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Introduction

L'intérét pour des médecines alternatives, aussi appelées médecines douces
est grandissant dans I'opinion publique, en France (1) comme a I'étranger (2). Ces
approches attirent principalement par leur c6té « sain », en complément de la
meédecine traditionnelle. D’apres 'OMS (3), ces médecines sont « un vaste ensemble
de pratiques de santé qui ne font pas partie de la tradition ni de la médecine
conventionnelle du pays et ne sont pas pleinement intégrées a son systéeme de santé
prédominant. ».

Parmi ces pratiques, la phytothérapie est « 'usage a des fins thérapeutiques
de parties de plantes médicinales ou d’extraits de plantes, voire d’extraits purifiés, a
I'exception de substances isolées», dans laquelle fait partie 'aromathérapie qui est
une « branche de la phytothérapie, correspondant a [l'utilisation des huiles
essentielles a des fins médicales » (4).

En élevage animal comme en santé humaine, les antibiotiques sont I'outil
principal utilisé pour lutter contre les phénoménes infectieux. Toutefois, le
développement de I'antibiorésistance entraine une moindre efficacité des traitements
antibiotiques ainsi que la mise en place de restriction afin de limiter leur usage en
France (5) et en Europe (6). L'utilisation de produits naturels permettant de prévenir
ou de ftraiter les infections est ainsi proposée comme une alternative aux
antibiotiques.

Une autre problématique en médecine animale et humaine est 'augmentation
des maladies auto-immunes et des phénoménes atopiques, dont les traitements en
médecine traditionnelle présentent souvent des effets secondaires importants. Les
anti-inflammatoires stéroidiens sont notamment fortement utilisés en dermatologie
vétérinaire, et peuvent entre-autres induire une hypertension, des atteintes
hépatiques, du diabéte sucré, des troubles digestifs (ulcéres) voire une
immunodépression d’'une durée supérieure a I'effet recherché (7,8).

C’est dans le cadre de ces deux indications que différentes études ont été
réalisées afin de mesurer les effets immunomodulateurs des huiles essentielles : les
propriétés anti-infectieuse et immunostimulante de celles-ci sont recherchées afin de
prévenir et lutter contre les phénoménes infectieux en alternative aux antibiotiques,
tandis que leurs propriétés immunosuppressives pourraient permettre d’établir de

nouveau traitements lors de pathologies auto-immunes et/ou inflammatoires.



Malgré un lien direct existant entre immunologie et inflammation, les études
mettant en évidence des effets anti-inflammatoires stricts ne faisant pas mention
d’effets immunologiques impliquant les cellules effectrices de I'immunité ne seront

pas abordées ici mais plutét traités dans une autre thése d’exercice vétérinaire (9)

Aprées avoir présenté quelques généralités en immunologie et défini les huiles
essentielles, nous présenterons les études scientifiques disponibles permettant
d’évaluer les effets immunomodulateurs des huiles essentielles. Cette présentation
sera réalisée en deux parties, une premiére partie visant a analyser les effets des
huiles essentielles dans le cadre d’une immunité inchangée, une seconde partie
visant a révéler les effets immunomodulateurs des huiles essentielles dans le cadre
d’'un déréglement immunitaire iatrogéne. La finalité de cette thése sera d’analyser
l'intérét et les limites de [l'utilisation des huiles essentielles comme solutions
alternatives a la médecine vétérinaire traditionnelle. Les tableaux 4 et 5 présents en
fin de manuscrit synthétisent les effets immunomodulateurs des huiles essentielles et
permettent de présenter une vision plus globale du sujet.

Plusieurs modeéles son utilisés pour mettre en évidence les effet des huiles
essentielles. Chez les animaux d’élevage, les huiles essentielles sont principalement
employées en élevage intensif de porcs, volailles et poissons. Elles sont
administrées dans l'alimentation (eau ou nourriture) des animaux pendant une durée
variable mais de I'ordre du mois en général, durant la croissance des animaux. A la
fin des traitements, des prélevements individuels (comptages cellulaires, dosages
d'immunoglobulines notamment) permettent d’observer les effets
immunomodulateurs des huiles essentielles en comparaison avec d’autres groupes
témoins. Ces études s’inscrivent pour la plupart dans un cadre plus large
questionnant la rentabilité de I'utilisation des huiles essentielles en élevage. Chez les
animaux de sport et de loisir, on retrouve peu détudes sur les effets
immunomodulateurs ds huiles essentielles : aucun modeéle ne peut donc étre mis en
évidence. Concernant les rongeurs, les modéles sont différents des animaux
d’élevage : la voie d’administration est variable, et les animaux subissent souvent
préalablement ou en simultané des modifications physiopathologiques variables.
Dans certaines études les rongeurs sont préalablement mis en contact avec une
substance immunogene, permettant de mimer une infection microbienne ou bien un

phénoméne d’hypersensibilité par exemple. Les prélévements réalisés varient



également, ils incluent parfois la culture de cellules ex vivo ou encore de I'histologie.
Enfin, de nombreuses études in vitro se concentrent sur les effets des huiles
essentielles administrées a un type de cellule immunitaire précis, dans I'objectif de
comprendre les mécanismes d’action des huiles essentielles sur le systéme
immunitaire.

L'innocuité des huiles essentielles ne sera pas abordée ici. En effet, seul un
trées faible nombre d’études citées font mention d’effets non recherchés. Prouver

l'innocuité des huiles essentielles pourrait alors faire I'objet d’un travail a part entiére.



I/ Immunité et huiles essentielles : généralités

A) Les mécanismes de défense

Le systéeme immunitaire a pour fonction d’empécher le développement
d’éléments pathogenes dans I'organisme, qu’ils soient infectieux ou issus d’éléments
modifiés du Soi (tumeurs). Limmunité est divisée en deux parties que sont 'immunité
innée et 'immunité adaptative. Limmunité innée est rapide mais non spécifique, elle
engendre une réaction inflammatoire pouvant parfois causer des dommages aux
parties non altérées de I'organisme lors de son emballement. L'immunité adaptative,
aussi appelée immunité acquise est quant a elle spécifique, mais nécessite plusieurs
jours avant de se mettre en place. Le phénoméne de mise en mémoire permet
cependant le déclenchement de I'immunité adaptative secondaire, particuliérement
efficace et rapide lors de la rencontre réitérée d’'un pathogéne (10).

Dans ce travail nous avons analysé les effets immunomodulateurs des huiles
essentielles. lls font intervenir les cellules effectrices de [Ilimmunité, qui
communiquent entre-elles via les cytokines. Nous mettront de coté les phénomenes
strictement inflammatoires, qui sont parfois une conséquence de phénomeénes
immunologiques. L'immunité et I'inflammation sont toutefois intimement liés, en effet
le systéme immunitaire est un des acteurs de l'inflammation. D’autres phénomeénes
non immunologiques peuvent également conduire a de l'inflammation, notamment

via le stress oxydatif ou via une action chimique ou physique extérieure (cf figure 1).
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Figure 1 : L'immunité parmi les différentes causes d’inflammation

7




1) L'immunité innée

L'immunité innée se fonde principalement sur le recrutement et I'activation de
cellules immunitaires, majoritairement les neutrophiles, au site d’infection afin
d’éradiquer le pathogéne. Durant les premiéres phases de l'infection, le pathogene
est détecté par les cellules immunitaires résidentes, principalement les macrophages
et les monocytes. Ces cellules reconnaissent un pathogéne via la présence de
molécules a leur surface, appelées PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Patterns) qui sont conservées entre germes car nécessaires a leur développement :
les lipopolysaccharides (LPS) sont par exemple des glycolipides caractéristiques des
bactéries gram négatives, tandis que les mannanes, des polyméres de mannose,
sont des glycoprotéines présentes a la surface des levures. Le PAMP reconnu
entrainera alors différentes réponses, telles que la phagocytose du pathogene afin
de permettre dans un second temps la présentation d’'un antigéne, son opsonisation
par les MBP (Mannan-Binding-Proteins) permettant l'activation du systéme du
complément par la voie des lectines, ou encore la transduction du facteur de
transcription NFkB (nuclear factor kappa B).

Aprés reconnaissance du PAMP par les récepteurs des cellules résidentes, ces
dernieres sécrétent alors diverses cytokines permettant la multiplication et la
libération de neutrophiles dans la circulation sanguine a partir des organes
lymphoides, entrainant alors une leucocytose neutrophilique (10).

La diapédeése est le phénomene par lequel les neutrophiles circulants sont attirés au
site de linfection par différentes molécules permettant d’abord leur adhésion a
'endothélium des vaisseaux sanguins dilatés, puis leur passage a travers cet
épithélium, et enfin leur migration vers l'agent infectieux afin de parvenir a son
élimination. Les molécules permettant la diapédése sont majoritairement sécrétées
par les cellules immunitaires locales mais aussi par d’autres cellules telles que les
cellules endothéliales qui expriment par exemple des molécules d’adhésion a leur
surface.

L'élimination du pathogéne est réalisée par phagocytose, cest a dire
internalisation de I'agent infectieux dans une vésicule appelée phagosome. Ce
processus fait appel a l'intervention du cytosquelette puis a la lyse chimique lors de
la fusion du phagosome avec le lysosome, formant alors le phagolysosome. Le
lysosome contient des molécules du burst oxydatif, c’est a dire des dérivés

oxygeéneées tels que le péroxyde d’hydrogéne et d’autres radicaux hydroxylés, encore



connues sous le nom de « ROS » (reactive oxygen species). Des enzymes de lyse
telles que la myeloperoxidase ou encore le lysozyme sont aussi déversées dans le
phagolysosome a partir des granules cytoplasmiques du neutrophile (11) . Ces
phénomeénes de phagocytose et de lyse intracellulaire sont rendus particuliérement
efficaces si le pathogene est marqué par le systéeme immunitaire : c’est le
phénoméne d’opsonisation. Elle a lieu suite a la fixation des anticorps lors de la
réponse immunitaire adaptative, ou bien par le systtme du complément, lors de la
réponse immune innée.

Le systeme du complément est une autre partie de l'immunité innée, qui
comprend plus d’'une vingtaine de protéines plasmatiques solubles ou récepteurs
membranaires qui sont impliqués dans I'élimination d’éléments étrangers du non-soi,
dont les anaphylatoxines C3a et C5a. |l peut étre activé de trois maniéres et conduit
a la dégradation enzymatique, a la lyse directe de la cellule cible ou encore a son
opsonisation entrainant le recrutement de cellules immunitaires conduisant a la
phagocytose de I'élément ciblé (12).

Les mastocytes, tout comme les basophiles, sont des cellules impliquées dans
des réactions immunitaires intenses pouvant aller pathologiquement jusqu’a
'angicedéme ou encore le choc anaphylactique. lls sont principalement activés par
les immunoglobines E (IgE). Leur dégranulation entraine la libération de médiateurs
vasoactifs que sont I'histamine et la sérotonine. La production de prostaglandines et
de leucotriénes est également induite lors de leur activation, qui permet alors une
augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi que l'induction d'une intense
réaction inflammatoire.

Les éosinophiles sont d’autres cellules immunitaires activées par la présence
d’'IgE : ils jouent un rble important lors d’infection parasitaire et permettent
I'élimination du pathogéne par la libération de différentes enzymes et toxines a la
surface de celui-ci. Pathologiquement, on les retrouve notamment dans les réactions
allergiques.

Enfin, les Natural Killer (NK) sont des cellules reconnaissant un pathogéne
soit du fait de son opsonisation par les Ig, soit du fait d’'une moindre présence du
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de type | chez une cellule infectée ou
tumorale. La voie perforine-granzyme permet alors la lyse de la cellule cible par

apoptose.



L'immunité innée se limite principalement aux pathogénes extracellulaires du fait de
la nécessité de reconnaissance de celui-ci par les cellules résidentes. De plus elle
entraine une réponse inflammatoire non-spécifique, pouvant alors étre responsable

de dommages tissulaires (10).
2) L’'immunité adaptative

L'immunité adaptative est spécifique du pathogéne rencontré, et met plus de
temps a se mettre en place (96h). Son principe repose sur la reconnaissance de
'antigene de I'élément pathogéne par un récepteur spécifique de celui-ci et se
situant a la surface d’un lymphocyte B ou T (LB ou LT) dit « naif », majoritairement
localisé dans les organes lymphoides secondaires que sont les nceuds
lymphatiques, la rate, et les tissus immunitaires associés aux différentes muqueuses.
Cette fixation va entrainer I'activation, la multiplication et la différenciation de la
cellule qui devient alors effectrice.

Cette rencontre est permise par la migration de la cellule résidente
(macrophage, cellule dendritique mais parfois LB) qui est activée lors de la phase
inflammatoire aigué et qui migre par chimiotactisme jusqu’au nceud lymphatique
drainant le site infectieux. Cette cellule est alors appelée cellule présentatrice
d’antigeéne (CPA). Parfois les antigénes sont directement apportés aux autres
organes lymphoides comme la rate via le flux sanguin. A terme aura lieu la phase
effectrice, c’est a dire soit la migration vers le site infectieux des LT activés alors
appelés LTcytotoxiques (LTc) de I'immunité a médiation cellulaire, soit la libération
d’anticorps spécifiques de l'antigéne par les LB alors appelés plasmocytes de
'immunité a médiation humorale (10).

Si 'antigéne est obtenu de maniere endogene, c’est a dire qu'il se trouvait
initialement dans le compartiment intracellulaire, comme lors d’'une infection virale ou
d’'un phénomeéne tumoral, il est présenté par le CMH de type I. Un antigéne exogéne
obtenu lors de son endocytose par le CPA sera présenté par le CMH de type Il. Les
LTCD4+ ne reconnaissent que les antigénes présenté par le CMH Il tandis que les
LTCD8+ reconnaissent ceux présentés par le CMH |. Des molécules appelées co-
récepteurs se trouvent a proximité des CMH et permettent I'activation des LT
reconnaissant I'antigéne présenté. Ces co-récepteurs pour I'activation des LT sont
CD80, CD86 et CD40, se liant chacun a une molécule membranaire du LT. lls sont
particulierement exprimés par la cellule dendritique si elle a été exposée a des

médiateurs de l'inflammation, permettant de s’assurer que I'antigéne présenté est
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bien présent au site infectieux (10). Les lymphocytes B sécrétent les anticorps de la
réponse humorale. Les IgM sont les anticorps les plus précoces, tandis que les
autres isotopes varient selon la localisation du site infectieux : les IgG se trouvent
dans le sang et le tissu interstitiel et les IgA sont présentes dans les sécrétions.
Toutefois les sous-populations de LB sont liées entre-elles, une réponse immunitaire
a un site donné pouvant entrainer la méme réponse au méme antigéne dans

d’autres endroits de I'organisme (10).

Une cellule naive LTCD4+ ou LTCD8+ peut reconnaitre I'antigéne auquel il se
rapporte spécifiquement si celui-ci est présenté par une CPA (cellule présentatrice
d’antigéne). L’activation des LTCD8+ permet leur multiplication leur transformation en
LTc et leur migration hors de I'organe lymphoide, permettant une action cytotoxique
dirigée contre la cellule victime d’'une infection virale ou de tumorisation.

Aprés la reconnaissance spécifique LT/antigene, le LTCD4+ se multiplie et sous
différentes conditions (concentration en antigéne, cytokines sécrétées dans le milieu
cf Tableau 1), la réponse effectrice est dirigée vers le type Th1 ou Th2 (13).

Ainsi la réponse Th1 induit majoritairement une réponse immunitaire a
médiation cellulaire contre les pathogénes intracellulaires supplémentaire a celle
faisant intervenir les LTc. Elle est aussi impliquée dans les phénomeénes auto-immuns
tels que l'arthrite rhumatoide ou la sclérose en plaque. La réponse Th2 induit quant a
elle une réponse a médiation humorale et stimule la réaction inflammatoire afin de
lutter contre les antigénes extracellulaires tels que les toxines ou la majorité des
bactéries et parasites. Son emballement conduit notamment aux réactions

d’hypersensibilité.
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Tableau 1: Réponses Th1 et Th2 : cytokines impliquées et conséquences

biologiques, d’aprés Miossec et Van den berg (14)

Type de Thl: Immunité Th2 : Immunité
réponse cellulaire humorale
Cytokines IL-2, IL-6 IL-3, IL-4,
impliquées INFy, TNFo IL-5, IL-10
- Activation des Ltc - Activation des LB
- Activation des - Activation des
monocytes éosinophiles
Effets - tProduction de - Inhibition des
cytokines pro- monocytes
inflammatoires - | Production de
(IL-1, IL6, TNFa) cytokines pro-
inflammatoires

3) Les cytokines

Les interactions entre les cellules effectrices du systéme immunitaire sont
rendues possibles par la présence de nombreux récepteurs membranaires présents
a la surface des cellules. Les molécules d’adhésions sont présentes a la surface des
leucocytes mais aussi des cellules endothéliales ou des thrombocytes et associent
des protéines membranaires et le cytosquelette des cellules afin de permettre la
transmission d’un signal entre deux cellules en contact. Elles sont principalement
utiles dans les phénoménes de recrutement cellulaires, de phagocytose et de
cytotoxicité. Les principales molécules d’adhérences immunitaires sont les
intégrines, les sélectines, et les cadhérines. Les addressines sont les molécules
d’adhérence présentes dans les tissus lymphoides.

Les cytokines sont des molécules de petit poids cellulaire principalement
sécrétées par les cellules immunitaires et ayant des effets sur elles-mémes
(sécrétion autocrine), sur des cellules voisines (sécrétion paracrine) voire éloignées
(sécrétion endocrine). Elles permettent la transmission intracellulaire d’'un signal via
la reconnaissance de leurs récepteur spécifique et agissent par exemple sur
I'activation, les mouvements ou encore la multiplication cellulaire : ce sont les

messagers de 'immunomodulation. La plupart des cytokines ont pour cible d’autres
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cellules immunitaires, elles sont appelées interleukines, tandis que les cytokines
entrainant un chimiotactisme sont appelées chimiokines. Enfin, les interférons (INF)
sont les cytokines interférant avec la réplication virale. lls sont classés selon deux
types (I : INFa et INFB et Il : INFy). Les interférons de type | ont une action antivirale,
ils sont sécrétées par les cellules infectées et ont une action anti-proliférative en plus
d’entrainer I'élimination des cellules infectées par les Lymphocytes T cytotoxiques
(LTc) via 'augmentation d’expression du CMH 1. INFy est quant a lui uniquement
produit par les cellules immunitaire. |l active la lyse intracellulaire des neutrophiles et
macrophages, stimule les NK et augmente I'expression du CMH Il chez les cellules
présentatrices d’antigenes (CPA) afin d’orienter la réponse immunitaire vers un type
intracellulaire (10).

Les cytokines sont redondantes dans leur activité c’est a dire qu'une méme
action peut étre stimulée par différentes cytokines. Elles sont sécrétées par de
nombreux types cellulaires, les principaux étant les Lthelper de la réponse
immunitaire acquise et les macrophages, initiant la réponse immunitaire innée (15)

(cf figure 2).
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Figure 2 : Fonctionnement en réseau des cellules effectrices de I'immunité via les

cytokines, d’aprés Zhang et al (15)

Le role pro ou anti-inflammatoire des cytokines est résumé dans le Tableau 2

ci dessous. Les cytokines pro-inflammatoires dont les principales sont IL1, IL6 et
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TNFa sont principalement produites par les macrophages activés et permettent une
stimulation de la réponse inflammatoire. TNFa régule entre-autres les phénomeénes
d’apoptose, d’inflammation et d’activation du facteur NFxB. Cette cytokine est
également responsable du phénomeéne d’hyperalgie observé lors de d’utilisation du
LPS (15).

Les chimiokines sont des cytokines induisant un chimiotactisme. Elles
interviennent dans l'activation et la migration des leucocytes. Certaines attirent les
monocytes tandis que d'autres, comme IL8, permettent le recrutement les
neutrophiles au site d’infection via un gradient de concentration. CCR2 est un
récepteur de chimiokine (15).

Les cytokines anti-inflammatoires permettent quant a elles le contréle de la
réaction immunitaire. Elles jouent un réle en situation physiologique ainsi qu’en fin de
situation pathologique, permettant le « retour au calme » aprés une infection. Les
principales cytokines anti-inflammatoires sont IL1ra, IL4 et IL10. INFa et TGFp sont
aussi considérées comme des cytokines anti-inflammatoires dans certains

circonstances (15).

Tableau 2 : réle majeur des cytokines dans l'iimmunité

Cytokine Role inflammatoire Exemple d’effet induit

1L-1 + Adhésion des leucocytes a I'endothélium, hyperthermie
IL-2 + Multiplication des LT

IL-6 + Production des protéines de la phase aigle
TNFa + Recrutement de leucocytes par I'endothélium
IL-8 + Chimiokine (recrutement des leucocytes)
IL-12 + Activation des NK

IL-17 + Sécrétion prolongée de cytokines inflammatoires
IL-18 + Activation des NK

INFy + Induction de la reponse Th1

IL-13 +/- Induction vers une réponse type Th2

IL-4 +/- Induction vers une réponse type Th2
IL-1ra - Antagoniste de IL-1

IL-10 - Inhibe la sécrétion de IL-1, IL-6, TNFa
TGFp = Favorise la survie des LTreg
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B) Les huiles essentielles : obtention

Nous présentons brievement la définition des huiles essentielles et le cadre

réglementaire régissant leur utilisation, leur fabrication et leur composition.

1) Définition et réglementation

Selon la Commission de la Pharmacopée européenne (2008), une huile
essentielle est un « Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu
a partir d’'une matiére premiére végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation séche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée
de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement

significatif dans sa composition. »(16).

Les huiles essentielles sont généralement lipophiles et volatiles, ainsi elles ne
se dissolvent pas naturellement dans I'eau et nécessitent d’étre conservées dans
des récipients hermétiques. De plus, les huiles essentielles sont dans la quasi-totalité
des cas vendues sous forme diluée, leur utilisation pure pouvant étre toxique,
notamment pour la peau et les muqueuses en entrainant une causticite.

La réglementation des huiles essentielles varie selon I'utilisation qui en est
faite. En effet celles-ci peuvent étre incorporées dans des médicaments, dans
I'alimentation en tant que complément alimentaire, ou bien en tant qu’aromates, ou
encore dans des produits cosmétiques. En médecine vétérinaire, la vente des huiles
essentielles n'est pas réglementée dés lors qu’elles ne sont pas expressément
contenues dans des médicaments. Quinze huiles essentielles, dont celle de Sauge
officinale, sont réservées au pharmacien car classées sur la liste | des substances
vénéneuses par l'article D. 4211-13 du code de la santé publique, modifié en 2007.
En élevage, une vingtaine de médicaments contenant des HE sont soumis a des
limites maximales de résidus (LMR) et une liste bien plus large contient des produits
végétaux incorporés dans des HE qui sont autorisés sans qu'une LMR n’ait été
définie. Toutefois, tout autre produit ne figurant pas sur ces listes est interdit
d’utilisation en élevage en Europe d'aprés le Réglement (UE) No 37/2010 de la
comission du 22 décembre 2009 (17).
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2) Méthodes d’obtention

La principale méthode utilisée pour I'obtention des huiles essentielles est la
distillation par entrainement a la vapeur d’eau : c’est un processus offrant une bonne
qualité des produits obtenus, les principes actifs extraits n’étant que peu altérés. |l
existe toutefois des méthodes de distillation plus innovantes faisant intervenir des
ultrasons et des micro-ondes qui permettent d’obtenir une huile essentielle de
meilleure qualité avec une meilleure efficacité de production (réduction du temps
d’extraction et de I'énergie nécessaire).

L’hydrodistillation est une technique de distillation datant du Xéme siécle
faisant intervenir un alambic au sein duquel le matériel végétal est directement mis
en contact avec I'eau bouillante. Aprés condensation, I'HE est séparée de l'eau
florale par décantation. Cependant c’est un processus long qui cause I'altération des
principes actifs mis en contact de maniére prolongée avec I'eau bouillante (18).

Des techniques plus récentes (XXéme et XXléme siécle) permettent de
réduire le temps I'immersion et donc l'altération des principes actif. C’est le cas de la
turbo-distillation, ou encore la distillation par entrainement a la vapeur d’eau qui évite
tout contact direct entre I'eau et le matériel végétal et qui est la technique de
distillation couramment utilisée de nos jours (19).

L'extraction par solvant organique est une autre technique permettant une
extraction a froid, I'extrait végétal étant concentré par évaporation du solvant. Ainsi il
n’y a pas d’altération causée par la chaleur ou des réactions d’hydrolyse a l'origine
de la difféerence de composition entre la plante et l'huile essentielle lors
d’hydrodistillation. Toutefois le produit obtenu suite a la technique d’extraction par un
solvant organique contient des résidus du solvant modifiant ses propriétés physico-
chimiques et organoleptiques : on ne parlera alors plus d’huile essentielle au sens
strict mais d’extrait végétal.

L'extraction mécanique a froid est réservée aux agrumes (orange, orange
amere, citron), dont les composés volatils sont séquestrés en leur sein. Elle permet
I'éclatement des poches a essence localisées dans différentes couches de la peau et
de la cuticule du fruit. Lessence est ensuite récupérée par centrifugation (20). Cette
technique permet d’éviter les altérations causées par la chaleur, toutefois elle ne
prévient pas des phénomeénes d’hydrolyse et d’oxydation.

Des procédés plus récents ont été développés dans le but de minimiser les

altérations produites. Ces techniques font notamment intervenir des fluides
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supercritiques (CO2) (21), des ultrasons (21), des chutes brutales de pression ou

encore des ondes micro-ondes (20).

3) Composition et chémotypes

De nombreuses plantes permettent I'extraction d’huiles essentielles. A partir
d'une plante, plusieurs huiles essentielles peuvent étre obtenues par extraction a
partir de ses différentes parties (feuille, écorce, bourgeon, ...). De plus les huiles
essentielles issues d’'une méme partie de deux plantes de la méme espéce peuvent
varier en composition du fait de parametres intrinséques variables de la plante
(variété, biotope, conditions de croissance, période de I'année) et de parameétres
extrinséques a la matiére premiére (processus de fabrication, conservation).

La qualité des huiles essentielles doit étre contrdlée (composition, qualités
organoleptiques, pureté), ce qui permet de définir des chémotypes, c’est a dire des
huiles essentielles dont on connait la plante a partir de laquelle elle a été extraite
mais également sa composition. Nous verrons par exemple par la suite que I'huile
essentielle de thym comporte six chémotypes. Le nom du principe actif majeur
présent dans le produit peut alors étre ajouté au nom vernaculaire de la plante afin
de les différencier (22). On parle ainsi « d’huile essentielle de thym — Thymus
vulgaris — chémotype carvacrol » par exemple. Des chémotypes différents peuvent
présenter des activités thérapeutiques différentes, ainsi que des toxicités variables, il
est donc important de les différencier lorsque cela est possible.

La composition d'une huile essentielle est généralement analysée par
chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse (GC-MS), permettant
ainsi d’obtenir la liste des composants du produit et leurs proportions (20).

L'étude de la composition des huiles essentielles est obligatoire en Europe car les
huiles essentielles sont soumises au réeglement européen : la réglementation REACH
impose aux industriels la réalisation d'études toxicologiques sur les huiles
essentielles.

La composition d’une huile essentielle est complexe et peut comporter jusqu’a
300 molécules. Parmi elles, les composés terpéniques sont les principes actifs
majeurs. Les monoterpénes sont les plus abondants, notamment car leur extraction
par distillation est facilitée du fait de leur petite taille. lls sont constitués d’'une dizaine
d’atomes de carbones organisés en deux unités d’isopréne (Tableau 3). La plupart

des principes actifs sont aromatiques et présentent également des groupements
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fonctionnels, notamment des hydroxyles. On parlera alors plus généralement de
terpénoines, les terpénes étant habituellement des hydrocarbures purs. Le
terpinene-4-ol (Tableau 3) est par exemple le principe actif majeur de Ihuile
essentielle de d’Arbre a thé (Tea Tree), aux propriétés anti-inflammatoires. On
retrouve aussi le menthol, présent dans 'HE de menthe poivrée, ou encore le linalol,
principe actif majeur d’'un chémotype d’HE de thym. Enfin des aldéhydes tels que le
cinnamaldéhyde et le linalyl acétate, respectivement présents dans les HE de
cannelle et de lavande composent également les HE et ont des propriétés variables,
le premier étant immunostimulant tandis que le second présente plutét des propriétés

immunosuppressives (23).

Tableau 3 : Principales molécules actives des huiles essentielles

Catégorie Terpéne Terpéne Alcool Alcool Aldéhyde Aldéhyde
moléculaire (sous-unité)
Principe actif Isopréne Terpinene-4-ol Menthol Linalol Cinnamaldéhyde | Linalyl acétate

moléculaire

OH | |] o o
Formule = S o

Huile essentielle Tea Tree Menthe Poivrée Thym Cannelle Lavande
concernée
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Il/ Effets des huiles essentielles dans le cadre d’une
immunité inchangée

Afin de pouvoir comparer plus facilement les études entre-elles, celles-ci ont
été catégorisées selon la situation dans laquelle les HE sont utilisées et non pas
selon les effets de ces derniéres. Dans les tableaux de synthése (Tableaux 4 et 5)
résumant les effet des HE, on retrouve souvent plusieurs types d’études pour une

méme huile essentielle.

A) Immunostimulation sur animaux sains

Les huiles essentielles ont tout d’abord été étudiées chez les animaux
d’élevage, principalement en temps qu’additifs alimentaires afin d’améliorer
limmunité des animaux et ainsi améliorer la résistance aux infections, dans un
contexte de restriction de l'utilisation des antibiotiques a I'échelle internationale.

Cette partie concerne donc les études effectuées sur des animaux sains, sans
altération iatrogéne de leur immunité ni confrontation artificielle avec des
pathogénes. Aprés une période précise d’utilisation des HE a différentes doses,
immunité est évaluée en mesurant différents parametres, tels que les d’anticorps,
l'activité de phagocytose ou encore la prolifération des cellules effectrices de
limmunité. La quasi-totalité des huiles essentielles utilisées ont entrainé des effets
immunostimulateurs, qu’elles aient été utilisées seules, dans des mélanges, ou

encore lors de I'utilisation de leur principe actif purifié chimiquement.
1) Chez I’lhomme et les carnivores domestiques :

Une étude par application cutanée en massage de I'HE de lavande
concentrée a 2 % chez des femmes enceintes de 16 semaines a raison de 10
massages de 70 minutes s’étalant sur 20 semaines a entrainé une baisse du cortisol
basal ainsi qu’une augmentation des IgA salivaires de maniére immédiate mais
temporaire. Au long terme, une augmentation significative des IgA salivaires a été
mise en évidence entre la semaine 16 (début des traitements) et les semaines 32 et
36, ce qui suggere que l'effet immunostimulant de I'HE de lavande se prolonge sur la
durée (52).
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Concernant les carnivores domestiques, il semblerait que trés peu d’études
fassent mention des effets immunomodulateurs des huiles essentielles. En effet,
méme si certaines HE ont été étudiées chez ces espéces, les travaux portaient
majoritairement sur leur effet antimicrobien direct lors de leur utilisation en topique
(117-119), ainsi que sur leur possible toxicité lors de leur administration locale ou

systémique (120-122), ce qui n'est pas le sujet de cette these.

2) Chez les rongeurs de laboratoire

Les animaux de laboratoires ont surtout été utilisés pour étudier les effets des
HE sur les phénomeénes pathologiques artificiellement induits, comme des maladies
auto-immunes, des immunodépressions etc ... Toutefois certaines HE ont aussi été
étudiées chez des rongeurs sains.

L'HE d’écorce de Massoia ajoutée a I'eau de boisson de rats de 2 mois d’age
pendant 14 jours correspondant a une dose ingérée de 1000 a 5000 mgd’HE/kgPV/j
a entrainé une immunostimulation non spécifique, mise en évidence par
'augmentation de l'activité phagocytaire des macrophages des rats traités a fortes
doses (24). L'effet serait attribuable a la présence de cinnamaldehyde.

Des effets immunostimulateurs différents ont été observés selon la dose
utilisée de NIM-76, un extrait d’huile essentielle de margousier : une augmentation
de l'activité des macrophages et une prolifération lymphocytaire ont été remarquées
lors de linjection intra-péritonéale d’'une faible dose (120 mg/kgPV) sans effet sur
limmunité humorale. A plus forte dose, (300 mg/kgPV) seule la prolifération
lymphocytaire est augmentée méme si une légére diminution des titrages en
anticorps a été observée (25).

De maniére moins concluante, les effets de 'HE d’orange administrée par
gavage, inhalation et dans l'aliment ont été étudiés chez la souris pendant 28 jours.
Aucun effet significatif sur le thymus, les IgG et IgM n’a été mis en évidence pour une
faible dose d’'HE (5 mg/kgPV), tandis que des doses relativement plus élevées (10 a
15 mg/kgPV) ont entrainé une augmentation de sécrétion d’IL2. L'inhalation de cette
huile essentielle pendant une heure chaque jour est la technique ayant montré le
plus de résultats sur le microbiote des animaux (augmentation de la diversité
bactérienne et de I'abondance de Lactobacillus, qui stimule la sécrétion d’lgA et
inhibe le développement de bactéries pathogénes) et entraine une Iégére

augmentation des IgM (50). Toutefois une autre étude n’a pas mis en évidence d’effet
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immunostimulateur significatif de I'administration orale d’environ 80mg/kgPV/j de
cette HE sur 100 souris males pendant 28 jours. En revanche le limonene, principe
actif majeur de I'HE, a entrainé une augmentation significative des concentrations
sanguines en IgG, IgA et IL-2 (26).

Des études présentent méme une absence d’effets significatifs : chez 144
lapins de 42 jours d’age cette fois, I'ajout de I'huile essentielle de clou de girofle, de
rose-marie et d’'un mélange de ces deux HE a raison de 400 mg/kg d’aliment n’a pas
modifié significativement le nombre de leucocytes ni les titrages en
immunoglobulines ou en anticorps anti-SRBC. Les principes actifs majeurs identifiés
dans ces HE sont I'eugénol et le borneol, une dizaine d’autres molécules étant
présentes en moindre quantité (27) . En utilisation locale, l'utilisation un collyre
contenant entre 0,5 et 1 ug/ml d ‘HE de Copaiba multijuga sur des ulcéres cornéens
superficiels induits par une action mécanique iatrogéne a été étudiée sur 108 rats de
laboratoire. Ces collyre ont permis une réduction de la taille des ulcéres aprés 48h
de traitement, cependant aucune modification significative de [Tlinfiltration
inflammatoire n’a été observée a l'histologie. Ces collyres ne semblent donc pas
présenter d’effet immunomodulateur, méme si leur usage semble bénéfique dans ce
cas (28)

3) En élevage porcin

Chez le Porc, la principale huile essentielle étudiée est une huile essentielle
commerciale dont les principes actifs sont le thymol et le cinnamaldehyde, tous deux
respectivement présents dans le thym et la cannelle.

Une amélioration des signes cliniques (diarrhée) de 96 porcelets sevrés a été
observée lors de I'ajout de cette huile essentielle contenant 18 % de thymol et 18 %
de cinnamaldehyde a raison de 10 mg d’HE/kg de ration. A I'échelle cellulaire une
augmentation de la prolifération des lymphocytes et du taux de phagocytose des
leucocytes a de plus été mise en évidence (29). De méme, une diminution de la
fréquence d’apparition des diarrhées chez les porcelets accompagnée d’une
diminution du nombre d’Escherichia coli et d'une stimulation des cellules
immunitaires caractérisée par une transformation des lymphocytes en lymphoblastes
et une phagocytose accrue a été mis en évidence sur 240 porcelets suite a
'administration de cette formulation. Ces effets s’accompagnent d’'une augmentation

des taux sériques d’IgA, IgM, et de protéines du systéme du complément (C3 et C4),
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mettant en évidence le caractére immunostimulateur du mélange (30). Deux autres
études ont aussi démontré une augmentation des IgG sériques sur un total de 168
porcelets sevrés (31).

L'effet dose-dépendant de ce mélange d’HE varie parfois d’'une étude a l'autre,
le passage de la supplémentation de 50 a 150 mg/kg d’aliment dans une étude
n‘ayant pas d’effet significatif (32), tandis que le passage de 50 a 200 mg/kg
d’aliment dans une autre étude concernant ce méme mélange (13,5 g thymol + 4,5¢g
cinnamaldéhyde pour 100g d’HE) entraine une augmentation non seulement linéaire
du taux sérique en IgG mais méme exponentielle du taux d’IgM (33).

Une autre huile essentielle utilisée chez le porc est un mélange de fenugrec
(40%), de clou de girofle (12,5%) et de cannelle (7,5%). Son ajout dans la ration de
96 porcs pendant 50 jours a raison de 300 mg/kg d’aliment, la dose la plus forte
employée dans I'étude, a entrainé une augmentation significative de la concentration

en IgG sériques sans effet sur le nombre de leucocytes ni de lymphocytes (34)).

Toutefois certaines études parviennent a des résultats moins francs : Ariza-
Nieto et al ont notamment montré aprés 14 jours de complémentation en HE
d’Origan a raison de 250 mg/kg d’aliment chez des truies en lactation une
augmentation du nombre de LT chez les méres. Les taux de LT, les titrages en

immunoglobulines et I'activité des NK n’ont pas été affectés chez les porcelets (35).

4) Chez les ruminants

Chez les ruminants les HE sont peu utilisées pour leur effet
immunostimulateur. Pourtant la supplémentation en HE de Rose-marie Rosmarinus
officinalis L. de 48 brebis laitieres et leurs agneaux a raison de 600 mg/kg d’aliment
aurait tendance a stimuler la sécrétion laitiere des IgG. De plus, l'utilisation de I'HE
diminue significativement la mortalité des agneaux prenant le colostrum des brebis
traitées. Les agneaux naissant immunologiquement naifs, 'augmentation de la
quantité d’Immunoglobuline entraine classiquement une réduction de leur mortalité :
méme si le lien n’est pas clair, il semblerait que 'HE de rose-marie ait un effet
immunostimulant sur les brebis et leurs agneaux (36).

Le mélange d’huiles essentielles de thym, cannelle et menthe poivrée,
contenant principalement du menthol a 35 % a raison d’environ 40 mg/kgPV/j sur 27

chévres gestantes pendant 45 jours, puis sur leurs chevreaux pendant leurs 8
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premiéres semaines de vie, a quant a lui entrainé une augmentation significative de
la quantité en IgG sériques chez les chévres en lactation. Cependant il n’y a pas eu
de mesure de ces IgG dans le colostrum, ainsi on ne peut pas affirmer que
limmunité des chevreaux a elle aussi été améliorée (37).

Enfin le mélange d’'HE d’ail, d’anis, de cannelle, de rose-marie et de thym
ajouté dans du lait maternisé a des veaux laitiers durant leurs deux premiers mois de
vie a une dose initiale d’environ 32 mg/kgPV/j entraine une diminution de la mortalité
par diarrhée lors du sevrage ainsi qu’une tendance a 'augmentation du nombre de
lymphocytes sanguins au cours du temps, démontrant un effet immunostimulant de
ce produit (38).

Il semblerait cependant que certaines huiles essentielles ne présentent pas
d’effet immunomodulateur chez les bovins. En effet, 'administration des HE d’ail et
de baie de genévrier sur des vaches en lactation a raison de 10mg/kgPV d’HE dail
par jour ou 4mg/kgPV d’HE de genévrier par jour pendant 21 jours a été étudiée.
Aucune différence significative des paramétres immunologiques n’a été rapportée,
que cela concerne le nombre et les proportions des leucocytes ou encore les titrages
en sérum amyloide A (SAA) et en haptoglobine, qui sont des protéines de la phase

aigué de l'inflammation (39) .

5) En aviculture

L'HE la plus étudiée en aviculture est tout comme en élevage porcin celle
provenant du thym. Elle est souvent mélangée a d’autres huiles essentielles, parfois
aussi encapsulée dans de la chitine.

L’administration orale d’'HE de thym a 400 mg d’HE/kg d’aliment, de cannelle a 550
mg d’HE/kg d’aliment et de menthe a 250 mg d’HE/kg d’aliment, utilisées seules ou
encapsulées, a été réalisée pendant 42 jours sur des poussins d’un jour d’age. Une
augmentation significative des IgM et IgY a 35 et 42 jours a été mise en évidence
lors de l'utilisation de l'huile essentielle de thym, de cannelle et dans une moindre
mesure de menthe, avec une amélioration supplémentaire de la production des IgY
lors de I'encapsulation des HE (26). Les IgY sont des anticorps spécifiques des
oiseaux et des reptiles et ressemblent fortement aux IgG des mammiféres, méme si
certaines de leurs propriétés sont différentes (40). De plus, une amélioration du

microbiote (augmentation des lactobacilles et diminution d’Escherichia coli) a aussi
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été remarquée lors de conditions similaires concernant I'encapsulation et le choix
des HE (41).

L'ajout dHE de thym, qu’elle soit encapsulée dans des nanoparticules de
chitosan ou non, a été réalisée dans une autre étude chez les poulets de chair a
raison de 40 a 60 mg dHE/kg daliment. Une diminution du ratio
neutrophiles/lymphocytes a été mise en évidence. L'encapsulation de 'HE améliore
son effet immunostimulateur si 'on en juge par la hausse significative des globulines
plasmatiques. L'amélioration des effets de 'HE lors de son encapsulation par de la
chitine semble étre due a sa meilleure biodisponibilité, 90% des principes actifs de

I'HE étant absorbée dans les 96h aprés la prise de la capsule (42).

Utilisée dans des mélanges d’HE, il semblerait que I'HE de thym participe
toujours a un effet immunostimulateur. L'administration d’'un mélange contenant
respectivement 4000, 3000 et 4000 mg/kg d’HE de thym de Rose-marie et d’Origan
par kg de mélange a 1120 poulets de chair pendant 42 j a raison de 500 a 1000 mg
du mélange/kg d’aliment a entrainé de nombreux effets. Une augmentation
significative du poids des animaux tout au long de leur croissance, en lien avec une
amélioration du taux de conversion alimentaire et une élévation des IgG et IgA en
relation avec la dose ont été observées. Les HE de thym, rose-marie et origan
semblent donc stimuler la réponse immunitaire @ meédiation humorale, permettant
une meilleure prévention contre les pathogénes du tube digestif notamment.
Toutefois, une mortalité nettement supérieure a été observée lors de I'utilisation des
HE a la dose de 1000 mg de mélange/kg d’aliment, leur emploi nécessitant donc une
certaine prudence (43).

L'ajout d'un mélange d’huiles essentielles de thym, menthe poivrée et
eucalyptus a différentes doses allant de 50 a 200 mL/L a été effectué dans I'eau de
boisson de 500 poulets de chair de 10 a 42 jours d’age. Une augmentation
significative de la quantit¢é d’IgA dans la muqueuse duodénale ainsi qu'une
stimulation de la phagocytose dans la circulation sanguine ont été observées (44).
Ces effets immunostimulateurs étaient majorés lors de [utilisation des huiles
essentielles seules par comparaison a une utilisation combinée avec du sélénium.

Enfin, lors de I'ajout d'un mélange commercial d’huiles essentielles contenant
du thymol 3,05 %, du carvacrol 2,3 % (principe actif majeur de 'HE d’Origan) et du

cinnamaldehyde 0,26 % a la nourriture de 500 poulets de chair d’'un jour d’age
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pendant 42 jours a des doses allant de 50 a 400 mg du produit commercial par kg
d’aliment, une augmentation des slgA du jéjunum et de I'léon au 21éme jour a aussi
été mise en évidence lors de cette supplémentation. Les slgA sont des IgA sécrétées
dans le tube digestif et jouent un réle dans limmunité locale (45). Cet effet
immunostimulateur semble étre indépendant de la dose dhuile essentielle
administrée, le dosage optimal conseillé en prenant en compte les autres paramétres

étudiés étant toutefois de 200 mg de produit/kg d’aliment (46).

Ainsi I'huile essentielle de thym, qu’elle soit mélangée a d’autres HE telles que
les HE de menthe poivrée, eucalyptus, rose-marie, cannelle ou origan ou bien
encapsulée dans des particules de chitine a montré des effets immunostimulateurs
locaux et généraux chez les oiseaux, notamment par l'augmentation locale et
générale des concentrations en immunoglobulines. Ces effets sont résumés dans les
Tableaux 4 et 5.

D’autres HE ont été étudiées en aviculture en l'absence de pathologies
avérées. L'HE d’Origan ajoutée a la ration de 960 poussins femelles d’un jour d’age a
différentes concentrations (150 ou 300 mg dHE/kg daliment) entraine
'augmentation de la concentration en IgA mais aussi une augmentation de
I'expression locale de Claudine1, Mucine2 et Béta Défensine Aviaire1 quelle que soit
la dose d’huile essentielle administrée (47).

L'HE d’eucalyptus employée a une dose similaire chez 160 poulets de chair
de 7 jours d’age pendant 5 semaines a entrainé une augmentation de la réponse
humorale primaire (IgM) uniquement, indépendamment de la dose utilisée. Cet effet
immunostimulant temporaire est semblable a celui obtenu lors de l'utilisation de la
feuille d’eucalyptus seule, toutefois cette derniére entraine une baisse de croissance
des animaux : I'utilisation de 'HE est donc préférable a celle de la feuille entiére (48).

Aux méme doses (300 mg d’'HE/kg d’aliment), les HE de Rose-marie et de
Cannelle, utilisées séparément chez 3000 poules pondeuses de leur 28éme a leur
76éme semaine d’age ont entrainé une augmentation significative des anticorps anti-
Newcastle et Influenza H5 et H9, sans augmentation significative du nombre de
leucocytes ni des index et activité de phagocytose. Les HE de cannelle et de rose-
marie devraient permettre par leur effet immunostimulateur une meilleure résistance

aux pathogenes cités en cas de contact (49). Cette augmentation des anticorps anti-
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Newcastle a également été mise en évidence pour les HE de Clou de girofle et de
graines d’Ajowan, respectivement utilisées a 600 et 400 mg d’'HE/kg d’aliment (50).

Les HE de TeaTree (Arbre a thé) et de Citronnelle utilisées aux mémes doses
sur des poulets de chair ont quant a elles entrainé une diminution significative de la
mortalité des animaux ainsi qu’une stimulation de I'immunité cellulaire (augmentation
de l'index de phagocytose et de l'activité de la phagocytose). Cela a eu pour
conséquence une diminution des parameétres reflétant I'inflammation systémique
aigué que sont la protéine C-réactive (CRP) et la Sérum amyloide A ou SAA. Les
concentrations sériques de ces deux parameétres sont augmentées lors de
phénomeénes infectieux ou inflammatoires mal régulés, la diminution observée étant
supérieure pour I'HE de TeaTree (51).

Enfin, 'ajout de 'HE de lavande « Lavandula angustifolia L » a la ration de
200 poulets de chair a raison de 0 a 600 mg d’HE/kg d’aliment pendant 35 jours a
entrainé une augmentation significative des concentrations sériques en IL1 et TNFa
de maniere dose-dépendante, ainsi qu'une tendance a [l'augmentation de
'expression de TGFp dans le foie et la rate des animaux. Cette stimulation lors de
'examen histopathologique s’est caractérisée par une Ilégere infiltration
lymphoplasmocytaire et par une discréte vasodilatation portale a la dose maximale
d’HE (600 mg d’HE/kg d’aliment) (52).

Ces sept HE (Ajowan, Cannelle, Citronnelle, Clou de Girofle, Eucalyptus,
Lavande et Origan ) que l'on retrouve dans le tableau 3 ont donc un effet
immunostimulateur pouvant étre intéressant en aviculture et concernent plusieurs
effecteurs de limmunité que sont les lymphocytes de l'immunité a médiation
humorale et les phagocytes jouant un réle dans 'immunité cellulaire et innée.

Cependant certaines études ne concordent pas avec les précédentes, aucun
effet immunomodulateur significatif n’ayant été obtenu lors d’utilisation d’huiles
essentielles. En effet, la supplémentation de 450 poulets de chair d’'un jour d’age
pendant 3 semaines avec 250 et 500 mg/kg d’aliment en HE d’origan n’a entrainé
aucun effet significatif sur la concentration en IgG et IgM (53). Méme absence de
résultats lors de I'utilisation du mélange d’HE d’origan, de feuille de laurier, de sauge,
de myrtille et de fenouil : aucune modification des titrages en anticorps contre I'lBD et
Newcastle n’a été rapportée chez 1600 poulets de chair malgré leur supplémentation

a raison de 48 mg du mélange/kg d’aliment (54).
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De plus un autre produit contenant les HE d’origan, d’anis et de peau de citron
administré a 240 poulets de chair d’'un jour d’age a raison de 125 mg de produit’kg
d’aliment n’a entrainé aucune modification significative de la production d’'IgG ou
d’anticorps anti-SRBC, malgré une augmentation du taux de survie d’environ 10 %
(55). Toujours chez les volailles, I'ajout de 200 mg/kg d’aliment d’huile essentielle de
fenouil sur I'immunité de 360 poulets de chair ne cause aucune augmentation
significative des anticorps contre l'influenza aviaire ni les SBRC. Une diminution des
performances de croissance a de plus été rapportée malgré une réduction du
nombre d’E.coli intestinaux: il semblerait donc que dans cette étude la
supplémentation en HE de fenouil soit plutot néfaste aux animaux (56).

Enfin, 'ajout d’'un mélange d’huiles essentielles d’anis étoilé, de cannelle, de
rose-marie et de thym sur 576 ceufs (injection dans I'amnios) puis sur les poussins
qui en ont éclos a raison de 250 pg de mélange/mL dans I'eau de boisson n’a montré
aucune différence significative concernant les paramétres immunitaires étudiés (IgG

et IgM sériques) (57).

6) En pisciculture

En pisciculture, c’est aussi 'HE de thym qui a été la plus étudiée, associée a
un prébiotique ou encore en utilisant le thymol, son principe actif majeur. Ainsi,
I'utilisation d’HE de thym trés concentrée en principe actif (37 a 55%) et a trés forte
dose (10000 a 20000 mg d’HE/kg d’aliment) associée a un prébiotique contenant du
béta-glucane et des mannan-oligosaccharides (1 a 2 g/kg d’aliment) chez la truite
arc-en-ciel entraine une augmentation nette du nombre de leucocytes sériques ainsi
qu’une augmentation significative des IgG et de I'activité du lysozyme dans l'intestin
et dans la muqueuse épithéliale (58). L'utilisation de thymol purifié a 99 % sur 375
tilapias pendant 75 jours aux doses d’environ 1000 a 2000 mg de thymol/kg d’aliment
entraine une augmentation significative et dose-dépendante de I'activité du lysozyme
et de la sécrétion sérique d’lgG et IgM. Cela suggére que I'effet immunostimulateur
de 'HE de thym est au moins en partie d0 au thymol. Il en est de méme pour le
cinnamaldéhyde, principe actif majeur de I'HE de cannelle, toutefois les
augmentations en IgG et IgM précédemment citées ne sont pas toujours
significatives dans ce cas, méme lors de I'ajout de 2000 mg de cinamaldéhyde/kg
d’aliment. Le thymol semble donc avoir un effet immunostimulateur supérieur au

cinnamaldéhyde (59).
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Enfin I'ajout d'un mélange 1:1 concentré a 50 % en principes actifs des HE de
thym et d’origan que sont respectivement le thymol et le carvacrol aux doses de 60 a
800 mg de mélange/kg d’aliment a la ration de 160 tilapias a entrainé une stimulation
de la phagocytose des macrophages rénaux et de lactivité de la lysozyme
plasmatique ainsi qu'une stimulation du géne codant pour IL1-B et les protéines
épithéliales (Claudine 1, Occludine 2) (60). Plus marginalement, d’autres HE ont
entrainé un effet immunostimulateur sur des animaux de pisciculture en situation
physiologique. Par exemple 'HE de Ducrosia anethifolia a été utilisée sur des truites
arc-en-ciel pendant 8 semaines a différentes doses (0, 10, 100 et 1000 mg d’HE/kg
d’aliment). Une augmentation significative du nombre de globules blancs sanguins
aux fortes doses a été observée, tout comme une plus forte expression des
cytokines pro-inflammatoires dans la rate aprés 30 jours d’exposition, démontrant
une immunostimulation aux doses éleveées, également rapportée dans les reins a
une dose inférieure (61).

L'HE d’orange amére Citrus aurantium utilisée a la dose de 2500 mg d’'HE/kg
de l'aliment sur des carpes communes juvéniles pendant 2 mois entraine quant a
elle une augmentation significative de I'expression des génes codant pour TNFa, IL8
et IL1B. Cet effet s"Tamenuise lors de 'augmentation de la dose en HE qui engendre
des effets délétéres dans I'organisme a partir de 10000 mg/kg. L'augmentation des
cytokines inflammatoires semble étre cliniquement bénéfique aux animaux, d’ou la
conclusion d’un effet immunostimulateur de 'HE d’orange amére, dont les principes

actifs majeurs sont le linalyl acetate et le linalool (62).

B) Etudes en présence d’un agent infectieux

Une partie des études sur les HE et leurs effets immunomodulateurs a été
réalisée suite a des infections iatrogénes, qu’elles soient bactériennes, virales,
fongiques ou par protozoaires. La réponse immunitaire est alors évaluée : la plupart
du temps une immunostimulation permet de combattre plus efficacement l'infection,
et des phénoménes anti-inflammatoires permettent aussi parfois d’éviter un
emballement du systéme immunitaire et donc de réduire les signes cliniques

consécutifs a l'infection.
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1) In vitro

Les effets immunomodulateurs des HE ont été étudiés in vitro sur différents
types cellulaires en présence de pathogenes variés. Ainsi I'ajout dHE de Thym rouge
a des granulocytes préalablement infectés par Candida albicans a des
concentrations inférieures a 5000 pg/ml, la concentration minimale inhibitrice,
entraine une augmentation rapide (en moins de 30 minutes) de la lyse intracellulaire
semblable a celle observée avec le fluconazole, antifongique servant de témoin
positif (63).

L'HE de Jamblon (Syzygium cumini) posséde une activité anti-leishmanienne
directe, en effet 100 % des formes amastigotes sont détruites aprés 48h d’exposition
a 100 pg/mL d’huile essentielle. Lors de son emploi dés 50 ug d’HE/mL sur des
macrophages infectés par Leishmania, une augmentation de [lactivité de la
phagocytose et du lysozyme ainsi que de la quantité d’oxyde nitrique (NO) produit
est observée et cause une baisse significative de la survie a 48h des formes
amastigotes au sein des macrophages. Cette HE présente donc aussi un effet
leishmanien indirect induit par immunostimulation. L'alpha-pinene, le constituant
majeur de cette huile et retrouvé dans de nombreuses autres HE a eu sensiblement
les mémes effets lors de son utilisation isolée. |l pourrait ainsi étre grandement
responsable des effets anti-leishmanien et immunostimulant entrainés par I'HE
étudiée (64).

L’administration d’'HE de lavande sur des macrophages humains infectés par
Staphylococcus aureus a entrainé la stimulation de la phagocytose et I'inhibition de
la réplication bactérienne intracellulaire. Cet effet est associé a la stimulation de
genes codant pour la production de radicaux oxygénés. De plus, un effet anti-
inflammatoire par diminution de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
permettant une réduction des effets délétéres de la réaction inflammatoire aurait été
mis en évidence (65). Dans une autre étude faisant intervenir des macrophages
infectés par S. aureus , 'HE d’eucalyptus a également stimulé la phagocytose lors de
son utilisation aux doses de 50 et 100 ug/ml pendant 24h. Limmunostimulation n’a
pas entrainé de fortes sécrétions de cytokines pro-inflammatoires ni la libération de
radicaux libres, qui ont souvent des conséquences néfastes pour I'organisme (66).

L'HE de I'écorce de Massoia (Massoia aromatica Becc), en plus d’exercer une
activité anti-biofilm vis-a-vis de Candida albicans a la dose de 271 pg/mL, entraine

une augmentation de la phagocytose des macrophages en présence de la levure.
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L'effet maximal est obtenu a la dose de 125 ug d’HE/mL pour des doses étudiées
variant de 60 a 2000 pg/mL (67).

Deux HE de Lippia alba (famille des verveines) issues de chémotypes
différents ont été enrichies en limonene (HE1), le principe actif majeur initialement
présent a hauteur de 30% de I'HE et concentré a 96 %, ou bien en citrale et
caryophyllene (HE2 : 18% au lieu de 12%). Elles ont ensuite été utilisées de maniére
isolées ou mélangées sur des macrophages infectés par Trypanosoma, en
comparasion avec le benznidazole, témoin positif anti-protozoaire. Ces fractions
d’HE enrichies en principes actifs ont entrainé une diminution des cytokines pro
inflammatoires IL2, INFy et TNFa ainsi qu'une augmentation de la sécrétion des
cytokines anti-inflammatoires 1L4 et IL10 aux plus fortes doses in vitro (HE1 a 360ug
d’HE/mL). Il semblerait que les deux HE aient un effet synergique, des effets
similaires ayant été observés lors de leur utilisation combinées a de plus faibles
doses (HE1 a 90 pg/mL + HE2 a 80ug/mL). Tout comme I'HE de Tea tree
précédemment citée, 'HE de Lippia alba a démontré un puissant effet trypanocide,
quel que soit le chémotype inital employé. En complémentation du benznidazole, la
réduction de la réponse immunitaire permettrait donc de préserver 'organisme contre
une réaction inflammatoire délétére, I'effet anti-infectieux étant assuré par I'HE et par

le traitement anti-protozoaire classique (68).

2) In vivo

C’est en pisciculture que l'on retrouve le plus d’études lors d’infections
iatrogénes des animaux.

L’ajout de 'HE de thym, a chémotype carvacrol, qui présente effet anti-
fongique supérieur aux HE de thym a thymol, cumin, cannelle et eucalyptus, a été
réalisée lors d’infection a Cryptococcus uniguttulatus dans une étude comprenant
150 tilapias (Oreochromis niloticus). Une amélioration significative du taux de survie
comparable au traitement par de litraconazole, antifongique utilisé comme témoin
positif, a été observée. De plus 'augmentation de l'activité phagocytique, de I'activité
du lysozyme et des titrages en immunoglobulines a été mise en évidence,
démontrant I'effet immunostimulateur du carvacrol lors d’infections fongiques (69).
Utilisée dans un mélange contenant aussi les HE de thym rouge et de rose-marie
poivrée, 'HE de thym a été ajoutée a l'alimentation de Tilapia pendant 20 jours a

raison de 1,2 mg de mélange/kg d’aliment. La réponse immunitaire lors d’inoculation
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de Aeromonas hydrophila a été étudiée. L'augmentation du nombre total de
leucocytes par augmentation des neutrophiles et des monocytes, au dépend des
lymphocytes, ainsi qu’'une augmentation de I'activité du lysozyme ont été mises en
évidence, confirmant I'effet immunostimulant de 'HE de thym (70).

L'HE d'origan ajoutée a la ration de carpes communes (Cyprinus carpio ) a
raison de 5000, 10000, 15000 et 20000 mg/kg d’aliment entraine de maniére dose-
dépendante 'augmentation du taux de survie, du taux et de l'index de phagocytose
des leucocytes circulants, de l'activit¢ du lysozyme ainsi qu’une stimulation de
'expression des génes codant pour IL-13 et IL10 dans le foie aprés infection par
Aeromonas hydrophila. La dose immunostimulante optimale lorsque I'on prend aussi
en compte le caractére antioxydant de I'HE est de 15000 mg/kg d’aliment (71).

L’administration orale de 'HE d’Oliveria decumbens a raison de 100 a 10000
mg/kg d’aliment chez des Tilapias pendant 60 jours n’a permis qu'une moindre
résistance des animaux vis-a-vis de linfection par Streptococcus iniae. L‘eau
aromatique issue de cette méme plante et administrée dans I'eau de bain a raison de
312 yL/L d’eau avait quant a elle présenté des résultats satisfaisants en diminuant la
mortalité a 14 jours de 50 a 7,14 %, malgré une activité anti-bactérienne in vitro de
'eau aromatique inférieure a celle de 'HE. La liste des principes actifs entre les deux
traitements étant similaire entre 'HE et 'eau aromatique, il semblerait donc que la
proportion des différentes molécules joue un réle prépondérant dans les effets
obtenus par ces extraits de plante : il y a en effet une moindre concentration en p-
Cymene et y-Terpinene et une augmentation de celle en thymol et carcavrol pour
'eau aromatique (72).

Suite a une blessure stérile infligée a la nageoire caudale d’embryons de
poissons zebre causant alors une réponse inflammatoire impliquant I'afflux de
neutrophiles, l'ajout préalable d’'HE de Thym (Thymus vulgaris) dans [I'eau
environnante pendant 8h a permis une réduction significative de linfiltration tissulaire
par les neutrophiles de 21 % et 31 % aux doses respectives de 1 et 0,5 mg d’'HE/L
d’eau . Cette immunomodulation permettrait d’éviter un emballement de la réaction
inflammatoire, et donc in fine une cicatrisation accélérée avec un minimum de
dommages tissulaires (73). Par ailleurs, une toxicité majeure (mort de 100 % des
embryons) est observée lors de l'utilisation d’'une dose modérément supérieure (5
mg d’'HE/L d’eau).

31



En aviculture, 'HE d’ail a été ajoutée a I'eau de boisson de poules pondeuses
infectées par Eimeria tenella (coccidie) a raison de 400 a 800 mg d’'HE/L d’eau de
boisson. Une amélioration des signes cliniques et des lésions tissulaires ont été
rapportées quelle que soit la dose d’huile essentielle utilisée. Une augmentation de la
sécrétion d’immunoglobulines (IgM, IgG et IgA) ainsi qu'un un effet anti-coccidien
semblable a 'administration de diclazuril ont été mis en évidence pour une dose de
600 mg d’HE/L d’eau de boisson. L’'HE d’ail semble donc entrainer un effet protecteur
vis a vis de [linfection coccidienne des volailles en exergcant un effet
immunostimulateur (74).

Un complément alimentaire commercial composé d’'HE de fenouil, mélisse,
menthe poivrée, anis, chéne, clou et thym dans des proportions inconnues a été
ajouté a la ration de 400 poulets de chair de 102 jours d’age pendant 39 jours a
raison de 150 mg d’additif/kg d’aliment lors de I'infection iatrogéne par Salmonella
enteritidis et Escherichia coli. Une inhibition de la croissance des pathogénes
sensiblement comparable a un traitement antibiotique (la Bacitracine) a été
observée. De plus la réponse immunitaire humorale, mesurée par l'inhibition d’une
réaction d’hémagglutination contre le virus de Newcastle, a été améliorée pendant
les trois premiéres semaines. Un stress immunitaire moindre, mesuré par un ratio
hétérophiles/lymphocytes inférieur et une augmentation du nombre total de
leucocytes a aussi été mis en évidence, démontrant le caractére immunostimulateur
et protecteur vis-a-vis d’infection par des pathogenes digestifs de ce mélange d’'HE
(75).

En élevage porcins, I'ajout d’'un mélange d’'HE d'origan, d’anis, de peau
d’'orange et de chicoré en proportions inconnues, dont les principaux constituants
semblent étre le carvacrol, I'anethol et divers flavonoides, a raison de 125 mg de
mélange/kg d’aliment a été étudié sur 48 porcelets sevrés de 28 jours d’age et
infectés oralement par E.coli et Salmonella enterica Typhimurium. Une augmentation
du taux sérique d’'lgG semblable a celle observée lors de I'ajout du revesterol, une
substance naturelle antioxydante et immunostimulante, ainsi qu’'une diminution des
populations d’E.coli et de Salmonella dans le tube digestif ont été mis en évidence.
De plus une diminution de la concentration sérique en TNFa est observée, faisant

probablement suite au moindre impact de linfection sur I'organisme des animaux
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supplémentés. Ainsi ce mélange d’'HE semble lui-aussi permettre une certaine

protection lors d’infections bactériennes du fait de son effet immunostimulateur (76).

Chez les rongeurs, I'HE de thym (Thymus wvulgaris) a été administrée
oralement a raison de 250 mgd’HE/kg de poids vif a 40 rats pendant 7 jours, 72
heures apres infection orale par E. coli. Une augmentation significative des IgM et
des IgG avant infection a été mise en évidence a la fin des 7 jours de traitement,
démontrant un effet immunostimulant initial permettant lors de [linfection une
diminution des altérations inflammatoires, biologiques et histopathologiques
entrainées par E. coli se traduisant pas une diminution de IL6, IL8, TNFa, des
marqueurs hépatiques et rénaux, des desquamations épithéliales, ulcération,
nécrose et infiltration lymphocytaire du colon. Ainsi 'HE de thym entraine une
immunostimulation mais aussi un effet anti-inflammatoire permettant une moindre
altération tissulaire lors de l'infection a E. coli (77).

L'HE de Ginseng rouge a également présenté ces effets immunostimulateurs
et anti-inflammatoires lors de son administration chez des souris infectées par
Brucella abortus. Aucune atteinte de la viabilité de Brucella par cette HE n’a été
observée in vitro. Pourtant une diminution de la charge bactérienne, de sa réplication
intracellulaire et de la sécrétion de IL-10 chez les souris infectées ont été observées.
De plus une augmentation de la production de TNFa et IFNy chez les souris non
infectées a été mise en évidence, prouvant l'effet immunostimulant de I'HE de
Ginseng rouge. Une réduction de la quantité de nitrites produits par les macrophages
a aussi été notée lors de l'utilisation de 'HE, d’ou un effet protecteur vis-a-vis des
conséquences délétéres de la réaction inflammatoire sur 'organisme (78).

L'HE d’eucalyptus, administrée a des rats infectés par Staphyloccocus aureus,
entraine quant a elle une augmentation du pourcentage de monocytes circulants
ainsi que du potentiel d’extravasation de ces cellules (expression augmentée de
CD44) et de leur activation (augmentation de I'expression de CD25+). Une
stimulation de la phagocytose des monocytes ainsi que des granulocytes a
également été observée (66).

La réponse immunitaire de rats traités par I'administration orale quotidienne
de 'HE de Tea Tree a raison d’environ 1000 mg/kg de poids vif pendant 3 jours a été
évaluée aprés infection expérimentale par Trypanosoma. Aprés la mesure de

parameétres immunologiques a 0, 3, 5 et 15 jours post-infection, il a été démontré que
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I'HE de Tea Tree entrainait une baisse de production de TNFa, INFy, IL1, 4 et 6 ainsi
qu'une augmentation de IL10 chez les animaux non infectés, sans effet sur les
immunoglobulines. Chez les animaux infectés, une diminution des IgM, A et E ainsi
gu’une augmentation de la durée de survie a été mise en évidence lors de I'utilisation
de 'HE, qui semble donc avoir un effet immunosuppresseur. LHE de Tea tree ayant
déja un effet trypanocide direct, la réduction de la réponse immunitaire semble étre

bénéfique dans le cas de cette infection (79).
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lll/ Effets immunomodulateurs des huiles
essentielles dans le cadre d’un déreglement
immunitaire iatrogéne

Les études précédemment citées concernaient les effets immunomodulateurs
dans le cadre d’'une immunité inchangée, en présence ou non d’un agent infectieux.
Nous allons maintenant présenter des études s’intéressant aux effets que pourraient
avoir les huiles essentielles sur 'immunité lorsque celle-ci est volontairement altérée,

ou lorsque des cellules immunitaires sont isolées.

A) In vitro

L'effet immunomodulateur des huiles essentielles in vitro est étudié soit en
ajoutant directement 'HE a une culture de cellules immunitaires, soit aprés avoir
effectué une stimulation de ces cellules. Des phénoménes d’'immunostimulation ou
bien d'immunosuppression sont alors obtenus, deux types de modifications étant
observées : d’'une part une modification de I'activité a I'échelle cellulaire (migration,
phagocytose, multiplication) et d'autre part des modifications moléculaires

(modulation de la sécrétion des cytokines principalement).

1) Immunostimulation

Administrée sur une culture de neutrophiles humains, il semblerait que I'HE
d’ail utilisée a une dose de 100 pg d’'HE/ml stimule la mobilisation calcique,
entrainant une meilleure résistance aux infections. Cette propriété semble étre
entrainée par les composés organosulfurés de 'HE d’ail. L’allyl isothiocyanate, qui
compose d’HE de moutarde a 71 %, est un autre composé qui semble présenter ces
méme propriétés (80).

L'ajout de 100 pg/ml d’'HE d’encens (Boswellia sacra) concentrée a 3 %, dont
les principes actifs majeurs sont le duva-3,9,13-trien-1,5a-diol-1-acetate et I'octyl
acetate, stimule la prolifération des lymphocytes humains. L'effet observé est
similaire a celui obtenu lors de I'utilisation du Iévamisole a la dose de 100000 pg/ml,
ce dernier jouant le réle de témoin positif en permettant une multiplication et une
transformation d’environ 90 % des lymphocytes en lymphoblastes (81).

Aprés une stimulation initiale par le LPS, 'augmentation significative de la

prolifération des splénocytes de souris a été mise en évidence lors de I'ajout d’'HE de
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Pituranthos tortuosu, une plante libyenne, suggérant une immunostimulation de la
réponse humorale par les lymphocytes B (82).

La Keyhole limpet hemocyanin est une protéine de transport des antigénes
qui stimule fortement le systéme immunitaire par sa seule présence. L'utilisation ex
vivo de I'HE de Niaouli, dont le principe actif majeur est le 1,8-cinéole a raison de
100ug d’HE/kg poids vif été étudiée sur des souris initialement stimulés par
50ug/animal de Keyhole limpet hemocyanin. Une activation des lymphocytes T a été
remarquée par 'augmentation de CD25, un récepteur de IL-2 et confirmée par leur
multiplication ex vivo. Cette activation semble étre consécutive a une augmentation
d’'IFNy, probablement via les macrophages : leur sécrétion d’IL12 et TNFa aprés
stimulation par du LPS et/ou INFy sont davantage augmentées lors d’administration
de 100ug d’'HE/kg poids vif aux souris. LHE n’a pas eu d’'effet sur IL4, ni sur les
lymphocytes B ou les anti-corps spécifiques au Keyhole limpet hemocyanin. Ainsi il
semblerait que cette HE entraine une immunostimulation sélective de I'immunité
acquise a médiation cellulaire et non humorale, son l'utilisation pourrait donc étre
intéressantes lors d’infections intracellulaires (83).

L'HE de Curcuma a également été étudiée sur des macrophages spléniques,
ainsi que sur des splénocytes de rongeurs. L'ajout d’'un extrait de curcuma a raison
de 8 pg/mL contenant a la fois I’'HE mais aussi son eau florale lyophilisée entraine
une augmentation significative de prolifération des splénocytes ainsi que de la
sécrétion d’IL-2, IL-6, IL-12, TNFa et IFNy par les splénocytes et les macrophages
non stimulés, démontrant une immunostimulation initiale. De plus lors d’une
stimulation préalable des splénocytes par du LPS a 5 ug/mL ou par de la
concanavaline A (molécule mitogéne des lymphocytes) a 2,5 ug/mL, une inhibition
de la libération de PGE2 et IL-12 a été mise en évidence. Cet effet semble di a la
fraction polysaccharidique de I'extrait (84).

La voie de signalisation « Janus kinase-signal transducer of activators of
transcription » JAK/STAT régule I'expression de genes de la réponse immunitaire, de
la croissance et de la différenciation cellulaire lors de la stimulation par des cytokines
et autres facteurs extracellulaire (85). Il semblerait que I'HE de Copaiba utilisée a
100 pg/mL sur des cellules neuronales stimule cette voie de signalisation. Cet effet a
été observé de 30 minutes a 24h aprés son utilisation, les différences observées
n’étant toutefois pas toutes significatives (86). Des effets plus variables ont été

observés lors de I'utilisation de plusieurs HE issues de copaiba, mandarine, curcuma
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et mélisse sur des hépatocytes. Les huiles essentielles de copaiba, curcuma et de
mandarine verte ont en général stimulé la voie JAK/STAT, tandis que celle de mélisse
n‘a pas eu deffet significatif. Utilisés seuls, certains principes actifs souvent
retrouvés lors de l'analyse moléculaire d’HE tels que le D-limonene, et le
Bcaryophylléne ont inhibé la voie JAK/STAT.

Toutefois, certaines HE issues de ces mémes plantes ont un effet contraire,
les analyses biochimiques mettant en cause une altération du produit obtenu lors de
sa fabrication, d’'ou l'importance de la qualité et de la reproductibilité lors de la
fabrication d’huiles essentielles tant par le processus d’extraction que par l'origine de
la matiere premiére (87).

Enfin une étude concernant les effets de I'HE de clou de girofle, et d’un de ses
principaux principes actifs I'eugénol, sur 'orientation du type de réponse immunitaire
induite grace aux cytokines sécrétées et la prolifération lymphocytaire a été réalisée.
Elle a montré que selon le type de stimulation initiale des cellules étudiées
(splénocytes de souris), une réduction significative de la prolifération des splénocytes
associés aux LT ainsi qu’une tendance a la stimulation de la prolifération des
splénocytes associés aux LB étaient observées aux doses de 100 et 1000 pg
d’HE/mL. De plus, méme avec des doses inférieures (de 0,1 a 1000 ug/mL) les
auteurs ont mis en évidence une augmentation de la sécrétion d’IL-4, IL-10 et TGF
ainsi qu’une diminution de la sécrétion d’'INFy, correspondant a une stimulation de la
réponse immunitaire humorale au détriment de la réponse cellulaire. Les
concentrations en cytokines montrent quant a elles une immunomodulation

favorisant une réponse de type Th2 plutét que Th1 (88).

2) Immunosuppression

L'HE de persil entraine une immunosuppression in vitro lors de son utilisation
a raison de 0,01 a 100 yg d’'HE/mL sur des splénocytes et des macrophages de
souris préalablement stimulés par des agents mimant une réaction humorale (LPS a
10 pg/mL) ou cellulaire (phytohémagglutinine a 5 pg/mL). Une inhibition plus ou
moins dose dépendante selon le type de stimulation de la prolifération des
splénocytes ainsi qu'une suppression de la production d'oxyde nitrique ont été
observées lors de l'utilisation de fortes concentrations quelle que soit la stimulation

initiale. LUHE de persil a donc un effet immunosuppresseur sur les réponses
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immunitaires a meédiation cellulaire, avec des effets rapportés dés 0,01 ug d’'HE/mL,
et dans une moindre mesure humorale, I'inhibition étant remarquée autour de 10 ug
d’HE/mL (89).

L'HE de résine d’arbre a encens, Boswellia sacra utilisée a raison de 5 et 10
Mg d’'HE/mL sur des cellules dendritiques humaines a été étudiée. Une inhibition de
la prolifération des LT par les cellules dendritiques préalablement stimulées avec du
LPS puis traitées avec I'HE étudiée a été mise en évidence, tout comme une
augmentation de la sécrétion de IL10 par ces mémes cellules dendritiques. De plus
une modification des marqueurs de surface allant vers une inhibition de la maturation
des cellules dendritiques a été observée, sans pour autant nuire a leur viabilité. Cette
HE a donc un effet immunodépresseur sur les LT en agissant via les cellules
dendritiques (90). Sur ces méme cellules dendritiques préalablement stimulées par
du LPS, 'HE de Litsée citronnée Litsea cubeba utilisée aux doses de 2,5 a 10 pg/mL
diminue significativement la production de TNFa et d’IL12, avec un effet dose-
dépendant (91). U'HE de Magnolier, dont les principes actifs majeurs sont le
camphre et le 1,8 cineole, a les mémes effets et inhibe de plus la production d’IL6 et
entraine la suppression des marqueurs de surface MHC II, CD80, and CD86 et (92).

L'HE de racine de Gingembre shampoing Zingiber zerumbet semble
également avoir un effet immunosuppresseur. Utilisée sur des neutrophiles humains,
elle inhibe la migration cellulaire par chimiotactisme, la phagocytose et I'expression
de CD18 avec une concentration inhibitrice médiane de 3,24 ug/mL. CD18 est une
intégrine présente a la surface des leucocytes permettant le déclenchement de la
réaction inflammatoire lors de sa mise en contact avec le LPS. Cet effet
immunosuppresseur semble étre di au zerumbone, le principe actif composant I'HE
a 58 %, méme si un effet synergique avec les autres composants semble exister
(93), via l'inhibition de la voie de signalisation NFxB. Les HE de noix de muscade,
clou de girofle, niaouli, tea tree, laurier sauce, thym rouge et gingembre ont été
étudiées sur ces mémes neutrophiles humains. Une inhibition a hauteur de 25 a
40 % de la phagocytose a été observée lors de I'utilisation de doses allant de 40 a
60 pg/mL. Concernant le complément, aucune activité n’a été observée sur la voie
alterne toutefois les HE de clou de palmarosa Cymbopogon martinii, thym rouge et
d’estragon ont inhibé la voie classique du complément, avec une IC50 allant de 65 a
78 pg/mL. Ainsi il semblerait que toutes les huiles essentielles citées aient un effet

immunosuppresseur en agissant ou non par la voie du complément. De plus, les
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principes actifs étudiés seuls que sont I'eugénol (clou) et le carvacrol ont eu des
effets similaires (94).

L'HE de TeaTree appliquée deux minutes a 10 ug/mL avant une stimulation
par 50 ug/mL de zymosan, entraine, en plus de 'immunodépression précédemment
citée, une diminution de la production d'IL8, une chimiokine de I'inflammation. L effet
lors du traitement par le terpinéne-4-ol seul, principe actif majeur de I'HE, n’est pas
significatif ce qui suggére l'intervention d’autres composés (95). De plus, sur des
monocytes humains stimulés par le LPS, l'utilisation de 1250 pg/ml de la fraction
hydrosoluble de cette méme HE de TeaTree, moins cytotoxique que 'HE compléte,
cause une diminution significative de la production de TNFa, d’IL18 et d’IL10
d’environ 50 %, I'effet étant dépendant de la dose. Cette immunosuppression n’étant
pas observée si les monocytes ne sont pas préalablement stimulés, ces résultats
suggérent que I'HE de TeaTree éviterait un emballement de la réaction
inflammatoire. En étudiant les composés isolés de cette HE, il semblerait que ces
effets soient dus au terpinéne-4-ol qui représente 42% de des principes actifs de I'HE
et 84% de ceux de I'extrait aqueux et qui inhibe notamment la sécrétion d’IL8 (96).

Enfin, une étude sur des cellules microgliales de bovins et trois chémotypes
d’HE de thym et leurs principes actifs majeurs isolés (thujanol, linalool et thymol),
réveéle des effets complexes. L'utilisation de 'HE sans stimulation préalable par le
LPS entraine une diminution significative de I'expression (ANRm) et de la sécrétion
d’'IL6 et de TFNa, qui sont des cytokines pro-inflammatoire. Lorsque les cellules ont
été d’abord stimulées par le LPS pendant 24h, les HE ont entrainé un effet
globalement similaire de réduction de I'expression mais moindre concernant la
réduction de sécrétion des cytokines comparé a l'effet sans le LPS. Lorsque I'HE est
administrée en premier les effets sont les plus importants, avec des effets marqués
sur I'expression et la sécrétion d’IL6 et TNFa, exception faite pour le chémotype
Thujanol qui n’a pas d’effet significatif sur la sécrétion d’IL6. Enfin lors de I'utilisation
concomitante du LPS et de I'HE, un effet global de diminution significative de
sécrétion et d’expression de IL6 et TNFa a été mis en évidence. Une moindre
efficacité est remarquée lors de l'utilisation des principes actifs isolés, démontrant
certainement un effet synergique des différentes molécules contenues dans les 3
chémotypes d’HE (97).
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B) In vivo

1) Processus inflammatoires iatrogénes

Les études ci-aprés présentent des effets in vivo des HE aprés induction d’'une
inflammation aseptique via difféerentes molécules telles que le LipoPolySaccharide
(LPS) ou encore le Zymosan, qui se fixent sur les récepteurs des médiateurs de
limmunité (respectivement les TLR 4 et 2) et permettent de mimer une infection par
un pathogéne, telle qu’une infection bactérienne Gram - via le LPS notamment.
(98,99). Cette induction immunostimulante est alors modulée par I'action des huiles
essentielles en agissant via les cellules effectrices de 'immunité innée. Concernant
limmunité adaptative, l'utilisation de SBRC ou sheep red blood cells en temps
qgu’antigénes induit une forte réaction dans les centres germinatifs des organes
lymphoides secondaires des souris. lls conviennent donc a I'étude de la formation et
de la différenciation des cellules de 'immunité humorale (100).

L'immunité humorale spécifique est affectée par les huiles essentielles chez
les rongeurs : en effet 'administration orale quotidienne d’HE d’ajowan (Carum
copticum ) a des souris pendant 25 jours a raison de 50 mg d’HE/kg poids vif a
entrainé une augmentation significative des titrages en anticorps aprés immunisation
contre des érythrocytes de moutons (SRBC), les principes actifs identifiées étant le
thymol, l'alpha-pinene et le cymene (101). L’'avantage de cette technique de
stimulation par les SRBC est qu’elle n’affecte pas les performances de croissance et
de reproduction des animaux, qu’elle ne stimule que la réponse immunitaire a
médiation humorale et qu’elle est facile d’accés. Dans I'étude faisant intervenir 'HE
d’Ajowan, les SRBC sont injectés a J7 et J14, puis une autre injection sur la patte
est réalisée a J22 et permet d'évaluer I'hypersensibilité retardée a J24 par
'augmentation de la taille de la patte des animaux. Le sérum des rongeurs est
prélevé a J14 ce qui permet d’évaluer la réaction humorale primaire et a J21, ce qui
permet d’évaluer la réaction humorale secondaire. Deux éléments sont alors
mesurés : le taux d’anticorps dirigés contre les SBRC et le niveau d’agglutination, qui
refletent la stimulation des macrophages et des Lymphocytes B associés a la
production des anticorps (101).

Aprés induction iatrogéne d’'une arthrite par une immunisation au collagéne
chez des souris de 5 semaines d’age, I'administration d’'un extrait de [I'huile
essentielle de ginseng a raison de 15 mg/kgPV/j pendant 18 jours a entrainé une

amélioration significative des signes cliniques des animaux. In vitro, une diminution
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de la production de TNFa, IL183, INO et MMP-13, une enzyme collagénase sécrétée
par les chondrocytes et ostéoclastes et dégradant les tissus articulaires, a été mise
en évidence tout comme l'inhibition dose-dépendante de I'activation de NF«B, p38 et
d’autres voies de signalisation de I'immunité participant a [I'établissement de
'inflammation synoviale (102).

Deux injections de 50 pg (soit environ 1 mg/kg) d’ovalbumine et de 1 mg (soit
environ 20 mg/kgPV) d’hydroxyde d’aluminium a 7 jours d’intervalle suivies d’une
administration d’ovalbumine en aérosol ont permis d’induire réaction immunitaire
humorale aseptique et ainsi qu’une bronchoconstriction sévére chez la souris.
L’administration constante d’histamine en aérosol concentrée a 1 % chez le cochon
d'inde ont également entrainé des atteintes respiratoires graves. L'administration
orale de 'HE de menthe, dont le principe actif est le menthol, aux doses de 200 et
400 mg/kgPV permet alors une augmentation significative du délais d’apparition des
signes cliniques (dyspnée menant a des convulsions chez les cochons d’inde). Cette
amelioration clinique est dose dépendante et comparable a une injection de
dexaméthasone. Chez la souris, une diminution significative du nombre
d’éosinophiles et d’'IgE sériques ainsi qu’'une diminution du nombre d’éosinophiles et
de neutrophiles obtenus lors des lavages broncho-alvéolaires démontrent également
I'effet immunosuppresseur de I'HE de menthe (103).

Lors de linduction d’une péritonite aseptique par injection de Zymosan chez
les souris de 6 a 8 semaines d’age, l'inhalation d’HE de TeaTree, a raison de 4
séances de 15 minutes, a entrainé une réduction significative du nombre de
leucocytes péritonéaux. Cet effet immunosuppresseur semble impliquer I'axe
Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien, car il disparait lors de la désactivation de cet
axe suite a linjection d’antalarmine, un antagoniste de la CRH1 (corticolibérine)
(104). Lorsque des souris sont soumises a une dermatite atopique iatrogéne par
administration de 2,4,6-trinitrochlorobenzéne (TNCB), I'utilisation d’'un mélange d’'HE
de thym et de lavande, dont le principe actif majeur est le linalyl acétate, entraine
une diminution significative de la quantité d’IgE sécrétées, du nombre de mastocytes
dégranulant et de I'épaississement cutanée. C’est a partir de 21 jours que les effets
immunosuppresseur de ce mélange sont les plus importants, pour une proportion 2/3
d’HE de lavande et 1/3 d’'HE de thym (23).
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L'inhalation et I'administration orale d’'HE d’'Eucalyptus globulus, dont le
principe actif majeur est le cinéole, lors de l'induction d’'une inflammation aseptique
par le LPS (LipoPolySaccharide) entraine une diminution significative de la
production de IL-4, IL-6, TNFa et de NF«B, ainsi qu’'une moindre infiltration tissulaire
des cellules inflammatoires, démontrant son effet immunosuppresseur (105).

D’'un point de vue plus large, des effets anti-inflammatoires de I'HE
d’Eucalyptus ont été mis en évidence dans plusieurs études sans qu’un effet
immunologique n’ait été obervés. Chez le rat, cette HE utilisée a différentes doses
pendant 3 semaines dans le cadre d’'une bronchite chronique aseptique induite par le
LPS, dont les effets induits sont une bronchiolite et une hypersécrétion mucosale, a
significativement réduit linfiltration cellulaire ainsi que la sécrétion épithéliale de
mucine. Le meilleur résultat était obtenu a la dose de 300 mg/kgPV (106). Toujours
chez le rat, I'injection sous-cutanée d’HE d’eucalyptus concentrée a 1 %, a raison de
100 mg/kg de poids vif (PV) entraine une réduction significative de 'cedéme cutanée
induit par l'injection de carraghénane a 200 pg/patte ou de dextrane a 300 ug/patte,
puis de la prostaglandine 12 a 0,2 pg/patte et ce quelle que soit 'espéce de plante
utilisée (E. tereticornis, globulus, ou citriodora). Une nette inhibition (70 a 80%) de
linfiltration neutrophilique des tissus étudiés été remarquée 3 heures apres injection,
I'effet restant toutefois inférieur a une injection sous cutanée de dexaméthasone a
0,1 mg/kg. Cette derniére inhibe en effet l'infiltration a raison de 97 %, le nombre de
neutrophile aprés injection étant de 300/ml de fluide péritonéal, contre 10 fois plus
lors de l'utilisation des HE (111). Enfin, l'utilisation du principe actif isolé de I'HE
d’eucalyptus, le cinéole aussi appelé eucalyptol, sur 242 hommes atteints
d’obstruction chronique pulmonaire se traduisant par une bronchoconstriction, une
hypersécrétion de mucus et un cedéme des parois des voies aériennes a raison de
200mg soit environ 4mg/kgPV trois fois par jour pendant 6 mois a été réalisée. Une
réduction significative de la séveérité, de l'apparition et de la durée des signes
cliniques a été observée, particulierement lorsque les sujets étaient au repos (107).

Les HE de Patchouli (Pogostemon cablin) et de Pistachier ont été étudiées
chez des rats soumis a une mucosite induite par une injection d’anti-cancéreux, le 5-
fluorouracil. La mucosite est une maladie inflammatoire des tractus oral et digestif
souvent induite par les traitements de chimio et radiothérapie et causant de la
douleur, une incapacité a se nourrir et secondairement des infections et une

dégradation du pronostic vital des patients atteints de cancer (108). L’administration
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orale de 'HE de Patchouli aux doses de 25, 50 et 100 mg/kg de poids vif a entrainé
une diminution de TNFa, IFNg et IL13 ainsi qu’une inhibition de NFkB au niveau de
la muqueuse intestinale atténuant cliniquement les effets cette méme mucosite
induite expérimentalement, les rats ayant une moindre perte de poids ainsi qu’une
anorexie et une diarrhée atténuée comparé aux animaux non traités par I'HE (109). Il
est intéressant de noter que I'application locale de 'HE de Pistachier semble aussi
utile lors de traitement au 5-fluorouracil. En effet, contenue dans un gel concentré a 5
ou 10 %, l'utilisation de cette HE pendant 3 jours suite a l'injection anti-cancéreuse a
entrainé une amélioration des signes cliniques (abcés buccaux, infiltration
inflammatoire, dysorexie) de maniére dose-dépendante, démontrant l'effet anti-
inflammatoire et cicatrisant local. Toutefois, aucun effet systémique ou
immunosuppresseur n‘ont été mis en évidence lors de I'étude ’hématologique (110).

Ainsi les HE de Pistachier et de Patchouli semblent étre intéressantes pour
palier les effets inflammatoires du traitement anticancéreux par le 5-fluorouracil,
notamment via I'effet immunosuppresseur de I'HE de Patchouli.

Aprés induction d’'un cedéme local par de l'acide arachidonique et de la
formaline sur les oreilles et pattes de rongeurs (souris et rats), 'application cutanée
d’'un hydrogel contenant des nanoémulsions d’HE de Copaiba entraine une réduction
jusqu’a de 72 % de I'épaisseur cutanée de la patte chez le rat et 69 % de l'oreille
chez la souris. De plus, une diminution significative de I'hyperplasie épidermique, de
la vasodilatation et de [linfiltration tissulaire par les cellules inflammatoires
(granulocytes neutrophiles) a été mise en évidence a I'histopathologie, entrainant un
retour vers la normale des tissus altérés (111). Toutefois, dans cette étude, aucun
élément ne permet d’affirmer que ces effets anti-inflammatoires sont la conséquence

d’'une action immunomudulatrice de 'HE de Copaiba.

2) Cancers et immunodépression induits

Les HE ont aussi été employées sur des modeéles de maladies cancéreuses
ou d'immunodépression, un rétablissement de 'immunité par une immunostimulation
étant alors recherchée.

L'HE de menthe administrée pendant 30 jours a raison de 2500 mg d’'HE/kg
d’aliment a des Tilapia immunodéprimés par le chlorpyrifos, un pesticide utilisé
comme insecticide et parfois présent dans les eaux polluées, permet un

rétablissement du taux de survie et 'augmentation du nombre de leucocytes, des
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globulines totales, de l'activité de la phagocytose et du lysozyme. De plus, une
diminution de l'inflammation au niveau du foie, des ouies et du tube digestif induite
par le pesticide, qui présente aussi une action viscérale toxique a été observée suite
a l'utilisation de 'HE, démontrant aussi son effet anti-inflammatoire (112).

Lors d’'une immunosuppression d’origine centrale induite artificiellement par
I'injection de 100mg/kg de poids vif de 5-fluorouracil chez la souris, I'HE d’eucalyptus
a été administrée a raison de 12 mg d’HE/kgPV/j pendant 15 jours. Une restauration
du nombre de granulocytes circulants et méme une augmentation de la phagocytose
ex vivo des granulocytes et des macrophages ont été remarquées. Ces effets
immunostimulants sembleraient étre dus au 1-8cineole, le principe actif principal de
I'huile essentielle d’eucalyptus (66).

L'HE de clou de girofle Syzygium aromaticum L administrée a raison de 100 a
400 mg/kgPV a également permis une augmentation du nombre total de leucocytes
ainsi qu’une restauration dose-dépendante des réponses humorales et cellulaire de
souris immunodéprimées par I'administration de cyclophosphamide a raison de 50
mg/kg, tandis que I'HE de gingembre Zingiber officinale Roscoe utilisée a raison 100
a 400 mg/kgPV de n’a permis qu’un rétablissement partiel de I'immunité humorale, et
que celle de sauge Salvia officinalis L. utilisée a raison 5 a 25 mg/kgPV n’a pas eu
d’effet immunomodulateur significatif dans cette étude (113).

Concernant les néoplasies, I'administration a raison de 20 mg/kg pendant 4
jours d'HE de Zanthoxylum rhoifolium Lam, une plante d’Amérique du sud, a des
souris de 6 a 8 semaines d’ages ayant subi une transplantation de cellules tumorales
a provoqué un effet anti-tumoral direct mais aussi indirect par la réactivation de
lymphocytes Natural Killers (NK) inhibés par les cellules tumorales (114).

Les effets de 'HE d’Oliveria decumbens, dont les principes actifs majeurs sont
le thymol, le carvacrol, le p-Cymene et le g-Terpinene, ont été étudiés sur un modéle
de tumeur mammaire : 'HE a été administrée a raison de 450 mg/kg de poids vif
chez des souris, immédiatement ou aprés obtention d’'une tumeur de 4 a 5 mm de
diamétre suite a l'injection de cellules tumorales. Aprés 5 semaines de traitement,
I'HE a entrainé une réduction significative de la taille de la tumeur corrélée a celle de
la rate, hypertrophiée consécutivement a la néoplasie. Une augmentation
significative de la production de TNFaq, IL2 et IFNg a été mise en évidence chez les
souris ayant des tumeurs, démontrant un effet immunostimulant vers une réaction

immunitaire de type Th1 de cette HE, a l'origine de l'effet anti-tumoral. De plus, la
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réduction de sécrétion de IL1B, IL6, IL10 et TGF[3, qui inhibent I'activation des NK et
redirigent la production des cytokines de la réponse TH1 vers une réponse de type
TH2 sans effet anti-cancéreux, confirme cette effet immunostimulateur de I'HE
d’Oliveria decumbens. L'HE a donc entrainé une stabilisation de la production de
toutes les cytokines évaluées qui était initialement modifiée par le processus

néoplasique (115).

3) Hypersensibilité et maladies auto-immunes

L'effet immunosuppresseur des HE a été étudié sur des modéles de maladies
auto-immunes et des phénomeénes d’hypersensibilité expérimentalement induits. Une
encéphalite auto-immune a été induite chez des souris par linjection de
glycoprotéine de la myéline oligodendrocytaire émulsifiée avec I'adjuvant de Freund
puis de la toxine coquelucheuse afin de reproduire une sclérose en plaque.
L'utilisation de 'HE de Copaiba aux doses allant de 25 a 100 pg/mL sur des
splénocytes extraits de ces animaux entraine une inhibition de la production de
H202, NO, IFNg, TNFa et IL17. Lhuile essentielle de Copaiba semble donc avoir un
effet immunosuppresseur des réponses Th1 et Th17 de maniére dose-dépendante
(116). Toujours lors d’encéphalite auto-immune expérimentale chez la souris,
I'administration orale d’HE de Pterodon emarginatus a raison de 100 mg/kg de poids
vif deux fois par jour pendant 25 jours permet une réduction significative de la
rapidité d’apparition et de la gravité des signes neurologiques tels que la faiblesse
musculaire et la paralysie. De plus une inhibition de la réponse immunitaire de type
Th1 par inhibition des lymphocytes T CD4+, des microglies et une réduction de la
production des cytokines au profit de la réponse Treg in vitro prouve le caractére
immunosuppresseur de cette huile essentielle (117).

Les effets des HE ont également été évalués lors d’hypersensibilités induites.
Ainsi aprés 5 jours d’application cutanée préalable de 2,4-Dinitro-1-fluorobenzene
(DNFB) sur 'abdomen de 12 souris, la réaction d’hypersensibilité induite par le
DNFB appliqué dans un second temps sur le pavillon auriculaire a été étudiée. Il a
alors été montré que I'utilisation préventive de 'HE de Litsée Citronée Litsea cubeba,
aussi appelée Makauy, avant les applications abdominales du DNFB réduisait
significativement I'épaississement des oreilles et l'infiltration tissulaire par les LT

CD3+. Ce reésultat suggére donc un effet immunosuppresseur de [I'HE,
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principalement composée de citral, lors de réaction d’hypersensibilité de type 1V (91).
Ces mémes auteurs ont également prouvé lefficacité de I'HE de Magnolias
Magnoliae flos officinalis utilisée dans des conditions similaires, les principes actifs
majeurs la composant étant le camphre et 'eucalyptol (1,8 cineole) (92). LHE de
TeaTree a aussi été employée lors de [lutilisation d’'un autre agent chimique
sensibilisant, le trinitrochlorobenzene (TNCB). En effet, aprés une application
préalable de 7 jours du TNCB sur 'abdomen de souris suivi d’'une application dorsale
de ce produit, il a été mis en évidence que l'application de 'HE de TeaTree, qu’elle
soit réalisée 30 minutes avant ou 7h aprées le TNCB, permettait une réduction des
Iésions de nécrose épidermique ainsi qu’'un moindre épaississement cutané sur les 5
jours suivants, I'effet maximal étant observé lorsque 'HE de TeaTree est appliquée
30 minutes avant le TNCB (118).

IV/ Discussion générale

A) Synthése

Aprés avoir étudié en détail les effets immunomodulateurs observés ou non
lors de l'utilisation d’huiles essentielles, nous cherchons maintenant a présenter un
point de vue plus global de leurs effets. Ainsi, les Tableaux 4 et 5 ci-dessous offrent
un apercu synthétique des effets immunomodulateurs des huiles essentielles : a
partir des plantes utilisées pour leur obtention, les principes actifs contenus dans les
HE sont identifiés. Leurs effets observés a différentes échelles (moléculaire,
cellulaire et a I'échelle de I'organisme) sont ensuite cités. Le Tableau 4 présente les
effets immunostimulant des HE tandis que le Tableau 5 regroupe leurs effets

immunosuppresseurs.
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Tableau 4 : Effets immunostimulants des huiles essentielles

Huile Principes Type Effets a I'échelle Effets al'échelle | Effets aI'échelle de Source(s)
essentielle actifs d’études moléculaire cellulaires l'individu
majeurs réalisées
Thym Thymol In vivo : IgA, 1gG et IgM, IgY + Leucocytose Taux de survie + (28, 30, 32, 36,
Carvacrol Oi, PC, Poi, Prolifération Prise de poids + ig gg g;_gg
Ro Lysozyme + lymphocytaire Stress immunitaire - 69, 74, 76)
IL6, IL8 et TFNalpha - Stimulation de la Signes cliniques -
IL6 et TNFa+ phagocytose, de la
lyse intracellulaire
Cannelle Cinnamaldéh In vivo : +IgA, IgM, IgG, IgY, Leucocytose Taux de survie + (28, 30, 33, 36,
yde BV + Anticorps viraux Prolifération Signes cliniques - 37, 405;8438’ 49,
lymphocytaire Diversité du
Stimulation de la microbiote +
phagocytose
Origan Carvacrol In vivo : +1gA, IgG Stimulation de la Taux de survie + (43)
Oi + Claudine1, Mucine phagocytose Prise de poids+
2, Béta Defensine 1 Diversité du
+ Lysozyme microbiote +
+ IL1p expression
Clou de Eugénol In vivo : +1gG Leucocytose Stress immunitaire - | (33, 49, 74, 87,
girofle Oi, PC, Ro, + Anticorps viraux Stimulation des LB Restauration de 93, 112)
+ L4, IL10, TGFpB Inhibition de la limmunité
In vitro : - INFy phagocytose

Neutrophiles

Inhibition de la voie du

Restauration de




Splénocytes complément limmunité
Agrumes Linalyl In vivo : + TNFa, IL8, IL13, IL2 Leucocytose Diversité du (61, 75, 118)
(orange et acetate PC, Poi, Ro +1gG Prolifération microbiote +
orange Linalool Activité du lysozyme lymphocytaire
ameére) stimulée
Rosemarie In vivo : + 1gA, IgM, IgG Leucocytose Taux de survie + (36,38,43,49,70)
BV, Oi, OV, + Anticorps viraux neutrophilique et Prise de poids +
Poi Activité du lysozyme lymphopénique Diversité du
stimulée microbiote +
Menthe et Menthol In vivo : + IgM, 1gY, IgA, I1gG Leucocytose Taux de survie + (37,41,44,75,103
menthe Cp, Oi, Poi, Ro| Activité du lysozyme Stimulation de la Réponse a I'infection 112)
poivrée stimulée phagocytose +
Ail Allyl In vivo : +1gM, IgG, IgA / Taux de survie + (38,74,80)
isothiocyanat BV, Oi Signes cliniques -
e In vitro : Réponse a l'infection
Neutrophiles +
Anis Anethol In vivo : +1gG Leucocytose Taux de survie + (38,75,76)
BV, Oi, PC Prolifération Réponse a l'infection+
lymphocytaire Diversité du
microbiote +
Eucalyptus Eucalyptol In vivo : +1gA, IgM Stimulation de la Rétablissement de (44,48,66)
= 1,8 cinéole Oij, Ro phagocytose limmunité
Ajowan Thymol In vivo : + anticorps (viraux et / / (50,101)
a-Pinene 0Oi, Ro srbc)

p-Cymene




Copaiba b- In vivo : Ro Stimulation de la voie / (86,87,111)
caryophylléne In vitro : JAK/STAT
Neurones
Hépatocytes
Curcuma fraction poly- In vitro : + L2, IL6, IL12, Stimulation de la voie | Prolifération cellulaire (84,87)
saccharidique | Macrophages TNFa., IFNy JAK/STAT
spléniques
Splénocytes
Hépatocytes
Ginseng In vivo : +TNFa, IFNy - sécrétion de nitrites | Réponse a l'infection (78)
Ro +
Massoia cinnamal- In vivo : Ro / / Phagocytose + (24,67)
(écorce) déhyde In vitro :
macrophages
Fenouil In vivo Oi + anticorps viraux Leucocytose Stress immunitaire - (72,75,115)
Oliveria Thymol In vivo : + TNFa, IL2, INFy / Taille des tumeurs et (62, 104)
decumbens | Carvacrol Poi, Ro -IL1b, IL6, IL10, TGFB de la rate -
p-Cymene Réponse a l'infection
g-Terpinene +
Lavande |linalyl acétate In vivo : + L1, TNFa / Infiltration (37, 52, 55)
Oi, Ho +TGFB (foie et rate) lymphoplasmocytaire
In vitro : +IgA salivaires Phagocytose +
macrophages - Cortisol basal
humains
Citronnelle In vivo : / Stimulation de la Taux de survie + (51)
Oi

phagocytose




Anethe In vivo : + cytokines pro-inf Leucocytose / (61)
Ducrosia Poi (rate et rein)
anethifolia
Chéne diethyl- In vivo : + anticorps viraux Leucocytose Stress immunitaire - (75)
phthalate Oi
a-terpineol
linalool

Margousier In vivo : / Prolifération / (25)

Ro lymphocytaire

Stimulation

macrophages

Gingembre | Zerumbone In vivo : Rétablissement des / Rétablissement de (113)
Ro taux d’anticorps immunité humorale

Encens Duva-3,9,13- In vitro / Prolifération / (81)

Frankincense | trien-1,50- lymphocytes lymphocytaire

Oi diol-1-acetate
Octyl acetate
Niaouli 1,8-cineole Ex vivo + INFy, TNFa, IL12 Prolifération Immunité cellulaire + (83)
LT et lymphocytaire T
macrophages Stimulation des
de souris macrophages
Légende :

Ro = Rongeurs, PC = Porc, BV = Bovins, OV = Ovins CP = Caprins, Oi = Oiseaux, Poi = Poissons

+ = Augmentation de production ; - = Diminution de production

LB = Lymphocytes B : LT = Lymphocytes T




Tableau 5 : Effets immunosuppresseurs des huiles essentielles

Huile Principe actif Type Effets Effets Effets cliniques Source(s)
essentielle d’études moléculaires | cellulaires
réalisées
Tea Tree terpinéne-4-ol In vitro : - IL8, TNFaq, - phagocytose |Signes cliniques - : nécrose et| (36, 68, 84—86, 96,
Neutrophiles IL1b, INFy - nombre de épaississement cutané, 107 117)
Monocytes -IL1, IL4, IL6 leucocytes cedéme, papules iatrogénes
-1L10 péritonéaux
In vivo : - CRP, SAA
Oi, Ro, Ho - IgM, IgA, IgE
Eucalyptus Eucalyptol = In vivo : - 1L4, IL6, - infiltration Signes cliniques - : (104-106, 121)
cinéole Rongeurs, Ho | TNFa, NFxB neutrophilique cedéme et broncho-
- sécrétion constriction iatrogénes
mucosale
bronchique
Gingembre zerumbone In vitro : - expression de | - migration / (92, 93)
Neutrophiles CD18 cellulaire,
humains - phagocytose
Clou de eugénol In vitro : / - Phagocytose / (94)
girofle Neutrophiles
humains
Menthe menthol In vivo : - IgE - Eosinophiles, Signes cliniques - : (102, 111)
Ro - Neutrophiles effet anti-inflammatoire
Copaiba In vitro : - NO, IFNy, - infiltration Signes cliniques - : (111, 116)
splénocytes TNFa, IL17 neutrophilique cedéme iatrogéne




In vivo : - H202
Ro
Thym rouge Carvacrol, In vitro : - Phagocytose / (94)
Thymol Neutrophiles
humains
Thym In vitro : - IgE - Mastocytes Signes cliniques - : (18, 87, 97)
microglies de - expression dégranulant épaisseur cutanée
BV IL6, TNFa - Infiltration
In vivo : neutrophilique
Ro, Poi
Curcuma fraction poly- In vitro : - PGE2 / / (84)
saccharidique | Macrophages -1L12
spléniques +IL10
Splénocytes
Lavande linalyl acétate In vivo : - IgE - Mastocytes Signes cliniques - : (23)
Ro dégranulant épaisseur cutanée
Clou de In vitro : - Phagocytose / (94)
palmarosa, Neutrophiles
Estragon humains
Patchouli In vivo : - TNFa, IFNy, __infiltration Signes cliniques - : (99, 100)
Ro IL13, NFxB inflammatoire abceés buccaux, diarrhée,
anorexie
Légende :

Ro = Rongeurs, PC = Porc, BV = Bovins, OV = Ovins CP = Caprins, Oi = Oiseaux, Poi = Poissons

+ = Augmentation de production ; - = Diminution de production

LB = Lymphocytes B : LT = Lymphocytes T




On remarque ainsi qu’une huile essentielle peut avoir des effets différents selon I'étude
réalisée, du fait de l'origine des plantes utilisées pour leur fabrication mais aussi de la
situation physio-pathologique dans laquelle elles sont employées. De plus, certaines études
présentent des résultats contradictoires quant aux effets observés mais aussi concernant le
caractere dose-dépendant des observations.

Un certain nombre d’études ont par ailleurs montré une absence d'effets
immunomodulateurs in vivo des huiles essentielles voire méme parfois des effets délétéres
pour les animaux (27, 28, 35, 39, 53-57) . Leur usage doit donc étre raisonné car les
principes actifs ne sont pas toujours anodins pour [lorganisme, et des études
complémentaires concernant le choix des différentes HE utilisées dans les mélanges ainsi
que des voies d’administrations de 'HE de thym seraient utiles afin d’obtenir des résultats

reproductibles, notamment en aviculture.

Des tendances se dégagent tout de méme : les huiles essentielles de thym, de
cannelle et d’origan, quel que soit le chémotype employé, présentent souvent des effets
immunostimulant in vivo en situation physiologiques (29, 31, 33, 34, 37, 38, 40-45, 47, 49,
58-60). De plus, dans de nombreuses études ou elles ont été substituées aux antibiotiques,
aussi utilisés en tant que facteurs de croissance, aucun effet délétere majeur sur la
croissance des animaux (gain de poids, ratio de conversion alimentaire) n’a été observé : ces
trois huiles essentielles semblent présenter un intérét non négligeable en élevage,
notamment en prophylaxie. Ces effets ont été observés sur de nombreuses espéces (porcs,
rongeurs, volailles, poissons) et coincident la plupart du temps avec une stimulation du
systéeme immunitaire objectivée par une augmentation du nombre de leucocytes et de
I'activité des phagocytes en lien avec une augmentation de sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires, ainsi qu’avec 'augmentation des immunoglobulines A, G et M.

En présence de pathologies, notamment infectieuses, les huiles essentielles de
menthe poivrée, anis, ail, ginseng et d’Oliveria semblent quant a elles apporter un soutien
immunitaire permettant une meilleure lutte de I'organisme face au phénoméne infectieux (72,
74-76, 78). Cette résistance est parfois apportée par les propriétés anti-infectieuses des
huiles essentielles utilisées, mais est aussi consécutive a 'augmentation de sécrétion des
immunoglobulines et cytokines pro-inflammatoires. Par ailleurs, lorsque [linfection est

correctement régulée par I'ajout des huiles essentielles, c’est au contraire une diminution des
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cytokines pro-inflammatoires qui est observée, ce qui évite les dommages tissulaires
consécutifs a 'emballement de la réaction inflammatoire.

Les huiles essentielles de clou de girofle, d’'agrumes, de rose-marie et de curcuma
semblent elles-aussi avoir des effets immunostimulant, toutefois ceux-ci ont majoritairement
été observés in vitro: des études in vivo supplémentaires seraient nécessaires pour
confirmer ces effets et définir une posologie adéquate (29, 36, 63, 77, 79, 81).

Enfin concernant les effets stimulant de I'immunité, il semblerait que les huiles
essentielles d’eucalyptus, de menthe et de gingembre ont permis un rétablissement de
immunité lorsque des phénoménes immunosuppresseur avait préalablement été mis en
place :ces huiles essentielles pourraient ainsi entrer dans les traitement des maladies

immunodépressives (66, 112, 113).

Des études ont également démontré les effets immunosuppresseurs des huiles
essentielles. On retrouve notamment I'huile essentielle de TeaTree, dont les études in vitro et
in vivo ont prouvé son action inhibitrice de la phagocytose et de la prolifération leucocytaire
via la diminution de sécrétion de toutes les cytokines pro-inflammatoires (51, 79, 94-96, 118,
121). Ces effets permettent cliniquement une diminution des symptomes inflammatoires
induits de maniére iatrogéne. Les études se contredisent cependant sur le réle que joue le
terpinene-4-ol sur ces effets. Un lien entre I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien est
également évoqué (104)

L'huile essentielle d’eucalyptus présente aussi des effets immunosuppresseurs
marqués, particulierement lors d’inflammation de I'arbre respiratoire. Une réduction de
linfiltration neutrophilique et des sécrétions bronchiques, permise par la réduction de
sécrétion de plusieurs cytokines pro-inflammatoires permet une réduction des signes
cliniques respiratoires induits de différentes maniéres (105-107, 122).

Les huiles essentielles de thym, lavande et menthe inhibent la sécrétion
d’immunoglobulines E lors de situation d’hypersensibilité, réduisant les conséquences
cliniques de dégranulation des éosinophiles et mastocytes (23, 103). Leur utilisation semble
ainsi intéressante dans les phénomeénes d’allergies et d’hypersensibilités. Toutefois, les
principes actifs majeurs de ces huiles essentielles étant différents, il serait pertinent d’étudier
les effets d’'un mélange de ces trois produits afin d’observer ou non une synergie, ce qui

permettrait de réduire les doses utilisées et donc les potentiels effets secondaires.
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Enfin, dans une grande partie des travaux analysés, les huiles essentielles ont été
administrées oralement et ont entrainé de ce fait des changements du microbiote. Ces
changements se traduisent notamment par la réduction des populations d’ Escherichia coli au
profit de lactobacilles et autres bactéries permettant une meilleure digestion : ils auraient un
effet bénéfique sur la santé et permettraient de meilleurs rendements, sans que I'on sache a

ce jour si une relation peut étre faite avec leurs effets sur le systéme immunitaire.

B) Limites

Nous venons de présenter une synthése des études dans lesquelles les effets
immunomodulateurs des huiles essentielles sont la plupart du temps significatifs. Toutefois,
interpréter les résultats observés dans leur globalité afin de dégager des certitudes sur les
effets immunomodulateurs des huiles essentielles s’avere délicat, pour différentes raisons.

Tout d’abord, les huiles essentielles employées dans les études n’ont pas toutes été
analysées avec précision afin d’en connaitre la composition précise. En effet nous avons vu
que la composition d’'une huile essentielle variait selon l'origine des matiéres premiéres
(espéces de plante, lieu récolte, ...) et selon leur mode d’extraction : c’est la notion de
chémotype. Or, lors de la présentation des effets d’'une huile essentielle provenant d’'une
méme plante, le chémotype varie selon les études. Tandis que certaines études présentent
des huiles essentielles issues du commerce sans en analyser précisément la composition
(38, 60), d’'autres en présentaient la composition précise en principes actifs (116). Enfin,
d’autres études employaient directement les principes actifs pour en étudier les effets : ce
type de travail isolé est intéressant pour essayer de connaitre les mécanismes
immunomodulateurs impliquant les effets des huiles essentielles, mais ne permet pas de
s’assurer d’'un effet in vivo d’'une huile essentielle qui se compose de nombreux autres
principes actifs dont la proportion varie fortement selon le chémotype employé (86).

Un autre obstacle a linterprétation des résultats présentés dans les études est
l'utilisation de mélanges d’huiles essentielles, employés lors de supplémentation in vivo
notamment. Ces études apportent la plupart du temps des résultats exploitables car des
effets immunomodulateurs significatifs ont été obtenus, permettant de proposer un produit
prét a 'emploi contenant de nombreux principes actifs, ce qui reste la finalité de tout

traitement médical. Toutefois, le fait de mélanger des huiles essentielles ajoute un paramétre
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d’incertitude supplémentaire a la compostions de l'additif utilisé, réduisant la possibilité
d’associer un principe actif ou une huile essentielle a un effet observé donné.

De plus, les modalités d'utilisation des huiles essentielles varient beaucoup selon les
études : méme si certaines variables sont semblables dans plusieurs articles (dges des
animaux, voies d’administrations, méthodes d’immunisation iatrogéne), d’autres paramétres
en plus de la composition des huiles employées sont trés variables. La posologie difféere
particulierement d’'une étude a une autre: en effet, les doses employées in vivo s’étalent de
10 (29) a 20000 mg/kg d’aliment (58, 71). |l en est de méme pour les durées de traitement et
d’observation des effets recherchés, allant de 3 jours (79, 110) a six mois (107). Aucun
protocole ne semble faire consensus, ce qui ne permet pas de comparer efficacement les
huiles essentielles entre-elles, ni d’obtenir les parametres pharmacocinétiques des principes
actifs des HE, qui sont systématiquement évalués pour des médicaments. Ainsi aucune
conclusion sur l'absorption, la distribution, la métabolisation et I'élimination des huiles
essentielles et de leurs principes actifs ne sera obtenue dans cette thése. On peut facilement
supposer que I'absorption des HE varie d’autant plus dans les études in vivo que les espéces
et les voies d’administration sont différentes : les HE sont parfois administrées localement
(application cutanée, eau de baignade) ou de maniére systémique (voie orale). La multitudes
d’especes intervenant dans les études modifie aussi les caractéristiques pharmacocinétiques
des huiles essentielles : les ruminants présentent par exemple un systéme digestif trés
différents des monogastriques, modifiant probablement I'absorption des huiles essentielles et
de leurs principes actifs. Aucune étude ne semble par ailleurs faire état des effets
immunomodulateurs des huiles essentielles sur les carnivores domestiques, ce qui est
regrettable car c’est sur ces espéces que la demande d’emploi est la plus forte, les
propriétaires d’animaux de compagnie souhaitant parfois avoir recours aux médecines
alternatives.

Les paramétres évalués in vivo ou in vitro afin de juger des effets immunomodulateurs
varient également d’'une étude a l'autre ce qui ne permet pas toujours de faire concorder les
résultats obtenus dans différents travaux. Cependant on retrouve tout de méme des
similitudes dans le choix des parameétres évalués, notamment pour l'activité de la
phagocytose in vitro, le comptage des population des leucocytes et le dosages des
immunoglobulines in vivo. Ainsi cette variabilité reste acceptable et le nhombre relativement
important d’études permet souvent de comparer les effets qu'ont les huiles essentielles sur

un parametre donné de I'immunité.
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Enfin, comme décrit en début de ce travail, les effets strictement anti-inflammatoires
des huiles essentielles ainsi que l'innocuité de celles-ci n‘ont pas été abordées, pour les
raisons citées préalablement. Il serait intéressant de rechercher si les huiles essentielles ne
sont pas toxiques aux doses employées dans les études avant d’envisager leur prescription
aux animaux. Leur utilisation en médecine ou en élevage serait ainsi limitée si les effets non
recherchés étaient supérieurs aux effets recherchés aux doses auxquelles une
immunomodulation est obtenue, d’autant plus que dans certaines études des effets
secondaires non négligeables ont été observeés. La toxicité consécutive aux résidus d’huiles
essentielles employées en élevage n'a pas non plus été abordée. Qu’elle concerne
'environnement ou bien le consommateur de produits issus de ces élevages, son
questionnement semble indissociable de l'utilisation réglementée des huiles essentielles en
élevage. Les limites maximales de résidus (LMR) sont obtenues au niveau européen. Il en
existe pour 21 huiles essentielles. A partir de celles-ci, seulement deux spécialités avec
autorisation de mise sur le marché (AMM) ont été développées a ce jour en France. Il s’agit
d’'un spray cicatrisant contenant les HE de lavande, romarin, thym et cypres, et une plaquette
d’apiculture destinée a la lutte contre Varroa destructor, qui contient de 'HE d’eucalyptus ainsi
que du thymol et du lévomenthol, les principes actifs des HE de thym et de menthe.
L'utilisation d’huiles essentielles comme médicaments immunomodulateurs en élevage n’est
donc pas d’actualité. Concernant les animaux de compagnie, la réalisation de préparations
extemporanées contenant des huiles essentielles doit obéir au principe de la cascade
thérapeutique, et donc n’étre réalisable qu’en cas d’indisponibilité ou d’absence d’une
spécialité dont l'indication correspond a la pathologie que I'on souhaite traiter. Cette situation
semble alors peu probable lorsqu’une immunosuppression est recherchée, compte tenu de la

multitude de spécialités immunosuppressives disponibles sur le marché.

C) Conclusion

Les huiles essentielles sont des substances encadrées dans leur définition et leur
fabrication. Pour autant, la composition d’'une huile essentielle d'une méme plante varie
sensiblement selon le mode d’extraction et surtout I'origine de la plante.

A ce jour, les études sur les effets immunomodulateurs des huiles essentielles
présentent pour la plupart d’entre elles des effets significatifs stimulants ou inhibiteurs de
limmunité.
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Certains résultats sont encourageants in vivo : certaines huiles essentielles telles que
celles issues du thym, de la cannelle et de l'origan par exemple présentent des effets
immunomodulateurs permettant une meilleure résistance aux maladies infectieuses chez les
animaux d’élevage. Cependant les études présentant ces effets n'ont pas pris confirmé
'innocuité des huiles essentielles aux doses employées, d’autant qu’aucun protocole
thérapeutique ne semble faire I'unanimité : méme si des additifs contenant des huiles
essentielles sont déja commercialisés, leur utilisation a grande échelle aux doses conseillées
par le fabricant parait a ce jour assez risquée et a la limite de la légalité en France.

D’autres huiles essentielles telles que celles de Tea Tree et d’eucalyptus semblent
quant a elles immunosuppressives et pourraient étre utilisées en temps que traitement
complémentaires lors de phénomeénes inflammatoires néfastes. Toutefois elles ont
principalement été étudiées in vitro, ainsi leur efficacité in vivo reste a confirmer dans d’autres
travaux.

De plus aucune étude ne fait mention de l'usage des huiles essentielles a visée
immunomodulatrice chez les carnivores domestiques, qui représentent une part non
négligeable des patients atteins de maladies immunitaires en pratique vétérinaire. Aucun
résultat immunomodulateur certain ne peut donc étre attendu lors de l'utilisation d’huiles

essentielles en médecine canine et féline.
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VIVIERS Paul

Effets immunomodulateurs des huiles essentielles en médecine vétérinaire : étude
bibliographique

Résumé :

L’engouement pour les huiles essentielles en médecine vétérinaire comme alternative thérapeutique est
croissant. De nombreuses propriétés leur sont prétée et notamment des effets immunomodulateurs. Nous avons
dans ce travail synthétisé les documents bibliographiques disponibles concernant les effets immunomodulateurs
des huiles essentielles mesurés chez les animaux ou au cours d’études in vitro.

Cette analyse a montré une grande variabilit¢ de résultats, fonctions du type d’étude (espéce animale,
posologie, voie d’administration) et du type d’huiles essentielles utilisées. Certains effets semblent toutefois
confirmés dans plusieurs études. Ainsi certaines huiles essentielles telles que celles de thym, de cannelle et
d’origan présentent des effets immunostimulants pouvant notamment permettre une meilleure résistance aux
infections chez les animaux d’élevage, améliorant leur santé et donc leur productivité tout en réduisant
I'utilisation d’antibiotiques. A l'inverse, d’autres huiles essentielles telles que celles de Tea Tree et d’eucalyptus
présentent des effets immunosuppresseurs pouvant aider au traitement des pathologies inflammatoires et auto-
immunes telles que les phénoménes d’hypersensibilité, et ainsi permettre de réduire les traitements de longue
durée des immunosuppresseurs classiques, dont les effets secondaires sont non négligeables au long cours. I
est toutefois important de souligner que trés peu d’études concernant l'innocuité des huiles essentielles sont
disponibles, ce qui limite les possibilités de leur prescription.

Mots-clés : Huiles essentielles, immunomodulation, immunostimulation, immunosuppression

Immunomodulatory effects of essential oils in veterinary medicine : a review

Abstract

The enthusiasm for essential oils in veterinary medicine as a therapeutic alternative is growing. Many properties
are lent to them, particularly immunomodulatory effects. In this work, we have synthesized the available
bibliographical documents concerning the immunomodulatory effects of essential oils measured in animals or in
in vitro studies. This analysis presents a great variability in results, depending on the type of study (animal
species, dosage, route of administration) and the type of essential oils used. However, some effects seem to be
confirmed in several studies. Thus certain essential oils such as those of thyme, cinnamon and oregano have
immunostimulant effects which can allow a better resistance to infections in farm animals, improving their health
and therefore their productivity while reducing the use of antibiotics. Conversely, other essential oils such as
those of Tea Tree and eucalyptus have immunosuppressive effects that can help in the treatment of
inflammatory and autoimmune diseases such as hypersensitivity phenomena, and thus make it possible to
reduce long-term use of conventional immunosuppressants whose side effects are real. However, it is important
to emphasize that very few studies concerning the safety of essential oils are available, which limits the
possibilities of their prescription.

Key words: Essential oil, immunomodulation, immunostimulation, immunosuppression
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