diclofénac
de sodium), tous les composés terpéniques ont présenté une clairance importante. La clairance est

considérée comme faible si elle est inférieure a 5 ml/min/kg [Toutain, 2012].

Parmi les divers paramétres toxicologiques des substances chimiques, la cancérogénicité est tres
préoccupante. Il apparait que le myrceéne et le f-ociméne ont un fort effet cancérigéne se traduisant
par leur possibilité a induire des changements dans le matériel génétique. De nombreux médicaments
approuvés, identifiés comme cancérogenes chez I'homme ou l'animal, ont été retirés du marché
[Valerio, 2009].

En revanche, les prédictions ADMET ont mis en évidence une faible probabilité d'inhibition du géne
hERG et ce pour tous les ligands testés. L'inhibition de ce géne provoque des problémes cardiaques
associés au rythme cardiaque.

Excepté le f-caryophylléne, tous les composés terpéniques testés ont manifesté une hépatotoxicité,
modérée a forte, prédite par le paraméetre H-HT. L’apparition d’une toxicité hépatique grave implique
souvent I’arrét immeédiat des essais cliniques avec des répercutions économiques sur les programmes

de développement des médicaments [Kumachev et Wu, 2021].

La sensibilisation cutanée (SkinSen) est un effet indésirable potentiel des produits administrés au
niveau cutané, et constitue un parametre clé dans la prédiction des potentiels effets indésirables
topiques (réactions allergiques, dermatite de contact, eczéma) des composés sur le tissu cutané [ Wang
et al., 2017]. Seul le linalool et le f-caryophylléne ont montré un pouvoir irritant modéré sur la peau,

contrairement aux autres terpeénes qui ont présenté une grande irritation.

L'évaluation du potentiel d'irritation/corrosion des yeux (EI/EC) d'une molécule est une composante
nécessaire de I'évaluation des risques toxicologiques sur les yeux qui sont exposés aux vapeurs et
fumés émanant des produits chimiques [Wang et al., 2017]. Au vu des résultats obtenus lors de ces

prédictions, il s’avere que toutes les biomolécules ont présenté un fort degré d’irritation oculaire.
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Enfin et concernant la régle 5 de Lipinski, il a été constaté que seuls les deux alcools terpéniques,
géraniol et linalool, sont en conformité avec cette régle et, par conséquent, présentent une

biodisponibilité orale satisfaisante [Ahire et al., 2021].

Par ailleurs, nous avons constaté que les deux AINS testés présentent un profil ADMET défavorable,
avec des DL50 les plus faibles, se classant ainsi dans la catégorie des molécules ayant une toxicité
aiglie avérée et importante. En revanche et pour tous les composés terpéniques oxygénés, ils ont été

tous répertoriés dans la classe 5 ou 6 (faible toxicité), sauf exception pour le f-ocimene.

L’échec dans la procédure de mettre sur le marché un nouveau principe actif réside généralement dans
la présence d’un profil ADMET défavorable. Cette problématique peut étre résolue en ayant recours
aux prédictions in silico a travers 1’'usage des filtres par ADME-Tox [Norinder et Bergstrom, 2006 ;
Xiong et al., 2021]. En somme, c’est le monoterpénol (linalool) et son ester (acétate de linalyle) qui
ont présenté un profil favorable en comparaison avec les autres molécules, les placant comme de

potentiels bioactifs pour d’autres expérimentations.

Cependant, il faut mentionner que ces parameétres prédictifs ne sont que des approximations ou
estimations et ne remplacent pas les études cliniques et expérimentales pour valider ces propriétés.
Les prédictions ADMET doivent étre utilisées comme un outil de conception et de dépistage, plutdt
que comme une alternative aux essais expérimentaux [Cheng et al., 2013 ; Kesharwani et al., 2020].

3.9. Développement d’un modéle pharmacophorique

Les mod¢les de pharmacophore sont utilisés dans la découverte des médicaments pour identifier de
nouveaux composés susceptibles d'avoir 'activité biologique souhaitée. Dans notre étude, un modele
de pharmacophore a été¢ généré en superposant deux AINS (célécoxib et diclofénac de sodium) avec
deux composés terpéniques (myrcene et géraniol), en raison des fortes affinités de liaison avec le site

catalytique de la COX-2 obtenues précédemment lors du docking moléculaire.

A noter que la création d’un pharmacophore permet de détecter les caractéristiques communes entre
les quatre composé€s cités précédemment ; ces caractéristiques peuvent inclure des cycles
aromatiques, des donneurs et des accepteurs d’hydrogeéne, des régions hydrophobes et des groupes

chargés positivement ou négativement.

La disposition spatiale (distances et angles formés) entre les différents points pharmacophoriques a
été enregistrée, et la représentation schématique est rapportée dans la figure 3.7. Dans notre étude,
nous avons la constitution de quatre points pharmacophoriques, deux de nature aromatique

hydrophobe, un accepteur d’hydrogene et un donneur d’hydrogene.
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Par la suite, ce modele pharmacophore sera utilisé pour le criblage des bases de données chimiques
disponibles en ligne (https://pharmit.csb.pitt.edu/search.html) pour la recherche de nouvelles
molécules présentant les mémes points pharmacophoriques, a savoir deux aromes hydrophobiques,
un donneur et un accepteur d’hydrogéne et, par conséquent, pouvant présenter une possible activité
inhibitrice de la COX-2 [Sunseri et Koes, 2016]. La figure 3.8 illustre des exemples de quelques

molécules obtenues selon le modéle pharmacophore généré.

Figure 3.7. Mod¢le pharmacophore généré par superposition des quatre ligands : molécules

terpéniques et deux AINS (célécoxib et diclofénac de sodium).

PubChem ID 3343318 PubChem ID 71824208

Figure 3.8. Structure chimique de quelques composés obtenus par criblage du modele

pharmacophore en utilisant le serveur en ligne Pharmit.
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La génération des modeles pharmacophoriques peuvent étre utilisées pour identifier des motifs
moléculaires communs dans des composés connus pour avoir une pharmacologique, dans notre cas
le pouvoir anti-inflammatoire. Ces motifs peuvent, ensuite, étre utilisés pour concevoir de nouveaux

composé€s ou principes actifs ayant une structure similaire et une activité anti-inflammatoire prévue.

Les chercheurs peuvent utiliser des méthodes de criblage virtuel pour identifier de nouvelles
molécules candidates qui correspondent au modéle de pharmacophore. Les molécules candidates
identifiées peuvent ensuite étre testées, expérimentalement, pour leur activité biologique-
pharmacologique et leur toxicité. Les composés les plus prometteurs peuvent étre optimisés en
modifiant leur structure moléculaire pour améliorer leur efficacité, leur sélectivité et leur

pharmacocinétique.

Il existe plusieurs exemples de médicaments anti-inflammatoires congus en utilisant la méthode du
modele pharmacophore. C’est I’exemple de la célécoxib, un inhibiteur sélectif du site enzymatique
de la COX-2, et qui est utilisé¢ dans le cadre des douleurs inflammatoires provoquées par l'arthrite. Il
a été développé en utilisant un modele pharmacophore basé sur les interactions entre I'enzyme COX-
2 et ses inhibiteurs [Ahmadi et al., 2022]. Le mod¢le a permis de concevoir de nouveaux composés
ayant une meilleure sélectivité pour la COX-2 en comparaison avec la COX-1, réduisant ainsi les
effets secondaires gastro-intestinaux associés aux molécules inhibitrices non sélectives. La génération
d’un modele pharmacophorique anti-inflammatoire peut aider a identifier les caractéristiques

moléculaires clés nécessaires pour une activité pharmacologique efficace.

En résumé, les études du pharmacophore et du docking moléculaire pourraient offrir plus
d'informations pour une meilleure compréhension des interactions ligand-protéine formées, ainsi que
les groupes fonctionnels impliqués dans 1’inhibition du site catalytique [Hassan Baig et al., 2016 ;
Muhammed et Esin, 2021].
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CONCLUSION

Synthétisées comme métabolites par les structures glandulaires des espéces végétales aromatiques,
les distillats aromatiques sont exploités dans des secteurs industriels varié€s (produits cosmétiques et
parapharmaceutiques, parfums et senteurs, bioactifs en phyto-aromathérapie). Ces dernicres
décennies, un grand intérét pour ces distillats s’est émergé, particulierement pour une éventuelle
application thérapeutique ou comme alternative aux médicaments synthétiques dont le marché a été
¢claboussé, récemment, par des scandales a répétition. L’exploration des extraits phytochimiques en
général, et des huiles aromatiques en particulier, pour la mise en évidence des biomolécules naturelles
a visée thérapeutique, peut constituer une voie de recherche prometteuse. Eu égard de I’importance,
sans cesse grandissante, des essences végétales des especes botaniques du genre Lavandula en phyto-
aromathérapie, nous leur avons consacré ce travail pour vérifier les propriétés antimicrobiennes (in
vitro et in silico) et anti-inflammatoires cutanées (in vivo et in silico), pour une potentielle

incorporation dans 1’arsenal thérapeutique via la préparation des formes galéniques topiques.

L’objectif premier de notre these était la caractérisation du profil chimique et 1’estimation, in vitro,
des propriétés inhibitrices de I’essence aromatique distillée de lavande vraie sur plusieurs especes
microbiennes. Le tracé chromatographique de ’HELO a révélé la présence du linalool et de son ester
(acétate de linalyle) comme composés majoritaires. L’évaluation du pouvoir antimicrobien de
I’HELO est faite en appliquant deux tests complémentaires a savoir la diffusion gélosée et la diffusion
en phase vapeur, et ce en comparaison avec des médicaments comme référence. Cette HE a présenté
un pouvoir inhibiteur faible contre les especes bactériennes, et modéré contre la levure C. albicans.
En microatmosphére, des résultats moins reluisants ont été obtenus ou nous avons constaté
qu’uniquement le Bacillus subtilis qui a été inhibé a des degrés variables. Les deux bactéries E. coli
et S. aureus et le champignon filamenteux Aspergillus niger ont présenté une grande résistance a
I’effet inhibiteur de ’HELO. Aussi, la détermination des concentration minimales inhibitrice et
bactéricide a ét¢ menée par macro-dilution, et a révélé que c’est principalement C. albicans qui a
présenté une grande sensibilité¢ & ’'HELO, ce qui est en étroite corrélation avec les résultats obtenus

précédemment.

Cette expérimentation in vitro a été complétée par une étude in silico (docking moléculaire) avec,
comme objectif, I’évaluation du pouvoir antimicrobien des composés terpéniques de I’HELO, a
travers 1’inhibition du site actif d’un récepteur impliqué dans la synthése du peptidoglycane, en
I’occurrence la protéine de liaison a 1’antibiotique de la famille des pénicillines (PBP), considérée
comme une potentielle cible thérapeutique pour bloquer la formation du peptidoglycane. Nos données

de I’amarrage ont révélé que c’est les antibiotiques qui ont fortement inhibé le récepteur PBP.
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Les propriétés anti-inflammatoires topiques de I’HELO ont été évaluées par technique de I’cedéme
auriculaire induit par le xyléne, et ce en comparaison avec le controle positif (médicaments anti-
inflammatoires). Le groupe d’animaux trait¢ avec I’HELO a donné réduit considérablement
I’inflammation auriculaire. Cette expérimentation animale a été complétée par un examen
histologique. Ces résultats démontrent les propriétés de ’HELO dans le tissu cible, fournissant une

confirmation supplémentaire dans la réduction de I’inflammation cutanée.

Enfin et pour mettre en exergue I’effet inhibiteur des molécules terpéniques de I’HELO, in silico, sur
un récepteur protéique (COX-2) générateur des médiateurs chimiques impliqués dans le processus
inflammatoire, nous avons opté pour le docking moléculaire. Cette simulation a montré 1’efficacité
de deux AINS (célécoxib et diclofénac de sodium) et de certaines molécules terpéniques (myrcene,
a-bisabolol, f-caryophylléne, f-ocimene et géraniol) dans ’inhibition du site catalytique enzymatique
de la COX-2. La prédiction des propriétés pharmacocinétiques-pharmacodynamiques et le profil de
toxicité a révélé que les deux terpénes (myrceéne et géraniol) ont un profil favorable avec une
biodisponibilité orale satisfaisante, raison pour laquelle ils ont été utilisés pour la génération d’un

mod¢le pharmacophore.

Comme perspectives, il serait utile de déterminer le pouvoir antimicrobien des huiles aromatiques sur
un spectre large de bactéries et champignons pathogenes, tels que les bactéries multi-résistantes aux
antibiotiques, ou encore de tester les associations HE-antibiotique ou HE-AINS pour mettre en
¢vidence de possibles effets synergiques. Cette piste peut constituer une approche de recherche
intéressante dans le but de réduire la toxicité¢ des médicaments de synthese. Il est primordial aussi
d’investir dans 1’évaluation de la toxicité et de I’irritation cutanée des distillats aromatiques, étape
primordiale avant toute application ou test pharmacologique. Pour améliorer la compréhension des
mécanismes d’action pharmacologique, une investigation approfondie doit étre réalisée sur les
molécules terpéniques caractéristiques des distillats. Les études in silico peuvent fournir une base
solide pour la conception rationnelle de nouveaux composés, mais des essais biologiques et études
cliniques sont une nécessité¢ pour confirmer leur activité pharmacologique et évaluer leur toxicité

potentielle.
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