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ABTS: Acide 2,2’-azinobis-(3-éthylBenzoThiazolin-6-Sulfonique)
ADN : Acide Désoxyribo Nucléique

AINS : Anti-inflammatoire Non-Stéroidien

AIS : Anti-inflammatoire Stéroidien

ALT : Alanine Amino Transférase

AST : Aspartate Amino Transférase

ATCC : American Type Culture Collection

A. brasiliensis : Aspergillus brasiliensis

BHT : 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluéne

C. albicans : Candida albicans

CFU: Unités Formant Colonies

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CMB : Concentration Minimale Bactéricide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CMM : Concentration Minimale Microbicide
CPG/SM : Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse
CTFA: Cosmetic, Toiletry and Frangrance Association
DPPH: 2, 2-DiPhényl-1-PicryHydrazyl

E. coli: Escherichia coli

EDTA : Ethylene Diamine Tétra Acétique

FeCl;: Chlorure Ferrique

FRAP: Pouvoir Antioxidant par Réduction Férrique

H,O,: Peroxyde d’hydrogéne ou eau oxygénée




HE: Huile Essentielle.

HPLC : Chromatographie Liquide Haute Performance

ICDRG: International Contact Dermatitis Resaerch Group

ICE: Isolated Chicken Eye

IL-1: Interleukine 1

LPS : Lipopolysaccharides

MDA : Malonaldéhyde

MHA: Muller Hinton Agar

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
OECD: Organisation for Economic Cooperation and Developent
OPI : il de Poulet Isolé

ORAC: Capacité d'Absorption des Radicaux Oxygénés

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

PA : Phosphatase Alcaline

PGE-2 : Prostaglandine

S. aureus : Staphylococcus aureus

SDA: Sabouraud Dextrose Agar

SDB: Sabouraud Dextrose Bouillon

TBA: Acide Thio-Barbiturique

TEAC: Capacité Antioxydante Equivalente en Trolox

TNF: Tumor Necrosis Factor

Trolox : Acide 6-hydroxy-2, 5, 7,8-tétraméthylchroman-2carbowylique
TSA: Tryptic Soy Agar

TSB: Tryptic Soy Broth
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INTRODUCTION GENERALE

Les agents conservateurs, définis par le reglement Européen CE N° 1223/2009 et la circulaire
Marocaine N° 48 DMP/20, sont utilisés dans les produits cosmétiques essentiellement pour
inhiber le développement de microorganismes, pour prolonger la date d’expiration du produit
et également, pour protéger le consommateur contre les infections qui peuvent étre causé par
cette classe de produits. La notion de conservation n’est pas récente et pour ne citer que
quelques exemples, I’homme utilise depuis des siécles le salage et le fumage pour empécher
la viande et le poisson de se dégrader; et le sulfate de cuivre était déja utilisé en Egypte

antique afin de conserver les fards a paupieres (Mussard, 2006).

La liste des conservateurs autorisés présentée dans le document réglementaire de la directive
cosmétique européenne 76/768/CEE, comporte parmi les 57 groupes de conservateurs citées,
les méthyl, éthyl, propyl et butyl parabénes et leurs sels. L utilisation de ces quatre molécules
dotées d’une activité et d’une efficacité bien connues est aujourd’hui fortement controversée.
En effet, les conservateurs chimiques n’ont pas tous le méme spectre d’action ce qui justifie la
liste des 57 conservateurs antimicrobiens recensés en Annexe V de la directive cosmétique

européenne (Pittet et Boyce, 2001).

Quant au Maroc, la circulaire N° 48 DMP/20 du Ministere de la Santé interdit la mise sur le
marché des produits cosmétiques contenant des agents conservateurs énumérés dans lI'annexe
V, au-dela des limites et en dehors des conditions indiquées dans ce dernier. En effet, la liste
des conservateurs énumérés dans cette Annexe fait également état des concentrations
maximales autorisées et des restrictions d’usage dans les produits cosmétiques et les produits

d’hygiéne (www.sante.gov.ma, consulté 2 Mars, 2016).

La sécurité des conservateurs chimiques est un sujet d’actualité dans le domaine de la
recherche et attire ’attention d’une grande partie de consommateurs. Les conservateurs
chimiques tels que les parabénes, remplissent leur role avec succes depuis de nombreuses
années. Cependant, une polémique mettant en cause leurs innocuités ainsi qu’une récente
révision de la réglementation cosmétique obligent les scientifiques et industriels a chercher
des alternatives. Des travaux antérieurs ont relevé I’importante quantité des conservateurs
chimiques présents dans les produits cosmétiques, en 1’occurrence les produits d’hygiénes
intimes qui dépasse 70% (Travassos et al., 2011; Goossens, 2011). D’ailleurs, cette quantité
tres élevée provoque un certain nombre d’effets indésirables graves dont la perturbation

endocrinienne, cancer etc... (Goossens, 2011; Hamilton and De Gannes, 2011).
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Ces dernieres années, nous avons assisté au développement de formulations cosmetiques sans
agents conservateurs, dans d’autres termes des formulations auto-conservées. Dans ce type de
formules, les conservateurs chimiques sont remplacés par des ingrédients cosmétiques aux
propriétés antimicrobiennes qui ne sont pas classifiés comme conservateurs selon 1’ Annexe V
de la Directive 76/768/EEC. Parmi ces antimicrobiens naturels, nous pouvons citer les huiles
essentielles et les extraits dérivés de plantes. Ces extraits sont utilisés non seulement pour
leurs effets bénéfiques mais aussi pour leur pouvoir conservateur. Dans cette optique et aprés
une sélection rigoureuse de ces ingrédients, il est possible de substituer 1’utilisation des agents
chimiques classiques par ces derniers dans la conservation des produits cosmétiques avec des

propriétés dermocosmétiques améliorées.

Les huiles essentielles et les extraits végétaux offrent un large éventail de mécanismes de
défense contre toute contamination microbiologique. En effet, les végétaux ont la capacité de
s’adapter a leur environnement en développant des systéemes de défense pour résister a une
quantité d’attaques microbiennes. D’ailleurs, 1l y a un certain nombre de dérivés de plantes,
d’huiles essentielles et d’extraits, qui possédent une excellente activité antimicrobienne et ont
été utilisés seuls ou en combinaison avec des agents conservateurs chimiques pour la
conservation des produits cosmétiques (Ostrosky et al., 2011; Kunicka-Styczynska et al.,
2011; Nostro et al., 2004a, 2002b; Maccioni et al., 2002; Seo et al., 2002).

De plus, les produits cosmétiques tout comme les médicaments, peuvent entrainer des effets
indésirables et des réactions cutanées. Afin de répondre aux problemes de santé inhérents a
I’utilisation de ces produits, nous avons mis I’emphase sur 1’optimisation et developpement de
conservateurs naturels dotés d’éventuelles propriétés antimicrobienne, anti-inflammatoire,
analgésique et antioxydante. Dans cette optique, nous avons évalué les activités
antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire et analgésique d’une formulation élaborée

a partir de I’extrait hydroéthanolique de Silene vulgaris (Moench) Garcke.

L’objectif principal de notre travail est d’apporter des alternatives naturelles a I’utilisation des
conservateurs chimiques dans les produits cosmétiques par le developpement de

conservateurs naturels dénués de tout effet indésirable.
Pour atteindre cet objectif, plusieurs objectifs spécifiques devaient étre realises :

v" Mener une enquéte ethnopharmacologique dans 1’objectif de sélectionner les plantes

médicinales candidates réputées antiseptiques dans la région de Sefrou;




v Optimiser des extraits et des HE a pouvoir conservateur pour la cosmétique a base de
Silene vulgaris (Moench) Garcke, Thymus broussonetii Boiss. et Origanum elongatum
Emb. Et Maire par le biais du Challenge Test;

v Développer des conservateurs naturels pilotes, jouant un réle dans la conservation des
cosmétiques et denués de toxicité;

v Evaluer d’autres activités biologiques a visée thérapeutique.

Afin de bien situer le contexte dans lequel ce travail de recherche s’inscrit, nous présentons,
dans cette premiére partie de cette these une synthése bibliographique. Dans un premier
chapitre, nous avons realisé une enquéte ethnopharmacologique dans la région de Sefrou
(Moyen Atlas), dans le but de relever les plantes réputées antiseptiques dans 1’usage
traditionnelles de cette région. Quant au deuxiéme chapitre, il traite des genéralités sur les
agents antimicrobiens communement utilisés et autorisés en Europe et au Maroc. Ainsi que
I’utilisation de substances naturelles aux propriétés antimicrobiennes en usage cosmétique.
Finalement, les troisiéme et quatrieme chapitres de cette premiere partie décrivent des

géneralités sur le stress oxydant, 1I’inflammation et la douleur.

La deuxiéme partie de ce manuscrit développe les différentes approches méthodologiques
utilisées in vivo et également in vitro. La derniere partie decrit les résultats obtenus et leur
discussion dans le cadre de I’optimisation et developpement de conservateurs naturels dotés

de propriétes antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire et analgésique.
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CHAPITRE [ :

UTTILISATION TRADITIONELLE DE CERTAINES PLANTES

MEDICINALES ET COSMETIRQUES DANS LA REGION DE




Introduction

Le Maroc est un pays riche en plantes médicinales et aromatiques susceptibles d’étre utilisées
dans différents domaines agroalimentaire, cosmétique, pharmaceutique et parfumerie pour
leurs propriétés thérapeutiques, organoleptiques et odorantes. De part sa position
biogéographique, le Maroc offre une trés grande diversité écologique et floristique. Il est ’un
des pays méditerranéens qui ont une longue tradition médicale et un savoir-faire traditionnel
important a base des plantes médicinales (Scherrer et al., 2005). La richesse de la flore
marocaine et sa diversité, soit 4500 taxons avec 920 genres et 130 familles (Fennane, 2004),
peut présenter une réserve importante d’espeéces végétales intéressantes qui peuvent étre

employés dans plusieurs domaines.

En effet, une grande importance est accordée aux plantes aromatiques dans la pratique
culinaire marocaine, telles que le thym et I’origan qui sont largement utilisés dans

I’aromatisation et la conservation des aliments (Bellakhdar, 1997).

Devant ce savoir ancéstral, plusieurs volontés concourent a le préserver et a le mettre en
valeur. Par ailleurs, des enquétes ethnopharmacologiques contribuent, de leurs parts, a
rassembler et constituer une source d’informations trés précieuses, préte a étre exploitée sur le

plan scientifique.

L’ethnopharmacologie est une discipline qui s’intéresse aux remedes et aux médecines
traditionnelles constituant les pharmacopées traditionnelles. Elle a comme objectif de recenser
les plantes médicinales et produits naturels utilisés dans les pharmacopées traditionnelles,
notamment la ou la tradition est orale, car la transmission de la connaissance est entravée a la
fois par la perte d’intérét du métier de guérisseur, par la perte des connaissances botaniques,
culturelles et historiques, par changement du mode de vie et détachement de la nature et par la

non reconnaissance du metier (Fleurentin, 2012).

Les remédes naturels a base des plantes médicinales ont été pendant longtemps le principal,
voire 1’unique recours de la tradition orale pour soigner les pathologies [3]. La médecine
moderne a fait son succé grace a la médecine traditionelle dont I’efficacité est tirée des plantes
médicinales. En effet, le développement de la médecine moderne s’est accompagné par la
détermination de substances actives, par I’isolement de la morphine a partir du Papaver
somniferum, suivi par 1’isolement de la cocaine, la codéine, la digitoxine, 1'artémisinine et la

quinine dont certains d’entre eux sont utilisés jusqu’a présent.




1. Diversité climatique et géographique du Maroc

La région méditerranéenne au Maroc s'individualise par de nombreuses originalités physiques
et écologiques qui conferent a sa biodiversité une valeur patrimoniale mondiale (Daki, 2004).
La situation géographique du pays, situé entre deux mers et un désert et traversé par trois
chaines montagneuses, lui conférent une grande variété bioclimatique et une importante
diversité biologique. Cette diversité de bioclimats favorise une flore riche et variée a
endémisme tres marqué. En effet, on distingue six étages bioclimatiques que sont les étages:
Saharien, Aride, Semi-aride, de Haute montage, Subhumide et Humide.

L'étage saharien couvre toutes les régions situées au sud d’une ligne allant du Figuig a la
vallée du Draa, L'étage aride s'étend sur tout le Maroc oriental, les piémonts sud des chaines
de I'Atlas et, aussi, dans le Haouz. L’étage semi-aride couvre la plus grande partie des plaines
atlantiques. Quand aux étages subhumide et I’humide, situés au niveau des zones
montagneuses. Le Bioclimat de Hautes montagnes, froid ou trés froid, occupe les sommets
des hautes montagnes, surtout atlasiques, avec des xérophytes, des thuyas et des Genévriers
rouge et thurifére (Benabid, 2000).

2. Originalité de la flore marocaine

La richesse et la diversité de la flore marocaine, constitue un véritable réservoir
phytogénétique avec un taux d’endémisme végétal assez élevé a I’échelle de la région
méditerranéenne (Bellakhdar, 2006). La flore marocaine est estimée a 4500 taxons avec 920
genres et 130 familles, les taxons endémiques stricts sont estimés a 951 (Fennane, 2004).
L’originalit¢ de la flore marocaine provient de la composition générique de la flore
marocaine. La composition de cette flore d’aprés Emberger (1971), est a dominance
méditerranéenne (30% des genres) avec un nombre élevé de genres cosmopolites (30%), de
genres nordiques (22%), une teinte africaine (5%) et un endémisme de souche

méditerranéenne relativement important (5% des genres) (Zenasni, 2014).

3. Place des plantes dans la thérapeutique
3.1. Phytothérapie

La phytothérapie a été utilisée depuis des siecles pour traiter les affections. Au Maroc, les
plantes sont utilisées depuis longtemps et leur utilisation s’inspire d’expériences des
populations ainsi que de la médecine arabe musulmane. Cependant, cette utilisation ne suit

pas des regles précises et ne tient pas compte des nouvelles nécessitées de la thérapeutique
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actuelle. Beaucoup d’études se sont intéressées a 1’¢tude des plantes utilisées en médecine
traditionnelle (Bousta et al., 2013a, 2011b; EI H. EIl Youbi et al., 2012; ElI Mansouri et al.,
2011). Une plante peut étre qualifiée de médicinale lorsqu’elle contient, au niveau de ses

organes, un ou plusieurs principes actifs utilisables a des fins thérapeutiques.
3.2. Phytocosmétique

La phytocosmétologie thérapeutique est un art qui recouvre les trois domaines qu’elle évoque:
la réparation (thérapie) avec des extraits de plantes (phyto), la modification de la peau et ses
annexes qui ne constituent pas une maladie de la peau mais dont le traitement en améliore
I’état au niveau de I’esthétique (Goetz et Busser, 2007). Les plantes sont utilisées dans les
produits cosmétiques depuis ses longtemps sous différentes formes. Dans certains cas, la
cosmétique et la médecine se rencontrent. 1l en va ainsi du Khol, cet ensemble minéral et

vegétal qui en plus de souligner le regard, servait jadis a prévenir les infections des paupiéres.

La phytocosmétique restaure des modifications situées soit dans 1’épithélium, soit dans le
derme, soit au niveau des phaneéres, et utilise des principes actifs divers. Les plantes et leurs
extraits, devant le progrés de la synthese chimique, ont perdu avec le temps, leur place
primordiale. On s’apercoit aujourd’hui que cette industrie ne peut se passer des extraits des
végétaux qui, comme nous le savons en phytothérapie, ont de nombreuses actions biologiques

qui peuvent corriger de nombreux phénomenes cutanes.
3.2.1. Extraits végétaux phytocosmétiques

La cosmétologie thérapeutique est devenue une science s’appuyant sur les connaissances
acquises en biologie et en chimie. Plusieurs plantes sont utilisées dans les produits
cosmeétiques et on peut les regrouper en fonction de leurs propriétés hydratantes, astringentes,
cicatrisantes, antiseptiques et antioxydantes. Elles sont nombreuses a étre de plus en plus

utilisées pour leurs actifs naturels (Le Bolzer, 2004).
Les substances actives se réclamant de la phytocosmétique sont le plus souvent :

e Huiles essentielles;
o Extraits végétaux secs, huileux, alcoolique mous ou fluides;
e Huiles dur support, pures ou émulsionnées;

e Extraits intégraux de plantes fraiches.

-



3.2.2. Excipients utilisés en phytocosmétologie

L’excipient a pour role de véhiculer les principes actifs (PA) vers la zone a traiter (plus ou

moins profonde). Son choix se fait en fonction :

e des PA et de leur nature physico-chimique,
e du niveau de difficulté de réalisation de la préparation,
e de la durée de traitement,

e de la tolérance cutanée.

L’excipient ne doit en rien altérer ni la structure de la peau avec ses différents composants, ni
ses constantes physico-chimiques, ni ses roles. Il doit étre d’une parfaite innocuité et méme
jouer le role d’adjuvant thérapeutique pour protéger et mieux faire pénétrer les PA, et

potentialiser leur effet thérapeutique (hydratant, anti-inflammatoire).
4. Présentation de la zone d’étude
4.1. Situation géographique

Le Moyen Atlas est un massif montagneux allongé sur quelques 350 km, du sud-ouest au
nord-est du Maroc, situé entre le Rif et le Haut Atlas, et couvrant une superficie totale de 2,3
millions d’hectares, soit 18% du domaine altimontain de ce pays. Il intéresse principalement
les provinces de Khénifra, Ifrane, Boulmane, Sefrou, ElI Hajeb, ainsi qu'une partie des
provinces de Taza et de Beni Mellal que 1’on désigne sous le nom de porte du Moyen Atlas.
Cette chaine appartient au massif de 1’Atlas, et plus précisément, a 1’un des trois éléments de

1’ Atlas marocain, les deux autres étant le Haut Atlas et 1’ Anti-Atlas.
4.2. Province de Sefrou
4.2.1. Données générales

La Région de Fés-Meknés regroupe sur le plan administratif deux préfectures : la Préfecture
de Fés et la Préfecture de Meknés et les sept provinces de Boulemane, El Hajeb, Ifrane,
Moulay Yaacoub, Sefrou, Taounate et Taza. La province de Sefrou est une division
du Maroc de la région de Fes-Meknes (Figure 1). Elle s’étend sur un territoire de 4008 Km?2 et
chevauche entre la plaine de Sais et le Moyen Atlas. Elle est limitée au Nord par la préfecture

de Feés et la province de Moulay Yacoub, a 1’Ouest par la province d’El Hajeb, au Sud par les
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provinces de Boulemane et d’Ifrane, a I’Est par la province de Taza et au Nord-Est par la

province de Taounate.
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Figure 1. Situation géographique de la zone d’étude
4.2.2. Biodiversité de la région de Sefrou

La province de Sefrou dispose d’une diversit¢ des potentialités naturelles et d’un riche
patrimoine historique. La Province de Sefrou contient des sites naturels de grande attraction
(lacs, sources, foréts, gorges, grottes, vues panoramiques), susceptibles de contribuer au
développement du tourisme rural. Parmi ses atouts il y a lieu de citer I’existence de quatre
sites d’intérét biologique et écologique (forét de Takaltount, Dayet Iffer, forét de Taffert et le
massif de Bouiablane), d’un circuit de plans d’eau naturels (Dayet Afourgagh, Dayet
d’Iffer...) et artificiels (Barrage Allal El Fassi...), des sources (Ain Sebou, Ain Timdrine, Ain
Soltane, Ain Regrag, Ain Chiffa, Ain Jerrah, Ain Reggada, Ain Laz,..) et des sites naturels
importants (grottes, falaises, gorges, foréts,...) (Zerhouni, 2005).

La situation géographique de la province de Sefrou privilégiée par sa proximité de la ville de
Fes sur le versant Nord Ouest du Moyen Atlas et sa richesse en sites multiples, la prédispose a
devenir une importante station climatique. Le couvert forestier couvre plus de 36% de la
superficie totale de la province. 1l est dominé par le chéne vert qui occupe plus de 60% de la
superficie de la forét.




5. Etude ethnopharmacologique des plantes selectionnées
Le nombre important des études ethnobotaniques réalisés par les scientifiques et les
chercheurs marocains, montre 1’importance accordée a I’utilisation des plantes médicinales

dans le systéme de santé traditionnelle au Maroc.
5.1. Monographie des espéeces sélectionnées
5.1.1. Silene vulgaris (Moench) Garcke

Silene vulgaris (Moench) Garcke, Silene enflé, Silene commune, Bladder campion ou
Claquet, est une plante herbacée vivace de la famille des Caryophyllacées. Elle est connue
sous son nom vernaculaire Amazigh «tghighacht», aux feuilles opposées, ovales, celles
inférieures sont pétiolées, et les supérieures sont sessiles. La floraison commence de la fin du
printemps a 1’été, en fausse ombelle, calice renflé, glabre, comportant 20 nervures paralléles,
et les pétales sont divisés a 1/3 environ. Les fleurs parfumées, nectariféres s’ouvrant le soir
secretent un abondant nectar tres apprécié par les papillons de nuit qui assurent leur
féconation. Elle contient de la saponine, les jeunes feuilles sont comestibles, consommées

crues en salades ou cuites, elles ont une saveur rappelant celles des petits pois.
5.1.2. Origanum elongatum Emb. Et Maire.

Au Maroc, le genre Origanum comporte cing espéces dont trois endémiques (Benabid, 2000).
Nous nous sommes intéressés dans ce travail a Origanum elongatum. Cette espece a des
feuilles glabrescentes, plus ou moins glauques, une panicule simple d’épis denses, de 40 mm
de long environ et de 3 mm de large. Origanum elongatum est une espece endémique qui se
rencontre a des altitudes supérieures & 1000m au niveau du méso-méditerranéen et du supra-
méditerranéen, sur substrats siliceux de préférence, absent sur la dorsale calcaire du Rif, rare a
trés rare sur les calcaires du Moyen Atlas oriental. Elle est connue sous le nom vernaculaire

zaatar rifi.
5.1.3. Teucrium polium L.

Le genre Teucrium comprend plus de 300 especes généralement aromatiques poussant a 1’état
spontané dans diverses régions du globe. Il est largement présent dans le bassin méditerranéen
et plus particulierement en Algeérie et en Corse ou sont recensées respectivement 21 et sept
especes (Jeanmonod et al., 2007; Quezel et al., 1963). Elle est connue sous le nom de

Germandrée tomenteuse en francais ou Lkhayata et Djaida en arabe. C’est une petite plante




blanchatre, cotonneuse, assez commune dans 1’espace mediterranosaharien, trés polymorphe,
elle croit dans les lieux rocailleux et secs. Cette espece est représentée par de nombreuses
sous-espéces dont la détermination reste assez délicate (Quezel et al., 1963).

5.1.4. Satureja hochreutineri Briq

Le genre Satureja est principalement retrouvé dans la région méditerranéenne. La Sarriette,
est un genre de plantes vivaces aromatiques de la famille des Lamiacées, que 1’on trouve
notamment sur les bords des chemins méditerranéens. Elle est aussi connue sous les noms de
savourée, de sadrée et d’herbe de Saint Julien. La sarriette est une plante annuelle a racine un
peu chevelue. Les tiges, de 20 a 40 cm, sont vert rougeétre, rameuses, diffuses. Les feuilles,
opposées, courtement pétiolées, petites, étroites, sont de couleur vert terne. Les fleurs,
ponctuées de rouge, quelquefois blanches, petites, groupées par deux ou trois a la base des

feuilles, apparaissent de Juillet a Octobre. Le fruit est arrondi, entouré d'un calice.
5.1.5. Thymus satureioides Coss.

Thymus satureioides Coss. est une espece endémique du Maroc (Benabid, 2000; Bellakhdar,
1997). Elle est connue sous les noms vernaculaires suivants: en Tamazight « Azukni », «
izukni », « tazuknit »; en arabe « Zaitra » et en Francais « Thym-sarriette du Maroc ». Cette
plante est un arbrisseau érigé, pouvant atteindre 60 cm, trés rameux, aux feuilles spatulées,
inflorescences en glomérules laches, a la corolle rose ou rose tres pale. Il peuple les Haut-
Atlas et Anti-Atlas (EL Rhaffari, 2008; Benabid, 2000). 1l est rencontré dans les clairieres des
foréts, broussailles, matorrals des basses et moyennes montagnes jusqu’a vers 2200m
(Benabid, 2000).

5.1.6. Thymus zygis L.

Thymus zygis L. est une espéce endémique du Maroc (Bellakhdar, 1997). 1l est caractérisé par
une inflorescence courte ou allongée a verticilles tres interrompus et distants, les bractées et
les bractéoles sont réduites, la corolle peut dépasser ou non le calice. La période de floraison
s’étend du printemps a 1’été (Fennane et al., 2007). Il est rencontré dans les clairiéres des
foréts et dans les paturages pierreux des basses et moyennes montagnes, principalement dans
le Haut Atlas, le Moyen Atlas, le Maroc Atlantiqgue moyen, le Maroc Atlantique Nord et le
Littoral de la méditerranée; dans les bioclimats semi-aride froid, subhumide et humide
(Fennane et al., 2007).
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5.1.7. Thymus broussonetii Boiss.

Thymus broussonetii Boiss. est une espece endémique du Haut Atlas et du Maroc Atlantique
moyen (Fennane et Ibn Tattou, 1998). Le régime d’exploitation sévere auquel est exposéee
cette espece peut conduire a sa raréfaction et/ou disparition (Mehdioui et al., 2007). Le thym

de Broussonet (Thymus broussonetii) est connu sous le nom vernaculaire Azoukni (Zaéatar).
5.2. Usage médicinal
5.2.1. Silene vulgaris (Moench) Garcke

La décoction des feuilles et des racines de Silene vulgaris (= Silene inflata), est utilisée pour
expulser les gaz des intestins et en usage externe pour soigner les plaies, la gale, le prurit et
diverses affections de la peau (Bellakhdar et al., 1997). A faible dose, les racines sont utilisées
comme vomitif et antidote général dans les empoisonnements (Bammi et Douira, 2002;
Bellakhdar et al., 1991). Dans la littérature, il a été rapporté que certaines espéces de Silene
ont été utilisées en médecine traditionnelle pour traiter les inflammations, la bronchite, le
rhume et les infections ou comme diurétique, antipyrétique, analgésique et émétique (Sobiecki
et al., 2008; Golovko et al., 2007; Hirst et al., 2005; Ali et al., 1999; Ballero et al., 1993).

5.2.2. Origanum elongatum Emb. Et Maire.

Origanum elongatum, Origanum compactum et Origanum grosii, sont trois especes
endémiques du Maroc (Atbib, 1985). Elles sont largement utilisées par les populations locales
comme antiseptique intestinal, buccal et pulmonaire, spasmolytique et comme conservateur
alimentaire. Au Maroc, les origans sont généralement jugés plus actifs que les thyms et, pour
cette raison, leur sont preférés (Fleutentin et al., 1990). De nombreuses études ont montré
I’intérét des origans en raison de leur effet antimicrobien (S6zmen et al., 2012; Gomez-
Sénchez et al., 2011), cytotoxique (EI Babili et al., 2011), antioxydant (El Babili et al., 2011;
Nakiboglu et al., 2007; Ozkan et al., 2007; Gortzi et al., 2007; Tepe et al., 2004; Gouladis et
al., 2003), hypoglycémiant (Lemhadri et al., 2004) et insecticide (Traboulsi et al., 2002).

5.2.3. Teucrium polium L.

Teucrium polium, plante connue pour ses vertus thérapeutiques, entres autres, anti-
inflammatoire, astringente, cicatrisante, fébrifuge, hypoglycémiante. La décoction des
feuilles, associées au marrube blanc (Marrubium vulgare) et aux feuilles d’olivier, en

gargarisme, est employée contre la candidose buccale (Altundaga et Ozturk, 2011).
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5.2.4. Satureja hochreutineri Briq.

Le genre satureja est largement utilisé au Maroc comme antiseptique, digestives, stimulantes,
vermifuges et antiputrides. La tige feuillée est utilisée en infusion dans du thé contre la fiévre,
la grippe, les douleurs gastriques et comme rafraichissant (Lahsissene et al., 2009).

5.2.5. Quelques espéces de thym

Le thym est une épice importante dans les industries alimentaires et de 1’ardbme. Le thym de
Broussonet (Thymus broussonetii Boiss.) est utilisée contre les maladies de 1’appareil digestif,
de I’appareil respiratoire et de la peau, ce qui explique la pression particuliere exercée sur
cette plante (Mehdioui et al., 2007). Les feuilles et les fleurs de Thymus zygis sont employées
en infusion contre les gastralgies, et en inhalation, elles sont conseillées en cas des rhumes.
Thymus satureioides Coss. s’emploie en décoction contre la coqueluche, la bronchite et le
rhumatisme (Bellakhdar et al., 1991). Il est aussi utilisé comme condiment et pour la
conservation du smen. Le miel butiné sur ce thym (spécialité de la région de Marrakech) est
tres recherché par les Marocains car il est réputé de posséder de puissantes vertus
thérapeutiques (Bellakhdar, 1997).

Le thym posséde de nombreuses activités biologiques tels que antimicrobiennes,
antioxydantes, antiplaquettaires, analgésiques, anti-inflammatoires et antispasmodiques (El
Bouzidi et al., 2013; Jamali et al., 2012; Dandlen et al., 2010; Grosso et al., 2010; Hazzit et
al., 2009; Elhabazi et al., 2008; Dob et al., 2006; Tepe et al., 2005; Ismaili et al., 2004; Faleiro
et al., 2003; Okazaki et al., 2002; Miura et al., 2002; Ismaili et al., 2002).

.



CHAPITRE Il : CONSERVATEURS NATURELS




Introduction

Il est indispensable de protéger tout produit des contaminations microbiennes afin d’assurer
une durée de vie suffisante mais également une sécurité d’utilisation au consommateur. Pour
cela des conservateurs antimicrobiens sont introduits au sein des formules et permettent de
protéger les produits des contaminations provenant notamment du contact avec le
consommateur lors du prélévement. L’objectif pour les industriels est donc de proposer un
produit dont le systeme de conservation protége de toute prolifération microbienne avant et
pendant son utilisation. L’interdiction de I’utilisation de certains parabénes (9 avril 2014) par
la réglementation cosmétique, oblige les industriels du secteur cosmétique a trouver des

substituts a ces molécules.

Ce chapitre bibliographique est consacré a 1’étude de la conservation des formulations
cosmétiques. Il y sera abordé les notions fondamentales concernant les micro-organismes, les
agents antimicrobiens, les facteurs influengant I’activité antimicrobienne d’un conservateur et
les contraintes réglementaires de la conservation cosmétique puis d’indiquer les alternatives
naturelles aux conservateurs classiques permettant de protéger plus ou moins efficacement ces

produits.
1. Conservateurs
1.1. Définition

Les agents conservateurs sont définit par la réglementation cosmétique ((CE) n°1223/2009)
entant que «substances qui sont principalement destinées a empécher le développement de
micro-organismes dans le produit cosmétique». Cette définition n’inclut donc pas les actions

contre la dégradation chimique apportées par les antioxydants par exemple.

Les conservateurs permettent la protection des produits cosmetiques des contaminations
pouvant étre apportées lors de leur production par les matieres premieres, les articles de
conditionnement, 1’atmosphere des locaux ou le personnel. D’ailleurs, les contaminations
génerent la dégradation anticipée du produit cosmétique, le rendant inapte a I’utilisation, voire

dangereux pour le consommateur.
1.2. Réglementation

En Europe, les conservateurs antimicrobiens pouvant étre utilisés dans les produits

cosmétiques sont inscrits sur une liste appellée «positive » de I’annexe V-Directive




cosmétique européenne. Cette réglementation fixe egalement leurs concentrations, leurs
limites et conditions d’utilisation. Cette liste est en constante évolution en fonction des
connaissances toxicologiques relatives aux divers ingrédients cosmétiques et aux utilisations

qui en sont faites. Les antioxydants n’en font pas partie.
1.3. Conservateurs de synthese autorisés

Les conservateurs autorisés sont tous d’origine synthétique (Figure 2). lls présentent des
modes d’action et des propriétés physico-chimiques tres variables. Les parabénes sont des
conservateurs a large spectre antimicrobien. Ils sont utilisés depuis 1920 pour de nombreux
produits que nous consommons quotidiennement: aliments, produits cosmétiques,
médicaments (Kerdudo, 2014; Darbre, 2008).

Les parabenes existent également a 1’état naturel dans de nombreux aliments comme les fruits
rouges, 1’oignon ou encore la carotte (Kang et al., 2008; Gorinstein et al., 2008; Odriozola-
Serrano et al., 2008; Sircar et al., 2007; Ng et al., 2000). Les concentrations et types de
parabénes utilisés différent selon les produits. En cosmétique, ils sont autorisés aux
concentrations de 0.4 % pour les esters et 0.5 % pour les mélanges d’esters mais sont
employés a tres faibles concentrations. Les plus utilisés, sous leur forme sodée ou non sodée,

sont les Méthyl-, Ethyl-, Propyl- et Butyl parabene.
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Figure 2. Exemple de quelques conservateurs utilisés en cosmétique (Kerdudo, 2014)

Le choix du conservateur (ou mélange de conservateurs) utilisés pour protéger un produit

cosmétique se fait selon les criteres suivants (Fourniat et al., 2006; Shimamoto et al., 1979) :




= Spectre d’activité

= Compatibilité avec le procédé de fabrication
= Solubilité dans I’eau

= pH de la formulation

= Coefficient de partage huile/eau

= Compatibilité avec les autres ingrédients

= Compatibilité avec les matériaux de conditionnement
1.3.1. Mécanisme d’action

Le mode d’action du conservateur est souvent complexe et peut étre localisé au niveau des
parois bactériennes, des membranes, au niveau ribosomal sur la synthese des protéines, ou au
niveau des acides nucléiques et des enzymes associées (Nicklin et al., 2000). Le
microorganisme sera plus ou moins sensible aux agents antimicrobiens en fonction de la
nature de la paroi microbienne et de la lipophilie des conservateurs (Kabara, 1996). Par
conséquent, chaque agent antimicrobien a un spectre d’activité qui lui est propre. Par
exemple, le formaldéhyde et ses dérivés agissent en formant des ponts méthylénes entre les
acides aminés constitutifs des protéines membranaires, ce qui déstabilise de maniére
irréversible les membranes et méne a la mort cellulaire (Basset, 1996). Quant au chlorure de
benzalkonium ainsi qu’aux alcools, ils altérent la membrane des microorganismes en
solubilisant les lipides membranaires (Willey, 2008). Les acides organiques quant a eux
déséquilibrent le gradient osmotique a travers la membrane cytoplasmique (Dunn et Lutz,
2003). Les parabénes agissent contre un grand nombre de microorganismes au niveau de
voies métaboliques clés. En effet, il est supposé que les parabenes inhibent la synthése de
I’ADN et de ’ARN ou de certaines enzymes clefs des microorganismes ou encore qu’ils
perturbent les processus de transport membranaire au sein de ces cellules vivantes (Uyen et
al., 2005). Comme chaque conservateur posséde un mécanisme d’action ciblé qui lui est
propre, des melanges de conservateurs sont souvent utilisé afin d’élargir le spectre d’activités.
Les mélanges de conservateurs présentent de nombreux avantages comme la possibilité de
diminuer la concentration de chaque agent antimicrobien et les éventuels effets secondaires

reliés, et augmenter I’efficacité par synergie (Siegert, 2006; Woodruff, 1999).
1.4. Conservateurs naturels

Parmi les extraits naturels possédant un potentiel antimicrobien, on peut distinguer les huiles

essentielles et les extraits bruts de plantes.




1.4.1. Huiles essentielles

Les propriétés antimicrobiennes et antifongiques des huiles essentielles ont été le centre
d’intérét d’un grand nombre d’études (Fernandez et al., 2012). Aujourd’hui, I’industrie
cosmétique utilise les huiles essentielles pour substituer les conservateurs chimiques. Ces
propriétés multiples sont liées a la grande complexité des huiles essentielles, puisqu’elles
peuvent étre constituées de plusieurs composés (Garnero et al.,, 1996). Les molécules
responsables de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles sont principalement des
hydrocarbures (terpénes), des alcools, particulierement des phéenols, des esters, des acides, des
aldéhydes ou encore des cétones. Plus particulierement, les phénols: thymol, carvacrol,
eugenol font partie des composés ayant montré un excellent potentiel antibactérien ainsi
qu’un large spectre d’activité. De tels composés sont par exemple présents dans 1’huile

essentielle de thym (Fernandez et al., 2012; Murphy Cowan, 1999).
1.4.2. Extraits bruts

Les extraits naturels présentent une grande complexité chimique; leur composition chimique
n’est souvent pas bien connue. Un certain nombre d’extraits végétaux ont été étudiés pour
leurs propriétés antimicrobiennes et sont aujourd’hui présents sur le marché de la cosmétique,
tels que ’extrait de pépins de pamplemousse ou I’extrait de lichen (Karagéz et al., 2009;

Bolzinger et al., 2006).

Tableau 1. Exemples d’extraits aux propriétés conservatrices présents sur le marché de la

cosmétique (Kerdudo, 2014)

Extraits Noms commerciaux Actifs Activité

Extrait de lichen (Barbe | Lichen Herbsasol Acides usnique et vulpinique | Antimicrobienne
de Jupiter)

Citrus grandis (extrait INCI : citrus grandis Flavonoides polyphénoliques | Antimicrobienne
de pépins) seed extract Antifongique
Viola tricolor — Extrait INCI : viola tricolor Flavonoides, saponines, acide | Antimicrobienne
de pensées sauvage extract salicylique, vitamine E

Pimpinella anisum - INCI : pimpinella Acide p-anisique Antimicrobienne
Extrait d’anis anisum extract

*INCI: Nomenclature Internationale des Ingredients Cosmetiques.
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1.4.3. Mode d’action

Les huiles essentielles peuvent agir selon deux modes en fonction des microorganismes
concernés et du type de molécules qu’elles contiennent. Elles peuvent soit inhiber la
multiplication cellulaire microbienne et ainsi avoir un effet microbiostatique; soit entrainer la
mort des microorganismes et ainsi avoir un effet microbicide. Le mode d’action précis des
huiles essentielles reste inconnu, mais il semblerait que, dans le cas des bactéries, les
molécules actives tels que les composés phénoliques attaquent la paroi cellulaire, provoquant
une perte du matériel cellulaire par augmentation de la perméabilité. Par conséquent
I’intérieur de la cellule serait alors acidifi¢, entrainant la perte d’ions et la réduction du
potentiel membranaire, puis la mort de la cellule suite a la destruction du matériel génétique
(Fernandez et al., 2012; Liang et al., 2011; Oyedemi et al., 2009; Oussalah et al., 2006; Souza
et al., 2006; Chami, 2005; Sikkema et al., 1995).

Smith-Palmer et al., (2001) ont montré que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles a
I’effet des huiles essentielles que les bactéries a Gram négatif qui se caractérisent par une
membrane externe imperméable. L’ imperméabilité des bactéries a Gram négatif est due a la
richesse de cette membrane en lipo-polysaccharides la rendant plus hydrophile, ce qui
empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer (Cristiani et al., 2007). Le mode d’action des
extraits naturels reste trés peu décrit, mais leur activité peut étre corrélée avec la présence de

certains composés phénoliques.
2. Contaminations

Il existe différents types de contaminations: les contaminations primaires qui peuvent survenir
lors de la fabrication et les contaminations secondaires qui surviennent aprés. Les
contaminations primaires peuvent étre la conséquence des matiéres premieres utilisées, des
locaux, du matériel ou encore du personnel chargé de la fabrication. Les contaminations
secondaires résultent quant a elles de I’utilisation du produit par le consommateur. Afin
d’éviter tout contact entre le consommateur et les microorganismes potentiellement
pathogeénes, chaque produit mis sur le marché comporte sur son récipient et son emballage la
mention d’une date de durabilit¢é minimale. La DLUO (Date Limite d’Utilisation
Optimale), ou la PAO (Période aprés ouverture), indiquent la date jusqu’a laquelle le produit

peut étre utilisé ou consommé sans dommage pour le consommateur.
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3. Microorganismes

Le terme microorganisme fait référence a un organisme de taille microscopique comme les
bactéries ou les champignons (moisissures et levures). Les microorganismes sont classes en
fonction de leur structure cellulaire et il est possible de distinguer les procaryotes (Bactérie)
des eucaryotes. Les bactéries font partie des procaryotes; alors que les champignons sont des
eucaryotes (Nicklin et al., 2000). Les procaryotes possédent un matériel génétique situé
directement dans le cytoplasme de la cellule alors qu’au contraire pour les eucaryotes il est

contenu dans un noyau (Willey, 2008).
3.1. Bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes de petites tailles appartenant a un groupe appelé
procaryote. Leur structure cellulaire est simple et il y a manque notamment de nombreux
organites et des structures internes que I’on trouve dans les cellules eucaryotes (Nicklin et al.,
2000). Malgré cette simplicité structurelle, il existe une grande diversité dans la forme des
cellules lorsqu’elles sont observées au microscope. Deux formes cellulaires prédominent :
sphérique (coccus) et en batonnet (bacillus), mais il existe d’autres formes tels que en spirale

(spirillum) ou encore en virgule (vibrio) par exemple (Nauciel et Vildé, 2005).

Le cytoplasme de la majorité des bactéries est entouré par une membrane plasmique externe
revétue d’une paroi cellulaire rigide constituée de sucres et d’acides aminées, appelée
peptidoglycane (Backer et al., 2007). Les bactéries Gram positives (Gram +) ont une
membrane plasmique entourée par une couche épaisse de peptidoglycane (20-80nm). Les
bactéries Gram négatives (Gram -) possédent une fine couche de peptidoglycane (1-3nm)
mais elle est entourée d’une membrane externe supplémentaire constituée de

lipopolysaccharides agissant comme une barriere (figure 3) (Nicklin et al., 2000).
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Figure 3. Structure de la surface d’une cellule bactérienne:

a. Gram positif ; b. Gram négatif (Nicklin et al., 2000)
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3.2. Champignons
Les champignons microscopiques se divisent en deux groupes :

= les champignons unicellulaires ou levures

= les champignons pluricellulaires ou moisissures
3.2.1. Levures

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires. Elles possédent un seul
noyau et se reproduisent soit de fagcon asexuée par bourgeonnement ou scissiparité, soit par
reproduction sexuée par formation de spores (Backer et al., 2007). La structure de la cellule
est constituée de trois couches: une membrane plasmique, un espace périplasmique et une
membrane externe (Klis, 1994). La forme végétative des levures peut étre caractérisée par les

termes sphérique, globuleuse, allongée ou encore cylindrique.
3.2.2. Moisissures

Les moisissures sont des champignons filamenteux microscopiques, susceptibles de coloniser
des substrats tres différents tels que les produits alimentaires, les cosmétiques, etc. Les hyphes
se multiplient au niveau de leurs extrémités, formant ainsi une masse emmélée appelée
mycelium. Chaque hyphe est composé d’une paroi cellulaire externe et d’un espace interne

délimitant la membrane plasmique (Nicklin et al., 2000).
3.3. Croissance microbienne

La croissance microbienne est divisée en plusieurs phases, adaptées a partir de Panikov, 1995
(figure 4).
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Figure 4. Cycle de croissance microbienne (Panikov, 1995)




» La phase de latence
La phase de latence suit 1’introduction des microorganismes dans le milieu de culture. Il
s’agit d’une période d’adaptation au cours de laquelle la cellule synthétise les éléments
nécessaires afin de meétaboliser les substrats présents dans le milieu lui permettant de se
développer.

= La phase exponentielle
Lorsque la phase d’adaptation précédente est terminée, la reproduction cellulaire
commence et ce de maniere tres rapide de par une abondance des ressources nutritives.

= La phase stationnaire
II'y a un épuisement du milieu de culture et une accumulation des déchets aprés la phase
exponentielle. Il y a un début d’auto-destruction des micro-organismes.

= La phase de déclin
La derniére étape est une phase de décroissance pour laquelle toutes les ressources

nutritives sont épuisées.
4. Analyse microbiologique du produit

Dans le but de déterminer la nécessité d’une analyse microbiologique des produits, en vue
d’une détection de microorganismes spécifi€s et non spécifiés, il est conseillé aux industriels
d’effectuer une analyse du risque microbiologique selon la norme NF EN I1SO 29621 de Juin
2011. En effet, les produits présentant un faible risque microbiologique ne nécessitent pas la
mise en ccuvre des normes internationales de microbiologie relatives aux produits
cosmétiques. Une attention particuliere doit étre accordée aux produits cosmétiques utilisés
sur le contour des yeux, sur les muqueuses en général, sur une peau lésée, chez les enfants de
moins de trois ans, chez les personnes agées et chez les personnes a systeme immunitaire
fragilisé. Ces produits sont dits de catégorie 1, les autres étant dits de catégorie 2. Ces produits

doivent répondre aux contraintes suivantes :

= Catégorie 1. le nombre total de microorganismes mesophiles aérobies
(microorganismes pouvant se développer a des températures entre 20 et 45°C, en
présence d’oxygéne atmosphérique (Brannan et al., 2006)) acceptable, ne doit pas
excéder 10 CFU/g (Unité Formant Colonie).

= Catégorie 2 : le nombre total de microorganismes mésophiles aérobies acceptable ne
doit pas excéder 10° CFU/g (Porracchia et al., 2006).

.



Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans sont les
microorganismes pathogénes a risque dans les produits cosmétiques car elles peuvent
engendrer des infections cutanées ou ophtalmologiques. Elles ne doivent donc pas étre
détectées dans 0,5 g ou mL de produits de catégorie 1, ni dans 0,1 g ou mL de produits de
catégorie 2. La détection d’autres sortes de microorganismes (par exemple des indicateurs de
contamination fécale tels qu’Escherichia coli) peut aussi s’avérer nécessaire car leur présence
laisse penser a une défaillance de 1’hygiéne au cours du processus de fabrication. Ainsi, la
qualité microbiologique des produits fabriqués doit étre évaluée tout au long de la chaine de
fabrication, de la matiére premiére au produit fini, en passant par 1’environnement de

production.
5. Challenge test

Le challenge test est un test réglementé permettant d’évaluer I’efficacité du systéme
conservateur présent dans les produits cosmétiques. Il existe différentes normes définissent un

test d’efficacité de la conservation antimicrobienne ou challenge test :

= Pharmacopée Européenne 7.0 EP 5.1.3 : Efficacité de la conservation antimicrobienne;
= Pharmacopée US - USP 51: Preservative Challenge Testing by Antimicrobial Test;
= NF T 75 611:2007: Cosmétiques — Microbiologie — Evaluation de la protection

antimicrobienne d’un produit cosmétique.

Le challenge test permet de tester le comportement d’une formulation cosmétique face a une
contamination volontaire et artificielle par des microorganismes de référence afin que les
produits mis a disposition du consommateur ne présentent pas de risque particulier. Les
microorganismes de test sont inoculés en quantité déterminée puis 1’évolution de la
population viable est suivie par dénombrement des micro-organismes dans des échantillons
prélevés a differents intervalles de temps (J2, J7, J14 et J28). La température et la durée des
essais sont controlées. Les challenges tests utilisent comme micro-organismes de test les
souches pathogénes pour I’étre humain a savoir: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans et Aspergillus niger/brasiliensis. Selon la norme
utilisée et les résultats du test, il existe différents critéres d’acceptation. Le profil A représente
I’efficacité antimicrobienne recommandés tandis que pour le profil B des eléments
supplémentaires justifiant un niveau de maitrise du risque microbiologique doivent étre

démontrés (conditionnement, pH, activité de I’eau,...).
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6. Parameétres influencant la conservation des cosmetiques

De la bactérie a I’humain, tout organisme vivant requiert des conditions spécifiques pour se
développer. L’élément essentiel a la croissance de toute cellule est I’eau. Cet élément est donc
I’'un des critéres déterminant pour le développement des micro-organismes. Chaque micro-
organisme posséde également un domaine de pH dans lequel la prolifération est optimale. De
plus, la présence de nutriments, de minéraux et d’oxygene est nécessaire (Kabara, 1996). Les
facteurs favorisant le développement et la croissance des micro-organismes étant connus, il
est donc possible de trouver des solutions de formulation pour limiter, voire empécher ce
phénoméne (Geis, 2006). La réduction de I’activité de I’eau peut aider a lutter contre les

développements microbiens dans les produits cosmétiques.




CHAPITRE (Il : STRESS OXYDANT




Introduction

Les substances naturelles souvent a haute valeur ajoutée, sont synthétisées dans les différents
organes des plantes. Lorsque la production de radicaux libres dépasse les capacités de défense
de I’organisme, ils accélérent le vieillissement des cellules et augmentent le risque de
développement de certaines maladies dégenératives (stress oxydatif). Les antioxydants ont la
capacité de neutraliser les radicaux libres et de prévenir ce stress oxydatif. Dans le domaine
cosmétique, les études menées au niveau mondial montrent que 1’utilisation des extraits riches
en antioxydants permet de combattre aussi le vieillissement de la peau en éliminant les
radicaux libres dont la formation est activée par les conditions environnementales de la vie
moderne (rayon UV, tabagisme, chauffage,...). La substitution des antioxydants synthétiques
par des antioxydants naturels n’est pas seulement bénéfique pour la santé mais montre une
meilleure solubilité de ces derniers dans 1’eau et dans les huiles, qui facilite la formation des

émulsions alimentaires ou cosmétiques.

1. Stress oxydant

L’organisme est pourvu de plusieurs moyens de défense dont les molécules antioxydantes de
faibles poids moléculaires. Ces molécules réductrices consomment directement les radicaux
libres formés au cours de réactions d’oxydoréduction. Un déséquilibre entre la production
excessive de molécules oxydantes et/ou une diminution du taux d’antioxydants dans

I’organisme est défini par le terme de stress oxydant (Boyd et al., 2003).
2. Radicaux libres

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou plus) non
apparié (Jacques et al., 2004). Cette molécule est tres instable et réagit rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en
lui arrachant son électron, et la molécule attaquee devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995). Les radicaux libres sont produits au cours de nombreuses réactions
engagées dans les mécanismes physiologiques (respiration mitochondriale), dans les
mécanismes pathologiques (inflammation, infection, toute pathologie dégénérative et

vieillissement accéléré) et au cours de la pollution.




3. Espéces réactives de I’oxygéne

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les especes réactives de
I’oxygeéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygeéne, par
addition d’un électron. Les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont: le radical
superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (‘OH), le monoxyde d’azote (NO”), et aussi certains
dérivés oxygeéneés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H,Oy) et le peroxynitrite (ONOQO") (Jacques et André, 2004; Gutteridge, 1993).

4. Conséquences moléculaires du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques comme 1’oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais
aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites

libérés notamment lors de 1’oxydation des lipides (Favier, 2003).
5. Maladies liées au stress oxydatif

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies par I’apparition des
molécules biologiques anormales: cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique,
syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement accéleré,
Alzheimer, Parkinson, infections intestinales, rhumatisme, 1’athérosclérose, le diabéte
(Atawodi, 2005; Georgetti et al., 2003).

6. Antioxydants
6.1. Définition

Les antioxydants en cosmétique sont des réducteurs ayant la capacité d’interrompre la
réaction de peroxydation et ainsi d’empécher la formation d’hydroperoxydes et de peroxydes,
courante pour les huiles insaturées. lls sont utilisés dans toutes les formules contenant des
corps gras insaturés, mais peuvent également étre incorporés a des phases aqueuses contenant
des extraits végétaux riches en oxydases, enzymes catalysant la réduction de 1I’oxygene en eau
ou en peroxyde d’hydrogéne (H,0,). L’oxydation générant bien souvent un phénomene de
rancissement a proscrire en cosmétique, il est donc important de connaitre la sensibilité des
matiéres premiéres et produits finis cosmétiques a ce phénomene ainsi que les facteurs qui en

sont responsables.
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Les tocophérols, naturellement présents dans les huiles végétales, notamment 1’a-tocophérol,
sont fréquemment formulés en cosmétique, tout comme les antioxydants phénoliques trés
présents dans les extraits vegétaux (Garrison et al., 2011). On peut également recourir aux
antioxydants sous forme de complexe ou en association avec un chélateur de métaux. L’acide
ascorbique, hydrosoluble, et son dérivé lipophile, le palmitate d’ascorbyle, sont souvent
employés comme antioxydants synergistes. L’acide citrique ou ’EDTA sont utilisés comme

chélateurs de métaux (Choe et al., 2009).
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Figure 5. Principaux composés naturels (ou synthétiques) possédant des propriétés

antioxydantes (Marc et al., 2004)

L’association de 1’acide citrique avec du tocophérol, ou encore du B-caroténe et de I'a-
tocophérol, sont de bons exemples de complexes antioxydants synergiques ayant montré leur
efficacité (Choe et al., 2009; Choe et Min, 2006). L’efficacité des antioxydants dans les
systemes lipidiques dépend de trois paramétres : leur solubilité, leur volatilité et leur stabilité.
En effet, les antioxydants doivent étre liposolubles afin de pouvoir réagir avec les radicaux
libres issus de 1’oxydation des huiles. Par ailleurs, ils ne doivent pas étre trop volatils au

risque d’étre perdus lors du processus de fabrication du produit fini. Ils doivent également étre
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stables a la température mise en ceuvre lors de la production. Il est nécessaire que les
antioxydants soient ajoutés avant que les réactions d’oxydation n’interviennent car, s’ils

préviennent ce phénomeéne, ils n’ont aucune action sur les produits de I’oxydation.
6.2. Mécanisme d’action

D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques tel est le cas de dérivés du
phénol. En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par
I’oxygeéne moléculaire. Les antioxydants sont en fait soit des agents de prévention, qui
bloquent I’initiation en complexant les catalyseurs ou en réagissant avec 1’oxygene; Soit des
agents de terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres et qui agissent en
formant des produits finis non radicalaires. D’autres agissent en interrompant la réaction en
chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que
celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants
absorbent I’énergie excédentaire de 1’oxygeéne singulet pour la transformer en chaleur (Berset

et Cervelier, 1996).
7. Méthodes de détermination de I’activité antioxydante

Il existe une grande diversité de méthodes physico-chimiques pour évaluer 1’activité
antioxydante des extraits naturels. Plusieurs méthodes s’intéressent a I’analyse des étapes
distinctes du processus d’oxydation comme par exemple la mesure de 1’affaiblissement du
substrat, et /ou la consommation de 1’oxygéne au cours de 1’oxydation; la formation des

produits d’oxydation et la capacité a piéger les radicaux libres en différentes phases.
7.1. Méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

Cette méthode a été décrite pour la premiere fois par Miller et Rice-Evans (1993) puis
améliorée en 1999 par ces auteurs. En fait, elle consiste en la réduction du radical-cation
coloré (2,2'-azobis 3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonique acide) plus connu sous le nom de
ABTS™. Le développement de sa concentration est suivi & 734 nm au cours de sa réaction
avec les antioxydants (Figure 6). La capacité antioxydante est mesurée comme la
concentration (mM) de Trolox (un analogue soluble de la vitamine E) produisant le méme
effet que 1’échantillon d’essai sur la réduction d'/ABTS (Miquel-Becker et al., 2004). La
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littérature fournit le TEAC de certains antioxydants (Vitamine C = 0,99 mM, B-caroténe = 1,9
mM).
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Figure 6. Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de H' (Lien et
al., 1999)

7.2. Test DPPH (1, 1-Diphenyl-2-picryhydrozyl)

La capacité antioxydante peut aussi étre mesurée en utilisant des radicaux libres plus stables.
Le radical |I-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre tres stable a I'état
cristallin et en solution, de coloration violette. Par cette méthode, on considére que 1’activité
antioxydante n’est autre que la capacité des antioxydants d’agir comme piégeur des radicaux
libres. lls agissent en transférant un atome d’hydrogene ce qui conduit a la disparition du
radical DPPH au cours de la réaction et a un changement de coloration dans la solution

initiale. L’avancement de la réaction est suivi par spectrophotométrie a 517 nm.
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Figure 7. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH" entre I’espéce radicalaire
DPPH’ et un antioxydant (AH) (Molyneux, 2004; Prakash, 2001)

Plus un composé a la facilité de céder son atome d’hydrogéne, plus celui-ci est jugé efficace
comme antioxydant (Figure 7). Le pourcentage du DPPH consommé est proportionnel a la
concentration de 1’antioxydant. La concentration du composé phénolique nécessaire pour
atteindre une disparition de 50 % du DPPH a 1’équilibre est connue comme 1’IC50. La
méthode du DPPH a été utilisée par de nombreux auteurs, du fait de sa rapidité et de sa

reproductibilité.
7.3. Pouvoir réducteur (FRAP, Ferric Reducing Antioxydant Power)

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain (Benzie et Strain, 1996) correspond a la
réduction d’un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Ill)-TPTZ);] en un complexe
tripyridyltriazine ferreux [(Fe(Il)-TPTZ).] par un antioxydant (AH) (Figure 8), a un pH de 3.6

pour maintenir la solubilité du fer.
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Figure 8. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Djahra, 2014).

Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue intense
apparait trés rapidement avec un maximum d’absorption a 593 nm. Pour s’assurer de la

linéarité de la méthode et calculer les résultats, une gamme étalon est d’abord réalisée avec




une solution aqueuse de sulfate de fer heptahydraté (FeSO4-7H,0) entre 100 et 1000 uM. A
partir des valeurs d’absorbance lues & 593 nm et mesurées at = 0 min puis at = 4 min apres le
mélange, les résultats peuvent étre exprimés en valeur FRAP suivant la formule:

A (échantillon )t=4min — A(échantillon )t=0min
A(standard )t=4 min — A(standard )t=0min

FRAP =

X [standard] (uM)

- Acchantilion COrrespond a I’absorbance de I’échantillonat =0 ou t =4 min
- Astandarg COrrespond a I’absorbance de la solution de FeSO4-7H,O at=0o0ut=4 min
- [standard] correspond a la concentration en FeSO,4-7H,0

Plus la couleur bleue est intense, plus I’échantillon peut étre considéré comme un bon

réducteur.
7.4. Méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Elle consiste a mesurer la protection exercée par une substance ou molécule donnée contre
I’oxydation de la fluorescéine par les dérivés radicalaires de la dégradation thermolytique du
radical AAPH. Contrairement au test du DPPH, qui mesure une capacité de réduction, il s’agit
donc de la mesure d’un pouvoir antiradicalaire. Les résultats sont exprimés par rapport a la
protection exercée par un antioxydant de référence, le Trolox et ramenés par gramme de
produit testé. Lorsque la fluorescéine est soumise a I’action oxydante d’un radical libre,
I’AAPH, on observe que sa réponse en fluorescence diminue au cours du temps (environ
30mn). En présence d’une activité antiradicalaire (composé, produit naturel, etc.....) la
fluorescéine est protégée du stress et la durée de sa fluorescence est prolongée. C’est cette
augmentation qui permet de quantifier le pouvoir antiradicalaire via un étalonnage par le

Trolox.
7.5. Méthode de blanchissement du g-carotene

Le test de blanchissement du B-caroténe permet d’évaluer 1’activité antioxydante des extraits
de plantes, qui consiste a suivre la cinétique de décoloration du B-carotene par les produits
d’oxydation de I’acide linoléique en présence d’un antioxydant. Le [-caroténe est un
antioxydant lipophile qui protége les acides gras de 1’oxydation; I’ajout d’un deuxie¢me
antioxydant va permettre sa préservation (Portes, 2008). Plus I’efficacité d'un antioxydant est
grande, plus la décoloration de la couleur du B-caroténe sera lente et vise versa (Hussain,
2009; Moon et Shibamoto, 2009).

.



7.6. Piegeage du radical hydroxyle (HRSA)

Le "OH est le radical libre extrémement réactif formé dans les systémes biologiques a partir
d’anion superoxyde et de peroxyde d’hydrogéne en présence des ions métalliques comme le
fer et le cuivre suivant la réaction de Haber Weiss (Castro et Freeman, 2001). Ce radical
possede un électron libre avec un potentiel de réduction plus élevé (2310 mV) lui permet de
réagir avec les lipides, les protéines, les polypeptides et I’ADN particuliérement la thiamine et
la guanine (Siddhuraju et Becker, 2007). In vitro, la capacité a piéger le radical hydroxyle par
les extraits des plantes est basée sur la réaction de Fenton en mesurant la génération du radical
‘OH et son effet sur Ioxydation et la dégradation des molécules biologiques tels que le
désoxyribose de I’ADN. Dans cette technique, le systéme implique 1’autoxydation du
complexe Fe*~EDTA dans un milieu aqueux pour former O", qui est rapidement dismuté en
H,O, & pH 7.4. Ensuite, ce dernier interagit avec Fe’* pour former les radicaux ‘OH en

présence de I’acide ascorbique comme catalyseur (réaction de Fenton) :
H,0, + Fe* -EDTA —» ‘OH + OH + Fe** -EDTA

La dégradation du désoxyribose par ‘OH dégage certains produits estimés en malonaldéhyde
(MDA), d’un chromogéne rose lors du chauffage avec I’acide thiobarbiturique et dans un
milieu acide. La présence des antioxydants protege et diminue la production des MDA
(Halliwell et al., 1987). Notant que, le role d’ascorbate est la réduction du Fe* en Fe?* ce qui

provoque la réaction de Fenton :

Fe*" _EDTA + ascorbate——» Fe? —_EDTA + ascorbate oxide

e



CHAPITRE IV :

INFLAMMATION ET NOCICEPTION
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Introduction

L’inflammation est le résultat de 1’activation d’un ensemble complexe d’interactions entre des
cellules et des médiateurs chimiques. Elle se développe dans tous les types tissulaires suite a
un traumatisme physique (rayons UV, blessure), infectieux (bactéries, virus) ou chimique
(toxiques). Cette réaction a pour but d’éliminer I’agent inflammatoire et de favoriser la
cicatrisation du tissu atteint. Cependant lorsque la réponse inflammatoire est exacerbée a
cause d’une altération excessive du tissu ou d’une cicatrisation anormale, les lésions
tissulaires peuvent persister aboutissant a certaines maladies chroniques comme 1’eczéma

allergique de contact, polyarthrite rhumatoide et 1’arthrose.

Le traitement de I’inflammation est souvent basé¢ sur 1’apport des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) et des glucocorticoides. Les glucocorticoides, anti-inflammatoires
stéroidiens, ont tous une activité hormonale, concernant principalement la régulation
métabolique, et exercent un effet freinateur sur 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.
Tous les AINS, quelles que soient leur voie d’administration, exposent aux risques de toxicité
gastro-intestinale. Le risque est d’autant plus important que la posologie est élevée et que le

traitement est prolongé.
1. Processus inflammatoire
1.1. Définition

L’inflammation se définit comme un ensemble des mécanismes réactionnels de défense de
I’organisme contre une agression d’origine exogéne ou endogéne (Dupond, 2003). Elle peut
étre causée par des agressions physiques (comme le chaud, le froid, les radiations ionisantes)
ou chimiques (composés acides ou basiques, des toxines bactériennes). Elle peut étre la
conséquence d’une infection dle a la présence dans 1’organisme vivant des pathogénes tels

que bactéries, virus, parasites ou champignons (Jean, 2009).
2. Types d’inflammation

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoire :




2.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigué ou réaction inflammatoire est la réponse immédiate a un agent
agresseur, de courte durée (quelques jours a quelques semaines), d’installation souvent brutale
et caractérisée par des phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués
guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la
destruction tissulaire est importante (Charles et al.,, 2010). Les étapes de la réponse
inflammatoire aigué sont toujours les mémes quelque soient le stimulus inflammatoire et le

tissu enflamme.
2.1.1. Phases de I’inflammation
La réaction inflammatoire est divisée en trois grandes phases:

Phase vasculaire: La réponse vasculaire se caractérise par une vasodilatation, une
augmentation de la perméabilité vasculaire et se traduit par des signes suivants: chaleur-
cedemes-douleur. L’augmentation de la perméabilité entraine aussi la diapédese, la migration
extravasculaire des leucocytes et une libération de facteurs tissulaires a savoir I’histamine, la

sérotonine, les kinines, et les prostaglandines (Jean, 2009).
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Figure 9. Initiation de I’inflammation (Lonjon, 2015)

Phase cellulaire: Les cellules de I’inflammation comprennent. les leucocytes, les
lymphocytes, les cellules phagocytaires, les mastocytes et les polynucléaires basophiles, les
fibroblastes. Les polynucléaires neutrophiles et les macrophages neutralisent ou détruisent

I’agent déclencheur de I’inflammation (Dupond, 2003).




Phase de résolution: C’est la phase de réparation qui se termine par une restitution compléte
ou presque des tissus 1€sés (cicatrisation). Si 1’agression persiste, elle peut se poursuivre, par
une inflammation chronique qui met en jeu les lymphocytes et I'immunité adaptative

(cellulaire et humorale) (Dupond, 2003).
2.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est caractérisée par une infiltration de cellules mononucléaires
comme les macrophages, lymphocytes et plasmocytes dans les tissus avec prolifération de
vaisseaux sanguins et de tissu conjonctif (Anderson, 1994; Cotran et al., 1994). Dans de
nombreux cas, la réponse inflammatoire chronique peut persister pendant de longues périodes.
Elle est considérée comme étant causée par l’engagement persistant des réponses de
I’immunité innée et acquise. Il est prouvé que les macrophages dans ces 1ésions produisent
une série de médiateurs pro-inflammatoires qui activent les fibroblastes pour fixer le
collagéne et activer les autres macrophages et lymphocytes pour libérer des médiateurs

responsables des réponses inflammatoires.

L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui
impliquent I'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui
vont spécifiquement entrainer 1’adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent
leur transmigration dans le compartiment extravasculaire (Charles et al., 2010). En tout type
de réponse inflammatoire, les différences entre les types de molécules d'adhésion exprimées
sur les cellules endothéliales détermineront le type de leucocytes qui migrent (Charles et al.,
2010; Nourshargh et al., 2006).

L’inflammation chronique se caractérise par I’existence de certains phénomeénes spécifiques:

* Les réponses vasculaires et cellulaires, au lieu de se succéder dans le temps comme c’est le
cas pour I'inflammation aigué, sont intriquées de telle sorte qu’on ne parle plus de phases

mais de composantes vasculaires et cellulaires.

 L’afflux cellulaire dans le foyer inflammatoire s’organise peu a peu en infiltrat dense,
comportant a la fois polynucléaires, macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes,

plasmocytes.

« L’altération durable de la structure des vaisseaux: hypertrophie des cellules endothéliales et

des fibres musculaires lisses, infiltration leucocytaire.




* Les phénomenes de remaniement tissulaire sont toujours importants, comportant a la fois
des phénomeénes de destruction, des phénoménes d’angiogenése et des phénoménes de
réparation, de cicatrisation et de remplacement des tissus détruits. Mais le tissu fibreux
cicatriciel ne saurait véritablement remplacer les tissus détruits, car il n’en a pas les propriétés

anatomiques et fonctionnelles (Weill et Batteux, 2003).

3. Cellules de I’inflammation

Les différentes cellules impliquées dans une réaction inflammatoire sont :
= Les kératinocytes

Les kératinocytes sont des cellules cutanées épidermiques. Ils sont impliqués dans I’initiation
et le développement des réactions inflammatoires et immunologiques (McKenzie et Sauder,
1990). Aprés stimulation, les kératinocytes sécrétent des cytokines inflammatoires (IL-1,
TNF-a), des chimiokines (IL-8, IP-10), des facteurs de croissance (IL-6, GM-CSF, TGF-a) et
des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B) (Williams et Kupper, 1996).

= |es fibroblastes

Les fibroblastes sont la principale source de cytokine inflammatoire TNF-a suite a une
stimulation telle qu’une irradiation aux rayons UV (De Kossodo et al., 1995). Ces données
suggérent que les fibroblastes jouent un réle d’amplification important en réponse aux

cytokines produites par les kératinocytes.
= Les mastocytes

Les mastocytes sont des cellules granuleuses présentes dans les tissus muqueux et cutanés.
Les mastocytes sont capables de synthétiser de nombreuses cytokines (histamine, TNF-a) et
des meédiateurs lipidiqgues comme des prostaglandines, des leucotriénes et le PAF (platelet
activating factor) qui participent a I’initiation et le maintien de I’inflammation en favorisant le
recrutement de leucocytes au site de I’inflammation (Saint-Mezard et al., 2002; Williams et
Kupper, 1996; Gordon et Galli, 1990).

= Les macrophages

Les macrophages résidant dans le derme dérivent de monocytes du sang. Les macrophages
sont des acteurs essentiels des réactions inflammatoires ou ils peuvent former des syncitia par

fusions de leurs membranes, aboutissant a des cellules géantes multinucléées (Revillard,

.




2001). Par ailleurs, ils interviennent aussi dans les phénomenes de réparation et de

cicatrisation.
= Les cellules dendritiques dermiques (CDD)

Les CD dermiques, appelées aussi dendrocytes dermiques, appartiennent a la lignée des
cellules dendritiques qui constituent une population hétérogéne. Les CDD cutanées ont la

propriété de capturer I’antigéne, de migrer jusqu’aux ganglions drainants et d’activer des LT.
= Les cellules endothéliales vasculaires

L’endothélium vasculaire forme une monocouche de cellules endothéliales, il constitue la
barriére anatomique entre le sang et les tissus. Les cellules endothéliales permettent le passage
de cellules par le phénomeéne de diapédése (McEver et al., 1989). Les cellules endothéliales
sécrétent aussi de nombreuses cytokines et chimiokines permettant ainsi le recrutement de

plus de cellules immunitaires compétentes au site d’inflammation.
= Les polynucléaires

Les polynucléaires regroupent des cellules granuleuses qui sont les neutrophiles, les
éosinophiles et les basophiles. Ils ont la capacité de migrer dans les tissus en réponse a un
signal chimiotactique et de sécréter un grand nombre de cytokines inflammatoires (Bos,
2004). Les polynucléaires peuvent étre recrutés au cours de I’activation de I’immunité innée
et spécifique, alors que les LT sont uniquement présents dans la peau dans une réponse

inflammatoire spécifique.
= Leslymphocytes T

Les LT sont issus de précurseurs hématopoiétiques de la moelle osseuse différenciés dans le
thymus. Ils sont principalement présents dans les organes lymphoides: les ganglions
lymphatiques et la rate. On distingue deux sous-populations se différenciant par 1’expression
des marqueurs CD4 ou CD8. Tous deux possédent des récepteurs spécifiques d’antigene, le
TCR (T cell receptor). La reconnaissance de 1’antigene nécessite sa présentation par des

molécules du CMH-I pour les LT CD8+ et CMH-II pour les LT CD4+.
4. Médiateurs de ’inflammation

Les médiateurs de I’inflammation sont des acteurs importants dans le processus

inflammatoire. Ils augmentent la perméabilité vasculaire, attirent les leucocytes sur le lieu de

.



I’inflammation, favorisent leur adhésion a I’endothélium, augmentent I’agrégation des
plaquettes (Male et al., 2007; Rankin, 2004). La Figure 10 montre les origines cellulaires et
effets des principaux médiateurs impliqués dans le développement de la réaction

inflammatoire.
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Figure 10. Médiateurs de I’inflammation (Le Bars et Willer, 2004)
5. Pathologies inflammatoires

Plusieurs maladies inflammatoires sont liées & des mécanismes considérés comme
dysimmunitaires, a savoir les maladies auto-immunes systémiques et localisées, les maladies
auto-inflammatoires, les affections inflammatoires (Charles et al., 2010). Quelques exemples

sont rapportes dans le Tableau 2.




Tableau 2. Quelques exemples de maladies inflammatoires et ses origines (Nathan, 2002)

Origines Maladies inflammatoires

Désordres dans les quelles le rble pathogénique principal | Asthme

revient a I’inflammation Polyarthrite rhumatoide Artériosclérose
Arthrose

Goutte

Maladie d’ Alzheimer

Lupus érythémateux disséminé Eczéma
Maladie de Crohn

Maladies d’origines infectieuses dans lesquelles Hépatite C
I’inflammation contribue dans la pathologie Tuberculose

Dysenterie bactérienne

Maladies d’origines diverses dans lesquelles la fibrose Fibrose pulmonaire idiopathique
poste inflammatoire est la cause principale de la Cirrhose hépatique poste virale ou
pathologie alcooligue

6. Anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont une classe de médicaments subdivisée en deux catégories.
6.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) forment un groupe de médicaments destinés a
traiter la réaction inflammatoire et les maladies qui en résultent tels que les manifestations
rhumatismales, les stomatites, les inflammations génitourinaires. Une particularité de cette
classe de médicaments est que tous les AINS possédent a des degreés divers les propriétés anti-
inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques. Dans le processus de la réaction
inflammatoire, au cours de la phagocytose et de la synthese des différents dérivés de I’acide
arachidonique, il y a une libération de superoxydes a action pro-inflammatoire d’ou
I’inflammation. Les AINS inhibent par action sur la cyclooxygénase la synthese des
prostaglandines; et par action sur la lipooxygénase inhibent la formation de superoxydes.
L’acide acétylsalicylique ou Aspirine constitue 1’anti-inflammatoire non stéroidien le plus
usuel (Touitou, 1993). L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS

s’accompagne d’effets favorables et déléteres (Blain et al., 2000).
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Figure 11. Exemples d’anti-inflammatoires non stéroidiens (Wallace et Staats, 2004)
6.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) de référence sont représentées par la cortisone et
I’hydrocortisone. Ces corticoides inhibent la réponse inflammatoire quelque soit I’agent
phlogogene responsable entrainant une réduction de la vasodilatation et de I’cedéme en
diminuant le chimiotactisme et la migration leucocytaire vers le foyer inflammatoire. Cet effet
est un phénomene qui nécessite de I’énergie. Cette énergie est apportée par la glycolyse
aérobie. En diminuant I’entrée du glucose dans la cellule, la cortisone abaisse la réponse aux
facteurs chimiotactiques. Le métabolisme oxydatif des mitochondries est diminué, il s’en suit
une baisse de [I’activit¢é de phagocytose. Elle empéche la libération des enzymes
protéolytiques et leur action inflammatoire par stabilisation des membranes lysosomiales
(polynucléaires et macrophages). Par inhibition de la lipase, il en résulte une diminution de la
biosynthése des prostaglandines. Ces médicaments agissent sur la réaction inflammatoire sans

en supprimer la cause.
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Figure 12. Exemples de structures d’anti-inflammatoires stéroidiens de syntheses
(Henzen, 2003)

6.3. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires

En réponse a une perturbation physique ou chimique, il se produit une activation de la
phospholipase A2 qui hydrolyse les liaisons esters des phospholipides membranaires et libere
des dérivés de 1’acide arachidonique, ce dernier a son tour est métabolisé selon deux voies, la
voie de la lipooxygénase qui le transforme en leucotriene et la voie de la cyclooxygénase qui
le transforme principalement en prostaglandine. Les leucotriénes augmentent la perméabilité
capillaire et exercent une chimioatractivité sur les polynucléaires. Les prostaglandines
produisent une vasodilatation locale, favorisent I’cedéme et I’afflux leucocytaire, en outre, ils
dépriment certains mécanismes immunitaires et potentialisent les effets algogenes de la

bradykinine. Les thromboxanes stimulent les mécanismes de I’agrégation plaquettaire.

Les AINS ont une similitude dans leurs effets thérapeutiques liés a 1’inhibition de la synthése
des prostaglandines en bloguant la synthése de la cyclo-oxygénase (COX) qui catalyse la
formation des prostaglandines a partir de 1’acide arachidonique (Fattorusso et al., 2001). Ils
entrainent une diminution de la migration cellulaire et des actions des tissus conjonctifs

(glycoprotéine, collagéne) (Bourin et al., 1993).




Les glucocorticoides empéchent la formation de glycéro-phospholipides membranaires en
acides arachidoniques par la production d’enzyme lipocortine. Ils diminuent la migration des
polynucléaires, monocytes, macrophages vers le site de I’inflammation et la production de

médiateurs comme la sérotonine, 1’histamine et les cytokines (Bourin et al., 1993).

6.4. Effets indésirables des anti-inflammatoires

L’utilisation thérapeutique des AINS a long terme est souvent associée & des effets
indésirables tels que les ulcéres gastro-intestinaux et I’insuffisance rénale. Ces effets
indésirables sont généralement liés a I’inhibition des isoenzymes cyclo-oxygénases (COX-1 et
COX-2) par les AINS classiques. La COX-1 est constitutive et joue un réle physiologique en
maintenant 1’intégrité des tissus, tandis que la COX-2 est inductible, sa synthese est stimulée
par le TNFa et ’interleukine IL-1. L’apparition des AINS sélectifs du COX-2 appelé coxibs
vient réduire les effets secondaires gastro-intestinaux, mais ils induisent un risque

cardiovasculaire (Ouedraogo et al., 2012).

Comme pour les AINS, 'usage des glucocorticoides est associé a de nombreux effets
indésirables. Le risque d’apparition de ces effets indésirables s’accroit avec le prolongement
de la durée du traitement et 1’augmentation de la posologie. Divers troubles peuvent étre
observé. Ces troubles peuvent étre aigués tel que I’hypertension artérielle, la dérégulation de
la synthése naturelle de glucocorticoides a la fin du traitement, I’euphorie avec insomnie
allant jusqu’a une psychose aigué et I’apparition d’ulceres gastro-duodénaux. Des troubles
chroniques peuvent aussi se manifester tel que I’ostéoporose, les cataractes et la prise de poids
(Henzen, 2003).

7. Plantes a activité anti-inflammatoire

Le tableau 3 résume quelques plantes qui sont connus pour leur activité anti-inflammatoire.
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Tableau 3. Exemples de plantes médicinales dotés d’activités anti-inflammatoires (Barnes,

1998)

Nom scientifique Nom commun | Famille Partie utilisée | Utilisation

Zingiber officinale Gingembre Zingiberaceae Rhizome arthrose, migraine,
douleurs rhumatismales

Urtica dioica Ortie Urticaceae Feuilles, Rhinite allergique,

Racines eczéma goultte,

douleurs rhumatismales

Curcuma longa Curcuma Zingiberaceae Rhizome Douleurs
rhumatismales, lupus
systémique, psoriasis,
infections rénales

Nerium oleander L. | Laurier rose Apocynaceae Fleures Douleurs, maux de téte

Oenothera biennis Onagre Onagraceae Graines Douleurs

bisannuelle rhumatismales

Laurocerasus Laurier Rosaceae Feuilles Fievre, pharyngite,

officinalis R. douleurs d’estomac,
hémorroides

Juglans regia L. Noyer Juglandaceae Feuilles, fruits | Douleurs

commun rhumatismales, fiévre,

eczéma. Malaria

8. Douleur

Le terme de douleur désigne un spectre de sensations dont les caractéristiques peuvent étre
treés différentes et dont I’intensité peut aller du désagréable a 1’insupportable (Lullmann et al.,
2006). La douleur assure une fonction de signal d’alarme en informant I’organisme de la
présence d’un désordre susceptible de lui nuire. Il importe donc de contréler la douleur tout en

la considérant comme un élément de surveillance de la progression de la maladie.
8.1. Types de douleur
8.1.1. Douleur aigué

La douleur aigué est une douleur vive, immédiate, et généralement breve. Elle est causée par
une stimulation nociceptive de 1’organisme. La douleur a ici un rdle de signal d’alarme. Sa

durée d’évolution est inférieure a trois mois (Boureau et Doubrére, 2016).
8.1.2. Douleur chronique

La douleur chronique est définie par une durée d’évolution supérieure a trois mois ou six mois
selon les auteurs (Boureau et Doubrére, 2016). Par le fait méme de sa persistance, une douleur
qui était initialement un signal d’alarme peut se modifier et devenir un syndrome a part

entieére.




8.2. Traitement pharmacologique de la douleur

L’OMS a proposé dans le cadre des douleurs cancéreuses une échelle de décision

thérapeutique comportant trois paliers d’analgésiques (Boureau et Doubrére, 2016).

= Le niveau | correspond aux analgésiques non narcotiques et aux anti-inflammatoires
non stéroidiens : paracétamol, aspirine, anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

= Le niveau Il correspond aux opioides mineurs et a leurs associations aux analgésiques
non morphiniques : codéine, tramadol.

= Le niveau Ill correspond aux analgésiques opioides majeurs : morphine, fentanyl,

N
0 . _~CH,
HNYC\HS ™ E

0 CHy

buprénorphine, hydromorphone.

OH

Morphine Paracétamol Phénazone

Figure 13. Structures chimiques de quelques analgésiques (Timbo, 2003)

8.3. Mécanisme d’action des analgésiques
e Paracetamol

Le paracétamol a une action inhibitrice sur la synthese de prostaglandines mais exerce une
faible activité anti-inflammatoire. L’inhibition des cyclooxygénases par le paracétamol se
produit seulement dans le cerveau, ce qui explique le peu d’effets indésirables périphériques

observés contrairement aux AINS (Graham et al., 2005).
e LesAINS

Ces médicaments ont un effet antalgique et antipyrétique associé a un effet anti-
inflammatoire. Les effets des AINS résultent principalement de I’inhibition de la
cyclooxygénase et ainsi de la synthese des prostaglandines. Cette inhibition peut étre
irréversible, avec les salicylés, ou non, avec les autres AINS (Flipo et al., 1993).

<



e Lesopioides

L’effet analgésique des opioides est li¢ a leur affinité pour des récepteurs destinés a fixer les
opioides endogenes (enképhaline, B-endorphine, dynorphine). Les récepteurs des opioides
sont présents a la surface des cellules nerveuses. Ils sont présents dans différentes zones du
cerveau et dans la moelle épiniére, mais aussi dans les plexus nerveux du tractus gastro-

intestinal et de la vessie.

11 existe plusieurs types de récepteurs des opioides (U, k et d) par I’intermédiaire desquels sont
médies des effets différents. Tous appartiennent aux récepteurs couplés a une protéine G. La
majeure partie des cellules nerveuses réagit aux opioides par une hyperpolarisation. L ’influx
de calcium qui se produit dans la cellule nerveuse au cours d’une excitation est diminué,
réduisant de ce fait la libération de neurotransmetteurs excitateurs et la transmission

synaptique (Lullmann et al., 2006).




PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES
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1. Enquéte ethnopharmacologique

Dans le but de sélectionner les plantes médicinales et cosmétiques utilisées traditionnellement
par la population de la ville de Sefrou et particulierement les plantes antiseptiques, une étude

ethnopharmacologique a été réalisée dans cette région.
1.1. Zones d’étude

La province de Sefrou est une division du Maroc de la région de Fés-Meknés. Elle s’étend sur
un territoire de 4008 Km2 et chevauche entre la plaine de Sais et le Moyen Atlas. Elle est
limitée au Nord par la prefecture de Fes et la province de Moulay Yacoub, a I’Ouest par la
province d’El Hajeb, au Sud par les provinces de Boulemane et d’Ifrane, a I’Est par la
province de Tazaet au Nord-Est par la province de Taounate. Cette enquéte a été réalisée
dans la région du Moyen Atlas de Maroc, aupres de la population locale, dans quatre
communes rurales (Bhalil, Aghbalou Agorar, Ait Taleb et douar Ain smar) situés dans la

région de Sefrou (Figure 14).
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Figure 14. Situation des zones d’enquéte sur la région de Sefrou
1.2. Fiche questionnaire

Dans le but de récolter des informations relatives a 1’exploitation des plantes médicinales et

cosmétiques, une série d’enquétes ethnopharmacologiques a été réalisé a 1’aide d’un
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questionnaire dans la zone d’étude. Les questions ont porté sur les differents usages des plantes
et surtout celles qui sont utilisés dans les affections dermatologiques dans la médecine
traditionnelle, les parties utilisées, questions précises sur I’informateur, 1’identité vernaculaire
de la plante et les modes de préparation ainsi que leurs voies d’administration. Les différentes

informations ont été collectées dans un questionnaire pré établi.

2. Matériel végétal

Les plantes choisies pour cette étude sont sélectionnées a la base de notre enquéte
ethnopharmacologique effectuée dans la région de Sefrou et d’autres enquétes (Bellakhdar,
1997). Les monographies concernant ces plantes sont mentionnées dans la partie |
bibliographique.

2.1. Sélection des plantes

2.1.1. Silene vulgaris (Moench) Garcke

Les feuilles de S. vulgaris ont été récoltées en printemps durant les années 2012, 2013 et 2014
dans la commune rurale Ait Taleb (région Sefrou). La plante est identifiée et herborisée a
I’herbier de I’Institut National des Plantes Médicinales et Aromatiques (INPMA).

2.1.2. Teucrium Polium L.

Les parties aériennes de cette plante ont été récoltées dans le Barrage Allal Al Fassi de la
région de Sefrou en Juin 2013. La plante est identifiée et herborisée a I’herbier de 1’Institut

Scientifique a Rabat.
2.1.3. Satureja hochreutineri Briq

Les parties aériennes de cette plante ont été récoltées dans la région de Sefrou en Juillet 2013.

La plante est identifiée et herborisée a I’herbier de I’Institut Scientifique a Rabat.
2.1.4. Origanum elongatum Emb. Et Maire.

Les parties aériennes de cette plante ont été récoltées a ’INPMA dans la région de Taounate
en Juin 2014. La plante est identifiée et herborisée a I’herbier de I’Institut Scientifique a
Rabat.

2.1.5. Thymus broussonetii Boiss.

La partie aérienne de Thymus broussonitii a eté récoltée dans le jardin expérimental de

I’Institut National des Plantes Médicinales et Aromatiques (INPMA) dans la région de

-



Taounate en Mai 2014. La plante est identifiée et herborisée a 1’herbier de ’INPMA. Dans
cette étude nous avons travaillé sur deux génotypes de cette espece Th(7) de chémotype
thymol et Th(3) de chémotype carvacrol qui proviennent de la culture in vitro réalisée dans le
laboratoire de Biotechnologie a ’INPMA par Nordine et al., 2014.

2.1.6. Thymus satureioidess Coss.

La partie aerienne de cette plante a été récoltée dans le jardin expérimental de I’'INPMA dans
la région de Taounate en Mai 2014. La plante est identifiée et herborisée a 1’herbier de
I’INPMA. Cette plante provient de la culture in vitro selon une étude réalisée dans le
laboratoire de Biotechnologie a ’'INPMA par Nordine et al., 2013.

2.1.7. Thymus zygis L.

Les parties aériennes sauvages et cultivées de cette plante ont été récoltées respectivement
dans la région de Sefrou et 'INPMA dans la région de Taounate en Mai - Juin 2014. La

plante est identifiée et herborisée a I’herbier de I’Institut Scientifique & Rabat.
2.2. Etude microscopique

Pour I’évaluation microscopique de la poudre de S.vulgaris et afin d'étudier la présence ou
I'absence de différents types de tissus ou structures dans la poudre étudié, la plante séchée est
transformée en poudre & l'aide d’un broyeur électrique, puis soumise a des études

microscopiques en utilisant I'hydrate de chloral pour éclaircir 1’observation microscopique.
3. Etudes phytochimiques

3.1. Extractions

3.1.1. Extraction par Ultrasons ou Sonication

L’extraction assistée par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu codteuse. Elle
constitue une alternative verte aux techniques d’extraction conventionnelles. Par ailleurs, sa
mise en ceuvre courte préserve les composés les plus thermolabiles (acides gras polyinsaturés,

carotenoides, polyphénols...) des réactions de dégradation.

Dans un flacon de 500 ml, 20 gramme de la poudre de S. vulgaris mélange a 200 ml d’hexane,
a été mise dans un Sonicateur de marque ’ELMA”’, a une fréquence de 35 kHz pendant 45

min, sous une température de 25°C. Apres filtration et séchage du résidu obtenu, 1’extrait a été

.



ré-extrait par une solution hydro-éthanolique (70%) pendant 45 min dans les mémes
conditions de la premicre extraction. L’extrait final a été récupéré apres filtration et séché a

sec dans un Rotavapeur & une température de 40 °C.
Calcul de rendement

Le rendement de I’extrait hydro-éthanolique a été déterminé par la formule suivante :

m extrait

Rendement% = ——— x 100
ms

Avec :

" M extrait (9): masse de 1’extrait récupéré

= ms (g) : masse végetale seche

3.1.2. Extraction des Huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles de trois espéces de thym, O. elongatum, T. polium et S.
hochreutineri, a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger
(Clevenger, 1928). Trois distillations ont été réalisées par ébullition, pendant 3h, en
mélangeant 150 g de la partie aérienne des plantes étudiés fraiche avec 1 | d’eau dans un
ballon de 2 I, surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. L’huile

essentielle récupérée a été stockée a 4 °C a I’obscurité.
Calcul de rendement
Le rendement des huiles essentielles a été déterminé par la formule suivante :
Rendement % = (% — (M’ x H)) x 100
Avec :

= V :volume d’HE recueilli (ml)
= H % = Taux d’humidité exprimé en pourcentage

= H (%) _ mfraic he-mséche,, 100

mfraic he

= M’ :la matiére végétale distillée (Q)

.



3.2. Caractérisation des molécules actives

Un criblage phytochimique de I’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris a été réalisé par le
biais de techniques entreprises dans les travaux de (N’guessan et al., 2009; Yam et al., 2009;
Diallo, 2005; Karumi et al., 2004; Dohou et al., 2003). Ces essais consistent a mettre en
évidence la présence d’un certain nombre de groupes chimiques de 1’extrait, qui peuvent étre
responsables de ses effets biologiques. Les réactions de caractérisation utilisées sont citées ci
dessous :
3.2.1. Révélation des flavonoides
Dans un tube a essai, 5 ml de I’extrait de la plante a étudier est ajouté a 5 ml d’alcool
chlorhydrique (éthanol a 95%, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volumes); en
plus de quelques copeaux de magnésium et 1 ml d’alcool isoamylique. L’apparition d’une
coloration rose orangée indique la présence des flavones, rose violacée (flavonones) ou rouge
(flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool isoamylique. Les
colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques. La réaction est négative avec
les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, les catéchines et les isoflavones (Debete,
2005).
3.2.2. Leucoanthocyanes
Dans un tube a essai, 5 ml de I’extrait de la plante a étudier est ajouté a 5 ml d’alcool
chlorhydrique et 1 ml d’alcool isoamylique. Le tout est chauffé pendant 15 mn au bain-marie.
En présence de leucoanthocyanes, il se développe une coloration rouge cerise ou violacée. Les
catéchols donnent une teinte brune rouge.
3.2.3. Révélation des tanins
Dans un tube a essai contenant 1 ml de I'extrait de la plante a étudier, 1 ml d’une solution
aqueuse diluée de FeCl3 a 1% est ajoutée. En présence des tanins, il se développe une
coloration verdatre ou bleu noiratre (Debete, 2005).

= Tanins catéchiques
Dans un tube a essai, 5 ml de I’extrait est ajouté a 1 ml d’alcool chlorhydrique concentré. Le
tout est porté a ébullition pendant 15 minutes. En présence de tanins catéchiques, il y a
formation d’un précipité rouge soluble dans 1’alcool isoamylique (Debete, 2005).

= Tanins galliques
Dans un tube a essai, 30 ml de I’extrait est ajouté a 15 ml du réactif de Stiasny (10 ml de
formol a 40 %, 15 ml d’acide chlorhydrique concentré). L’ensemble est chauffé au bain-marie
a 90°C pendant 15 minutes, puis le précipité est filtré et le filtrat est saturé de 5 g d’acétate de

sodium pulvérisé. Ensuite, 1 ml d’une solution de FeCl3 a 1 % est ajouté goutte a goutte.
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L’obtention du précipité montre la présence de tanins galliques. Le tout est filtré encore une
fois et 10 ml de filtrat est saturé d’acétate de sodium, puis quelques gouttes de FeCI3 a 1 %
sont ajoutées. Le développement d’une teinte bleue noire indique la présence de tanins
galliques non précipités par le réactif de Stiasny (Debete, 2005).
3.2.4. Révélation des saponosides
- Test quantitatif
Par agitation, une mousse persistante dont la hauteur est mesurable apparait dans les extraits a
saponines, la teneur en saponines est quantifiée par le calcul de 1’indice de mousse. Deux
grammes du matériel végétal a tester sec et broyé sont utilisés pour préparer une décoction
avec 100 ml d’eau, portée a ébullition pendant 30 min. Aprés refroidissement et filtration, le
volume & 100 ml est réajusté. A partir de cette solution mére, 10 tubes des volumes successifs
de 1, 2, ... 10 ml sont préparés, le volume final étant réajusté a 10 ml avec de 1’eau distillée.
Chacun des tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 secondes. Apres
un repos de 15 min en position verticale, la hauteur de la mousse persistante en cm est
relevée. L’indice de mousse est calculé par la formule suivante :
I = hauteur de mousse (en cm) dans le xe tube x 5/ 0,0x.

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100 (Dohou
et al., 2003).
- Test qualitatif

= Révélation des stérols et terpenes
L’extrait a tester est obtenu a partir de 1 g de poudre et 20 ml d’éther, laissé en maceration
pendant 24 heures, filtré et complété a 20 ml par 1’éther. L’ensemble est évaporé jusqu’a sec
dans une capsule de 10 ml d’extrait, puis le résidu est dissout dans 1 ml d’anhydride acétique
puis dans 1 ml de chloroforme. L’ensemble est partagé dans deux tubes a essai, 1’'un servant
de témoin, et dans le fond du second tube 1 a 2 ml de H,SO, concentré sont placés. A la zone
de contact des deux liquides, il y a formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la couche
surnageante devenant verte ou violette, révele la présence de sterols et triterpenes.

= Révélation des hétérosides stéroidiques
Un volume de 10 ml de chloroforme anhydre est ajouté a 10 ml d’extrait évaporé, et mélange
avec 5 ml d’anhydre acétique. Ensuite, quelques gouttes de I’acide sulfurique sont ajoutées; le
tout est agité puis le mélange est laisseé reposer. Le développement d’une coloration violacée

virant au vert indique la présence des heterosides stéroidiques.
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= Revélation des tritérpénes hétérosides
A cinq ml d’extrait, 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique sont ajoutés. S’il y’a
apparition d’une coloration rouge marron dans la couche d’interphase, ceci indique la
présence des tritépenes hétérosides.
3.2.5. Révélation des coumarines
- Test de détection
Deux gramme de matériel végétal en poudre sont mélangés a 10 ml de CHCI3. Aprés un
chauffage de quelgues minutes et une filtration, les extraits chloroformiques sont soumis a
une CCM, le solvant étant le mélange tolueéne/Acétate d’éthyle (93:10). La visualisation du
chromatogramme, apres migration, se fait & 365 nm en absence et en présence de NH3.
- Test de confirmation
Un gramme de la poudre végétale est placé dans un tube, en présence de quelques gouttes
d’eau. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont portés a
ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines apres examen
sous UV (Dohou et al., 2003).
3.2.6. Révélation des quinones libres
Un gramme de matériel végétal sec et broyé est placé dans un tube avec 30 ml d’éther de
pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, les extraits sont filtrés et concentrés au rotavapor.
La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de NaOH 1/10,
lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet.
3.2.7. Révélation des anthraquinones libres
Un volume de 1 ml de KOH aqueux 10 % (v/v) est ajouté a 1 ml d’extrait. Apres agitation, la
présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse au rouge.
3.2.8. Révélation des anthracéniques combinés
- O-hétérosides: Un hydrolysat est préparé a partir du résidu de la drogue épuisée par le
chloroforme auquel il faut ajouter 10 ml d’eau, 1 ml d’acide chlorhydrique concentré puis le
tube a essai est placé au bain marie bouillant pendant 15 minutes, 5 ml de 1’hydrolysat sont
agités avec 5 ml de chloroforme. A la phase organique, 1 ml de NH4OH dilué est ajouté. Une
coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de génines O-hétérosides.
- C-hétérosides: La solution a analyser est la phase aqueuse obtenue avec la solution a
analyser des O-hétérosides. A cette solution 10 ml d’eau et 1 ml de FeCl3 sont ajoutés.
L’ensemble est chauffé au bain-marie pendant 30 mn, et refroidit sous un courant d’eau.

Ensuite, le tout est agité avec 5 ml de CHCI3, et la phase chloroformique est soutirée, puis 1
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ml de NH4OH dilué est ajouté. L’apparition d’une coloration rouge plus ou moins intense
indique la présence de génines de C-hétérosides.

3.2.9. Révélation des glycosides cardiaques

Deux ml de chloroforme sont ajoutés a 1 ml de I’extrait, L’apparition d’une coloration brun-
rougeatre apres I’ajout de H2SO4 indique la présence des glycosides cardiaques (Mun et al.,
2009).

3.2.10. Révélation des oses et holosides

La présence de ces composés est révélée par la réaction a I’acide sulfurique. Apres
évaporation a sec de 5 ml de I’extrait hydroéthanolique, 2 a 3 gouttes de I’acide sulfurique
concentré sont ajoutés. Aprés 5 minutes, 3 a 4 gouttes d’alcool saturé avec du thymol sont
ajoutés. L’apparition d’une coloration rouge révéle la présence d’oses et holosides (Diallo,
2005).

3.2.11. Révélation des mucilages

Les mucilages sont détectés a la suite de la formation d’un précipité floconneux aprés 1’ajout
de 5 ml d’alcool absolu a 1 ml de I’extrait de la plante a étudier & 10% (Diallo, 2005).

3.3. Dosage des composés phénoliques

3.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en plyphénols totaux sont évaluées suivant la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu, en utilisant I'acide galligue comme standard (Singleton et al., 1965). Le résultat est
exprimé en équivalents d'acide gallique par gramme de plante suivant la courbe d’étalonnage
de I’acide gallique dont I’équation est : Y= 463.03x -4.7419; R?=0.9994

3.3.2. Dosages des flavonoides

Les teneurs en flavonoides totaux sont quantifiés par dosage direct par le trichlorure
d’aluminium (Lamaison et al., 1991). L’extrait est mélangé a volume égal avec une solution
d’AlCI3 a 2%. Aprés une incubation d’une heure a température ambiante, 1’absorbance est
mesurée a 430 nm. Le résultat est exprimé en équivalent de quercétine par gramme d’extrait
(Figure 15).
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Figure 15. Courbe d’étalonnage de la Quercétine

3.3.3. Dosages des tanins totaux

La teneur en tanins totaux est déterminée par spectrophotométrie en utilisant la méthode

décrite par Sarneckis et al., (2006). Les résultats sont exprimés en équivalent d’acide tanique

par gramme de plante, selon la courbe d’étalonnage de 1’acide tanique dont I’équation est :
Y=[Ac280- Am280)+0.0065]/0.0029

Avec : Ac : I’absorbance de controle.
Am : I’absorbance de mélange réactionnel.

3.3.4. Dosage des catéchines
La teneur en catéchines est déterminée par spectrophotométrie en utilisant la méthode décrite
par Swain et al., (1959), les résultats sont exprimés en équivalent de D-catéchines par gramme
de plante suivant la courbe d’étalonnage de D-catéchine dont I’équation est :

Y= 340.72x -50.56; R*= 0.998.
3.3.5. Dosage des O-diphénols
La teneur en O-diphénols est évaluée par la méthode décrite par Flanzy et Aubert (1969). Les
résultats sont exprimés en équivalent de D-catéchine par gramme de plante.
3.3.6. Dosage des saponines
La teneur en saponines totaux est déterminée par spectrophotométrie en utilisant la méthode
décrite par Xiang et al., (2001). Les résultats sont exprimés en équivalent de l'acide

oléanolique par gramme de la plante.
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Figure 16. Courbe d’étalonnage de I'acide oléanolique

3.4. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

L’extrait de S. vulgaris est analysé par chromatographie liquide en phase inverse sur une
chaine HPLC SHIMADZU PROMINANCE, équipée d’un détecteur UV-visible, une pompe
quaternaire de type LC A20 ainsi qu’un injecteur manuel de type RYODINE. Une colonne
C18 de type Wakosil 1l (longueur = 150 mm; diametre = 4.6 mm, 5 um, 100A) est utilisée. Le
débit de la phase mobile est de 1 ml/min, en mode gradient ternaire composé de ACN-
MeOH/eau acidifié a 0,2% d’orthophosphate. Le développement du gradient doit intervenir
selon la combinaison indiqué dans le tableau 4. Un volume de 20ul est injecté a température
ambiante. Nous avons injecté les standards a des concentrations de 1 mg/ml, pour déterminer
leur présence ou non dans I’extrait. Les préparations que ce soit I’extrait ou les standards
(acide férulique, acide gallique, apeginine, epicatechine, epicatechine gallate, acide p-
coumarique, quercétine, acide rosmarinique, rutine, vitamine C, acide caféique, lutéoline
acide tanique, acide syringique) sont filtrées par le biais du filtre seringue de 0,45 um de
porosité. Le detecteur UV est allumé au moins 1 heure avant 1’analyse. La colonne
chromatographique doit étre conditionnée au moins 15 min avec le solvant d’élution de
composition initiale (eau 0.2% H3PO4 (V/V) /methanol/acétonitrile 96/2/2 (VIVIV)). Un
premier essai chromatographique a “gradient vide” devrait toujours étre réalisé¢ au préalable
(pour garantir I’absence de pics d’interférence de coélution), en injectant 20 pl de

méthanol/eau 80/20 (V/V) dans le systeme HPLC.




Tableau 4. Gradient d’élution

Temps (min) Flux (ml/min) Solution A (%) Solution B (%) Solution C (%)
0 1.00 96 2 2
20 1.00 50 25 25
25 1.00 40 30 30
30 1.00 0 50 50
40 1.00 0 50 50
42 1.00 96 2 2
52 1.00 96 2 2

Le Gradient ternaire linéaire d’élution : eau 0.2 % H3PO, (V/V) (A), Méthanol (B), acétonitril (C)

3.5. Analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC/MS)

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles sont effectuées a la Cité d’Innovation
de Feés, par le biais d’un chromatographe en phase gazeuse Trace GC ULTRA couplé a un
spectrometre de masse Polaris Q MS. La colonne utilisée est une capillaire Varian (TR5-
CPSIL- 5CB), de 50 m de longueur, d’un diamétre intérieur de 0,32 mm et d'une épaisseur de
film de la phase stationnaire de 1,25 um. Le gradient de température du four varie de 40 °C a
280 °C a raison de 5 °C/min. Le gaz vecteur est I'nélium dont le débit est de 1.5 ml/min. La
gamme de balayage était comprise entre 40 et 650 uma et 1’énergie d'ionisation d’¢lectrons de
70 eV. La température de I’injecteur est 200 °C et du détecteur est de 260 °C. L'échantillon a
analyser est solubilisé dans 1’hexane et le volume d’injection est de 1 pl. L’analyse de chaque

échantillon est répétée trois fois. La base des données utilisée NIST MS Search.

4. Formulation de la creme

Nous avons préparé une créme a base de la cire d’abeille et de ’huile d’amande au laboratoire
de Toxico-Pharmacologie a I'INPMA. Pour avoir une meilleure consistance de la créme, nous
avons mis en place plusieurs formules dans ’objectif d’arriver a une meilleure texture. La
base de créme est constituée d’une phase huileuse et une phase aqueuse. La creme finale est

préparée en solubilisant I’extrait ou I’HE dans la base de créme (Tableau 5).
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Tableau 5. Composition de la creme formuléee

Base de creme Composition (%)
Phase huileuse : Cire d'abeille 22.0

Huile d'amande 49.2

Tween 80 0.80
Phase aqueuse : Eau gs 100
pH de la creme: 5.6

5. Analyses microbiologiques

5.1. Souches, préparation des cultures
5.1.1. Souches de référence
L'activité antibactérienne, antifongique et 1’efficacité de la conservation ont été évaluées sur

les souches de référence suivantes (American Type Culture Collection (ATCC)) :

> Les bactéries & Gram-negatif sont Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853,

> Les bactéries a Gram-positif sont Staphylococcus aureus ATCC 29213;

» La levure Candida albicans ATCC 10231 et le champignon Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404.

5.1.2. Préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes sont préparées a partir des pré-cultures de 24 heures sur gélose
Mueller Hinton Agar (MHA) et Trypcase-soja Agar (TSA) a 37°C. A partir de la culture
obtenue, une suspension bactérienne & 0,5 McFarland est préparée dans de 1’eau
physiologique. La densité bactérienne de la suspension obtenue est d’environ 108 UFC/m.
Les spores de la souche fongique (Aspergillus brasiliensis) sont récupérées a l'aide d'un
écouvillon a la surface d'une culture de sept jours sur gélose de Sabouraud et mises en
suspension dans du NaCl 0.9% stérile contenant 0,05% de polysorbate 80 pour une meilleure
dispersion des spores pour le test de challenge test. Aprés passage au vortex, la suspension de
spores est ajustée a la concentration desirée par denombrement en utilisant la cellule de
Malasez par microscopie optique. La suspension fongique de Candida albicans, est préparée

dans 10 ml de solution de NaCl 0.9% stérile. La culture de 48 heures sur gélose de Sabouraud
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incubée a 30°C est prélevee a I'anse. Le nombre de cellules de la suspension est ajusté a une
valeur de 10° UFC/ml.

5.2. Méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques consiste a utiliser
des disques de papier (6 mm) imprégnés de différentes substances a tester, puis déposes a la
surface d’une gélose Mueller Hinton Agar (MHA) pour les bactéries et milieu Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) pour C. albicans préalablement ensemences par les bactéries et la
levure. Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose laissant des
zones vierges autour des disques appelées zones d’inhibition. Plus le diametre de la zone
d’inhibition est grand, plus la souche est sensible a la substance testée, plus il est petit plus la
bactérie est résistante (CLSI, 2012).

5.3. Méthode de puits

L'activité antifongique a été évaluée par la méthode de puits contre Aspergillus brasiliensis
(Schlumbaum et al., 1986) avec quelques modifications. L’inoculation se fait au centre de la
surface gélosée de la boite de Pétri a ’aide d’une pipette pasteur stérile. Ainsi, on creuse des
puits dans l'agar SDA d'un diametre de 7 mm et on introduit 80 ul de I’échantillon dans le
puits. Ensuite, on incube les boites de gélose et on évalue l'activité antifongique en mesurant

la zone d'inhibition de la croissance fongique en mm.

5.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée, par la technique de micro-
dilution en milieu liquide (NCCLS, 2012; Bouhdid et al., 2009). Des séries de dilutions
doubles (50 ul) dans le Bouillon Mueller Hinton (BMH) pour les bactéries et le Bouillon
Sabouraud (BSD) pour les champignons a 0,15% d’agar, sont préparées dans les puits d’une
plaque de microtitration de 96 puits. A chaque puits sont ajoutés 50 ul du BMH ou BSD a
0,15% d’agar inoculés a partir de 1’inoculum préparé en vue d’obtenir une concentration
cellulaire finale d’environ 10° UFC/ml. Les puits servant de contrdle ne contiennent pas
d’échantillon. Les plaques sont ensuite, incubées a 37°C pendant 24 h. La CMI correspond a
la plus petite concentration de I’échantillon qui ne produit aucune croissance visible. La CMI
des antibiotiques est déterminée par la méme méthode dans le BMH sans agar. Apreés
incubation, 1’absence de la croissance microbienne dans les microplaques, est déterminée par

la résazurine.
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5.5. Détermination de la Concentration Minimale Microbicide (CMM)

La CMM a été déterminée par étalement de 100ul du contenu de chaque puits de
concentration supérieure ou égale a la CMI sur milieu solide. A partir de la CMI, la plus petite
concentration, qui ne laisse survivre qu'au plus 0.01% des microorganismes (bactéries et

champignons) de la suspension de départ, correspond a la CMM (NCCLS, 2012).
6. Test de Stabilité

Les études de stabilité constituent un élément clé lors du développement et de la
commercialisation de nouveaux produits et substances actives cosmétiques. Les tests
garantissent que le produit ou ’ingrédient réponde aux spécifications, dans les conditions de
stockage définies et pendant toute sa durée de vie. Dans ces tests, on réalise en principe une
étude de vieillissement accélére et on évalue I’intégrité de la créme sur plusieurs critéres
pertinents, en fonction du produit : des criteres microbiologiques, mais aussi physico-

chimiques (pH, texture...) et organoleptiques (apparence générale, odeur, couleur...).
6.1. Controle physico-chimique et organoleptique

L'examen des caractéristiques macroscopiques constitue la premiére approche de la qualité de
la préparation et doit faire I'objet d'une étude approfondie de la part du fabriquant, afin de lui
permettre I'observation de toute anomalie. En effet, des modifications percues au niveau des
caractéristiques visuelles, olfactives, sont des indicateurs possibles d'une dégradation de
causes diverses (oxydations, variation de pH). Le pH de la formulation a été déterminé en
utilisant le pH-métre numérique, il a été vérifie au moment de la préparation de la creme
(temps z€ro) et ensuite aprés un mois de conservation a 37°C + 2 °C, 25°C + 2 °C, et 4°C %
2°C, pour veérifier sa stabilité a différentes températures. Ainsi, I’apparence générale, 1’odeur,
la couleur et la texture de la creme a été évaluée durant les 28 jours de stockage a différentes

températures (Colipa, 2004).

6.2. Controle microbiologique

La charge microbienne de la creme conservée a différentes températures a 37°C £ 2 °C, 25°C
+ 2 °C, et 4°C £ 2°C a été évaluée selon le test suivant : 100 mg de la créme ont été reprises
dans 900 pl de NaCl 0.9% stérile, ensuite une série de dilutions de 10% & 10 a été préparée.
100 pl de chaque dilution ont été étalés a la surface des boites Pétri (9 cm) contenant 25 ml
des milieux TSA pour les bactéries ou SDA pour les champignons. L’incubation a été

effectuée pendant 24h a 5 jours a 37°C pour TSA et 48h a 5 jours a 30°C pour SDA. Les
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résultats sont présentés par UFC par gramme de la creme (Marchand et al., 2011; SCCP,
2006).
7. Challenge test

Le challenge test ou le test de l'efficacite de la conservation (TEC) est une technique
expérimentale qui permet de démontrer I’efficacité du systéme conservateur présent dans la
formule cosmétique. Il consiste en I’inoculation volontaire d’une concentration connue de
microorganismes. On dénombre ensuite les bactéries, les levures et les moisissures par
analyse microbiologique a différents intervalles de temps pendant un mois. Les challenges
tests sont réalises suivant les criteres de la Pharmacopée européenne (EP, 2005). Les souches

testées sont :
Souches bactériennes :

= Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Gram +)
= Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram -)
= Escherichia coli ATCC 25922 (Gram -)

Souches fongiques :

= Candida albicans ATCC 10231
= Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

La créeme a tester est répartie aseptiquement en flacons stériles a usage unique, a raison d’un
flacon par souche testée. 20 g de la créeme sont prélevés dans chaque flacon. Chaque flacon de
produit est inoculé avec la suspension d’une des souches a tester, afin d’obtenir une
concentration finale de 10° & 10° microorganismes/g. Des prélévements et analyses sont
réalisés, a intervalles de temps donnés (T.2 jours, T.7 jours, T.14 jours, et T.28 jours), a partir
des differents flacons. La méthode de dénombrement utilisée est en surface (résultats en
UFC/g ou mL). Les crémes ensemencees sont conservés a 25°C a I’obscurité pendant les 28
jours du test. Le Tableau 6 indique les critéres d’évaluation de 1’efficacité antimicrobienne

d’un produit cosmétique.
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Tableau 6. Critéres d’évaluation de ’efficacité antimicrobienne d’un produit cosmétique

Pharmacopée Européenne

Souches Criteres Réduction logarithmique
2J 7J 14 28J
Bactériennes A 2 3 / NI
B / / 3 NI
Fongiques A / / 2 NI
B / / 1 NI

(/ : pas d’abattement minimal requis, NI : pas d’augmentation)

Les criteres A, représentent 1’efficacité recommandée a atteindre. Dans des cas justifiés,
lorsque les critéres A ne peuvent étre respectés (e.g. en raison d’une augmentation du risque
de réactions indésirables). Cependant, les critéres B s’appliquent. Une tolérance de + 0,3 log

est admise pour chaque critére.
8. Etude de I’activité antioxydante
8.1. Activité antioxydante de I’extrait de S. vulgaris

L’activité antioxydante a été évaluée in vitro par cinqg méthodes: La méthode ABTS, la
méthode de réduction de radical libre DPPH, la méthode de réduction de fer FRAP, I’activité
de piégeage des radicaux hydroxyles (HRSA) et I’inhibition des dommages a ’ADN. Le
pouvoir antioxydant ainsi que le dosage des différents polyphénols ont été réalisées au
Laboratoire de Biotechnologie Agro-alimentaire a la Faculté des sciences, Université de

Burgos en Espagne.
8.1.1. Méthode de Piégeage des radicaux ABTS™

LLa méthode est basée sur la décoloration qui se produit lorsque les cations ABTS™ est réduit a
ABTS (Rivero-Pérez et al., 2007; Re et al., 1999). Le radical est généré par réaction de
I’ABTS a 7 mM avec 2.45 mM de K,0gS; dans I’eau. Le mélange est incubé pendant 16h &
’obscurité et & température ambiante. Le test s’effectue en mélangeant 980 pl de ABTS™
(60uM) avec 20 ul de 1’échantillon. L’absorbance est mesurée a 734 aprés 15 minutes, la
cinétique de la réaction a été faite pendant 90 minutes pour établir le temps de stabilité de la
réaction ou I’activité est maximale. Les résultats sont exprimés en mM (Trolox)/g de la plante
seche. Pour chaque échantillon, un blanc constitué¢ de 980 ul de I’eau et 20 ul de I’échantillon

est préparé. L’équivalent en Trolox est calculé par la formule suivante :
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mM (Trolox) =0.0139+2.0968 x (A0 — Af)

Avec : A0 : I’absorbance de blanc.

Af : I’absorbance de mélange réactionnel.

ABTS+ Trolox

mM Trolox
O=NWBTIR~0OO

Ao-Af

Figure 17. Courbe d’étalonnage de Trolox en fonction de la réduction de I’ABTS
8.1.2. Test DPPH (1, 1-Diphenyl-2-picryhydrozyl)

La méthode est basée sur la réduction du radical libre DPPH" (Rivero-Pérez et al., 2007,
Brand-Williams et al., 1995), ce qui conduit a sa décoloration. La mesure de I’efficacité d’un
antioxydant se fait en mesurant a la longueur d’onde 517 nm la diminution de la coloration
violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH". Le reactif est dissous dans le méthanol
a une concentration de 60 uM. La réaction pourra avoir lieu lorsque la solution de DPPH
atteint une valeur d’absorbance de I’ordre de 0.7 a 517 nm. Le test s’effectue en mélangeant
980 ul de DPPH (60 uM) avec 20 ul de I’échantillon. Le mélange est incubé a température
ambiante pendant 2h. Les résultats sont exprimés en mM (Trolox)/g de plante. Pour chaque
échantillon, on prépare un blanc constitué¢ de 980 ul de méthanol et 20 pl de 1’échantillon.

L’équivalent en Trolox est calculé par la formule suivante :
mM (Trolox) = 1.6903 x (A0 — Af) — 0.0056

Avec : A0 : I’absorbance initiale de DPPH a 517 nm.

Af : I’absorbance de mélange réactionnel.
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Figure 18. Courbe d’étalonnage de Trolox en fonction de la réduction de DPPH
8.1.3. Test de pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans ’extrait est déterminé selon la méthode décrite par
Benzie et al., (1996). Le mélange réactionnel est constitué de 25 ml d’une solution tampon
d’acétate de sodium (0.3 M) a pH=3.6, 2.5 ml de TPTZ (10 mM), 2.5 ml de FeCI3 (20 mM),
et 3 ml d’eau distillée. 30 pl de I’extrait est ajouté a 970 ul de mélange et incubé a 37°C
pendant 30 minutes. Les résultats sont exprimés en mM (Fe(ll)) en utilisant la courbe
d’étalonnage obtenue par différentes concentrations de FeSO4. Une augmentation de
I’absorbance a 593 nm correspond a une augmentation du pouvoir réducteur de I’extrait testé
par la formation de complexe tripyridyl-S-triazine. L’équivalent en (Fe(II)) est calculé par la
formule suivante : Y= 1.4744x+0.0304.
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Figure 19. Courbe d’étalonnage de FeSO,




8.1.4. Activite de piégeage des radicaux hydroxyles (HRSA)

Le désoxyribose (2-desoxy-D-ribose) se désintegre lorsqu'il est exposé a des radicaux
hydroxyles générés par la réaction de Fenton (Halliwell et al., 1987). Les radicaux hydroxyles
(OH) ont été générés par le systéme suivant: 10 ul de FeCl3 (0.1 mM), 10 ul de I’acide
ascorbique (0.1 mM), 10 pl de H202 (ImM) et 10 ul de EDTA (0.1 mM). 20 ul de I’extrait et
10 pl de désoxyribose sont incubés pendant une heure a 37°C en présence de FeCl3, I’acide
ascorbique, H202 et EDTA (3). Ensuite, le mélange est incubé pendant 15 minutes & 100 °C
puis il est laissé refroidir a température ambiante. Le malondialdéhyde formé par la

désintégration du désoxyribose est évaluée en réaction avec le TBA et mesurée a 532 nm.
Des témoins et contrbles ont été préparés comme suit :

= 10ul de désoxyribose + 990 pl de tampon (1)

= 10pl de désoxyribose + 10 pl d’acide ascorbique + 10 pl H202 + 10 pl de
FeCl3 + 10ul EDTA + 950 pul de tampon (2)

= 10pl de désoxyribose + 20ul d’extrait + 970 pl de tampon (4)

Les résultats sont exprimés en % d’inhibition selon la relation suivante :
% d’inhibition = (1-(DO (3)-DO (4))/DO (2))*100

8.1.5. Inhibition des dommages a ’ADN

8.1.5.1. Incubation de I'ADN de thymus de veau

Deux cent microgrammes de I’ADN de thymus de veau ont été mises en contact avec 100 pl
d'échantillon et ont été exposés a I'action des radicaux hydroxyles, générés par le mélange de
100 pl d'acide ascorbique (1 mM) et 10 pl de sulfate de cuivre (IT) (100 M). Le mélange a été
incubé a 37 °C pendant 1h. Ensuite, les fragments d’ADN ont été separés par électrophorese.

8.1.5.2. Electrophorése sur gel d'agarose

L’électrophorése a eté réalisée avec 1% d'agarose a température ambiante en utilisant un
systeme d'électrophorese Bio-Rad power-Pac 1000 (Hercules, CA). Par la suite, le gel
contenant 15ul de bromure d'éthidium (10 mg/ml) a été observé sous une lumiére
ultraviolette, a l'aide d'un transilluminateur, et photographié. Les bandes d'ADN ont
finalement été numérisées en utilisant un gel Doc (a partir de Bio-Rad) (Guimaraes et al.,
2007; Rivero-Pérez et al., 2005).




8.2. Activité antioxydante des HE

L’activité antioxydante des huiles essentielles a été évaluée in vitro par trois méthodes a
savoir: la méthode de réduction de radical libre DPPH, la méthode de réduction de fer FRAP,
et le test de blanchissement du B-caroténe dans 1’acide linoléique.

8.2.1. Test DPPH (1, 1-Diphenyl-2-picryhydrozyl)

Des gammes de concentrations des huiles essentielles et des contrdles positifs ont été
préparées dans le MeOH a partir de la concentration mére (Burits et al., 2000). 50 ul de
chaque concentration ou du méthanol (controle négatif) ont ét¢é mélangées avec 2 ml d’une
solution méthanolique de DPPH a une concentration de 60 uM. Le mélange a été incubé a
I’obscurité pendant 20 min en triple. L’absorption du DPPH a été mesurée a 517 nm, ensuite

traitée en pourcentage d'inhibition en utilisant la formule suivante:
19 = (Acontrol — Aech) / Acontrot X100
Avec - Acontrol €St I'absorbance du témoin (DPPH + methanol)
- Acch est I'absorbance de I'essai.
Cette valeur est comparée a celles trouvées pour les témoins (Quercétine et BHT).
8.2.2. Test de pouvoir réducteur de fer (FRAP)

L’activité réductrice des HE est basée sur la réaction chimique de réduction de Fer (I1I)
présent dans le complexe ferricyanure de potassium (K 3sFe(CN)g) en fer (1) (Miraliakbari et
al., 2008). Différentes concentrations des échantillons étudiés ont été préparées dans le
méthanol, puis 200 pl de chaque concentration a été mélangé avec 500 pl d’un tampon
phosphate (0,2 mol/L, pH 6,6) et 500 ul d’une solution a 1% de complexe KsFe(CN)s. Le
mélange a été incubé a 50 °C pendant 20 minutes. Aprés incubation 500 ul d’une solution
d’acide trichloroacétique a 10% a été ajouté pour arréter la réaction. La solution est
centrifugée pendant 10 min a 650g. Le surnagent 500 ul a été mélangé a 500 pl de I’eau
distillée et 100 ul de fer (Img/ml). L absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700
nm contre un blanc semblablement préparé, en substituant le méthanol par I’huile essentielle.
La couleur jaune du milieu réactionnel change en vert dont ’intensité varie en fonction du

pouvoir réducteur de I’HE étudiée.

.



8.2.3. Test de blanchissement du f-caroténe

Dans ce test, ’oxydation de 1’acide linolé¢ique génére des radicaux peroxydes, suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogeénes a partir de groupements méthylénes diallyliques de
I’acide linoléique (Sahin et al., 2004). Pour cela, 0,5 mg de B-carotene a €té mélangé avec 1ml
de chloroforme, 25 pl d’acide linoléique et 200 pl du Tween 40, le tout a été évaporé a sec
afin d’éliminer le chloroforme puis 100 ml d’eau distillée a été ajouté au résidu sec afin
d’avoir une émulsion. Un blanc a été préparé sans ajout de P-carotene afin de calibrer le
spectrophotometre. Différentes concentrations des HE étudiés ont été préparées dans le
méthanol, puis 350 ul de chaque concentration, ont été mélangés a 2,5 ml de I’émulsion
préparé. Le tout incubé a 50 °C pendant 2h. Les radicaux libres vont par la suite oxyder le -
caroténe hautement insaturé entrainant la diminution de 1’absorbance a 470 nm. Cependant, la
présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique

et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du B-carotene.

9. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluee in vivo selon deux modeles: un modéle
d’inflammation aigué relatif a I’induction de 1’cedéme par la carragénine et un modele

d’inflammation subaigué du granulome au pellet de coton.

9.1. Les animaux

Des rats Wistar ont été fournis par le centre ECWP (Emirates Wildlife Propagation Center) de
Missour. Deés leur réception, ils ont été placés au hasard en groupe de cing dans des cages
standard pour une période d’adaptation de deux semaines avant d’étre utilisés dans les
différentes expériences. Une période pendant laquelle les animaux ont eu libre acceés a la
nourriture et a I’eau et ont été maintenus a température constante (22 + 2) °C et a un cycle de
lumiere/obscurité de 12/12h. Les animaux sont actifs pendant la période nocturne, c’est pour
cette raison que la phase obscure commence a partir de 12h pour que les différentes

expériences puissent avoir lieu durant cette phase.

9.2. Méthode de I’cedéme induite par la carragénine

L’étude anti-inflammatoire a été réalisée en appliquant une créeme a base de I’extrait de S.
vulgaris aux doses de 10 et 20%. Pour ce faire, nous avons adopté la méthode décrite par
Winter et al., (1962). Des groupes de neuf animaux chacun dont un groupe contréle n’ayant

recu que la base de créme neutre sans extrait, par voie topique et un autre groupe ayant recu le

.



Diclofénac 1% par application locale. Une heure et demi aprés 1’administration de la creme
par voie cutanée, une injection sous-cutanée de 0.1 ml de la carragénine (0.5%) est effectuée
sur I’aponévrose plantaire de la patte postérieure droite. La circonférence de la patte est
mesurée avant 1’injection de la carragénine, puis a chaque heure a partir de la troisi¢éme heure

jusqu’a la sixiéme heure apres 1’injection de la carragénine (Ayoola et al., 2009).
Le pourcentage d’inhibition de I’inflammation est calculé a partir de la formule suivante :

(St-S0) controle — (St-So) traité
% inhibition = --------m-mmm e X 100

(St-Sp) contrdle

Avec

e S0= circonférence avant injection de la carragénine

e St= circonférence a un temps donné aprés I’injection de la carragénine.
9.3. Granuléme au pellet de coton

La méthode du granuldme aux pellets de coton a été utilisée pour 1’évaluation de
I’inflammation subaigué (Jaijoy et al., 2010). Chaque lot est constitué de sept rats pour chaque
groupe. Un lot témoin négatif traité par la base de créme, deux lots traités par la créme a base
de I’extrait de S. vulgaris aux doses de 10 et 20% et un lot témoin positif traité avec le
produit de référence le Diclofénac 1%. Les animaux sont anesthésiés a 1’éther, épilés et une
incision d’environ un centimetre (1cm) est réalisée au niveau de la région scapulaire dorsale
de la patte antérieure. Des pellets de coton de 20 + 1mg, préalablement stérilisés sont
introduits sous la peau des animaux et I’incision refermée par suture. Aussitdt apres, les
produits cités ci-dessus sont appliqués par voie cutanée une fois par jour, a la méme heure
pendant sept (7) jours. Au huitieme jour les animaux sont anesthésiés a 1’éther, les pellets de
coton et le thymus sont retirés, débarrassés de tissus adjacents puis séchés, et pesés. La
difference de masse du pellet de coton avant et aprés implantation constitue la masse du
granuldme, celle-ci varie en fonction de I’intensité de I’inflammation. La variation du poids

corporel des animaux est mesurée du premier jour jusqu’a la fin de I'expérimentation (7j).

10. Activité analgésique

L’activité analgésique a été évaluée in vivo selon deux modéles de douleur, un modele

périphérique a I’acide acétique et la méthode de Plantar test (methode de Hargreaves).

-



10.1. Méthode périphérique de I'acide acétique

L’effet analgésique a été évalué suivant le nombre de contorsions abdominales induites par
I’injection intrapéritonéale de I’acide acétique suivant la méthode décrite par (Hernandez-
Perez et Rabanal, 2002). Une heure et demi apres I’application cutanée de la créme a base de
S. vulgaris aux doses de 10 et 20%, le diclofénac 1% et la base de creme neutre, lI'acide
acetique a 0,7% est injecté par voie intrapéritonéale (IP), a la dose de 10 ml/kg. Le nombre de
contractions abdominales est évalué a partir de 5 minutes aprés l'injection de I'acide acétique,
pendant 30 minutes (Hernandez-Perez et Rabanal, 2002).

10.2. Test plantaire ou méthode de Hargreaves

Nous avons utilisé le Plantar test (Ugo-Basile) pour évaluer la sensibilité nociceptive
thermique (Hargreaves et al., 1988). Ce test explore 1’activité analgésique des substances et
utilise un stimulus thermique. Les animaux sont installés dans les cages 10 min avant le début
du test, ceci consiste a stimuler la volite plantaire de la patte postérieure du rat a I’aide du
faisceau infrarouge et a déterminer le temps de latence (en secondes) du retrait de la patte. Le
test est effectué trois fois sur chaque patte et la latence moyenne de retrait pour chaque patte

est calculée (Figure 20).

Figure 20. Plantar Test Ugo Basile

(Photo : S. Boukhira, laboratoire Toxico-Pharmacologie, INPMA)
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11. Etude Toxicologique
11.1. Toxicité aigué et DL50
L’étude de la toxicité aigu€ fournit des informations sur les dangers susceptibles d’un produit
sur la santé. Elle permet de relever les effets indésirables et les dangers immédiats suite a une
prise unique du produit. La dose létale 50 (DL50) est la quantité de produit, exprimée en mg
par kilogramme (mg/kg) de poids corporel (ou en mg/cm? de surface corporelle), qui
provoque la mort de la moitié des animaux d’un lot homogéne quant a la race, au sexe, a I’4ge
et au poids (Directives J.U.C.E, 1991). La DL50 est une facon de mesurer le potentiel toxique
a court terme (toxicité aigué) d’un produit, elle s’exprime en milligrammes de matiere active
par kilogramme d’animal; plus ce chiffre est faible, plus la substance est toxique. Ce test a
concerné I’extrait hydro-éthanolique de S. vulgaris aux doses de 2000 mg/kg et 5000 mg/kg
p.c administrées par voie orale et la creme formulée avec cet extrait a 20% par voie locale.
Les animaux (5 par groupe) sont suivis pendant 14 jours pour d’éventuels effets indésirables
ainsi pour surveiller une éventuelle mortalité.
Les signes de toxicité recherchés sont:

= Sur le plan expérimental : aspect général de I’animal, poids corporel, poids relatif des

organes, comportement, somnolence, agitation, etc.

= Sur le plan biologique : parameétres biochimiques (hépatique, rénale, etc).

11.2. Toxicité cutanée subaigué : Etude sur une durée de 28 jours

La toxicité a doses répétées correspond aux effets toxiques généraux résultant de 1I’exposition
journaliére répétée a une substance sur une durée spécifique. Il peut s’agir d’effets sur le poids
ou le gain de poids corporel, sur le poids absolu et/ou relatif des organes et tissus, sur les
paramétres urinaires et/ou biochimiques, sur les perturbations fonctionnelles des tissus et
organes ou d’altérations pathologiques observables a I'examen macroscopique et
microscopique. L’objectif de cette étude est de mettre en évidence des effets qui nécessitent
une longue période de latence ou des effets cumulatifs. Les tests de toxicité a doses répétées
permettent également de determiner les organes cibles et le caractére réversible des effets
toxiques, ainsi que de définir la relation dose-réponse et le seuil pour chaque effet toxique
observé (OCDE, 1981). Ce test a concerné la creme formulée avec ’extrait de S. vulgaris a
20% par voie locale. Les animaux (6 par groupe) sont suivis pendant 28 jours pour

d’éventuels effets indésirables ainsi que pour serveiller une éventuelle mortalité.

.



11.3. Poids Relatif des Organes (ROW)
L’effet de I’administration, unique ou répétée des extraits par voie orale ou locale et leurs
effets sur le poids corporel, le comportement, 1’aspect et le poids relatif des organes, a été
évalué chez les rats. Le poids relatif des organes (ROW) a été calculé par la formule suivante
(Ramadan et al., 2012) :

ROW = (poids de I’organe/poids corporel)*1000

11.4. Analyse des parametres biochimiques

Les parametres biochimiques concernant le dosage de quelques parametres seériques en
relation avec le métabolisme lipidique (triglycérides), le métabolisme glucidique (glucose), la
fonction hépatique (transaminases et phosphatases alcalines) et la fonction rénale (urée et
créatinine) sont déterminés par un automate (Olympus AU 640) piloté par un logiciel
d’application. Les études des analyses biochimiques ont été effectuées au laboratoire de
Biochimie au CHU Hassan Il de Fés. Cette partie permet de rechercher d’éventuels effets
toxiques des produits. Les paramétres biochimiques sériques sont analysés, a l'aide de kits de
dosages standards commercialisés, par méthodes en cinétique enzymatique (ALT: Alanine
aminotransférase, AST: Aspartate aminotransférase et AP : phosphatase alcaline), par
méthodes enzymatiques en point final (cholestérol, triglycérides) et par la méthode de Jaffé en

cinétique chimique (la créatinine).

11.5. Méthode d'essai sur ceil de poulet isolé (OPI)

L’objectif du test OPI est de déterminer I’opacité et la perméabilité de la cornée de poulet
suite a son traitement par 1’extrait de S. vulgaris. Plus le produit est irritant et plus il va
provoquer des modifications conduisant a une opacification et une diminution de I’épaisseur
cornéenne (lgarashi et Northover, 1987). Il est décrit par la ligne directrice 438 de ’'OCDE
(OCDE 438). Ce test est réalisé a partir d’un ceil de poulet fraichement énucléé. Les globes
oculaires sont obtenus a partir de poulets. Une solution saline est appliquée au goutte-a-goutte
sur la cornée afin de la maintenir humide. Ensuite chaque ceil est exposé dix secondes a
I’extrait de S. vulgaris a 20%. L’opacité est ensuite relevée a divers temps de post-
exposition : avant le traitement et 30, 75, 120, 180, et 240 minutes (x 5 minutes). La cornée
est ensuite rincée et 1’opacité est relevée. Pour chaque échantillon, on a réalisé trois

experimentations dont la moyenne est comparée a 1’acide acétique 10%.

-



11.6. Innocuité cutanée (Patch test)

Le Patch test humain permet 1’étude de la tolérance cutanée chez ’homme. Le test a été
réalisé chez 23 personnes volontaires (20 femmes et 3 hommes) leur &ge varie de 19-52 ans
par application topique de la créeme formulée a base de S. vulgaris a 20% sous patch au niveau
du pli du coude. Les tests sont lus a 24 h, 48 h et 96 h pour évaluer la présence d’éventuelles
réactions cutanées au retrait du patch. La premiére lecture est réalisée, 30 min apres le retrait
du patch test (Seo et al., 2002).

Les résultats sont rapportés selon les criteres établis par « International Contact Dermatitis
Research Group » (ICDRG) suivant :

= — . négatif; absence de réaction
= + ©  réaction positive faible; érytheme
= ++ : réaction fortement positive; érytheme, cedéme et vésicules bien visibles

= +++:  réaction violemment positive et vésicules bien visibles

= |R : irritant

“
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CHAPITRE I

ETUDE ETHNOPHARMACOLOGIQUE DE
CERTAINES PLANTES MEDICINALES REPUTES
ANTISEPTIQUES DANS LA REGION DE SEFROU




Introduction

Actuellement, dans certains pays en développement comme le Maroc, la médecine

traditionnelle fait souvent appel a I'utilisation de plantes ou d’extraits végétaux pour lutter

contre différentes pathologies. Dans le but de relever, d'identifier et documenter les plantes

médicinales et antiseptiques utilisées dans le traitement des maladies dermatologiques et autre

pathologies par la population locale de la région de Sefrou dans le Moyen Atlas du Maroc,

une étude ethnopharmacologique a été realisée dans cette région.

1. Enquéte ethnopharmacologique

Le Tableau 7 donne les résultats de 1’étude ethnopharmacologique des plantes utilisées dans la

région de Sefrou et ses quatre communes d’Ait Taleb, Aghbalou Aqorar, Ain Smar et Bhalil.

Tableau 7. Liste de différents usages de plantes en médicine traditionnelle dans la région de
Sefrou (Boukhira et al., 2013)

Famille, Espéces Nom PU | Processus de préparation/ Recette |Usage therapeutique et| FU
vernaculaire
cosmetique (%)
Lamiaceae 8,14
Teucrium polium L. Al’khiyyata |L [cicatrisation des plaies, abcés, blessures, Abcés, 6.71
furoncles, bralures/ la poudre de| Furoncles, Brile;
feuilles est appliquée/Lo;| gingivite, Mal aux dents
BaBo: Mal aux dents, gingivitis.
Rosmarinus officinalis L.| Azir L |La poudre de feuilles est appliquée a abces, 1.01
sur la partie affectée; Decoction / Lo,| Cicatrisation des
se baigner jusqu'au rétablissement plaies; alopécie
Origanum compactum Zaatar L [Pour I'eczéma, la poudre de feuilles Eczéma, furoncles, 0.67
Benth. est mélangée avec la poudre ulcéres, gingivite.
d'absinthe, le lawsonia et le sel
Origanum elongatum meniral;
Emb. Et Maire
Gar: ulceres, gingivite
Ajugaiva (L.) Schreb. |Chendglra |Pa [Broyé et appliqué; Cataplasme / Lo | Plaies, tumeurs de la 1.01
peau, soins capillaires,
antidiabétiques, A:
nourriture
Mentha pulegium L. Fliyyo, Pa |La décoction de Mentha pulegium et eczema, grippe, rhume, | 0.67
flayou Punica granatum est mélangée & toux
Lawsonia ; Poudre / Lo
Marrubium vulgare L. | Merriwa Pa [Broyé et appliqué; Cataplasme/ Lo, Furoncles, abces, 1.68
décoction pour usage externe; eczéma, Taches de peau,
baignade traitement capillaire,
Antidiabétique, Maux de




téte, Otite et collyre
ophtalmique
Lavandula vera DC. khzéma L, F| Broyé et appliqué; Cataplasme / Lo | Perte de cheveux, 1.01
blessure, eczéma, abceés,
Iésion de teigne,
décharge vaginale,
rhumatisme
/Asteraceae 10.34
Dittrichia viscosa (L.) |Tirhla, L [Pour les brilures, les plaies, les abcés,|Abcés, brilures, 6.38
la poudre de feuilles est appliquée &  |blessures, boutons
Greuter Magraman I'extérieur
Artemisia absinthium L. |Chiba, Pa [Décoction pour usage externe Ulcéres cutanés 1.68
ch'hiba
Artemisia herba alba  |Achih L [L'infusion de Romarin est mélangée |Eczéma 1.01
Ass0. avec des poudres d'Artemisia herba
alba, Tetraclinis, Lawsonia / Lo
Tanacetum annuum L. Timarsad L |Mélangé avec du henné pour le Traitement de I'herpés  (0.34
traitement de la migraine / Lo labial (boutons de
Iévres), anti-migraine
Chamaemelum fuscatum. |Babounej Pa, |Decoction ou infusion/Lo C: contre la perte de 1.01
cheveux, colorants
(Brot.) Vasc. capillaires; M: irritation,
apaisement, maux de
dents, migraines,
jaunisse
Calendula officinalis L. |L'jamra F |Cataplasme / Lo Absces, blessures, 1.01
brdlures, verrues, taches
Inf: vers intestinal, infection cutanées, acné
microbienne / Or
Centaurea cyanus L. Zrrika, atout | F  |60g / 1L d'eau bouillante pour 1/2h, |Soins du cuir chevelu, [0.67
eau florale pour le bain oculaire infection des yeux
Atractylis resinifera L.  |Addad Rt |La poudre des racines est appliquée a |Abces cutané 0.34
I'extérieur.
Cichorium intybus L. Bouékad Rt [500g de jus de racine frais / Utilisation| Eczéma 1.34
externe; Se baigner 2 fois par jour.
Fabaceae 4.65
Trigonella foenum- L' alba S |Mélangé avec du miel pour le visage / |Peau du visage, 1.01
Lo; Mélangé a I'écorce grenade pour ftraitement et coloration
graecum L. le traitement des cheveux / Lo des cheveux
Vicia faba L. L’foul Fr |La poudre est mélangée avec la Peau visage «kelf»; A: (0.67
citronnelle et du miel / Lo nourriture.
Retama sphaerocarpa | Retam, L,F [Poudre Plaies, ulcérations 0.34
cutanées, boutons
(Boiss.) L. rt’em r

-



Quercus suber L. El-ball(t L Broyé et appliqué / Lo cheveux 0.34
Cupressaceae 2.33
Tetraclinis articulata l-ardar, &zukallL | En tant que tonique pour cheveux, la [Perte de cheveux, 1.01
poudre est mélangée avec des feuilles tonique capillaire; Ot:
(Vahl) Mast. Lawsonia fumigation, bronzage
Juniperus oxycerdrus L. | Taqqa/ GoulFrottant la partie infectée avec l'ail et |Le psoriasis, I'eczéma, [0.34
apres un jour, elle est mélangée a les plaies, la gale,
getran tagga tagga. I'alopécie, la teigne, la
perte de cheveux, les
cheveux secs. Gale des
animaux
IApocynaceae 1.16
Nerium oleander L. Defla L |poudre dans I’huile végétale C: contre la perte de 1.01
cheveux;
M: cancer de la peau,
Galle
Myrtaceae 2.33
Syzygium aromaticum |Aoud Fr |La poudre de Syzygium est mélangee |Vitiligo, analgésique 1.34
au miel pour Vitiligo / Lo dentaire
Merr. & L.M.Perry anwar,
Mélangé avec du jaune d'oeuf et
gronfal Cuminum/ Lo
Myrtus communis L. Rihane L, [Pour la perte de cheveux, un mélange |L: soins ou perte 1.01
avec lawsonia inermis est appliqué sur|capillaire;
Fr lles cheveux.
Fr: stomacométrique
Poaceae 2.33
/Arundo donax L. Lagsab, Rh |Les cendres de rhizomes br(lés sont ([Traitement capillaire,  |0.34
utilisées avec de I'huile d'olive / Lo [furoncles
ghanime
L'arundo est rempli par les poudres de
rosmarinus, Origanum, ajuga et
nerium / Cataplasme pour les
furoncles
Cynodon dactylon Pers. |Anjem Rt, |Inf: Le jus de rhizome est infusé dans [Eczéma, troubles de 0.67
de I'huile d'olive; I'estomac
Rh
Racine: Décoction / Oral
Apiaceae 6.98
Magydaris panacifolia  [F’rifra Fr |Dec: soin des cheveux, la poudre est |C: perte de cheveux; M: (0.34
mélangée a d'autres plantes: myrthe, janémie, maux de téte
(Vahl) Lange staphysaigre, rose, lavande, clou de
girofle.
Ammi majus L. Atrilal, trilan | Fr | Les fruits en poudre ammi et le Vitiligo 0.34
pyrethre afrique (2/3 ammi 1/3 de
pyrethre) sont mélangés avec du miel,
exposant le patient au soleil 1h-3h /

-



Lo, Or: ¥-1c café en poudre de fruits
Cuminum cyminum L.  |Kemman, Fr |Infusion ou bain: tonique pour Les maux d'estomac, les [0.67
) nourrissons/ Lo; Ou: Pdr / Dec: Les  [spasmes et les coliques.
ikammen maux d'estomac, les spasmes et les
coliques.
Daucus carota L. Khizzu Rt |Jus de carottes utilisé dans les lotions;| Peau, brllures, troubles (0.67
Compresse: traitement des brilures. |de I'estomac
Foeniculum wvulgare P./An-nafad Fr |Inf: collyre; Déc.: Gargarismes Rops pour les yeux 0.34
Mill. infectés, les soins de la
bouche et la gorge;
Spasmolytique,
carminatif, diurétique,
expectorant, digestif,
galactogogue
Helosciadum Ziyyata Pa [Cataplasme Abceés gastrique; 0.34
_ Affections intestinales
nodiflorum Koch. lymphangites; Aliments
Rutaceae 4.65
Citrus vulgaris Risso.  |Larenj Pa [En tant que cosmétique et pour le soin [Peau visage, traitement |0.34
du visage, les parties aériennes sont  |des abces, alopécie,
placées dans de I'eau tiede et le visage [furoncles, vitiligo
est exposé aux vapeurs.
Ruta montana L. Al’fijel PW Dec : ApL: tumeurs de la peau; Pour tumeurs de la peau, anti- [0.34
le mal de téte, la feuille est appliquée |[Emétique en pédiatrie
, L [al'extérieur.
Citrus limon (L.) Burm.f.|L'hamd Fr |Mélangeé avec du lait chaud Antiseptique, 1.34
hypotensive,
antidiarrhéique,
soignante amygdalite.
Verbascum sinuatum Slah lendar |L |Cataplasme de feuilles fraiches Psoriasis, ulceres, anti- (0.34
bouillies dans du lait cing minutes.  |hémorragique, mal de
dents
Punicaceae 1.16
Punica granatum L. Qchor’ BFr|La poudre est mélangée avec Anti-ulcere, eczéma, 1.34
Lawsonia / Lo; infusion soins capillaires,
Arromman |, L allergies, mal d'estomac,
gros intestin; A :
nourriture.
Rhamnaceae 1.16
Ziziphus lotus (L.) Lam. |Asadra, L,St| Les feuilles séchées sont écrasées traitement capillaire; 0.34
(mélangées avec du henné) / Lo; Douleurs & I'estomac,
an‘bag Comme astringent et antiseptique, |calculs rénaux, maladies
décoction pulmonaires

<



Caryophyllaceae 3.49
Satureja hochreutineri  |Menthaou |Pa |Mélangé avec Lawsonia pour soins visage, boutons,  |1.01
Brig Harast lahjar I'eczéma; La poudre est mélangée &  |eczéma, tache cutanée,

I'nuile d'olive / des taches de peau; dépuratif, analgésique

Pour traiter les tdches noires dans le  |néphrite

\visage, la partie aérienne en poudre est|

appliqué dans la partie affectée.
Silene vulgaris Tighighacht |L |Poudre, cataplasme Eczéma, psoriasis, plaies,|1.34
(Moench) Garcke prurit, nourriture
Corrigiola telephiifolia |Sargina Rt |Décoction: lavage soin capillaire Soin capillaire 0.34
Pour.

Plantaginaceae 1.16
Plantago major L. L-massassa |L [Cataplasme Furoncles, abcés cutanés [7.05

Polygonaceae 1.16
Rumex acetosa L. Al’hummidh | L [Pour les infections cutanées, la Infections cutanées 0.34

a perfusion est bu / Or

Cactaceae 1.16
Opuntia ficus-indica Hindiya Jus Le jus est mélangé a Lawsonia pour [Eczéma; alopécie, teigne,[1.68
(L.) Mill. I'eczéma et & la teigne; Broyé et le jus |douleurs d'estomac

appliqué

Lythraceae 1.16

Lawsonia inermis L. L'hana L |La poudre de feuilles est malaxée avec[Traitement de cheveux [5.03
de I'eau et appliquée; En émétique, la
poudre de feuilles mélangée au jus de
citron vert est prise par voie orale.

Vitaceae 1.16
Vitis vinifera L. Dalya, lad' |L |[Feuilles chauffées; Cataplasme /Lo | Contre les abces, les 0.67

furoncles, le gros
nab intestin, I'anémie.
A: nourriture.

Zygophyllaceae 2.33

Peganum harmala L. L'harmal S |Décoction de semences est mélangé a |C: perte de cheveux; M: [0.67
I'huile d'olive; Fumg. analgésique dentaire; Ot:
contre les mauvais yeux
Tetraena gaetula L’4agaya Pa [Décoction/ Lo or Or M: maux d'estomac, 0.34
_ _ fievre, intestin gréle,
(Emb. & Maire) Beier & boutons du visage.
Thulin

Brassicaceae 2.33

Lepidium sativum Hab r’chad |S |La poudre est mélangée avec Chebba, | Eczéma, ulcéres cutanés 1.01
/Aud nwar, Henné et malaxée au et verrues; Les maux

S



VVinaigre; Pour les ulcéres cutanés et | d'estomac, l'anémie
les verrues, appliquée a I'extérieur.
Capsella bursa-pastoris |Kisselral |[L |Décoction/Lo Blessure 0.34
Malvaceae 1.16
Malva neglecta Wallr.  |L’khebbiza/l-| L |Les feuilles sont chauffées dans I'huile| M: Maturation des 0.67
bagoula et appliquées a la partie concernée. furoncles et abcés; A :
nourriture; De:
pastoralisme
Ranunculaceae 1.16
Delphinium staphisagria |H bate rass |S |La décoction est utilisée a I'extérieur; | Perte de cheveux, mal |0.34
Pour le mal de dents, la poudre de de dents
L. semence mélangée a de I'huile d'olive
est appliquée dans la cavité dentaire.
Alliaceae 5.81
Allium sativum L. Touma B |Des gousses d'ail fraiches sont Traitement du stye 4.03
utilisées extérieurement par frottement«Chaira», teigne, M:
sur la partie affectée. toux, cancer du sein. A:
épices.
Allium cepa L. Al’Bassla B |Pour les abcés cutanés, I'ampoule est | Les furoncles, les abcés [2.01
chauffé dans I'huile et appliquée a la | cutanés, la tension
partie touchée; Pour les infections artérielle, le cancer de la
oculaires, le jus est appliqué sur les | peau, la lépre, les
lyeux. infections oculaires. A:
nourriture.
Aloe succotrina Lam.  (Shar Jus |Le jus est appliqué a I'extérieur Galactogogue 0.34
(massage des seins).
Asphodelus Berwag Rh |Le tubercule est coupé et des Eczéma, psoriasis, 6.04
) morceaux sont appliqués sur la partie |vitiligo
microcarpus Salzm. & affectée ou le tubercule se réchauffe
Viv. dans I'huile et est appliqué sur la partie
concernée.
Urginea maritima L. Lbssil, B [Broyé et le jus appliqué avec Troubles cutanés, abces, [0.67
) Lawsonia; Cataplasme Alopécie, teigne;
Bsal Addib diurétiques féculaires,
sédatifs et pour les
hémorroides.
Rosaceae 4.65
Rosa canina L. Lward F |Decoction / Lo; Mélangé avec rihan, |Laxatif, peau visage;  |1.34
asenbal, zaéter, azzaz / ApICC chute de cheveux.
Rosa damascena Mill. | AI’'Ward F |Pour les soins capillaires et comme  |Soins capillaires, 1.68
' tonique pour cheveux, le mélange cosmétiques, peau visage
al’Baldi avec Lawsonia inermis, les graines
Ricinus communis, Tetraclinis
articulata et Daphne gnidium est
appliqué a I'extérieur.

-



Prunus armeniaca L. machmach |S |Pour les soins du visage, la trituration | Soins du visage, taches [0.34
des graines est appliquée a I'extérieur. | de peau
Prunus dulcis Mill. Louz S |En tant que soin facial, la trituration | Soins du visage, tonique [0.67
des graines est appliquée a I'extérieur;| des cheveux
En tant que tonique capillaire, I'nuile
de graine mélangée a de I'huile de
graines de Ricinus communis est
appliquée sur les cheveux.
Euphorbiaceae 3.49
Ricinus communis L. I’kharwaid | S, L|Huile de la semence / Lo; Infusion de | C: perte de cheveux; M: (1.34
feuilles / oral rhumatisme, toux
Euphorbia ssp. Ldbina Lat |Onguent, maladies externes de la Maladies de la peau 0.34
peau,
Euphorbia echinus ddaghmis |ex Eczéma, verrues, 1.01
Cataplasme; Jus utilisé boutons, blessures, prurit
Pa
Jungladaceae 1.16
Juglans regia L. Asswak BR |La poudre est mélangée avec Eczéma, soins dentaires, [1.34
lawsonia et sel / Lo; BR: Pour les gingivite.
soins dentaires et la gingivite, la
partie séche est utilisée a I'extérieur.
Papaveraceae 1.16
Papaver rhoeas L. Belladman |F |Infusion/ Lo Peau seche, 0.34
Conjonctivite, fievre
Zingiberaceae 1.16
Zingiber officinalis s’canj’bir Rh [Poudre d'Origanum, jaune d'oeuf, M: eczéma,  toux,0.67
citrus mélangé avec Zingiber / Lo rhumatisme. A: épices.
Adiantaceae 1.16
Adiantum capillus- Qezbdr Pa |Cataplasme / Lo; Pour les calculs du | Blessures, pierresdu  |0.34
veneris L. - rein et du pancréas, la partie aérienne | pancréas
I-ma, rejjafa en poudre est mélangée au miel et
prise par voie orale tous les matins.
Brachytheciaceae 1.16
Homalothecium aureum | Assenbal Pa |Maélangé avec Lavande et Rose pour [Soin des cheveux 0.67
la préparation de "ghasGl"
Cannabaceae 1.16
Cannabis sativa L. AIKif L, S|Les graines et les feuilles sont Tonique capillaire, 1.34
conservées dans de I'huile d'olive, ou | renforcement des
ensuite utilisées comme friction pour | cheveux
cheveux.
Moraceae 1.16
Ficus carica L. Karmouss | Lat |Le latex est appliqué sur la partie Ulcére cutané, piglres [0.34
concernée. d'insectes
ex

<



A: nourriture
Solanaceae 2.33
Hyosevanus muticus Gangit S | Décoction / lavage des cheveux Soins capillaires et 0.34
renforcement
Solanum nigrum L. Aneb Eddib |Fr |Broyé et appliqué a I'extérieur Eczéma, brilures 0.34
Thymelaeaceae 2.33
Aquilaria agallocha Aoud St |La décoction est appliquée a Coloration des cheveux (0.34
Roxb. I'extérieur.
Lagmari
Daphne gnidium L. Lazzaz L |Lapoudre est mélangée avec de la |capillaire tonique 3.36
poudre de Lawsonia et I'eau est
appliquée a I'extérieur
/Agavaceae 1.16
Agave sisalana L. Sabra Jus Le jus est mélangé avec Lawsonia en [eczéma 1.68
poudre / Lo
Urticaceae 1.16
Urtica membranacea  [Horriga L |Décoction/ Or Antiseptique, systeme  (0.34
Poir. respiratoire, rénale,
systeme digestif
Fumariaceae 1.16
Fumaria officinalis Khnuneten- |L | 60 g de poudre bouillie dans 0,5 litrefEczéma, prurit, acné, 0.34
nadja, de lait et laisser Infusé / Lo gale
Buqdl as-
sabiya
Compositae 1.16
Anthemis spp. Nouar el-jana F | Maceration / Lo, Or Peau de visage, douleurs |0.34
intestinales
Lauraceae 1.16
Persea americana Mill. |Avocat Fr |Avocat est mélangé a de I'huile C: soins capillaires.A : |0.34
d'olive / Lo nourriture.
Fagaceae 1.16
Quercus suber L. El-ballout |L |Broyé et appliqué & l'extérieur Le renforcement des  [0.34
cheveux
1.16
Cyperaceae 1.16
Scirpus holoscholenus L.|Smar/Azlef | Rt |Broyé et appliqué a I'extérieur Verrues, maladies de la |0.34
peau. Ot: Production de
tapis
Globulariaceae 1.16
Globularia alypum L. [Ainlerneb/ |[L [Séché et écrasé (mélangé avec du Estomac, purgatif, 0.34

carminatif, anti-




Taselgha

miel) / D

rhumatisme,
anxiolytique, anti-
diabétique, analgésique
de douleur menstruelle

Tamaricaceae 2.33
Tamarix articulata Vahl | AArich L |Décoction/ Lo Soins capillaires 0.34
Phoenix dactylifera L. | Tt'mer /Tini |S, |Poudre/Lo Soins oculaires (Khél), [0.34

Gergure
Fr

Araliaceae 1.16

Hedera helix L. Lwaya/ Broyé et appliqué a I'extérieur, Furoncles, abcés 4.03
cataplasme cutanés, utilisés dans le
Imessasa traitement des plaies

FU : Fréquence d’Utilisation en %; PU : Partie Utilisée ; L : Feuille, S : Grains ; Fr : Fruits ; Pa ; Partie aérienne ;
Lo: Locale; D: Décoction; Rt: Racine; F: Fleurs; B: Bulb; Or: Orale; St: Tige; Lat: Latex; Rh:

Rhizome ; BaBo : Bain bouche, A : nourriture ; M ; Macérat ; C : Cataplasme.

1.1. Aspects ethnopharmacologiques

1.1.1. Parties utilisées

Une série d’enquétes ethnopharmacologiques réalisées a 1’aide d’un questionnaire, a permis

de collecter un certain nombre d’informations. Les résultats de cette étude ont montré que le

feuillage constitue la partie la plus utilisée avec un pourcentage de 44%, suivie des fruits et les

parties aériennes (Figure 21). D’autres études ont montré que les feuilles sont les plus utilisées

avec un pourcentage de 59,10% (Adjanohoun et Aké Assi, 1979) et un pourcentage de

64,49% qui a été signalé dans 1’étude de (Zirihi, 1991). La fréquence d’utilisation élevée des

feuilles, pourrait étre expliquée par le fait qu’elles sont le site de la photosynthese et parfois

du stockage des principaux métabolites secondaires responsables des propriétés biologiques

de la plante (Bigendako-Polygenis et Lejoly, 1990).
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Figure 21. Parties utilisées des plantes
1.1.2. Usage des plantes médicinales selon le profil des enquétés

Les résultats obtenus montrent effectivement que les personnes qui appartiennent a la classe
d’age de 31 a 60 ans ont plus de connaissances en plantes médicinales par rapport aux autres
classes d’ages (Figure 22). En effet, L’expérience accumulée avec 1’age constitue la
principale source d’information a 1’échelle locale au sujet de I’'usage des plantes en médecine
traditionnelle (Bouayyadi et al., 2015; Benkhnigue et al., 2011; Mehdioui et kahouadiji,
2007). Dans les zones d’étude, la grande majorité des usagers des plantes médicinales sont
analphabetes, avec un pourcentage de 58% (Figure 23). Ce pourcentage relativement élevé est

en corrélation directe avec le niveau d’études de la population locale.

m<20
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Figure 22. Fréquence d’utilisation des plantes par Figure 23. Fréquence d’utilisation des plantes
classes d’age selon le niveau d’étude

L’utilisation des plantes médicinales varie selon le sexe. Les femmes utilisent beaucoup plus
les plantes médicinales que les hommes. En effet, 88% des femmes questionnées utilisent la
médecine traditionnelle contre 12 % de la population masculine (Figure 24). Ceci peut étre

expliqué par I’utilisation des plantes médicinales par les femmes dans d’autres domaines que

E




la thérapie et par leur responsabilité en tant que meres, ce sont elles qui donnent les premiers
soins en particulier pour leurs enfants. Ces résultats confirment d’autres travaux
ethnobotaniques réalisés a 1’échelle nationale (Bousta et al., 2014; Khabbach et al., 2012;
Benkhnigue et al., 2011; Mehdioui et kahouadji, 2007).

MW Femme B Homme

Figure 24. Pourcentage des femmes et des hommes utilisant les plantes
1.1.3. Mode de préparation et d’administration

Il est important de noter que les méthodes de préparation dépendent de la nature des
métabolites et de la maladie a traiter. Dans la région d’étude, la majorité des remedes est
préparée sous forme de poudre (32%), de décoction (18%) et cataplasme (13%). Les
méthodes d'administration externes, comme l'application topique ou le bain, étaient plus
fréquentes (89.8%) que les méthodes internes (10.2%). Selon une étude réalisée par Rigat et
al., (2007), 86,9% des personnes interrogées préparent les plantes par décoction que ce soit

pour une utilisation interne ou externe.
1.1.4. Fréquence d’utilisation des plantes

Les resultats présentes dans la figure 25, montre que sur les 87 espéces rencontrées dans la
région étudiée, 26 sont relativement plus utilisées que les autres especes en phytothérapie

traditionnelle par la population locale.

88
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Figure 25. Fréquence d’utilisation des plantes en médecine traditionnelle dans

la région de Sefrou
1.1.5. Domaines d’indications thérapeutiques

Les affections cutanées occupent la premiere place dans les maladies traitées par les plantes
dans cette région avec un taux de 67.7%, suivies des troubles digestifs (8.16 %), affections
ostéo-articulaires (4.49 %), affections urogénitales (3.27 %). En effet, les soins des cheveux
(13.8 %) et l'eczéma (8 %) ont été parmi les troubles les plus fréquemment mentionnés.
Suivie des abces (5.5%) et les furoncles (4.08%) (Tableau 7). L'importance de chaque maladie
a été déterminée par le nombre de citations faites par les informateurs. Ces plantes
médicinales et cosmétiques peuvent servir a découvrir de nouveaux médicaments et agents
antimicrobiens naturels et peuvent également étre incorporées dans le systeme de santé du
Maroc. Comparativement a la littérature, ces résultats confirment d’autres travaux ou les
pathologies les plus traitées sont les dermatoses et les problémes digestifs (Kola’Kayode
Ajibesin, 2012; Coelho de Souza et al., 2004; Hammiche et Gheyouche, 1988).

1.1.6. Choix des plantes retenues

A partir de I’étude ethnopharmacologique, quatre plantes ont été sélectionnées: Silene
vulgaris (Moench) Garcke, Teucrium polium L., Satureja hochreutineri Brig. et Origanum

elongatum Emb. Et Maire. Ce choix a été basé sur:




= Leurs propriétés antiseptiques;
» Leur fréquence d’utilisation dans 1’usage traditionnel de la région;
= Leur abondance;

= Leur originalité scientifique.
Conclusion

Le présent travail a été mené dans le but de réaliser un inventaire le plus complet possible des
plantes médicinales utilisées dans la région de Sefrou et ses quatre communes de Ait Taleb,
Aghbalou Adqorar, Ain Smar et Bhalil du Moyen Atlas et de réunir les informations
concernant les usages traditionnelles et cosmétiques pratiqués dans cette région. Les enquétes
ethnopharmacologiques ont révélé une multitude de résultats sur I’utilisation des plantes
médicinales, les parties utilisées, les modes de préparations ainsi que sur les maladies traitées
et ont permis d'identifier 87 espéces. Les résultats obtenus montrent que parmi les 44 familles
recensées, la famille des Asteraceae (10.4%) et Lamiaceae (8.14%), sont les plus représentées.
De point de vue ethnomédicinal, le feuillage constitue la partie la plus utilisée, le cataplasme
et la décoction sont les formes galéniques les plus pratiquées. De méme, sur I’ensemble des
maladies traitées, les affections dermatologiques (67.7%) représentent les maladies les plus
citées. En outre, cette étude a permis d’apprécier et de connaitre les pratiques traditionnelles
utilisées par la population de cette région. Ces plantes médicinales et cosmétiques peuvent
servir a découvrir de nouveaux médicaments, phytocosmétiques et agents antimicrobiens
naturels et peuvent également étre incorporées dans le systeme de santé du Maroc. Cet
inventaire constitue aussi une base de données pour la valorisation des plantes médicinales en

vue de découvrir de nouveaux principes actifs utilisables en pharmacologie.




CHAPITRE II

ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET DEVELOPPEMENT DE
CONSERVATEURS NATURELS COMME
INGREDIENTS COSMETIQUES




Introduction

La sécurité microbiologique des produits cosmétiques présente un intérét trés important pour
les industries, en raison de la contamination microbiologique qui peut provoquer de grands
changements sur la composition de ces produits. Afin de protéger le consommateur contre les
infections microbiennes, prévenir D’altération microbiologique et prolonger la date
d’expiration du produit, les agents conservateurs sont ajoutes. Cependant, ces conservateurs
chimiques, posent beaucoup de problémes pour une grande partie des consommateurs. En
effet, le développement de conservateurs naturels fournit un moyen de substitution des
conservateurs chimiques par des extraits vegétaux dans les produits cosmétiques et
pharmaceutiques. Le but de cette étude est d'évaluer la capacité des extraits et des huiles
essentielles a conserver la créme formulée dans notre laboratoire et ceci sur la base des
résultats des activités antimicrobiennes obtenues de différentes plantes sélectionnées pour
cette étude. La premiére démarche de cette étude, consiste a réaliser dans un premier temps un
criblage phytochimique de I’extrait hydroéthanolique de Silene vulgaris et le dosage des
polyphénoles totaux, flavonoides, catéchines, tanins, ortho-diphénoles et saponines. Par
ailleurs, des analyses chimiques de I’extrait de S. vulgaris et des HE par application des
techniques chromatographiques, analyse par chromatographie liquide haute Performance
(HPLC) et analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC/MS) ont été également

réalisées.
1. Etude microscopique

L'évaluation microscopique contribue principalement a I’identification et la caractérisation
des plantes, a la confirmation de la pureté des médicaments bruts et a la détection de
contaminations et/ou d’altérations. L'étude microscopique en poudre des feuilles de S.
vulgaris montre la présence de stomates diacytiques et de cristaux d'oxalate de calcium de
grande taille (Figure 26). Cependant, nous n’avons pas noté de poils sécrétoires dans cette

plante.
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Figure 26. Etude microscopique de la poudre de Silene vulgaris: a: Epiderme avec stomate

diacytique (x400), b: cristaux jumeaux (x100), c: cristaux d'oxalate de calcium de grande

taille incluant les vaisseaux (x400)
2. Rendement des extractions

Les rendements des composés bioactifs sont présentes dans le Tableau 8. Ils sont exprimés par
rapport au poids sec de la plante. Ainsi, Le rendement de 1’extraction varie en fonction de
I’espece veégétale, la nature et les caractéristiques physico-chimiques des solvants dans
I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espéce en metabolites, la

méthode et les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée (Lee et al., 2003).

Dans cette étude, la technique d'extraction végétale par Ultrasons est utilisée pour extraire les
principes actifs de S. vulgaris. L'extraction est une étape importante impliquée dans la
découverte de composés bioactifs a partir de matieres végétales. Des études récentes ont
montré que l'extraction assistée par sonication améliore I'efficacité d'extraction en réalisant un
rendement plus élevé de métabolites secondaires des plantes, a un temps de traitement réduit,
une moindre consommation de solvant et a une température inférieure (Huang et al., 2009;
Wu et al., 2001). Toutes ces caractéristiques font de la sonication une technique attrayante

pour I'extraction des composeés bioactifs (Lee et al., 2002).

Le rendement des huiles essentielles représente le premier signe de variation entre les HE
sauvages et cultivées. Une étude réalisée par EI Bouzidi et al., (2013) montrent que la culture
conventionelle n'a pas grandement affecté la production d'huile essentielle. En effet, les
rendements des HE quantifiés par hydrodistillation de la partie aérienne de T. broussonetii
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d’Essaouira et T. satureioides d’Idni étaient de 1.64% et 1.86% pour les plantes sauvages et
1.78% et 1.99% pour les plantes cultivées, respectivement. On note que nos HE T.
broussonetii et T. satureioides qui viennent de la culture in vitro présentent des rendements

importants.

Tableau 8. Rendements des composeés bioactifs

Echantillons Rendement en %
Extrait brut
Silene vulgaris sauvage 17
Huiles essentielles

Origanum elongatum cultivé 1.51

Teucrium polium sauvage 0.06

Satureja hochreutineri sauvage 0.40

Thymus broussonetii Th(7) culture in vitro 2.05

Thymus broussonetii Th(3) culture in vitro 1.03

Thymus satureioides culture in vitro 3.49

Thymus zygis cultivé 0.61
sauvage 0.70

3. Analyses phytochimiques

3.1. Caractérisation des molécules actives

L’étude phytochimique a permis de mettre en évidence 1’existence de flavonoides, des tanins
catéchiques, des saponosides, des triterpénoides, des leucoanthocyanes, des glycosides
cardiaques et des coumarines. Les résultats se sont révélés négatifs pour ce qui est des
quinones, mucilages et alcaloides (Tableau 9).

Des travaux anterieurs sur les études chimiques du genre Silene ont démontré la présence des
glycosides triterpéniques et phytoecdysteroids (Gaidi et al., 2002), des terpénoides, des
benzénoides, des flavonoides (Darmograi, 1977), des anthocynanines (Dotterl et al., 2005),
des acides gras (Kucukboyaci et al., 2010; Mamadalieva et al., 2010a; Mamadalieva et al.,
2010b), des acides aminés (Terrab et al., 2007), des polysaccharides (Ovodova et al., 2000),
des sucres (Mogosanu et al., 2011), des stérols, des vitamines et des acides organiques
(Arnetoli et al., 2008; Eshmirzayeva et al., 2005).
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De plus, les composés phénoliques, représentés majoritairement par les flavonoides et les
tanins, suscitent actuellement un grand intérét scientifique, car ils sont considérés comme de
puissants antioxydants, antibactériens, antifongiques et anti-inflammatoires (Chen et al., 2008;
Akindele et al., 2007; Bose et al., 2007). De ce fait, il nous a semblé intéressant de les

quantifier dans I'extrait hydro-éthanolique de notre plante S. vulgaris.

Tableau 9. Criblage phytochimique de I’extrait hydro-éthanolique de S. vulgaris

Famille chimique Réaction
Flavonoides (flavone) +
Tanins +
Tanins catéchiques +

Tanins galliques -

Triterpenes +
Coumarines +
Quinones -
Leucoanthocyanes +
Glycosides cardiaques +
Mucilages -
Saponines +
Alcaloides -

+ : présence ; - : Absence

3.2. Dosage des composés phénoliques

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, flavonoides, catéchins, O-diphénols, tanins
et saponosides, sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque
courbe d’étalonnage. Le dosage quantitatif des polyphénols totaux de I’extrait S. vulgaris a
révélé une teneur en phénols totaux estimée a 3.35 + 0.12 mg GAE /g (equivalent d’acide
gallique). Les résultats relatifs aux flavonoides montrent que I’extrait contient des teneurs de
1.13 £ 0.01 mg EQ/g d’extrait (équivalent en Quercétine) qui sont nettement supérieures par
rapport a d’autres composés. En effet, la teneur des catéchines est de I’ordre de 0.13 + 0.01
mg exprimées en équivalent Catéchines (EC) par g d'extrait, celle des O-diphénols 0.12 +
0.02 (mg EC/g d’extrait), tanins 0.28 = 0.01 (mg acide tanique /g d’extrait) et saponosides
0.01 £ 0.13 (mg acide oléanolique/g d’extrait).
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Une étude réalisée par Gatto et al., (2011) sur I'extrait méthanolique de S. vulgaris de 1’Italie
a révélé la présence de polyphénols a un taux de 9.92 + 82 mg équivalent d’acide gallique par
g d’extrait. De méme, en 2006 Pourmorad et al., ont révélé des teneurs en flavonoides de 5.64
+ 0.49 mg EQ/ g d’extrait pour S. swertiifolia, une autre espéce de Silene qui était supérieur a
notre extrait. Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions
environnementales, climatiques, la période de collecte ainsi que par les facteurs génétiques et

les conditions expérimentales notamment le type d’extraction.

Table 10. Teneurs en composés chimiques de 1’extrait de S. vulgaris

Composés Extrait
Polyphénols totaux (mg EAG/g d’extrait) 3.35+0.12
Flavonoides (mg EQ/g d’extrait) 1.13+0.01
Catéchines (mg EC/g of extract) 0.13+0.01
Tanins (mg EAT/g of extract) 0.28 £ 0.01
O-diphénols (mg EC/g of extract) 0.12 £0.02
Saponosides (mg EAO/g of extract) 0.01+£0.13

GAE : équivalent d’acide gallique; EC : équivalent en D-catéchine; EAT : équivalent en acide tanique;

EAO : équivalent en acide oléanolique.
3.3. Analyse par Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)

L’analyse de ’extrait hydro-éthanolique de Silene vulgaris a éte réalisée dans le but d’une
bonne identification des différents composés, de la plante. Le Tableau 11, refléte 1’analyse
qualitative par chromatographie (HPLC). Cette analyse confirme la présence des familles de
polyphénols et les acides phénoliques révélés auparavant par des criblages phytochimiques
(cf. les chromatogrammes sont regroupés dans 1’Annexe N°1). Notons qu'au cours de nos

analyses tous les composés n'ont pas été identifiés par manque des standards adéquats.

Les travaux de Gattoa et al., (2011), ont identifié par RP-HPLC les composés phénoliques de
S. vulgaris de I’Italie, notamment des dérivés de I’apigénine. En comparant nos résultats avec
ces travaux, quelques nouveaux composés comme 1’acide p-coumarique, ’acide caféique,

I’épicatéchine et la lutéoline sont également identifiés dans notre plante.
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Tableau 11. Analyse qualitative de 1’extrait de S. vulgaris par HPLC

Nom du composeé Temps de rétention (min)
Acide Caféique 11.932
Acide p-Coumarique 14.683
Epicatéchine 16.741
Lutéoline 22.907
Apigénine 34.605

3.4. Analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC/MS)

Pour I’étude de la composition chimique des huiles essentielles de deux plantes, la
chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrophotomeétre de masse a été utilisée. La
composition chimique de I'huile essentielle de T. broussonetii a révélé la présence de thymol
(63.09%), de p-cymene (11%) et de y-terpinene (8.99%) comme composants majoritaires
(Tableau 12). Les résultats des analyses chimiques de I'nuile essentielle d'O. elongatum ont
montré que le carvacrol est le composé majoritaire (63.06%), suivi de deux hydrocarbures
monoterpénes: y-terpinene (15.99%) et p-cymeéne (9.51%) (Tableau 12). D’autres travaux ont
également montré que cette huile est constituée majoritairement de carvacrol (62.8-79.2%),
suivi du y-terpinene (0.6-7.3%) et p-cymene (5.2-16.9%) (Benjilali et al., 1986).

La comparaison entre la composition chimique de I'huile essentielle de T. broussonetii
provenant de la culture in vitro obtenue au niveau de Taounate avec d’autres régions a montré
des différences qualitatives et quantitatives. Citant I’exemple des travaux de (El Bouzidi et al.,
2013) qui ont étudié la composition chimique de I'huile essentielle de T. broussonetii sauvage
et cultivé et d’autres especes de thym au niveau de la région d’Essaouira et Marrakech. Ces
auteurs ont mis en évidence dix neuf composants avec une prévalence de carvacrol (43.4%) et
thymol (12.3%) pour le sauvage et le carvacrol (60.8 %) et thymol (0.5 %) dans le cultivé.
Une autre étude réalisée en 2010 au sud du Maroc (Tensift el Haouz) sur ’espece T.
Broussonetii Boiss., a montre que les composants majoritaires sont: p-cymene (21%); o-
Pinéne (11.8%); thymol (11.3%) et bornéol (16.5%) (Belagziz et al., 2010). En outre,
Tantaoui et al., (1992), a montré que I'élément majeur dans I’huile essentielle de Thymus
brousounetii était le carvacrol (47.8%), accompagné de quantités considérables

d’hydrocarbures.
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Tableau 12. Analyse des compositions chimiques par CPG/SM des huiles essentielles

Peak N° Composants Pourcentage relatif des HE (%0)
T. broussonitii O. elongatum
1 5-Oxotetrahydrofuran-2-carboxylic 6.9 -
acid
2 2-Heptene, 5-ethyl-2,4-dimethyl- - 0.6
3 a-Pinene 1.08 0.8
4 3-Carene 0.88 1.71
5 Phenol, 2,3,6-trimethyl- - 3.5
6 a-Thujene 1.80 -
7 a -Phellandrene 1.10 1.95
8 p-Cymene 11.0 9.51
9 y-Terpinene 8.99 15.99
10 linalyl acetate - 0.74
11 Terpinen-4-ol 1.21 -
12 Thymol 63.09 -
13 Carvacrol - 63.06
14 Caryophyllene 0.88 1.94
15 Aromadendrene 2.85 -
Total identifié (%0) 99.78 99.8
Monoterpenes oxygenés 18.18 20
Monoterpene hydrocarbons 54.55 50
Sesquiterpéne hydrocarbures 18.18 10
Autres 9.09 20

A partir de ces résultats, nous avons constaté que la composition chimique de I'huile
essentielle de T. broussonetii de la culture in vitro récoltée dans le jardin expérimental de
I’Institut National des Plantes Médicinales et Aromatiques de Taounate, était différente de
celles obtenues a partir de nombreuses expériences sur la méme espéce cultivée et sauvage,

avec une abondance du monoterpéne oxygéné le thymol (63.09%).

Les différences obtenues entre les compositions chimiques de I'HE en terme qualitatif et
quantitatif, dont la dominance du carvacrol dans certains travaux et I’absence de ce composé

dans notre plante, pourrait étre liée a la culture in vitro que la plante a subi, qui a
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probablement modifié la composition chimique. En effet, les variations qualitatives et
quantitatives rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles des espéces de
thym, peuvent étre dues aussi a certains facteurs écologiques (Horwath et al., 2008; Bertomeu
et Arrillaga, 2007; Loziene et Venskutonis, 2005; Benjilali et al., 1987), a la partie de la
plante utilisée (Cristina Figueiredo et al., 2001), au stade végetatif de la plante (Jordan et al.,

2006) ou a des facteurs génétiques (Loziene et Venskutonis, 2005).
4. Evaluation de ’acivité antimicrobienne des plantes étudiées

L'objectif de cette partie est d'évaluer in vitro 1’activité antimicrobienne et de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris
(Moench) Garcke et de huit huiles essentielles de plantes medicinales et aromatiques de la
famille des Lamiacées, a savoir Satureja hochreutineri Brig., Teucrium polium L., Thymus
satureioides Coss., Thymus broussonetti Boiss (deux génotypes de la culture in vitro), Thymus
zygis L. (cultiveé et sauvage) et Origanum elongatum Emb. Et Maire, provenant de plantes
sauvages et cultivées au Maroc dans le but de rechercher des extraits végétaux qui peuvent
étre incorporés dans des formulations cosmétiques comme conservateurs antimicrobiens.
Dans une premiére étape, 1’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris et les huiles essentielles
ont été testés pour leurs activités antimicrobiennes sur cing souches microbiennes S. aureus,
E. coli, P. aeruginosa, C. albicans et A. brasiliensis contre lesquelles I’industrie cosmétique,
doit obligatoirement lutter, conformément a la réglementation. Les résultats expriment
I’efficacité inhibitrice de I’extrait et des huiles essentielles sur chaque souche en déterminant

la concentration minimale inhibitrice de chacun.
4.1. Evaluation de ’activité antimicrobienne de I’extrait S. vulgaris

Les concentrations minimales inhibitrices de 1’extrait de S. vulgaris sur les cing souches
varient entre 0.31-10 %. Nous pouvons dire que la bactérie a Gram négatif (Pseudomonas
aeruginosa) est la plus sensible a I’extrait. En effet 1’extrait montre une bonne activité vis-a-
vis de P.aeruginosa avec une concentration minimale inhibitrice de 0.31% (Tableau 13). Le
rapport CMB ou (CMF) /CMI nous a permis de déterminer les pouvoirs microbicide et
microbiostatique de D’extrait étudié. Lorsque ce rapport est supérieur a 4, I’extrait a un
pouvoir microbiostatique, et quand il est inférieur ou égal a 4 1’extrait a un pouvoir
microbicide (Derwich et al., 2010; Canillac et Mourey, 2001). Les résultats illustrés dans le
Tableau 13, montrent que I’extrait de S. vulgaris présente un effet bactéricide et fongicide sur

toutes les souches a I’exception de A. brasiliensis pour laquelle il a un effet fongistatique.
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D’apres les résultats des analyses phytochimiques, on note la présence des flavonoides
¢picatéchine, apigénine et lutéoline, les acides phénoliques comme 1’acide caféique et I’acide
p-coumarique identifiés par HPLC et les tanins catéchiques, les saponosides, les
leucoanthocyanes, les glycosides cardiaques et les coumarines. L’activité inhibitrice de
I’extrait de S. vulgaris vis-a-vis des microorganismes étudiés est probablement liée a leur
richesse en polyphénols et en acides phénoliques qui peuvent étre qualifies de molécules
antimicrobiennes. En effet, 11 a été rapporté que les extraits de plantes et beaucoup d’autres
préparations phytochimiques riches en flavonoides ont possédé une activité antimicrobienne
(Tim et al., 2005). Ainsi, de nombreuses études ont rapporté les activités antimicrobiennes des
flavonoides (Haraguchi et al., 2000; linuma et al., 1994). Grace a leur structure caractérisee
par la présence de groupes phénoliques, et d’autres fonctions chimiques, les flavonoides sont
considérés comme de tres bons agents antimicrobiens (Harborne et Williams, 2000).
L’activité antifongique des flavonoides est aussi établie. De plus, une étude réalisée sur
Dianthus caryophyllus, a montré I’efficacité des flavonoides, sur des souches fongiques
(Galeotti et al., 2008).

Le mécanisme d’action de polyphénols est sans doute trés complexe, parmi les hypothéses
avancées, I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration du substrat
nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer et I’inhibition

du métabolisme microbien (Mila et Scalbert, 1994).

L'effet antimicrobien de certaines especes de Silene a été étudié par des travaux antérieurs
(Mahesh et Satish, 2008; Borchardt et al., 2008, Bajpai et al., 2008; Erturk et al., 2006).
L'activité antimicrobienne de différents extraits du genre Silene contre des microorganismes
pathogénes ont été étudiés (Mamadalieva et al., 2013). Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus ont été inhibés par I'extrait méthanolique de Silene wallichiana
(concentration minimale inhibitrice, MIC = 0.25%). Tandis que Escherichia coli a été inhibée
avec une MIC = 0.125%. De plus, I'extrait butanolique de S. wallichiana a montré une activité
contre les bactéries pathogeénes E. coli, P. agglomerans et P. aeruginosa. Une autre étude
montre que les extraits de chloroforme de S. brachuica et S. viridiflora ont inhibé la
croissance du Gram-négatif P. aeruginosa (Mamadalieva et al., 2014). De plus, I'extrait de S.
wallichiana et S. guntensis ont présenté une activité contre des bactéries pathogenes : E. coli

et P. aeruginosa (Taskin et al., 2013; Mamadalieva et al., 2010).
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Tableau 13. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et Concentrations Minimales
Microbicides (CMM) de ’extrait de S. vulgaris

Extrait de Silene vulgaris
Souches microbiennes CMI? CMMP
S. aureus 2.5 5.0
E. coli 25 5.0
P. aeruginosa 0.31 1.23
C. albicans 0.62 0.62
A. brasiliensis 10 >10

aMIC, concentration minimale inhibitrice en %; ® MMC, concentration Minimale Microbicide.

4.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne des HE
4.2.1. Méthodes de diffusion

Les essais ont été effectués en utilisant les méthodes de diffusion sur disque et puits. Nos
résultats montrent que les huiles essentielles du genre thymus, O. elongatum, S. hochreutineri
et T. polium, présentaient une activité antimicrobienne significative contre les cing souches
bactériennes et fongiques testées sauf P. aeruginosa, E coli et A. brasiliensis qui résistent aux
deux huiles essentielles de S. hochreutineri et T. polium. Les zones d’inhibition variaient entre
7.00 - 48 mm (Tableau 14).

Les résultats de I’activité antifongique indiquent que les huiles essentielles de Thymus
satureioides, Thymus broussonetii, Thymus zygis et I’huile essentielle d’Origanum elongatum
ont une capacité inhibitrice de la croissance mycélienne de A. brasiliensis exceptée Satureja
hochreutineri et Teucrium polium (Tableau 14, Figure 27c).

Figure 27. Zones d’inhibition de certaines huiles essentielles testées sur S. aureus (A)

et A. brasiliensis (C) avec (B) le témoin
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Tableau 14. Diamétres des zones d’inhibition (incluant le diamétre du disque 6 mm) des

huiles essentielles vis-a-vis des souches microbiennes

Diameétres des zones d’inhibition (mm)
HE Souches bactériennes Souches fongiques
S. aureus E. coli P. aeruginosa | C. albicans |A. brasiliensis

Origanum elongatum 35.67+0.66 | 26.33+1.66 | 9.33+0.66 | 33.67+0.33 ZIN
Thymus broussonetii Th(7)°| 48,00+ 1.15~ | 28.00+1.15 | 12.00+1.15 | 42.33+1.45 ZIN
Thymus broussonetii Th(3)°| 42.67 + 1.45 29.33+0.54 8.67+1.20 35.67 £ 0.33 ZIN
Thymus satureioides ° 34.67 £ 0.33 20.67 £ 0.27 7.00 £ 0.00 24.67 £ 0.67 ZIN
Thymus zygis * 37.33+5.04 29.33+1.44 10.00 = 0.58 34.67 £0.33 ZIN
Thymus zygis ° 46.33+0.33 | 28.67+260 | 10.00+0.58 | 36.00+0.58 ZIN
Satureja hochreutineri 12.67+£0.33 8.83+0.14 - 11.67+1.45 -
Teucrium polium 12.00 + 0.00 - - 10.33+0.33 -
Chloramphenicol 19.00 £ 4.20 22.4+9.10 10.00 £ 0.00 -- --
Streptomycine 12.67 +0.3 1533+ 0.3 21.66 + 3.8 -- --

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions £ SEM, ZIN: zone d'inhibition non mesurable; -: pas d'activité;
Contrbdle positif: suspensions microbiennes et bouillon Mueller-Hinton ou Sabouraud Dextrose additionné d'agar
(0,15% p/v); a: plante cultivée; b: plante sauvage; c: plante de la culture in vitro, génotype Th3 et Th7; Standard:

streptomycine: 10 pg / ml et chloramphenicol 30p / disque.

4.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la Concentration
Minimale Microbicide (CMM)

Les CMI des huiles essentielles ont été déterminées par la méthode de microdilution sur
microplaques contre cing micro-organismes, recommandes par la Pharmacopée Européenne,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans et
Aspergillus brasiliensis. Les résultats de cette étude ont révélé que ces huiles essentielles
posseédent des propriétés antimicrobiennes intéressantes. Par conséquent, elles peuvent étre

utilisees comme une source potentielle d'actifs cosmétiques, particuliérement comme
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conservateurs cosmétiques. Les analyses antimicrobiennes ont révélé que les huiles

essentielles étaient plus efficaces contre les bactéries Gram-positives par rapport au Gram

négatif. Les valeurs CMI des huiles essentielles contre les bactéries et les champignons
variaient de 0.02 a 2% (Tableau 15).

Tableau 15. Détermination de la CMI des huiles essentielles étudiées

MIC*
HE Souches bactériennes Souches fongiques
S.aureus | E.coli | P.aeruginosa | C. albicans | A. brasiliensis

Origanum elongatum 0.03 0.03 0.5 0.02 0.02
Thymus broussonetii Th(7)° 0.02 0.03 1.0 0.02 0.02
Thymus broussonotii Th(3)° 0.02 0.125 2 ND ND
Thymus satureioides ° 0.06 1 2 0.06 0.125
Thymus zygis * 0.03 0.125 2 0.03 0.125
Thymus zygis ° 0.06 0.06 2 0.02 0.06
Satureja hochreutineri 0.02 1 - 0.125 -
Teucrium polium 0.125 - - ND -
Chloramphenicol 4.0 6.25 -
Streptomycin 4.0 8.00 32

*: % (v/v) pour les huiles essentielles et en pug/ml pour les antibiotiques ; -: pas d'activité; Contréle
négatif: les suspensions microbiennes plus le bouillon Mueller-Hinton pour les bactéries ou le bouillon
Sabouraud Dextrose pour les champignons, additionnés d'agar (0,15% p/v); a: plante cultivée; b:
plante sauvage; c: de la culture in vitro, génotype Th3 et Th7; ---: pas testé; MIC, concentration

minimale inhibitrice.

Figure 28. Essai de microdilution sur microplaque
pour la détermination de la CMI
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Les résultats illustrés dans le Tableau 16, montrent que 21 cases correspondent a un effet
bactéricide et fongicide des HE (cases en caractere gras), les autres correspondent a un effet
bactériostatique et fongistatique. Par conséquent, on peut constater que I’HE de T. zygis
sauvage a un effet completement microbicide sur les cinq microorgasimes étudiés par rapport

a la méme espéce cultivée et les autres HE.

Les valeurs des concentrations minimales bactéricides et fongicides, CMB et CMF ont varié
de 0.03 a 8% (Tableau 16). Origanum elongatum et Thymus broussonetii Th(7) ont donné les
valeurs des CMB et CMF, les plus intéressantes avec 0.03%. D’aprés les travaux antérieurs de
(Derwich et al., 2010; Canillac et Mourey, 2001), les substances antimicrobiennes sont
considérées comme des agents microbicides lorsque le rapport CMB ou CMF/CMI est
inférieur ou égal a 4. On parlera d’agents microbiostatiques quand le rapport CMB ou
CMF/CMI est supérieur a4.

Tableau 16. Détermination de la CMB et CMF des huiles essentielles étudiées

CMB et CMF* (%)
HE Souches bactériennes Souches fongiques
S.aureus | E.coli | P.aeruginosa | C. albicans | A. brasiliensis

Origanum elongatum 0.125 0.03 0.5 0.03 0.125
Thymus broussonetii Th(7)° 0.03 >1 8 0.03 0.06
Thymus broussonotii Th(3)° 0.06 0.125 >8 ND ND
Thymus satureioides ° 0.06 1 >8 0.125 0.125
Thymus zygis * 0.25 0.25 8 0.125 0.125
Thymus zygis ° 0.06 0.06 8 0.06 0.06
Satureja hochreutineri 0.25 >1 - 0.5 -
Teucrium polium >4 - - ND -
Chloramphenicol 4.0 25 - - -
Streptomycin 4.0 64 32

*: % v/v pour les huiles essentielles et en pg/ml pour les antibiotiques ; -: pas d'activité; a: plante
cultivée; b: plante sauvage; c: de la culture in vitro; ---: pas testé ; ND : n’est pas évaluer ; CMB et
CMF, concentration minimale bactericide ou fongicide.
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5. Formulation cosmétique et étude de stabilité
5.1. Formulation cosmétique

Afin de garantir la qualité d'un produit cosmétique et la sécurité du consommateur, il est
nécessaire de réaliser régulierement des contrdles microbiologiques de chaque lot de produit
fini avant la commercialisation. Ces controles incluent généralement une détermination du
nombre de germes dans le produit et le contrble de sa conservation (test de I'efficacité de la
conservation). Afin d’évaluer l'efficacit¢ de la conservation de nos extraits, nous avons

formulée une base de créme a base de la cire d’abeille et de 1’huile végétale d’amande

(Tableau 17).

Table 17. Composition et pH de la formulation étudiée par le biais du challenge test

Créme Proportion (%)
Phase huileuse Cire d’abeille 22.0
Huile d’amande 49.2
Tween 80 0.80
Phase aqueuse Water g.s 100
pH de la creme 5.6

5.2. Test de Stabilité
5.2.1. Stabilité physico-chimique et organoleptique

L'évaluation du pH est importante pour vérifier la stabilité d'une formulation. Nos résultats
indiquent que les pH des formules, compris entre 5-6 sont voisins de celui de la peau humaine
qui est typiquement compris entre 4,5 a 6,0 et le pH 5,5 est considéré comme un pH moyen de
la peau. Par conséquent, la formulation destinée a étre appliquée a la peau devrait avoir un pH
proche de cette gamme. Dans cette étude, I'effet de l'extrait testé et de I'huile essentielle sur
les caracteres organoleptiques de la créme pendant la période d'essai a été surveillée sur la
couleur, lI'odeur et la texture. La stabilité organoleptique de la creme qui a été formulée au
laboratoire au cours du temps est notable. En effet, il n'y avait aucun changement dans

I’apparence des cremes formulées telles que, la couleur "blanche™ pour la formulation de
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I’huile essentielle et "marron” pour la créme formulée avec 1’extrait de S. vulgaris, ni dans

I’odeur et la séparation des phases de la creme pendant 28 jours (Figure 29).

Figure 29. Créme contenant I’extrait de S. vulgaris
(Photo : S. Boukhira, Laboratoire Toxico-Pharmacologie, INPMA)

5.2.2. Stabilité microbiologique

Un produit cosmétique doit avoir une qualité microbiologique contrdlée de la phase de
fabrication jusqu’a la derniére dose délivrée a 1’utilisateur dans des conditions normales
d’application pour assurer I’innocuité et la conservation des caractéres organoleptiques du
produit. La stabilité in vitro de la créme formulée a été étudiée a différentes températures de
37+£2°C,25+2°Cet4+2°C. Le contrdle microbiologique réalisé sur la creme conservee
avec S. vulgaris indique une bonne qualité de la créeme. En effet, le dénombrement de
bactéries et des champignons ne dépassait pas 3 Log CFU/g a différentes températures de
stockage 4°C, 25°C et 37°C, ceci est en accord avec les recommendations cosmétiques
(SCCP, 2006) (Tableau 18). Ainsi, on note 1’absence des microorganismes pathogenes
suivants: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida

albicans et Aspergillus niger.

Tableau 18. Charge microbienne de la creme a base de S. vulgaris a 20%

Etapes Durée de
stockage Nombre de microorganismes Log CFU/g
Jours Bactéries Levures et moisissures
I 0 2.65 0
4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C
1 5 2 2 2 0 0 0
1"l 14 2 2.3 2.6 0 0 0
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6. Analyse des challenges test

La sécurité microbiologique des produits cosmétiques présente un intérét tres important pour
les industries, en raison de la contamination microbiologique qui peut provoquer de grands
changements sur la composition de ces produits. Les agents conservateurs sont ajoutés dans
les produits pour prévenir 1’altération microbiologique, prolonger la date d’expiration du
produit et protéger le consommateur contre les infections. Dans cette étude trois extraits
naturels dont I’extrait hydroéthanolique et deux huiles essentielles sont choisis pour évaluer
leurs capacités a conserver le produit cosmétique formulé et ceci sur la base des résultats des

activités antimicrobiennes obtenus. Notre choix a porté sur:

= [’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris
»  L’huile essentielle d'Origanum elongatum

» L’huile essentielle de Thymus broussonetii

Les critéres d'évaluation de I'efficacité antimicrobienne et d'acceptation de la Pharmacopée
Européenne (EP, 2005), sont présentés dans le Tableau 6 (Partie II), en terme de réduction

logarithmique du nombre des microorganismes viables par rapport a la valeur de 1’inoculum.

Pour les formulations destinées a une application locale, les criteres A expriment I'efficacité
recommandée a atteindre. Lorsque ces criteres A ne peuvent étre satisfaits, et dans des cas
justifiés, par exemple une augmentation du risque de réactions indésirables, des critéres
minimums dits criteres B doivent étre remplis. Le challenge test est effectué sur les dix

formulations suivantes:

e Créme + extrait de S. vulgaris aux concentrations 2%, 5%, 10% et 20%

= Créme + huile essentielle d'Origanum elongatum aux concentrations 0.5% et 2%
= Créme + huile essentielle de Thymus broussonetii aux concentrations 1% et 2%

= Créme + Phénoxyéthanol a 1%

= Créme témoin (créme neutre)
6.1. Effet conservateur de I’extrait de S. vulgaris incorporé dans la créeme formulée

La Figure 30, résume les essais d’incorporation de I’extrait de S. vulgaris a différentes
concentrations 2%, 5%, 10% et 20% afin d’évaluer 1’efficacité antimicrobienne de 1’extrait
dans la créme. Ce test a été réalisé selon la procédure standard proposée par la Pharmacopée
Européenne, en utilisant des souches de référence: Staphylococcus aureus ATCC 29213,




Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans
ATCC 10231 et Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. Les résultats du challenge test ont
démontré que I'extrait de S. vulgaris a 10% et 20% (p/p), incorporé dans la creme réduisait les
inoculations bactériennes avec un facteur de plus de 3 Log apres 7 jours de conservation et
permettait aussi une conservation similaire pendant 28 jours a celle de conservateur

synthétique le phénoxyéthanol 1% (critere A de la Pharmacopée Européenne).

En ce qui concerne la souche de levure et de champignon, a la concentration 10% et 20%
d'extrait, I’inoculum est réduit d’un facteur de 2 Log dés le 14°me jour sans augmentation au
28°™ jour, ce qui satisfait le critére A. Les résultats obtenus avec I’extrait montrent aussi que
les formulations répondent aux criteres A contre P. aeruginosa, dés la concentration de 2%
d’extrait, avec un effet bactéricide permanent qui est atteint lors du premier jour d'inoculation
par rapport aux huiles essentielles; tandis que le contrble négatif (creme sans conservateur)
s'est avéré un bon substrat pour la multiplication des bactéries a Gram négatif et Gram positif

au 28°™ jour.

Les travaux d’Ostrosky et al. (2011), ont montré que I’extrait de Rubus rosaefolius a la
concentration de 0.2%, présente des propriétés conservatrices de leurs formulations (émulsion
et gel), contre les bactéries et C. albicans, par contre il est inefficace sur Aspergillus
brasiliensis. En revanche, en comparaison avec nos travaux la créme conservée avec 1’extrait
de S. vulgaris a montré une action antibactérienne et antifongique intéressante contre ce

champignon qui satisfait le critéere A de la Pharmacopée Européenne.

L’extrait de S. vulgaris a présenté une grande activité antibactérienne contre toutes les
bactéries testées avec un effet bactéricide contre P. aureginosa a partir de la concentration de
2% en comparaison au Phénoxyéthanol 1%. Cette activité pourrait étre due a la présence des
flavonoides comme 1’épicatéchine, lutéoline et 1’apigénine, des acides phénoliques comme
I’acide p-coumarique et I’acide caféique, des tanins catéchiques, des coumarines et des
saponosides. Le spectre d’activit¢é du phénoxyéthanol est trés large, mais il est
particulierement efficace vis-a-vis des bactéries a Gram négatif, dont Pseudomonas
aeruginosa (Kabara, 1984; CIR, 1990). Des études ont identifié le site d'action bactéricide du
phénoxyéthanol, comme étant la membrane cellulaire, ou il provoque une augmentation de la

perméabilité aux ions potassium (Fitzgerald et al., 1992).

Selon des études antérieures, les polyphénols et les flavonoides ont suscité un intérét

considérable en raison de leur large spectre et de la diversité de leurs effets biologiques
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(antimicrobien, antioxydant, anti-inflammatoire, vasorelaxant, antiviral, anticancéreux,
antimutagene) (Guo, 2011; Maimoona, 2011). En effet, les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries comme par exemple S. aureus (Babayi
et al., 2004), E. coli (Ulanowska et al., 2006). Les acides phénoliques possédent des activités
antivirale, antibactérienne et antifongique (Moreno et al., 2006; Brantner et al., 1996). Par
ailleurs, les tanins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la
croissance des bactéries responsables de différentes infections chez 1’homme: Escherichia

coli et S.aureus (Leitao et al., 2005; Sivakumaran, 2004; Latte et Kolodziej, 2001).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi
les hypotheses avancées, il y a: I’inhibition de la synthése d'acide nucléique, I’altération des
fonctions de la membrane cytoplasmique, I’équestration de substrats nécessaires a la
croissance microbienne et ’inhibition du métabolisme énergétique microbien (Harrar, 2012;
Jungkind, 1995). L’efficacité optimale de 1’extrait peut ne pas étre due a un compose
majoritaire, mais plutdt a une action synergique de différents composeés (Essawi et Srour,
2000).

Oludemi et al. (2017) rapportent que les acides phénoliques comme par exemple les acides
hydroxycinnamiques et leurs dérivés présentent des activités antimicrobiennes, antioxydantes,
anti-collagénase, anti-inflammatoires et anti-tyrosinase, ainsi que des effets protecteurs
ultraviolets (UV), ce qui suggere qu’ils peuvent étre exploités comme agents anti-age, anti-
inflammatoire, et conservateur. L’analyse HPLC de notre extrait de S. vulgaris montre la

présence de deux acides hydroxycinnamiques, 1’acide p-coumarique et 1’acide caféique.

L’acide p-coumarique est un acide phénolique dérivé de l'acide cinnamique synthétisé
principalement & partir de la tyrosine et la phénylalanine. C’est un précurseur majeur dans la
synthése d’autres acides phénoliques, tels que les acides caféique, chlorogénique,
rosmarinique et ferulique. Les études sur I’acide p-coumarique et ses formes conjuguées ont
révelé des propriétés antimicrobienne, antioxydante et anti-inflammatoire (Pei et al., 2016).
De plus, I’acide caféique est 1’un des acides phénoliques les plus courants et possede des
propriétés médicinales telles que antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires,

antitumorales et antidiabétiques (Heleno et al., 2015; Yang et al., 2013).

Une autre étude a évalué les activités antioxydantes et antimicrobiennes des dérivés
synthétisés des acides p-coumarique et caféique (Georgiev et al., 2013). Tous les composés

testés ont montré une activité antioxydante a piéger les radicaux DPPH, ainsi que la capacité a
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inhiber la peroxydation lipidique. Ainsi, ces composés ont montré une activité antibactérienne
contre Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes. Les propriétés biologiques
multiples présentées par ces composés montrent qu'ils devraient étre étudiés plus qu’au
paravant comme ingrédients cosmétiques. En effet, la présence de ces deux acides
phénoliques dans notre extrait hydroéthanolique de S. vulgaris jouent un rdle tres important

dans la propriété conservatrice de I’extrait incorporé dans la formulation de créme.

Le mécanisme de I’effet antimicrobien des acides phénoliques, tels que les acides caféiques et
leurs dérivés peut étre expliqué par la perturbation de la membrane cellulaire bactérienne et
fongique, ce qui permet la fuite du contenu de la membrane cytoplasmique et enfin la mort
cellulaire (Teodoro et al., 2015). D’autres travaux ont indique le potentiel anti-Candida des
acides hydroxycinnamiques tels que I’acide caféique et 1’acide p-coumarique (acide 4-
hydroxycinnamique) (Martins et al., 2015). Ces auteurs ont signalé que le mécanisme d’action

est lié a leur capacité a perturber la membrane cellulaire des champignons.
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Figure 30. Réduction du Log CFU/g suite a I’incorporation de 1’extrait de S. vulgaris dans la
creme, mesurée lors du challenge test pour chacune des souches bactériennes et fongiques: (a)
S. aureus, (b) E. coli, (c) P. aeruginosa, (d) C. albicans et (e) A. brasiliensis: SV 2%: Creme a
base de S. vulgaris a 2% (w/w); SV 5%: Créme & base de S. vulgaris a 5% (w/w); SV 10%:
Creme a base de S. vulgaris a 10% (w/w); SV 20%: Créme a base de S. vulgaris a 20% (w/w)
PH 1%: Creme avec phénoxyéthanol 1%; Contrdle: base de creme neutre sans conservateur.
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6.2. Pouvoir conservateur des HE incorporées dans la creme formulée
6.2.1. Huile essentielle d'Origanum elongatum

L’objectif de cette partie est d’évaluer 1’efficacité conservatrice de I’huile essentielle
d’Origanum elongatum dans une creme par le biais du challenge test. La partie aérienne d’O.
elongatum a été hydrodistillée et I’huile essentielle a été analysée par GC-MS. En outre, un
challenge test a ét¢ effectué sur la créme contenant 1’huile essentielle aux concentrations 0.5%

et 2% (v/p) contre cing microorganismes de référence.

Les résultats du challenge test de la creme contenant I’huile essentielle d'O. elongatum, ont
démontré que I’effet de conservation était efficace a une concentration de 2% d’HE dans la
formulation, satisfaisant le critere A de la Pharmacopée Européenne contre S. aureus, E. coli
et A. brasiliensis. Ainsi, I’huile essentielle a la concentration de 0.5%, réduisait 1’inoculum
microbien en satisfaisant le critere B contre A. brasiliensis avec une réduction de 1 Log.
Cependant, I’huile essentielle était inefficace contre P. aeruginosa qui présentait une
réduction de 1.85 Log dans les 14 jours du challenge sans augmentation jusqu’au 28°™ jour
dans le challenge test. Les mesures concernant C. albicans montrent que la formulation ne
permet pas une réduction suffisamment importante de ces micro-organismes apres 14 jours de

conservation pour étre conforme a la réglementation (Figure 31).

Nous observons par ailleurs que la souche bactérienne qui se montre la plus résistante dans
nos essais est P. aeruginosa. En effet, la complexité de la structure des membranes cellulaires
des bactéries a Gram négatif les rend plus résistantes que celles a Gram positif et souvent
difficiles a combattre. Nous savons néanmoins que cette bactérie, est résistante dans les
produits cosmétiques et qu’il est fréquent que les nouveaux conservateurs soient moins actifs

contre celui-ci (FIP, 1980; Anelich et Korsten, 1996).

Ce résultat peut surprendre car I’huile essentielle d’O. elongatum s’est montré trés active sur
P. aeruginosa et C. albicans lors des tests microbiologiques avec une CMI de 0.5% et 0.02%
respectivement. Les différences observees entre les résultats obtenus lors des essais
antimicrobiens de I’huile essentielle et les challenge test peuvent étre dues aux différences de

conditions opératoires entre les essais.

Les interactions entre les tensioactifs et les nombreuses molécules présentes au sein des
formules cosmétiques peuvent avoir un fort impact sur I’activité antimicrobienne des

conservateurs évalués dans la creme formulée (Fernandez et al., 2012). Les tensioactifs non-
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ioniques sont généralement utilisés en tant qu’agents solubilisants et émulsifiants. Leur
potentiel antimicrobien dépend souvent de leur concentration. En effet, en deca de leur
Concentration Micellaire Critique (CMC), ils peuvent exercer une activité contre les
microorganismes, alors qu’au-dela de cette valeur, ils risquent d’inhiber I’activité biocide, les
agents antimicrobiens se retrouvant en partie encapsulés dans les micelles de tensioactifs
(Kabara et al., 2006; Glover et al., 1999; Cozzoli, 1996). En effet, le faible effet antimicrobien
de I’HE contre ces deux souches dans la créme peut étre dii a I’effet antagoniste du tensioactif
non ionique Tween-80. D’autre part, nous remarquons que le contréle positif composé de la
creme conservee avec le conservateur chimique "Phénoxyéthanol a 1%", satisfait le critere A

de la Pharmacopée Européenne pour les cing souches bactériennes et fongiques.

Les résultats de I’analyse de composés chimiques contenus dans I’huile essentielle d’O.
elongatum par la chromatographie en phase gazeuse couplé au spectrophotomeétre de masse
GC-MS ont montré la dominance du carvacrol (63.06%), suivi de deux hydrocarbures
monoterpénes: y-terpinéne (15.99%) et p-cyméne (9.51%). D’aprés certains auteurs, la
combinaison du carvacrol et le thymol, induit un effet additif contre P. aeruginosa et S.
aureus (Nazer et al., 2005; Lambert et Skandamis, 2001). En outre, les travaux de Ultee et al.
(2000) ont noté un effet de synergie entre le carvacrol et son précurseur le p-cymeéne, lequel
malgré sa faible activité antibactérienne, induisant un gonflemment de la membrane cellulaire
plus que le carvacrol seul ne le fait. En 2002, le méme auteur principal approfondit le
mécanisme d’action du carvacrol et a démontré que ce composé pénetre dans la bicouche
lipidique et se positionne entre les chaines d’acide gras. Cette déformation structurelle

augmente donc la fluidité membranaire affectant ainsi sa perméabilité.

Les bactéries exposées a cette molécule présentent une diminution de I’ATP intracellulaire et
une diminution du potentiel membranaire (Yann-Olivier, 2015). La diminution de I’ATP
intracellulaire est due en réalité a la fuite de protons, provoqués par le carvacrol qui induit la
chute de la force protomotrice et donc la synthése de I’ATP (Ultee et al., 2002). Il est aussi
possible que le p-cymene contenu dans I’HE d’O. elongatum facilite 1’entrée du carvacrol

dans la cellule.
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Figure 31. Réduction du Log CFU/g, mesurée lors du challenge test pour chacune des
souches microbiennes, suite & [I’utilisation de I'HE d'Origanum elongatum comme
conservateur : (a) S. aureus, (b) P. aeruginosa, (c) E. coli, (d) C. albicans, (e) A. brasiliensis;
OR 0.5%: creme avec 0.5% de I’HE d'Origanum elongatum, OR 2%: créeme avec 2% de I’'HE
d'Origanum elongatum, PhE 1%: creme avec 1% de phénoxyéthanol; Contr6le: base de créme
neutre sans conservateur.
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6.2.2. Huile essentielle de Thymus broussonetii

Les résultats du challenge test ont clairement démontré que I’huile essentielle de la plante
endémique Marocaine Thymus broussonetii Boiss., incorporée dans la creme formulée a une
concentration de 2% (v/p), réduisait I’inoculum microbien en satisfaisant le critéere A de la
Pharmacopée Européenne contre S. aureus, E. coli et A. brasiliensis, avec une réduction de
plus de 3 Log de S. aureus et E. coli dans les 7 jours du challenge sans augmentation jusqu’au
28°me jour. Ensuite, nous notons une réduction de 2 Log de A. brasiliensis dans les 14 jours du
challenge sans augmentation jusqu’au 28°™ jour dans le challenge test. Ainsi, I’huile
essentielle aux concentrations de 1% et 2%, présente une conformité au critere B a 14 jours

contre A. brasiliensis et C. albicans respectivement (Figure 33).

L’activité est un peu moins marquée contre P. aeruginosa puisque la réduction n’est pas
suffisante a 14 jours pour respecter le critere B. En fait, cette bactérie posséde une résistance
intrinséque aux agents biocides, en relation avec la nature de sa membrane externe. Cette
derniére est composée de lipopolysaccharides qui forment une barriére imperméable aux
composés hydrophobes. En présence d’agents perméabilisant de la membrane externe, des

substances inactives contre P. aeruginosa deviennent actives (Mann et al., 2000).

Les agents chélatants ont la capacité d’augmenter ’efficacité antimicrobienne contre les
bactéries a Gram négatif. Ils sont particulierement efficaces contre Pseudomonas aeruginosa
et Pseudomonas fluorescens. Les agents chélatants utilisés en industrie cosmétique sont, par
exemple, ’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique), le calcium disodium EDTA,
I’acide citrique, le citrate de sodium, le citrate de potassium, le trisodium phosphate.
Différents travaux ont montré le potentiel de ’EDTA pour avoir un effet synergique avec des
conservateurs naturels tels que des huiles essentielles ou des extraits végétaux (Lambert et al.,
2004; Xie et al., 2003; Alzoreky et al., 2003; Nastro et al., 2002; Kabara et al., 1996). En
effet, nous proposons d’ajouter des agents chélatants naturels dans notre créme pour

augmenter 1’efficacité antimicrobienne contre P. aeruginosa Gram negatif.

Les résultats de 1’analyse de composés chimiques contenus dans I’huile essentielle de T.
broussonetii par la chromatographie en phase gazeuse couplé au spectrophotomeétre de masse
GC/MS, ont montré la dominance du thymol (63.09%), du p-cyméne (11%) et de y-terpinéne
(8.99%), comme composants principaux. L’importante bioactivité de 1’huile essentielle est
probablememnt en relation avec sa teneur élevée en thymol. Dorman et al., (2000), ont

démontré que le thymol est le compose qui possede le plus large spectre d’activité
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antibactérienne contre 25 genres de bactéries testées. Le mode d’action de certaines molécules
antibactériennes a été décrit dans la littérature. En effet, le thymol semble capable
d’augmenter la perméabilité membranaire (Lambert et al., 2001), en détruisant la membrane
externe des bactéries. En plus, il augmenterait la perméabilité de la membrane plasmique aux
métabolites cellulaires (Helander et al., 1998). D’autres travaux ont suggéré aussi que ce
composé volatil est responsable de I’inactivation d’enzymes, y compris ceux impliquées dans

la production d’énergie et la synthése des constituants de structure (Trombetta et al., 2005).

Manou et al., (1998), ont rapporté que I’HE de Thymus vulgaris a chemotype thymol a la
concentration 3%, présente des propriétés conservatrices contre S. aureus, P. aeruginosa, E.
coli et C. albicans par rapport a Aspergillus niger. D’aprés nos travaux la créme conservée
avec ’HE de Thymus broussonetii a la concentration de 2%, a montré une action
antibactérienne contre S. aureus et E. coli et une action antifongique intéressante contre A.

brasiliensis et C. albicans.

Figure 32. lllustration de quelques résultats obtenus pour le challenge

test d’une HE vis-a-vis de S. aureus
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Figure 33. Réduction du Log CFU/g mesurée lors du challenge test pour chacune des souches

microbiennes, suite a 'utilisation de ’'HE de Thymus broussonetii comme conservateur : (a)

S. aureus, (b) P. aeruginosa, (c) E. coli. (d) C. albicans, (e) A. brasiliensis; TB 1%: créme
avec 1% de I’HE de T. broussonetii, TB 2%: créme avec 2% de I’HE de T. broussonetii, PhE

1%: créme avec 1% de phénoxyéthanol; Contrdle: base de creme neutre sans conservateur.
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Conclusion

Le développement de conservateurs naturels fournit un moyen de substitution des
conservateurs de synthése par des extraits végétaux dans les produits pharmaceutiques et
cosmétiques. Le but de cette étude est d’évaluer ’efficacité de 1’extrait de Silene vulgaris et
des HE en tant que conservateurs naturels dans la creme formulée. L'activité antimicrobienne
de l'extrait de S. vulgaris a été testée pour la détermination de la concentration minimale
inhibitrice. Ainsi la stabilité in vitro de la créme formulée a été étudiée a différentes
températures de 4 °C, 25 °C et 37 °C. En outre, un challenge test a été realisé sur la creme
contenant I’extrait de S. vulgaris a différentes concentrations 2%, 5%, 10% et 20% afin
d’évaluer I’efficacité conservatrice de I’extrait. Ce test a été réalisé selon la procédure
standard proposée par la Pharmacopée Européenne, en utilisant des souches de référence:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231 et Aspergillus brasiliensis ATCC
16404.

Les concentrations minimales inhibitrices de 1’extrait de S. vulgaris sur les cing souches
varient entre 0.31-10 %. En effet, ’extrait montre une bonne activité vis-a-vis de P.
aeruginosa avec une concentration minimale inhibitrice de 0.31%. Les études phytochimiques
de I’extrait de S. vulgaris ont montré la présence des composés phénoliques, essentiellement,
les flavonoides (apigénine, épicatéchine et lutéoline), les tanins, les acides phénoliques (acide

p-coumarique et acide caféique), les coumarines et les saponosides.

La stabilité physico-chimique et organoleptique de la creme formulée avec ’extrait de S.
vulgaris s’est montrée au cours du temps stable. En effet, le controle microbiologique réalisé
sur la creme conservée avec S. vulgaris indique une bonne qualité de la creme. De plus, le
dénombrement des bactéries et des champignons ne dépassait pas 3 Log CFU/g a différentes
températures de stockage 4°C, 25°C et 37°C.

Les résultats du challenge test ont démontré que 1’extrait de S. vulgaris a 10% et 20% (p/p)
incorporé dans la créme, réduisait les inoculations bactériennes et fongiques, selon le critéere A
de cette pharmacopée, avec une conservation similaire pendant 28 jours par rapport au
conservateur synthétique (le phénoxyéthanol). Notre étude indique que 1’extrait de S. vulgaris
posséde un pouvoir antimicrobien important et pourrait étre considéré comme un

conservateur naturel alternatif pour les formulations cosmétiques.
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Les résultats de 1’analyse de composés chimiques contenus dans les huiles essentielles d’O.
elongatum et T. broussonetii par la GC/MS, ont montré la dominance de thymol pour I’'HE de
T. broussonetti et la carvacrol dans I’HE d’O. elongatum. Les analyses antimicrobiennes des
HE ont révélé que les huiles essentielles étudiées étaient plus efficaces contre les bactéries
Gram-positives par rapport aux Gram négatifs, les CMI des HE contre les bactéries et les

champignons étaient de 0,02 & 2%.

Nos résultats de challenge test pour les HE avec les bactéries (S. aureus, E. coli) et A.
brasiliensis dans la formulation de creme, indiquent que les deux huiles essentielles testées de
T. broussonetti et O. elongatum a 2% présentent une activité conservatrice intéressante sur ces
microorganismes en satisfaisant le critere A de la Pharmacopée Européenne. De plus, I’HE de
T. broussonetti a 2% présente une conformité aux criteres B a 14 jours contre C. albicans par
rapport a I’HE d’O. elongatum. Cependant, les deux huiles essentielles O. elongatum et T.
broussonetti étaient inefficaces contre P. aeruginosa qui présentait une réduction de 1.85 Log
et 1.89 Log respectivement, dans les 14 jours du challenge sans augmentation jusqu'au 28°™

jour dans le challenge test.

Plusieurs études ont démontré ’activité antimicrobienne et antifongique de certaines familles
de molécules que 1’on retrouve en particulier dans les huiles essentielles, soit des molécules
volatiles. Néanmoins, leur utilisation en tant que conservateur dans un produit cosmétique
peut se montrer problématique si on augmente la concentration de ces HE dans le produit
cosmétique. En effet, leur odeur marquée est parfois rédhibitoire pour une utilisation
cosmétique, et la présence d’allergenes, sources de réactions cutanées, voire d’allergies de
contact, souvent limitante. Aussi nous a-t-il semblé judicieux de concentrer nos travaux de
recherche sur le potentiel antimicrobien d’extraits dont les familles de molécules non volatiles
responsables de 1’activité antimicrobienne auront été établies au préalable et de travailler a la
formulation de ces extraits végétaux en tant que conservateur cosmetique. En effet, le peu
d’études portant sur I’activité antimicrobienne d’extraits végetaux ne sont pas suffisamment

approfondies pour proposer un conservateur efficace.
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CHAPITRE III

ACTIVITE ANTIOXYDANTE DE L'EXTRAIT DE
SILENE VULGARIS ET DES HUILES
ESSENTIELLES
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Introduction

Les produits cosmétiques tout comme les médicaments peuvent entrainer des effets
indésirables et des réactions cutanées. Afin de répondre aux problemes de santé liés a leurs
effets indésirables, la deuxieme approche de cette étude consiste a développer de potentiels
conservateurs antimicrobiens avec des actions antioxydante, anti-inflammatoire et
analgésique. Dans ce chapitre, ’activité antioxydante in vitro a été évaluée par six techniques a
savoir: le test au DPPH, la technique de décoloration du radical cation ABTS, la mesure du
pouvoir réducteur du fer FRAP, le blanchissement au p-carotene, la méthode de piégeage du
radical hydroxyle HRSA et la méthode du dommage de I’ADN. Jusqu’a présent, il n’y a pas
de méthode simple et universelle par laquelle D’activité antioxydante est évaluee
qualitativement et quantitativement (Prior et al., 2005). Pour cette raison, nous avons pensé

utile d’évaluer 1’activité antioxydante en utilisant six techniques complémentaires.
1. Etude de I’activité antioxydante de ’extrait de S. vulgaris

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de I’extrait de S. vulgaris a été réalisée par cing
techniques chimiques a savoir: la méthode ABTS, la réduction de fer, le piégeage du radical
libre DPPH, le piégeage du radical hydroxyle et la méthode du dommage de I’ADN qui a été

conduite pour évaluer le pouvoir de protection de I’extrait contre la dégradation de I’ ADN.
1.1. Activité piégeur du radical cation ABTS®"

La capacité de piégeage du radical cationique ABTS™ de I’extrait de S. vulgaris est
intéressante (28 UM TEAC/g d’extrait). Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a
stabiliser le radical cationique ABTS™ de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS+
incolore, par piegeage d’un proton par 1’antioxydant. Une comparaison est faite avec la
capacité du Trolox (analogue structural hydrosoluble de la vitamine E) & capturer ABTS™. La
capacité antioxydante, exprimée en équivalent Trolox (TEAC), correspond donc a la
concentration de Trolox ayant la méme activité que la substance a tester a une concentration
donnée. Les valeurs obtenues avec le radical ABTS sont plus importantes que celles du
radical DPPH et FRAP avec une IC50 de 2.05 mg/ml. Dans une étude réalisée par Dagdelen
et al., (2014), I’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique de S. vulgaris de Turquie, a été
testée par la méthode d’ABTS (6.4 mg TEAC/g). Les résultats de cette étude, ont montré que

I’extrait éthanolique posséde une activité antioxydante éleveée.
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1.2. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante de ’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris a été évaluée par son
pouvoir inhibitreur du DPPH dans une solution méthanolique. La substance de référence était
le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-chroman-2-carboxylique). La capacité de
piégeage du radical libre DPPH est 10 uM TEAC/g d’extrait. Le DPPH (1,1-Diphényl-2-
picrylhydrazyle) donne naissance a un radical possédant une couleur violette en solution
(maximum d’absorbance a une longueur d’onde de 517 nm) et virant au jaune lorsqu’il est
capturé par un antioxydant. En effet, son passage a la forme non radicalaire, aprés saturation
de ses couches électroniques s’accompagne de la disparition de la coloration violette. Ce
changement de coloration est suivi par spectrométrie a 517 nm (Koleva et al., 2002; Acuna et

al., 2002). La méthode est généralement standardisée par rapport au Trolox.

L’analyse HPLC de [I’extrait de S. vulgaris montre la présence de deux acides
hydroxycinnamiques, 1’acide p-coumarique et 1’acide caféique. D’aprés des études
antérieures, ces deux composés ont montré une activité antioxydante & piéger les radicaux
DPPH, ainsi que la capacité a inhiber la peroxydation lipidique (Georgiev et al., 2013). Ce qui
laisse penser que ces deux composants sont responsables en partie de I’activité antioxydante

de cet extrait.
1.3. Pouvoir réducteur du fer FRAP

C’est une analyse de I’activité antioxydante, qui est assez rapide, reproductible, et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe*
en fer ferreux Fe?*. D’ailleurs, la puissance de réduction est I'un des mécanismes antioxydants
(Karagozler et al., 2008). La capacité de réduction du fer FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma) pour I’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris est 10 uM TEAC/g d’extrait.

Comme son nom I’indique, cette technique a été développée pour mesurer la capacité du
plasma & réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe**). En effet, le Fe** participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. Le Fe** & un pH faible forme un
complexe avec la 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-triazine (TPTZ) de couleur bleue, qui a une
absorption maximale a 594 nm. Ainsi, la formation de ce complexe indiquera un pouvoir
réducteur et déterminera la capacité de I’extrait a sSe comporter comme un antioxydant. Les
valeurs sont obtenues par comparaison de 1’absorbance a 594 nm du mélange réactionnel

contenant ’extrait a tester avec celle d’un mélange réactionnel contenant une concentration
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connue en Fe?* (Pulido et al., 2000; Benzieet et Strain, 1996). L’action antioxydante des
polyphénols et flavonoides ne s’exerce pas seulement par 1’inhibition des radicaux libres,
mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation

d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives de 1’oxygéne (Cotelle,

2001; Halliwell, 1994).
1.4. Piégeage du radical hydroxyle (HRSA)

La méthode du piégeage du radical hydroxyle a pour but de mesurer la capacité des
antioxydants a inhiber I’oxydation du désoxyribose (Halliwell et al., 1987). L’extrait
hydroéthanolique de S. vulgaris, présente une activité trés intéressante a piéger les radicaux
hydroxyles avec un pourcentage d’inhibition de 84.33%. Le radical hydroxyle est le plus
connu par sa réactivité, sur les bio-macromolécules des cellules vivantes, et ces dommages
biologiques caractérisés par sa capacité a stimuler la peroxydation des lipides, qui se

produisent lors de 1’attaque des phospholipides membranaires (Sangita et priyanka, 2012).

La capacité a piéger le radical hydroxyle par les extraits des plantes est basée sur la réaction
de Fenton, en mesurant la génération du radical OH’, et son effet sur 1’oxydation et la

dégradation de molécules biologiques telles que le désoxyribose de I’ADN. Selon cette étude,
on peut dire que notre plante S. vulgaris peut étre considérée comme un bon piégeur de

radicaux hydroxyles.
2. Inhibition des dommages a ’ADN

Les dommages liés a un stress oxydant se traduisent par diverses altérations biochimiques
intracellulaires telles que 1’oxydation de I’ADN (Cooke et al., 2003; Marnett, 2000; Wiseman
et Halliwell, 1996), des protéines (Davies 2003; Refsgaard et al., 2000; Farber et al., 1990), la
pertubation de I’homeéostasie du calcium intracellulaire (Farber et al., 1990) ou encore la
peroxydation des lipides. Nos résultats sur les dommages de I’ADN de I’extrait de Silene

montrent un effet partiellement protecteur contre la fragmentation de I’ADN (Figure 34).
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1 2 3

Figure 34. Séparation par électrophorese sur gel d'agarose d’ADN endommagé induite par Cu
(1), acide ascorbique et effet de 1’extrait S. vulgaris. Les colonnes numérotées représentent
I’ADN seul (colonne 1), I’ADN exposé au Cu (I1) et a I’acide ascorbique (colonne 2), I’ADN
+ Cu (1), I’acide ascorbique + 100 pl d'extrait (colonne 3).

Les résultats obtenus dans les analyses phytochimiques et 1’essai d’identification des
composés phénoliques par la chromatographie liquide a haute performance (HPLC), nous a
permis de conclure que les composés polyphénoliques identifiés dans I’extrait de S. vulgaris,
sont responsables de 1’activité antioxydante et renforcent la capacité de cet extrait a céder un
proton pour réduire le DPPH, le radical cation ABTS, le radical hydroxyle OH et de libérer
un ¢lectron pour réduire le fer. En effet, Montoro et al. (2006) ont suggéré que 1’activité
antioxydante des extraits d’une plante est en corrélation directe avec leur composition en
polyphénols. Kang et al., (2003), ont montré aussi que les extraits végétaux, qui contiennent
des molécules polaires, montrent une activité antiradicalaire élevée. D’autres études ont
montré que les substances phénoliques, comme les flavonoides et les acides phénoliques, sont
considérablement plus antioxydants que la vitamine C et la vitamine E (Cao et al., 1997;
Vinson et al., 1995).

3. Activité antioxydante des huiles essentielles

L’activité antioxydante des huiles essentielles de Thymus broussonetti (Th7) et Origanum
elongatum a été évaluée par les tests DPPH, FRAP et B carotene. Les résultats sont exprimés

en IC50. La concentration inhibitrice a 50% ou IC50 est inversement lié¢ a la capacité
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antioxydante de 1’huile essentielle, car il exprime la quantité d’antioxydants nécessaire pour
diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus

I’activité antioxydante est grande (Pokorny et al., 2001).
3.1. Piégeage du radical libre DPPH

En comparant les IC50 des deux huiles essentielles testées par rapport a celles des standards,
BHT et Quercétine, nous avons remarqué une activité antioxydante élevée de I’huile
essentielle d’Origanum elongatum (OR) avec une IC50 de ’ordre de 64 + 0.08 pg/ml qui est
supérieure a celle de 1’ huile essentielle de Thymus broussonetii (TB7) dont 1’IC50 est de
I’ordre de 210 + 0.3 pg/ml (Figure 35).

Dans une étude réalisée sur trois espéces de thym sauvages et cultivés dont T. broussonetii, El
Bouzidi et al., (2013), ont déterminé 1’activité antioxydante de I’huile essentielle. Ce travail a
montré que I’'IC50 est de I’ordre de 132.23 + 3.09 pg/ml pour la plante sauvage et
145.83 £ 3.47 pg/mL pour la plante cultivée. Ces valeurs sont relativement élevées par
rapport & celles de notre huile essentielle. En effet, l'activité antioxydante des huiles
essentielles de plusieurs especes de Thymus a été rapportée précédemment (Tepe et al., 2005),
et cette activité a été attribuée principalement a leurs contenus en composants phénoliques, en
particulier le thymol et le carvacrol (Ruberto et Baratta, 2000). Malgré la teneur élevée du
thymol dans notre huile essentielle T. broussonetii, cependant I’absence du carvacrol peut

expliquer la faible activité antioxydante de cette derniére.
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Figure 35. Activité antioxydante des HE évaluées par la méthode DPPH
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3.2. Pouvoir réducteur du fer FRAP

L’huile essentielle d’O. elongatum (OR) a montré une activité antioxydante trés intéressante
avec une IC50 de I’ordre de 30 + 0.062 pg/ml par rapport a 1’huile essentielle de T.
broussonetti (TB7) avec une IC50 de I’ordre de 84 + 0,21 pg/ml (Figure 36). Dans une étude
antérieure, I’activité antioxydante de 1’huile essentielle de T. broussonetti cultivée et sauvage
a été testée par la méthode de FRAP (EI Bouzidi et al., 2013). Les résultats obtenus ont
montré que I’huile essentielle de cette espéce possede une activité antioxydante importante en

comparaison avec notre plante T. broussonetti provenant de la culture in vitro.

90 -+
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

10 -
0 - i

1C50 (pug/ml)

TB7 OR BHT QUERCETINE

Figure 36. Activité antioxydante des HE évaluées par la méthode de FRAP
3.3. Méthode de décoloration du pg-carotene

L’aptitude des huiles essentielles & inhiber la peroxydation des lipides a été évaluée par la
technique de décoloration du B-caroténe. En effet, toute substance chimique qui retarde ou
inhibe le blanchissement du B-caroténe peut étre considérée comme antioxydante (Liyana-
Pathirana et al., 2006). Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle d’O. elongatum
présente une activité antioxydante trés elevée avec une IC50 de 1’ordre de 41 + 0.08 pg/ml par
rapport a I’huile essentielle de T. broussonetti (IC50 est 145 + 0.1 pug/ml), mais cette activité
reste significativement inférieure a celle de la quercétine et du BHT qui sont utilises comme
témoins positifs. En effet, les HE, le BHT et la quercétine testés inhibent d’une manicre

efficace 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du -caroténe.
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Figure 37. Activité antioxydante des HE évaluées par la méthode de -caroténe

Conclusion

Le but de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait hydroéthanolique de
Silene vulgaris (Moench) Garcke et des HE. Six méthodes ont été utilisées pour évaluer
I’activité antioxydante & savoir: la méthode de réduction de radical libre DPPH, la technique
de décoloration du radical cation ABTS, la mesure du pouvoir réducteur du fer FRAP, la
méthode de décoloration du B-caroténe, la méthode de piégeage du radical hydroxyle HRSA
et I’effet protecteur des dommages de I’ADN. L’étude phytochimique a permis de mettre en
évidence I’existence de flavonoides, des acides phénoliques, de tanins, de saponines et les
coumarines. De plus, 1’extrait hydroéthanolique des feuilles de S. vulgaris contient une teneur
en polyphénols totaux estimée a 3.35 + 0.12 mg GAE /g (equivalent en acide gallique). La
capacité de piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer FRAP est intéressante 10
UM TEAC/g. La valeur obtenue par le radical ABTS est plus importante que celle du radical
DPPH et FRAP avec une capacité antioxydante de 28 uM TEAC/g d’extrait. L’extrait
présente aussi une activité trés interessante a piéger le radical hydroxyle avec un pourcentage
d’inhibition de I’ordre de 84.33%. Les résultats des dommages de I’ADN montrent un effet
partiellement protecteur contre la fragmentation de I’ADN. En outre, I’huile essentielle d’O.
elongatum présente une activité antioxydante trés élevée par les méthodes DPPH, FRAP et 3-
caroténe avec une IC50 de I’ordre de 64 + 0.08, 30 £ 0.062 et 41 + 0.08 pg/ml respectivement
par rapport a I’huile essentielle de T. broussonetti (IC50 est 210 £ 0.3, 84 + 0.21 et 145 £ 0.1

pg/ml).
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CHAPITRE IV

ACTIVITES ANTI-INFLAMMATOIRE,
ANALGESIQUE ET ETUDES TOXICOLOGIQUES
DE LA CREME DE SILENE VULGARIS
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Introduction

Plusieurs types d’effets indésirables peuvent étre dus a ’utilisation d’un produit cosmétique.
Il peut s’agir de phénomeénes d’irritation, d’intolérance ou d’allergic se manifestant dés
I’application d’un produit ou dans un délai relativement court, ou de toxicité s’évaluant a plus
long terme. Ainsi que les infections microbiennes causant souvent des réactions
inflammatoires et d’autres pathologies. En effet, la présente étude s’intéresse a 1’évaluation
des activités anti-inflammatoires et analgésiques d’une formulation de créme a base de Silene
vulgaris. Le choix de cette plante de la famille des caryophylaceae est basé sur une enquéte
ethnopharmacologique réalisée dans la région de Sefrou (Moyen Atlas-Maroc). L’activité
anti-inflammatoire de S. vulgaris formulée dans une base de creme, a été évaluée sur deux
modeles in vivo, I’inflammation aigué par I’cedéme induit par la carragénine et la méthode du
granuldme au pellet de coton pour I’inflammation subaigué¢ aux doses 10% et 20%. De plus,
L activité analgesique a été quant a elle, évaluée sur deux modeles in vivo de douleur, un

modele périphérique a I’acide acétique et la méthode de Plantar test (méthode de Hargreaves).

La réalisation d’une étude toxicologique est une étape substantielle afin de cerner tout effet
indésirable et de mieux comprendre les sites d’action des substances actives. En effet, la
toxicité aigué et subaigué, ont été étudiées selon les guidelines de ’OECD (Organisation for
Economic Cooperation and Developent). Le comportement et le poids des animaux ont été
observés aprés chaque traitement. Les parameétres biochimiques ont été mesurés. Ensuite,
nous avons réalisé le test OPl comme méthode alternative a I'expérimentation animale pour
I’évaluation du potentiel irritant des produits cosmétiques. De plus, le Patch test a été évalué
chez un groupe de volontaires pour déterminer 1’innocuité et la tolérance cutanée de notre

créme formulée a base de I’extrait de S. vulgaris.
1. Activité anti-inflammatoire
1.1. Méthode de I’cedéme induite par la carragénine

La créme de Silene vulgaris a 20% a montré une inhibition significative de ’cedéme de la
patte du rat induit a la suite de I’injection de la carragénine avec une efficacité maximale a 5h
et 6h et plus importante que le diclofenac (80.30, 85.71 et 65.52, 58.33%, respectivement)
(Tableau 19). En effet, I’injection de la carragénine provoque la libération de plusieurs
médiateurs chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire. Cette réponse

inflammatoire est biphasique dont la phase initiale, qui dure environ une heure, est due a la

129



libération de I’histamine et de la sérotonine, alors que la bradykinine est libérée au cours de la
deuxieme phase (1.5-3 heures), et la biosynthese des prostaglandines intervient au-dela de la
troisieme heure (Wantana et al., 2009). Ces médiateurs augmentent la perméabilité des
capillaires de la région. En conséquence, I’exsudat s’échappe de la circulation sanguine vers
I’espace interstitiel. Cet exsudat est la cause de 1’cedéme localisé, qui, a son tour, comprime
les terminaisons nerveuses et détermine ainsi une sensation de douleur (Rousselet et al., 2005;
Devulder et al., 2002). En tenant compte de ces indications, il a été proposé que I’effet
observé puisse étre di a la capacité de I’extrait S. vulgaris, a inhiber la synthése des

prostaglandines par la voie de la cyclooxygénase.

Tableau 19. Activité anti-inflammatoire in vivo de la creme formulée a partir de S. vulgaris

Temps apreés 1’injection de la carragénine
Groupes | Dose 3h 4 h 5h 6h
(%) | So San %1 | San %1 | Ssn %1 | Sen %I
Témoin - 2.62+0.06 | 286+£0.05 |- 2.88+£0.05 - 2.91+0.06 - 292+0.05 | -
Créme 10 2.83 £ 0.06%| 3.14+ 0.02***| 29.17 | 2.98 + 0.02 42,31 | 2,94 £0.02 62.07 | 298+0.04 | 50.0
20 2.44 £ 0.07 | 2.66 £ 0.08 10.71 | 2.56 + 0.06***| 56.04 | 2.50 £0.08***| 80.30 | 2.49 + 0.10*4 85.71
Diclofenac| 1 2.68+0.06 | 2.95+0.05 14.58 | 2.79 £ 0.07 56.73 | 2.78 £ 0.08 65.52 | 2.8+ 0.07 58.33

Les valeurs sont exprimées en moyenne = S.E.M., n = 9 pour chaque groupe.

™ p <0.001. S =

circonférence de I'eedéme (cm). % I = pourcentage d’inhibition de 1’cedéme de la substance d’essai.

1.2. Méthode de Granuléme au pellet de coton

Les effets de la créeme de S. vulgaris sur le granuldme au pellet de coton sont représentés sur
les tableaux 20, 21. Une réduction significative du granulébme du coton a été notée dans le
groupe traité avec la creme de S. vulgaris a 20% comparée au témoin (1.96 + 0.04, 2.59 £+ 0.2,
respectivement). Cette inhibition est dose-dépendante. En effet, les résultats du Tableau 20
montrent une réduction significative de la masse transudative du granuléme chez les animaux
traités au diclofénac a 1% et a la creme de S. vulgaris aux doses de 10% et 20%. Les valeurs
obtenues sont de 163.4 + 5.06 mg, 172.8 £ 19.53 mg et 159.25 £ 7.75 mg respectivement, par
rapport au témoin negatif qui est la base de créme sans extrait (193.75 + 6.93 mg). Cette

diminution témoigne d’une inhibition de la réaction inflammatoire. En effet, nos résultats
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montrent une inhibition de 1’inflammation induite chez le rat de 8.11% a la dose de 10% et de
24.23% a la dose de 20% alors que le produit de référence inhibe I’inflammation a 22.39 %.
La créeme de S. vulgaris et le diclofénac inhibent significativement 1I’inflammation par rapport
au témoin. Ce test fait intervenir la phase tardive et prolongée dominée par la prolifération des

fibroblastes.

La réaction granuldmateuse est caractérisee par la formation de cellules géantes
multinucléées, ou cellules géantes a corps étranger (Woodward, 1999; Tizard, 1996; Cotran et
al., 1994). Ces cellules proviennent d’une activation particuliére des macrophages qui
prennent une apparence épithélioide et qui fusionnent entre eux le plus souvent. Ainsi, les
pellets de coton implantés qui ont des propriétés antigéniques provoquent une réponse
inflammatoire ou les plasmocytes et lymphocytes prédominent (Woodward, 1999). La
formation du granuldme est due a la difficulté de dégradation et de digestion du pellet de
coton implanté par un macrophage. Des travaux antérieurs ont observes une accumulation de
plasmocytes aprés implantation sous cutanée de différents biomatériaux chez le rat (Van Luyn
etal., 2001).

Tableau 20. Effet anti-inflammatoire subaigué de la creme de S. vulgaris en utilisant le test

du granuldéme au pellet de coton

Groupes Dose | Poids frais du Poids sec du Poids transudatif | Poids du granuléme | 1G
(%) | granuléme (mg) | granuldme (mg) (mg) (mg/mg coton) (%)
Témoin - 265.5+10.17 71.75+£3.91 193.75+£6.93 259+0.2 -
Creme 10 240.4 +21.93 67.6 £ 2.69 172.8 +19.53 2.38+0.13 8.11
20 2185+ 7.7+ 59.25 + 0.84 159.25 + 7.75* 1.96 £ 0.04*= 24.23
Diclofenac 1 223,6 £ 7.82+ 60.2 £4.73 163.4 + 5.06* 201024 22.39

Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.E.M., n = 7, Significativement différent du contrdle,
* p<0.05, ** p<0.01. IG = Inhibition du Granuldme.

Le thymus constitue un organe lymphoide central dans la production du répertoire des
lymphocytes T. D’aprés le Tableau 21, nous notons que le poids du thymus n’a pa changé
pour la créme a base de S. vulgaris a 20% et le contr6le positif diclofénac 1% en comparaison
au témoin, par contre, le poids du thymus est réduit dans la créme de S. vulgaris a la dose

10%. De plus on note un gain au niveau du poids des animaux pour les trois groupes. Des
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études ont signalées que la croissance du poids du thymus et du poids corporel de 1’animal est
lié & une réponse immunitaire positive compte tenu de 1’importance fonctionnelle du thymus
pour la constitution d’un potentiel de défenses immunitaires efficaces et pour le
développement de la mémoire antigénique (Pederneraa et al., 2006; Theisen-Popp et Muller
Psddinghaus, 1994).

Tableau 21. Effet anti-inflammatoire subaigué de la créeme de Silene vulgaris sur le poids

corporel et le poids du thymus

Poids corporel (g)
Groups Dose | Initial Final Gain Poids du thymus sec (mg/100g)
Témoin - 287 £17.39 301.75+10.78 | 14.75 £ 6.62 51.62 = 3.07
Creme 10% | 207.5+£9.81 | 249.25+11.06 | 41.75+13.98 31.85+3.88
20% | 258.6 £16.77 | 279.6 £ 13.27 | 21.00+£5.8 54.49 + 2.38*
Diclofenac 1% | 204 +8.98 258.75+£191 |54.75+9.78 55.83 + 3.80*

Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.E.M., n =7, * p <0.05
2. Activité analgésique

L’activité analgésique a été évaluée sur deux modeles in vivo de douleur, un modele

périphérique a I’acide acétique et la méthode de Plantar test (méthode de Hargreaves).
2.1. Méthode périphérique de I’acide acétique

Les contractions abdominales induites par I’injection de 1’acide acétique ont été utilisées pour
évaluer I’effet analgésique de la créme a base de S. vulgaris aux doses 10% et 20%. La créme
a la dose de 20% a montré un effet analgésique au niveau des contractions abdominales
induites par 1’acide acétique qui est comparable a celui du diclofenac 1% avec des

pourcentages d’inhibition de la douleur de 48.2% et 53.6% respectivement (Tableau 22).

Les contractions induites par 1’injection i.p. de 1’acide acétique est une méthode utilisée pour
¢tudier I’effet analgésique périphérique d’une substance. La douleur provoquée par I’injection
de I’acide acétique est due a la libération de la sérotonine, de 1’histamine, de la bradykinine et
des prostaglandines (PGE2a, PGF2a). Ces médiateurs chimiques stimulent les neurones

nociceptifs périphériques et induisent 1’augmentation de la perméabilité vasculaire (Frederico
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et al., 2009; Wantana et al., 2009). La creme a base de S. vulgaris a inhibée les contractions
abdominales de maniére significative et dose-dépendante. Cet effet analgésique pourrait étre

lié a I’inhibition de la libération des médiateurs chimiques de la douleur.

Tableau 22. Effet analgésique de la créme de Silene vulgaris

Groupes Dose (%) Nombre de contorsions % Inhibition
Témoin - 68.5 + 5.04™ -
Créme S. vulgaris 10 37+3.32" 46.0
20 35.5 £ 177 48.2
Diclofenac 1 31.8+554"™ 53.6

Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.E.M., n = 6, *** p <0.001; ns : non significatif.
2.2. Plantar test

Ce test explore I’activité analgésique des substances et utilise un stimulus thermique qui
réside dans I’irradiation de la patte postérieure du rat. Le temps (en secondes) mis par
I’animal pour retirer sa patte du faisceau thermique émis par 1’appareil, est fonction de I’effet
analgésique d’une substance. L’appareil est muni d’une cellule photoélectrique qui arréte
automatiquement le chronometre dés que 1’animal retire sa patte. Les résultats montrent que la
créeme a base de S. vulgaris a la dose de 20%, posséde un effet analgésique qui est comparable
a celui du Diclofenac 1% (21.78 + 1.35 (p<0.01); 46.82 + 3.32 (p<0.01) respectivement).

Tableau 23. Effet analgésique de la créme S. vulgaris dans le Plantar test

Groupes Dose (%) Temps de latence (s)
Témoin - 14.84 £0.81™
Créme S. vulgaris 10 18.80 £ 0.7™
20 21.78 £1.35**
Diclofenac 1 46.82 + 3.32 **

Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.E.M.; n =5; ns : non significatif. ** p <0.01
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Pour qu’on puisse interpréter ces résultats, nous avons mené des études phytochimiques. En effet,
les criblages et I’analyse par HPLC ont montré la présence des flavonoides, des acides
phénoliques, des tanins catéchiques, des coumarines et des saponosides dans 1’extrait de S.
vulgaris. D’autres travaux antérieurs ont montré les effets anti-inflammatoire et analgésique
des flavonoides, des tanins, des saponosides et des triterpenes/stéroides (ELHamsas EL Youbi
et al., 2016; EL Mansouri et al., 2014; Akindele et al., 2007; Bose et al., 2007). La présence
de ces composés chimiques dans I’extrait de S. vulgaris, pourrait étre responsable de ces

propriétés pharmacologiques observées.

De plus, de nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéeme
immunitaire par inhibition de I’activité des enzymes, qui peuvent étre responsables des
inflammations, ils peuvent aussi moduler I’adhésion des monocytes durant 1’inflammation en
inhibant 1’expression des médiateurs inflammatoires (Gallego et al., 2007), d’autres

flavonoides sont capables d’inhiber I’histamine (Kim et al., 2004).

Les tanins sont des polyphénols hydrosolubles, qu’on divise en tanins hydrolysables, dérivés
de I’acide gallique combinés a des sucres, et en tanins dérivés de catéchol. Ils ont la propriété
de se fixer sur les protéines de la peau grace, en partie, a des liaisons hydrogenes. Cette action

se traduit par un resserrement des pores et un raffermissement de la peau.

Les tanins catéchiques ont, en outre, la propriété de diminuer la perméabilité capillaire ce qui
leur confere une activité anti-inflammatoire (Martini et Seiller, 2006). Des études sur I’acide
p-coumarique ont révélé des propriétés anti-inflammatoire, antioxydante et antimicrobienne
(Pei et al., 2016). De méme, I’acide caféique possede des propriétés médicinales telles que
antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Heleno et al., 2015; Yang et al.,
2013).

3. Etude Toxicologique

La toxicité aigué et la DL50 ont été étudiée jusqu’a 5000 mg/kg de poids corporel des rats par
voie locale et par voie orale selon les guidelines OECD. Concernant la toxicité subaigué, elle
a été évaluée sur des rats qui ont regu des doses uniques de 20% de I’extrait de S. vulgaris
formulée en creme pendant 28 jours. Le comportement et le poids des animaux ont éte
observés aprés chaque traitement. Les poids relatifs des organes et les parametres

biochimiques ont été mesurés.
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3.1. Etude de la toxicité aigué et DL50

Les tests de toxicité aigué servent a déterminer le danger éventuel que représente une
exposition ponctuelle & une substance chimique ou & un produit par voie orale, cutanée ou
respiratoire. La DL50 correspond a la dose d’une substance pouvant causer la mort de 50%

d’une population animale dans des conditions d’expérimentation précises.
3.1.1. Evolution du poids

L’application de la creme de S. vulgaris par voie topique a la dose de 20 % pendant 14 jours
n’a pas perturbé la croissance des rats (Figure 38). Ainsi, L’application topique de la creme a
la dose 20% n’est pas toxique par voie locale en une prise unique. De plus, I’administration de
I’extrait de S. vulgaris par voie orale aux doses de 2000 mg/kg et 5000 mg/kg pendant 14
jours n’a pas perturbé la croissance des animaux et ne présente aucun effet Iétal (Figure 39). Il
ressort que ’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris et la creme ne présentent aucun effet
létal, car aucune mortalité ou modification de 1’état général n’a été observée chez les rats
soumis au traitement par voie locale a la dose 20% et orale aux doses 2000 mg/kg et 5000

mg/kg en prise unique pendant 14 jours selon ’OCDE.

250 350
300 Jr T &
200
F :F 250 F }
& 150 200
g 3
8 100 & 150 —o— Control
a
—o— Base de creme 100 —&— 2000 mg/kg
>0 —— Créme SV 20% 50 5000 mg/kg
0 0
0 7 14 0 7 14
Jours Jours
Figure 38. Poids corporel des rats traités Figure 39. Poids corporel des rats
en application aigué avec la créeme de S. traités en administration unique avec

vulgaris I’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris
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3.1.2. Poids Relatifs des Organes

3.1.2.1. Par voie cutanée

Les poids relatifs des organes (reins, foie, et rate) préleves chez les rats a la fin du traitement

aigué n’ont pas significativement vari¢ (Tableau 24). Aucune toxicité gastrique n'a été mise

en évidence aprés observation macroscopique de 1’estomac.

Tableau 24. Effet de la créeme de S. vulgaris a 20% sur le poids relatif des organes (ROW)

Poids relatifs des organes (ROW) (g)

Groupes Dose (%) Poids (g) Foie Reins Rate
Base de créeme - 206 + 7.23 51.55+3.69™ |4.14 £0.14™ 252 + 0.21™
Creme S. vulgaris 20 184.67 £ 2.4 52.67+2.17™ |4.08+0.13™|2.66+0.11™

Valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 5), ns: non significatif.

3.1.2.2. Par voie orale

La toxicité aigué de I’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris par voie orale a été évaluée chez
le rat. En outre, I’extrait aux doses 2000 mg/kg et 5000 mg/kg de poids corporel n‘ont pas
produit de mortalité et aucun signe visible de toxicité selon I’OCDE n° 420. Les poids relatifs

des organes (reins, foie, et rate) prélevés chez les rats a la fin du traitement aigu n’ont pas

significativement varié (Tableau 25). Aucune toxicité gastrique n'a été mise en évidence apres

observation macroscopique de I’estomac.

Tableau 25. Effet de I’extrait de S. vulgaris sur le poids relatif des organes, n = 5.

Poids relatifs des organes (ROW) (Q)

Groupes Dose (mg/kg) Poids (g) Foie Reins Rate
Témoin - 250.33+32.6™ [35.27+1.94™ |3.46+0.08™(2.94+0.32"™
Extrait S. vulgaris 2000 298.61 +26.4™ | 36.65+556™|4.57+1.14™| 36+0.30"™

5000 295.13+26.43™(49.33+4.11™ |4.69+0.26™(2.49+0.17™

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (n = 5), ns: non significatif.
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3.1.3. Analyse des parametres biochimiques
3.1.3. 1. Par voie cutanée

Afin de s’assurer de la non toxicité de la dose 20% de I’extrait de S. vulgaris formulée en
créme, quelques parameétres biochimiques ont été analysés chez les rats traités a cette dose a la
fin de I’expérimentation (J14). L’application aigué de la creme ne provoque pas de variations
significatives des teneurs sériques en glucose, cholestérol total, tri-glycérides, protéines
totales, urée et créatinine. De plus, nos résultats n’ont pas montré de variation significative
des taux des transaminases AST et ALT et Phosphatase alcaline (AP) aprés une
administration unique, ce qui suggere dans ce cas que la créme n’est pas hépatotoxique
(Tableau 26).

Tableau 26. Evaluation des paramétres biochimiques apres ’application aigué de la creme de

S. vulgaris
Parameétres biochimiques Base de creme Créme de S. vulgaris 20%
Analyse hépatique
269.3+46.1 281.3+2.66 ™
AST (U/L)
ALT (U/L) 86.33 + 28.08 66.66 +2.33™
Phosphatase alcaline (PA) (U/L) 157.0 + 15.50 184.6+43.6™
Analyse Rénale
0.40 £ 0.04 0.41+£0.01 ™
Urée (U/L)
6.33 +£0.67 6.00 £ 0.00 ™

Créatinine (U/L)

Biochimie du sang
Protéines totales (g/l) 48.67 +2.33 55.67 £2.67 ™

Glucose (g/)

ns

Cholestérol (g/l) 130+0.18 1.04 +0.08 i
Triglycérides (g/l) 0.52£0.07 0.72 £0.01

0.64+0.10 0.41+0.04™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM; n = 3, AST; aspartate transminase, ALT; alanine

aminotransferase; Témoin : base de créme; ns: non significatif.
3.1.3. 2. Par voie orale

Nos résultats pour 1’extrait de S. vulgaris administé oralement a la dose de 2000 mg/kg n’ont
pas montre de variation significative des taux des transaminases AST et ALT et Phosphatase
alcaline (PA) aprés une administration unique, ce qui suggére que l’extrait n’est pas

hépatotoxique. Cependant, nous avons noté une différence non significative dans les fonctions
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hépatiques indiquées AST et ALT des rats traités en aigué a I’extrait hydroethanolique de S.
vulgaris a la dose 5000 mg/kg par rapport a la dose 2000 mg/kg et au témoin. En outre, les
valeurs des paramétres biochimiques relative aux fonctions rénales et du sang (urée,
créatinine, triglycérides, cholestérol et protéines totales) ne sont pas modifiées en
comparaison avec ceux du témoin, a I’exception de la créatinine qui s’est révélée 1égérement
élevée pour la dose 5000 mg/kg (Tableau 27). Il est connu que les dommages a 1’intégrité
structurale du foie se traduisent par une augmentation des enzymes hépatiques spécifiques
(AP, ALT et AST) dans le sérum, parce qu’ils sont des enzymes cytoplasmiques et qui sont
mis en circulation aprés des dommages cellulaires (Janbaz et Gilani, 1995; Venkateswaran et
al., 1995). Il est nécessaire de mentionner que ces transaminases jouent un rdle important dans
le métabolisme des acides aminés et en fournissant des intermédiaires nécessaires a la
néoglucogeneése (Hanley et al., 1986). On peut supposer que le niveau accru de I’AST et ALT
apres traitement par la dose 5000 mg/kg peut étre responsable des dommages aux tissus dans
le foie et les reins. Cela doit étre confirmé par des études histologiques dans laquelle la
morphologie tissulaire donne des informations sur le foie et les reins sachant que
I’observation macroscopique du foie et reins ne révele aucun signe de toxicité. En revanche,
la dose 2000 mg/kg n’entraine aucune perturbation du cholestérol, triglycérides, protéines
totales et de la glycémie ainsi que la fonction hépato rénale. La diminution de la concentration
de protéines plasmatiques totales et d’albumine a été proposée comme indicatrice de
’altération de la synthése protéique (Kubena et al., 1993). Dans la présente étude, les
protéines totales n’ont pas été affectées, dans le groupe expérimental. Cest pourquoi nous
concluons, que le traitement par 1’extrait de S. vulgaris et la creme de S. vulgaris n’a eu aucun

impact significatif sur le métabolisme protéique.
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Tableau 27. Evaluation des paramétres biochimiques aprés une administration orale de

I’extrait de S. vulgaris

Parametres biochimiques Témoin Extrait SV Extrait SV
2000 mg/kg 5000 mg/kg
Analyse hépatique
248.6 +27.25™ 230+ 14.29™ 722 +36.42 "™
AST (U/L)
ALT (U/L) 69.33 +8.08™ 25.67 £3,76™ 127.3+10.7"™
Phosphatase alcaline (U/L)
258.0 £5.00™ 164.33 +£30.72"™ 254 +33.47"™
Analyse Rénale
0.30 £0.03™ 0.29 + 0.02** 0.35+0.01™
Urée (U/L)
o 35+05™ 3.67+0.33™ 550+0.41"™
Créatinine (U/L)
Biochimie du sang
Protéines totales (g/|) 49.00+6.0"™ 49.67 +2.30™ 5433+1.45"™
Glucose (g/l)
Cholestérol (g/l) 0.70+0.28™ 1.25+0.33™ 1.12+0.12"™
Triglycerides (g/l) 0.35£0.11" 0.34%0.04™ 0.75£0.03"™
0.57+0.19™ 0.61 + 0.06* 0.79+0.14™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM; n = 3, AST; aspartate transminase, ALT; alanine

aminotransferase; ns: non significatif.

3.2. Etude de la toxicité subaigué

3.2.1. Toxicité cutanée a doses répétées : 28 jours (OCDE 410)
3.2.1.1. Evolution du poids

Au cours de toute la période d’expérimentation, aucun animal n’a manifesté un comportement
anormal. Les pesees hebdomadaires des rats ont montré que 1’application de la créme de S.
vulgaris par voie topique a la dose de 20 % pendant 28 jours n’a pas perturbé la croissance
des animaux (Figure 40). En effet, le poids moyen du lot expérimental a evolué de 280.20 +
18.39 g jusqu’a 305.00 + 27.38 g vers la fin de la quatrieme semaine. Quant au témoin, la
moyenne du poids corporel a varié de 279.33 + 12.54 g a 320.33 + 9.85 g au terme de la

période expérimentale.
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Figure 40. Poids corporel des rats traités en administration répétée pendant 28 jours avec

la creme de S. vulgaris. Les données sont exprimées en moyenne £ SEM; N = 6.
3.2.1.2. Poids Relatifs des Organes

L’aspect général des organes des rats traités, ainsi que leurs poids relatifs ont été semblables a
ceux des témoins. Certains produits pourraient altérer 1’une ou 1’autre des fonctions de ces
organes. L’atrophie ou I’hypertrophie sont les conséquences de telles altérations. Ces études
ont porté essentiellement sur les organes suivants : foie, reins et rate. D’aprés les résultats, les
poids relatifs des organes (reins, foie, et rate) prélevés chez les rats a la fin du traitement
subaigu n’ont pas varié¢ (Tableau 28). Aucune toxicité gastrique n'a été mise en évidence apres

observation macroscopique de I’estomac.

Tableau 28. Effet de la créeme de S. vulgaris a 20% sur le poids relatif des organes

Poids relatifs des organes (ROW) ()

Groups Dose (%) Poids (g) Foie Reins Rate
Base de creme - 316.31+8.89™ | 39.59+352™ | 4.09+0.09™ | 3.14+0.26™
Créme SV 20 300.00+26.31™ | 39.70+4.69™ | 451+1.05™ | 2.93+0.62™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 3), ns: non significatif.
3.2.1.3. Analyses des parameétres biochimiques

L’application topique de la créme pendant 28 jours, & la dose 20%, n’entraine aucune
perturbation significative des paramétres biochimiques (AST, ALT, PA, urée, créatinine,
cholestérol, triglycérides et de la glycémie, ect..) comparativement au groupe témoin (Tableau

140



29). Dans plusieurs organes, les lésions cellulaires sont suivies par la libération d'un certain
nombre d'enzymes cytoplasmiques dans le sang; phénomene qui constitue la base pour le
diagnostic clinique (Dolai et al., 2012; Sundberg et al., 1994).

Dans notre étude, la fonction hépatique a été évaluée par la mesure des concentrations
plasmatiques en ALT et AST. La fonction rénale a été évaluée par la mesure de la créatinine
plasmatique et les concentrations d'urée (Correges et al., 1998; Finco, 1997; Davis et Berdt,
1994). La fonction rénale n'a pas été altérée suite au traitement par la créme a base de I’extrait
de S. vulgaris a 20% en administration subaigué pendant 28 jours. En outre, nos résultats
n’ont pas montré de variation significative des taux des transaminases AST, ALT et
phosphatases alcalines apres une application répétée de la creme de S. vulgaris pendant 28

jours.

Tableau 29. Evaluation des parametres biochimiques apres une application locale de la créme

de S. vulgaris pendant 28 jours

Paramétres biochimiques Base de creme Creme de S. vulgaris 20%
Analyse hépatique
236.0 £44.58™ 279.5+13.47™
AST (UIL) 27.33+10.49" 57.33+ 10.93"
ALT (UL) 189.0 + 25.00™ 161.5+15.11"
Phosphatase alcaline (PA) (U/L) = -
4.00+0.00™ 4.00+£0.00™
Gamma glutamyl Transferase Ul/I
- 3.67+£267™ 1.33+0.33™
bilirubine totale (mg/I)
Analyse Rénale
Urée (UIL) 0.40 £ 0.03 0.42 £0.04
Créatinine (U/L) 4.33+0.33" 5.33+0.33™
Biochimie du sang
Protéines totales (g/') 49.67 + 4.41ns 53.67 £ 2.57 ns
Glycemie (o/l 122+025" 131+0.14"
Cholestérol total (g/l) — =
0.40+0.09™ 0.74+0.10™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM; n = 3, AST; aspartate transminase, ALT; alanine

aminotransferase; ns: variation non significatif.




3.3. Méthode OPI

Le recours a des méthodes alternatives en expérimentation animale est aujourd’hui une
nécessité, et notamment en réponse aux exigences réglementaires relatives aux cosmetiques,
qui requiérent des résultats rapides et fiables sur les propriétés toxiques des substances
chimiques sans utiliser les animaux. En effet, cette méthode est une alternative a
I'expérimentation animale pour 1’évaluation du potentiel irritant des produits cosmetiques. La
méthode d’essai OPI est un modéle organotypique qui permet le maintien a court terme
d’yeux de poulet ex vivo. Selon cette méthode, les dommages provoqués par le produit testé
sont évalués par détermination du gonflement, de 1’opacité et de la rétention de la fluorescéine
de la cornée. Cette technique consiste en 1’étude de la tolérance oculaire qui en principe met

en ceuvre des techniques in vitro telle que 1’ceil de poulet isolé (OPI) (OCDE n° 438).

La méthode OPI utilise des yeux prélevés sur des poulets provenant d’abattoirs, ou ils sont
tués a des fins de consommation humaine. L’ceil est énuclée et placé sur un support d’ceil, la
cornée étant en position horizontale. La substance d’essai et les controles négatifs/positifs sont
appliqués sur la cornée. Les effets toxiques pour la cornée sont estimés & partir d’une
évaluation qualitative de son opacité, une évaluation qualitative de 1’endommagement
morphologique macroscopique de la surface et une évaluation qualitative de
I’endommagement de 1’épithélium sur la base de la rétention de fluorescéine. Les résultats de
’essai sur ’ceil de poulet isolé n’ont montré aucun changement sur 1’opacité, la perméabilité
de la cornée de poulet et la morphologique macroscopique de la surface de la cornée suite a
son traitement par 1’extrait testé de S. vulgaris a 20% par rapport au témoin et I’acide acétique

a 10% dont I’opacité de la cornée a changé pour ce dernier (Figure 41, Tableau 30).

Nacl 0.926 (10) Nacl 0.996 (30 NacCl0.996 (1.25h  NacCl 0.99% (2h) Nacl 0.9926(3h)

Nacl 0.99% (4h)

AA 1026 (1O) AA 10%%6 (30min) AA 109 (1.25h) AA 1O0%6 (2h) AA 10%56 (2h) AA 10256 (Ah)

SV209% (1O) SV2026(30min) SV2026(1.25h) SV20%6(2h) SV202 (2h) SV20%56 (4h)

Figure 41. Exemples du test OPI de I’irritation oculaire. SV: Extrait de S. vulgaris,
T: Témoin NaCl et AA: Acide Acétique
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Tableau 30. Incidence de l'irritation oculaire en OPI test aprés I’exposition de I’extrait de S.

vulgaris & 20%

Temps de post- Incidence d'une irritation oculaire
instillation (h) Opacité Gravité de
cornéenne Iritis Conjonctivite lirritation, MT"
score
0.5 0/6 0/6 0/6 0.0
1.25 0/6 0/6 0/6 0.0
2 0/6 0/6 0/6 0.0
3 0/6 0/6 0/6 0.0
4 0/6 0/6 0/6 0.0

* Score total moyen
4. Innocuité cutanée (Patch test)

Une substance sensibilisante est capable de provoquer une réaction immunologique chez des
individus prédisposés. La réaction allergique survient lorsqu'une exposition préalable a la
substance a conduit au développement d'une immunité a son égard (sensibilisation a la
substance). Les effets apparaissent ensuite lors des contacts ultérieurs. La sensibilisation
cutanée peut se caractériser, chez I'homme, par I’apparition d’un prurit, d’un érythéme, d’un
cedeme, de vésicules, de bulles ou par une combinaison de ces différentes manifestations

(CNRS, 2007).

Le Patch test humain ou test épicutané est le test phare en dermatologie de contact et permet
I’étude de la tolérance cutanée. Ce test consiste a appliquer un produit sous patch occlusif ou
semi occlusif dans le bras ou le dos du volontaire. Le protocole utilisé a été établi pour chaque

volontaire. L’essai clinique s’est déroulé dans la région de Sefrou et Fes (Maroc).

Le suivi de I’essai clinique permet de relever la tolérance de la créme a base de S. vulgaris a
20%. Dans notre étude, le test a été realisé chez 23 volontaires (20 femmes et 3 hommes) leur
age varie de 19-52 ans, par application topique de la créme formulée a base de S. vulgaris a
20%, sous patch au niveau du pli du coude pendant 24, 48 et 96 heures. D’apres les résultats
obtenus, la créeme est dénuée de tout effet inducteur d’irritabilité ou de sensibilisation de la
peau (Tableau 31).

143



Tableau 31.

Réactions cutanées apres ’application de la creme S. vulgaris a 20% (Patch test)

Volontaires| Sexe Age | Antécédents Lecture

(ans) | allergiques Erythéme Edéme | Prurit | Vésicules | totale
96 h

1 Femme 39 | RAS - — — _ —

2 Femme 32 | RAS - — — _ —

3 Femme 25 | RAS - - — _ —

4 Femme 26 | RAS — - — _ _

5 Femme 26 | RAS — - — _ _

6 Femme 27 | RAS - - — _ _

7 Homme | 28 | RAS - — — _ _

8 Femme 19 | RAS - - — _ —

9 Femme 22 | RAS - - — _ —

10 Femme 32 | RAS — — — _ —

11 Homme | 27 | RAS - — - — —

12 Homme | 29 | RAS - — - — —

13 Femme 20 | RAS - — - — —

14 Femme 35 | RAS — — — _ _

15 Femme 36 | RAS - — — — _

16 Femme 26 | RAS — — — _ _

17 Femme 28 | RAS — — — _ _

18 Femme 45 | RAS - — - — —

19 Femme 29 | RAS - — - — —

20 Femme 52 | RAS - — - — —

21 Femme 32 | Eczéma - - - — —

22 Femme 31 | RAS — — — _ _

23 Femme 27 | RAS — — - _ _

Irritation totale _
Index d’irritation 0.00
Résultat Non

irritant

RAS : rien a signaler;

: négatif, absence de réaction
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Conclusion

La présente etude s’intéresse a 1’étude toxicologique et I’évaluation des activités anti-
inflammatoires et analgésiques de la créeme de Silene vulgaris. En effet, I’activité anti-
inflammatoire a été évaluée sur deux modeles in vivo, I’cedéme induit par la carragénine sur la
patte de rat Wistar et la méthode du granuldme au pellet de coton aux doses de 10% et 20%.
L activité analgesique a été quant a elle, évaluée sur deux modeéles in vivo de douleur, un
modele a I’acide acétique et la méthode de Plantar test (méthode de Hargreaves). En outre, la
toxicité aigué et subaigué, I’essai clinique de Patch test et le test OPI de la creme ont été
évaluées. Ainsi, une analyse phytochimique a été réalisée sur I’extrait de S. vulgaris. La
creme de S. vulgaris a montré une activité anti-inflammatoire a la dose de 20% par rapport au
Diclofénac 1%, avec des pourcentages d’inhibition de I’cedéme de 85.71% et 58.33%
respectivement. De plus, une réduction significative du granuldme du coton a été notée dans
le groupe traité avec la creme de S. vulgaris comparée au témoin (1.96 + 0.04, 2.59 + 0.2,
respectivement). Dans le test analgésique, la creme a la dose de 20% a montré un effet
analgesique, comparable a celui du Diclofenac 1%. L’étude de la toxicité et de la dose 1étale
50 de la créme a base de S. vulgaris par voie locale et de I’extrait hydroéthanolique de S.
vulgaris par voie orale n’a montré aucune létalité et aucun effet indésirable a la dose
thérapeutique. La toxicité aigué et subaigué de la créme par voie locale n’a révélé aucun effet
toxique sur le comportement général de I’animal, le poids relatif des organes (ROW), les
parametres biochimiques et il n’y a pas eu de mort au cours des 14 jours d’observation pour la
toxicité aigué et 28 jours d’observation pour la toxicité subaigué. Ces résultats montrent que
notre formulation de S. vulgaris est un anti-inflammatoire qui agit a la fois sur les symptémes

inflammatoires aigué et subaigué et un intéressant analgésique sans effets indésirables.
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L’utilisation des conservateurs de synthese présentés dans 1’annexe V de la
réglementation cosmétique, Européenne et Marocaine, induit des effets indésirables sur la
santé humaine, comme c’est le cas pour les parabénes. Pour cela de plus en plus d’industriels
privilégient aujourd’hui d’autres alternatives en utilisant notamment des matiéres premieres
aux propriétés antimicrobiennes notoires. Encore peu de solutions naturelles et efficaces sur
les cing souches microbiennes testées lors du challenge test sont disponibles sur le marché.
Certes, les huiles essentielles sont trés étudiées pour ce potentiel d’activité. Néanmoins, les

extraits non volatils restent peu valorises.

Aujourd’hui, la recherche de nouvelles molécules a pouvoir conservateur d’origine naturelle,
est basée sur les études ethnobotaniques qui permettent de réaliser des inventaires de plantes
d’une zone ou d’un pays, puis sur les études phytochimiques et pharmacologiques et bien
d’autres aspects scientifiques. De ce fait, les objectifs de cette thése sont de développer des
conservateurs naturels a base des plantes médicinales et aromatiques pour lutter contre les
proliférations microbiennes et qui possedent aussi des propriétés antioxydante, anti-
inflammatoire et analgésique, pour protéger contre les réactions cutanées et les effets
indésirables inhérents aux ingrédients des produits cosmétiques.

La premiere partie de ces travaux a mis en évidence la réalisation d’une enquéte
ethnopharmacologique dans la région du Moyen Atlas-Sefrou, dans le but de relever les
plantes antiseptiques de cette région et ses environs, comme les communes d’Ait Taleb, Ain
Smar, Aghbalou Aqorar et Bhalil. Selon cette étude, plusieurs plantes ont été sélectionnées, en
se basant sur leur pouvoir antiseptique traditionnel et valorisées par la suite par des études
microbiologiques et toxico-pharmacologiques.

En vue d’incorporer 1’extrait de Silene vulgaris et les huiles essentielles de T. broussounitti et
0. elongatum, comme agent antimicrobien dans un produit cosmétique, il était nécessaire
d’évaluer leur propriété antibactérienne et antifongique in vitro d’une maniére qualitative par
la méthode des aromatogrammes et quantitative par la meéthode de micodilution sur

microplaques.

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne montrent que les concentrations
minimales inhibitrices de 1’extrait de S. vulgaris sur les cing souches varient entre 0.31-10 %.
Les études phytochimiques de I’extrait de S. vulgaris ont montré la présence des composés
phénoliques, essentiellement, les flavonoides (apigénine, épicatéchine et lutéoline), les tanins,

les acides phenoliques (acide p-coumarique et acide caféique), les coumarines et les
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saponosides. Les résultats de 1’analyse de composés chimiques contenus dans les huiles
essentielles d’O. elongatum et T. broussonetii par la GC/MS, ont montré la dominance de
thymol pour I’HE de T. broussonetti et le carvacrol dans I’HE d’O. elongatum. Les analyses
antimicrobiennes des HE ont révélé que ces derniéres étaient plus efficaces contre les
bactéries Gram-positives par rapport aux Gram négatifs, les CMI des HE contre les bactéries

et les champignons étaient de 0,02 & 2%.

A partir des résultats microbiologiques obtenus, 1’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris et
les huiles essentielles de T. broussounitti et O. elongatum ont été ajoutés a une formulation
élaborée au niveau de notre laboratiore. Ensuite le challenge test, une méthode recommandée

par la Pharmacopée Européenne pour tester I’efficacité des conservateurs, a €té realise.

Les résultats ont été comparés a une base de creme neutre. Nous avons noté que la creme
contenant I’extrait de S. vulgaris se montre systématiquement meilleure que le témoin sur les
cing souches. Nous soulignons également que les réductions logarithmiques de P. aeruginosa,
S. aureus, E. coli, C. albicans et A. brasiliensis sont conformes au critere A de la
Pharmacopée Européenne aux concentrations 10% et 20% de 1’extrait de S. vulgaris incorporé

dans la creme formulée.

De plus, les résultats du challenge test obtenus, montrent que les formulations répondent aux
criteres A contre P. aeruginosa des 2 % et contre S. aureus, E. coli, C. albicans et A.
brasiliensis a 10 % et 20%. L’augmentation de la concentration de 1’extrait incorporé dans la
formulation permet d’obtenir des résultats conformes aux critéres A pour toutes les souches.
Ainsi, la creme a 20% a montré un effet conservateur avec des propriétés anti-inflammatoire,
analgesique et antioxydante tres intéressantes sans effets secondaires lors de 1’étude de la
toxicité expérimentale et le patch test relatif & 1’évaluation de I’irritation cutanée sur 23
volontaires. D’aprées ces résultats, nous avons pu developper un conservateur naturel a base de
I’extrait de S. vulgaris dans la créme formulée. La stabilité physico-chimique, organoleptique
et microbiologique de la créme formulée avec 1’extrait de S. vulgaris indique une bonne

stabilité de la creme au cours du temps a différentes températures de 4°C, 25°C et 37°C.

Les résultats de challenge test pour les HE avec les bactéries (S. aureus, E. coli) et A.
brasiliensis dans la creme formulée, indiquent que les deux huiles essentielles testées de T.
broussonetti et O. elongatum a 2% présentent une activité conservatrice intéressante sur ces

microorganismes en satisfaisant le critere A de la Pharmacopée Européenne. De plus, I’'HE de
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T. broussonetti a 2% presente une conformité aux critéres B a 14 jours contre C. albicans par

rapport a I’HE d’O. elongatum.

Le pouvoir antioxydant de I’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris et des HE ont été évalué
par le biais de six techniques a savoir : ABTS, DPPH, FRAP, B-caroténe, HRSA et I’effet
protecteur de I’ADN. L’extrait de S. vulgaris présente une activité tres intéressante a piéger le
radical hydroxyle avec un pourcentage d’inhibition de 84.33%. De plus, 1’extrait a révélé un
effet inhibiteur intéressant a piéger le radical DPPH, ABTS et a réduire le fer. Quant aux HE,
I’huile essentielle d’O. elongatum présente une activité antioxydante trés élevee par les
méthodes DPPH, FRAP et B-caroténe avec une IC50 de I’ordre de 64 + 0.08, 30 £ 0.062 et 41
+ 0.08 pg/ml respectivement par rapport a I’HE de T. broussonetti (IC50 est 210 + 0.3, 84 +
0.21 et 145 + 0.1pg/ml).

L’étude anti-inflammatoire et analgésique montrent que notre formulation de S. vulgaris est
un anti-inflammatoire qui agit a la fois sur les symptémes inflammatoires aigué et subaigué,
en plus d’un intéressant effet analgésique. L’étude de la toxicité aigué, subaigué pendant 28
jours, la dose létale de la créme et de I’extrait hydroéthanolique de S. vulgaris, n’ont montré
aucun effet indésirable. De plus, les résultats obtenus pour I’essai clinique (Patch test humain)
et le test OPI, montrent que la creme est dénuée de tout effet inducteur d’irritabilité ou de

sensibilisation de la peau.

En conclusion, nos travaux présentent une avancée majeure dans la recherche d’innovoants
conservateurs naturels pour 1’industrie cosmétique. Nous avons pu développer un
conservateur naturel a base d’un extrait hydro-éthanolique de S. vulgaris testé dans une créme
formulée par nos soins, dotée d’un pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire et analgésique

trés intéressant.

En perspective, d’autres recherches sont nécessaires pour compléter ce travail, notamment
développer d’autres essais sur 1’extrait de S. vulgaris décoloré, étape nécessaire pour la
commercialisation. Enfin, il restera a définir les concentrations d’utilisation puis a élargir les
essais pour la conservation a d’autres formes de produits cosmétiques (lotions, gels, gels
douches, shampoings, masques...). Quant aux huiles essentielles, il restera a mettre en place

des melanges afin de potentialiser leur effet conservateur.
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Annexe N°01:

Chromatogramme d’analyse par HPLC

Chromatogramme de 1’extrait de S. vulgaris (Moench) Garcke par HPLC :
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Chromatogramme de 1’huile essentielle d’Origanum elongatum Emb. Et Maire. :

Annexe N°02:

Chromatogramme d’analyse par CPG/SM
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Annexes N°03:

Chromatogramme d’analyse par CPG/SM

Chromatogramme de 1’huile essentielle de Thymus broussonetii Boiss. :
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