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Résumé

Les virus et les champignons sont, a coté des bactéries et des parasites, les microorganismes les
plus souvent mis en cause dans le cas des infections et des mycoses, et leur traitement par des
agents chimiques conduit régulierement a 1’apparition d’effets secondaires et a la sélection de
souches résistantes. Cette situation incite les chercheurs a proposer des alternatives accessibles
qui garantissent efficacité et innocuité. Le présent travail s’inscrit dans cette dynamique et vise
un double objectif. Il s’agit de mettre en lumiére les propriétés thérapeutiques de quatre plantes
médicinales marocaines communément utilisées en médecine traditionnelle en évaluant 1’acti-
vité antivirale des extraits de Rosmarinus officinalis, Lavandula angustifolia et de Curcuma
longa L. sur I’activation plaquettaire des patients COVID-19, ’activité anticandidosique des
extraits de 1’écorce de Quercus suber L. sur la croissance de cing souches de Candida albi-
cans ainsi que la toxicité aigte des quatre plantes testées. Les résultats ont démontré I'efficacité
in vitro des extraits éthanoliques de L. angustifolia, R. officinalis et C. longa L. dans l'inhibition
de I'nyperréactivité plaquettaire lors d'une infection par le SARS-CoV-2 ainsi que I’effet effet
anti-agrégant de R. officinalis et L. angustifolia inhibant ainsi la phosphorylation de la
PKC3.Concernant I’activité antifongique de 1’écorce de Quercus suber, nos résultats montrent
qu’elle varie selon la technique d’extraction et le solvant utilisés. Le meilleur effet fongicide
contre les cing souches de Candida a été enregistré avec I'extrait méthanolique obtenu par Sox-
hlet. Les essais de toxicité a des fins d’évaluation ont pour objectifs de déterminer les possibles

effets indésirables et d’obtenir des informations pour définir le rapport exposition-réponse.
Notre travail a donc mis en évidence I’innocuité des extraits de R. officinalis, L. angustifolia
et C. longa L., in vitro alors que I’extrait de I’écorce de Q. suber L. s’est avéré modérément
toxique, selon la classification admise.

Mots-clés : Activité antivirale — Rosmarinus officinalis — Lavandula angustifolia — Curcuma
longa L. —Hyperactivation plaquettaire — COVID-19 — Activité antifongique — Quercus suber
L. — Candida albicans — Toxicité aigué
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Abstract

Viruses and fungi are, as well as bacteria and parasites, the microorganisms most often impli-
cated in the case of infections and mycoses, and their treatment with chemical agents regularly
leads to the appearance of side effects and selection of resistant strains. This situation encour-
ages researchers to propose accessible alternatives that guarantee efficacy and safety. The pre-
sent work is part of this dynamic and has a double objective. It is a question of highlighting the
therapeutic, antiviral and antifungal properties of four Moroccan medicinal plants commonly
used in traditional medicine by evaluating the antiviral activity of extracts of Rosmarinus offic-
inalis, Lavandula angustifolia and Curcuma longa L. on the platelet activation of COVID-19
patients, the anticandidal activity of extracts from the bark of Quercus suber L. on the growth
of five strains of Candida albicans and the acute toxicity of the four plants tested.

The results demonstrated the in vitro efficacy of ethanolic extracts of L. angustifolia, R. offici-
nalis and C. longa L. in inhibiting platelet hyperreactivity during SARS-CoV-2 infection as
well as the anti- aggregating effect of L. angustifolia and R. officinalis thus inhibiting the phos-
phorylation of PKC3. Regarding the antifungal activity of the bark of Quercus suber, our results
show that it varies according to the extraction technique and the solvent used. The best fungi-
cidal effect against the five strains of Candida albicans was recorded with the methanolic ex-
tract obtained by Soxhlet. Toxicity testing for evaluation purposes aims to determine possible

adverse effects and to obtain information to define the exposure-response relationship. Our
work has therefore demonstrated the safety of extracts of R. officinalis, L. angustifolia and C.
longa L., in vitro, while the extract of the bark of Q. suber L. has proven to be slightly toxic,
according to the accepted toxicity classification.

Keywords : Antiviral activity —Rosmarinus officinalis — Lavandula angustifolia — Curcuma
longa L. — COVID-19 — Platelet hyperactivation —Antifungal activity — Quercus suber L. —
Candida albicans — Acute toxicity
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INTRODUCTION



En mai 2020, I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) a publi¢ un document résumant sa
position concernant 1’utilisation des plantes médicinales. Intitulé « I’OMS soutient une
médecine traditionnelle reposant sur des éléments scientifiques probants », ce texte apporte une
nouvelle caution a I’utilisation des plantes médicinales. Il évoque cependant la nécessité de

recourir a une démarche scientifique pour prouver 1’effet thérapeutique de ces plantes.

Depuis des décennies, on assiste a I’apparition et a la propagation d’affections pour lesquelles
les traitements prescrits sont peu ou pas efficaces et peuvent comporter des effets secondaires
indésirables. Les champignons sont souvent responsables d’infections et de mycoses et
I’apparition de souches résistantes est une conséquence inévitable de nombreux traitements

antifongiques couramment prescrits (Carvalho et al, 2007).

Cette situation incite les chercheurs a proposer des alternatives accessibles qui garantissent
efficacité et innocuité. D’ailleurs et malgré le progrés de la pharmacologie et la chimie
organique de synthese, les plantes sont toujours largement utilisées et mémerecommandées par
les thérapeutes et les organisations publiques de santé comme I'OrganisationMondiale de la Santé
(Kamou, 2017). En effet, plusieurs travaux scientifiques ont prouveé 1’effetthérapeutique des
remedes traditionnels a partir de produits naturels qui pourraient remplacer les médicaments

comportant des effets secondaires.

Le Maroc, riche de plus de 4.800 especes et sous-especes de plantes vasculaires, constitue un
véritable réservoir phytogénétique (Fennane et Rejdali, 2012). Parmi ces plantes, 940 taxonx
sont endémiques (Fennane et al, 2022) et 978 sont des plantes aromatiques et médicinales
(Fakchich et Elachouri, 2021).

De ce fait, le Maroc se trouve en position idéale de par cette richesse, de la connaissance et de
la pratique ancestrale de sa population ainsi que de la vitalité de sa recherche scientifique menée

par des équipes pluridisciplinaires.

A T’heure actuelle, les plantes sont de plus en plus utilisées pour soigner. En effet, grace aux
études scientifiques basées sur I’observation, I’expérimentation et une multitude d’analyses, les
prescriptions empiriques des plantes médicinales gagnent de plus en plus de crédibilité
(Fournier, 1999).

Des medicaments a base de plantes sont ainsi commercialises et utilises pour leurs multiples

actions : antalgique, anti inflammatoire, antibactérienne, antivirale, antifongique, ... Ainsi, plus



de 25% des medicaments prescrits dans les pays industrialises proviennent directement ou

indirectement des plantes (Chowdhary et al, 2017).

Ces phytomédicaments jouissent d’une popularité grandissante et bénéficient d'une autorisation
de mise en marché qui donne au consommateur des garanties de qualité et d’efficacité (Lalami
et al, 2013), leur activité ayant été prouvée par différentes études (Arakawa et al, 2009), (Da
Silva, 2014) et (Sun et al, 2020).

En 2020, I’Organisation Mondiale de la Santé a alerté le monde sur I’émergence d’une
pneumonie virale d’une grande ampleur causée par un nouveau coronavirus zoonotique ; il
s’agit du SRAS-CoV-2, « COVID-19 ». Le taux de mortalité rapporté dans diverses études est

estimé a environ 6,9% des cas confirmés (Zhu et al, 2020).

Au Maroc, a la date du 06 juin 2022, le Ministere de la Santé a publié les chiffres d’environ
1.170.427 cas cumulés et 16.080 déceés.

Le contexte actuel créé par cette pandémie souligne 1’absence de médicaments spécifiques. En
effet, a I’heure actuelle et cela depuis plus de deux ans, le vaccin reste le seul moyen disponible
pour freiner la pandémie. Cependant et comme pour tout vaccin, les vaccins anti-COVID-19
disponibles peuvent provoquer des effets indésirables plus ou moins graves (GACVS 2021,
OMS 2021).

De plus, en raison de facteurs mettant & 1’épreuve I’efficacité du bouclier vaccinal, notamment
la fréquence de mutations et la capacité d’adaptation de ce virus, la vigilance scientifique reste
de mise et la recherche de nouveaux médicaments est essentielle, surtout pour les personnes qui

ne peuvent étre vaccinées en raison d’antécédents médicaux (Escalon 2021).

Un autre probléme de santé publigue, et non de moindre importance, se pose avec de plus en
plus d’acuité aux niveaux national et international. Il s’agit d’un constat d’échec, récurrent au
demeurant, de I’efficacité des médicaments anti-infectieux. En effet, durant ces dernieres
annees, on constate que malgré tous les efforts déployés par la médecine, les maladies
infectieuses connaissent une forte recrudescence. Les candidoses, par exemple, constituent des
affections opportunistes trés fréquentes (Dhanani et al, 2017) qui sont actuellement reconnues

comme étant la cause de maladies graves (Burlacu et al, 2020).

De plus, on constate que la sensibilité vis-a-vis des produits antifongiques diminue chez
certaines souches de Candida du fait de la pression médicamenteuse, des phénoménes de

mutations et de la forte progression des infections opportunistes (Scherrer et al, 2005). Parmi



toutes les levures isolées en clinique, Candida albicans est la levure la plus fréquemment isolée
(66,5%) suivi de Candida tropicalis (4,2%) (Goncalves et al, 2016). Ainsi les candidoses sont
actuellement classées parmi les infections graves pouvant engendrer un taux élevé de mortalite
et de morbidité chez les immunodéprimés et les malades souffrant du diabéte (Burlacu et al,
2020). Candida albicans est la cause dans 70 a 80% des cas de candidoses humaines. C’est

I’agent des mycoses cutanées, digestives intestinales, génitales, broncho-pulmonaires, etc...

(Khan et al, 2019).

La recherche de solutions alternatives aux médicaments conventionnels ayant montré leurs

limites devient donc une nécessité impérieuse.

Le présent travail s’inscrit dans cette dynamique et vise un double objectif. Il a pour but de
mettre en exergue les propriétés thérapeutiques, antivirales et antifongiques, de quatre plantes

médicinales marocaines communément utilisées en médecine traditionnelle.

Ainsi, cette étude s’ articule autour de trois axes :

- Evaluation de I’activité antivirale des extraits de Rosmarinus officinalis, Lavandula
angustifolia et de Curcuma longa L. sur I’activation plaquettaire des patients infectés
par la COVID-19;

- Evaluation de I’activité anticandidosique des extraits de 1’écorce de Quercus suber L.

sur la croissance de cing souches de Candida albicans ;

- Evaluation de la toxicité aigue des plantes testées : Rosmarinus officinalis, Lavandula
angustifolia, Curcuma longa L. et de Quercus suber L.
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Chapitre | : Infections virales
Cas du SARS-CoV-2, « COVID-19 »



I.1. Bref historique

En 2020, une pneumonie virale d’une grande ampleur causée par un virus jusque-la inconnu a
émergé en Chine. L’OMS a attribué le nom de SARS-CoV-2 a ce coronavirus car il est tres
proche du SARS-Cov-1 (Sever Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus) apparu il y a deux
décennies en Chine, également. Ce nom, pour lequel a opté le Comité International de la
Taxonomie des Virus, doit faciliter la communication entre scientifiques, explique
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

Pour ce qui est du nom de la pathologie, c'est différent : il doit permettre de faciliter la
communication auprés du grand public afin d'organiser la riposte gréace a la prévention de la
propagation. C'est 'OMSqui organise cette riposte, et c'est donc cette organisation qui a décidé
du nom dans le cadre dela classification internationale des maladies.

« We now have a name for the #2019nCoV disease : COVID-19. I'll spell it : C-O-V-I-D
hyphen one nine — COVID-19 » a déclaré le directeur général de I’'OMS, Dr Tedros Adhanom
Ghebreyesus, dans un Tweet, le 11 février 2020.

Ce nouveau coronavirus est responsable d’une maladie infectieuse respiratoire aigué
contagieuse apparue en décembre 2019 a Wuhan, dans la province du Hubei, en Chine (Zhu et

al, 2020). En mars 2020, I’Organisation Mondiale de la Santé a déclaré dans son rapport

« Report of the WHO-China Joint Mission on Coronavirus Disease 2019 » que le SARS-CoV-
2 est un probleme international de santé publique et qu’il s’agit d’une pandémie, en regard de
sa transmission alarmante et rapide a un grand nombre de pays a travers le monde et le niveau

élevé de morbidité et de mortalité (Hui et al, 2020).

A la date du 2 novembre 2020, le nombre total d’infections confirmées a la COVID-19 dans le
monde est estimé a plus de 46 millions, et le nombre de décés a plus d’un million de personnes.

Ces chiffres ne cessent d’augmenter sans aucun signe de répit (OMS Coronavirus Disease,

2020). Les Etats-Unis ont ainsi franchi le seuil de 1million de morts en mai 2022. En outre,
I’OMS a annoncé que la maladie a entrainé des perturbations dans les services médicaux, y

compris de nombreux hopitaux et cliniques dans le monde entier (OMS, 17 avril 2020).

Le pourcentage de mortalité du SARS-CoV-2 a été rapporté dans diverses études et est estimé a
environ 6,9% des cas confirmés, mais il peut varier considérablement (Zhu et al, 2020), par
exemple ~0,1% a Singapour et ~15,4% en Belgique (Universite Johns Hopkins). Les résultats

accumulés ont révélé que le taux de mortalité du SARS-CoV-2 est inférieur a celui du SARS-


https://www.lanouvellerepublique.fr/a-la-une/qu-est-ce-que-le-sras-syndrome-respiratoire-aigu-severe-apparu-en-chine
https://www.who.int/fr/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/naming-the-coronavirus-disease-(covid-2019)-and-the-virus-that-causes-it
https://www.who.int/fr/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/naming-the-coronavirus-disease-(covid-2019)-and-the-virus-that-causes-it
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7926205/#B97
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7926205/#B97

CoV ou du MERS-CoV, avec des taux de 10 % et 37,1 % respectivement, mais que le SARS-
CoV-2 est dix fois plus contagieux que les autres infections virales (Lescure et al, 2020). Les
méthodes statistiques ont déterminé que le taux infectieux du SARS-CoV-2, qui est présenté
comme RO, se situe approximativement entre 1,3 et 6,5, avec une moyenne de 3,3 (Sen-Crowe
et al, 2021).

Au Maroc, le Ministere de la santé, sur son site officiel, rapporte les chiffres suivants :
1 169 920 de cas cumulés et 16 079 déces cumulés a la date du 5 juin 2022.

De nombreux rapports indiquent que le SARS-CoV-2 a une période d’incubation de 2 a 14 jours
avec une capacité de transmission asymptomatique élevée, et cette caractéristiquepourrait bien
étre un facteur contribuant a la propagation rapide du virus (Ahn et al, 2020). Leschéma de
I’épidémie montre que toutes les races et tous les ages sont sensibles a 1’infection. Cependant,
les taux de maladies graves et de mortalité sont plus fréquents chez les personnes agées et celles
présentant des comorbidites telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete et

I’hypertension artérielle (Chen et al, 2020).

1.2. Classification et caractéristiques du coronavirus COVID-19

La derniere classification divise la famille des Coronaviridae en deux sous-familles, les Coro-
navirinae et les Letovirinae. Il existe quatre genres dans la sous-famille des Coronavirinae :
Alpha, Beta, Gamma et Delta-coronavirus. Plusieurs coronavirus pathogénes humains ont été
identifiés, avec les NL63 et 229E dans le genre Alpha, et OC43, HKU1, SARS, MERS et
SARS-CoV-2 appartenant au genre Beta (Wang et al, 2019).

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN linéaire simple brin, d’environ 30kb et de polarité positive
et peut donc étre directement traduit en protéine. Il code pour 7 a 10 protéines (Rensen et al,
2022). Les deux tiers du génome viral, a I’extrémité 5’, code pour les polyprotéines pplab et

ppla, fracturées en 15 protéines non structurelles.

Du c6té opposé (extrémité 3'), le génome du virus porte 1’information génétique codant pour
quatre protéines structurelles, dont le pic de surface (S), la matrice (M), I’enveloppe (E), la

nucléocapside (N) et huit proteines accessoires (Figure 1 et Photo 1).



Les protéines structurelles et accessoires participent a la morphogenese virale et a I’interférence

avec le systéme immunitaire de 1’organisme infecté, tandis que les protéines non structurelles

sont impliquées dans la réplication du virus. La glycoprotéine de pointe est nécessaire a la

fixation aux récepteurs de la cellule héte et détermine le tropisme tissulaire (Zhang et al., 2020).
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Figure 1 : Structure des coronavirus
(Eujuanes, 2001)
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I Photo 1 : Vue au microscope électronique
(Pierre Lebon)

L’un des symptomes caractéristiques de la COVID-19 est le syndrome de détresse respiratoire

aigué (SDRA). Chez 20 & 30 % des patients contaminés, I’infection provoque une défaillance

multiviscérale et une thrombose accompagnée de pathologies cliniques, dont diverses

coagulopathies pouvant étre associées a une hypercoagulation et une hyperactivation

plaquettaire (figure 2), (Connors, 2020).
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Figure 2 : Réponse a l'infection par le SARS-CoV-2 (Manne et al, 2010)

1.3. Plaquettes sanguines : role et mécanismes d’activation

Le rble principal des plaquettes, cellules sanguines anucléées, est primordial dans les
mécanismes d’hémostase primaire et de coagulation (Figure 3). En effet, en cas de Iésion
vasculaire, un thrombus se met en place afin d’obturer la bréche. Ce thrombus résulte d’un
ensemble de réactions permettant 1’activation et 1’agrégation des plaquettes (Zine El Alaoui,
2020). Les plaquettes sont donc impliquées également dans la formation des thromboses
artérielles qui compliquent 1’athérosclérose, créant ainsi un risque d’occlusion des artéres du

cceur, du cerveau et des membres inférieurs pouvant déboucher sur un infarctus.
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Figure 3 : Réponse des plaquettes a une blessure vasculaire (Gachet, 2013)



Au contact d’une paroi vasculaire 1€sée, les plaquettes s’activent rapidement, changent de
forme, s’étalent sur la surface et sécrétent le contenu de leurs granules denses. Elles recrutent
ensuite des plaquettes circulantes pour former un clou hémostatique qui est composé
majoritairement de plaquettes et de fibrine produite au contact des plaquettes activées par la

thrombine géneérée localement (Gachet, 2013).

En plus de I’hémostase et la coagulation, de nombreux mécanismes font intervenir les
plaquettes tels que la dissémination métastatique des cellules cancéreuses, les processus
inflammatoires, immunitaires, les septicémies, les phénoménes de détresse respiratoire et

certains syndromes de défaillance viscérale (Zufferey et al, 2017 ; Guo et Rondina, 2019).

Le premier éveénement qui se déclenche pour enclencher I’hémostase, en cas de bréche
vasculaire est I’activation plaquettaire au niveau de la circulation sanguine en réponse a
I’exposition du collagéne sous-endothélial, normalement protégé¢ par I’endothélium. Le
collagéne ainsi exposé entraine 1’adhérence des plaquettes en interagissant avec de nombreux

récepteurs exprimés par ces cellules (Figure 4), (Manne, 2020).
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Figure 4 : Mécanismes d'activation plaquettaire (Barrett et al, 2021)



Le collagene, la fibronectine, le facteur de Willebrand, les laminines et le fibrinogene sont des
protéines adhésives qui assurent le réle de ligands de glycoprotéines membranaires qui
empruntent différentes voies de signalisation et permettent ainsi les phénoménes d’adhérence.
Celle-ci aboutit a D’activation de la phospholipase PLCp, la mobilisation des stocks

intracellulaires de calcium et ’activation des PKCs.

La classe des PKCs qui comprend les isoformes a, BI/II et vy, est caractérisée par un domaine
C1 qui lie le diacylglycérol (DAG), et un domaine C2 qui lie le calcium. Elle est donc activée

a la fois par le DAG et le calcium (Nalefski and Newton, 2001).

Les PKCs sont localisées dans le cytosol des plaquettes et sont inactives a 1’état basal. Pour étre
activées, elles nécessitent d’étre phosphorylées sur trois sites. Une fois activées, elles recoivent
un signal en aval des récepteurs membranaires puis subissent une translocation du cytosol vers
la membrane plasmique. Elles interagissent alors avec des protéines spécifiques, ce qui leur

permet d’assurer leurs fonctions (Harper and Poole, 2010).

La translocation des PKCs du cytosol vers la membrane cellulaire agit sur le cytosquelette qui
se réorganise ce qui provogue le changement de forme des plaquettes. Ceci a pour conséquence
la croissance et la stabilisation du thrombus (Zine EI Alaoui et al, 2020). Ces mécanismes sont
sous le contrdle de voies signalétiques faisant intervenir des récepteurs membranaires, tels que
le GPVI, le complexe GPIb-IX-V et les PARs (Zaid, 2016).

1.4. Hyperactivation des plaquettes chez les patients COVID-19

Les patients atteints de COVID-19 sévére présentent des anomalies hémostatiques qui imitent
une coagulopathie intravasculaire disséminée associée a une septicémie due a
I’hypercoagulation et 1’hyperactivation plaquettaire. La principale différence étant un risque
accru de thrombose plutét que de saignement ce qui peut entrainer un risque d’infarctus du

myocarde et un accident vasculaire cérébral ischémique.



De plus, les patients présentant des facteurs cardiovasculaires aggravants tels que I'obésité, le
diabéte et I'hypertension courent un risque accru de développer ces complications

thrombotiques (Poissy et al, 2020).

Le séquencage de I'ARN a démontré des changements distincts dans le profil d'expression
génique des plaquettes chez les patients COVID-19. Il a ainsi révélé des changements
différentiels d'expression génique dans les voies associées a I'ubiquitination des protéines, a la

présentation de I'antigene et au dysfonctionnement mitochondrial (Lax et al, 2021).

Les plaquettes des patients COVID-19 augmentent I'expression de récepteurs glycoprotéiques
tels que la P-sélectine lors de I'activation. Les plaquettes circulantes neutrophiles, monocytes et
les agrégats de lymphocytes T sont tous significativement élevés chez les patients COVID-19
par rapport aux personnes saines. De plus, les plaquettes des patients COVID-19 s’agrégent

plus rapidement et montrent une propagation accrue a la fois sur le fibrinogéne et le collagene.

L'augmentation de l'activation et de l'agrégation plaquettaires pourrait étre partiellement
attribuée a lI'augmentation de I'activation de voies telles que la voie MAPK et a la génération de
thromboxane. Cela montre bien que l'infection SARS-CoV-2 est étroitement lie a

I'nyperréactivité des plaquettes (Zine EI Alaoui et al, 2020).

1.5. Proprietés antivirales des plantes médicinales

La nature fournit une immense bibliothéque de produits a explorer pour le développement de
médicaments pour traiter diverses affections, y compris les maladies virales (Sener, 2020).

L’échec de nombreux médicaments conventionnels contre les infections virales combiné a I’ap-
parition d’une résistance virale spécifique a conduit a un intérét croissant pour les plantes en

tant qu’agents antiviraux prometteurs (Lin et al., 2014).

Etant donné que les composeés naturels, y compris les acides phénoliques, les terpénes, les fla-
vonoides, les coumarines, les lignanes, les alcaloides et les protéines jouent un réle important
dans I’inhibition des virus (Denaro, 2019), ils pourraient donc constituer des thérapies alterna-
tives potentielles. De nombreux travaux de recherche ont démontré I’efficacité de ces produits

contre les virus et dans le traitement de certaines infections a coronavirus (Adem et al, 2020).
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1.5.1. Extraits de quelques plantes et leurs propriétés thérapeutiques

Les plantes médicinales constituent un patrimoine commun précieux pour I’humanité. D’autant
plus que pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de développement,
I’absence d’un systeme de santé efficient, les soins par les produits naturels constituent la seule

alternative possible (Tabuti et al, 2003).

Ainsi, selon I’Organisation Mondiale de la Santé, pour faire face aux problémes de santé, pour
plus de 80% des populations africaines puiser dans la pharmacopée locale et se soigner grace a

la médecine traditionnelle est la seule alternative.

Dans le cas du continent africain, par exemple, notamment dans les pays tropicaux d’Afrique
200.000 especes végétales sont représentées sur les 300.000 especes végétales recensees sur la

planete, et elles posséderaient des vertus médicinales (Sofowora, 2010).

D’apreés les bases de données scientifiques, les activités antivirales, antifongiques,
antibactériennes, antivirales et anthelminthiques des plantes médicinales ont fait 1’objet d’un

grand nombre d’articles de recherche (Joshi et al, 2020 ; Zambounis et al, 2020).

Des plantes possédant une activité antivirale telles que Sambucus nigra, Withania somnifera,
Sylibum marianum et Moringa oleifera ont ainsi été utilisées contre des virus humains tels que
le virus de I'nerpes simplex de typel (HSV-1) (Lipipun et al, 2003), le virus de I'népatite C
(Ferenci et al, 2008), le virus de la grippe (Ataee et al, 2016) et le VIH ou virus de
I'immunodéficience humaine (Salehi et al, 2018).

Il a été aussi rapporté que les terpénoides, les alcaloides, les stilbénes et les flavonoides

d’origine végétale sont les principaux composants des médicaments antiviraux de synthése

(Ghildiyal, 2020).

Ainsi, certains produits naturels tels que la quercétine extraite de 1’argousier Hippophaé
rhamnoides (Guliyev et al, 2004), I’hispiduline extraite de Baccharis trimera (Dos Reis Livero
et al, 2016), la rutine extraite du sarrasin, Fagopyrum esculentum Moench (Gullon et al, 2017)
le xanthoangelol extrait a partir de Angelica keiskei Koidzumi (Mizar et al, 2018), ont montré

des activités antivirales contre différents virus respiratoires in vitro et in vivo. Ces composés



peuvent donc étre recommandés en tant que candidats potentiels contre les virus respiratoires
(Aanouz et al, 2021).

Ils peuvent étre considerés comme des médicaments et pourraient donc étre prescrits seuls ou

bien associés a un traitement antiviral conventionnel (Aanouz et al, 2021).



1.5.2. Plantes et molécules naturelles utilisées en prévention ou en
traitement de la COVID-19

Les infections respiratoires virales (IRV) continuent de figurer parmi les maladies humaines les
plus courantes. Les médicaments a base de plantes ont été utilisés pour traiter les virus
respiratoires syncytial humains (hRSV) (Shin et al., 2013), la grippe virale causée par le virus
de la grippe (Choi et al., 2019), et les précédentes épidémies de ce siecle notamment les deux
épidémies de coronavirus (SARS-CoV en 2002 et MERS-CoV en 2012) (Khan et Gilani, 2019).

Différentes études ont par ailleurs étudié une variété de plantes pour leurs puissantes activités
antivirales, y compris celle d'Ogbole et al (2018) qui ont étudié vingt-sept plantes médicinales
du sud du Nigéria pour leur activité contre les virus 8 ARN a brin positif tels que les entérovirus.
Leur étude a conclu que des extraits de Macaranga barteri montraient une trés forte activité
contre les échovirus. De méme, des études sont disponibles qui ont passé en revue des centaines
de plantes médicinales a fort potentiel antiviral (Akram et al, 2018). De telles études indiquent
que ces plantes antivirales, aprés des tests minutieux, pourraient étre utilisées pour atténuer les
symptdmes de la COVID-19 (Khan et al, 2021).

Il existe ainsi toute une liste de plantes évaluées pour leur activité contre les virus du SRAS-
CoV. Les plus notables d'entre elles sont Lycoris radiata (Li et al, 2014), Artemisia annua,
Lindera agregat, Isatis indigotica (Lin et al, 2005), Torreya nucifera (Ryu et al, 2010),
Houttuynia cordata (Lau et al, 2008), Pelargonium sidoides (Whitehead et al, 2019) et
Glychirrhiza spp. (Fiore et al, 2008).

En Chine, un produit appelé « Qing Fei Pai Du Tang » et contenant des plantes utilisées en
médecine traditionnelle chinoise (Scutellaria baikalensis, Prunus armeniaca, Cinnamomum
cassia, Zingiber officinalis, Dioscorea opposita, Poria coccos et Citrus reticulata) a permis de
soulager considérablement la fievre et la toux, principaux symptémes de la COVID-19, et a

permis une récupération plus rapide (Yang et al, 2020).

A Madagascar, le Ministere de la Santé malgache a puisé dans les ressources de la pharmacopée
locale et mis au point un mélange d’huiles essentielles d’armoise (Artemisia annua),

mandravasarotra (Cinnamosma fragrans), ravintsara (Cinnamomum camphora), rambiazina



(Helichrysum gymnocephalum), kinimpotsy (Eucalyptus globulus), niaouli (Melaleuca
quinquenervia). Cette préparation, sous I’appellation CVO (Covid-Organics) a été

commercialisé en tant que remede anticoronavirus SARS-CoV-2 (OMS, Juillet 2021).

L'Inde a également exploré sa médecine traditionnelle ayurvédique et mis au point un remede
a base de plantes telles que : Plectranthus ambonicus, Sida acuta, Tinospora cordifolia,
Adhatoda vasica, Andrographis paniculata et Costus speciosus. Ce « medicament », agréé par
le « Ministry of Ayurveda, Yoga and Naturopathy, Unani, Siddha and Homoeopathy of the

Government of India » est prescrit en traitement contre la COVID-19 (Gangarapu et al, 2020).

1.5.3. Espéces étudiées

La situation géographique du Maroc lui confére une large gamme de bioclimats méditerranéens
qui permet I’épanouissement d’une flore riche et variée, marquée par un endémisme
important (Benabid, 2000). Sa flore endemique est sans doute la plus variée de tous les pays du
sud de la Méditerranée (Fennane, 1998), et c’est en particulier vrai en ce qui concerne les
plantes aromatiques et médicinales (PAM) qui représentent ainsi une grande valeur socio-

économique (Ghanmi, 2009).

Le Maroc est riche de plus de 4.800 espéces, parmi lesquelles 905 plantes possédent des
propriétés aromatiques et médicinales (Fakchich et Elachouri, 2021). L utilisation des plantes

a ainsi toujours fait partie de ’arsenal de médication (Rejdali, 1996).

Il est le 12°™ exportateur mondial et ses exportations de PAM ont augmenté de 100% au cours
de période 2004-2009. Il est le fournisseur exclusif de plusieurs huiles essentielles comme
I’armoise et la camomille sauvage. Plusieurs produits sont connus sur le marché international
comme étant des produits typiquement marocains. Cela signifie que 1’exploitation des PAM au
Maroc a réussi a se positionner sur le marché mondial par le biais de plusieurs produits (Neffati
et Sghaier, 2014).

Il est donc logique de puiser dans ce patrimoine important et disponible dans le but de mettre
au point des traitements efficaces pour soigner ou au moins soulager les symptdmes de la
COVID-19.
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Les plantes sélectionnées dans le cadre dans de notre travail sont : le romarin, la lavande et le

curcuma.

- Rosmarinus Officinalis L. <’Azir’’ est une espéce largement connue pour ses usages
médicinaux. Ses feuilles ont un potentiel thérapeutique important contre un large éventail de
maladies telles que les troubles de I'estomac, les maladies respiratoires et inflammatoires
(Bendif, 2017). En médecine traditionnelle, le romarin est utilisé pour la prévention et le

traitement du diabete et des maladies cardiovasculaires (Ribeiro-Santos et al, 2015).

- Lavandula angustifolia *’Khouzama’’, une plante présente dans de nombreux pays, est
connue pour ses qualités antifongiques, antimicrobiennes et antiprotozoaires (Moon et al,
2006).

- Curcuma longa L., nommé « Kharkoum » au Maroc, a une longue histoire d'utilisation
médicinale dans toutes les médecines traditionnelles (Ayati et al, 2019) et est devenu le premier
choix pour la médecine alternative en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et effets

antioxydants (Kocaadam et Sanlier, 2017).

A notre connaissance, aucune étude n'a évalué I'effet des extraits de ces plantes médicinales sur
la fonction plaquettaire chez les patients COVID-19. Aussi, dans le cadre de ce travail, nous
nous proposons de tester 1I’éventuelle activité anti-agrégation plaquettaire de ces 3 plantes

communément utilisées au Maroc.

1.5.3.1. Monographie de Rosmarinus officinalis

La monographie de Rosmarinus officinalis est tirée du 4°™ volume de « Monographs on

Selected Medicinal Plants ».

» Bref historique
Récemment, un intérét scientifique notable s'est porté sur les propriétés thérapeutiques
bénéfiques de différents types d'extraits de R. officinalis et de ses principaux constituants, tels

que l'acide rosmarinique, l'acide carnosique et le carnosol.
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Un grand nombre d'études sur des modeles animaux ou des cellules cultivées indiquent la large
gamme de propriétés médicinales de cette plante en tant qu'anti-inflammatoire, neuroprotecteur
(Sanchez-Camargo et Herrero, 2017), antidiabétique et hépato-protecteur (Park et Mun, 2013).

Le romarin (Rosmarinus officinalis L) est originaire des zones séches et rocheuses de la
Méditerranée. Le nom de genre Rosmarinus derive des mots latins ros et marinus qui, ensemble,
sont traduits par la "rosée de la mer". Le romarin est utilisé depuis I'époque des premiers Grecs
et Romains comme une plante médicinale importante, une épice et un agent aromatisant
couramment utilisés. Les érudits grecs portaient souvent une guirlande de Rosmarinus

officinalis sur la téte pour stimuler leur mémoire (Escuder, 2007).

> Classification

Classe : Equisetopsidae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae
Sous-famille : Nepetoideae
Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis

Noms vernaculaires : Azir, biberine, common rosemary, Romarin, garden rosemary, gusmarino,

encensier, hasalban, hatsa louban, hhassa luban, iklil, iklil el jabal, iklil kuhi (Bedevian, 1994)

» Description botanique

La famille des lamiacées regroupe 7200 especes. Elles sont généralement aromatiques, formées
de tiges quadrangulaires aériennes glabres ou poilues. Les feuilles sont simples et toujours
opposées. Cette famille se distingue par I’odeur qui se dégage des feuilles ou inflorescences par
simple attouchement. Cela est di & la présence des huiles essentielles (Dupont et Guignard,
2012).
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R. officinalis, plante aromatique touffue de la famille des labiées, mesure de 50cm jusqu’a 2m
de haut. Elle est toujours verte et ramifiée. Les feuilles sont généralement sessiles, opposées,
lancéolées et coriaces, avec des bords fortement réfléchis. Les tiges sont ligneuses avec une

écorce de couleur brun fonceé et les racines sont ramifiées (Figure 5) (Leplat, 2017).

Les fleurs sont de couleur bleu blanchatre disposées en grappes a 1’aisselle des feuilles (Photo

2). Elles présentent un calice et une corolle bilabiés.

L’androcée porte 2 étamines et le gynécée présente un style possédant un seul stigmate et un
disque nectarifere. L’ovaire est supere et divisé en deux loges, chacune portant 2 ovules. Le
fruit, tétrakene globuleux, lisse et de couleur brun foncé, mesure 2mm de long. Chaque partie

du tétrakéne renferme un embryon sans albumen (Leplat, 2017).

Les feuilles et le calice portent des poils sécréteurs glanduleux et élaborent une huile essentielle
qui dégage une odeur rappelant 1’encens, d’ou I’origine de 1’un des noms vernaculaires :

«encensier».

Figure 5 : Schéma de Rosmarinus officinalis Photo 2 : : Fleurs de romarin

(Pictures from history, consulté le 5/4/2022)
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> Répartition géographique

Le romarin est originaire du sud-ouest de 1’ Asie ainsi que des pays du bassin méditerranéen. Il
est répandu dans les pays européens, en Espagne, France, Italie, le Portugal, la Gréce... ainsi
que dans les pays d’Afrique du nord : Maroc, Tunisie, Algérie ... il est cultivé principalement

pour I’extraction des huiles essentielles (Hoeffel, 1994).

Au Maroc, il se développe dans plusieurs régions notamment les montagnes du Gueb-er-Rahal
et du Bou-Iblane, Taouarirt, Tamokrant, prés de Boulmane, dans la vallée de 1’Oued Atchane.
Il est répandu dans le Haut-Atlas dans sa partie orientale. 1l est fréquent a partir de Joel Ayachi,
Titahoune et Tizi n’teleghme. Il s’étend également dans la forét de Debdou et la région de

Midelt. Il est présent sur les hauts plateaux alors qu’il est rare dans le niveau occidental.

Il s’étale dans 1’étage aride a subhumide chaud et subhumide frais, dans le méso et thermo

méditerranéen (Figure 6), (Khia et al, 2014).
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Figure 6 : Répartition du romarin spontané au Maroc (Haut-commissariat aux Eaux et
Foréts et a la lutte contre la Désertification, 2017)
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Le Maroc cultive presque un million d’hectares de R. officinalis qui donne un rendement annuel

de I’ordre de 60 tonnes d’huile essentielle destinée a I’exploitation (Khia et al, 2014).

Le romarin est cultivé par semis ou boutures. En automne, le marcottage peut étre également
utilisé. Il consiste a faire plier un rameau long vers le sol et ensuite enterrer une petite partie de
ce rameau. Apres un arrosage régulier, I’enracinement se produit et ensuite la tige doit étre
coupée du pied mere. Au printemps qui suit, la plante peut étre placée dans un pot ou plantée

au champ (Polese, 2006).

» Utilisations culinaires et médicinales

Dans la gastronomie mondiale, les feuilles et les sommités sont utilisées dans I’aromatisation
des viandes, des marinades, les bouquets garnis, ainsi dans la préparation du riz, des soupes et
des salades. .. mais c’est surtout dans la cuisine méditerranéenne traditionnelle qu’il occupe une

place de choix. Le miel de romarin, appelé également miel de Narbonne, est trés prise.

Le romarin entre dans la fabrication du vinaigre a cause de ses propriétés antiseptiques qui lui

confere un effet bactéricide (Hoefler, 1994).

En médecine traditionnelle, 1’huile essentielle du romarin est utilisée comme stimulant de la
circulation du sang et pour soulager les douleurs musculaires. Elle est préconisée dans le
traitement de I’inflammation des voies respiratoires et soulage les maux de téte et les problémes
gastriques mineurs (Bousbia, 2011). Elle est préconisée aussi dans le traitement de la
dépression, la perte du mémoire et les troubles d’origine nerveuse notamment dans la maladie

d’Alzheimer (Leplat, 2017).
L'hydrolysat obtenu & partir de la fleur de romarin est utilisé comme lotion pour les yeux.

Dans le domaine de la recherche medicale, une multitude d’études rapportent de nombreuses
propriétés thérapeutiques de R. officinalis qui intéressent un large éventail de
pathologies (Tableau 1):
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Tableau 1 : Propriétés thérapeutiques de Rosmarinus officinalis

Indications

Références

Effet myorelaxant et traitement des allergies cutanées

Effet antiviral

Réduction de la glycémie

Asthme, arthérosclérose, cataracte, coliques néphrétiques,
hépatotoxicite, ulcére peptique, maladies inflammatoires,
cardiopathies ischémiques

Réduction de la peroxydation lipidique dans le cceur et le cerveau
Capacités hépato protectrices

Prévention des problémes liés a I'athérosclérose

Réduction de la pression artérielle myocardique par I'acide
rosmarinique

Effets anti-angiogéniques et neuroprotecteurs de I'acide carnosique
Effets anticancéreux et antiprolifératifs

Action anti-ulcéreuse

Propriétés néphroprotectrices

Contrdle de I'hypercholestérolémie et du stress oxydatif et
soulagement de la fatigue physique et mentale

Activité radio protectrice et antimutagene

Effet antidépressif

Al-Hader, 1994
Nolkemper, 2006
Del Bafio, 2006

Hsieh, 2007

Posadas, 2009
Bernardes, 2010
Sinkovic, 2011

Karthik, 2011
Kayashima, 2012
Kontogianni, 2013
Amaral et al, 2013

Ramadan, 2013

Fernandez, 2014
El Saied Azab, 2014
Tabassum, 2014

Des travaux de recherche plus récents ont mis en évidence d’autres propriétés thérapeutiques

du romarin. Abadi et al, en 2016, ont testé I’effet anxiolytique de R. officinalis. Pour cela, ils

ont soumis des souris a une situation de stress en leur administrant au préalable un extrait

hydroéthanolique de R. officinalis. Ils ont remarqué un important controle de lI'anxiété, similaire

au diazépam (anxiolytique de synthése largement prescrit). Ainsi, R. officinalis pourrait étre

une alternative aux anxiolytiques et antidépresseurs disponibles, qui peuvent présenter des

effets secondaires, notamment la somnolence, I'nypotension, les arythmies et la dépendance

puisque son effet prophylactique contre I'anxiété a été prouve.
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A T’occasion de la journée mondiale contre le cancer, 4 février 2021, Dre Matshidiso Moeti,
Directrice régionale de I’OMS, déclare que le cancer est reconnu par 1’organisation comme un
probleme de santé mondiale. Le nombre de nouveaux cas a plus que doublé en Afrique par
exemple, passant de 338 000 cas notifiés a 846 000 notifiés en 2020. Dans le but de proposer
des solutions alternatives, moins invasives et moins codteuses, De Oliveira et al (2017), Amar
et al (2017) ainsi que Karimi et al (2017) par exemple ont évalué les extraits de R. officinalis et
ont démontré une action antiproliférative efficace sur plusieurs types de cellules tumorales. Ces
extraits ont permis d'interférer dans le cycle cellulaire, ainsi que de favoriser I'apoptose, dans le

but de bloquer la colonisation et la multiplication des cellules malignes.

Un autre sujet d'intérét pour la communauté médicale est I'émergence de micro-organismes
opportunistes et résistants aux traitements antimicrobiens disponibles. Pour cette raison,
I'extrait glycolique de R. officinalis a été utilisé en alternative a ces agents thérapeutiques pour
contrbler le développement de biofilms mono- et polymicrobiens. Ainsi, des réductions
significatives des communautés microbiennes ont été observées aprées I'application de I'extrait
de plante (De Oliveira et al, 2017).

De plus, l'utilisation des antibiotiques peut entrainer une augmentation des lipides et des
graisses dans le sang, connue sous le nom de dyslipidémie. L'accumulation de ces molécules
dans les vaisseaux peut favoriser les maladies cardio-vasculaires et cérébrovasculaires.
Cependant, l'administration d'extrait aqueux de R. officinalis aux animaux atteints de
dyslipidémie induite par la gentamicine entraine une inhibition de la prise de poids, causée par

I’accumulation de graisse due au traitement antibiotique (Hegazy, 2018).

Dans le cas de la COVID-19, cette infection entraine de nombreuses altérations physiologiques
et biochimiques telles que la translocation des lymphocytes T dans les poumons, les altérations
de la coagulation et l'augmentation des taux de ferritine, un médiateur de la dérégulation
immunitaire (Figure 7), (Mrityunjaya, 2020).

Le SARS-CoV-2 induit des manifestations compliquées dues a trois types de stress : la tempéte
de cytokines, le stress oxydatif et le stress ER (par modification de la membrane du réticulum
endoplasmique des cellules infectées), chacun stimulant les autres. C’est la boucle de
rétroaction positive des événements dans la COVID-19 (A dans la figure 7), (Mrityunjaya et al,
2020 et Uddin et al, 2020)
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Figure 7 : Evénements de la réponse immunitaire face a la COVID-19 (Satoh et al, 2022)

ER : endoplasmic reticulum, NRF2: erythroid derived 2-related factor 2, KEAP1 : Kelch-like
ECH-associated protein 1, GSH : gutathione, NLRP3: NOD-, LRR- and pyrin domain-
containing protein 3, CA : carnosic acid

Les activateurs de NRF2 peuvent stimuler la voie KEAP1/NRF2 et induire p62 ainsi que la
forme réduite du glutathion (GSH), régulateurs importants du RE et du stress oxydatif (Satoh,
2022). Les activateurs NRF2 suppriment également I'inflammasome NLRP3, un contributeur
potentiel a la tempéte de cytokines dans la COVID-19. Il y a donc une interruption de la boucle
de rétroaction positive par les activateurs NRF2 (B dans la figure 7), (Freeman et Swartz, 2020 ;
Toldo et al, 2020).

L’acide carnosique semble inhiber les manifestations de l'infection par le SRAS-CoV-2 par
deux mécanismes : I'un au point d'entrée virale, éventuellement par une liaison covalente a la
protéine du récepteur ACE2, et I'autre en améliorant la tempéte de cytokines par l'inhibition de
I'activation de l'inflammasome NLRP3. Ainsi, l'acide carnosique représente une voie
thérapeutique potentielle pour la COVID-19 (Satoh et al, 2022).

Cependant, concernant les extraits de Rosmarinus officinalis, la bibliographie ne rapporte
aucune recherche sur I’effet des extraits sur I’agrégation plaquettaire qui est I’un des symptomes

caractéristiques de la COVID-19.
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» Composition chimique

Plusieurs composés présentant des activités pharmacologiques peuvent étre isolés a partir

d’huiles essentielles et d’extraits de R. officinalis.

Les composés les plus signalés comprennent 1’acide caféique, I’acide carnosique, 1’acide
chlorogénique, I’acide monomere, 1I’acide oléanolique, I’acide rosmarinique, I’acide ursolique,
I’alpha-pinéne, le camphre, le carnosol, l’eucalyptol, le rosmadial, le rosmanol, les
rosmaquinones A et B, le sécohinokio et les dérivés de I’eugénol et de la lutéoline (Borges,
2019).

En 2014, cing nouveaux composés ont été identifies dans un extrait éthanolique de R.
officinalis : I’officinoterpenoside A1 et Az (glycosides diterpénoides), officinoterpenoside B et
C (glycosides triterpénoides) et officinoterpenoside D (normonoterpénoide) (Zhang et al,
2014).

1.5.3.2. Monographie de Lavandula angustifolia

La monographie de Lavandula angustifolia est tirée du 3*™ volume de « Monographs on

Selected Medicinal Plants ».

» Bref historique

Des P’antiquité, dans les civilisations grecques et romaines, la lavande est déja citée pour ses
usages. Cette plante médicinale est originaire de la Perse sous I’appelation Lavandula stoechas
Linné ou spica qui est connue actuellement sous le nom Lavandula latifolia (Belmont, 2013).
Mais ce n’est qu’au moyen-age que le terme « lavande » apparait et trouve son origine dans le
verbe latin « lavare » qui signifie laver. A cette époque, on trouvait la lavande était cultivee
dans les jardins des monastéres en tant que plante aromatique et était utilisée dans un but
médicinal (Fabiani et Christof, 2002).

Les Egyptiens utilisaient la partie florale de la lavande au cours des processus de momification
(Belmont, 2013).
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En Provence, au Moyen-age, les fleurs de lavande sauvage étaient utilisées par les paysans pour
soigner les blessures superficielles. Puis, a fin du 19°™ siécle, la production s’est développée et

a evoluée en culture intensive (Veyan, 2000).

> Classification

Lavandula angustifolia appartient a I’embranchement des Spermaphytes.

Classe : Magnoliopsidae

Ordre  : Lamiales

Famille : Lamiacées

Sous-Famille : Nepetoideae

Genre  :Lavandula

Espéce : Lavandula angustifolia
Ce genre comporte 25 a 35 sous-especes de morphologies diverses. La détermination des
especes, trés ardue, a donné lieu a des interprétations successives en raison de ’existence de
variétés et d’hybrides spontanés.

Synonymes : Lavandula spica L., Lavandula vera, Lavandula angustifolia Mill et Lavandula

officinalis désignent la méme plante (Toninolli et Meglioli., 2013)

Noms vernaculaires : Khouzama, khuzama, khuzama fassiya, khuzama zerqua, al birri,

alhucema, lavande femelle, lavande véritable, lavandula vraie (African pharmacopoeia, 2014)

» Botanique et Ecologie
Lavandula angustifolia est un arbuste aromatique de 1 a 2 m de haut. Ses rameaux sont gris-
brun a brun foncé avec de longues pousses floriféres et de courtes pousses feuillues.

Ses feuilles sont linéaires-lancéolées, grises tomenteuses lorsqu'elles sont jeunes, devenant plus

vertes avec l'age.

La tige porte des inflorescences habituellement non ramifiées de 10-25 cm de long avec un épi
compact de 4 a 5¢cm, présentant parfois des grappes de fleurs éloignées de I'épi principal (Figure

8).
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Les bractées sont larges, ovales et les bractéoles présentes mais minuscules. Le calice est & 13
nervures et la corolle fortement symétrique bilatéralement, faisant presque deux fois la longueur
du calice a lobes proéminents, camaieu de bleu/mauve, blanc, rarement rose violet (Paniagua-

Zambrana et Bussmann, 2020).

Les feuilles, étroites ou ovales, sont longues de 2 a 5 cm. Les bractées de couleur brun jaunatre,
sont marquées de 5 a 7 nervures principales tres distinctes. Leur contour est triangulaire et se
détache facilement de 1’axe de 1’épi. Les fleurs, a pédoncule court, sont disposées en épis de six
ou dix groupes, les inférieurs étant séparés des supérieurs (Photo 3). Elles sont portées par des
bractées aussi larges que longues (Botineau, 2010).

La racine est généralement pivotante et parfois tracante.

Figure 8 : Schéma de L. angustifolia Photo 3 : Fleurs de L. angustifolia

Lavandula_angustifolia_-_Koéhler—s_Medizinal-Pflanzen-087.jpg (consulté le 5/4/2022)

» Répartition géographique
Les espéces du genre Lavandula sont pour 1‘essentiel présentes dans le pourtour méditerranéen.
Au nord de la Méditerranée, elles s’étendent du Portugal jusqu’au Proche Orient. Et, au sud,
elles se répartissent a travers les pays d’Afrique du nord jusqu’aux pays du Moyen-Orient
(Figure 9). On trouve également des especes de lavande au nord-est de 1’ Afrique tropicale
(Somalie, Ethiopie, Erythrée et Soudan) ainsi qu’a 1’ouest des cotes africaines sur les iles du
Cap Vert. Enfin, en Inde, deux espéces de lavandes créent une disjonction du genre a I’est du
pays (Upson et Jury, 2002).
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En France, la culture de lavande reste une activité localisée dans le sud-est, principalement dans
quatre départements : les Alpes de Haute Provence, les Hautes Alpes, la Drome et le Vaucluse
concentrant 94% de la production frangaise de lavande et lavandin. D’autres pays comme la
Bulgarie, 1’Ukraine, la Chine cultivent la lavande mais ce sont des Lavandula angustifolia a
partir des populations frangaises.

La lavande de groupe stoechas se développent sur tout le pourtour méditerranéen notamment
en Andalousie et dans une partie du Portugal.

La zone algéro-marocaine est clairement un centre de diversité avec un grand nombre d'espéces
(3 espéces endémiques en Algérie et 4 en Maroc) représentant 3 des 6 sections du genre
Lavandula (Upson et Jury, 1997).

Au Maroc, plusieurs espéces de genre Lavandula, appelées toutes lavande, sont localisées dans

différentes régions du pays (Figure 9).
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Figure 9 : Aire de répartition des especes de lavandes dans le monde (Guitton, 2012)
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Plusieurs lavandes ont été identifiées, en 2014: Lavandula stoechas, L. angustifolia, L.atlantica,
L. pedunculara Miller, L. Multifida, L.dentata, L.maroccana, respectivement sur le plateau
central, a Oulmes, Agquelmouss, le Moyen-Atlas central (Ait Amro Ouali ), la plaine du Saiss
(Ain Jerri) et le Haut-Atlas occidental au niveau du bassin versant d’Ourika (Figure 10) (Bachiri
et al, 2015).
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Figure 10 : Aire de répartition des lavandes au Maroc (Bachiri et al, 2015)
» Principaux constituants chimiques

(Radi et al, 2022)

- Monoterpénols (30-40%): linalol, terpinéne-1-ol, lavandulol
- Esters terpéniques (40-50%): acétate de linalyle, acétate de lavandulyle
- Sesquiterpenes : béta caryophylléne, béta farnéséne
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- Monoterpénes : ociméne
- Sesquiterpénols, aldéhydes, cétones, coumarines

- Huile essentielle (1,0 & 3,0 %) dont les principaux constituants sont I'acétate de linalyle (30 a
55 %) et le linalol (20 a 50 %)

- B-ociméne, 1,8-cinéole (1,8-cinéol, cinéol, cinéole, eucalyptol), camphre et oxyde de

caryophyllene.

» Propriétés médicinales en utilisation empirique

Dans la médecine arabe, la lavande est utilisée en traitement symptomatique des maux de téte,
de l'agitation, de l'insomnie, comme carminatif et antispasmodique des troubles gastro-
intestinaux d'origine nerveuse. En cas de toux, de grippe, de rhume, d’insuffisance biliaire et

d’infections aussi bien urinaires que pulmonaires, elle est administrée en infusion (Bellakhdar,

1997).

Elle possede aussi un pouvoir antibactérien, diurétique, emmeénagogue et antioxydant marqué.
Cette plante a aussi des propriétés insecticides marquées, ainsi qu’un pouvoir anticonvulsivant
intéressant (Chu et Kemper, 2001).

» Utilisation en pharmacologie

De nombreuses équipes de recherche s’intéressent aux propriétés pharmacologiques de

Lavandula et isolent les molécules actives qui possédent des propriétés thérapeutiques :

Activité antioxydante : un extrait a 50% d'extrait éthanolique a révélé un effet antioxydant in

vitro a la dose moyenne de 45,0 mg/ml (Lamaison et al, 1990).

Activité antimicrobienne des extraits aqueux, chloroformiques, hexaniques et méthanoliques :
a la concentration de 60,0 pg/ml, ces extraits ont inhibé la croissance de Streptococcus

pneumoniae (Alkofahi et al, 1996).
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Activité antibactérienne : un extrait au méthanol des fleurs a inhibé la croissance de Helico
bacter pylori, bactérie associée a l'ulcere peptique, in vitro, & la concentration minimale
inhibitrice de 100,0 ug/ml (Mahady et al, 2005).

Concernant la lutte contre la COVID-19, a notre connaissance et en dehors de 1’utilisation

traditionnelle, aucune étude n’a été menée afin de tester 1’effet antiviral de la lavande.

1.5.3.3. Monographie de Curcuma longa L.

La monographie de Curcuma longa est tirée du 3°™ volume de « Monographs on Selected

Medicinal Plants ».

» Bref historique

Le curcuma constitue 1’un des produits phares de la médecine traditionnelle indienne appelée
médecine ayurvédique. Cette derniére constitue la plus ancienne tradition médicinale de
I’humanité. Le curcuma est cité dans une série de traités médicaux datant d’environ 3 000 ans

avant notre ere parmi les quelques 250 plantes médicinales mentionnées.

En Europe, lorsqu’il fut introduit par les Romains au moment de la conquéte des Gaules, il
¢était apprécié surtout pour sa couleur. Les Grecs le mélangeait a I’indigo pour obtenir une
teinture verte qu’ils utilisaient pour teindre les tissus (Pharmacopoeia of the People’s Republic
of China, 1992).

» Classification

Classe : Liliopsidae

Ordre : Zingiberales

Famille : Zingiberaceae
Sous-Famille : Zingiberoideae
Genre : Curcuma

Espéce : Curcuma longa L.
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Le nom du genre Curcuma provient de la latinisation de I’arabe « kurkum » signifiant jaune et

se référant a 1’origine au safran.

Noms vernaculaires : Safran des Indes, Safran calédonien, Faux safran, Tumerie sauvage,

Kurkum, Kharkoum, Alwaras, ...

Le genre Curcuma comprend de 40 a 110 especes selon les sources, originellement répandues
dans les régions d’Asie tropicale et d’Australie septentrionale, aux précipitations tres
saisonniéres. On observe la plus grande diversité dans le genre en Inde, en Birmanie et en
Thailande, beaucoup moins en Chine, en Australie et dans le Pacifique Sud. Sa distribution est

exclusivement intertropicale (Bisset et Wichtl, 2000).

» Répartition géographique

Espece originaire des zones tropicales du Sud Asiatique (Inde), le Curcuma longa L. est tres
répandu en Chine, en Indonésie, en Jamaique, en Pérou, en Birmanie, en Thailande, en
Australie, en Pacifique du Sud, en Europe, aux Comores, aux Mascareignes et aux Seychelles
(Cheik Ali, 2012).

» Caracteres botaniques

Le C. longa L. est une plante herbacée rhizomateuse, vivace qui peut atteindre une hauteur d’un

meétre avec des feuilles de 50 cm de long et 7 a 25 cm de large.

Ses feuilles, a nervure axiale puissante et nervures secondaires paralléles, trés longues,
oblongues a elliptique sont engainantes (Boullard, 2001). Les gaines constituent une pseudo-
tige courte. Les limbes criblés de points translucides sont vert foncé au-dessus, vert tres clair

en dessous (figure 11).

La floraison commence a partir de la 3°™ & 4°™ année. L’inflorescence est constituée d’un épi
cylindrique formé de bractées imbriquées vert foncé et stériles, a 1’aisselle desquelles naissent

les fleurs blanches ou jaunatres, une pour chaque bractée (Photo 4) (Hombourger, 2010).

Le rhizome de Curcuma longa (Photo 5) possede de nombreux rhizomes dont un principal

mesurant environ 5 cm x 2,5 cm et présentant a maturité plusieurs rhizomes latéraux

26



aromatiques, cylindriques ou ellipsoides, de couleur gris-jaune a I’extérieur et orange sombre a
I’intérieur (Standard of ASEAN, 1993).

Figure 11 : Schéma de Curcuma longa Photo 4 et Photo 5 : fleur et rhizome

(ReaserchGate.net, consulté le 5/4/2022)

Les rhizomes, jaune orangé en section, gris brunatre en surface, épais et écailleux, se rident par
dessication. Le curcuma commercialisé est dit rond et provient des rhizomes principaux qui

sont de forme ovoide. Il est ovale, piriforme et communément appelé « ampoule ».

Le curcuma long provient des rhizomes secondaires qui sont plus cylindriques. Ils mesurent 4
a7 cm de long pour 1 a 1,5 cm de large et évoquent la forme de doigts, d’ou leur appellation.
IIs sont de couleur jaunatre a brun-jaunatre a 1’extérieur et jaune ou jaune orange a I’intérieur.
Les rhizomes dégagent une odeur aromatique forte lorsqu’ils sont coupés et leur goiit est chaud

et Iégérement amer (Delaveau, 1987).

Le Curcuma longa est une plante stérile qui se dissémine par division de son rhizome (Jourdan,
2015).

> Partie utilisée

La poudre est la forme la plus utilisée aussi bien en cuisine que dans I’industrie. Elle est
fabriquée selon un procédé qui obéit aux recommandations post-récoltes de la la Food and

Agricultural Organization of the United Nations (FAO).

Les rhizomes récoltés sont bouillis dans I’eau pendant environ une heure et cela au plus tard

trois jours apres leur récolte. L’amidon contenu dans les rhizomes est ainsi gélifié et le séchage
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est alors uniforme. Cela permet également 1’élimination de toute traces et d’odeurs parasites.

IIs sont ensuite séchés pendant 10 a 15 jours, & 60°C dans des tunnels aérés.

Le passage des rhizomes dans des tambours rotatifs équipés d’un maillage métallique permet
de réper la surface et de supprimer les radicelles et les écailles. L’aspect des rhizomes est
amélioré par un ringage rapide avec une solution de poudre de curcuma, ce qui contribue a

’attractivité du produit commercialisé.
L’obtention de la poudre passe par une denicre étape de broyage et de tamisage (FAO, 2004).
» Constituants chimiques

Le curcuma contient des protéines (6,3 %), des matiéres grasses (5,1 %), des minéraux (3,5 %),
des glucides (69,4 %) et de I'eau (13,1 %). Le dicétone phénolique (diferuloylméthane) (34%
de la curcumine) est a I’origine de la couleur jaune, et comprend la curcumine I (94%), la

curcumine 11 (6%) et la curcumine 111 (0,3%).

D'autres dicétones phénoliques, déméthoxycurcumine et bis-déméthoxycurcumine ont

également été isolées des rhizomes de Curcuma longa (Bruneton, 1995).

La structure chimique de la curcumine (diferuloylméthane), principal curcuminoide et fraction
la plus importante de C.longa L.a été déterminée par Roughley et Whiting en 1973 (Lonchampt,
2016).

La curcumine est soluble dans I'é¢thanol, I’acétone, le chloroforme et 1'acide acétique. Elle est
insoluble dans I'eau. Dans la molécule de curcumine, la chaine principale est aliphatique,

insaturée et le groupe aryle peut étre substitué ou non.

La présence de tumérones (a et b), de curdione, de curzérénone, de mono- et di-
déméthoxycurcumine a été rapportée également (Bisset et Wichtl, 2000).

L'huile essentielle (5,8%) obtenue a partir de rhizomes contient de I'a-phellandréne (1%), du
sabinéne (0,6%), du cinéol (1%), du bornéol (0,5%), du zingibérene (25%) et des sesquiterpines
(53%) (Bernard et al, 1982).
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Les rhizomes sont riches en composés phénoliques tels que les monoterpénoides,

sesquiterpénoides et les curcuminoides (Tang et Eisenbrand, 1992).

» Propriétés thérapeutiques

Le curcuma est trés largement utilisé dans la cuisine indienne en tant que colorant alimentaire
et conservateur. En médecine ayurvédique, il est prescrit pour traiter de nombreuses affections
(Bharat et al, 2008).

Ces derniéres années, les nombreuses recherches effectuées in vitro ont montré 1’intérét de
cette plante dans divers domaines. Les études se sont ainsi intensifiées a tel point que plus de
1 000 articles ont été intégrés dans la base de données de Medline entre 2002 et 2013 (Jourdan,
2015).

Le tableau (2) regroupe quelques propriétés thérapeutiques de Curcuma longa, tel que décrit

dans la bibliographie :

Tableau 2 : Propriétés thérapeutiques de Curcuma longa

Indications Références
Activite répulsive et antiseptique Jilani et Saxena, 1990
Activité insecticide Chowdhury et al., 2000
Activité fongicide Kim, 2003

Affections broncho-pulmonaires (antiasthmatique, | Hurtel, 2007
antitussif et expectorant)
Céphalées et rhumes Wicht et Anton, 2007
Infections oculaires et dermiques, arthrite, acné Singh, 2007
Plaies chez les diabétiques Ghanbari et al, 2008
Otites chroniques, manifestations allergiques et
inflammatoires Portes, 2008
Troubles digestif (action hémétique, antispasmodique | Singh, 2011

et antidispeptique)
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En Colombie, il est traditionnellement consommé comme stimulant circulatoire et pro-
thrombose (Bussmann et al, 2018). Plus récemment, en 2021, Seo et al ont montré que Curcuma
Longa améliore la sécrétion d'IFN-y, un régulateur clé du systéme immunitaire humain,

suggerant son utilisation potentielle en tant qu'ingrédient alimentaire stimulant le systéme

immunitaire.
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Chapitre 1l : Infections mycosiques

Cas du Candida albicans
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11.1. Les candidoses

Dans toutes les régions du globe, les candidoses dues a des levures ubiquitaires appartenant au
genre Candida sont présentes. Sur les 200 espéces connues, 23 sont a I’origine mycoses
superficielles ou profondes et sont donc pathogénes pour I’homme (Born et al, 2003). Les
candidoses superficielles représentent les aspects cliniques les plus couramment relevées dans
les ces d’infections a Candida, notamment au niveau de la peau, des ongles et des muqueuses.
La présence commensale des levures du genre Candida d'origine endogene, dans le tractus
gastro-intestinal entraine un déséquilibre du microbiote ou un déficit immunitaire la plupart des
infections a Candida (d’Enfert, 2007).

Candida albicans est un agent causal prédominant de la candidose. Il est responsable de plus
de 80 % des candidoses détectées (Silva et al, 2012).

Le spectre clinique de la candidose varie largement de superficielle a invasive. Le muguet
buccal, la mycose vulvo-vaginale, I’infection des voies urinaires font partic des maladies les

plus courantes causées par C. albicans chez I'homme (d’Enfert, 2021).

Cette espece est également associée a des infections invasives telles que I'endocardite et la
meéningite qui sont souvent liés a une morbidité et mortalité élevées. La fréquence élevée des
candidoses a créé un probleme clinique grave dans le monde et le taux d'infection ne cesse
d'augmenter (Chin et al, 2020).

Bien que ces infections soient observées a tout age, leur impact est plus grave chez les
nourrissons et les personnes agées. Le diagnostic des candidoses est parfois difficile a cause de
des symptémes trés divers. De plus, elles sont source d’altération de la qualité de vie et donc
de souffrance psychologique en raison de la géne d’ordre esthétique qu’elles peuvent
occasionner. Les mycoses peuvent se localiser au niveau des ongles, par exemple, et résistent

aux traitements antifongiques prescrits (Richet et al, 2002).

Les mycoses constituent donc un véritable souci et peuvent étre cataloguées en tant que
probleme de santé publique du fait de leur ténacité et leurs répercussions physiques et

psychologiques, (Akammar et al, 2013).
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Lors des vingt derniéres années, la forte augmentation des infections superficielles a Candida
aamélioré I’attention portée a la mycologie médicale. La proportion des atteintes a Candida.spp
est trés variable selon les études propres a chaque pays. Elle varie ainsi de de 2,6% en France
(Zukervar et al, 2011) a 52,44% en Gréce (Rigopoulos et al, 1998).

Les travaux de Boukachabine et Agoumi, publiés en 2005, ont montré que sur 22 ans, soit de
1982 a 2003, les cas d'onychomycose diagnostiqués par examen mycologique au laboratoire de
parasitologie et mycologie a I’Hopital des Enfants a Rabat, révelent que 17.177 dermatophytes
ont été isolés chez 4.940 patients. Les dermatophytes ont présenté 61,46 % des onychomycoses
et les levures Candida albicans étaient responsables de 25,5 % des infections.

C’est aussi le pathogeéne fongique le plus souvent mis en cause dans les cas d’infection
systémique nosocomiale. En 2011, I’étude réalisée par Pr El Hassani a I’hopital Avicenne de
Rabat, a montré que 22,55% de 1’ensemble des mycoses superficielles sont des candidoses

cutanéo-mugueuses.

De méme, a travers une étude rétrospective menée sur une période de cing ans (2006-2010) au
laboratoire de parasitologie-mycologie du CHU de Casablanca, les résultats mycologiques
(examen direct et culture) de 2070 prélevements unguéaux, pratiqués durant cette période, ont
été recueillis et analysés. Tous les cas d’onychomycose retenus dans cette étude affichent un

examen direct et une culture tous deux positifs.

Ces résultats montrent que C. albicans reste la levure prédominante dans cette série (49 %),

essentiellement au niveau des ongles des mains (Halim et al, 2013).

Les infections par ce champignon représentent ainsi une composante majeure de la charge de

morbidité causée par les champignons (Yapar, 2014).

L'impact des candidoses sur la santé humaine se fait sentir de plus en plus notamment en raison
du nombre croissant de patients immunodéprimés, de l'augmentation des transplantations
d'organes, des chimiothérapies et de I'utilisation généralisée d'antibiotiques qui déséquilibre le
microbiote humain (Sellam et Whietway, 2016).

De plus, ces infections deviennent difficiles a traiter en raison de I'émergence de souches

résistantes aux antibiotiques. L'altération génétique de ces souches renforce également leur
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virulence, ce qui crée une difficulté supplémentaire (Gow et al, 2011) d’ou la nécessité de

rechercher de nouveaux composés antifongiques.

11.1.1. Candida albicans

C. albicans possede une polyvalence en tant qu'agent pathogéne et s'adapte en tant que
commensal a divers sites anatomiquement distincts du corps humain. 1l peut se retrouver au

niveau de la cavité buccale, du tractus gastro-intestinal et du tractus génital (Dantas et al, 2016).

Ce champignon provoque également des infections cutanéo-muqueuses et superficielles au
niveau de la peau et des ongles ainsi que des infections systémiques, qui surviennent souvent
par translocation et dissémination du tractus gastro-intestinal dans la circulation sanguine
(figure 12, d’Enfert et al, 2020).

Certains protocoles médicaux tels que 1’antibiothérapie, la corticothérapie, les traitements
immunosuppresseurs, la chimiothérapie, les interventions chirurgicales antérieures, les greffes
d’organes solides ou de cellules souches hématopoiétiques, les affections comme le sida, la
leucémie, le diabéte et le lymphome, les traumatismes et les brllures constituent des facteurs

de risque de la candidose invasive (Aubry, 2022).

Commensal sites Diseases
Oropharyngeal Candidiasis

(acute, chronic, chronic-mucocutaneous)
Predisposing factors

oral cavity /\ ) > broad-spectrum antibiotics

> dysfunctional T-cell immunity

> nutritional deficiencies

» salivary hypo-function

» smoking

» wearing dentures

& Systemic Candidiasis
(translocation through gut mucosa)
Predisposing factors

> damage of gut mucosa (surgery)

> broad-spectrum antibiotics

> immunosuppression

> central venous catheter

gastro-intestinal tract

> lengthy stays in ICU
> dialysis
genital tract Y
Vulvovaginal Candidiasis

> 75% of women experience

at least 1 episode in their life

> 5% have recurring episodes
Predisposing factors

> high estrogen levels

> use of oral contraceptives

> diabetes

ot (/_\ Mucocutaneous Candidiasis

Figure 12 : Sites d'infection de C. albicans et facteurs aggravant des candidoses (d'Enfert et
al, 2020)
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11.1.2. Classification et caractéristiques de C. albicans

> Classification

Regne : Fungi (Champignons)
Division : Ascomycota

Classe : Saccharomycetes
Ordre : Saccharomycétales
Famille : Saccharomycétacées
Genre : Candida

Espece : Candida albicans

» Reproduction

C. albicans est polymorphe car il peut prendre 1’aspect de levures ou ’aspect de pseudo-hyphes
selon la température, le pH et les nutriments du milieu (Ryan et al, 2004). 1l est diploide et

encapsulé.

La forme levure est la plus couramment observeée et elle est associée a une reproduction asexuee
par bourgeonnement pour donner des blastoconidies. Les pseudo-hyphes dépouvus de
structures propres aux hyphes vrais (parois paralleles, septum, etc ...) ont I’allure de longs

filaments et produisent des chlamydospores aux parois épaisses (Théraud et al, 2004).

Les colonies d’aspect plissé apparaissent de 48 a 72 heures apres la mise en culture a 37 °C sur
un milieu de culture de champignons tel que la gélose de Sabouraud. Elles prennent ensuite un

aspect lisse a la remise en culture.
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» Adhésion et invasion

C. albicans est un agent pathogene connu pour sa capacité a déployer deux mécanismes d’action
distincts (Figure 13) : I'endocytose induite et la pénétration active (Zhu et Filler, 2010).

Invasion
©” Adherence Active

\ o~ \ Induced penetration

endocytosis

Damage

¥ Induced Active Active
endocytosis penetration penetraton € M -~—~~_

Adherence into a cell betweencells - ~>
- o -
s‘ g : r 4, o

Figure 13 : Schéma des différentes étapes d'interaction C. albicans - cellules  épithéliales
(Zhu et Filler, 2010)

L'espece C. albicans a la capacité de provoquer différents types d'infection en régulant

I'expression de ses facteurs de virulence dans les différentes niches du corps humain.

La pathogénicité de cette espece est médieée par l'altération de la résistance d'un héte a
I'infection, localement ou systémiquement. Les enzymes hydrolytiques sécrétées par ce
champignon sont responsables des facteurs de virulence et de sa pathogénicité. Elles
interviennent dans les mécanismes d’invasion et dégradent des proté€ines de I’organisme infecté
telles que I'némoglobine et la kératine, ainsi que la structure de la membrane des cellules afin
de faciliter I'invasion. Elles ciblent également les cellules du systéme immunitaire et évitent les

agents antimicrobiens (Poulain, 2013).
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11.1.3. Mode d’action

Les éetudes rapportent que les Candida possedent une grande capacité a s'adapter et a se
développer dans différentes conditions environnementales et dans des niches distinctes qui
présentent des pH différents jusqu’a une valeur de (-2) dans 1’estomac, par exemple. La

croissance de ce champignon est ralentie & un pH alcalin (Costa et al, 2020).

La flexibilité métabolique de Candida albicans est un facteur essentiel dans sa propagation en

raison de sa capacité a occuper divers sites dans le corps humain qui contiennent différentes
sources de carbone assimilables et non assimilables. C. albicans a la capacité de croitre et
d'assimiler bon nombre de ces sources de carbone, principalement le glucose (Jacobsen et al,
2021).

Les biofilms de C. albicans, structures hautement organisées, sont omniprésents dans différents
environnements. Ils se forment lorsque les champignons se fixent, adhérent et s'accumulent sur
des surfaces, sur lesquelles ils peuvent résister a un traitement antibiotique. La premiere étape
d’initiation de la matrice extracellulaire, organisée en structure robuste est I’adhésion des

cellules de C. albicans aux surfaces (Mendonca et al, 2022).

Ce processus est contrdlé via un réseau de facteurs de transcription de plus de 1000 génes. La
formation de biofilm dépend de I’espéce de Candida impliquée, par des modeéles distincts de
morphogeneése, par des agents environnementaux et par le type et la qualité des surfaces de
contact (Nobile, 2015).

En général, les cellules et le biofilm sont une communauté coopérante d'adhérents qui sont
attachés aux surfaces et se développent en produisant des polymeéres extracellulaires qui

fournissent une matrice structurelle qui peut faciliter I'adhésion (Kokare et al, 2009).

Les biofilms de C. albicans présentent quatre phases de développement distinctes (Figure 14) :
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Figure 14 : Formation du microfilm de C. albicans (Kojic et Darouiche, 2004)

1- La phase précoce pendant laquelle les cellules de levure sphériques favorisent

I'adhérence aux surfaces.

2- La phase intermédiaire, ou la couche basale de la matrice avec des cellules proliférantes

est formée par des cellules de levure passant a une forme filamenteuse.

3- La phase de maturation avec un ancrage accru des cellules fongiques, une croissance
des hyphes concomitante a la production de matériau de matrice extracellulaire, agencé

pour produire une architecture tridimensionnelle.

4- Le réseau dense de cellules sous forme de levures, pseudo-hyphes et hyphes, peut

lentement disséminer les cellules de levure de la matrice vers de nouveaux sites

d'ensemencement.
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» Résistance aux médicaments

Un large éventail de produits de synthése (Tableau 3) sont prescrits en traitement
antifongique (Lopez-Martinez, 2010).

Tableau 3 : Produits antifongiques de synthése généralement prescrits

Exemple d’infection au C. albicans Traitement fongique prescrit

Candidose vaginale Antifongiques azotés topigques ou oraux :
butoconazole, clotrimazole, triazole et
I’éconazole.

Candidose mucocutanée Antifongiques systémiques :
fluconazole, traconazole et
voriconazole.

Candidose invasive Caspofongine ou formulations lipidiques

d’amphotéricine B.

I1 a été¢ démontré que 1’usage répété du fluconazole par exemple, notamment chez les patients
immunodéprimés a qui il est administré a titre de prophylaxie chronique induit une résistance
a ce produit (Ruhnke M., 2006). Une résistance aux échinocandines a aussi été décrite par
Antinori en 2016.

11.2. Plantes a activité antifongique

L’activité antifongique d’extraits de plusieurs plantes médicinales marocaines a été mise en

évidence dans le cadre d’études in vitro.

A titre d’exemple, Ceyhan et al, en 2012, ont montré que des plantes du genre Eryngium
(plantes herbacées de la famille des Apiacées, chouka zerga, en arabe), tels que E. maritimum,
E. arvense, E. campestre et E. planum possédent des activités antimicrobiennes contre des

champignons tels que C. albicans et C. glabrata.

Une étude a également été menée pour évaluer ’effet antifongique des extraits de Daphne
gnidium (arbuste de la famille des Thyméléacées, lazaz en arabe) sur différents agents

pathogénes. EI Makhfi (2012) a ainsi testé des extraits aqueux et méthanolique de D. gnidium
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sur quinze champignons pathogénes et montré un effet inhibiteur vis-a-vis de Pythium

catenulatum, P. torulosum, P. diclinum, , C. glabrata, et C. albicans.

Talibi et al. (2012) ont également étudié I'effet antifongique des extraits organiques de huit
espéces végétales marocaines contre I'agent de la pourriture aigre des agrumes, Geotrichum
candidum. Les auteurs ont remarqué que parmi huit extraits végétaux, seuls les extraits
méthanoliques de Cistus villosus, Ceratonia siliqua et Halimiumum bellatum ont présenté de

puissants effets antifongiques et antibactériens.

Hassikou et al, en 2014, ont également démontré 1’activité antimycosique des extraits de
feuilles et de 1’écorce de Quercus suber sur une souche de C. albicans, responsable d’une
infection vaginale. Les concentrations minimales d’inhibitions (CMI) relevées étaient

comprises entre 12,5 et 50 mg/ml.

11.3. Monographie de Quercus suber L.

Au Maroc, les formations forestieres naturelles et les nappes alfatieres couvrent environ 9
millions d’hectares (5 814 000 ha pour les essences et 3 186 000 pour les nappes alfatieres),
soit un taux de couverture de 12,6% du territoire national. Ces écosystémes sont stratégiques
en raison de leurs divers roles socio-economiques (recettes, matiere premiere, ressources

énergétiques, source d’emplois et de revenus, etc) (Aafi et al, 2007)

Le chéne-liege, Quercus suber est une essence endémique du domaine méditerranéo-atlantique,
mais son aire de répartition s'est fortement réduite suite a de fortes variations climatiques et

surtout a I'action anthropique (Benabid, 2005).
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> Classification

Classe : Equisetopsidae
Ordre : Fagales

Famille : Fagaceae
Sous-famille : Quercoideae
Genre : Quercus

Espéce : Quercus suber L.

Noms vernaculaires : Elfelline, Lfernane

» Distribution géographique

Le chéne-liege est endémique des pays du bassin méditerranéen occidental (Figurel5). La
suberaie mondiale s’étend sur environ 2 687 000 ha, répartis exclusivement sur 7 pays : le
Portugal avec une superficie de 860 000 ha (32%), I’Espagne avec 725 000 ha (27%), le Maroc
avec 440 000 ha (16,4%), I’ Algérie avec 375 000 ha (14%), la Tunisie avec 5,3%, I’Italie avec
3,7% et la France avec 1,6% (Quézel et Médail, 2018).
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Figure 15 : : Répartition spatiale des chénes sclérophylles dans le bassin méditerranéen

(Quézel et Médail, 2018)

41



Au Maroc, les principaux massifs s’étendent dans le Rif, le Moyen-Atlas, le plateau central et
la Meseta occidentale. Sa présence dans le Haut-Atlas est relativement peu importante. C’est le
seul arbre qui présente encore des foréts de plaines suffisamment vastes et denses telles que les

suberaies de la Maamora et de Larache (Mhirit et Blerot, 1999).

» Description botanique

Q. suber est un arbre monoique pouvant atteindre 10 a15 m de haut (Photo 6). 1l est caractérisé
par :

un tronc court entouré par une écorce trés eépaisse, dure, elle-méme protégée par le liege,

des feuilles alternes, simples, persistantes, spiralées sur tous les rameaux, coriaces, ovales, plus

ou moins dentées et épineuses, glabres et de couleur verte.

des fleurs unisexuées, actinomorphes plus ou moins staminées, groupées en épis dressés ou bien

en cymes réduites (Campbell et al, 2002).

des fruits : des glands, de forme ovoide, pourvus d’un pédoncule court (Photo 7). Ils sont assez
gros, allongés et contenus dans une cupule aux écailles molles et veloutées qui les relie au
rameau. La cupule est un organe creux qui, & maturité entoure seulement la base de 1’akéne (El
Hachemi, 2010).
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Photo 7 : Quercus suber de la Maamora Photo 6 : Glands

(Photos Lahlimi, 15/10/2021)

» Ecologie

Cette essence dépend fortement des conditions édaphiques et bioclimatiques du milieu. Elle est
héliophile, sensible aux variations de la lumiére. Elle est donc présente dans les zones
bioclimatiques subhumides, humides et subhumides chaudes, tempérées et fraiches,
exceptionnellement semi-arides chaudes et tempérées. Les suberaies s’accommodent de

précipitations moyennes annuelles pouvant varier de 400 a 2000 mm (Aafi, 2007).

Du point de vue édaphique, Q. suber est essentiellement calcifuge, préfere les sols siliceux et
acides tel que les sables pliocenes du Maroc. Il s’accommode de sols peu fertiles, superficiels
ou riches en argiles, mais recherche plutot des textures légeres (sables), bien aérées et riches en

matiere organique (Hammoudi, 2002).
» Usages

Au niveau de I’écorce, le phelloderme, situé au-dessous de la couche de liege, fournit un tanin

(dit dbagh en arabe) tres utilisé par I’industrie de la tannerie (Ballu, 2004).

Les caractéristiques du liege (souplesse, isolant, etc) en font un matériau tres demandé pour
I’¢laboration d’articles particuliers (agglomérés d’isolation, revétement, décoration,
bouchons,...). Depuis quelques années, il est également utilisé dans la construction de maisons
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écologiques pour ses excellentes performances thermiques et acoustiques (Belghazi et al,
2003).

Le Maroc est I’'un des principaux pays producteurs et exportateurs du monde. Il exporte 80%
de sa production totale. Le bois du chéne-liege, dur et durable, résiste bien dans I’eau et ¢’est

aussi un excellent bois pour la charpente et les traverses de chemin de fer.

> Utilisation en médecine traditionnelle

Les parties utilisées sont le latex, I’écorce des jeunes rameaux, les feuilles, les glands. Le latex
est utilisé en usage externe dans le traitement des morsures de serpents et de la gale animale
(Sijelmassi, 2011).

L’¢écorce est tres utilisée vue ses nombreuses propriétés thérapeutiques :

- En gargarisme avec une décoction de 20g d’écorce dans un litre d’eau pendant 10
minutes en cas d’angine ou d’inflammation de la gorge avec douleur modérée a la

déglutition, sans fievre (Sijelmassi, 2011).

- En bain de siege avec une décoction de 80g d’écorce dans un litre d’eau pendant 10

minutes pour soigner les hémorroides et les affections de la peau (Atbib et al, 2007).

- En lotion pour stimuler la repousse des cheveux (Sijelmassi, 2011).
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» Composition chimique

De nombreuses eéquipes de recherche se sont penchées sur les caractéristiques phytochimiques
de Q. suber. Boubaker et al (2010) ont par exemple, rapporté que 1’écorce contient 3,5% de
matieres minérales, 9,5% de matiére azotée totale et 54,1% de fibres insolubles dans les

détergents neutres (NDF).

L’écorce contient essentiellement de la lignine, de la cellulose, des quantités importantes de
composés extractibles par les solvants comme les cires, les composés aliphatiques et
aromatiques et ceux extractibles par les acides phénoliques tels que les tannins, les flavonoides,
les aldéhydes phénoliques et les coumarines (Fernandes et al, 2011).

D’autres travaux ont révélé que la concentration des composés phénoliques solubles totaux est

estimée a 12,31% et celles des phénols polymérisés a 2,95% (Cabiddu et al, 2000).

Sonia et al, en 2010, ont identifié 15 composés phénoliques dont les acides ellagiques, galliques
et protocatéchiques et ont montré que ce sont des composants majoritaires dans 1’extrait de

feuilles.

La composition tannique dans des échantillons de liege de reproduction de Q. suber a été
étudiée a différents stades de transformation industrielle. Les ellagitanins, les roburines A et E,
la grandinine, la vescalagine et la castalagine ont été identifiés et quantifiés par HPLC. Le
groupe de tanins hydrolysables est le plus abondant dans 1’extrait tannique pour tous les

échantillons et la castalagine est la composante principale (Cadahia et al, 1998).

D’autres composés ont été également identifiés pour la premiére fois par Sonia et al (2010) en
tant que composants du liege, notamment 1’acide salicylique, 1’ériodictyol, la naringénine et

’acide hydroxyphenyllactique.

D’autres substances ont également été identifiées en 2012 par une équipe de recherche
pakistanaise. Khurram et al (2012) ont rapporté que 1’écorce du genre Quercus est caractérisée
chimiquement par la présence de flavonoides, tanins hydrolysables qui donnent, aprés
hydrolyse, soit de 1’acide gallique soit de I’acide ellagique, des tanins condensés, non
hydrolysables qui rougissent par oxydation et donnent du pyrocatéchol et divers tanoides et des

saponines.
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» Activités biologiques

Les différentes parties de Q. suber sont riches en molécules biologiquement actives qui lui
conferent de nombreuses propriétés biologiques. L’écorce est ainsi riche en substances
polyphénoliques qui ont une activité antioxydante et antiradicalaire. Ces composés ont une
grande capacité de piégeage des radicaux libres responsables de gros dommages dans le corps
humain (Fernandes et al, 2011).

L’extrait brut de I’écorce possede €¢galement des propriétés antibactériennes sur les bactéries
Gram positif comme Bacillus subtiles, Staphylococcus aureus et de type Gram négatif comme
E. coli, Pseudomonas aeruginosa ainsi que des propriétés antifongiques sur Candida albicans,
Candida parapsilosis et Candida Kreusi (Didem et al, 2007).

L’extrait méthanolique de I’écorce a également montré une activité inhibitrice sur 3 moisissures
qui affectent les pommes en post-récolte : B. cinerea, A. alternata et P. expansum (EI Oudni,
2012).

Khurram et al, en 2012, ont rapporté que ces composés phéenoliques et particulierement les
tanins comme les acides galliques et ellagiques ont un effet inhibiteur et antiprolifératif sur des

lignées cellulaires cancéreuses du célon.

Hassikou et al, en 2014, ont mis en évidence ’effet inhibiteur sur deux souches vaginales :

Trichophyton rubrum et Candida albicans.
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Chapitre 111 : Toxicité aigue de
Quercus suber, Rosmarinus
officinalis, Lavandula angustifolia et

Curcuma longa L.
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La médication par les plantes connait un regain d’intérét notable. Grace aux études scientifiques
basées sur 1’observation, 1’expérimentation et une multitude d’analyses, les prescriptions

empiriques des plantes medicinales deviennent de plus en plus crédibles (Fournier, 1999).

Les consommateurs ont tendance a penser, a tord, que les plantes présentent peu ou pas de
danger du fait qu’elles sont naturelles (Rhalem et al, 2010). C’est ainsi qu’au Maroc comme dans
tous les pays du monde, les plantes reconnues par ailleurs pour leurs qualités médicinales sont
a Dorigine d’intoxications accidentelles et parfois aussi volontaires. D’autant plus que
I’engouement pour tout ce qui est naturel encourage au recours aux soins par les plantes,
augmentant ainsi le risque d’erreurs qui peuvent s’avérer fatales. Cette situation constitue donc

un probleme de santé publique sérieux (Chater, 2016).

Par ailleurs, lorsqu’une plante contient un ou plusieurs composés présentant des effets négatifs
pour I’Homme ou pour les animaux et que son utilisation provoque des troubles variés plus ou
moins graves, cette plante est alors reconnue comme étant toxique. L’impact de I’utilisation
d’une plante dépend de nombreux facteurs : la partie consommée, la quantité, la prise a jeun

ou non ainsi que 1’age de 'utilisateur et les circonstances de prise (Fournier, 1999).

De maniére globale, les cas d’intoxication tels que rapportés par le Centre Antipoison et de
Pharmacovigilance du Maroc (CAPM) montrent que les accidents surviennent a la suite de

pratiques anarchiques et non contrdlées des plantes.

La toxicité¢ d’une plante regroupe donc I’ensemble des effets négatifs qui peuvent apparaitre a
la suite de I’ingestion ou I’inhalation d’une plante ou d’une partie d’une plante sous forme d’une
dose unique relativement élevée ou a des petites doses longtemps répétées. Ces effets peuvent
étre des lésions morphologiques ou fonctionnelles plus ou moins graves dans un organisme
vivant (Etame et al, 2017).
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I11.1. Effets indésirables des plantes médicinales

Bien que considérées comme sdres par la plupart des gens, les plantes médicinales peuvent

avoir des effets indésirables ce qui peut, parfois, mettre la vie de 1’utilisateur en danger.

Des études sur les effets indésirables de la phytothérapie montrent que la plupart des effets
nocifs des plantes médicinales sont rapportés non pas a la plante elle-méme, mais a une erreur
d'identification, a une contamination involontaire par une autre plante, par des métaux lourds,
par des micro-organismes pathogenes ou par des résidus agrochimiques, au non-respect de la

dose adéquate ou a une interaction avec les médicaments (Zeggwagh et al, 2013).

A titre d'exemple, le ginseng a peu d'effets négatifs graves quand il est pris seul, toutefois, s'il
est combiné avec la warfarine, son activité antiplaquettaire risque d'entrainer une

anticoagulation excessive (Dong et al, 2017).

L'erreur d'identification des plantes peut étre illustré par I'exemple de Belgique ou plus de 50
personnes ont été atteintes d'insuffisance rénale en 1996 apres avoir ingéré une préparation a
base de plantes contenant Aristolochia fangchi (Quang fang ji), une plante toxique, au lieu
de Stephania tetrandra (fang chi hang) suite a la confusion entre ces deux espéces portant des

noms vernaculaires chinois tres proche (OMS, 2005).

Certaines plantes contiennent également des substances susceptibles de provoquer des réactions
allergiques telles que les lactones sesquiterpéniques comme 1’hélénaline, I’herniarine, la cnicine
et la cynaropicrine (Wichtl et Anton, 2003). Ces substances sont détectées dans les plantes
appartenant a de nombreuses familles végétales telles que les Asteraceae, Apiaceeae,

Amaranthaceae, Aristolochiaceae, et Lauraceae (Zekkour, 2008).

111.2. Effets toxiques de certaines plantes

Les intoxications par les plantes constituent un accident fréquent dans la plupart des régions du
monde. Certaines plantes sont classées dans la catégorie des plantes toxiques a intérét médicinal
et d’autres sont classées dans la catégorie des plantes médicinales a composés potentiellement

toxiques (EI Alami, 2021).
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La toxicité des plantes est causée essentiellement en cas d’usage prolongé et a fortes doses et

en cas d’utilisation de ces plantes par des personnes vulnérables.

A titre d’exemple, Salvia officinalis L., Artemisia herba-alba Asso. et Artemisia arborescens
L., sont toutes trois des plantes médicinales efficaces a faible dose mais tres toxiques a forte
dose (CAPM, 2016). La feuille de Sauge officinale (Salvia officinalis L.) appartenant a la
famille des Lamiaceae et inscrite & la 8™ édition de la Pharmacopée Européenne, contient de
la thuyone, une cétone monoterpénique. Cette substance, consommeée a forte dose unique (plus
de 15 grammes de feuilles par dose) ou bien a de faibles doses répétées, peut provoquer des
convulsions (Botineau, 2014).

La feuille de Ginkgo (Ginkgo biloba L., famille des Ginkgoaceae), inscrite également & la 8™
édition de la Pharmacopée Européenne, utilisée a des doses supérieures a celles recommandées
peut provoquer des effets indésirables tels que des diarrhée, nausées, vomissements, agitation
et faiblesse (Blumenthal, 2003).

Par ailleurs, la nuisance des remedes a base de plantes peut dépendre aussi de facteurs liés aux
consommateurs, tels que I'age, la génétique et les maladies concomitantes (Zeggwagh et al,
2013).

En outre, les principes actifs des plantes qu’ils soient répartis dans toute la plante ou bien
localisés spécifiquement dans une partie sont la base de leurs vertus ou de leur danger. 11 s’agit
de métabolites secondaires de nature chimique trés variée et de concentration peut étre

importante comme ils peuvent exister a I’état de traces, ce qui n’enleéve rien a leur dangerosité.

En conséquence, I'Organisation Mondiale de la Santé a prescrit des directives d'étude pour
I'étude de la toxicité des plantes médicinales. Elles concernent les tests de toxicité aigué, les

tests de toxicité a long terme, les tests de toxicité locale et les tests de toxicité spéciaux.

Des lignes directrices ont également été proposées par ’OCDE (Organisation de Coopération
et de Développement Economiques) en 2002, 2008 et 2018. Les médicaments traditionnels et
a base de plantes sont de plus en plus utilisés, la validation scientifique de leur usage est devenue
nécessaire et les études toxicologiques aigués préliminaires sont essentielles pour prévenir le
surdosage de médicaments a base de plantes et aident a déterminer les doses appropriées a

utiliser pour un effet thérapeutique (Sankhadip, 2021).
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111.3. Activité pharmaco-toxicologique

L’utilisation des plantes médicinales repose essentiellement sur la base de connaissances
oralement transmises par les ancétres, qui méme s’ils ont au fil du temps découvert les vertus
des plantes, ne maitrisent pas les données relatives a leur phytochimie ni leurs propriétés
pharmaco-toxicologiques ce qui accroit les risques pour les usagers (Hammiche et al, 2013).
Par conséquent, la nature du principe actif est un facteur évident qui influence l'activité

pharmacologique ou toxicologique d'une plante.

Les principes actifs d’origine végétale sont extrémement variés, tant du point de vue structures
moléculaires qu’impacts biologiques, ce qui confére a la plante son activité thérapeutique ou
toxique. Les plus dangereux sont surtout les alcaloides, les hétérosides cardiotoniques, les
terpénoides des huiles essentielles ; en second lieu arrivent les quinones, les saponosides, les
furanocoumarines, les glucosinolates, les polyines et les oxalates de calcium qui ont des actions

diverses sur les différents systemes du corps (Alison et Paul, 2008).

De ce fait, des études phytochimiques poussées des plantes recensées s’imposent pour mieux
identifier les principes responsables des effets nuisibles. Les effets indésirables et les signes
d’intoxication différent d’une plante a I’autre. A titre d’exemple, Mandragora autumnalis
Bertol et & cause de sa teneur en divers alcaloides dont les principaux sont la mandragorine,
I’hyosciamine et 1’atropine provoque une irritation gastro-intestinale, des hallucinations et un
syndrome anticholinergique (Piccilo et al, 2002). Au Maroc, dans les campagnes, des enfants
attirés par 1’aspect luisant et la belle couleur orange des baies sont parfois victimes

d’intoxication pouvant mener au déces (Bellakhdar, 1997).

Une substance qui pénétre dans l'organisme peut avoir des effets bénéfiques ou toxiques.
Inversement, I'organisme peut agir sur cette substance : c'est le métabolisme. La réponse de
I'organisme a 1’administration d’une substance toxique dépend de la quantité de la substance

qui se retrouve dans un tissu ou un organe (Baynes et al, 2010).

Les substances toxiques ne produisent pas des effets avec la méme intensité sur tous les organes.
Cela dépend de nombreux facteurs, y compris I’'importance de 1’organe et la quantité des
substances toxiques et/ou des métabolites réactifs qu’il contient. Des organes tels que le rein et
le foie sont bien approvisionnés avec le sang et sont métaboliquement actifs, parce qu’ils ont

un role important dans la biotransformation et ’excrétion des toxiques. Ces organes sont
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appelés organes cibles puisqu’ils sont plus vulnérables et plus exposés que les organes ou les
tissus mal irrigués ou métaboliquement moins actifs tels que la peau et 1’os (Timbrell, 2000 ;

Lapointe, 2004).

I111.4. Etude de la toxicité

L'étude de la toxicité d'une substance regroupe les tests pharmacologiques, qui permettent de
déterminer le degré de la nocivité de cette substance afin de soumettre son usage a un réglement
précis. L’effet d’une substance toxique est évalué en fonction de plusieurs parametres, dont le
mode d'administration (orale, intraveineuse, intrapéritonéale), la posologie, la mortalité
observée, les modifications du poids corporel, I'étude histologique de certains organes et les
modifications de certains paramétres biochimiques sanguins appelés marqueurs de toxicité
comme les transaminases (ALAT, ASAT), bilirubine, créatinine et urée (Etame et al, 2017).

Selon le nombre et la période d’exposition, la rapidité d'apparition des symptomes, leur sévérité

on distingue quatre types d'entités toxiques (OCDE, 2018).

» Toxicité subchronique

L’exposition a la substance testée est de 90 jours. L’étude porte sur des lots de rongeurs males
et femelles exposés pendant 6 heures au produit testé a 3 niveaux de concentrations au moins.
Les animaux sont sacrifiés dans les 24 heures qui suivent la fin de la période d’exposition. Elle
permet de caractériser les effets nocifs résultant d’une exposition répétée a une substance
pendant 13 semaines par des examens cliniques avec observation des modifications de la peau,

des poils, des yeux, des muqueuses de 1’appareil respiratoire, circulatoire et le systéme nerveux.

» Toxicité chronique

La substance testée est administrée par voie orale, voie cutanée ou inhalation quotidiennement
a plusieurs groupes d’animaux d’expérience a des doses progressives, la dose maximale ne
dépassant pas 1000mg/kg de poids corporel, pendant 12 mois. Des durées plus courtes ou plus

longues peuvent étre choisies, ce qui permet aux effets de toxicité cumulés de se manifester.
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» Toxicité subaigué

Sur une période de 28 jours, la substance d'essai est administrée a plusieurs groupes d'animaux
a différents niveaux de dosage a raison d'une dose précise pour chaque groupe. L'intoxication
subaigué correspond alors a des expositions fréquentes et réitérées sur une période de plusieurs

jours ou semaines pour que les symptomes d'intoxication apparaissent.

> Toxicité aigué

La substance d’essai est administrée généralement oralement par une dose unique. L'essai-
limite correspond & un niveau de dose d’au moins de 2000 mg/kg de poids corporel. Les
animaux sont observes attentivement pendant les 4 premiéres heures puis quotidiennement par
la suite, pour un total de 14 jours généralement. La toxicité aigué concerne alors les effets

indésirables qui surviennent dans les 14 jours suivant une exposition unique (OCDE, 2018).

L’usage clinique d’une plante doit par conséquent étre toujours précédé d’un test de toxicité sur
des animaux afin d’exclure tout risque encouru par I’homme lors de 1’administration du
produit. L.’observation décrit les symptomes de 1’intoxication observés, compare les substances
entre elles quant a leur potentiel toxique. L’étude de la toxicité aigué permet d’exprimer la DLsg
qui est la dose d’une substance qui peut causer la mort de 50% d’une population animale dans

des conditions d’expérimentation précises (Sankhadip 2021).

Cette valeur, bien que limitée car elle ne concerne que la mortalité et ne donne aucune
information sur les mécanismes en jeu et la nature des lésions, elle constitue tout de méme un
parametre intéressant (OCDE, 2018).
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2°me partie :
PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre | : Evaluation de I’effet des
extraits de Rosmarinus officinalis,
Lavandula angustifolia et Curcuma

longa L. sur I’activation
plaquettaire chez les patients
COVID-19
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Introduction

La maladie a coronavirus COVID-19 causée par le virus SARS-CoV-2 a conduit & une urgence
sanitaire sans précedent dans le monde. Elle se caractérise par un syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA) accompagné de pathologies cliniques, dont diverses coagulopathies
pouvant étre associées a une agrégation et une hyperactivation plaquettaire. Par conséquent,
I'implication de la fonction plaquettaire dans la physiopathologie du COVID-19 est

completement admise (Huang et al, 2020).

Alors gque la campagne de vaccination est en cours, seuls quelques traitements ont montré une
efficacité contre le SRAS-CoV-2, qui est probablement le plus grand défi pour les systémes de
santé publique dans la plupart des pays (Petersen et al, 2020).

Les activités antivirales efficaces des produits naturels ont été prouvées par différentes études
(Arakawa et al, 2009 ainsi que Sun et al, 2020). Ainsi, Rosmarinus officinalis L. est une espéce
largement connue pour ses usages médicinaux. Ses feuilles ont un potentiel thérapeutique
important contre un large éventail de maladies telles que le diabéte, les troubles de I'estomac,
les maladies respiratoires et inflammatoires (Bakirel et al, 2008). En médecine traditionnelle,
le romarin est utilisé pour la prévention et le traitement du diabéte et des maladies

cardiovasculaires (Ribeiro-Santos et al,2015).

Lavandula angustifolia, plante présente dans de nombreux pays, particulierement dans le
pourtour méditerranéen et précisemment au Maroc, est connue pour ses qualités antifongiques,
antimicrobiennes et antiprotozoaires (Cavanagh et al, 2002 et Moon et al, 2006).

A notre connaissance, aucune étude n'a évalué I'effet des extraits de ces plantes sur la fonction

plaquettaire chez les patients COVID-19.

Curcuma longa, L. a une longue histoire d'utilisation dans différentes médecines traditionnelles
(Avyati et al, 2019) et est devenu incontournable dans la médecine alternative en raison de ses

propriétés anti-inflammatoires et effets antioxydants (Kocaadam et al, 2017).

Récemment, il a été demontré que Curcuma longa ameliore la sécrétion d'IFN-y, un régulateur
clé du systéme immunitaire humain, suggérant son utilisation potentielle en tant que stimulant
du systeme immunitaire (Seo et al, 2021). En Colombie, il est traditionnellement consommeé

comme stimulant circulatoire et pro-thrombose (Bussmann et al, 2018).
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1.1. Matériel et méthodes

1.1.1. Matériel

1.1.1.1. Profil clinique des patients

Les critéres d'inclusion comprennent des patients, hospitalisés ou non, ayant présenté un
diagnostic confirmé de COVID-19, a l'aide d'un test de transcriptase inverse-amplification en
chaine par polymérase (RT-PCR) sur des prélevements nasopharynges. Ces patients ont été
admis a I'hdpital Cheikh Zaid du 7 décembre 2020 au 8 mars 2021.

Le tableau 4 décrit les caractéristiques cliniques des patients COVID-19.

Tableau 4 : Caractéristiques cliniques des patients

Index Donneurs sains | Patients COVID-19 | p value
Nombre de patients 10 10
Femmes/Hommes 5/5 5/5 --
Age 50.32+12.24 53+16.27 0.82
Poids en kg 79.44+26.82 82.67+13.94 0.94
Nombre de plaquettes x 10%/L 238+75.59 187.5+96.61 0.21
Nombre de lymphocytes x 10%/L 1.19+0.87 1.08+0.53 0.36
ALT, U/L 20.54+5.43 34.22+15.48 0.01
AST, U/L 19.62+4.40 36.17+14.81 0.01
LDH, U/L 362.89+134.37 616.30+£192.36 0.01
C-reactive protein, mg/L 8.39+4.11 22.64+12.43 0.05
D-dimers, mg/L 0.56+0.38 1.46+0.62 0.01

ALT (alanine aminotransferase), AST (aspartate aminotransferase), LDH (lactate

dehydrogenase)

Le test t de Student non apparié a éte utilisé pour calculer les valeurs de p. Les chiffres en gras

indiquent une signification statistique a < 0,05
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Le bilan des patients montre un taux élevé de transaminases hépatiques révelant une
inflammation au niveau du foie. L’augmentation du taux de LDH témoigne d’un dommage
cellulaire. Le taux elevé de la CRP est un marqueur de lésion cellulaire et celui des D-dimeéres,

fragments de fibrine, indique la présence de microthromboses vasculaires.

1.1.1.2. Matériel végétal

Les espéces Rosmarinus officinalis et Lavandula angustifolia ont été récoltées au sein du jardin
de I’Agence Nationale des Plantes Médicinales et Aromatiques a Taounate en Mars 2021.
L’espéce Curcuma longa L. a été acquise du commerce sous forme de racines en poudre issues

de I’agriculture biologique.

Les espéces testées ont été botaniquement authentifiées par le Pr H. Khamar (Département de
Botanique et d’Ecologie Végétale, Institut Scientifique, Universit¢ Mohammed V, Rabat,

Maroc)

Les numéros des vouchers des plantes sont les suivants :
RAB112425 : Rosmarinus Officinalis

RAB112424 : Lavandula Angustifolia

RAB112426 : Curcuma Longa L.

1.1.2. Méthodes

1.1.2.1. Extraction au Soxhlet

Les parties aériennes des plantes sont séchées a 40°C pendant 48h, broyées a 1’aide d’un broyeur
électrique puis tamisées avec une maille de 300 microns d’ouverture. Les poudres obtenues
sont stockées dans des sachets alimentaires a température ambiante dans un endroit sec et a
I’abri de I’humidité.

L’extraction est réalisée par la technique de Soxhlet (Photo 8): 20 g de poudre sont placés dans
la cartouche en cellulose et 750ml de méthanol a 85% sont placés dans le ballon, pendant 32

heures, temps nécessaire a 1’épuisement total du matériel végétal, selon le protocole décrit par
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Owen et Johns (1999). L’extrait est ensuite filtré, concentré sous pression réduite au moyen

d’un rotavapeur (Photo 9).

Photo 8 et Photo 9 : Appareil de Soxhlet et Rotavapeur du Laboratoire de Botanique de la
FSR

1.1.2.2. Isolement des plaquettes

L’extraction des plaquettes est réalisée au Centre de Recherche de 1’Université Internationale
Abulcassis des Sciences de la Santé. Elle débute par une centrifugation a vitesse réduite (190g
pendant 15 minutes) ce qui permet de récupérer le Plasma Riche en Plaquettes (PRP) puis a
grande vitesse afin d’isoler le culot concentré en plaquettes auquel est ajouté immédiatement
de la prostacycline, inhibiteur momentané des plaquettes. L’ensemble est conservé dans un

tampon physiologique contenant du magnésium, calcium, dextrose, ... appelé le complet. Le
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pH est ajusté a 7,4 et la température maintenue a 37°C. La durée de vie des plaquettes est alors

de 6 a 7 heures.

La concentration de la suspension de plaquettes est déterminée par le biais d’un compteur
cellulaire, en utilisant une série de dilutions. Le nombre de plaquettes utilisées dans le cadre

des essais est fixé a 250.10° plaquettes/ml de sang.

Les plaquettes sont alors maintenues au repos, dans un bain-marie pendant 1/2h jusqu’a
élimination de toute trace de prostacycline. Ce sont des plaquettes fonctionnelles dites Washed

Human Platelets.

I.1. 2.3. Evaluation de I’activation plaquettaire par microscopie confocale

La microscopie confocale permet d’évaluer la translocation de la PKC delta une fois

phosphorylée vers les membranes des plaquettes qui sont alors activées.

Le protocole comporte plusieurs étapes :

- Stimulation des plaquettes par le collagéne en présence de I’extrait éthanolique pendant

5 minutes a 37° ;

- Fixation pendant 30 minutes avec une solution de paraformaldéhyde a 2% (v/v)

dépolymérisé dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) suivie par 2 lavages ;
- Immobilisation sur des coverslips recouverts de poly-Lysine pendant une nuit a 4°C.

- Perméabilisation des plaquettes adhérées pendant 20 minutes avec 0,1 % de Triton X-

100 contenant 2 % d'albumine de sérum bovin ;

- Incubation pendant 3 heures en présence de I’anticorps polyclonal anti-PKCd anti-
humain de lapin (Abcam) et I'anticorps monoclonal anti-humain anti-tubuline de souris (Santa

Cruz Biotechnology) ;

- Lavage et marquage avec I'lgG anti-lapin (Alexa-555) et anticorps secondaires anti-
souris 1gG (Alexa-488) pendant 1h a tempeérature ambiante.
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Enfin, les lamelles sont montées sur des lames microscopiques et des séries d'images
confocales fluorescentes (Z-stacks) ont été acquises avec un microscope confocal LSM 510
(Zeiss, Oberkochen, Allemagne).

1.1.2.4. Détection de la phosphorylation de la PKCd

La Western Blot (WB) est une technique qui permet la détection et 1’identification de protéines

spécifiques a I’aide d’anticorps dirigés contre ces protéines.

L’évaluation par Western Blot permet donc de mettre en évidence la phosphorylation de la PKC
delta qui est une modification translationnelle et post traductionnelle. Elle est réalisée sur un

lysat plaquettaire.

Le protocole adopté est mene tel que décrit par les travaux de Casenave et al (1983), Zaid et al
(2020) et Limami et al (2021).

Les plaquettes sont d’abord stimulées par le collagéne en présence d'extrait éthanolique ou du
témoin pendant 5 minutes, en présence d’agitation controlée par des forces de cisaillement,

simulant les conditions in vivo, a 37°C.

Les plaquettes lavées sont ensuite lysées dans un tampon SDS (NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM Na3V04 5 mM, NaF 100 mM, TrisHCI 10 mM, Calpeptine 2 uM, Phenantroline
300 nM, SDS-glycine 1% et cocktail d’inhibiteurs de protéases « complete » 1x). Les protéines
sont titrées par la méthode BCA et dénaturées 5 minutes a 100°C en tampon Laemmli (Tris-
HCI 65,8 mM, SDS 2,1%, glycérol 26,3%, bleu de bromophénol 0,01%) qui est un tampon de

lyse. Les lysats plaquettaires sont alors chauffés pendant 5 minutes a 95°C.

Les protéines sont enfin placées dans des gels SDS-PAGE a 8 % puis transférées sur des
membranes de nitrocellulose pour démarrer leur migration en fonction de leur taille et de leur

charge, apres une étape de blocage en PBS-Tween-lait (Tween 0,05%, lait 5%) pendant 1 heure.

Apres 3 lavages successifs avec du TBS/Tween (150 mmol/L NaCl, 20 mmol/L Tris, pH 7.4,
0.1% Tween-20), les protéines sont incubées pendant une nuit a 4°C avec des anticorps anti-
phospho-PKC6 Tyr311 (Cell Signaling Technology).
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Les trois lavages intermédiaires de 5 minutes sont réalisés en preésence de PBS-Tween 0,05%.
Les membranes sont ensuite incubées 1h sous agitation avec un anticorps secondaire
fluorescent adapté couplé a la peroxydase du raifort, lavées comme indiqué précédemment puis
incubées 2 minutes avec le réactif de révélation avant d’étre exposées sur un film

autoradiographique.

L'activité de la peroxydase liée est alors détectée par chimiluminescence améliorée
(PerkinElmer Life Sciences). Les anticorps secondaires fluorescents utilisés sont les 1IgG Alexa
induisant une fluorescence rouge qui révele la présence de PKCo et une fluorescence verte pour

I’atubuline localisées au niveau des membranes des plaquettes.

1.1.2.5. Test d'agrégation plaquettaire

L'agrégation des plaquettes est controlée sur un agrégometre optique a huit canaux (SD Medical
Innovation, Frouard, France) a 37 °C dans des conditions d’agitation controlée (Photo 10),

(Zaid et al, 2021).

Les échantillons sont stimulés avec du collagéne (Chrono-Log, USA) a des concentrations de

0,5 pg/ml et 5 pg/ml.

Photo 10 : Agrégomeétre optique a 8 canaux (Hopital Universitaire International Cheikh
Zaid)

L'agrégation plaquettaire est ensuite surveillée et enregistrée jusqu'a stabilisation des traces puis

la transmission de la lumiere est mesurée au moment de I'agrégation maximale.
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1.1.2.6. Essais de confirmation
Trois essais de contrble ou témoins sont réalisés. Les plaquettes sont incubées en présence de:
- 137 mM de NaCl : Controle 1
- collagene a forte concentration (5ug/ml) : Controle 2

- tampon complet : Contrdle 3

1.1.2.7. Analyse spectrophotométrique des extraits

L’analyse est réalisée par spectrophotométrie, méthode qui consiste a mesurer
l'absorbance, en solution afin de déterminer la concentration de I'espéce colorée. Plus
I'échantillon est concentré, plus il absorbe la lumiére. Cette analyse permet de déterminer la

teneur totale en composés phénoliques, ortho-diphénols, flavonoides et tannins.

1.1.2.8. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ET d'au moins 3 essais indépendants. Les
comparaisons statistiques sont effectuées a I'aide d'une ANOVA unidirectionnelle, suivie d'un

test de Dunnett pour la comparaison avec un seul groupe.

Toutes les données sont représentées sous forme de moyenne + SD. L’analyse statistique est
réalisée a I’aide d’'une ANOVA unidirectionnelle avec test t de Dunnett pour comparaison avec

un seul groupe : *P<0,05 et ****P<0,0001.

Les données avec P < 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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|.2. Résultats et interprétation

La question de savoir si I'hyper-réactivité plaquettaire peut étre inhibée ou au moins
significativement diminuée aprés un traitement avec un extrait éthanolique de certaines plantes
médicinales a été abordée dans notre étude. 11 s’agit de L. angustifolia, R. officinalis et C. longa

L., avec des rendements d’extraction respectivement de 34,6% ; 24,15% et 20,6%.

1.2.1. Quantification de ’agrégation plaquettaire maximale

e La figure 16 représente la quantification de I'agrégation maximale des plaquettes de
patients COVID-19 prétraités (ou non) avec l'extrait éthanolique de Lavandula angustifolia
(n=10, points mauves), Rosmarinus officinalis (n=10, points rouges) et Curcuma longa (n=10,
points verts) pendant 5 min a 37°C en réponse a une dose faible de collagene.

Les plaquettes isolées de donneurs sains (n = 10) et de patients atteints de COVID-19 sévere (n

= 10) sont représentes par les points bleus.

La quantification des contrbles sains est représentée par une superposition grise.
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Figure 16 : Quantification de I'agrégation maximale des plaquettes de patients COVD-19
prétraités (ou non) avec les extraits éthanoliques des plantes testées, en réponse
a une dose faible de collagéne
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La figure 16 montre qu’a la concentration 0,5ug/ml, le pourcentage d’agrégation des plaquettes
traitées avec Lavandula angustifolia et avec Rosmarinus officinalis chute de moitié par rapport
aux plaquettes des patients COVID-19 montrant ainsi une différence significative et se retrouve

ainsi dans la zone grise représentant le taux d’agrégation des plaquettes des donneurs sains.

L’extrait de Curcuma longa L. ne semble pas avoir d’effet inhibiteur sur 1’agrégation
plaquettaire. La différence avec les plaquettes COVID-19 n’est pas significative et le taux

maximal d’agrégation est nettement supérieur a celui des donneurs sains.

Nos resultats confirment donc que les plagquettes des patients atteints de COVID-19 sont
hyperactivées en réponse a une concentration sous-optimale de collagéne (0,5 pg/ml) et que
Lavandula angustifolia et Rosmarinus officinalis réduisent nettement I’hyperactivité et

I’agrégation des plaquettes induites par la présence du virus de la COVID-19.

e La figure 17 regroupe les courbes de 1’évaluation de I’agrégation des plaquettes des
patients non traitées ainsi que celle des plaquettes traitées par les extraits de plantes testées, en

réponse a une faible concentration de collagéne : 0,5 pg/ml.

B 100
A
Collagen (0.5 pg/mL)
% Ul .'“Ll--; . thOWD-‘Ig
° | HIMHWNM "m"“ 'I".‘. ﬂl;",‘.“
3o i - Lo
.E b | l"i‘..Wl‘ﬂ*h}' ‘.J“I,:T"M'I.q"."ﬂ'fr“p?.\i\lw +L AngUStifOHa
g‘ .Il\'.l‘-“-.' WA kmmm
r ﬂi’ + R. Officinalis
/
|/
| .
W 2 min
o —_

Figure 17 : Evaluation de I'agrégation des plaquettes des patients COVID-19 non traitées et
celles traitées par les extraits de plantes
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La figure 17 montre que les extraits de plantes ont diminué de maniére significative le
pourcentage d’agrégation des plaquettes par rapport aux plaquettes non traitées (trace
« COVID-19 » sur le graphe) qui est de ’ordre de 70%. Concernant les traces des extraits de
plantes, on note que I’extrait de Rosmarinus officinalis induit la diminution de 1’hyperactivité

la plus importante, suivi de I’extrait de Lavandula angustifolia puis celui de Curcuma longa L.

e La figure 18 représente la quantification de l'agrégation maximale des plaquettes de
patients COVID-19 prétraités ou non avec l'extrait éthanolique de Lavandula angustifolia
(n=10, points mauves), Rosmarinus officinalis (n=10, points rouges) et Curcuma longa L.

(n=10, points verts) pendant 5 min a 37°C en réponse a une dose élevée de collagene : 5ug/ml.
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Figure 18 : Quantification de I'agrégation maximale des plaquettes de patients COVID-19
prétraités (ou non) avec les extraits éthanoliques des plantes testées, en réponse
a une dose élevée de collagéne

L’inhibition ou du moins la diminution de 1’agrégation disparait a une concentration plus élevée
de collagene : a la concentration 5ug/ml, les plaquettes traitées et non traitées présentent toutes
un pourcentage d’agrégation ¢élevé et similaire ne présentant pas de différence significative. Le
collagene a forte dose stimule donc 1’hyperactivation de toutes les plaquettes et leur agrégation.

Il est donc plus judicieux d’utiliser une concentration suboptimale de collagéne, soit la
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concentration 0,5ug/ml qui permet donc de visualiser les différences de réponses des plaquettes
traitées ou non par les extraits de plantes.

1.2.2. Translocation et phosphorylation de la PKC6

L'activation plaquettaire dépend de voies de signalisation qui sont régulées essentiellement par
plusieurs isoformes de la famille des PKC. L'isoforme PKC3 est I'un des membres les plus
importants de cette famille puisqu'il s'agit d'un régulateur clé de I'adhésion, de I'activation, de
la sécrétion et de I'agrégation plaquettaires (Murugappan, et al, 2004; Yacoub et al, 2006; Zaid
et al, 2015 et 2016).

Chez les patients COVID-19, la PKCS est transloquée vers la membrane et est phosphorylée
sur le résidu Tyr311. L’effet du prétraitement des plaquettes avec les extraits éthanoliques des

plantes testées est représenté dans les figures 19 et 20.

Nous avons ainsi étudi¢ dans un premier temps, I’éventuelle translocation de la PKCd (Figure

19) puis nous avons Vérifié si la phosphorylation a bien eu lieu (figure 20).

HS COVID-19 LA RO. C.L

Figure 19 : Image par microscopie confocale de plaquettes de patients COVID-19, en
réponse a une faible dose de collagéne ( Gr: 63x)

e L’image de la figure 19 met en évidence I’atubuline, protéine localisée au niveau des
membranes en vert et la PKC9, protéine isoforme, abondante dans le milieu intracellulaire des
plaquettes en rouge. Sa présence permet de visualiser un éventuel changement de forme des

plaquettes, caractéristique des plaquettes hyperactivées sous I’effet du COVID-109.

Cette image montre ainsi que les plaquettes traitées avec les trois extraits présentent une forme

tout-a-fait comparable a celle du témoin (plaquettes de donneur sain, HS) alors que les
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plaquettes des patients COVID-19 présentent une forme aplatie, caractéristique des plaquettes
hyperactivées.

On note également que les points rouges révélant la présence de PKCo dans les plaquettes
traitées aux extraits de Lavandula angustifolia et Rosmarinus officinalis se trouvent
majoritairement dans le milieu intracellulaire. Il n’y a donc pas eu de translocation de la PKCd

vers la membrane.

Concernant I’extrait de Curcuma longa, les plaquettes apparaissent doublement colorées pour
PKC5d (rouge) et a-tubuline (vert) au niveau des membranes. Cet extrait n’a donc pas eu d’effet

antiplaquettaire : il n’a pas inhibé la translocation de la PKCS vers la membrane des plaquettes.

e La figure 20 montre les bandes révélées par la phosphorylation de PKC3 sur le résidu
Tyr311 et la PKCo totale des plaquettes de patients infectés par la COVID-19 et celles de
donneurs sains. Ces bandes sont obtenues par Western Bloting qui permet de visualiser la
migration des protéines en fonction de leur poids moléculaire. Connaissant celui de la PKCd
qui est 76 Kd, nous pouvons comparer avec les bandes obtenues avec ou sans prétraitement

avec les extraits de plantes.

La PKCS totale a été évaluée dans chaque condition afin d’établir des ratios facilitant la
comparaison. La figure montre d’ailleurs des bandes de PKC9 totale identiques dans tous les
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Figure 20 : Analyse des lysats plaquettaires par SDS-PAGE pour P-PKCdelta Tyr311
(Immunoblot supérieur, représentatif de 5 donneurs)
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La figure 20 montre que la phosphorylation de PKCd sur le résidu Tyr311 est augmentée
significativement en réponse au collagéne chez les patients atteints de COVID-19 sévére alors
que le prétraitement des plaquettes avec des extraits éthanoliques de Lavandula angustifolia,
Rosmarinus officinalis et Curcuma longa L. pendant 5 min a 37°C produit des bandes

comparables a celle du donneur sain (HS).

1.2.3. Tests de confirmation : Effets du NaCl, du collagene a forte
concentration et du tampon complet

Pour nous assurer que les résultats obtenus sont imputables aux extraits et non pas au NaCl, au

tampon ou bien au collagéne, nous avons testé 1’effet de ces produits.

Les figures 18, 21 et 22 montrent I’activité des plaquettes incubées en présence de collagene a
forte concentration (5pg/ml), de 137 mM de NaCl et de tampon complet, respectivement. Ils

constituent donc les témoins.

e La figure 18 (présentée plus haut) qui représente la quantification de I'agrégation
maximale des plaquettes de patients COVID-19 prétraités (ou non) avec les extraits
éthanoliques des plantes testées, en réponse a une dose élevée de collagéne (5 pg/ml) montre
bien qu’il n’y a pas de différence significative entre le pourcentage d’agrégation maximale des
plaquettes traités ou non par les extraits de plantes.

On peut donc en déduire que le collagéne n’a aucun effet sur I’agrégation plaquettaire. Il
n’interfére donc pas non plus dans les essais menés.

e La figure 21 représente la quantification de l’agrégation des plaquettes incubées

exclusivement dans le NaCl a la concentration 137 mM.
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Figure 21 : Quantification de I'agrégation des plaquettes incubées dans NaCl (n=5)

La figure 21 montre qu’il n’y a pas de différence significative entre le pourcentage d’agrégation
maximale des plaquettes traitées par les extraits de plantes. Il n’y a pas non plus de différence
significative du pourcentage entre les plaquettes traitées par les différents extraits de plantes.

On peut déduire donc que NaCl n’interfére pas dans le mécanisme d’agrégation.

e La figure 22 représente la quantification de 1’agrégation des plaquettes incubées
exclusivement dans le tampon complet.
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Figure 22 : Quantification de I'agrégation des plaguettes incubées dans le tampon complet
(n=5)
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La aussi, aucune agrégation spontanée des plaquettes n'a été observée avec le complet. I n’y a
pas de différence significative entre le pourcentage d’agrégation maximal des plaquettes de

patients COVID-19 et des plaquettes incubées dans le tampon complet.

Les figures 18, 21 et 22 montrent bien que 1’effet relevé est bien celui des extraits éthanoliques
des plantes puisque le le collageéne, le NaCl et le complet utilisés seuls n’entrainent aucune

réaction.

1.2.4. Teneur en composés phénoliques

Les résultats de I'analyse spectrophotométrique de ces extraits de plantes sont présentés dans le

tableau 5.

Tableau 5 : Composés phénoliques des extraits méthanoliques des plantes utilisées

Total des Ortho-diphénols ) )
) Flavonoides (mg | Tannins (mg ECE
phénols (mg (mg GAE g—1
Plant CATE g—1 DW) g—1 DW)
ante GAE g—1 DW) DW)
R. officinalis 48.48+0.13 133.88+1.78 49.14+0.83 18.10+0.77
C. longa 13.26+1.77 39.16+0.93 45.39+1.06 95.27+0.16
L. angustifolia 41.92+0.64 108.84+0.67 35.72+0.70 23.58+0.44

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne +SD (n=3) pour chaque groupe. Les
valeurs en gras représentent les valeurs les plus élevées pour chaque parametre.

L’analyse spectrophotométrique montre que R. officinalis présente la teneur la plus élevée en
phénols totaux alors que C. longa L. affiche la teneur la plus faible. On note également que ce
sont les ortho-diphénols qui sont les plus représentés parmi les composés phénoliques chez R.
officinalis ainsi que L. angustifolia alors que ce sont les tannins qui présentent une forte teneur

chez C. longa L.
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1.3. Discussion et conclusion

Plusieurs groupes d'étude (Zhang et al, Hottz et al, Zaid et al en 2020 ainsi que Limami et al
(2021) ont rapporté une augmentation de I'activation plaquettaire, de I'agrégation et des agrégats
plaquettes-leucocytes dans les prélévements sanguins des patients contamineés par le virus de la

COVID-19 par rapport a ceux des donneurs sains.

Rakiewicz et al (2020) ainsi que Pellegrini et al (2021) ont rapporté la présence de plaquettes

dans les thrombus trouvés dans plusieurs organes de cas d'autopsie COVID-19.

Enfin, Koupenova et al (2021) ont rapporté la présence de virions du SRAS-CoV-2 dans les
plaquettes de patients COVID-109.

Ces études montrent donc que la réactivité plaquettaire augmente pendant l'infection par le
SRAS-CoV-2 et postulent que I'hyperréactivité plaquettaire peut étre le principal moteur de la
thrombose chez les patients atteints de COVID-19 sévére, contribuant a la défaillance d'organes

et parfois méme au déces.

Nos résultats montrent que les extraits de Lavandula angustifolia et Rosmarinus officinalis
inhibent la translocation membranaire de PKCd habituellement observée dans les plaquettes de
patients COVID-19 en réponse a une faible dose de collagene. Ces extraits possédent donc un
effet antiplaquettaire. L’administration de ces extraits protégerait de 1’hyperactivité¢ des
plaquettes et par conséquent éviterait leur agrégation et in fine la survenue de thromboses qui
peuvent entrainer un risque d’infarctus du myocarde et un accident vasculaire cérébral

ischémique tel que rapporté par Poissy et al ainsi que Lax et al, en 2021.

Les résultats obtenus montrent également que le prétraitement des plaquettes avec les extraits
éthanoliques de Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis et Curcuma longa L. empéche
la phosphorylation de la PKC9 sur le résidu Tyr311. Ainsi, la PKCS n’étant pas phosphorylée,
les plaquettes ne sont pas hyperactivées, 1’agrégation n’a pas lieu et le risque de thrombose

diminue.

En conclusion, nos travaux ont démontré I'efficacité in vitro des extraits éthanoliques de
Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis et Curcuma longa dans linhibition de

I'nyperréactivité plaquettaire lors d'une infection par le SARS-CoV-2.
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Lavandula angustifolia et Rosmarinus officinalis ont également un effet anti-agrégant et
inhibent la phosphorylation de la PKC3. Le prétraitement par les extraits de ces plantes diminue
fortement I’hyperactivation des plaquettes en inhibant la phosphorylation de la pKCo et de ce
fait empéche I’agrégation plaquettaire responsable des thromboses qui contribuent a la

défaillance d'organes et parfois méme au décés chez les patients atteints de COVID-19 sévere.

L’extrait de Curcuma longa L. n’affiche pas d’effet anti-agrégant important mais il est aussi
efficace que les autres extraits concernant I’inhibition de la phosphorylation de la pKCo et

empéche ainsi ’activation des plaquettes.

Les extraits de plantes testées lors de cette étude, R. officinalis, L. angustifolia, et C. longa L.
présentent donc une action positive sur la réduction de I’hyper-réactivité des plaquettes due a
I’infection par le virus responsable de la COVID-19. lls constituent donc une alternative anti-
SRAS-CoV-2 intéressante.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de nombreuses équipes de recherche qui ont mis
en évidence l’effet d’extraits de plantes sur la formation de thromboses due a d’autres

pathologies telles que I’hypertension par exemple.

Leyen et al (2020) ont ainsi montré que les extraits du rhizome et de la partie aérienne de
Canna warszewiczii (A. Dietr) réduisent 1’agrégation plaquettaire en inhibant I’action de I’ADP

et du collagene.

Irfan et al (2021) ont également montré 1’effet antithrombotique des extraits fermentés de
ginseng au niveau des poumons de rats en atténuant la sécrétion de la thromboxane, cytokinine

qui joue un role majeur dans I’agrégation plaquettaire.

Frattani et al (2020) ont testé I’effet de I’extrait aqueux, obtenu par décoction, de Petroselinum
crispum var. neapolitanum Danert administré par voie veineuse a des rats a la concentration de
25mg/kg cinq minutes avant 1’induction d’une thrombose. Leurs résultats ont montré une
réduction de 98,5% alors que 1I’administration par voie orale d’une dose de 125mg/kg entraine

une réduction de 76,5%.

Dans ce contexte, le large potentiel thérapeutique des composés naturels bioactifs, aux activités

antiplaquettaires et anticoagulantes, extraits des plantes, devrait étre élargi. Les plantes sont, en

effet, riches en métabolites secondaires bioactifs, puissants antioxydants et composes anti-
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inflammatoires, également capables d'inhiber I'activité de nombreuses enzymes, dont les sérine
protéases plasmatiques, démontrant des effets anticoagulants et antiplaquettaires (Lamponi,
2021).

En effet, EI Haouari et al (2016) ont suggéré que I'effet antiplaquettaire est attribué a la présence
de composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides, les coumarines, les terpénoides
et d'autres substances qui corrigent les anomalies plaquettaires en interférant avec différentes
voies de signalisation plaquettaire, y compris I'inhibition de la voie ADP, la suppression de la
formation de TXAZ2, la réduction des anomalies intracellulaires, la mobilisation du Ca®* et la

dégradation des phosphoinositides, entre autres.

Nos résultats montrent que 1’extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis présente les taux
les plus élevés en composés phénoliques alors que les travaux de Touati N. (2019) montrent
dans les huiles essentielles alors que la teneur en polyphénols totaux de la lavande (89+7mg/q)
est statistiquement plus élevée que celle du romarin (56.73+5.46mg/g). Ce qui montre que les

techniques d’extraction révelent des compositions différentes en substances actives.

Il est assez difficile d'attribuer I'effet antimicrobien d'un extrait a un ou a quelques principes
actifs, les extraits contenant toujours un mélange de différents composés chimiques (Caillet et
al, 2005 ; Caillet et al, 2006). En plus des principaux composants, des éléments mineurs peuvent
apporter une contribution significative a l'activité antimicrobienne des extraits (Al Namer,
2014).

Il serait 1égitime de déduire, d’apres nos résultats, que l'activité antimicrobienne des extraits
méthanoliques de Rosmarinus officinalis, de Lavandula angustifolia et de Curcuma longa L.

résulte de la synergie de leurs composants.

Les composés naturels peuvent donc constituer des traitements alternatifs et/ou
complémentaires importants pour le traitement des maladies de I'némostase. Les plantes testées
dans le cadre de ce travail, comme toutes les plantes, sont des réservoirs de molécules actives.
Les extraits de R. officinalis, L. angustifolia et C. longa ayant clairement montré une activité
antivirale vis-a-vis de la COVD-19 par inhibition de I’hyperactivation plaquettaire, il serait
encore plus profitable de déterminer les molécules responsables de cet effet inhibiteur ce qui

ouvrirait certainement la voie a I’élaboration de médicaments efficaces.
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Chapitre II : Evaluation de Pactivite
anticandidosique des extraits de
I’écorce de Quercus suber L. sur 5

souches de Candida albicans
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Introduction

Au cours de la derniere décennie, un grand intérét a été réservé a I'étude des candidoses, tant de
point de vue biologique, que de point de vue nosologique et thérapeutique. Cette importance
donnée a I'étude des candidoses fait suite a I'apparition de la résistance de souches aux
médicaments les plus communément utilisés et aux complications que ces germes produisent
chez les patients a profil clinique particulier (Sellam et Whietway, 2016). Ainsi les candidoses
autrefois qualifiées de banales, sont maintenant classées parmi les infections graves pouvant
engendrer un taux élevé de mortalité et de morbidité chez les immunodéprimés et les
diabétiques (Chin et al, 2020). La chimiothérapie antifongique a montré une grande efficacité
contre les candidoses superficielles. Cependant, les atteintes profondes restent les plus difficiles
a traiter compte tenu de la cytotoxicité des antifongiques systémiques.

On assiste ces dernieres années a un regain d'intérét pour les plantes médicinales et aromatiques
et pour leurs extraits dans le domaine thérapeutique, face a la méfiance accrue suscitée par

I'usage des produits chimiques (Senhaji, 2005).

L'utilisation des plantes ou de leurs extraits pourrait constituer une excellente alternative aux
problemes de résistance et de cytotoxicité des antifongiques. Aussi, dans le cadre de la
recherche alternative aux medicaments anticandidosiques habituellement prescrits, notre
contribution consiste a mettre en lumiére 1’activité antifongique de 1’écorce de Quercus suber

L. et de valoriser ainsi cette resource vegétale marocaine.

Pour cela, ce chapitre concerne 1’évaluation de I’effet anticandidosique de trois extraits de
I’écorce de Q. suber L. obtenus par décoction, macération et par la méthode de Soxhlet sur la

croissance de cing souches de Candida albicans.
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11.1. Matériel et méthodes

11.1.1. Matériel

» Matériel végétal

Des échantillons de 1’écorce de la tige de Quercus suber L. ont été récoltés a la forét de

Maamora, « canton A ». Apres un tri minutieux, les échantillons sont séchés a 40°C pendant 48

heures, réduits en poudre et conservés a 1’abri de I’humidité.

L’espéce a été botaniquement identifiée par Pr Halim Khamar (Département de Botanique et

d’Ecologie Végétale, Institut Scientifique, Universit¢ Mohammed V), sous le numéro de

voucher : RAB113640.

» Souches fongiques testées

Les cing souches de Candida albicans étudiées sont affiliées aux Collections Coordonnées
Marocaines de Micro-organismes (CCMM) de la mycotheque du Laboratoire de Microbiologie
et de Biologie Moléculaire (LMBM) du Centre National de la Recherche Scientifique et

Technique (CNRST).

Ces souches proviennent de divers prelévements (Tableau 6) :

Tableau 6 : Substrat d'origine des cing souches de C. albicans étudiées

Référence

Substrat d’origine

L2 (IHEM 15824)

Ongle du doigt

L5 (IHEM 15827)

Ongle du doigt

L12 (IHEM 15834)

Cathéter ombilical

L13 (IHEM 15835)

Préléevement buccal

L14 ( IHEM 15836)

Ongle de I’orteil
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11.1.2. Méthodes

11.1.2.1. Méthodes d’extraction

La poudre d’écorce a été utilisée selon 3 extractions différentes :
> extrait aqueux (AE) obtenu par décoction: 5g de poudre végétale sont portés a
¢bullition dans un ballon pendant 20 min dans 500ml d’eau distillée puis filtrés sur papier

Whatman.

» extrait obtenu par macération a froid dans le méthanol (MEM) : 200 g de poudre
d’écorce sont mélangés a 500ml de méthanol. Le mélange est mis sous agitation pendant 24
heures. Apreés filtration sur papier Whatman, le marc est transféré dans 500ml du méme solvant
pendant 24 heures.

Aprés quatre macérations successives pendant 4 jours et aprés épuisement total, le macérat

obtenu est filtré et évaporé sous vide a 67,7°C. L’extrait récupéré est conservé a 4°C.

> extrait obtenu par la méthode de Soxhlet (MES) : 100 g de poudre d’écorce sont
soumis a I’extraction par le méthanol 99% au Soxhlet pendant 32 heures, temps nécessaire a
I’épuisement total du matériel végétal, selon le protocole décrit par Owen et Johns (1999).

L’extrait est ensuite filtré, concentré sous pression réduite au moyen d’un rotavapeur.

11.1.2.2. Calcul du rendement des extraits

Les extraits recueillis ont été¢ pesés en vue d’en évaluer le rendement qui est calculé selon la

formule suivante :

R =me/ mix 100

R: rendement en extrait (%)
me : masse de I’extrait récupéré (en mg)

mi : masse initiale de la matiére végétale seche (en mg)

78



11.1.2.3. Dénombrement des colonies de Candida albicans par la méthode de

dilution

Une gamme de dilutions successives, allant de 10  jusqu’a 10 ', a été réalisée avec du sérum
physiologique.

A partir de chaque dilution, un volume de 1ml est prélevé puis ajouté par la technique de stries
a la surface d’un milieu gélos¢ (Sabouraud Dextrose Agar) a raison de trois répétitions pour

chaque dilution. Les cultures sont ensuite incubées & 30°C pendant 48h.

Le comptage est basé sur la notion de 1’Unité Formant Colonie (UFC) selon la formule suivante:

N=——> X

1
- V x(n1+40,1 n2) d

N = Nombre d'UFC par gramme ou par ml de produit initial
¥ Colonies : Somme des colonies des boites interprétables
V : Volume de solution déposée (1ml)

n1 : Nombre de boites retenues a la premiére dilution

nz : Nombre de boites retenues a la seconde dilution

d : Taux de dilution de la premiere dilution retenue

11.1.2.4. Tests anticandidosiques

> Evaluation de la Concentration Minimale Inhibitrice

100 mg d’extrait sont dissouts dans Iml d’eau distillée stérile pour les trois extraits
méthanoliques.

Pour tester I’activité anticandidosique des différents extraits, nous avons utilisé la méthode de
la microdilution en milieu liquide sur plaques stériles a fond plat (Bio-Rad) de 96 puits (Eloff,
1998).
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La manipulation consiste a déposer 100 pl de milieu Sabouraud liquide dans chaque puits, puis
100 pl de solution de I’extrait. Ensuite, une série de dilutions successives avec un facteur de
dilution de % a été établie afin d’obtenir des concentrations allant de 50 mg/ml a 3,12 mg/ml.
Cinq plaques ont été utilisées, chacune correspondant a une souche de levure.

Chaque puits a été ensuite ensemencé par 10ul de suspensions de levure préalablement
préparées.

Les témoins ont été mis dans des puits isolés par ajout de 10ul des souches testées a 100ul du
milieu adéquat sans extrait pour la préparation des témoins négatifs et, par ajout du milieu de
culture seul, pour la préparation des témoins positifs.

Les microplaques sont scellées au parafilm, dans des conditions aseptiques puis incubées a
30°C pendant une durée de 48h.

La croissance des levures a été révélée par addition de 10 ul dans chaque puits du tétrazolium
(TTC: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyltetrazoliumbromide) préalablement préparé a
la concentration 0,4 mg/ml. Il s’agit d’un indicateur redox qui permet de différencier des tissus
vivants des tissus morts gréace a la réduction du TTC en 1,3,5-triphénylformazan qui est rouge,
par les déshydrogénases présentes dans les tissus vivants.

Les microplaques sont ré-incubées a 30°C pendant 24h.

L’absence de la coloration dans les puits indique un effet inhibiteur de la croissance de la levure.
Les concentrations enregistrées correspondent aux Concentrations Minimales Inhibitrices
(CMI) (Ryder et al, 1998).

» Tests fongicide/ fongistatique

La détermination du profil fongicide ou fongistatique nécessite I’ensemencement en stries de
100ul des contenus des puits ayant une concentration supérieure ou égale a la CMI transféres
sur un milieu de culture Sabouraud.

L’incubation a eu lieu a 37°C pendant 24 heures.

L’effet fongistatique se traduit par une reprise de croissance tandis que I’effet fongicide indique

une absence totale de croissance.
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11.1.2.5. Sensibilité au Fungizone

L’activité inhibitrice du Fungizone, produit antifongique de synthése de référence a la
concentration de 1ug/ml sur la croissance de Candida albicans a également été testée.
11 s’agit de I’amphotéricine B, acide organique extrait de Streptomyces nodosus, habituellement

prescrit dans le traitement des candidoses.

11.1.2.6. Analyses statistiques

Tous les tests ont été effectués en triple. Les valeurs de chaque expérience ont été exprimeées en
moyenne + écart type (SD). Des comparaisons statistiques ont été effectuées a I'aide d'une
ANOVA unidirectionnelle, suivie d'un test t de Dunnett pour la comparaison avec un seul
groupe. L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel Graph Pad Prism (Version 8).
Les différences (entre les groupes) ont été considérées comme statistiqguement significatives a
p <0,05.

11.2. Résultats et discussion

11.2.1. Rendement des extraits

Les extraits de Quercus suber L. ont été obtenus en utilisant soit I'eau (par décoction, extrait
AE), soit le méthanol comme solvant (par macération : extrait MEA) et par la méthode de
Soxhlet (extrait MES).

Les résultats du calcul du rendement des extraits selon les différentes techniques d’extraction

utilisées sont présentés dans le tableau 7 :
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Tableau 7 : Rendement des extraits de I'écorce de Q. suber L. des trois méthodes d'extraction

(%)
Décoction Macération Soxhlet
(extrait AE) (extrait MEA) (extrait MES)
Poids de la matiére végétale en(g) 5 200 100
Masse de I’extrait pur en (g) 0,96 32 17,5
Rendement en extrait (%) 19,2 16 17,5

Les analyses statistiques ont été réalisées en exploitant un logiciel STATISTICA ou le test de

Duncan est utilisé au seuil de p < 0,05

Pour 5g d’écorce de Q. suber traités par décoction, le rendement de 1’extrait est de 19,2%.
Pour 200 g de matiére végétale macérée dans le méthanol, 1I’écorce de Quercus suber a donné
un rendement en extrait de 16%.

Pour I’échantillon de 100g de la poudre de 1’écorce de Quercus suber soumis a 1’extraction au
Soxhlet, le résultat montre un rendement de 17,5%.

Comme résumé dans le tableau 7, I'extrait aqueux (AE) a montré le rendement d'extraction le
plus élevé (19,2 %) par rapport aux extraits méthanoliques. Une différence non significative a
été enregistrée entre les deux extraits méthanoliques en termes de rendement d'extraction. En
effet, nous avons constaté qu'en faisant macérer 200g de matiere végétale dans du méthanol, le
rendement en extrait est de 16% alors qu’avec la moiti¢ de la quantité d'écorce, le rendement
du Soxhlet a atteint 17,5%. Cette différence, principalement liée a la méthode d'extraction, a
révélé une meilleure productivité du Soxhlet par rapport a la macération, qui a permis
I'épuisement total de la matiere végétale en seulement quelques cycles avec un gain de temps

appréciable.

Les deux extractions méthanoliques obtenues par macération et Soxhlet ont montré un
pourcentage de rendement d'extraction de 1’ordre de 16% et 17,6% respectivement, la

différence n’étant pas significative.
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Concernant I’extraction par macération, la bibliographie ne fournit aucune donnée. Ainsi, a
notre connaissance, cette technique est utilisée pour la premiére fois dans 1’étude des extraits
de I’écorce de Quercus suber. Le rendement obtenu est presque similaire a celui obtenu par
Soxhlet mais il s’avere que c’est une technique qui nécessite plus de temps, plus de matiere
végetale et de solvant.

Les recherches actuelles se focalisent sur I’optimisation des techniques d’extraction permettant
d’obtenir des extraits de bonne qualité¢ et dans des délais courts. De ce fait, la technique
d’extraction au Soxhlet est donc plus efficace par rapport a la technique de macération.

Le dénombrement des colonies a été effectué pour déterminer la concentration de levure
présente dans la préparation initiale. A cet effet, le nombre d'unités formant colonies (UFC) a
été déterminé par la méthode de dilution. Les résultats du dénombrement des souches de C.

albicans sont présentés dans la figure 23.

I1.2.2. Détermination du nombre d’unités formant colonie (UFC) des
souches fongiques
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Figure 23 : Unités formant des colonies des souches de C. albicans isolées a partir d'ongles
de doigts (L2 et L5), d'un prélevement buccal (L13), d'un cathéter ombilical
(L12) et d'un ongle d'orteil (L14).

Les valeurs sont des moyennes + SD avec trois repétitions.
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La détermination des UFC a révélé une grande variation entre les différentes souches. Ainsi,
on note que les souches L12 (prélevée a partir d’un cathéter ombilical) et L2 (ongle du doigt)
affichent le plus grand nombre d’UFC : 11.10" et 14.10° UFC/mI respectivement, suivies des
souches L14 (ongle de I’orteil) et L13 (prélevement buccal): 17.10° et 16.10° UFC/ml
respectivement, puis de la souche L5 (ongle du doigt) qui a manifesté le plus faible nombre de
d’UFC : 8.10* UFC/ml. Ces résultats révélent une grande variation du nombre d’unités formant
colonies (UFC) par millilitre d’eau physiologique, selon les souches testées.

Etant donné que les cing souches testées appartiennent a la méme espéce, Candida albicans et
ont été cultivées dans les mémes conditions de culture, la grande différence des valeurs de CFU
peut étre attribuée a la difféerence de substrat d'origine de chaque souche, puisqu’elles
proviennent de différents prélévements.

On peut donc affirmer que le nombre d’UFC varie en fonction des souches étudiées et plus

précisément en fonction de leur substrat d’origine.
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Figure 24 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de Q. suber L. testés
sur cing souches de C. albicans (L2: souche prélevée sur I'ongle; L13: souche
du prélévement buccal; L2 et L5: souches d'ongles de doigts; L12: souche du

cathéter ombilical

Les valeurs sont la moyenne + SD de trois répétitions biologiques.
84



I1.2.3. Détermination de I’activité antifongique des extraits de Quercus

suber L. sur la croissance de Candida albicans

L’activité antimycosique des extraits de la poudre de I’écorce de Q. suber L., issues des
différentes techniques d’extraction et a différentes concentrations, a été estimée par 1’absence
ou la présence de coloration au niveau des puits (figure 24).

Les résultats montrent que toutes les souches testées sont sensibles aux trois extraits mais a des
degrés variables. Des différences d’efficacité sont également notées en fonction du mode
d’extraction et des dilutions utilisés.

Ainsi, selon le mode d’extraction, la décoction a permis de montrer que la souche L14, isolée a
partir du prélévement de 1’ongle de ’orteil s’est avérée plus sensible que les autres souches
avec une concentration minimale d’inhibition (CMI) a 12,5mg/ml alors que L2 (cathéter
ombilical), L5 (ongle du doigt) et L13 (prélévement buccal) affichent une CMI a 25 mg/ml et
L12 (ongle de I’orteil) a 50mg/ml.

Concernant la macération, les souches L2 et L5 responsables des infections des ongles de doigts
ont manifesté le méme degreé de sensibilité et présentent une CMI a 12,5mg/ml alors que L12
(cathéter ombilical), L13 (prélévement buccal) et L14 (ongle de ’orteil) affichent une CMI a
6,25mg/ml.

L’utilisation de 1’extrait obtenu par la technique de Soxhlet a donné les résultats suivants : la
souche L14 (ongle de I’orteil) présente une CMI a 3,12 mg/ml, L2 (cathéter ombilical) a 6,25
mg/ml et les trois souches restantes, soit L5, L12 (ongles des doigts) et L13 (prélevement
buccal) affichent une CMI a 12,5 mg/ml.

En regard de ces résultats, on peut affirmer que 1’extraction par la méthode de Soxhlet permet
d’obtenir les concentrations minimales d’inhibition aux dilutions les plus basses des extraits,
particulierement dans le cas de la souche L14, provenant de 1’ongle de ’orteil avec une valeur
de 3,12 mg/ml.

Par ailleurs, 1’absence de coloration aux premieres dilutions pour les 5 souches, dans tous les
tests effectués révele qu’aucune souche n’a pu se développer aux concentrations les plus élevees

(50 et 25mg/ml) pour les deux extraits méthanoliques (macération et Soxhlet).

Ainsi, pour I’extrait obtenu par macération, la CIM est a 12,5 mg/ml pour les souches L2 et L5
(ongles de doigts). La CIM est a 6,25 mg/ml pour L12 (cathéter ombilical), L13 (préléevement

buccal) et L14 (ongle de I’orteil).
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Avec ’extrait obtenu par la méthode de Soxhlet, les souches L5 (ongle de doigt), L.12 (cathéter
ombilical) et L13 (prélévement buccal) affichent une CMI a 12,5 mg/ml, la souche L2 (ongle
du doigt) a 6,25 et la souche L14 (ongle de I’orteil) a 3,12mg/ml.

On note qu’a la concentration 3,12 mg/ml, tous les extraits testés se sont montrés inactifs sur
toutes les souches étudiées sauf pour 1’extrait par Soxhlet qui s’avere efficace a la dilution 3,12

mg/ml sur la souche .14 (ongle de I’orteil).

Ces différences d’efficacité ont également €té notées en fonction des souches étudiées. Ainsi,
les souches L2 et L5, prélevées a partir d’ongles de doigts, affichent un comportement similaire
face au mode d’extraction et aux dilutions, a une exception pres : avec I’extrait aqueux, la CMI
pour les deux souches est a 25 mg/ml, Avec I’extrait obtenu par macération, la CMI est a 12,5
pour les deux souches également et avec 1’extrait par Soxhlet, la L5 montre une CMI a 12,5

mg/ml et la L2 une CMI a 6,25mg/ml.
Ces deux souches sont donc particulierement sensibles aux extraits obtenus par Soxhlet.

La souche L12 (cathéter ombilical) affiche une CMI a 6,25 mg/ml avec 1’extrait obtenu par

macération, a 12,5mg/ml avec le Soxhlet et 50mg/ml avec I’extrait aqueux.

La souche L13 (prélevement buccal) affiche une CMI a 6,25 mg/ml avec ’extrait obtenu par

macération, a 12,5 mg/ml avec le Soxhlet et 25 mg/ml avec I’extrait aqueux.
C’est donc ’extrait obtenu par macération qui est le plus efficace pour les souches L12 et L13.

La souche L14 (ongle de I’orteil) affiche une CMI a 3,12 mg/ml avec le Soxhlet, a 6,25 mg/ml

avec I’extrait obtenu par macération et 12, 5 mg/ml avec I’extrait aqueux.

Cette souche montre donc une sensibilité élevée a 1’extrait obtenu avec le Soxhlet avec une

CMI a la dilution la plus basse utilisée.
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11.2.4. Résistance des souches de C. albicans étudiées au Fungizone

Le tableau 8 regroupe I’effet du Fungizone sur la croissance des 5 souches de C. albicans

étudiées.

Tableau 8 : Effet fongicide du Fungizone sur la croissance des souches de C. albicans

L2 L5 L12 L13 L14

Fungizone (1pg/ml) - - - +

L2 et L5: souches prélevées sur des ongles de doigts ; L13 :prélevement buccal ; L12: cathéter ombilical ; L14:

ongle d’orteil. (+) Culture positive ; (-) culture négative.

Les résultats montrent que le Fungizone, produit de synthése de référence, est inefficace contre
la croissance de la souche L13, provenant d’un prélévement buccal, confirmant ainsi sa

résistance vis-a-vis de ce produit.

11.2.5. Profils Fongicide/Fongistatique

Les résultats des tests Fongicide/Fongistatique (Fc/Fs) sont présentés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Effet fongicide (MFC) et fongistatique (CFS) des extraits d'écorce de Q. suber sur
les 5 souches de C. albicans

L2 L5 L12 L13 L14

MFC CFS MFC CFS MFC CFS MFC CFS MFC CFS
Extrait AE - 25 - 25 - 50 - 25 - 12.5
(décoction)
Extrait MEM - 125 - 125 50 625 - 625 - 312
(macération)
Extrait MES 6.25 - 125 - 125 - 125 - 6.25 3.12
(Soxhlet)

L2 et L5: souches prélevées sur des ongles de doigts; L13: prélevement buccal; L12: cathéter ombilical; L14: ongle
d’orteil.

MFC : Concentration fongicide minimum ; CFS : Concentration fongistatique minimum
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Les résultats révelent des différences en fonctions des souches et du mode d’extraction. Ainsi,
concernant I’extrait aqueux (AE), 1a souche .12 (cathéter ombilical) présente une concentration
fongistatiqgue minimum (CFS) égale a la concentration minimale inhibitrice (CMI) : 50 mg/ml.
Les souches L2 et L5 (ongle du doigt) ainsi que la souche L13 (prélevement buccal) affichent
la méme CFS qui coincide avec la CMI : 25 mg/ml. Et pour la souche L14 (ongle d’orteil), la
CFS et la CMI sont de 12,5 mg/ml.

Avec ’extrait obtenu par macération (MEM), les souches L2 et L5 (ongle du doigt) affichent
une CFS et une CMI d’une valeur de 12,5 mg/ml. Pour les souches L.12 (cathéter ombilical) et
L13 (préléevement buccal), les CFS et CMI sont égales a 6,25 mg/ml.

La souche L12 est la seule & afficher une concentration fongicide minimale de 50 mg/ml.

Concernent la souche L14 (ongle d’orteil), la CFS est a 3,12 mg/ml alors que la CMI est de
6,25 mg/ml.

L’utilisation de I’extrait obtenu par la méthode de Soxhlet montre les résultats suivants :

les souches L12 (cathéter ombilical) et L13 (prélévement buccal) présentent la méme valeur
aussi bien pour la concentration fongicide minimale (MFC) que pour la concentration minimale
inhibitrice (CMI) : 12,5 mg/ml.

Pour les souches L2 et L5 (ongle du doigt) les CFS sont égales aux CMI, respectivement 6,25
mg/ml et 12,5 mg/ml. Et la souche L14 affiche une CFS égale a la CMI, soit 3,12 mg/ml et une
MFC a 6,25 mg/ml.

La détermination du profil fongicide/fongistatique pour les concentrations supérieures ou
égales a la CMI a donc révélé que I’extrait de Soxhlet a un effet fongicide sur toutes les souches

a des concentrations variables, et un effet fongistatique sur la souche L14 a la dose 3,12 mg/ml.

L’extrait issu de la macération a montré une activité fongistatique sur toutes les souches et

fongicide sur la souche L12 a la concentration 50 mg/ml.

Pour I’extrait de la décoction, les cinq souches présentent des concentrations minimales

fongistatiques qui coincident avec les concentrations minimales inhibitrices.

88



11.3. Discussion et conclusion

De nos jours, la lutte contre les infections qu’elles soient virales, bactériennes ou fongiques se
base exclusivement sur les prescriptions de médicaments. Ces derniers sont considérés comme
la solution quasi universelle aux infections graves, notamment les infections multi résistantes,
comme c’est le cas de celles provoquées par Candida albicans (Chebaibi et al, 2015). De plus,
les effets secondaires induits par ces médicaments inquietent de plus en plus les utilisateurs qui
se tournent vers des soins moins agressifs pour I'organisme. Pour ces raisons, les traitements a
base de plantes apparaissent aujourd’hui comme une alternative de choix a la chimiothérapie

antifongique communément utilisée.

Dans ce sens et au regard des résultats obtenus, ce travail a permis de mettre en évidence
I’existence d’une activité anticandidosique des extraits de 1’écorce de Quercus suber L.,
corroborant ainsi plusieurs travaux qui ont montré ’efficacité de produits naturels (huiles
essentielles, extraits méthanoliques, éthanoliques, ...) de plusieurs plantes sur les souches

fongiques et particulierement Candida spp.

Cependant, nos résultats montrent que I’activité antifongique de 1’écorce de Q. suber varie selon

la technique d’extraction et le solvant utilisés.

Trois techniques d’extraction ont été utilisées. Il est donc nécessaire, en premier lieu, d’évaluer
le rendement de ces techniques et donc de prévoir la quantité de matériel végétal a prélever et
d’estimer la productivité des extraits totaux. Cela permet une utilisation rationnelle de la
ressource naturelle, respectueuse de I’environnement et donc durable pour les espéces visées

(Mirzaei et al, 2013).

Le calcul du rendement a révélé que I'extrait aqueux obtenu par décoction présente une valeur
supérieure par rapport aux extraits méthanoliques. Une découverte similaire a été rapportée par
Dhanani et al (2017). Ces résultats peuvent étre attribués aux paramétres de polarité et de
température de l'eau (Khan et al, 2019). Vergara-Salinas et al (2012) ont montré que
l'augmentation de la température du solvant améliore le mouillage des particules végétales en
diminuant la tension superficielle, ce qui se traduit finalement par un rendement d'extraction

plus élevé.

Les deux extractions methanoliques obtenues par macération et Soxhlet ont montré un

pourcentage de rendement d'extraction de ’ordre de 16% et 17,6% respectivement.
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Dans la littérature, les travaux réalisés sur la poudre de 1’écorce de Quercus suber L. ont été
réalisé uniquement par la technique d’extraction au Soxhlet. Dans notre étude, le rendement
obtenu par cette technique est de I’ordre de 17,5 % en comparaison a 7% avancé par Castola et
al (2003) lors de travaux effectués sur la méme espéce végetale et selon le méme procédé

d’extraction.

Concernant I’extraction par macération, la bibliographie ne fournit aucune donnée. Ainsi, a
notre connaissance, cette technique est utilisée pour la premiére fois dans I’¢tude des extraits
de I’écorce de Quercus suber. Le rendement obtenu est presque similaire a celui obtenu par
Soxhlet mais il s’avére que c’est une technique qui nécessite plus de temps, plus de matiére

végetale et de solvant.

Les recherches actuelles se focalisent sur I’optimisation des techniques d’extraction permettant
d’obtenir des extraits de bonne qualité¢ et dans des délais courts. De ce fait, la technique

d’extraction au Soxhlet est donc plus efficace par rapport a la technique de maceération.

L’activité¢ antifongique des extraits enregistrée sur les cinq souches de Candida albicans
étudiées est variable en fonction de la souche testée, d’une part, de la technique d’extraction

utilisée et de la concentration de I’extrait, selon une relation dose-réponse, d’autre part.

En effet, toutes les souches se sont avérées sensibles aux différents traitements et les plus
sensibles dans chaque cas ne sont pas forcément celles ayant présentées le nombre d’unités
formant colonies (UFC) le plus faible. Ainsi, I’extrait aqueux de Q. suber s’avére efficace sur
la souche prélevée de 1’ongle de I’orteil avec une concentration d’inhibition minimale a
12,5mg/ml alors que les extraits aqueux de plantes connues pour leur activité antifongique se
révelent inefficaces contre Candida albicans telles que Harrisonia abyssinica (Bene et al,2015)

ou la cannelle (Veilleux, 2019).

Concernant les extraits méthanoligues obtenus par macération et Soxhlet, ils ont montré un effet

inhibiteur appréciable contre les souches de Candida albicans.

Ainsi, le traitement par macération montre que les souches L2 et L5 responsables des infections
des ongles de doigts ont manifesté le méme degré de sensibilité et présentent une CMI a
12,5mg/ml alors que L12 (cathéter ombilical), L13 (prélevement buccal) et L14 (ongle de
I’orteil) affichent une CMI a 6,25mg/ml.
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Le traitement par Soxhlet, lui, montre que les souches L5, L12 (ongles des doigts) et L13
(prélevement buccal) affichent une CMI a 12,5 mg/ml, L2 (cathéter ombilical) a 6,25mg/ml et

enfin la souche L14 (ongle de I’orteil) a 3,12 mg/ml.

Ces résultats concordent avec ceux d’études antérieures qui ont souligné une activité
antimicrobienne élevée de Q. suber, notamment contre les souches Staphylococcus aureus et

Escherichia coli (Sarwar, 2015).

D’autres espéces et d’autres parties des plantes du genre Quercus ont également fait 1’objet de
plusieurs études sur I’activité anticandidosique notamment sur C. albicans. Ainsi, les travaux
de Didem et al (2017) ont montré que les extraits méthanoliques des feuilles de Q. suber, Q.
cerris, Q. pubescens et Q. coccifera, ont une activité antifongique élevée sur trois espéces de

Candida testées : C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis.

De méme, Gilliice et al (2004) ont rapporté une activité antimicrobienne de [I'extrait
méthanolique de feuilles de Quercus ilex L. contre Candida albicans puisque la CMI (125
pg/ml) était inférieure & la CMI du médicament conventionnel (500 pg /ml).

Anibal et al (2013) ont aussi rapporté que les extraits méthanoliques de graines de Punica

granatum L. étaient actifs sur les especes de Candida.

Aouadhi et al, en 2013, ont également relevé une activité antimicrobienne importante d’extraits
méthanoliques de Marrubium vulgare et Teucrium polium vis-a-vis de Candida albicans avec

des valeurs de CMI de 3,25mg/ml et 12,5mg/ml respectivement.

L’effet antifongique des extraits méthanoliques d’autres espéces sur Candida albicans tels que

I’extrait d’Artemisia mesatlantica ont été relevés par Hassikou et al en 2014.

Akroum, en 2017, a montré également que 1’extrait acétonique de la poudre d’écorce de

Quercus suber a également un effet actif in vitro et in vivo sur Candida albicans.

D’autre part et contrairement aux extraits testés, le produit chimique de synthese testé, le
Fungizone s’est montré inefficace sur la souche de Candida qui cause une infection au niveau
des ongles d’orteils. Ceci pourrait €tre attribué a une résistance acquise par les patients porteurs
de ce genre d’infections. Cette résistance a été également rapportée par Didem et al (2007) pour

trois espéces de Candida testées : C. albicans, C. krusei, et C. glabrata.
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Pour apprécier I’activité antimycosique des extraits de Quercus suber, la concentration
fongicide minimale est I'un des parametres microbiologiques utilisés in vitro pour déterminer
I'activité fongicide des agents antimicrobiens. Nos résultats montrent que le profil fongicide des
trois extraits est variable selon la méthode d'extraction. Le meilleur effet fongicide contre les
cing souches de Candida a été enregistre avec I'extrait méthanolique obtenu par Soxhlet. Cet
extrait a également montré un effet fongistatique sur L14, souche prélevée au niveau du cathéter

ombilical égale a la concentration minimale d’inhibition, soit 3,12 mg/ml d’extrait.

L'extrait méthanolique obtenu par macération a montré un effet fongistatique sur les cing
souches testées et une activité fongicide contre la souche L12, souche prélevée sur I’ongle de

I’orteil a 50 mg/ml.

L'effet fongistatique de I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique obtenu par macération a
démontré une action temporaire de ces extraits sur le développement des pathogénes sans les
éliminer completement. Ces différences de profil fongicide entre les 3 différents extraits
peuvent étre dues a une différence de concentration des principes actifs des extraits

(terpénoides, phénols, polyphénols, quinones, ...) (Bene et al, 2015).

Ce travail contribue donc a la valorisation des usages traditionnels exploités comme approche
rapide et efficiente pour découvrir de nouvelles propriétés médicinales des extraits de la poudre

d’écorce de Quercus suber obtenus par différents modes d’extraction.

Ce procédé peut donc étre proposé comme une solution alternative aux produits
pharmaceutiques de synthese indiqués actuellement contre les infections fongiques causées par

Candida albicans et pourrait étre étendu a 1’échelle industrielle.

Enfin, des analyses plus approfondies devraient étre menées pour identifier les composés
biologiquement actifs présents dans les extraits méthanoliques de 1’écorce de Q. suber

responsables de 1’activité anticandidosique qui a été démontrée dans ce travail.
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Chapitre 111 : Evaluation de la
toxicite aiglie de Rosmarinus
officinalis, Lavandula angustifolia,

Curcuma longa L. et Quercus suber L.
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Introduction

L’étude des activités thérapeutiques des plantes a pour objectif principal de mettre au point des
traitements naturels sans effets secondaires. Pour atteindre ce but, les chercheurs et scientifiques
s’évertuent a identifier les composés actifs des plantes, a déterminer les doses efficaces contre
I’agent d’infection mais ne présentant aucun risque pour le patient. Le phytomédicament
bénéficie alors d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) qui garantit au consommateur

efficacité et innocuité (Rubon, 2005).

Le développement préclinique fait en particulier appel a I’expérimentation animale, qui est une
¢étape indispensable a la connaissance d’un futur médicament avant de 1’administrer a I’homme.
En effet, il n’est pas envisageable d’administrer un nouveau composé a I’homme sain ou malade
compte tenu des risques non connus susceptibles d’apparaitre. L.’expérimentation animale est
donc utilisée de maniere rationnelle et, dans tous les cas, selon des bonnes pratiques qui

garantissent un traitement éthique de I’animal de laboratoire (Cash, 2022).

Les essais de toxicité a des fins d’évaluation ont pour objectifs de déterminer les possibles effets

indésirables et d’obtenir des informations pour définir le rapport exposition-réponse.

Dans le cas de toxicité aigué, quand on recherche la DLso par exemple, les animaux sont exposés
a une forte dose unique. Ces essais fournissent des informations en cas d’exposition
accidentelles mais également des indices sur les mécanismes qui se déclenchent et 1’effet sur

les organes affectés (Frazier, pour ’OCDE, 1999).

C’est dans cette perspective que ce chapitre traite la toxicité aigué des extraits des 4 plantes

testées dans le cadre de ce travail.
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I11.1. Matériel et méthodes

111.1.1. Matériel
111.1.1.1. Matériel végétal

Des échantillons de 1’écorce de la tige de Quercus suber L. ont été récoltés a la forét de
Maamora, « canton A ». Apres un tri minutieux, les échantillons sont séchés a 40°C pendant 48

heures, réduits en poudre et conservés a I’abri de I’humidité.

Les espéces Rosmarinus officinalis et lavandula angustifolia ont été récoltées au sein du jardin
de I’Agence Nationale des Plantes Médicinales et Aromatiques a Taounate en Mars 2021.
L’espéce Curcuma longa a été acquise du commerce sous forme de racines en poudre issues de

I’agriculture biologique.

Les espéces testées ont été botaniquement authentifiées par le Pr Halim Khamar (Département
de Botanique et d'Ecologie Végétale, Institut Scientifique, Université Mohammed V, Rabat,
Maroc)

Les numéros des vouchers des plantes sont les suivants :
RAB113640 : Quercus suber L.

RAB112425: Rosmarinus Officinalis L.

RAB112424: Lavandula Angustifolia

RAB112426: Curcuma Longa

111.1.1.2. Matériel animal

L’étude de la toxicité aigué a été réalisée sur des souris blanches du type Balb/c provenant de
I’animalerie du Laboratoire de la Physiologie Animale de la Faculté des Sciences de Rabat
(Photos 11 et 12).
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Photo 11 et Photo 12 : Souris de [’animalerie de la FSR

Les animaux sont hébergés dans des conditions ambiantes de température, d’humidité et de
lumiére et sont nourris avec des préparations classiques pour rongeurs de laboratoire et

disposent d’eau a volonté.

111.1.2. Méthodes
111.1.2.1. Extraction par Soxhlet

Les parties aériennes de R. officinalis, L. angustifolia et I’écorce de Q. suber sont séchées a
40°C a I’étuve pendant 48 heures, broyées a 1’aide d’un broyeur électrique puis tamisées avec
une maille de 300 microns de taille d’ouverture. Les poudres obtenues sont stockées dans des

sachets alimentaires a température ambiante dans un endroit sec et a I’abri de I’humidité.

L’extraction des parties aériennes de R. officinalis et L. angustifolia a été réalisée par la méthode
de Soxhlet : 20g de poudre de matériel végétal sont déposés dans la cartouche en cellulose et
750 ml d’éthanol a 85°C dans le ballon.

Concernant 1’écorce de Q. suber, 100 g de poudre d’écorce sont soumis a I’extraction par le
méthanol 99% au Soxhlet pendant 32 heures (Photo 11), temps nécessaire a 1’épuisement total

du matériel végétal, selon le protocole décrit par Owen et Johns (1999).

Les extraits sont ensuite filtrés, concentrés sous pression réduite au moyen d’un rotavapeur

(Photo 12).

La poudre de Curcuma longa a été soumise a la méme technique d’extraction que 1I’écorce de

Quercus suber.
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Aprés épuisement total du matériel végétal, les extraits sont passés au rotavapeur jusqu’a

élimination totale du solvant (Photo 12).
Les extraits secs récupérés sont placés dans des tubes en verre et stockés a -4°C.

111.1.2.2. Test de la toxicité aigué des extraits testés

Les essais de toxicité accompagnent les essais d’activités biologiques au cours de la sélection
de nouvelles molécules ou bien de 1’évaluation d’extraits de plantes. La toxicité est appréciée
par la détermination de la DLso (Dose Létale 50) (Wepierre, 1981).

Le protocole suivi est conforme a la ligne directrice de 1’Organisation for Economic
Coopération and Development (OCDE) pour les essais de produits chimigques adoptée en juin
2018.

e Dans le cas de I’extrait méthanolique de 1’écorce de Q. suber, les souris sont mises a
jeun de nourriture pendant 3 a 4 heures et ont été réparties en 4 lots a raison de quatre souris

males par lot. Les souris ont un poids moyen de 20g.

- Lot 1: Chaque souris servant de contrdle recoit un volume de 20 mi/kg de sérum

physiologique NaCl 0,9% par voie intrapéritonéale (IP).

- Lot 2 : Chaque souris regoit une dose de 300mg/kg de I’extrait méthanolique de 1’écorce de

Quercus suber dans un volume de 20 ml/kg en IP;

- Lot 3: Chaque souris recoit, en dose de confirmation, 300mg/kg de I’extrait de Quercus

suber dans un volume de 20 ml/kg en IP;

- Lot 4 : Chaque souris recoit une dose de 2000mg/kg de I’extrait de Quercus suber dans un

volume de 20 ml/kg en IP.

Chaque animal est marqué, pesé puis 1’extrait lui est administré par voie orale a l'aide d'une
sonde d'alimentation gastrique. Au cours de cette période, pour chaque groupe, un certain
nombre de paramétres ont été observés, notamment le poids corporel, les signes de toxicité et

le nombre de décés.

Apres administration de 1’extrait, les animaux traités sont soumis a une observation continue
toutes les 30 minutes durant les premiéres 24 heures. Ensuite, ils sont gardés en observation
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pendant 15 jours, au cours desquels sont notées les variations de poids corporel, les signes de
toxicité et le nombre de déces.

e Concernant les extraits méthanoliques au Soxhlet de R. officinalis, L. angustifolia et C.
longa, des souris albinos de souche BALB/c agées d’un mois, provenant de 1’animalerie de la
Faculté des Sciences de Rabat, de poids variant entre 20 et 22 g ont été utilisées avec comme

critéres d’inclusion : animaux sains, nullipares et non gravides pour les femelles.

Les souris, mises a jeun, sont réparties selon 1’homogénéité de leur poids en 4 lots de 6 souris:
% Lot 1 (témoin) : ces souris ont re¢u uniquement une solution saline (NaCl a 9%o).
% Lots traités : ces groupes ont recu une dose de 2000 mg/kg d’extrait de plante :
- Lot 2 : traité avec I’extrait de R. officinalis
- Lot 3: traité avec I’extrait de L. angustifolia

- Lot 4 : traité avec I’extrait de C. longa

La toxicité aigie a été évaluée, en administrant les extraits par voie orale aux souris, apres 4
heures de jeline, par gavage a I’aide d’une canule d’intubation a embout Iégerement recourbé,

le volume ne dépassant pas 1 ml/20g de poids corporel (Photo 13).

Photo 13 : Administration de [’extrait aqueux par voie orale (gavage)
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Le calcul de la DL50 a éte effectue selon la formule de Dragstedt et Lang.

50 (X1-X2)+X1Y2—-X2Y1
Y2-Y1

X1 : dose inférieure encadrant la DLso
X2 : dose supérieure encadrant la DLso
Y1 : Pourcentage de mortalité correspondant a X1
Y2 : Pourcentage de mortalité correspondant a X2

Le nombre éventuel d’animaux morts est noté et a la fin de 1'essai dans le but de calculer la
DLso (quantité d’extrait administrée en une seule fois et qui cause la mort de 50% du lot testé).
Les animaux en vie sont pesés. lls sont ensuite sacrifiés, disséqués et leurs organes

immédiatement prélevés et observés.

Le comportement des animaux a été observé, toutes les 30 min pendant les 4 premiéres heures
suivant I'administration des extraits, puis matin et soir, quotidiennement durant une période
d'observation de 14 jours. Les troubles symptomatiques éventuels (manque d’appétit, difficultés

motrices et dyspnées) ont été notés.

Le poids de chaque animal a été déterminé peu de temps avant l'administration de la substance
d'essai et noté ensuite au moins une fois tous les 2 jours. Les variations de poids sont calculées

et enregistrées.

111.1.2.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques des résultats ont été réalisées en utilisant le logiciel STATISTICA
version 7.1. Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard. Les degrés
de signification entre lots traités et témoin ont été mesurés par le test (t) de Student. Si p < 0,01,

cette différence est considérée comme hautement significative.
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I11.2. Résultats et interprétation

111.2.2. Etude de la toxicité aigué de Quercus suber

» Signes cliniques

Les signes cliniques observés chez les souris, apres administration par voie intrapéritonéale (IP)
des doses testées de 1’extrait méthanolique de 1’écorce de Quercus suber sont consignés dans
le tableau 10.

Tableau 10 : Signes cliniques observés chez les souris aprés administration intra-péritonéale
de I'extrait de Q. suber

Dose Observations

Témoin Comportement normal

Courte période dépressive et somnolence + Diminution des réflexes

300 mg/kg | Aprés environ 5 a 10 minutes : Retour a la normale

Regroupement de toutes les souris testées
Diminution de la mobilité

Augmentation du temps de somnolence

2000 mg/kg | Difficultés respiratoires

Reduction de la sensibilité a la douleur et au bruit
Perte de I’appétit allant jusqu’au refus de s’alimenter

Paralysie des membres postérieurs

En comparaison au lot témoin, les résultats obtenus montrent que les doses administrées aux
lots traités induisent des signes cliniques d’intensité variable en fonction de la concentration de

I’extrait étudié.

Ainsi, a la dose de 300 mg/kg, on note une courte période dépressive accompagnée de
somnolence et d’une diminution des réflexes. Cette période dure de 5 a 10 minutes.
A la dose de 2000 mg/Kg, on note des signes cliniques plus graves, a savoir une diminution de

la mobilité, une augmentation du temps de somnolence, des difficultés respiratoires, une perte
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d'appétit entrainant un refus de manger, une paralysie des membres postérieurs et une
diminution de la sensibilité a la douleur et au bruit.

» Evolution du poids

L’évolution du poids a également été suivie pour les groupes | (témoin), 1 traité a la dose de

300mg/kg et I1I traité a la dose de 2000mg/kg d’extrait pendant 14 jours (figure 25).
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Figure 25 : Evolution du poids apres injection par voie IP de I'extrait de Soxhlet de Q. suber

Les valeurs sont des moyennes + SD de trois répétitions.

Les résultats montrent que I'administration de 300 mg/kg d'extrait méthanolique n'affecte pas
le poids des souris. Les valeurs de poids des souris sont restées comparables et similaires a
celles enregistrées pour le lot témoin.

L'injection de 2000 mg/Kg d'extrait méthanolique a, par contre, induit une diminution
significative du poids des souris et la mort de la totalité des souris apres 5 jours (Figure 26).
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Figure 26 : Evolution du poids apres injection de I'extrait méthanolique de Q. suber

Les valeurs sont des moyennes + SD de trois répetitions.

» Calcul de la dose léthale DLso

Ce travail a également permis de déterminer la dose Iétale 50 % ou DLsg de 1’extrait au Soxhlet
de la poudre de 1’écorce de Quercus suber, chez les souris males.

Le calcul de la dose léthale DLso a permis de tracer la courbe représentant le logarithme des
doses de I’extrait au Soxhlet injectées en fonction du pourcentage de mortalité. Ces deux

parameétres ont montré une régression linéaire (figure 27).
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Figure 27 : Courbe de toxicité aigué de I'extrait de Q. suber

Les valeurs sont des moyennes + SD de trois répétitions.
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L’étude de la toxicité aigué de cet extrait a montré que le poids des souris qui ont recu la dose
de 300 mg/kg de I’extrait méthanolique n’a montré aucune différence significative par rapport

au témoin non traité.

Cependant & la dose de 2000 mg/kg, on note une diminution significative du poids puis la mort
de la totalité des souris. La dose létale DLs a été déterminée sur la base du logarithme des doses
d'extrait de Soxhlet et du pourcentage de létalité. Pour Q. suber, ce parameétre a été estimé a

environ 1150 mg/kg chez les souris males lorsqu'il est administré par voie intrapéritonéale.

111.2.3. Evaluation de la toxicité de Rosmarinus officinalis, Lavandula
angustifolia et Curcuma longa

» Comportement et signes cliniques

Aucune différence significative n’ayant été observée concernant ’effet des extraits de R.
officinalis, L.angustifolia et C. longa, le tableau 11 regroupe le comportement des animaux et
les symptomes observés 4 heures aprés 1’administration des extraits (dits lots traités) puis tous
les 2jours, pendant 14 jours.

Tableau 11 : Evaluation du comportement des souris et symptémes relevés durant 14 jours
apres administration des extraits de plantes

Lot témoin Lots traités
Symptomes Premieres | Tous les 2 jours | Premiéres Tous les 2 jours
4 heures | pendant 14 jours 4 heures pendant 14 jours
Tremblements Non Non Non Non
Salivation Non Non Non Non
Convulsions Non Non Non Non
Peau et fourrure Normales Normales Normales Normales
Léthargie Non Non Non Non
Saignement Non Non Non Non
Somnolence Non Non Oui Non
Diarrhée Non Non Oui Non
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Aucun déces n’a été constaté chez les animaux traités quel que soit I’extrait administré.

Les seuls symptomes détectés sont une somnolence et la survenue de diarrhées chez les souris
traitées. Ces symptomes sont transitoires puisque 4 a 5 heures plus tard, les souris retrouvent

une activité normale.

Les résultats révelent donc que le traitement a dose unique avec les 3 extraits testés par voie
orale a la dose de 2000 mg/kg n'a pas causé de déces chez les souris tout au long de la période
d'étude. Aucun signe de toxicite lié au traitement n'a été observé. Ainsi, la dose létale par voie
orale de L. angustifolia, R. officinalis et C. longa est estimée supérieure a 2000 mg/Kkg.

» Variation du poids des animaux

La figure 28 montre la variation de poids du lot témoin.

Lot témoin
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Figure 28 : Variation du poids des souris du lot témoin (en grammes)

Les gains de poids corporel dans ce groupe témoin sont significativement plus élevés par
rapport a celui des lots traités, représentés dans les figures 29, 30 et 31, concernant
respectivement R. officinalis, L. angustifolia et C. longa pendant les 14 jours, particuliérement

pendant la deuxiéme semaine apres traitement. Une augmentation de 10g a éte enregistrée entre
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le 1°" et le 15°™ jour de la souris 2 du lot témoin alors que I’augmentation de poids la plus

¢levée est de 5g avec I’extrait de R. officinalis, 7g avec L. angustifolia et C. longa.
Cette différence est probablement due a la diarrhée survenue apres 1’administration des extraits.

La figure 29 représente 1’évolution du poids corporel du lot traité par I’extrait de R. officinalis.

Lot traité au Rosmarinus officinalis
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Figure 29 : Variation du poids des souris du lot traité par I'extrait de R. officinalis (en
grammes)

Le poids de ce lot augmente en fonction du temps mais I’analyse statistique (test t de Student)

ne montre pas de différence significative par rapport au lot témoin.

La figure 30 montre 1’évolution du poids du lot traité par 1’extrait de Lavandula augustifolia.
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Lot traité a Lavandula angustifolia
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Figure 30 : Variation du poids des souris du lot traité par I'extrait de L. angustifolia (en
grammes)

L’analyse statistique (test t de Student) ne montre pas de différence significative par rapport au

lot témoin.

La variation de poids du lot traité par 1’extrait de Curcuma longa est représentée dans la figure
31.

Lot traité au Curcuma longa
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Figure 31 : Variation du poids des souris du lot traité par I'extrait de C. longa (en grammes)
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Les figures 29, 30 et 31 représentant la variation du poids des souris en fonction du temps
montrent la méme tendance pour les trois extraits. Pendant toute la durée du traitement, le poids
des souris augmente progressivement, quel que soit I’extrait administré et cette variation n’est

pas significativement différente de celle du témoin.

» Analyse macroscopique des organes

Afin de confirmer I’innocuité des 3 extraits administrés, une dissection a été réalisée et les
organes ont été prelevés a la fin du traitement. Les photos 14 et 15 présentent respectivement
les organes prélevés d’une souris appartenant au lot témoin et ceux d’une souris traitée. Aucune
différence n’a été notée entre les souris traitées avec les extraits de R. officinalis, L. angustifolia
ou C. longa. Quel que soit I’extrait administré, les reins, foie, coeur, rate ne présentent aucune
anomalie. L analyse macroscopique de ces organes montre que leur couleur et leur texture sont

normales chez toutes les souris traitées.
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Photo 14 : : Organes prélevés chez une souris témoin
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Photo 15 : Organes prélevés chez une souris traitée

111.3. Discussion et conclusion

Les signes cliniques observés apres administration des extraits de R. officinalis, L. angustifolia
et C. longa sont une somnolence et une diarrhée qui ne durent que quelques heures. Ces
symptdmes ont aussi été relevés par Mekonnen et al (2019) lorsqu’ils ont étudié la toxicité
aigiie de I’huile essentielle de Lavandula augustifolia. 1ls sont rapportés également par Hoeffel
(2018) avec différents extraits (hydroalcoolique, glycéroalcoolique et aqueux) de Rosmarinus
officinalis et par Etame-Loe et al (2018) concernant I’extrait au vin de palme, 1’extrait

hexanique et éthanolique des rhizomes de Curcuma longa.

Concernant Q. suber, les symptémes sont plus graves : diminution de la mobilité, somnolence
plus marquée, difficultés respiratoires, refus de s’alimenter, paralysie des membres postérieurs

et diminution de la sensibilité a la douleur et au bruit.

La dose létale DLso a été déterminée sur la base du logarithme des doses d'extrait de Soxhlet et
du pourcentage de létalité. Pour Q. suber, ce paramétre a été estimé a environ 1150 mg/kg chez
les souris males lorsqu'il est administré par voie intrapéritonéale, ce qui peut étre considéré

comme modérément toxique selon 1’échelle de toxicité de Hodge et Sterner (Diezi et al, 1989).

Cependant, la valeur de DLso dans notre travail est nettement inférieure a celle avancée par
Milrzaei et al, en 2013, qui ont testé I'extrait aqueux de poudre de fruit de Quercus suber

administrée par voie intrapéritonéale a des souris et qui est de 5000 mg/kg.
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Milrzaei et al (2013) ont également rapporté que cet extrait administré par voie orale a révélé
une absence de mortalité méme pour une dose élevée de 5000 mg/kg de poids corporel dans

tous les groupes des rats apres 14 jours de traitement.

Cette différence peut étre liée a la partie du végétal utilisé. Ce qui suggere que les extraits de

fruits de Quercus suber sont moins toxiques que ceux obtenus a partir de I'écorce.

Par comparaison a d’autres especes, la valeur DLso de Quercus suber reste supérieure a celles
induites par Anogeissus leiocarpus et Mansonia altissima, par exemple, dont les DLso sont
respectivement de 290,81 et 186,5 mg/kg de poids corporel (Ouédraogo et al, 2008).

Par ailleurs, les différents tests de toxicité aigle de ces deux plantes réalisés par Ouédraogo et
al (2008) ont permis d’observer les mémes signes cliniques de toxicité a savoir une diminution

de I’activité motrice des animaux telle que mise en évidence dans notre travail.

A l'issue de ce test d'évaluation de la toxicité aigué de Quercus suber, les résultats révelent
¢galement une augmentation du taux de mortalité¢ au fur et & mesure de 1’augmentation des
doses de I’extrait méthanolique d’écorce de Quercus suber allant de 300 a 2000 mg/kg. Ceci

permet de déduire un effet dose-réponse de cet extrait sur les souris.

Ces resultats concordent avec ceux de Djyh et al. (2010) qui ont montré que I’administration
par voie intrapéritonéale de 1’extrait total aqueux de 1’écorce de Mansonia altissima a un effet
dose sur les souris et que le taux de mortalité a augmenté de 30% pour une dose allant de 175
mg/kg & 200 mg/kg.

A T’évidence, ce travail nous a permis de montrer que les extraits de 1’écorce de Q. suber,
particulierement celui obtenu par la méthode du Soxhlet sont modérément toxiques et possédent
une activité antifongique due a des principes actifs naturels, candidats potentiels aux traitements
des candidoses. Cette étude mérite donc d’étre approfondie afin de déterminer la dose ne

présentant aucune toxicité tout en gardant un effet anticandidosique.
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Concernant Rosmarinus officinalis, Lavandula angustifolia et Curcuma longa, 1I’étude de la
toxicité montre que 1’administration par voie orale des extraits de ces plantes a la dose de 2000

mg/kg n’entraine aucune létalité, ce qui signifie que la DLsg est supérieure a cette dose.

Aussi, selon la classification admise (OMS, 1978) on peut conclure que Rosmarinus officinalis,

Lavandula angustifolia et Curcuma longa ne sont pas toxiques.

En 2009, le rapport réalisé par European Medicines Agency a montré que tous les extraits du
romarin que ce soit I’extrait méthanolique, éthanolique ou aqueux n’entrainent aucune toxicité

a une dose 2g /kg ce qui conforte nos résultats.

En outre, nous n’avons observé aucun comportement anormal durant les 14 jours, ce qui est en
accord avec une étude réalisée par Zanella et al, en 2012, qui ont montré que I’administration
de I’huile essentielle de romarin chez les souris a amélioré la phase d’acquisition,

d’apprentissage et la mémoire sociale a court terme.

A titre d’exemple et selon les résultats obtenus, chez une souris qui pese 22 g, I’administration
per os d’une dose unique de 0,44 g ce qui équivaut a 1,82 g de romarin frais, le rendement en

extrait étant de 24,15% de matiére premicre n’entraine aucun déces ni signes de toxicité.

Si’on transpose ce résultat chez un homme de 60 kg, une dose orale unique de 496,9 g de cette

plante fraiche ne devrait provoquer aucun symptome aigu.

Les résultats de cette étude montrent une Iégere diminution du poids de quelque souris traitées
par rapport aux témoins. Cette baisse du poids pourrait étre liée a une baisse de I’activité
générale des animaux qui restent blottis dans un coin de la cage apres 1’administration de
I’extrait, et qui aurait pour conséquence une diminution de leur consommation de nourriture
ainsi qu’a la diarrhée survenue. Cette légere diminution de poids est transitoire et n’affecte pas
la tendance générale d’augmentation du poids de tous les lots. Cela est en accord avec divers
travaux qui montrent que le traitement par des substances non toxiques n’entraine pas de

variation significative du poids et du comportement des souris.

Par la suite, le poids des souris augmente progressivement, quel que soit 1I’extrait administré et

cette variation n’est pas significativement différente de celle du témoin.

Ces résultats confirment ceux de Al Namer (2014) concernant Rosmarinus officinalis et

Lavandula angustifolia, appuyés par ceux de Mekonnen (2019) sur L. angustifolia.
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Ces résultats confirment également les travaux de Etame-Loe (2018) sur C. longa qui ont testé
des doses de 200, 400 et 800mg/kg en dose unique et en doses répétées pendant 28 jours. Ces

traitements ont engendré une baisse pondérale non significative des animaux traités.

A titre de comparaison, Mikolo et al (2020) ont testé 1’effet de Tetracera potatoria (plante
médicinale, communément utilisée en Afrique de I’ouest) a la dose de 5000 mg/kg et dans ce
cas, le comportement général des souris demeure normal en comparaison avec les témoins.
Cependant, les souris tests ont gagné relativement moins du poids que les témoins mais sans

différence significative au seuil de 5%, cela étant dii 2 une consommation moindre d’aliments.

Anadon et al, en 2008, ont trouvé aussi que le poids corporel et la consommation de nourriture
et d'eau ainsi n'ont pas été affectés par I'administration de 1’extrait du romarin en dose orale

unique de 2000 mg/kg de poids.

Concernant Curcuma longa, nos résultats confortent ceux de Bhavanishankar et al (1980),
Qureshi et al (2006) ainsi que Balaji et al (2010) qui ont rapporté que cette espéce ne présente
aucune toxicité, quel que soit le mode d’extraction utilisé et méme a des doses supérieures a

2000mg/kg.

Enfin, les organes prélevés a la fin du traitement (reins, foie, coeur, rate) des souris traitées ne
présentent aucune atteinte, leur couleur et leur texture comparativement au groupe témoin sont
normales. Cela confirme davantage que la dose administrée des extraits administrés n’est pas

toxique.

Plusieurs équipes de recherche se sont intéressees aux effets bénéfiques de ces plantes sur le
fonctionnement des organes. Ainsi, ElI Kady et Tawfik, en 2019, ont montré que les souris
prétraitées a I’extrait éthanolique de romarin sont protégées de 1’atteinte des cellules hépatiques
habituellement due a I’exposition aux rayons gamma. Salokhe et al, en 2020, ont rapporté que
chez des souris traitées a 1’extrait éthanolique de romarin, les parameétres hématologiques,
histopathologiques, biochimiques ainsi que le poids total et le poids des organes ne présentent

pas de différence significative avec les témoins.

Concernant, Lavandula angustifolia, Simeon et al (2022) ont étudié ’effet de I’extrait
¢thanolique sur les paramétres hématologiques et histologiques des cceurs de rats. Ils n’ont
relevé aucune différence par rapport aux témoins. Cette étude conclut que la lavande pourrait
constituer une plante intéressante dans le cas de maladie cardiovasculaire.
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Enfin, Naz et al, en 2018, ont mis en évidence 1’effet protecteur de Curcuma longa sur les
Iésions hépatiques de souris. Sharma et Kumari (2018) ont également montré 1’effet protecteur
de C. longa sur les poumons de souris exposées au cadmium. Negaoui et al (2022) ont relevé
que Curcuma longa protége les souris pour lesquelles une inflammation a été induite par les
lipopolysaccharides (LPS) et dans ce cas, 1’analyse de la rate prélevée et 1’étude histologique

effectuée au niveau intestinal ne détectent aucune altération.

Notre travail a donc mis en évidence I’innocuité in vitro des extraits de Rosmarinus officinalis,
Lavandula angustifolia et Curcuma longa. Concernant Quercus suber, 1’extrait est [égérement

toxique, selon la classification de toxicité admise.
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Conclusion et perspectives
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Depuis la nuit des temps, ’humanité a di faire face a la maladie et aux épidémies. La réponse
s’est toujours faite, quel que soit le degré de civilisation, par les plantes. De maniére empirique
ou bien par approche scientifique, les plantes sont toujours présentes dans 1’arsenal

thérapeutique, pour soigner les hommes, les animaux et méme les végétaux.

Le présent travail s’est justement intéressé a quatre plantes de la pharmacopée marocaine : un
arbre, Quercus suber, deux arbustes : Rosmarinus officinalis et Lavandula angustifolia et un

rhizome : Curcuma longa.

Ces quatre plantes sont communément utilisées en tant que plantes médicinales sous différentes

formes : infusion, aromates, cataplasme, lotion, ...

Il nous a semblé judicieux de confirmer les effets thérapeutiques de ces plantes par le biais
d’une démarche scientifique rigoureuse. Nous avons ainsi testé [D’activité antivirale de
Rosmarinus officinalis, de Lavandula angustifolia et de Curcuma longa sur I’activation des

plaquettes sanguines prélevées chez des patients atteints de la COVID-19.

Cette pneumonie virale, apparue en mars 2019, a causé des dégats considérables a 1’échelle
planétaire. Aucun pays, aucune communauté, aucune race ni aucune tranche d’age n’a été
épargné. Les statistiques, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, rapportent que le nombre
total de déces associé directement ou indirectement a la COVID-19 entre le 1 janvier 2020 et

le 31 décembre 2021 est d’environ 14,9 millions.

Le Maroc, un des pays qui ont le mieux géré cette crise, accuse tout de méme les chiffres de
1.170.427 cas cumulés et 16.080 déces au 06 juin 2022, selon les chiffres officiels du Ministére

de la Santé.

Aussi, face a la pandémie, la réponse notamment dans les pays développés est le traitement
médicamenteux antibiotique, antiviral, vaccin, ... avec tout ce que cela comporte comme effets
secondaires, accoutumance, apparition de résistances alors que la nature offre un véritable

réservoir de plantes qui soignent et soulagent lorsqu’elles sont utilisées a bon escient.

Notre travail a ainsi mis en évidence ’activité antivirale de Rosmarinus officinalis, Lavandula
angustifolia et Curcuma longa et a démontré I’efficacité in vitro des extraits de ces plantes dans
I’inhibition de ’hyperréactivité¢ des plaquettes sanguines, caractéristique de 1’infection par la
COVvD-19.
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Les résultats montrent que les extraits de Rosmarinus officinalis et de Lavandula angustifolia
ont un effet anti-agrégant et inhibent la phosphorylation de la PKCS et de ce fait empéchent
I’agrégation plaquettaire responsable des thromboses qui contribuent a la défaillance d’organes

et parfois méme au déces.

L’extrait de Curcuma longa s’est également montré efficace et a inhibé 1’activation des
plaquettes en bloquant la phosphorylation de la PKCd, bien qu’il n’ait pas montré d’effet

antiagrégant.

Les extraits de ces trois plantes ont, en définitive, un effet certain de réduction de

I’hyperréactivité des plaquettes due a I’infection par le virus SARS-CoV-2.

Nous avons, par ailleurs, testé I’activité antifongique de 1’écorce de Quercus suber en utilisant
trois modes d’extraction : la décoction, la macération a froid et I’extraction par la méthode de
Soxhlet. Nous avons étudié 1’effet de ces trois extraits sur cinq souches de Candida albicans
isolées a partir d’ongles de doigts, d’orteil, de cathéter ombilical et a partir d’un prélévement
buccal. La dangerosité de ce champignon réside justement dans sa polyvalence dans les
environnements les plus divers car il s’adapte en tant que commensal a tous les organes du
corps humain, au niveau des muqueuses et peut méme disséminer dans la circulation sanguine.
Le spectre clinique des candidoses induites par Candida albicans varie de superficielle a
invasive et peut étre associé a des complications graves telles que 1’endocardite et la méningite

qui sont souvent liées a une morbidité et une mortalité élevées.

Notre travail a ainsi montré I’activité anticandidosique de 1’écorce de Quercus suber. L’activité
antifongique des extraits enregistrée sur les cing souches de Candida albicans testées s’avére
variable en fonction de la souche testée, d’une part, et en fonction de la technique d’extraction

ainsi que de la dilution, d’autre part.

Ainsi, I’extrait aqueux, obtenu par décoction, est efficace sur la souche prélevée de 1’ongle de
I’orteil a la concentration minimale d’inhibition (CMI) de 12,5 mg/ml. Le traitement par
I’extrait obtenu par macération dans le méthanol montre que la souche responsable de la mycose
des ongles des orteils présente une CMI a 6,25 mg/ml. Et I’extrait obtenu par la méthode de
Soxhlet affiche une CMI a 12,5 mg/ml pour la souche des ongles de doigts et du préléevement
buccal, a 6,25 mg/ml pour la souche prélevée du cathéter ombilical et a 3,12 mg/ml pour la

souche prélevée a partir de I’ongle d’orteil.
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Nos résultats montrent également que le meilleur effet fongicide contre les cing souches de C.

albicans testées a été enregistré avec 1’extrait méthanolique obtenu par Soxhlet.

Ainsi, ’extraction par Soxhlet s’avere étre la technique la plus efficace puisqu’elle inhibe la
prolifération des souches testées notamment la souche prélevée au niveau de 1’ongle de I’orteil

qui est résistante au Fungizone, antifongique de synthése largement prescrit.

L’étude a également confirmé I’innocuité de R. officinalis, L. angustifolia et C. longa L. en
déterminant la dose léthale médiane (DLso) qui s’est avérée supéricure a 2000mg/ml. Ces

plantes ne sont donc pas toxiques, aux doses habituellement utilisées par les consommateurs.

Concernant Quercus suber, I’extrait de I’écorce s’est avéré modérément toxique selon la
classification admise. Il serait donc intéressant de determiner par des analyses supllémentaires

la dose antifongique efficace, ne comportant pas d’effet toxique.

En conclusion, notre travail a permis une étape supplémentaire dans 1’élaboration de produits
alternatifs aux traitements médicamenteux de syntheése, tres largement prescrits actuellement et

qui présentent de nombreux effets secondaires.

Les quatre plantes étudiées qui sont facilement disponibles et d’un cofit trés abordable ont
montré clairement des effets thérapeutiques, antifongique pour Quercus suber contre cing
souches de Candida albicans et antiviral pour Rosmarinus officinalis, Lavandula angustifolia

et Curcuma longa contre le virus de la COVD-19.

A T’évidence, ce travail est une premiére approche qui mériterait d’étre développé davantage.
Les résultats obtenus ne constituent qu’une étape de recherche a la valorisation des plantes
¢tudi¢es dans un domaine médical qui souffre d’absence de médicaments efficaces et non
toxiques. Ainsi, 1’élaboration de produits alternatifs doit passer par une confirmation des
performances mises en évidence par le biais de cette étude et peut étre complétée, sur le plan
pharmacologique, par une identification des molécules actives impliquées ainsi que par une
étude de la toxicité chronique pour écarter tout effet secondaire. Sur le plan microbiologique
également, une étude ultrastructurale pourrait détecter les modifications induites par les extraits
en vue d’élucider leur mécanisme d’action et des essais in vivo pourraient ouvrir la voie au

développement d’un traitement efficace, sans effet secondaire et peu coliteux.
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Abstract

Coronavirus disease-2019 (COVID-19) caused by SARS-CoV-2 is an ongoing viral pandemic marked by dysfunctional platelet
responses resulting in increased risk of thrombotic events. Indeed, platelet hyper-reactivity has been shown to be common in
COVID-19 patients. The antiviral effect of a few natural products has been documented by several studies, but none have focus on
their effect on platelet function in COVID-19 patients. The aim of this work was to evaluate i vitro the effect of some medicinal
plants on platelet activation and aggregation in COVID-19 patients and the possible mechanism. Platelet hyper-reactivity was
assessed by measurements of aggregation and translocation/phosphorylation of PKC8 on Tyr*!! following stimulation by collagen,
while C. Lornga ethanolic extract failed to inhibit platelet hyper-reactivity observed in COVID-19 patients. The present study
reports that ethanolic extracts of L. Adngustifolia and R. Officinalis could significantly reduce platelet response to low
concentrations of collagen. These findings confirmed the link between the traditional medicinal plants used and the results of the
scientific research studies. In order to explore, maximum benefits of the present study, it is suggested to conduct further scientific
studies using randomized controlled trials.

Keywords: Platelets; COVID-19, C. Longa; L. Angustifolia; R. Officinalis, PKC delta

Full length article  *Corresponding Author, e-mail: y.zaid@um5r.ac.ma
probably the biggest challenge for public health systems in

1. Introduction most countries [2].

The Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) is an The effective antiviral activities of natural products
outbreak caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome have been proved in different studies [3, 4]. Curcuma
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), still spreading and has led to Longa, named "Kharkoum" in Morocco, a rooted plant in
unprecedented health emergency all over the world. It is the ginger family, has a long history of medicinal use in
characterized by an acute respiratory distress syndrome different folklore and traditional medicine [5] and has
(ARDS) accompanied with clinical pathologies, including become the first choice for alternative medicine due to its
various coagulopathies that may be associated by hyper- anti-inflammatory and antioxidant effects [6].
coagulation and platelet hyper-activation [1]. Therefore, the
involvement of platelet function in the pathophysiology of Recently, it has been shown that Curcuma longa
COVID-19 is well documented. enhances the secretion of IFN-vy, a key regulator of human

immune system, suggesting its potential use as an immune-

While vaccination campaign is underway, only few boosting functional food ingredient [7]. Tn Colombia, it is
treatments showed efficacy against SARS-CoV-2 which is traditionally consumed as a circulatory stimulant and pro-

thrombosis [8]. Lavandula angustifolia "Khouzama", a plant
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found in many countries, is known for its anti-fungal,
antimicrobial, and anti-protozoan qualities [9, 10].
Rosmarinus Officinalis L. "Azir" is a widely known species
for its medicinal uses. Rosmarinus Officinalis L., that are
largely distributed in habitats from Southern and Northern
Africa, Western Asia, Anatolia and the Mediterranean basin
[11]. Its leaves have significant therapeutic potential against
a wide range of diseases such as diabetes mellitus, stomach
disorders, respiratory and inflammatory diseases [12]. In
folk medicine Rosemary is used for the prevention and the
treatment of diabetes and cardiovascular diseases [13].

To the best of our knowledge, no studies have
evaluated the effect of medicinal plant extracts on platelet
function in COVID-19 patients.

The study was performed in accordance with the
Declaration of Helsinki and a written consent form was
signed by all patients included or their trusted relatives at
the time of enrolment (SARCODO 2020-A01048-31A,
NCT04624997). All included patients, hospitalized or not,
presented a confirmed diagnosis of COVID-19, using a
reverse transcriptase—polymerase chain reaction (RT-PCR)
assay on nasopharyngeal swab samples as previously
described.

2. Materials and methods
2.1. Plant materials

Three medicinal/food plants were selected in this
study known for their higher phenolics contents, antioxidant
capacity and lower or inexistent toxicity. The plant species
were botanically authenticated by Prof. Hamid Khamar
(Department of Botany and Plant Ecology, Scientific
Institute, Mohammed V University, Rabat, Morocco). The
results of spectrophotometric analysis of these plant extracts
are shown in Table 1. The voucher numbers of the plants are
as follows: RABI112424: Lavandula  Angustifolia,
RAB112425: Rosmarinus Officinalis L., and RAB112426:
Curcuma Longa.

2.2. The preparation of the plant extracts

The samples were coarsely powdered and packed
into a Soxhlet column and extracted with 70% v/v ethanol in
water at 75-79°C for 15 hours. The extract obtained was
evaporated at 45°C. Afterwards, the ethanol extract was
successively separated by a series of increasing polar
solvents (hexane, ethyl acetate, butanol and distilled water)
according to the method previously published [14].
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2.3. Patients

The inclusion criteria included patients,
hospitalized or not, presented a confirmed diagnosis of
COVID-19, using a reverse transcriptase—polymerase chain
reaction (RT-PCR) assay on nasopharyngeal swab samples
who were admitted to Cheikh Zaid Hospital from December
7, 2020 to March 8, 2021. The exclusion criteria included

incomplete medical records.

The recruitment was approved by the Ethics
Committee of Cheikh Zaid Hospital
(CEFCZ/PR/2020/PR04) and complies with the Declaration
of Helsinki. All participants gave their written informed
consent. Table 2 describes the clinical characteristics of
COVID-19 patients.

2.4. Confocal Microscopy Studies

The platelets were stimulated with collagen in the
presence of ethanolic extract or its vehicle for 5 minutes at
37°C, fixed for 30 minutes with 2% (v/v) paraformaldehyde
in phosphate-buffered saline, washed twice, and allowed to
immobilize on poly-L-lysine-coated coverslips overnight at
4°C. Adhered platelets were permeabilized for 20 minutes
with 0.1% Triton X-100 containing 2% bovine serum
albumin. The platelets were then incubated for 3h with the
rabbit anti-human polyclonal anti-PKC8 antibody (Abcam)
and the mouse anti-human monoclonal antibody against o-
tubulin (Santa Cruz Biotechnology), washed and labelled
with anti-rabbit IgG Alexa-555 and anti-mouse IgG Alexa-
488 secondary antibodies for 1h at room temperature.
Coverslips were mounted on microscopic slides and series
of fluorescent confocal images (Z-stacks) were acquired
with a LSM 510 confocal microscope (Zeiss, Oberkochen,
Germany).

2.5. PKCé& Phosphorylation

The platelets were stimulated with collagen in the
presence of ethanolic extract or its vehicle for 5 minutes
under shear conditions at 37°C. The reaction was stopped by
adding the appropriate volume of 4xLaemmli buffer. The
platelet lysates were heated for 5 minutes at 95°C and then
stored at -20°C for further analysis by SDS-PAGE. Proteins
were resolved in 8% SDS-PAGE gels and transferred onto
nitrocellulose membranes, blocked with 5% non-fat dry
milk for 1 hour, washed three times with TBS/Tween (150
mmol/, NaCl, 20 mmol/L Tris, pH 7.4, 0.1% Tween-20)
and incubated overnight at 4°C with antibodies against
phospho-PKC8 Tyr311 (Cell Signaling Technology).
Following washing steps, membranes were labelled with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for 1
hour, washed and bound peroxidase activity was detected by
enhanced chemiluminescence (PerkinElmer Life Sciences).
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To assess equal amounts of protein loading, membranes
were stripped and blotted for total PKCS (Cell Signaling
Technology).

2.6. Platelet aggregation assay

Aggregation was monitored on an eight-channel
optical aggregometer (SD Medical Innovation, Frouard,
France) at 37°C under stirred conditions as previously
described [15-17]. Briefly, the samples were stimulated with
collagen (Chrono-Log, USA) at concentrations of 0.5 and 5
pg/mL. The platelet aggregation was monitored following

the addition of an appropriate concentration of collagen and
recorded until trace stabilization and light transmission was
measured at the time of maximum aggregation.

2.7. Statistical analysis

The results are presented as mean + 3D of at least 3
independent experments. Statistical comparisons were done
using a one-way ANOVA, followed by a Dunnett’s test for
comparison against a single group. Data with P < 0.05 were
considered statistically significant.

Table 1. Phenolic content of methanolic extracts of the studied medicinal and food plants

Medicinal Plant Total phenols (mg Ortho-diphenols Flavonoeids (mg Tannins (mg ECE
GAE g ' DW) (mg GAE g DW) CATE g ' DW) g1 DW)
R. Officinalis 48.48+0.13 133.88+1.78 49.14+0.83 18.10+0.77
C. Longa 13.26£1.77 39.16+0.93 45.39+1.06 95.2740.16
L. Angustifolia 41.92+0.64 108.84+0.67 35.72+0.70 23.5840.44

Values are presented as mean + SD (n = 3) for each phenolic group.
Values in bold represent the highest for each parameter assessed.

Table 2: Clinical characteristics of COVID-19 patients

Index Healthy donors COVID-19 patients p value
N° of patients 10 10

Female/Male 5/5 5/5 -
Age, years 50.32+12.24 53£16.27 0.82
Weight, kg 79.44+26.82 82.67+13.94 0.94
Platelet number x 10°/L, 238+75.59 187.5+96.61 0.21
Lymphocyte number x 1071, 1.19+0.87 1.08+0.53 0.36
ALT, UL 20.54+5.43 34.22+15.48 0.01
AST, U/L 19.62+4.40 36.17+£14.81 0.01
LDH, UL 362.89+134.37 616.30+£192.36 0.01
C-reactive protein, mg/L 8.39+4.11 22.64+12.43 0.05
D-dimers, mg/L 0.56+0.38 1.46+0.62 0.01

Data are presented as mean =+ standard deviation. ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; LDH, lactate
dehydrogenase. Statistical analysis: unpaired Student t test was used to calculate p values. Bold numbers indicate statistical
significance at < 0.05
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Fig. 1. L Angustifolia and R. Officinalis-treatment reduce platelet hyper-reactivity to collagen. Platelets were isolated from
Healthy Donors (n=10) and severe COVID-19 patients (n=10, blue dots). Quantification of maximal aggregation of platelets from
COVID-19 patients pre-treated (or not) with ethanolic extract of L Angustifofia (n=10, mauve dots), R Qfficinalis (n=10, red
dots) and C. Lorga (n=10, green dats) for 5 min at 37°C in response to low (A) and high (F) doses of collagen. Quantification of
Healthy Controls is shown as grey overlay. (B) Representative aggregation traces under continuous stirring at 37°C. (C) L
Angustifolia and R. Officinalis inhibit membrane translocation of PKC§ observed in platelets from COVID-19 patients in response
to a low dose of collagen. Representative confocal microscopy images showing platelets double stained for PKC8 (red) and «-
tubulin (green) taken at 63X magnification. (D) PKCé& phosphorylation on Tyr*!! residue is increased in response to collagen in
patients with severe COVID-19 and pretreatment of platelets with ethanolic extracts of L. Angustifolia, R Officindis and C.
Longa for 5 min at 37°C. Platelet lysates were analyzed by SDS-PAGE for P-PKCS Tyr*!!. Total PKC8 was evaluated in each
condition. Immunoblot (upper) representative of 5 donors. Densitometric (lower) analysis of P-PKC& Tyr®!! normalized to total
PKCS was performed, data were expressed as relative Optical Density (n=5). Quantification of maximal aggregation of platelets
preincubated with NaCl (n=5) (E) and complete buffer/vehicle (n=>5) (G). Data are represented as mean + 8D. Statistical analysis:
One-way ANOVA with subsequent Dunnett’s-t-test for comparison against a single group. *P<0.05 and *#*#*P<(.0001

3. Results & Discussion with ethanolic extract of some medicinal plants was

addressed in our study. The present study demonstrated the
Several study groups [18-20] including ours [15, in vitro efficacy of C. longa, L angustifolic and R

21, 22] have reported increased platelet activation, gfficingdis in the inhibition of platelet hyper-reactivity

aggregation and platelet-leukocyte aggregates in COVID-19 during SARS-CoV-2 infection.

cormpared with those in healthy blood donors. Other studies

reported the presence of platelets in thrombi found in These findings confirm that platelets from patients

multiple organs of COVID-19 autopsy cases [23, 24] while with COVID-19 are hyper-activated (Figure 1A) in response

a recent study has shown the presence of SARS-CoV-2 to a suboptimal collagen concentration (0.5 pg/mlL). This

virions in platelets [25]. These studies demonstrate that phenomenon has disappeared at a higher concentration of

platelet reactivity is enhanced during SARS-CoV-2 collagen (5 pg/mL) (Figure 1T).

infection and posit that platelet hyper-reactivity may be a

primary driver of thrombosis in patients with severe The platelet activation depends on signalling

COVID-19, contributing to organ failure and death. Whether pathways which are regulated essentially by several

platelet hyper-reactivity can be reversed following treatment isoforms of PKC family. PKC delta isoform is one of the
most important members of this family since it is a key
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regulator of platelet adhesion, activation, secretion and
aggregation [26-29].

The present study shows that PKC delta
translocates to the membrane and is phosphorylated on
Tyt in COVID-19 patients. Pre-treatment of platelets with
ethanolic extracts of L angustifolia and R. officinalis
inhibits translocation of PKC delta (Figure 1C) while pre-
treatment with all three ethanolic extracts prevents its
phosphorylation on Tyr’'! residue (Figure 1D). No
spontaneous aggregation of platelets in the presence of 137
mM NaCl was observed while the complete (the solution in
which the platelets are reconstituted/vehicle) showed no
effect (Figures 1E,G).

The present work shows that ethanolic extract of
medicinal plants can reduce platelet hyper-reactivity
observed in COVID-19 patients. These data provide an
attractive and promising drug candidate for anti-SARS-
CoV-2.
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Intreduction

Candida species are among the most common
opportunistic pathogens causing fungal infections
with high mortality and morbidity [1]. With
nearby 150 species, Candida species account for
many species that are endosymbionts of humans
and responsible of serious superficial and invasive
infections mainly in immunosuppressed hosts [2].
Candida genus comprises yeast pathogenic
isolated from skin, mouth, intestinal tract, and
vagina [1]. Over the past few decades, candidiasis
incidence has substantially increased [3,4].
Candida albicans infection represents around 80%
of candidiasis infections while the remaining 20%
are mainly due to Candida non-albicans infections
including Candida glabrata, Candida tropicalis,
Candida krusei, and Candida dubliniensis [5].
Recently, increased resistance of Candida species
to antifungal agents such as azoles, due to drug
pressure, has been widely reported [6]. Thus, the
search and identification of new alternative
anticandidosic formulations is crucial to deal with
Candida infections. Phytotherapy represents a
more efficient and less toxic alternative than
chemical drugs for anticandidosic treatments
[7,8]. Phytotherapy focuses on the use of plant-
derived substances or drugs mostly extracted
from medicinal plants in disease prevention and
treatment [9].

For along time, medicinal plants have widely been
used as drugs to treat several pathogens.
According to the World Health Organization
(WHO), around 65-80% of the world populationin
developing countries, mostly depend on
traditional herbal medicines for their primary
health care, due to poverty and lack of access to
modern medicine [10]. Thus, despite the progress
of pharmacology and the remarkable advances in
synthetic organic chemistry of the twentieth
century, more than 25% of drugs prescribed in
industrialized come directly or
indirectly from plants [11-13].

Morocco is known for the abundance and diversity
of its flora that constitutes a true phyto-genetic
reservoir, with approximately 4500 species and
subspecies of vascular plants, of which two-thirds
are endemic to Morocco. Aromatic and medicinal
plants represent 8,69% and 14,28% of the total

countries

Moroccan flora, respectively [14]. Given its large
diversity of flora, Morocco occupies a distinctive
place among the Mediterranean countries, having
along medical history and a traditional know-how
based on medicinal plants [15].

Cork oak (Quercus suber L.) is an endemic species
of the Mediterranean region [16]. In Morocco,
Cork oak is frequently used in traditional
medicines to treat many diseases. Recent studies
have Cork oak displays high
antimicrobial activities. For instance, suberin film
extracted from cork showed a bactericidal
property against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli strains [17]. This bactericidal
activity was mainly attributed to phenolic

shown that

compounds [18]. Cork oak bark is rich in
polyphenolic substances so it can confer great
curative and preventive properties [19]. To
prompt the use of natural products for medical
purposes and to assess the medicinal potential of
the Maamora forest Cork oak bark, the present
work aimed to study the anticandidosic activity
and the acute toxicity of methanolic extracts of
cork oak (Quercus suber) bark powder.

Materials and Methods

Plant material and the extract preparations

The bark of the stem of Quercus suber, belonging
to the Fagaceae family, was collected from the
forest of Maamora « canton A », Rabat, Morocco.
Three different extractions were made for
aqueous extract (AE) and the dried powder
(5g/500 mL) of the cork oak bark was decocted
with distilled water while the methanolic extracts
(MEm) were prepared. On the one hand, 2 g of
dried powder was macerated with 500 ml of
methanol with agitation for 24 h. After filtration
through Whatman paper, the residue was re-
extracted in 500 ml of methanol for 24 hours; this
same operation was repeated two more times (24
hours for each). On the other hand, the second
methanolic extract (MEs) was obtained by Soxhlet
extraction of 100g of aerial parts for 32 h. The
extracts were filtered and concentrated using a
rotary evaporator to obtain a dry extract. All
extracts were stored at 4°C,

For each extraction, the extraction yield (yield of
extracts) was calculated using the following
equation: Y = We / Wi x 100 with Y (%): yield of
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extract, We: weight of the recovered extract (mg)
and Wi: initial weight of dry plant matter (mg).

Antifungal activity

Fungi tested and growth medium

Five Candida albicans (Robin) Berkhout strains,
opportunistic fungi largely responsible for
candidiasis, were tested for antifungal activity
including Candida albicans L13 (IHEM 15835),
Candida albicans 12 (IHEM 15824), Candida
albicans L5 (IHEM 15827), Candida albicans L14
(IHEM 15836) and Candida albicans (1L.12) (IHEM
15834).

The strains were obtained from the Moroccan
Coordinated Collections of Microorganisms
(CCMM), Laboratory of Microbiology and
Molecular Biology (LMBM]), National Center for
Scientific and Technical Research (CNRST),
Morocco. The five Candida albicans were
cultivated on Sabouraud dextrose agar at °C for
hours couleur.

Candida albicans colonies count

A range of successive dilutions, going 10-1to 107,
was carried out. Each dilution required a 9 ml tube
of physiological water plus 1 ml of suspension of
the five strains. From each dilution, a volume of 1
ml was taken and then added by the streaking
technique to the surface of Sabouraud Dextrose
Agar medium. Three biological replicates were
performed for each dilution. The cultures are then
incubated at 30°C, for 48 hours. The counting was
based on the concept of CFU (Colony Forming
Units). The CFU of each strain was calculated
according to the following equation: N= I
colonies/V (1+0,1n2) x dl where: N= Number of
CFU per gram or per ml, £ colonies = Sum of the
colonies, V= Volume of solution deposited (1 ml),
nl: Number of boxes considered at the first
selected dilution; n2: Number of boxes considered
at the second selected dilution and dl: Factor of the
first retained dilution.

Minimum Inhibitory Concentration and Minimum
Fungistatic Concentration

Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) were
determined in sterile 96
microplatesaccording to CLSI protocol M27 - A3.

well

Briefly, overnight liquid cultures of Candida
albicans strains grown on Sabouraud liquid
medium were enumerated according to Gassaaja,
(2002) [20]. A series of concentrations varying
from 25 to 50 mg/mL were prepared. 200 pL of
Sabouraud liquid medium and extract (1:1;v/v)
was distributed in all test wells, then 10 pl of yeast
suspensions was added to each well. The plates
were incubated at 37°C for 48 hours and the MIC
was defined as the lowest concentration that
prevented visible growth. Fungizone (lug/ml)
was used as a positive control.

To conclude, the Minimum Fungistatic
Concentration (MFC) value, 100 (unity) of broth
from the no-growth wells, was inoculated and
incubated at 37°C for 24 hours. The minimum
fungistatic concentration (MFC) was determined
as the lowest concentration of cork oak bark
extract that allow the development of yeast strain.

Acute toxicity test

Experimental animals

Balb/c type mice aged between 3 and 4 months
old and weighting 20 - 30 g, obtained from the
Faculty of Sciences of Rabat — Animal Physiology
Lab, Morocco, were used for the study. Housed
individually in cages, maintained under 12 hours’
light/ dark cycle at a temperature 23 + 3°C and
relative humidity range of 50 - 60%, the animals
were fed with standard diet and water through the
whole experiments time.

Toxicity test of methanolic extract

The oral acute toxicity (LDsq of methanolic extract
of cork bark was evaluated in animals described
above. Indeed, mice were divided into three
groups (n=4 for each lot): Animals of the first
group (control), which received a volume of 20
ml/mg IP of physiclogical water NaCl 0.9%
intraperitoneal (IP). The second group received
a dose of 300 mg/kg of the methanolic extract of
cork oak bark in a volume of 20 ml/kg IP. The mice
of the third group received a dose of 2000 mg/kg
of methanolic extract of Quercus suber in a volume
of 20 ml/kg IP for 15 days.

An animal was picked at a time, weighted, and
dosed with the equivalent volume of extract. The
extract was administered orally using gastric
feeding tube. During this period, for each group, a
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number of parameters were observed including
the body weight, signs of toxicity and the number
of deaths. The LD50 was calculated using the
method of Dragstedt and Lang (1944) [23], using
the following equation:
50 (X2 —X1) + X1Y2 —Y1X2

Y2 -Y1

LD50 =

With Y1: Percentage of mortality corresponding to
X1, Y2: Percentage of mortality corresponding to
X2, X1: lower dose surrounding the LD and X2:
higher dose surrounding the LD.

Statistical analysis

All tests were done in triplicates. Values of each
experiment were expressed as mean * standard
deviation (SD). Statistical comparisons were
performed using a one-way ANOVA, followed by a
Dunnett’s-t-test for comparison against a single
group. The statistical analysis was performed
using Graph Pad Prism software (Version 8).

Differences (between groups) were considered as
statistically significant at p < 0.05.

Results and Disscusions

Extraction yield

Quercus Suber extracts were obtained using water
and methanol as solvents. As summarized in Table
1, the aqueous extract (AE) showed the highest
extraction yield (19.2 %) than the methanolic
extracts. A slight difference was recorded between
the two methanolic extracts in term of the
extraction yield. Indeed, we found that by
macerating 200g of plant material in methanol, the
yield of extract was by 16 %. Meanwhile, with half
quantity of cork oak bark material, the yield of
extract reached 17.5 %. This difference, mostly
linked to the extraction method, underlined the
efficiency of Soxhlet over maceration, which
allowed the depletion of plant material in only few
cycles, resulting in a better yield.

Table 1: Cork ocak bark extracts yields obtained using maceration of Soxhlet extraction techniques. The yield of
each extract was expressed in percentage. Unpaired Student t-test was used to calculate P values

Decoction (Extract 1) Maceration {Extract 2) | Soxhlet {Extract 3)
Plant material weight (g) 5 200 100
Crude extract weight (g) 0.96 32 17.5
Extraction yield (%) 19.2 16 17.5

Antifungal activity of extracts against Candida
albicans
Colonies enumeration was performed to
determine the concentration of yeast present in
the initial preparation. For this purpose, the
number of colonies forming units (CFU) was
determined using the dilution.

Figure 1 illustrates the CFU for the five Candida
albicans strains. The CFU determination revealed
alarge variation between the different strains. For
instance, we noticed that L2 and L12 strains

150000
100000

50000

Number of colony forming U/mL

reached the greatest CFU number; 11.107 and
14.106 CFU/ml, respectively, followed by L14 and
L13 strains, with 17.105 and 16.105 CFU/ml,
respectively. However, the lowest CFU value of
8.10¢CFU/ml wasrecorded in L5 strain (Figure 1).
Given the fact that the five tested strains with
different origins belong to the same species
(Candida albicans) and were cultivated under the
same culture conditions, the huge difference in
CFU values can be attributed to the difference in
the original substrate of each strain.

L12 L2 L14 L13 LS

Figure 1: Colony forming units of Candida albicans strains isolated from fingernail (L2, L5); oral swab {L13);
umbilical catheter {L12) and toenail {(L14). Values are mean # SD of three biological replicates
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The antifungal activities of extracts
estimated by the absence or the presence of
staining at wells’ level (Figure 2). Our results
showed that all the tested strains are sensitive to
the three different extracts with varying degrees.
L.14 strain, isolated from a sample of toenail, was
shown to be more sensitive than the others. L2 and
L5 strains from fingernail infections showed the
same degree of sensitivity to AE and the MEw.
Moreover, we noticed a difference in extract
efficiency depending on the dilutions of each
extract and the method of extraction from which it
is derived. Yet, an absence of staining was
recorded at the first dilution for the five tested

strains while no strain was able to develop in the

were

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

Minimum inhibitory concentration
(mg/ul)

10 +

presence of highest concentrations (50 mg/ml and
25 mg/ml) for both methanolic extracts. At a
concentration of 3,12 mg/ml, all the tested
extracts were found to be inactive on all the
studied strains while MEs was inactive on L14
strain at a concentration of 1,56 mg/ml. Also, L12
and L13 strains from neonatal infection and from
oral sample, respectively, were sensitive to both
methanolic extracts. However, the AE was less
efficient regarding all the tested strains. An
inhibition of Candida albicans strains growth was
recorded at the MIC 50 mg/ml for L12 strain, at 25
mg/ml for L2, L5 and L13 strains and at 12,5
mg/ml for 114 strain.

@ Extract 3
M Extract 2
W Extract 1

L2 L5 L12

L13 L14

Figure 2: Minimum inhibitory concentrations MIC of the extracts of Quercus suber L. tested according to the five

strains of Candida albicans. L2: Strain taken from fingernail; L13: Oral swab strain; L5: Strain take from
fingernail; L12: Sample strain from umbilical catheter; L14: Toenail sample strain. Values are mean * SD of three
biological replicates

The Fungizone efficiency to inhibit Candida
albicans growth was also tested. Our results
showed that this product was not able to inhibit
L13 strain growth (Table 2). However, it was more
efficient on L2, L5, L12 and L14 strains, suggesting

that L13 strain was resistant to fungizone. Thus,
given the fact that all the tested strains were
sensitive to the three different extracts, we can
conclude that these extracts can be used for
Candida albicans treatment.

Table 2: Fungicide effect of fungizone on Candida albicans strains growth

L2 L5 L12 L13 L14

Fungizone {1pg/ml)

- - - + -

L2: Strain taken from fingernail; L13: Oral swab strain; L5: Strain take from fingernail; L12: Sample strain from
umbilical catheter; L14: Toenail sample strain. (+) Positive culture; (-) negative culture

The fungicide effect of extracts was evaluated for
all the different extracts obtained from the three
different extraction methods. The results revealed

that the methanolic extract (MEs) obtained by
Soxhlet has a fungicidal effect on all the five tested
of Candida different

strains albicans  at
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concentrations, and a fungistatic effect on L14
strain at 3,12 mg/ml (Table 3). The other
(MEmM) (obtained by
maceration) displayed fungistatic activity on all

methanolic  extract

strains and fungicidal activity on 1,12 strain at 50
mg/ml. As for the aqueous extract, all five strains
exhibited a MIC which it’s equal to the minimum
fungistatic concentration.

Table 3: Fungicidal {(MFC) and fungistatic {CFS) effect of cork oak bark extracts {Aqueous and methanolic
extracts) on the five strains of C. albicans.

L2 L5 L12 L13 L14
MFC CFS MFC | CFS | MFC | CFS | MFC | CFS | MFC | CFS
Extract 1 {decoction) - 25 - 25 - 50 - 25 - 12.5
Extract 2 - |125| - |125] s0 |e2s| - |e2s| - |312
{maceration)
Extract 3 (Soxhlet) 6.25 - 12.5 - 12.5 - 12.5 - 6.25 | 3.12

MFC: Minimum fungicidal concentration; CFS: Minimum fungistatic concentration; L2 and L5: Strains
taken from the fingernail; L12: Sample strain taken from the umbilical catheter; L13: Oral swab strain;

L14: Toenail sample strain

Sub-acute and acute toxicity test of the methanolic
extract of cork oak bark

The sub-acute toxicity test revealed that the
intraperitoneal administration of 300 mg/kg dose
of methanolic extract (MEs) disturbed at short
time mice behavior. Indeed, within the extract
injection, a slight depression and sedation along
with a decrease in mice reflex have been recorded
(Table 4). Nonetheless, the animals recovered

quickly and resumed their normal habits after 5 -
10 minutes. The acute toxicity test performed with
the administration of a single 2000 mg/kg dose of
the same extract negatively affected mice physical
activity and usual behavior. A decrease in mice
mobility, sedation, breathing difficulties, loss of
appetite leading to refusal to eat as well as
paralysis of the hind limbs and reduced sensitivity
to pain and noise were detected in treated mice.

Table 4: Clinical signs observed during the first 24 hours following the treatment application. + indicated a
positive response, - indicated a negative response

Control 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
Mice grouping after 5 minutes + - -
Sedation effects after 5 minutes - + +
Immobility - + +
Feeding + + -
Accelerated breathing - - +
Hind limb paralysis - - +
a0 ~=—Control
a5 1 ~+-300 mg/Kg
==2000 mg/Kg

Mice weight (g)
n
S
+

0+ + + : B

1 Rea
z Aeg
¢ Aeg
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—— e —— ———— —— —— |
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z\ fea
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Figure 3: Weight evolution of 4 mice after injection of 300 mg/Kg and 2000 mg/Kg dose of methanolic extract of
cork oak bark (Quercus suber L.). Values are mean + SD of three biological replicates
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The Lethal Dose 50 of the methanolic extract of
cork ocak bark (Quercus suber L.) was then
calculated according to Dragstedt and Lang
(1944). Alinear regression was observed between
the methanolic extract's doses and the lethality

percentage, as shown in Figure 4. The LD50 was
estimated to be around 1150 mg/Kg, which can be
slightly toxic to mice according to Hodge and
Sterner Toxicity Scale.

100
2
< 304
2
o
- 60+
=
3
T 404
[+
5
(=) 20"‘
=
0 T
0 1

T T 1
2 3 4

Log concentration

Figure 4: Acute toxicity curve of the methanolic extract of Quercus suber L. (obtained by Soxhlet) on
mice, according to the method of Dragstedt and Lang (1944). Values are mean # 8D of three biclogical

replicates

Candidiasis is an infection by Candida albicans
strains that can affect intestinal walls, mouth,
vagina, and skin. The current study aimed to
evaluate the anticandidal effectiveness Quercus
suber extracts. Water and methanol solvents,
maceration, decoction and Soxhlet extractions
techniques were used to investigate their effects
on the yield and bicactive extracted compounds.
Yield of extract calculation revealed that the AE
obtained by decoction displayed the highest vield
as compared with methanolic extracts. Similar
findings were reported by Dhanini et al (2017)
[20]. These results may be attributed to water
polarity and temperature parameters [21].
Vergara-Salinas et al. (2012) showed that the
increment of solvent temperature improves plant
particles wetting by decreasing surface tension
that ultimately results in higher extraction yield
[22]. The two methanolic extraction obtained by
maceration and Soxhlet also showed a good
extraction vield percentage. A yield of 16% and
17.6% was recorded with maceration and Soxhlet,
respectively. In previous work, cork ocak bark
extracts were only obtained with the Soxhlet.
Thus, for the first time, we were able to perform
successful extraction using maceration. Moreover,

by using Soxhlet, the yield of extract was by 17.6%,
which was significantly higher than that of
reported by Castola ef al. (2005) [23]. The use of
Soxhlet although gave the best yield (17.6%) for a
period of 32 hours and with less consumption of
plant material and solvent. Extractions by
maceration gave an almost similar yield, but it
requires more time, more plant material and
solvent. Thus, Soxhlet can be considered as more
efficient compared with the maceration.

The antifungal activities study revealed that plant
extracts exert an important anticandidal effect
against Candida albicans tested with a variable
degree. This inhibitory property varies depending
on the extract nature and the tested strain. For
instance, extracts obtained by
maceration and Scoxhlet displayed an inhibitory
effect against Candida strains with a MIC reaching
6.25 and 3.12 mg/ml, respectively. Previous
studies have underlined a high antimicrobial
activity of cork oak against Staphylococcus aureus
and Escherichia coli strains [24]. Akroum (2017)
showed that acetone extract of the powder of
Quercus suber has an active effect on Candida
albicans [25]. Giilliice et al. (2004) reported an
antimicrobial activity of methanclic extract of
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Quercus ilex L. leaves against Candida albicans L.
due to the fact the MIC (125 pg/ml) was lower
than the MIC of the conventional drug (500 pg/ml)
[26]. This antifungal activity against Candida
genus was also reported with Methanolic extracts
of the leaves of Q. suber, Q. cerris, Q. pubescens and
Q. coccifera [27,28].

Minimum fungicidal concentrations are among
various in vitro microbiological parameters used
the fungicidal activity of
antimicrobial agents. The fungicidal profile of the
three extracts was variable depending on the
extraction method. The best fungicidal effect
against the five Candida strains was recorded with
the methanolic extract obtained by Soxhlet. This
extract also displayed a great fungistatic effect on
L14. The other methanolic extract (obtained by
maceration) displayed a fungistatic effect on the
five tested strains and a fungicidal activity against
L12 strain at 50 mg/ml. The fungistatic effect of
the aqueous extract and the other methanolic
extract demonstrated a temporary action of these
extracts on the pathogens development without
eliminating them completely [29]. These
differences in the fungicidal profile between the
three different extracts can be due to the
difference in the chemical composition of the
extracts.

The acute toxicity of ME did not show any
significant difference in mice weight injected with
300 mg/kg of the methanolic extract while, a
significant decrease in weight was recorded in
mice treated with 2000 mg/kg of methanolic
extract. The lethal dose LD50 was determined
based on the logarithm of Soxhlet extract doses
and the percentage of lethality. This parameter
was estimated to be around 1150 mg/kg in male
mice when administrated intraperitoneally, which
can be considered as slightly dangerous based on
previous report [30]. The LD50 value in our work
was lower than that advanced by Milrzaei and al,
in 2013, which shows that the LD50 dose of the
Quercus suber fruit powder aqueous extract
administrated intraperitoneally to mice was
clearly greater than 5000 mg/kg [31]. This
difference can be linked to the plant material
(part) used, which suggest that the Quercus suber
fruit extracts are less toxic than those obtained

to determine

from the bark [32]. Also, the LD50 value of Quercus
suber remains higher than those found in
Anogeissus leiocarpus and Mansonia altissima,
whose LD50s were 290,81 and 186,5 mg/kg of
body weight, respectively [33].

Conclusion

This work has therefore contributed to the
discovery of the antimicrobial potential of cork
oak bark extracts against Candida genus. By
exploring the antifungal activity of the aqueous
and the two methanolic extracts through the
determination of the MIC and the MFC, we found
that the extracts displayed an anticandidosic
activity against the five Candida albicans tested
strains, which remained different depending on
the method of extraction (decoction, maceration
and Soxhlet) and the nature of the solvent used for
the extraction (water or methanol). The Soxhlet
extract proved to be the best, offering in addition
to a strong anticandidosis activity even at high
concentrations, a good yield in a short time and
with less consumption of plant material and
solvent. This process could therefore be extended
at an industrial scale and can be proposed as an
alternative solution to synthetic pharmaceutical
products that are today against fungal infections
caused by Candida albicans. Moreover, the
identification of the active molecules of the
methanolic extracts would also be promising to
explain the anticandidosis activity of cork oak
bark extracts. Further analysis should be
conducted to identify the biologically active
compounds present in the methanolic extracts of
cork oak bark responsible for the anticandidosic
activity that has been demonstrated in this work.
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Résumé

Les virus et les champignons sont, a coté des bactéries et des parasites, les microorganismes les plus souvent mis en cause dans le cas des
infections et des mycoses, et leur traitement par des agents chimiques conduit réguliérement a ’apparition d’effets secondaires et a la sélection
de souches résistantes. Cette situation incite les chercheurs & proposer des alternatives accessibles qui garantissent efficacité et innocuité. Le
présent travail s’inscrit dans cette dynamique et vise un double objectif. Il s’agit de mettre en lumiére les propriétés thérapeutiques de quatre
plantes médicinales marocaines communément utilisées en médecine traditionnelle en évaluant I’activité antivirale des extraits de Rosmarinus
officinalis, Lavandula angustifolia et de Curcuma longa L. sur I’activation plaquettaire des patients COVID-19, ’activité anticandidosique des
extraits de ’écorce de Quercus suber L. sur la croissance de cing souches de Candida albicans ainsi que la toxicité aigiie des quatre plantes
testées.Les résultats ont démontré I'efficacité in vitro des extraits éthanoliques de L. angustifolia, R. officinalis et C. longa L. dans I'inhibition
de I'hyperréactivité plaquettaire lors d'une infection par le SARS-CoV-2 ainsi que I’effet effet anti-agrégant de R. officinalis et L. angustifolia
inhibant ainsi la phosphorylation de la PKC3.Concernant ’activité antifongique de 1’écorce de Quercus suber, nos résultats montrent qu’elle
varie selon la technique d’extraction et le solvant utilisés. Le meilleur effet fongicide contre les cinq souches de Candida a été enregistré avec
I'extrait méthanolique obtenu par Soxhlet.Les essais de toxicité a des fins d’évaluation ont pour objectifs de déterminer les possibles effets
indésirables et d’obtenir des informations pour définir le rapport exposition-réponse. Notre travail a donc mis en évidence I’innocuité des
extraits de R. officinalis, L. angustifolia et C. longa L., in vitro alors que I’extrait de 1’écorce de Q. suber L. s’est avéré modérément toxique,

selon la classification admise.

Mots-clés : Activité antivirale — Rosmarinus officinalis — Lavandula angustifolia — Curcuma longa L. —Hyperactivation plaquettaire - COVID-
19 — Activité antifongique — Quercus suber L. — Candida albicans — Toxicité aigué

Abstract

Viruses and fungi are, as well as bacteria and parasites, the microorganisms most often implicated in the case of infections and mycoses, and
their treatment with chemical agents regularly leads to the appearance of side effects and selection of resistant strains. This situation encourages
researchers to propose accessible alternatives that guarantee efficacy and safety.The present work is part of this dynamic and has a double
objective. It is a question of highlighting the therapeutic, antiviral and antifungal properties of four Moroccan medicinal plants commonly used
in traditional medicine by evaluating the antiviral activity of extracts of Rosmarinus officinalis, Lavandula angustifolia and Curcuma longa L.
on the platelet activation of COVID-19 patients, the anticandidal activity of extracts from the bark of Quercus suber L. on the growth of five
strains of Candida albicans and the acute toxicity of the four plants tested. The results demonstrated the in vitro efficacy of ethanolic extracts
of L. angustifolia, R. officinalis and C. longa L. in inhibiting platelet hyperreactivity during SARS-CoV-2 infection as well as the anti- aggre-
gating effect of L. angustifolia and R. officinalis thus inhibiting the phosphorylation of PKC3.Regarding the antifungal activity of the bark of
Quercus suber, our results show that it varies according to the extraction technique and the solvent used. The best fungicidal effect against the
five strains of Candida albicans was recorded with the methanolic extract obtained by Soxhlet. Toxicity testing for evaluation purposes aims to
determine possible adverse effects and to obtain information to define the exposure-response relationship.Our work has therefore demonstrated
the safety of extracts of R. officinalis, L. angustifolia and C. longa L., in vitro, while the extract of the bark of Q. suber L. has proven to be

slightly toxic, according to the accepted toxicity classification.

Keywords : Antiviral activity —Rosmarinus officinalis — Lavandula angustifolia — Curcuma longa L. — COVID-19 — Platelet hyperactivation —

Antifungal activity — Quercus suber L. — Candida albicans — Acute toxicity
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