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Résumeé

Le Cordyceps est 1’un des champignons médicaux importants dans les pays asiatiques, en raison
de ses divers effets bénéfiques sur la santé humaine. Les activités pharmacologiques de I'extrait
de Cordyceps sont principalement axees sur les effets anticancéreux, antimetastatiques et de
modulation immunitaire. Une étude in vivo a été effectuée chez les rats afin de démontrer
expérimentalement la toxicité aigle et I’activité cicatrisante de 1’extrait aqueux de Cordyceps
militaris. La toxicité aigle a été évaluée sur les souris Swiss albinos a la dose unique de 5000
mg/Kg de poids corporel. De plus, des analyses biochimiques visant a étudier les principaux
effets toxiques sur les tissus et en particulier sur le cerveau, le foie et les reins effectuées sur les
échantillons de sang prélevés sur tous les animaux juste avant le sacrifice. Ainsi, le cerveau, le
foie et les reins ont été prélevés apres le sacrifice pour des observations microscopiques et des
analyses histologiques. Avant de commencer 1’application topique, une formulation de la
pommade de C. militaris a été appliquée sur la peau des rats pour le test d'irritation de la peau.
Des plaies ouvertes par excision de 2 cm? de diamétre ont été créé au-dessus de la colonne
vertébrale. Tous les produits ont été appliqués par voie topique sous forme de pommade. Les
parametres étudiés ont été les surfaces des plaies en utilisant la méthode de la planimétrie directe
ainsi que la vitesse de la contraction de la plaie. L’application de la pommade a été effectuée
tous les jours et les mesures ont été prises tous les 3 jours pendant 21 jours. Les résultats
montrent que I’extrait aqueux de C. militaris n’induit aucun effet toxique et aucun signe de
mortalité ou coma. Aussi, les examens histopathologiques des organes n'ont pas révélé de
changements pathologiques négatifs par rapport aux organes de témoin. La pommade de C.
militaris appliquée sur la peau n’a montré aucun signe d’inflammation (érythéme ou cedéme)
sur le dos des rats. Les résultats de I’activité cicatrisante ont exhibé une guérison observée apres
21 jours de traitement, un pourcentage d’inhibition 97,86% et 98,68%, pour C. militaris 5% et
10% respectivement, 97,28% pour Madécassol, 82,07% pour groupe placébo, 78,14% pour
groupe témoin. Cependant, I'effet a montré une activité statistiguement significative par rapport
au témoin. Eventuellement, les résultats obtenus de 1’application de la pommade de C. militaris
montrent que cet extrait accélére la cicatrisation. Il se pourrait qu’il exerce son activité
accélérant I’hémostase, en diminuant la phase inflammatoire, ce qui favorise 1’accélération de
la phase de re-épithétisation. L’étude histopathologie porté sur le tissu cutané des rats confirme
I’effet cicatrisant de 1’extrait aqueux de C. militaris.

Mots clés : Activité cicatrisante, Cordyceps militaris, in vivo, Madécassol, toxicité aigie, rats,
pommade



Abstract

Cordyceps is one of the important medical mushrooms in Asian countries, due to its various
beneficial effects on human health. The pharmacological activities of Cordyceps extract are
mainly focused on anticancer, antimetastatic and immune modulating effects. An in vivo study
was performed in rats to experimentally demonstrate the acute toxicity and wound healing
activity of Cordyceps militaris aqueous extract. Acute toxicity was evaluated in Swiss albino
mice at a single dose of 5000 mg/Kg body weight. In addition, biochemical analyses to
investigate the main toxic effects on tissues and in particular on the liver and kidneys were
performed on blood samples taken from all animals just before sacrifice. Thus, the brain, liver
and kidneys were collected after sacrifice for microscopic observations and histological
analyses. Before starting topical application, a formulation of Cordyceps militaris ointment was
applied to the skin of rats for skin irritation test. Open excision wounds of 2 cm? in diameter
were created above the spine. All products were applied topically as an ointment. The
parameters studied were the wound surfaces using the direct planimetry method as well as the
speed of wound contraction. The application of the cream was performed every day and
measurements were taken every 3 days for 21 days. The results show that the aqueous extract
of Cordyceps militaris does not induce any toxic effects and no signs of mortality or coma.
Also, histopathological examinations of the organs did not reveal any negative pathological
changes compared to the control organs. Cordyceps militaris ointment applied to the skin
showed no signs of inflammation (erythema or edema) on the back of the rats. The results of
the healing activity showed a healing observed after 21 days of treatment, a percentage of
inhibition 97.86% and 98.68%, for Cordyceps militaris 5% and 10% respectively, 97.28% for
Madecassol, 82.07% for placebo group, 78.14% for control group. However, the effect showed
statistically significant activity compared to the control. Eventually, the results obtained from
the application of C. militaris cream show that this extract accelerates healing. It could be that
it exerts its activity accelerating the hemostasis, decreasing the inflammatory phase, which
favors the acceleration of the re-epithetization phase. The histopathology study on the skin
tissue of rats confirms the healing effect of the aqueous extract of Cordyceps militaris.

Keywords : Healing activity, Cordyceps militaris, in vivo, Madecassol, acute toxicity, rats,
ointment



uadle

S8 oY) dsaa e de giia sube U (e ad Ll ey ) Jsall (8 degal) Aplall <y hadl) o0 Cordyceps iz
A Aclidl 5 CadiCall Cilalian g la pudl 3alizadll <l se ‘é...n\...ni Jiy Cordyceps ol 430 gall ddassy)
O bl paliiall o ad IS & 5ol bl Jalis 5 saladl dpaudl iy oyl e all awal) 83400 ) ¢l ya)
228/ 030 5000 W laie sas gde ja 4y pon guall clianll o il e 3aladl el anii o3 Cordyceps, militaris
Aot e At I Aaladl el il Al 50 ) 2 sl Al KU Jllall b ooty ) A8l sl 035 O
Al ) i 1S ,zﬁ@@mﬂ\dﬁam,@\@m;wzh,su\ pll Slie e ol g a5 g laall e dala
(s sall Babaill o) J sl a5 A oS g pSaall illaaSall Jal (e Al any S 5 281 5 all
2 a2 ki da ide g pa o L) Q5 alall g HlaaY ol il ala e C. Militaris a8 s (e sasiue g o
Ahasiuly = a mhl e 5l da s el Clladeall CilS a8 S Ui ge Cilatiall gpen Gaakai a3 (g 8l 3 gand) (358
gl Lasp 21 52al oLl 3 JS Ll 03 5 Ga g o all G = ) Gl Jame XSy plaal) el 48
Cla il G S 4 guadl 5 3l 50 e ciladle Vs daba BT 6l s YC. Militaris Sl palidiual o gl
Cleill cladle ol edai ol aSail eliaely 45 jlia dles A o <l s o e 0SS A pliae U da jall Al
7.97.86 Jandii dausty (@Ol (o Loy 2] 2y I salal) i) Lol il o jeal (o)) il ) geda o (Rady sl ales)
778.14 ¢ onn sl o) sl Ao sanal 782,07 ¢d sulSi0ld 797,28 « M sill e 7105 75 C. Militaris J <%.98.68
)l edai dledl) b Adaliall de ganalls 0 jlie dilian) AV @13 Alad i) ekl 885 3aalal) de ganall
&8 4l o slay 4l 05S O (S s8N e paliiuall 138 o) C. Millitaris s e Gadai (e Lele Jsaanll 2
zeal Ay Sl <@l Bale) As e g ) ey Lae eV As el Q& 55k e celBLY1 ay g

.C. Militaris J (Sl palaiondll aSlall Ll o) 5all als Aol o @y jal () (oam ol

A2 e ¢ O ¢Bala A ¢ JsulSala ¢ Al anal) 8 «Cordyceps, militaris ¢slail) hilds :4alie clals



INTRODUCTION



Introduction

Introduction

Les plaies sont le Résultat de blessures physiques, qui entrainent une rupture ou une
ouverture de la peau. Afin de restaurer 1’état fonctionnel perturbé de la peau, une cicatrisation
correcte de la plaie est cruciale. La cicatrisation des plaies est un processus complexe qui,
selon la gravité de la plaie, implique une cascade hautement coordonnée de réactions
immunologiques et cellulaires sur une période de temps donnée. Ce processus nécessite des
cellules sanguines, composants de la matrice extracellulaire (MEC), des cellules résidentes et
des médiateurs solubles, qui contribuent a restaurer I’intégrité des tissus (Makrantonaki et
al., 2017; Amadeu et al., 2003).

Le processus de cicatrisation peut étre Catégorisé en trois étapes ; la premiere étape est
la phase inflammatoire, Qui consiste en 1’établissement de I’homéostasie et de I’inflammation.
La deuxieme étape est la phase proliférative, qui comprend la granulation, La contraction et
I’épithélialisation. Enfin, la troisiéme étape est la phase de remodelage. Au cours de laquelle
la force et I’apparence du tissu cicatrisé sont déterminées (Belachew et al., 2020).

La recherche de nouveaux composés efficaces qui améliorent la cicatrisation des plaies
est un nouvel interét dans les sciences biomédicales modernes. De nos jours, de nombreux
chercheurs s’intéressent a la phytomédecine en raison de la capacité de diverses plantes a
guérir les plaies par le biais d’un processus de guérison, par des voies de réparation naturelles.
Plus de 70 % des produits pharmaceutiques destinés Pour la cicatrisation des plaies dépendent
principalement des plantes, mais seulement 20 % de ces produits dépendent de composés
minéraux (Elkhateeb et al., 2019; Lindequist et al., 2005).

L’¢tude de l’effet des champignons sur la cicatrisation des plaies est cruciale. En
outre, les résultats dépendent principalement du type de champignon, de sa souche, de la
composition du milieu de culture pour le champignon, de la Partie du champignon utilisée
dans 1I’étude (spores, mycéliums, corps fructiféres), ainsi que les méthodes de production de
ses principes actifs (le milieu de suspension, 1’extractant) (Kumarasamyraja et al.,2012;
Lindequist et al., 2005).

Parmi de nombreuses espéces de champignons ont été utilisées il y a longtemps dans
les médecines traditionnelles. Le Genre Cordyceps, nom donné aux champignons sur les
insectes et son existence est connue depuis 2000 avant J.-C. Le Champignon médicinal
(espéce Cordyceps) est une source abondante de produits naturels utiles ayant diverses

activités biologiques (Gu et al., 2007). L’un des plus importants médicaments traditionnels
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chinois, qui appartient a la classe des Ascomycetes. Il a été Largement utilise comme
médicament brut et comme aliment tonique populaire en Asie orientale (Ying et al., 1987). Il
contient de nombreux types de composants actifs (comme La cordycépine, les
polysaccharides, 1’ergostérol, le mannitol, etc.). En raison de ses diverses activités
physiologiques, il est maintenant utilisé a de multiples fins médicinales (Mizuno et al., 1999;
Nag et al., 2005).

Le présent travail s’inscrit dans 1’objectif d’évaluer I’effet cicatrisant d’une créme a
base de champignon C. militaris dans un modeéle de plaie expérimentales chez le rat de souche
Wistar.

Notre mémoire de fin d’études est divisée en deux parties :

- Partie théorique est développé en trois chapitres : le premier commengant par une
définition de la peau et ses composants, puis mentionné les blessures et les brdlures qui
I’affligent et en fin proposé une forme pharmaceutique (pommade et gel) pour traiter et
enlever les cicatrices de la peau. Le deuxieme chapitre est consacré a une étude
bibliographique sur la phytothérapie. Par contre, Le troisieme rassemble des données
bibliographiques sur le C. militaris.

- Partie expérimentale regroupe le matériel et les méthodes utilisées et les résultats
obtenus a partir de I’extrait aqueux de C. militaris, suivie par une discussion.

Enfin, Ce travail a été complété par une conclusion générale donnant une synthese des
résultats obtenus et résumera 1’essentiel du travail réalisé, Suivis des perspectifs devant faire

I’objet de travaux programmés.
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Partie bibliographique Peau et cicatrisation

1.1. La peau

La peau est un organe indispensable a la survie du corps humain, auquel elle assure
notamment une protection vis-a-vis de I’environnement. Il est donc important qu’elle
conserve ses propriétés physio logiques afin de ne pas affecter 1’homéostasie corporelle.
Cependant, son intégrité peut étre altérée de différentes maniéres au cours de la vie (brdlure,
coupure, déchirure...). Un processus de cicatrisation se met alors en place afin de combler la
perte de tissu, permettant ainsi a la peau de retrouver son role barriére. L’enveloppe cutanée
peut également étre le siege de différents cancers épithéliaux plus ou moins invasifs.
Une coopération semble s’établir entre les cellules cancéreuses et le stroma tumoral, ce qui
renforce le caractére invasif de la tumeur. Le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques dirigées contre le stroma tumoral pourrait donc constituer une alternative
intéressante afin d’améliorer la prise en charge des patients atteints par des cancers cutanés
particulierement envahissants (Pierrick, 2016).
1.1.1. Les différentes couches de la peau

La peau est composée de trois compartiments distincts, I’épiderme, le derme et

I’hypoderme (Fig. 1).

Poil i

Couche cornée

Quverture d'une
Glande sudoripare

Glandé sébacée

Muscle horripilateur

Tissu sous-cutané

Hypoderme

Terminaisons nerveuses
. Vaisseaux sanguins

Glande sudoripare Muscle

Figure 1: Représentation schématique de la peau. E: Epiderme; K: Kératine; D: Derme; SC: Tissu
sous-cutané; GE: Glandes eccrines; CE :Les canaux (Pierrick, 2016; Stevens et al.,
2008).

1.1.1.1. Epiderme

L’¢épiderme est la couche en contact direct avec ’environnement extérieur, elle
protege l’organisme contre celui-ci. Elle empéche les agents pathogenes d’envahir
I’organisme et maintient 1’eau et les nutriments en son sein. Elle a une épaisseur moyenne de
100 um, mais celle-ci peut varier considérablement selon la région du corps (Kanitakis,
2002).
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L’épiderme est un épithélium pavimenteux stratifi¢é kératinisé constitu¢ de cellules
vivantes : les kératinocytes ainsi que des mélanocytes, cellules de Langerhans et de Merkel
(Fig. 2) (Girotti, 2006).

Cellule de Langherans

Couche , = ————
. e i s
cornée —f
= , Iz Kératinocyte
~ f 1 ,-i
” o g < . 3 ‘ ] l(v
= &~ et P, A7\ )"""7
- - . < N
< : - : / ‘\ .. p-
Membrane T Tk o®
basale L
Melanocyte

Figure 2 : Les différentes cellules de I'épiderme (Redon-Clauzard, 2003).

1.1.1.1.1. Population cellulaire de I’épiderme
1.1.1.1.1.1. Les kératinocytes

Les kératinocytes représentent 80 % des cellules épithéliales. Synthétisés au niveau
de la couche basale, se différenciant au fil de leur diffusion et en s’éloignant de la jonction
dermo-épidermique. Les kératinocytes se transforment en kératine, et sont responsables de la
résistance du tissu. Au niveau de la couche cornée, les kératinocytes morts appelés
cornéocytes, sont éliminés par desquamation caractérisée par un cytoplasme rempli de
tonofilaments et un feuillet interne épaissi. Leur renouvellement est assuré par l'activité
permanente de la couche basale (Tsatmali, 2002).
1.1.1.1.1.2. Les mélanocytes

Les mélanocytes constituent 5 % des cellules totales de 1’épiderme. Ils sont situés au
niveau de la couche basale de 1’épiderme et sont en contact avec les kératinocytes
environnants grace a de nombreuses dendrites.

La présence de mélanocytes dans I’épiderme et le follicule pileux résulte d’un
phénomene de migration et de différenciation de certaines cellules de la créte neurale dérivée

de I’ectoblaste au cours de I’embryogenese. Le moment a partir duquel ces cellules de la créte
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neurale s’engagent dans une voie de différenciation pigmentaire n’est pas connu avec
précision. Les précurseurs des mélanocytes sont dénommés mélanoblastes, et atteindront leur
stade final de différenciation dans 1’épiderme. Une partie des mélanoblastes migre de
I’épiderme vers les follicules pileux.

Les mélanocytes produisent la mélanine. Substance responsable de la couleur de la
peau, son role est de protéger les tissus des effets du soleil. Ces pigments photo-protecteurs
ont en effet la propriété d'absorber les rayonnements de 200 a 2000 nm (Dréno, 2009).
1.1.1.1.1.3. Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans appartiennent au groupe des cellules dendritiques
présentatrices d’antigéne au lymphocyte T. Produites au niveau des organes
hématopoiétiques, elles migrent vers 1’épiderme ou elles sont considérées comme des cellules
dendritiques. Le role des cellules de Langerhans est de capturer les antigeénes, d’en assurer
I’endocytose et de les réexprimer a leur surface avec les molécules de classe Il du complexe
majeur d’histocomptabilité (CMH) pour activer les lymphocytes T (Dréno, 2009).
1.1.1.1.1.4. Les cellules de Merkel

Au sein de I’épiderme, les cellules de Merkel (CM) sont des acteurs-clés du systeme
neuro-endocrino-immuno-cutané. Elles envoient des prolongements dendritiques entre les
kératinocytes et les cellules de Langerhans et peuvent former des synapses avec des neurones
sensoriels, par ailleurs se sont des mécanorécepteurs a adaptation lente de type | responsables
de la sensation tactile fine, celle du pianiste ou du lecteur de braille, par exemple ; elles
détectent par leur microvillosités les déformations localisées, proches d’elles et libérent des

neuromédiateurs vers les fibres nerveuses voisines (Maricich, 2009).
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1.1.1.1.1.5. Organisation de I’épiderme

Couche cornée

E | Couche granuleuse
P
I
D
E
R Couche épineuse
M
E
Couche basale

Mélanocyte

Figure 3: Couches cellulaires de I'épiderme. D:Derme; G:Couches granuleuse; B:Couche basale;
S:Couche des cellules a épines; C:Couche de kératine (Ackerman et al., 2006; Stevens et
al., 2008).

On peut distinguer, de I’intérieur vers 1’extérieur :
- la couche basale ou germinative = stratum germinativum
- la couche épineuse (corps mugueux de Malpighi) = stratum spinosum
- la couche granuleuse = stratum granulosum
- la couche cornée = stratum corneum (Matini, 2003).
Le stratum basali (membrane basale)

Formée de I’ensemble des kératinocytes directement en contact avec la jonction
dermo- épidermique (JDE) sur laquelle ils s’accrochent. Ils forment une seule assise de
cellules cylindriques, relativement claires, au cytoplasme et au noyau allongés avec un grand
axe perpendiculaire a la jonction dermo-épidermique (Venereol, 2005).

La couche épineuse (couche des acanthocytes, couche de Malpighi, Stratum spinosum)

De forme polyédrique dans les couches profondes, les cellules de la couche
spinocellulaire s’aplatissent progressivement vers les régions les plus superficielles. Les
cellules sont connectées entre elles et a la couche basale par des desmosomes. Des
tonofibrilles (filaments de cytokeratine) pénétrent dans les prolongements cytoplasmiques des
keratinocytes et constituent le cytosquelette, assurant une certaine rigidité. Dans les couches
supérieures, des granules font leur apparition dans le cytosol, marquant la transition avec la

couche granuleuse (Kenneth et al., 2002).
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La couche granuleuse (stratum granulosum)

De plus en plus aplaties, les cellules de la couche granuleuse voient progressivement
disparaitre leurs prolongements cytoplasmiques. Elles contiennent un grand nombre de
granules intracytoplasmiques. On distingue deux types de granules. Les granules
intracellulaires de keratohyaline et les keratinosomes. Les keratinosomes sont entourés d’une
membrane d’origine golgienne et contiennent de nombreuses lamelles orientées parallélement
a leur surface. Ces granules, libérées par exocytose, sont supposées étre les précurseurs des
lamelles intercellulaires du stratum corneum. Des enzymes hydrolytiques y sont egalement
associees et participent au processus de desquamation en déstructurant les desmosomes
(Kenneth et al., 2002).

La couche cornée (stratum corneum)

Formée de 5 a 10 assises de cornéocytes, cellules lamelleuses aux limites
cytoplasmiques indistinctes qui desquament a la surface de la peau, assurant un réle de
barriere.

Ces différentes couches épidermiques sont intimement liées entre elles. La cohésion
intercellulaire est renforcée par la présence de desmosomes dont le nombre augmente au cours
de la différenciation. Le processus de kératinisation s’accompagne d’importantes
modifications biochimiques telles que I’expression de nouvelles kératines acides et basiques
et de nouvelles protéines de I’enveloppe des cornéocytes comme 1’involucrine et la
kératolinine qui sont des marqueurs de la différenciation terminale (Kenneth et al., 2002).
1.1.1.2. Le derme

Le derme est le tissu conjonctif de soutien de la peau. Il assure les propriétes
mécaniques nécessaires au maintien de I’intégrité cutanée, mais présente également des
réseaux denses vasculaires et lymphatiques permettant I’apport de nutriments a 1’épiderme. 11
contient essentiellement des fibroblastes et une matrice extracellulaire (MEC) formée
principalement de collagéne et d’élastine (Lugo et al., 2011).

Dans sa partie supérieure, le derme papillaire est en contact direct avec la JDE avec
laquelle il forme des invaginations caractéristiques appelées “papilles dermiques”. Il est
compos¢ d’une MEC lache de collagene, de type I majoritairement, et posséde une densité
cellulaire élevée due a la présence de fibroblastes responsables de la Production et du
remodelage de la MEC et de cellules immunitaires assurant la défense de 1’organisme.

Le derme constitue aussi le siege d’implantation des annexes cutanées comme les

glandes sébacées, les glandes sudoripares et les follicules pileux (Mélissopoulos et al., 2012).
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Le derme réticulaire, en profondeur, est formeé de fibres plus épaisses de collagene de
type I. Il est, de ce fait, plus dense et également moins cellularisé.

Véritable charpente de la peau, il est constitué de cellules fixes que sont les
fibroblastes et de cellules mobiles que sont les cellules sanguines. A ces cellules s’associent
des fibres de collagene, d’¢lastine et de réticuline. La cohésion de 1’ensemble est assurée par
la substance fondamentale constituée essentiellement de mucopolysaccharides et parmi eux
I’acide hyaluronique identifiée par le bleu de toluidine. Au sein du derme se trouvent les
vaisseaux qui s’arrétent a la couche basale de I’épiderme, ce dernier ne contenant pas de
vaisseaux, ce qui est important a savoir (Dréno, 2009).

C’est au niveau du derme que sont retrouvées les annexes cutanées telles que les
bulbes pileux, les glandes sébacées et les glandes sudoripares (Wong et al., 2016).
1.1.1.2.1. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau structuré et complexe de diverses
macromolécules secrétées de nature protéique et glucidique et d’enzymes protéolytiques. La
MEC lie entre elles des cellules homologues ou hétérologues et les organise en tissus (seuls
les étres unicellulaires n’ont pas de MEC). Elle fournit une charpente structurale et protectrice
qui rend possible 1’organisation et les propriétés physiques des tissus des étres pluricellulaires.
Elle régule la disponibilité de facteurs de croissance qui, en interagissant avec des récepteurs
de la surface cellulaire, vont influencer 1’activité des cellules permettant de gérer les
événements développementaux et homeéostatiques (Ramirez et al., 2004; Huxley-Jones et al.,
2008).
1.1.1.2.1.1. Composition de la matrice extracellulaire

L’espace qui entoure les cellules, appelé espace extracellulaire, contient un ensemble
de macromolécules, polysaccharides ou glycosaminoglycanes (GAGS), protéines fibreuses,
sels et eau, que 1’on désigne sous le nom de MEC. La MEC est présente a tous les niveaux de
I’organisme, mais son abondance et sa composition varient selon les tissus : trés abondante
dans les tissus conjonctifs laches, plus spécifique dans les tissus osseux et cartilagineux, trés
pauvre entre les cellules épithéliales (Labat-Robert et al., 2005).
1.1.1.3. Hypoderme

L’hypoderme qui constitue le compartiment le plus profond, permet d’ancrer la peau
aux fascias des muscles et des os. Il s’agit d’un tissu conjonctif lache contenant des lobules
d’adipocytes mais également un réseau vasculaire trés dense. Il a pour fonction de protéger
des chocs, mais il est aussi impliqué dans la thermorégulation et le métabolisme énergétique

via le stockage d’acides gras (Alexander et al., 2015).
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L'hypoderme, appelé encore tissu sous-cutane, est situe sous le derme. Il est composé
d'un tissu conjonctif lache contenant des adipocytes et des fibres de collagéne. 1l comprend
deux parties : une partie superficielle, le pannicule adipeux formé de lobules d'adipocytes, et
une partie profonde ou couche fibreuse qui est reliée au derme par du tissu conjonctif dense,
les ligaments cutanés. L'hypoderme est richement vascularise. Cette propriété permet la
capture rapide de médicaments injectés a son niveau. Il contient également des récepteurs
sensitifs encapsulés, les corpuscules de Vater-Pacini (Gérard et al., 2016).

Il intervient dans le stockage et la libération des lipides. C'est un organe endocrinien
qui synthétise et sécrete des adipokines, qui peuvent agir au niveau local ou par voie
systémique et influencer tous les autres organes impliqués dans la physiologie. Mais il joue
également un réle fondamental dans la thermorégulation par le caractere isolant de la graisse.
Il protége l'organisme des chocs. Ainsi, au niveau du talon, la graisse des lobules est semi-
liquide et la division du pannicule adipeux réalise des chambres de pression hydraulique,

absorbeur de pression (Fig. 4) (Gérard et al., 2016).

Figure 4 : Représentation schématique et coupe histologique du tissu adipeux sous-cutané montrant
des adipocytes. W avec un noyau N a la périphérie. Les adipocytes sont en contact avec la
circulation sanguine via des artérioles (non visible ici) qui se ramifient a partir des arteres
les plus larges A et des veines V (Shen et al., 2005).

I.1.1.4. Les annexes cutanées

Les annexes cutanées regroupent les glandes cutanées qui sont les glandes

sudoripares eccrines, les glandes sudoripares apocrines et les glandes sébacées (Dréno, 2009).

La formation des glandes annexées a la peau se fait grace a une interaction épithélio-

mésenchymateuse (Fig. 5) (Gérard et al., 2016).
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Tige pilaire
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Glande sébacée Muscle pilo-moteur

Bulge

Glande sudoripare
eccrine

Bulbe

Follicule pileux
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Figure 5 : Les annexes cutanées. PM:Cellule prémédullaires; PC:Cellules précorticales; PCu:Cellules
précuticulaires; MV:Membrane vitrée; PP: Papille du poil; CG:Cellules germinatives
(Barry, 2001; Stevens et al., 2008).

1.1.1.4.1. Follicules pileux et poils

Les poils sont des structures kératinisées qui dérivent d'invaginations des couches de
I'épiderme. Le follicule pilo-sébacé comporte le poil et ses gaines, la glande sébacée et un
muscle arrecteur (Gérard et al., 2016).
1.1.1.4.2. Glandes sébacées

Les glandes sébacées sont annexées aux poils constituant ainsi le follicule pilosébacé
(Dréno, 2009).

Dans la majorité des cas, les glandes sebacées sont en relation avec un follicule
pileux et se forment a partir d'un bourgeon de la gaine épithéliale externe du follicule. Ce
bourgeon s'enfonce et se ramifie dans le derme. Les glandes sébacées sont actives pendant la
période feetale et participent a la formation du vernix caseosa protecteur qui recouvre le
nouveau-né. Apres la naissance, les glandes sébacées deviennent inactives et reprennent leur
activité dans les deux sexes avec l'apparition des androgenes. Elles sécrétent alors le sébum.
Dans certaines régions particulieres comme le gland et les petites lévres de la vulve, ces
glandes se forment directement a partir des couches de I'épiderme (Fig. 6) (Gérard et al.,
2016).
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Follicule pilo-sébacé
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Figure 6 : Le follicule pilo-sébacé. A:Schéma d'un follicule pilo-sébacé. B:Schéma des couches de la
glande sébacée. C:Coupe transversale d'un follicule pilo-sébacé (Schoévaért et Anne-
Marie, 2016).

1.1.1.4.3. Glandes sudoripares ou sudorales

Les glandes sudoripares eccrines sont nombreuses, en moyenne 2 a 5 milliards chez
I’homme. Elles élaborent un liquide aqueux, incolore et salé¢ que 1’on appelle la sueur. Ce sont
de glandes exocrines avec un canal excréteur directement abouché a I’extérieur (Dréno,
2009).

Ces glandes cutanées dérivent de I'épiblaste. Ce sont des invaginations épidermiques
qui s'enfoncent dans le derme sous-jacent. Elles apparaissent vers la 16eme semaine de
développement et forment un bourgeon plein. Ce bourgeon se creuse progressivement et son
extrémité distale se pelotonne pour former la partie sécrétrice de la glande. Des cellules

myoépithéliales lui sont associées (Fig. 7) (Gérard et al., 2016).
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Figure 7 : Glande sudoripare eccrine. A:Schéma d'une glande sudoripare ; B:Coupe transversale d'une
glande sudoripare (Schoévaért et Anne-Marie, 2016).
1.2. Cicatrisation

La cicatrisation, est un phénomeéne physiologique qui permet la restauration de
I’intégrité de la peau apres une lésion, en suivant plusieurs étapes dépendantes les unes des
autres (Franz, 2007). Les principaux facteurs de ce processus sont : 1’hémostase,
I’inflammation, la prolifération cellulaire et le remodelage. Le temps de cicatrisation dépend
de plusieurs facteurs intrinseques comme la profondeur de la plaie, et des facteurs
extrinséques comme 1’dge, 1’état nutritionnel, infection associée, I’alitement et les
comorbidités (Bagheri, 2018).

Un retard de cicatrisation peut survenir en cas de défaillance d’une ou plusieurs
étapes de ce processus qui peut étre d’origine métabolique, cardiovasculaire, infectieuse ou
immunitaire, et ralentir de ce fait la cicatrisation de la plaie (Bagheri, 2018). Les plaies
représentent un probléme clinique lorsque la prise en charge est mal codifiée et ceci peut
évoluer vers une infection sévére et une anomalie de cicatrisation (Boucher et al., 2017).
1.2.2. Cicatrisation des plaies

Apreés une agression, la peau perd son intégrité, pour cela elle tente de se régénérer
afin de continuer a protéger I’organisme. La recherche sur les plaies a permis de définir quatre
processus ou étapes de réparation tissulaire (Moulin, 2001).

1. Hémostase

2. Inflammation

3. Prolifération (également appelée granulation et contraction)

4. Remodelage (également connu sous le nom de maturation)
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Ces étapes de la cicatrisation sont interdépendantes, elles ne sont pas strictement
séparées dans le temps mais se chevauchent (Hé, 2006).
1.2.3. Description des processus fondamentaux de la cicatrisation

La cicatrisation est un phénomene continu comportant quatre phases : les phases
vasculaires et de détersion pouvant étre réunies au sein du processus inflammatoire, suivies
des phases de réparation (phase proliférative) et de maturation (phase de remodelage). Toutes
ces phases sont interdépendantes et se chevauchent sans séparation stricte dans le temps (Fig.
8). Les caractéristiques de durée et d’intensité pour chaque phase, varient en fonction de la

plaie et du mode de cicatrisation (Hé, 2006; Kumar et al., 2007; Guo et Dipietro, 2010).

/00

Contraction
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Dépbt de
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,. , \ Jours
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Figure 8 : Ordre séquentiel des phases de la cicatrisation adaptée d’aprés (Kumar et al., 2007).
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Tableau 1 : Phases de la cicatrisation des plaies (Kane, 2006).

Phase de Temps apreés la Cellules impliquées en phase Fonction ou activité
cicatrisation perte d’intégrité de cicatrisation
Hémostase Immédiat Plaquettes - Coagulation

- Libération des facteurs de

croissance
Inflammation  Jours 1-4 - Neutrophiles - Phagocytose
- Macrophages
- Monocytes
Prolifération  Jours 4-21 - Macrophages - Remplissage de la cavité de la plaie
(granulation et - Péricyte - Rétablissement de la fonction de la
contraction) - Lymphocytes peau
- Angiocytes - Fermeture de la plaie
- Neurocytes
- Fibroblastes
- Kératinocytes
-Cellules épithéliales
Remodelage  Jours 21-2 ans - Fibrocytes - Développement de la résistance a la
(maturation) - Fibroblastes traction

1.2.2.1. Processus fondamentaux de la cicatrisation

Au moment de la blessure, le tissu est 1ésé et les plaquettes adhérent au collagene et
libérent des facteurs de coagulation, le PDGF et le TGF-B pour initier le processus de
réparation (Diegelmann, 2004).
1.2.2.1.1. Phase d'inflammation

L’inflammation est une réponse vasculaire et cellulaire qui défend le corps contre les
substances étrangeres et dispose des tissus morts afin que la réparation puisse procéder. Elle
implique une migration des neutrophiles en marge de I'incision (Fig. 9), en direction du caillot
de fibrine. (Elzayat et al., 2018).

Les plaguettes facilitent non seulement la formation d'un bouchon hémostatique
statique, mais sécrétent également plusieurs médiateurs de la cicatrisation de la plaie, tels que
le facteur de croissance dérivé des plaquettes, qui attirent et activent les macrophages et les
fibroblastes (Singer et Clark, 1999).
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Figure 9 : Phase inflammatoire (Singer et Clark, 1999).

1.2.2.1.1.1. Phase vasculaire

La plupart des plaies cutanées comportent des effractions vasculaires, qui entrainent
I'irruption du sang en dehors des vaisseaux ; les pertes sanguines causées par la breche
vasculaire sont limitées par une vasoconstriction locale associée a une agrégation des
plaquettes sanguines ; ces dernieres adherent au niveau des parois endothéliales et forment le
clou hémostatique de Hayem qui assure 1I’hémostase primaire et initie la coagulation
plasmatique. Les plaquettes activées amplifient ’hémostase primaire en induisant I’adhésion
d’autres plaquettes et en renforcant la vasoconstriction par le biais des médiateurs qu’elles
secrétent. Par ailleurs, les cellules endommagées liberent de la thromboplastine qui déclenche
une cascade de coagulation qui conduit a la transformation du fibrinogéne en fibrine. Cette
derniére s’agglutine avec les plaquettes pour former le caillot sanguin appelé clou
hémostatique secondaire. Ce caillot permet, d’une part de rétablir 1'étanchéité de la peau et
d’autre part de servir de matrice pour la migration cellulaire durant les phases subséquentes de
la cicatrisation (Margetic, 2012).
1.2.2.1.1.2. Phase de détersion cellulaire

C’est une phase catabolique de phagocytose et de lyse qui débute trés tot apres la
constitution de la plaie et ne s’arréte qu’apres élimination de tout matériel (bactéries, débris
nécrotiques, exces de fibrine, corps étranger...) pouvant entraver la cicatrisation. Les premiers
leucocytes a arriver au niveau de la plaie sont les granulocytes neutrophiles qui ont comme
role le controle de I’infection, (phagocytose des bactéries, des débris tissulaires et des

complexes immuns).
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Apres une durée de vie bréve (moins de 2 a 3 jours lors d’inflammation), ces
leucocytes dégenerent rapidement et meurt en libérant des enzymes lytiques de leurs
lysosomes ainsi que des métabolites a effet phlogogéne (radicaux oxydants, LTB4) qui
participeront a la lyse des débris cellulaires nécrotiques. L’ensemble exsudat inflammatoire,
leucocytes dégenérés, et tissus nécrosés forment un exsudat ayant les mémes caractéristiques
que le pus (Johnston, 1992; Fowler, 1993).
1.2.2.1.2. Phase proliférative

En raison de I’importance des proliférations cellulaires, cette phase regroupe deux
grands phénomeénes anaboliques : la formation du tissu de granulation et 1’épidermisation qui
va recouvrir ce tissu (He, 2006).
1.2.2.1.2.1. Formation du tissu de granulation

Parallelement a la détersion, se met progressivement en place le « tissu de
granulation » ou « tissu de bourgeon charnu » qui va combler la perte de substance résultant
de I’agression et de la détersion (Verola, 2006). Ce tissu transitoire est constitué de
fibroblastes (et myofibroblastes) synthétisant du collagene et les autres éléments de la matrice
extra cellulaire et d’une riche vascularisation issue de la néo-angiogenése. La formation du
tissu de granulation ne concerne que les zones de la plaie correctement préparées lors de la
phase de détersion. En effet, sur une méme plaie, certaines zones peuvent présenter une
progression du tissu de granulation, alors que d’autres zones sont encore en phase de détersion

(Fig. 10) (Hé, 20086).
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Figure 10 : Phase proliférative (Singer et Clark, 1999).

1.2.2.1.2.2. Contraction de la plaie

La contraction de la plaie permet la diminution de sa surface grace a un mouvement
centripete des berges de la plaie. Cette contraction est inconstante et dépend de la nature de la
plaie, de sa localisation, de son mode de cicatrisation et de I’importance de perte de
substances. Elle dépend également de la constitution de la peau, ainsi elle est importante chez
les espéces a peau tres lache (rat), mais limitée chez les espéces a peau épaisse et immobile
comme I’homme (Deleage, 2011).

La contraction débute lorsque le tissu de granulation comble entierement la perte de
substance et s’arréte, lorsque les marges de la plaie entrent en contact. Deux modeles de
contraction sont proposes : le 1¥ modele privilégie I’action des myofibroblastes situées aux
marges de la plaie ; le 2°™ modgle attribue le phénoméne aux contractions des fibroblastes du
tissu de granulation. Plusieurs auteurs suggérent une combinaison de ces deux modeles. Avec
une importance variable de chaque modeéle en fonction des espéces (Deleage, 2011).
1.2.2.1.2.3. Epithélialisation ou épidermisation

La ré-épithélialisation est une étape importante pour le rétablissement de la
continuité de la peau, lui permettant de récupérer ses capacités de protection contre le
dessechement et les autres agressions du milieu extérieur.

L’¢épithélialisation débute dans les 24 premieres heures et elle est généralement

entierement terminée apres deux semaines, notamment dans les plaies superficielles. Dans les
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plaies profondes, sa durée dépend de la qualité du bourgeon de granulation (Gerbault, 1999).
Les kératinocytes baseaux des berges de la plaie (mais aussi des follicules pileux et des
canaux des glandes eccrines) subissent une série de changements morphologiques et
projettent des lamellipode (Sarret et al., 1993). Elle se libérent de leurs attaches dermiques et
entament par la suite une migration vers les zones déficitaires de facon centripéte, et parfois
centrifuge en cas de présence d’ilots épidermiques intacts (Sarret et al., 1993). La migration
épithéliale prend fin lorsque les cellules entrent en contact avec les cellules épithéliales du
bord opposé (phénoméne d’inhibition de contact).

Quand la perte de substance est étendue, la migration cellulaire seule n’est pas
suffisante pour la réparation épithéliale qui necessite alors une intensification des mitoses des
cellules épithéliales. Cette activité mitotique accrue concerne essentiellement les cellules
épithéliales périphériques éloignées des marges de la plaie (Fowler, 1993).

En présence d’une crolite ou d’un caillot, les cellules épithéliales migrent sous la crolite puis
sécrétent diverses protéases et collagénases capables de dissoudre la base de la crolte qui
tombe une fois les cellules épithéliales ont recouvert toute la perte de substance (Hé, 2006).
1.2.2.1.2.4. Processus de maturation

Apres la réparation de toutes les couches cutanées, la cicatrice continue d’étre
remodelée pour augmenter sa résistance et ses qualités au cours du processus de maturation.
Ce dernier est dominé par le remodelage du tissu conjonctif néoformé associé a des
modifications touchant I’épiderme et les annexes épidermiques avec restauration de la
vascularisation et de I’innervation.
1.2.2.1.3. Phase de remodelage

Apres la réparation de toutes les couches cutanées, la cicatrice continue d’étre
remodelée pour augmenter sa résistance et ses qualités au cours du processus de maturation.
Ce dernier est dominé par le remodelage du tissu conjonctif néoformé associé a des
modifications touchant 1’épiderme et les annexes épidermiques avec restauration de la
vascularisation et de I’innervation (Cherif, 2016). Une accumulation continue de collagene et
une prolifération de fibroblastes. 1l y a une réduction marquée de l'infiltration de leucocytes et
de l'eedeme. La phase implique la synthése de fibres de collagene, entrainant une
augmentation de la résistance a la traction de la peau (Elzayat et al., 2018).
1.2.2.2. Les facteurs influencant la cicatrisation

La cicatrisation est optimale en termes de vitesse et de qualité lorsque les facteurs
nécessaires a la cicatrisation sont adéquats et que ceux qui s’y opposent sont controlés ou

absents. Si on connait de nombreux facteurs qui s’opposent a la cicatrisation, ceux qui la
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favorisent ne sont pas encore parfaitement définis. Ces facteurs peuvent étre physiques liés a
I’environnement de la plaie, endogeénes ou exogeénes (Hosgood, 2003).
1.2.2.2.1. Facteur infectieux retardant la cicatrisation

La présence de bactéries dans une plaie peut entrainer :

* Une contamination : présence de bactéries dont le nombre n’augmente pas et
n’entraine pas de probléme clinique.

* Une colonisation : les bactéries se multiplient mais sans endommager les tissus de la
plaie.

» Une infection : les bactéries se multiplient, entrainant des dommages aux tissus de la
plaie (infection locale) et une interrompions de la cicatrisation. Les bactéries peuvent
produire une dissémination de I’infection a proximité de la plaie ou entrainer une
infection systémique (Wuwhs, 2008).

L’infection localisée est souvent caractérisée par les signes classiques de
I’inflammation ; néanmoins, les bactéries (particulierement en cas de plaies chroniques)
peuvent entrainer un retard (ou un arrét) de la cicatrisation, en 1’absence de tels signes
d’inflammation. Ce type plus discret d’infection localisée est désigné par le terme de «
colonisation critique » ou d’infection « dissimulée » ou « occulte » (Wuwhs, 2008).

Une prolifération bactérienne excessive consomme de 1’oxygene et du complément,
abaisse le pH de la plaie, et entraine la production de toxines. Ces facteurs peuvent entrainer
une lyse cellulaire, une dégradation de la matrice extracellulaire, une favorisation de
microthromboses avec comme conséquence un retard ou une interruption de la cicatrisation
(Senet et al., 2000).

Selon leur gravité, les infections ont des conséquences variées sur la cicatrisation des
plaies. - Une infection minime ne fera que prolonger la phase de détersion ; en revanche, une
infection plus importante pourra entrainer une extension des foyers de nécrose et une
importante prolongation de la phase de détersion, retardant considérablement la cicatrisation. -
La cicatrisation peut s’arréter au stade d’inflammation chronique suite a I’installation d’une
infection chronique.

- L’infection peut entrainer une dé¢hiscence de la plaie, des suppurations
chroniques ou la formation d’abces.

- Une infection grave non contrdlée, peut conduire a une septicémie mortelle
(Hé, 2006).
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1.2.2.2.2. Facteurs non infectieux retardant la cicatrisation

On distingue :

- Le déficit en oxygene et défaut de perfusion qui perturbe la cicatrisation et
affectent la résistance aux infections.

- La malnutrition proteino-énergetique et les carences en certains nutriments
spécifiques qui peuvent altérer toutes les phases de la cicatrisation et augmenter le risque
d’infection. - Le stress qui est un cofacteur potentiel susceptible d’entraver la cicatrisation,
par le biais d’une stimulation sympathique avec libération de substances influant sur la
sécrétion de cortisol.

- Certaines pathologies associées entrainent des retards de cicatrisation, on peut
citer : le diabete ; les pathologies vasculaires ; les troubles de la coagulation et pathologies
hématologiques ; insuffisance rénale chronique ; déficits immunitaires ; certaines maladies
congeénitales affectant la synthése normale de collagéne ou d’élastine (Syndrome
d’EhlersDanlos, syndrome de Marfan...).

- L’instaurations de certains traitements qui perturbent la réponse inflammatoire
ou inhibent les défenses anti-infectieuses de 1’organisme tels : les corticoides ; les anti-
inflammatoires non stéroidiens ; les chimiothérapies anticancéreuses et les anesthésiques
locaux (Gottrup, 2004).
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Il. Phytothérapie
11.1. Généralité

La phytothérapie est l'art de traiter par les plantes médicinales. Elle est dite
“médecine douce", terme impropre pouvant mettre le doute dans l'esprit du public : "douce"
s'apparente a "sans danger". C’est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter
certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de végétaux, de
parties de végétaux ou de préparations a base de végétaux, qu’elles soient consommées ou
utiliseées en voie externe (Wichtl et Anton, 2003). On distingue deux types de phytothérapies.

Si I'on ne sait pas précisement ce que nos ancétres mangeaient au début de I'humanité
il y'a5 a7 millions d'années, il est certain que les plantes faisaient partie de leur alimentation
quotidienne. Ils découvraient trés tot dans leur évolution que ces plantes ne représentaient pas
uniquement une source d'alimentation mais pouvaient également soulager voire guérir
certaines maladies (Zeghad, 2009). Aujourd'hui les principes actifs des plantes sont des
composants essentiels d’une grande partie de nos médicaments et produits de soins (Hans,
2007). Malgré les multiples progres de la médecine moderne, il y 'a un net regain d'intérét vis-
a-vis de la phytothérapie. Selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80% de
la population mondiale ont recours a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux
problémes de la santé (Farnsworth et al, 1986). En effet sur les 300 000 especes végétales
recensées sur la planéte plus de 200 000 especes vivent dans les pays tropicaux d'Afrique ont
des vertus médicinales (Millogo et al, 2005).
11.1.1. La phytothérapie traditionnelle

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une
affection. Ses origines peuvent parfois étre trés anciennes et elle se base sur l'utilisation de
plantes selon les vertus découvertes empiriquement. Elles concernent notamment les
pathologies saisonniéres depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes
hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques (Prescrire, 2007).
11.1.2. La phytothérapie clinique

C'est une approche globale du patient et de son environnement est nécessaire pour
déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet. Son mode d’action est basé sur
un traitement a long terme agissant sur le systeme neuro-végétatif. Dans ce type les
indications sont liées a une thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou
renforcer D’efficacité d’un traitement allopathique classique pour certaines pathologies

(Moreau, 2003).

21| Page



Phytothérapie

11.2. Principe de la phytothérapie

La phytothérapie repose sur [’'utilisation de plantes médicinales a des fins
thérapeutiques. En médecine classique, les fabricants pharmaceutiques extraient le principe
actif des plantes pour en faire des medicaments. La logique de traitement est également
difféerente entre la médecine classique et la phytothérapie. La médecine moderne est
substitutive, c’est-a-dire que les meédicaments classiques régularisent les fonctions de
I’organisme et le soulagent du besoin de s’auto guérir. En phytothérapie, les plantes sont
également utilisees comme des médicaments pour réguler les fonctions du corps. Selon les
phytothérapeutes, une maladie ne survient pas par hasard. Elle est la conséquence d’un
déséquilibre interne a 1’organisme qui doit en permanence s’adapter a son environnement. La
phytothérapie s’attache a analyser les systémes constitutifs de 1’organisme : systémes
neuroendocrinien, hormonal, immunitaire, systéme de drainage... (Devoyer, 2012).
11.3. Intérét de la phytothérapie

La phytothérapie se pratique sous différentes formes et uniquement dans le cas de
maladies « bénignes ». Bien sar, bon nombre de symptdmes nécessitent des antibiotiques ou
autres traitements lourds. Dans d’autres cas, se soigner par les plantes représente une
alternative reconnue par la médecine et dénuée de tout effet toxique pour I’organisme
(Berlencourt, 2017).
11.4. Différents types de la phytothérapie
11.4.1. Aromathérapie

Est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles essentielles,
substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces huiles sont des
produits complexes a utiliser souvent a travers la peau (Zeghad, 2009).
11.4.2. Gemmothérapie

Se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les
bourgeons et les radicelles (Zeghad, 2009).
11.4.3. Herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante entiére, soit une
partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le
plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi
sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante séche que le sujet avale (Zeghad,
2009).
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11.4.4. Homéopathie

A recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive ; les trois
quarts des souches sont d'origine végetale, le reste étant d'origine animale et minérale
(Zeghad, 2009).
11.4.5. Phytothérapie pharmaceutique

Utilise des produits d'origines végeétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans
de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour
avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de
gélules, de lyophilisats... (Zeghad, 2009).
I1.5. Les plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante qui
est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
(Farnsworth et al, 1986). Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a
des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré
I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al, 2007).
11.6. De la plante au médicament

La phytothérapie est un traitement basé sur I’emploi de plantes médicinales utilisées
telles quelles en tisanes ou de médicaments préparés avec des plantes médicinales. De
nombreuses formes galéniques pour I’utilisation des plantes médicinales sont possibles. A
I’heure actuelle, certaines formes plus pratiques (gélules, comprimés) permettent de faciliter
I’administration de I’ensemble des principes actifs (Bruneton, 2009).
11.7. Les différentes formes galéniques

La pharmacie galénique est I'art de transformer une substance présentant une activité
thérapeutique en un médicament aisément utilisable pour un homme : les plantes peuvent

adopter de nombreuses formes galéniques (Salle, 1991).
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Figure 11 : Les différentes formes galéniques en phytothérapie (Salle, 1991).

11.8. Formes galéniques administrées par voie cutanée
Les formes galéniques destinées a la voie cutanée sont extrémement nombreuses
- Préparations semi-solides pour application cutanée.
- Mousses médicamenteuses.
- Préparations liquides pour application cutanée.
- Cataplasmes.
- Formes adhésives cutanées.
- Poudres pour application cutanée.
11.9. Principaux types de préparations semi-solides pour application cutanée
11.9.1. Les pommades
Préparations composées d’un excipient monophase dans lequel peuvent étre
dissoutes ou dispersées des substances liquides ou solides.
Différents types de pommades :
- Pommades hydrophobes.
- Pommades absorbant 1’cau.
- Pommades hydrophiles (Denis, 2012).
11.9.2. Les pates
Préparations semi-solides contenant de fortes proportions de poudres (> 50%)

finement dispersées dans 1’excipient
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Nous avons 2 types de pates

Péte lipophile ou hydrophobe : excipient = corps gras ou mélange de corps gras

Pate hydrophile : excipient a base d’eau + excipient miscible a 1’eau (Denis, 2012).
11.9.3. Les gels

Préparations constituées par des liquides gélifiés a [’aide d’agents gélifiants
appropriés

Différents types de gels

- Oléogels: gels hydrophobes

- Hydrogels : gels hydrophiles (Denis, 2012).

11.9.4. Les cremes

Les cremes ou émulsions épaissies sont des préparations multiphasiques. Elles sont
en général constituées

- D’une phase lipophile (huileuse...)

- D’une phase hydrophile (aqueuse...)

Pour stabiliser les deux phases, il est nécessaire d’additionner

-Un ou plusieurs tensioactifs

-Un agent épaississant ou viscosant (Denis, 2012).

11.10. La phytothérapie pour soigner et cicatriser les plaies

La phytothérapie permet de profiter pleinement des vertus et bienfaits des plantes.
Elle constitue une des meilleures solutions naturelles pour soigner et cicatriser rapidement les
plaies. De plus, elle présente un large choix de traitements et de remedes a la fois bios et
naturels (huiles végétales, mélanges, décoctions ou macérat...) pour guérir n’importe quel
type ou degré de blessure. De méme, la majorité des traitements a base de plantes ne présente
pas de risques ou effets secondaires. Cependant, Il est préférable de consulter un spécialiste
avant d’utiliser les plantes médicinales pour soigner et cicatriser les plaies.

Les extraits de plantes ou de fruits favorisent une cicatrisation a la fois rapide,
naturelle et sans douleur. Utilisés en application locale (sous forme de meélanges ou de
préparations) ou en traitement de fond, ils favorisent la résolution et la cicatrisation des plaies
de fagcon beaucoup plus naturelle que les pommades et les crémes d’origine industrielle
(Anonyme, 2021).

I1.11. Plantes a activité cicatrisantes
L'homme a toujours utiliseé les plantes depuis les temps les plus reculés pour soulager

bons nombres de ses maux. L’activité cicatrisante des plantes est reconnue dans toutes les
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civilisations. Cette « pharmacie naturelle » a toujours fait I'objet de nombreuses études

scientifiques. Grace aux résultats de ces recherches, les vertus et les mécanismes d’action des

molécules bio actives de ces plantes sont aujourd'hui reconnues scientifiquement et adoptés

par notre médecine contemporaine ainsi que par l'industrie cosmétique. Le tableau ci-apres

récapitule les différentes plantes, leurs parties utilisées, le model de plaie utilisée ainsi que le

mécanisme d’action sur le processus de cicatrisation (Tab.2) (Djerrou, 2011).

Tableau 2 : Plantes a activité cicatrisante (Habbu et al., 2007).

Fleur

Grain

Feuille et
Fleur

Fruit

Tubercule

Fruit

Feuille

Feuille

Grain

Grain

Graine

Graine

Application topique de I’huile essentielle extraite des
pétales de différentes espéces de roses. L'hydrolat de rose
ou eau de rose sous-produit de la distillation, est
également utilisé pour soulager les brilures superficielles.

Application topique du café en poudre.

La poudre des feuilles séchées est saupoudrée sur une
brilure préalablement enduite d’huile d’olive ou de
lentisque. L’huile essentielle extraite des feuilles et des
fleurs peut également étre appliquée sur les brilures.

Jus du citron dilué dans de 1’eau froide appliqué en

compresse pour soulager les brilures superficielles, type
coup de soleil
Application topique de pelures, de tranches, ou de pomme

de terre rapée crue en cataplasme.

Application topique de tranches de tomate sur les bralures

récentes. Le concentré de tomate industrielle est
également utilisé.
Infusion de feuilles du thé (vert) appliquée en compresse

sur les brdlures.

Cataplasme de feuilles bouillies dans du vinaigre de cidre.

La semoule d’orge mélangée avec des ceufs est appliquée

en cataplasme sur la bralure.

Application topique de I’huile des graines pour soulager

les brilures.

Application topique des graines moulues ou de leur huile.

Application topique de 1’huile extraite des graines.

(Abdeldjeli et al., 2011)

(Aiit Said, 2011)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abdeldjeli et al., 2011)

(Ait Said, 2011)

(Amhamdi et al. ,2009)

(Abd-El Aal et al.,2007)

(Abdi et Zhou, 2002)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Ait Said, 2011)

(Albuquerquea et al., 2014)
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Pin maritime
(Pinus spp. L.)

Turbith

(Globularia
alypum L.)

HEQIET
(Plantago major
L.)

BIé dur
(Triticum durum

Desf.)

Grande mauve
(Malva sylvestris
L.)

Jasmin (Jasminum
spp. L.)

Olivier Olea

(europaea L.)

Laurier vrai
(Laurus nobilis L.)

Cannelier
cannelier de
Ceylan
(Cinnamomum
verum J.Presl.)
Lin (Linum
usitatissimum L.)

Henné
(Lawsonia inermis

L.)

Basilic romain
(Ocimum
basilicum L.)
Marrube blanc
(Marrubium
vulgare L.)
Marjolaine ou
Origan des jardins

(Origanum

majorana L.)

Lavande
(Lavandula

Résine

Feuille

Feuille

Grain

Feuille

Fleur

Graine

Feuille

Ecorce

Graine

Feuille

Feuille

Sommités

fleuries

Feuille et

fleur

Sommités
fleuries

Résine ou gemme de pin est utilisée comme ingrédient
d’un onguent utilisé pour le traitement des bralures.

Application des feuilles fraiches attendries dans de 1’eau

bouillie.

Application en cataplasme des feuilles fraiches écrasées,
de leur jus ou leur infusion sur les brilures.

La semoule de blé est mélangée avec de 1’eau froide pour
former une pate appliquée comme cataplasme sur la
brdlure.

Application en cataplasme des feuilles fraiches écrasées.

L’huile essentielle des fleurs est utilisée pour améliorer
I’aspect esthétique des cicatrices.

L’huile d’olive est utilisée seule, mais également avec de
nombreux autres produits pour faciliter leur utilisation ou
permettre une extraction de leur principes actifs (macérat
huileux).

Application des feuilles en cataplasme.

Poudre de 1’écorce utilisée surtout pour 1’élimination des

cicatrices.

Application topique de I’huile extraite des graines. Les
graines de lin moulues sont mélangées avec du blanc
d’ceuf pour former une créme qui est appliquée
topiquement sur la brdlure

La poudre des feuilles (pilée et tamisée) est humectée

d’eau pour former une pate appliquée sur la plaie.

Feuilles fraiches écrasées appliquées en cataplasme.

Décoctions des sommités fleuries appliquée en compresse
sur la peau lésée. Ou sommités fleuries écrasées et
appliquées en cataplasme.

Huile essentielle des feuilles et des fleurs.

Huile essentielle ou alcoolat des sommités.
Fleuries

(Abdi et Zhou, 2002)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abdi et Zhou, 2002)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Anonyme, 2011)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abu-Al-Basal, 2010)

(Abdi et Zhou, 2002)

(Albuquerquea et al., 2014)

(Abdeldjeli et al., 2011)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Aguerre, 2004)
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stoechas L.)

Romarin
(Rosmarinus
officinalis L.)
Lentille cultivée

(Lens culinaris

Medik)

Genévrier cade
(Juniperus oxycedrus

L)

Parties

aériennes

Graine

Branches et
bois

Macérat huileux des parties aériennes.

Les graines de lentilles finement moulues sont
saupoudrées sur la plaie préalablement enduite avec du
beurre, de I’huile d’olive ou de I’huile de lentisque
Application topique de l'huile de Cade. Il s’agit d’un
liquide visqueux, brun foncé presque noir, obtenu par
pyrolisation des branches et du bois du Genévrier cade.

(Abd-El Aal et al., 2007)

(Abdeldjeli et al., 2011)

(Abu-Al-Basal, 2010)
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I11.1. Généralité

Les champignons font partie de I'histoire culturelle de I'hnumanité. Quand on parle de
champignons, on pense tout d'abord a leur comestibilité ou leur toxicité et moins a leurs
propriétés thérapeutiques. Cependant l'utilisation des champignons pour soigner, discipline
appelée mycothérapie, existe depuis des temps immémoriaux, au méme titre que la
phytothérapie. La mycothérapie intéresse de plus en plus les pays occidentaux en quéte de
thérapeutiques préventives et curatives « naturelles ». Cette tendance actuelle a la recherche
d'alternatives a l'utilisation des médecines conventionnelles, a vu le développement de la
phytothérapie et voit poindre celui de la mycothérapie, avec I'apparition de plus en plus de
compléments alimentaires a base d'extraits et/ou de poudres de champignons sur le marché
(Rampin, 2017).

111.2. Description

Le nom de Cordyceps est dérivé du cordon de mots latin, signifiant « club », et
cepes, ce qui signifie « téte ». Plusieurs espéces de Cordyceps sont considérées comme des
agents thérapeutiques dans la médecine chinoise (Halpern et Georges, 2007).

Cordyceps militaris est un champignon rarement fourchu comprimé ou non,
fréguemment sillonné 1-7cm de long, 2-6mm de large, orange a rouge avec périthéces au
sommet immergés pointent a 1’extérieur, ovoides 500-720 x 300-480um avec une paroi de
20um d’épaisseur. La couche pseudo parenchymateuse asques étroits, cylindriques 300-510x
3,5-5um se rétrécit au sec. La longueur des variait entre 35 et 60mm (Fig.12 et 13). Les
ascospores de ce champignon sont filiformes, multi septées, se brisant en fragments

cellulaires a maturité 2—4,5x 1-1,5um (Mains, 1958).

» Stroma

corps
fructifere
entier

pupa
Figure 12 : Aspect morphologique de Cordyceps militaris (Lee Yue et al., 2008).

.
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(A) (8)

Corps

cultivé

Figure 13 : Cordyceps militaris naturel A et cultivé B (Eunhyun et al., 2020).

111.3. Informations sur la culture
111.3.1. Type de culture
111.3.1.1. Culture de stockage/stock culture

La culture de base est généralement stockée sur un substrat PDA de 39 g/l a 5 °C.
111.3.1.2. Pré-culture (culture en pente et sur plaque)

Les deux types de culture sont préparés sur un substrat de 39 g/l de PDA et sont
généralement stockées a 25 °C.
111.3.1.3. Culture populaire/indigene

Il existe un certain nombre de techniques de culture indigéne/populaire qui varient en
fonction du lieu, de l'environnement et de l'objectif de la culture considérée.la culture
considérée. Elles sont présentées ci-dessous (Mizuno, 1999).
111.3.1.3.1. Production de frai

Habituellement, des billes de verre sont ajoutées au milieu de glucose de pomme de
terre, qui est ensuite stérilisé dans un autoclave a 121 °C pendant 20 minutes. Aprés
refroidissement, le milieu est inoculé avec plusieurs morceaux de culture mere. Aprés culture
stationnaire a 25 °C pendant une semaine, les hyphes sont dispersés en secouant le milieu une
fois par jour. Lorsque le champignon a proliféré, il est inoculé dans un milieu sans billes de
pomme de terre glucose et cultivé dans ce milieu pendant 5 jours (Mizuno, 1999).
111.3.1.3.2. Culture de riz décortiqué

Le milieu de riz décortiqué ou le milieu de blé est inoculé avec le blanc liquide. Le

site L'inoculation contribue a 'apport d'humidité et a I'ajout de nutriments auxiliaires. L’ajout
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de nutriments auxiliaires, apres une culture a 25 °C pendant environ 20 jours, le champignon
prolifere sur tout le milieu. Puis il est vieilli pendant environ 1 mois (Mizuno, 1999).
111.3.1.3.3. Culture de sciure de bois

Deux kilogrammes de milieu solide sont inoculés avec une cuillére de la culture de
semences qui a été pré-cultivée dans la sciure. Aprés une culture a 25 °C pendant environ 20
jours, le champignon prolifére sur tout le milieu. Ensuite, il est cultivé dans I'obscurité a 20-25
°C pendant environ 6 mois. Ainsi, des fructifications ressemblant a des nceuds sont formées
(Mizuno, 1999).
111.3.1.4. Culture spéciale/culture de laboratoire

Ce sont les techniques de culture spécialisées utilisées pour la culture de C. militaris,
en fonction de la cible de la production et des conditions offertes. Elles sont discutées ci-
dessous.
111.3.1.4.1. Culture par agitation

La pré-culture est la méme que celle décrite ci-dessus et, les mycéliums de C.
militaris sont transférés dans le milieu de culture des semences en perforant environ 5 mma2
de la plaque avec un cutter stérilisé. La culture de semences est cultivée dans un250 ou 500
ml contenant 50-100 ml de milieu liquide, et incubée a 25 °C sur un agitateur rotatif (50-150
tours/minute, selon le but de la culture) pendant 5 a 7 jours, ou jusqu'au jour ou la source de
carbone devient nulle. La culture par agitation est aussi un type de culture submergée et toutes
les conditions de cette technique dépendent de I'objectif de la recherche, de la durée de la
culture et des conditions d'utilisation. Technique dépendent de I'objectif de la recherche, du
temps alloué et des environnements nécessaires (Mizuno, 1999).
111.3.1.4.2. La culture submergée

Dans ce procédé, l'organisme est cultivé dans un milieu liquide, qui est
vigoureusement aéré et agité dans de grands réservoirs appelés fermenteurs. Le fermenteur
peut &tre un réservoir ouvert ou un réservoir fermé et peut étre de type discontinu ou continu
et est genéralement fabriqué en métal non corrosif, en verre ou en bois (Mizuno, 1999).
111.3.1.4.3. Culture liquide de surface

Avant la culture liquide de surface, le substrat PDA actif du mycélium est préparé en
le cultivant pendant 8 jours a 25 °C, puis la culture de semences transférée a partir du
transférée de la pente active est laissée se développer sur le milieu PDA sur une plaque
pendant 13 a 20 jours a 25 °C (en fonction du type de souche, comme pour le contrdle 13-20
jours, mais pour le mutant 20 jours généralement). L'inoculum est préparé en perforant un

disque de 1 cm de la culture sur plague PDA a l'aide d'un cutter cylindrique stérilisé. La
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culture liquide de surface est commencee en inoculant I'inoculum (disque d'ensemencement)
dans la plagque PDA. L’inoculum (disque d'ensemencement) dans un flacon de culture de 500
ml (la taille varie en fonction de I'objectif de la recherche). Selon I'objectif de la recherche,
qui a un diametre de 8,5 cm et une hauteur de 14,0 cm.14,0 cm de hauteur avec un goulot dont
le diamétre et la hauteur sont respectivement de 4,5 et 4,0 cm. Le volume de travail du milieu
de culture liquide de surface est de 100 ml pour chaque bouteille, et le goulot est muni d'un
bouchon en coton pendant la culture. Les bouteilles préparées sont placées dans un incubateur
maintenu a 25+ 1 °C. L'échantillonnage peut étre effectué a différents intervalles par le port
d'échantillonnage pour analyse. Juste avant le I'échantillonnage, il est préferable d'agiter le
milieu pendant 5 secondes a l'aide d'un agitateur magnétique. Ensuite, le filtrat peut étre
analysé pour des matériaux ciblés (par exemple, cordycépine, glucose, pH, etc.) (Masuda et
al., 2006).
111.3.2. Milieux de culture

Un certain nombre de milieux solides et liquides sont utilisés pour cultiver C.
militaris. Les milieux solides peuvent étre de la farine de bois de hétre, du son de riz, son de
blé, riz décortiqué, grains de blé, sacs de culture ou bouteilles. Bouteilles peuvent étre utilisés
a cet effet. Plusieurs milieux liquides sont également utilisés en fonction de I'objectif de la
culture et sur la base de la concentration des composants du milieu, ces milieux peuvent étre
utilisés comme base pour la culture, concentration des composants du milieu, ceux-ci peuvent
étre basiques, et enrichis avec un additif. Milieux de base ayant le minimum de composants
du milieu pour la croissance du champignon et un milieu enrichi ayant une concentration de
milieu plus élevée/optimale, visant a atteindre un pic de production optimale pour atteindre un
pic de production. Les additifs appropriés qui pourraient influencer sa croissance et ainsi
augmenter la production sont généralement utilisés a cette fin. A notre connaissance, il a été
révélé qu'un milieu basal a une production plus faible (Das et al., 2008).

Les milieux optimisés pour C. militaris mutant et le contrdle ont chacun montré des
productions plus élevées 6,84 et 2,45 g/l, respectivement (Das et al., 2010).

Une production encore plus élevée plus élevée a également été atteinte en utilisant le
mutant C. militaris en utilisant l'utilisation de lI'adénosine (6 g/l) comme additif, soit 8,57 g/I.
Il s'agit de la production la plus élevée de cordycépine rapportée par les chercheurs.
Production la plus élevée de cordycépine rapportée a ce jour (Das et al., 2009).

111.3. Classification
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Les especes de Cordyceps sont des parasites des insectes ou des mycetes, montrant
souvent un niveau important de spécificité. Selon les analyses phylogénétiques, Cordyceps ne
représente pas une lignée évolutive simple (Artjariyasripong et al., 2001). De méme, les
especes de Cordyceps ne représentent pas un groupe monophylétique (Tab. 3) (Nikoh et al.,
2000).

Tableau 3 : Classification botanique de 1’espéce étudiée C. militaris (Das et al., 2010).

Ascomycoa
Phylum
Ascomycotina
Sub-phylum
Ascomycetes/Pyrénom
Classe ycétes
Hypocreales
Ordre
Famille o
Clavicipataceae
Cordyceps
Genre
. Cordyceps militaris
Espece

111.4. Origine de Cordyceps militaris

C. militaris, est un champignon médicinal chinois, ento-méropathogéne appartenant
a la classe des ascomyceétes. Cette espece particuliére de Cordyceps a été utilisée a des fins
médicinales en Chine, au Japon, en Corée et dans d'autres pays asiatiques. Est I'un des plus
champignons médicinaux importants, a été utilisé populairement comme drogue brute et un
aliment tonique folklorique en Asie de I'Est (Ying et al., 1987).
111.5. Composants chimiques

Une variété de composés a été purifiée et leurs structures ont été élucidées (Song et
al., 1998). La cordycépine 3'-déoxyadénosine (CioH13NsO3), 3’-amino-3’-déoxyadénosine

(C10H14NeO3), homocitrullyl aminoadénosine (Ci7H27N9Os), adénine(CsHsNs), I'acide
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cordycepique (CeH1406) et le D-mannitol (CsH1406) Ont été rapportés par les especes de
Cordyceps (Cunningham et al., 1950 ; Liu et al., 1989). Les nucléosides et leurs bases sont
déterminés dans les Cordyceps (Li et al., 2004; Li et al., 2001). La détermination de
I'adénosine (C10H13NsO04) et de la 3’-désoxyadénosine (cordycépine) en utilisant la méthode
HPLC également rapportée par certains chercheurs (Guo et al., 1998). En outre, I'ergostérol
(C28H440) dans le Cordyceps peut étre déterminé par la méthode HPLC (Li et al.,2004 ;
Huang et al., 2003). L'ophiocorde (C2sH26N2010), un antibiotique antifongique, est présent
dans ce Cordyceps (Boros et al., 1994 ; Kneifel et al.,, 1979). Les Bioxanthracénes
(Ca4H36010) ont été également isolés du Cordyceps (Isaka et al., 2001; Paisan et al., 2001).
En outre, le cordyheptapeptide (CagHssN7Og), un nouveau cycloheptapeptide, a éteé isolé d'une
souche de Cordyceps avec quatre bioxanthracenes connus. Il n'y avait que deux rapports
antérieurs sur l'isolement de peptides cycliques de ce genre et il s'agissait de C. militaris et
Cordyceps sinensis (Rukachaisirikul et al., 2006).

L'hypoxanthine (CsHsN4O) a également été séparée avec I'adénine et la cordycépine.
L’adénine et la cordycépine de Cordyceps ont été obtenus a partir des fructifications de C.
militaris cultivé (Haung et al., 2003). En culture par extraction a I'eau chaude suivie d'une
précipitation a [I'éthanol. Ces polysaccharides ont été successivement purifiés par
chromatographie en donnant plusieurs fractions (Yu et al., 2007). Enfin, quatre
exopolysaccharides de masses moléculaires différentes, allant de 50 kDa a 2260 kDa, ont
également été rapportés par plusieurs chercheurs de C. militaris par plusieurs chercheurs
(Kimetal., 2003 ; Yu et al., 2004).

Chez les espéces de Cordyceps l'adénine, lI'adénosine, la guanosine (CioH13NsOs),
I'uracil (C4HsN20z), uridine (CoH12N20e) et inosine (C10H12N4Os) peuvent étre déterminées
par une électrophorése capillaire (Gong et al., 2004). D’aprés Pooja et anand (2014) les

corps fructiferes de C. militaris riches en différents composants biochimiques (Tab.4 et 5).
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Tableau 4 : La composition chimique de C. militaris (Pooja et anand, 2014).

A 32.7
Bl 124
B6 58.7
B12 69.3
B3 40.6
Les composants Pourcentages (%0)
Protéine 39.15
Trace élément Quantité (ppm)
Cu 27.7
Se 0.35
Zn 127.1

Tableau 5 : La composition de C. militaris mycélium (Wen-hung et al., 2007).

Cordycépine 1.892 mg
Acide cordycepique 2.162 mg
Polysaccharide 4.200 mg
Superoxyde dismutase 31.2U
Ca 251 mg
Mg 162 mg
Zn 23 mg
Se 0.23 mg
Les acides aminés essentielles 0.1-09¢
Les acides aminés non essentielles 0.1-11g
Acide palmitique 1.8 mg
Acide gadoléique 3.7mg
Vitamine A 0.08 mg
Vitamine B 0.12 mg
Vitamine B2 0.49 mg
Vitamine Bi2 0.21 mg
Vitamine C 16.2 mg
j-caroténe 0.43 mg

Le Mannitol (2,019/100g) et le tréhalose (24,719/100g) étaient les sucres libres
trouvés chez C. militaris. Les acides gras polyinsaturés (68,87%) ont prédominé acides gras
saturés (23,40%) et le d-tocophérol était la seule iso forme de la vitamine E détectée (55,869 /
100g). Les acides organiques trouvés dans ce champignon étaient les acides oxalique, citrique
et fumarique (0,33, 7,97 et 0,139/100g) respectivement. L'acide p hydroxy benzoique était le
seul acide phénolique quantifié dans cette espece (0,02mg/100g). Cependant, de l'acide
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cinnamique a également été trouvé (0,11mg/100g). L'extrait méthanolique de C. militaris s'est
avéré inhiber la peroxydation des lipides, avoir un pouvoir réducteur et piéger les radicaux
libres (Filipa et al., 2013). L'ergostérol, I'adénosine, la cordycépine, le peroxyde d'ergostérol
et le mannitol ont une forte activité procoagulante (Zhang et al., 2018).

111.6. La substances actives dans C. militaris

Il posséde de nombreux types de actifs (tels comme la cordycépine, les
polysaccharides, I'ergostérol et mannitol), et en raison de ses multiples composants, il est
utilisé actuellement en plusieurs buts médicinaux (Song et al., 1998; Mizuno, 1999; Nag et
Wang, 2005).

Le constituant actif principal des organes de fructification de C. militaris est la
cordycépine, un dérivé de l'adénosine nucléosidique. Cette molécule a été isolée pour la
premiére fois a partir de C. militaris (Cunningham et al., 1950). D'autres composés avec
I'activité pharmacologique ont été isolés de C. militaris, tels que I'ergostérol (un stérol présent
dans les champignons), et les polysaccharides qui fournissent anti inflammatoire, antioxydant,
anti tumoraux, anti-métastatiques, immun modulateurs, hypoglycémiants, stéroidogenes et
activités hypolipidémies (Ng et Wang, 2005). En fait, les polysaccharides des Cordyceps ont
été largement étudiés (Fig.14).

Figure 14 : les structures des composés : a:Ergostérol, b:Cordycépine (Legouill, 2012).

Les polysaccharides, I'un des plus importants composants actifs de C. militaris. Des
études récentes ont montré que de nombreux complexes de polysaccharides naturels et de
polysaccharides-protéines isolés de champignons peuvent étre utilisés comme source d'agents
thérapeutiques sans effets secondaires significatifs (Novak et Vetvicka, 2008).

I111.7. Activités biologiques de C. militaris
Un certain nombre d’activités biologiques de grande valeur a été rapporté chez C.

militaris par plusieurs auteurs (Tab.6). Il a été révélé que la plupart des activités biologiques
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plus ou moins similaires a celles de Cordyceps sinensis. Il a été rapporté que Cordyceps
militaris possédait de nombreuses activités biologiques et pharmacologiques, notamment anti-
inflammatoires, anti-oxydantes, anti-tumorales, antiprolifératives et antidiabétiques (Shih et
al., 2007; Dong et al., 2013).

Tableau 6 : Les activités biologiques de C. militaris.

Activité biologique Références

Anti-inflammatoire (Yu et al.,2004; Won et Park., 2005)
Anti-oxydant/anti-age (Yu et al.,2004; Chen et al., 2004)
Antitumoral / anticancéreux / anti-leucémique (Liu et al.,1997; John et Adamason, 1976)
anti-proliférative (Liuetal., 1997)

Pro-sexuel (Yuetal.,, 2007)

Anti-métastatique (Liuetal., 1997)

Immunomodulatoire (Lin et Chiang,2008; Sone et al., 1985)
Antimicrobienne (Park, 1996)

Antibactérienne (Ahn et al., 2000)

Antivirale (Lin et Chiang, 2008)

Anti-fongique (Mao et Zhong, 2006)

Antidiabétique (Choi et al., 2004)

Neuroprotectrice (Ribeizo, 1995)

Hypoglycémie (Choi et al., 2004)

Réno-protecteur (Zhao-Long et al., 2000)
Pneumo-protecteur (Yuetal., 2007)
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111.8. Utilisations médicinales/applications cliniques de C. militaris

Bien qu’il soit bien connu comme un agent pro-Sexuel, anti-inflammatoire et
anticancéreux. il est actuellement utilisé pour de nombreux cas cliniques comme fonction
pulmonaire insuffisante, toux, crachats, étourdissements, insuffisance de mémoire,
myiodésopsie, insuffisance visuelle, virus du froid, en appétit, sueur nocturne, visage pale,
levres péles, bourdonnement dans les oreilles, maux de dents et dents laches, insomnie et soif,
membres froids ou chauds, lumbago ou douleur dans les genoux, prostration nerveuse,
diabete, énurésie nocturne, impuissance sexuelle, anémie et récupération lente de la maladie
(Das et al., 2010). Les mycéliums ou les corps de fruits de C. militaris, traditionnellement
utilisés comme reméde & base de plantes et comme aliment tonique (wu, 2016).

111.9. Etat actuel, limites et recours

Le C. militaris naturel est cher sur le marché local. Dans 1’état actuel des choses, la
production de cordycépine a partir du corps fructifere de C. militaris n’est pas susceptible
d’atteindre des niveaux commerciaux en raison de certaines limites pratiques (Das et al.,
2008). Par exemple, C. militaris est de nature trés rare en raison des exigences des hotes
spécifiques et des environnements de croissance stricts (Das et al., 2010). D’autre part, il est
nécessaire de noter que la synthése chimique de la cordycépine nécessite un processus
complique résultant en une productivité moindre. En outre, un grand volume de solvants
organiques qui sont des substances nocives pour I’environnement peuvent étre rejetées
(Aman et al., 2000; Hansske et al., 1985).

Les études sur ces nouveaux composants du champignon C. militaris en ce qui
concerne leur efficacité, leur profil d’innocuité, leur interaction indésirable, la normalisation
appropriée, etc. doivent étre menées en priorité non seulement par les fabricants respectifs,
mais aussi par la pharmacie, la pharmacognosie et les entreprises médicinales (Das et al.,
2010).
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I. Matériels et méthodes
Le travail expérimental, ayant pour objet d’une étude in vivo de la toxicité aigle et de
I'activité cicatrisante de 1’extrait aqueux de Cordyceps militaris. Les expériences consistent a
induire des plaies sur le dos des animaux préalablement anesthésiés puis les traiter avec une
créme a base de I’extrait aqueux de C. militaris. Le traitement a été effectué pendant 21 jours.
L’étude a été déroulée en 4 étapes :
= Test de toxicité aigiie de 1’extrait aqueux de C. militaris.
= Formulation de la pommade de C. militaris.
= |Induction de plaies par excision.
= Evaluation de la cicatrisation par :
- Etude planimétrique avec mesure de la surface des plaies.
- Etude histologique des biopsies cutanées.
-Analyse statistique des résultats.
I.1. Materiels
1.1.1. Matériel biologique
1.1.1.1. Matériel animal
Les animaux utilisés sont des rats de souche Wistar albinos de sexe méle dont le
poids varie entre 250 et 270 grammes. Ces animaux ont été regus de I'lnstitut Pasteur (Alger,
Algérie), hébergés par I’animalerie de I’université de Mostaganem. Les rats ont été installés
dans des cages en plastiques ou étaient nourris avec un aliment standard. lls avaient libre
acces a I’eau et a I’aliment et étaient placés dans les conditions de température ambiante

(25°C +/-1°) avec une alternance diurne et nocturne normale (Fig. 15).
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Figure 15 : Placement des rats dans des cages.

1.1.1.1.1. Répartition et traitement des animaux

Les animaux ont été répartis en 6 lots, le tableau résume les différents traitements
(Tab. 7).

Tableau 7 : Répartition et traitement des plaies induites par excision chez les rats.

Traitements Nombre de rats
Lot 1: (ttmoin Rats non traités 5 rats méles
négatif)
Lot 2: (placébo) Rats traités avec 1’excipient seul, créme 5 rats males

de base sans extrait de la plante.
Lot 3: Standard Madecassol (médicament cicatrisant) 5 rats males

Lot 4: Extrait aqueux Rats traités avec la pommade a 5% d’extrait aqueux de 5 rats méles
de C.militaris (5%) C.militaris

Lot 5: Extrait aqueux Rats traités avec la pommade a 10% d’extrait aqueux de 5 rats méles
de C.militaris (10%) C.militaris

1.1.1.2. Matériel végétal
Un extrait aqueux de champignon médicinal, a été obtenu de I’institut des produits
naturels d’Académie de science et technologie de Hanoi Vietnam. Il s’agit de Sk gold du

mushroum C. militaris (Fig. 16).
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Figure 16 : Extrait de Sk gold (mushroom).
1.2. Méthode
1.2.1. Test de toxicité aigle

Ce protocole recommande 1’utilisation d’animaux pour la prise unique d’une dose
limite de 5000 mg/kg par voie orale. La toxicité aigiie de I’extrait aqueux de C. militaris a été
évaluée chez des souris Swiss albinos de 32 a 45 g de poids corporel (PC). lls ont été répartis
par deux groupes de 6 souris chacun, groupe pour les animaux témoins et groupe pour les
animaux traités. lls ont été également mis sous une alternance de 12 heures de lumiere et
d’obscurité et nourris. 18 a 24h avant 1’essai, ils ont été mis & jeun tout en recevant
uniquement de 1’eau. Les animaux ont été randomises. Les souris témoins ont recu de l'eau
distillée et les groupes traités ont regu 1’extrait de C. militaris préalablement dissout dans
I’eau distillée qui a servi de véhicule, est administré a chacun de souris a I’aide d’une seringue
munie d’une sonde a gavage a bout rond. Apres administration, les animaux ont été observés
pendant : 15, 30 et 60 minutes afin de déceler des signes éventuels de toxicité puis
quotidiennement pendant 14 jours. Les parameétres observés pendant les 14 jours étaient les
suivants : le poids (diminution ou augmentation), la salivation, la prise alimentaire (I’appétit
augmente ou diminue), la prise hydrique, I’attitude et les positions adoptées par les rats
(agitation, calme), la survenue d’une mort et d’autres comportements (grattage, nettoyage).
L’observation du comportement général des animaux en comparaison avec celui du groupe
non traité. Apres les 14 jours, les souris ont été sacrifiés et les organes (reins, foie et le
cerveau) ont été conservé dans du formol a 10% pour un examen histopathologique (Annexes
2. A et B) (Azame et al., 2020).
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1.2.2.1. Parametres biochimiques mesurés
Les mesures des parametres biochimiques sur les échantillons de sang prélevés (les

animaux mise a jeun depuis la veille) sur tous les animaux juste avant le sacrifice ont été
réalisé par le spectrophotometre Mindray BA-88A; le test de formule numération sanguine
(FNS) par l'automate d’hématologie GENIUS. Les parameétres biochimiques mesurés sont les
suivants :

TGO, TGP, créatinine, urée sanguine. Chaque parametre a une méthode de dosage
spécifique et leur valeur lié au spectrophotomeétre.
1.2.2.1.1. Méthode de dosage
TGO et TGP (UI/L)

I s’agit d’un dosage colorimétrique selon les réactions suivantes :

TGO : Aspartate + a cétoglutarate TGO . oxaloacetate+ glutamate

»

TGP : Alanine + a cétoglutarate TGP pyruvate + glutamate

[
»

Le pyruvate ou I’oxaloacétate formés sont dosés sous forme de leurs dérivés 2,4
dinitrophénylhydrazones (Sacoti, 2012). Apres avoir mis 1000 pl de réactif dans un tube a
essai, 100 ul de sérum ont été ajouté. Immédiatement, la valeur de l'absorbance A a été
mesurée par le spectrophotométre UV a une longueur d’onde A (= 505 nm). Chaque
échantillon reste 3 min pour donner la valeur de A (Gabriela et al., 2005).

Créatinine (mg/L)

La créatinine réagit avec le picrate alcalin en donnant une coloration jaune orange,
mesurable a 520 nm, proportionnelle a la concentration de créatinine dans I'échantillon
(Pauly, 2012). Dans un tube a essai, 500 pl ont été mise du 2°™ réactif de créatinine, apres
avoir ajouté 500 pl du 1° réactif et 100 pl de sérum. La valeur de l'absorbance A a été
mesurée directement par le spectrophotomeétre UV (Babadi, 2013).

Urée sanguine (g/L)

La détermination enzymatique de l'urée par méthode cinétique se fait selon les
réactions suivantes
Urée + H20—— uréase —> 2NH3 + CO2
2NH4+ + 2alphocétoglutarate +2NADH— GLDH —> 2 Glutamate + 2NAD + 2H20
GLDH= 2-L-Glutamate déshydrogénase (Pauly, 2012).
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Aprés avoir mis 500 ul du ler réactif de I'urée sanguine dans un tube a essai et 5 pl
de sérum, 500 pl du 2°™ réactif ont été additionné 5 min apres. La valeur de I'absorbance A a
¢té¢ lue aprés 10 min par le spectrophotométre UV a une longueur d’onde A (= 340 nm)
(Babadi, 2013).
1.2.2.1.2. Test de FNS

Le test de I'FNS se fait par lI'automate d’hématologie. La mesure a été basé sur les
paramétres suivantes : Globules blancs, globules rouges, hémoglobine, hématocrite et
plaquettes (Corre, 2016).
1.2.3. Formulation de la pommade
1.2.3.1. Préparation de la créme de base

La préparation de la créeme se fait par deux phases. La phase aqueuse a été constituée
d’eau distillée et gomme de xanthane. Par contre, la phase grasse a été composée d’huile de
tournesol, cire émulsifiante et conservateur (Tab. 8). Les 2 phases ont été chauffées
séparément dans 2 récipients différents au bain marie. Lorsque les deux phases sont a la
méme température, la phase aqueuse a été versée petit a petit dans la phase grasse sans cesser
d'agiter vigoureusement au mousseur émulsionneur ou au batteur mousseur. On ajoute le
conservateur, en fouettant sans arrét jusqu’a 1I’obtention d’'un mélange homogene, et la créme
ainsi obtenue a été laissée se refroidir a la température ambiante afin d'obtenir une belle

texture mousseuse (Annexe 2. C).

Tableau 8 : Les ingrédients pour préparer la créme de base.

Phases Ingrédients

Phase aqueuse Eau distillée

Gomme de xanthane

Phase grasse Huile de tournesol

Cire émulsifiante

Conservateur

1.2.3.2. Préparation de la pommade 5% et 10% de I’extrait
Les composants de la pommade a base d’extrait de champignon C. militaris

(lyophilisat) ont été mélangés avec la creme de base, puis le mélange a été homogénéisé.
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La pommade obtenue d’un aspect homogene a été conditionnée dans un pot en verre a

I’abri de la lumiére (Fig. 17).

Tkl Ay

Figure 17 : Conditionnement de la poade a base d’extrait de C. militaris 5% et 10 %.

1.2.3.3. Test d’irritation cutanée

Le but de cette étude est d'évaluer le potentiel d'irritation cutanée de la créeme a base
d’extrait aqueux de C. militaris a partir d'une application topique unique (Tab. 9 et 10). Les
rats sont traités par application de 1’extrait au dos. La peau des animaux est observée pour des

signes d’inflammations (érythéme et cedéme). Les signes d’irritations ont été évalués apres 30

min, 24 h, 48 h et 72 h (Djoko et al., 2019).

Tableau 9 : Evaluation du potentiel d'irritation cutanée de la créme a base d’extrait aqueux de C.
militaris (Formation d’érythéme et d’escarre).

Pas d’érythéme 0
Erythéme trés léger (& peine perceptible) 1
Erythéme bien défini 2
Erythéme modéré a grave 3
Erythéme grave (rouge violacé) a formation d’escarre empéchant la cotation de I’érythéme 4
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Tableau 10 : Evaluation du potentiel d'irritation cutanée de la créme a base d’extrait aqueux de C.
militaris (Formation d’cedéme).

Pas d’cedéme 0
(Edéme tres léger (2 peine perceptible) 1
(Edéme léger (pourtour de la zone cedémateuse bien délimité par une enflure nette) 2
(Edéme modéré (enflure d’environ 1 mm) 3
(Edéme grave (enflure de plus de 1 mm s’étendant au-dela de I’aire exposée 4

1.2.4. Induction de plaies par excision

Apres la pesée, les animaux ont été anesthésiés par inhalation d’éther diéthylique
(Bhaskar et al., 2012). Ensuite, la partic dorsale des animaux a été épilée a I’aide d’une
tendeuse zéro (Annexe 2. D) et désinfectée a 1’aide de 1’alcool chirurgical 70°, et d’une
solution antiseptique a base de povidone iodée (Bétadine solution ND) (Annexe 2. E),
appliquée avec des compresses. Une plaie circulaire de 2 cm? de diamétre a été créée sur la
colonne vertébrale a I’aide d’un dispositif circulaire comportant une lame tranchante de 2cm
de diametre (Annexe 2. F) (Deleage, 2011). Les plaies ont été nettoyées avec de 1’eau et
séchées a I’aide d’un papier buvard, aprés Vingt-quatre heures de leur création.

0,5 g de creme de base a été appliqué sur les plaies des rats de lot Placébo. Tandis
que 0,5 g de créme contenant de 1’extrait a 5% sur les rats de lot de C. militaris 5% et 10% de
sur lot de C. militaris 10% par un doux massage circulaire. Sachant que dans le 3°™ lot a été
appliqué par madécassol. Les rats ont subi une application quotidienne du produit sur la plaie,
a la méme heure une fois par jour pendant 21 jours.

1.2.5. Evaluation de la cicatrisation
L’évolution des Iésions a ét¢ évaluée en utilisant comme parametres : le temps
d’épithélialisation, la présence d’exsudat, 1’érythéme et la formation de crotte (Tab. 11)
sur la surface des plaies traitées avec la créeme et non traité. Les résultats ont été

enregistrés et comparés avec celui du lot témoin (Ernest et al., 2019).
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Tableau 11 : Paramétres d’évaluation de la cicatrisation.

Score | Erythéme Exsudat | L’apparition Phase Formation de
des bourgeons d’épithélialisation | croGtes
0 Absence totale | Aucun Aucune apparition | Aucune Aucune
de rougeur exsudat des bourgeons épithélialisation formation  de
crodtes
1 Légére rougeur, | Juste Juste visible Juste visible Juste visible
juste visible visible
2 Rouge clair Facilement | Facilement visible | Facilement visible Facilement
visible visible
3 Rouge sombre, | Quantité Quantité Quantité consistante | Quantité
par endroits consistante | consistante consistante
4 Rouge sombre, | Large Large quantité Large quantité Large quantité
tres large quantité

1.2.6.1. Etude planimétrique avec mesure de la surface des plaies

L’effet sur le temps de fermeture des plaies a été étudié, et la vitesse de contraction
des plaies a également été calculée. Les plaies ont été observées et photographiées tous les 3
jours a la méme heure et sous les mémes conditions jusqu’a leur fermeture compléte.

A la méme heure, la surface des plaies a été mesurée par planimétrie directe. Pour ce
faire, un papier acétate transparent a €té placé directement sur la plaie, et son contour a été
tracé avec un marqueur a pointe fine et le nombre de carreaux dans le contour a été compté
pour déterminer la surface de la plaie (Balazs, 2001). La vitesse de la contraction de la plaie a

été calculée par la formule ci-dessous

V = Surface de la plaie initiale -Surface de la plaie cicatrisée / Surface de la plaie initiale

1.2.6.2. Etude histologique des biopsies cutanées
Des biopsies cutanées de 6 mm de diamétre sont réalisées immédiatement a la fin des
experimentations. Puis fixées au formol a 10%. L’étude histologique est réalisée selon le
protocole de Marck (2010).
1.2.6.2.1. Macroscopie
La réalisation des fragments a été faite pour chaque organe. Ensuite les introduire
dans des cassettes d’inclusion marquées sur leur bord (Annexe 2. G).
Les cassettes d’inclusion sont traitées par plusieurs produits et dans plusieurs bacs comme
suit
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1.2.6.2.2. Déshydratation
e | bac d’éthanol 75% durant 30 min.
e | bac d’éthanol 95% durant 30 min.
e 1 bac d’éthanol 95% durant 30 min.
e 1 bac d’éthanol 100% durant 30 min.
e 1 bac d’éthanol 100% durant 30 min.
1.2.6.2.3. Substitution
e 1 bac de toluene / xylene 1 durant 30 min.
e 1 bac de toluéne / xylene 2 durant 1 heure.
e 1 bac de toluéne / xylene 3 durant 1 heure.
1.2.6.2.4. Imprégnation
e 1 bac de paraffine 1 durant 30 min (60°)
e 1 bac de paraffine 1 durant une nuit (60°)
1.2.6.2.5. Inclusion et enrobage
Afin de voir toutes les structures désirées lors de I’examen microscopique, le tissu est
inclus dans un moule rempli de paraffine chauffé. De ce fait, des blocs ont été obtenus apres
le refroidissement des moules. Puis mise dans un congélateur pour donner des fines coupes
(Annexe 2. H).
1.2.6.2.6. Coupe
Les coupes ont été réalisées a 1’aide d’un microtome de modéle (micros razor).
L’ensemble des tranches obtenues forme un ruban de qualité trés fine (5um). L’étalement des
coupes sur des lames de verre effectué par la flottaison a la surface d’un cristallisoir (a 37°C
contenant de I’eau distillée), afin d’éviter la formation de plis et de stries. Ensuite, les lames
ont été chauffées dans une étuve a 45°C pendant une heure, pour faciliter 1’adhérence des
coupes sur la lame en verre avant 1’étape de déparaffinage (Annexe 2. 1).
1.2.6.2.7. Déparaffinage
La premiere étape de toute coloration d’une coupe histologique est d’éliminer la
paraffine du tissu pour que les colorants puissent le penétrer.
e 1 bac de toluéne / xylene 1 durant 10 min.

e 1 bac de toluéne / xylene 2 durant 10 min.
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1.2.6.2.8. Réhydratation

Consiste a substituer progressivement le solvant du tissu par des bains d’éthanol pour

amener a ’eau.

1 bac d’éthanol a 100 % durant 2 min.

1 bac d’éthanol a 80 % durant 2 min.

1 bac d’éthanol a 70 % durant 2 min.

Ringage a I’eau durant 10 min.

1.2.6.2.9. Coloration

1 bac d’hématoxyline d’Harris durant 10 min

1 bac de solution de lavage (eau) pour un simple ringage 5 min.

1 bac (1% acide éthanol), juste pour deux trempages.

1 bac de solution de lavage (eau) pour un simple ringage 3 min.

1 bac d’eau mélangé au carbonate de lithium (1% dans un bac d’eau), juste pour
un trempage 2 a 3 fois.

1 bac de solution de lavage (eau) pour un simple ringage juste pour un trempage 2
a 3 fois.

1 bac d’éosine (1% d’éosine dans d’éthanol a 96%) durant 10 min.

1 bac d’éthanol 70% (2 a 3 trempages).

1 bac d’éthanol a 100% (2 a 3 trempages).

1 bac d’éthanol a 100% (2 a 3 trempages).

1 bac de toluene / xyléne 1 (2 a 3 trempages).

1 bac de toluene / xyléne 2 durant 5 min, en laissant les lames dans le bac pour le

montage.

.2.6.2.10. Montage

Une goutte d'une solution (EUKITT) est déposée permettant I'adhésion sur la lame.

En présence d'une lame propre et séche en inclinant progressivement cette derniére de fagon

que la solution s'étende peu a peu et recouvre la coupe sans emprisonner les bulles d'air. La

lamelle est adhérente et la préparation est préte pour I'observation microscopique (Annexe 2.

J).

1.2.6.2.11. Lecture microscopique
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La lecture est réalisée par une photo-microscopique de modele (ZEISS) et chaque
coupe est photographiée.
1.2.7. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés sous forme (surface moyenne * écart type), le test
analytique adopté dans le travail est le test de Student dans le logiciel XLSTAT qui permet
d’analyser les variances et déterminer la signification des résultats obtenues, la valeur de

(p<0,05) est considéré comme significative.
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Résultats et discussion

I1.1. Résultats

11.1.1. Test de toxicité

L’administration orale de I’extrait aqueux de C. militaris aux souris n’a induit aucun signe

de toxicité aiglie au cours d’observation (de comportement des animaux, mort, coma...) (Tab. 12).

Tableau 12 : Les signes cliniques de test de toxicité a la dose de 5000mg/Kg PC de I’extrait aqueux de C.

militaris.
Signes Souris non traitées = Témoins (Eau) Souris traitées

clinigues (Cordyceps militaris)
Miction Normale Normale Normale | Normale
Ingestion  de

9 . Normale Normale Normale | Normale
nourriture
Consommation | Normale Non Non Non
d'eau
Respiration Normale Normale Normale | Normale
Convulsions Non Non Non Non
Tremblements | Non Non Non Non
Agressivité Non Non Non Non
Locomotion Diminuée Diminuée Diminuée | Diminuée
Réaction aux

S Non Non Non Non
stimuli
Matiéres Non Non Non Non
fécales
Mortalité** Non Non Non Non

1.1.1.1.

* La réaction aux stimuli correspond au bruit extérieur comme le claquement des mains
par exemple ** Pour la mortalité, les souris ont été observées jusqu’a 48 h apres
administration de I’extrait ou de 1’eau distillée.
Parameétres biochimiques mesurés de I’extrait aqueux de C. militaris

Pour chaque parameétre mesuré, nous présentons la valeur moyenne avec I'écart-type pour

les témoins et les souris traités. Les tableaux ci-dessous et les figures suivantes (histogrammes

graphiques pour chaque parametre) présentent les concentrations des différents parametres

biochimiques -plasmatiques
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11.L1.1.1.1. TGP et TGO
Le tableau (Tab. 13) et la figure ci-dessous (Fig. 18) montrent les résultats de la

concentration de TGP et TGO des souris témoins et traités avec I’extrait aqueux de C. militaris.

Tableau 13 : Résultats de TGP et TGO des souris témoins et traités avec C. militaris.

TGP (UI/L TGO (UI/L
Témoin 78 + 3.56 161.66 + 3.39
C. militaris 80.33 + 2.80 175.83 + 3.53

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 : Différence
significative par rapport au témoin.
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Figure 18 : Histogrammes de TGO et TGP des souris témoins et traités avec C. militaris. Chaque valeur
représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 : Différence
significative par rapport au témoin.

Le dosage de TGO et TGP de souris traitées avec 1’extrait aqueux de C. militaris est
presque compatibles a celle des souris témoins. De ce fait, aucune signification différente a celle
des souris témoins n’a été montrée. En conséquence, aucun signe de toxicité hépatique
11.1.1.1.2. Créatinine

Le tableau (Tab. 14) et la figure ci-dessous (Fig. 19) montrent les résultats de la
concentration de la créatinine sérique des souris témoins et traités avec 1’extrait aqueux de C.
militaris.

Tableau 14 : Concentration de la créatinine sérique des souris témoins et traités avec C. militaris.
Témoin 4.85+1.42
C. militaris 4.83 +0.69

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 :
Différence significative par rapport au témoin.
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Créatinine Mg/L

O P N W b 01O N

Témoin C. militaris

Figure 19 : Histogrammes de la créatinine sérique des souris témoins et traités avec C. militaris. Chaque
valeur représente la moyenne * Ecart type. (*) P<0.05; (**) P<0.01; (***) P<0.001:
Différence significative par rapport au témoin.

La concentration en créatinine de souris traitées avec 1’extrait aqueux de C. militaris est
analogue a celle des souris témoins. Pour cela, aucun changement significatif n’a été observé pour
la concentration de la créatinine ce qui confirme que C. militaris n’a aucun effet toxique sur ce
parametre.

11.1.1.1.3. Urée sanguine

Le tableau (Tab. 15) et la figure ci-dessous (Fig. 20) montrent les résultats d’urée

sanguine des souris témoins et traités avec 1’extrait aqueux de C. militaris.

Tableau 15 : Concentration de 1’urée sanguine des souris témoins et traités avec C. militaris.
Urée sanguine g/L |
Témoin 0.63£0.10
C. militaris 0.60 £ 0.05

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 : Différence
significative par rapport au témoin.
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Urée g/L

Témoin C. militaris

Figure 20 : Histogrammes de 1’urée sanguine des souris témoins et traités avec C. militaris. Chaque
valeur représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 :
Différence significative par rapport au témoin.

La concentration en urée de souris traitées avec I’extrait aqueux de C. militaris est
semblable a celle de souris témoins et aucun changement significatif n’a été observé pour la

concentration de 1’urée. Ce qui confirme que C. militaris n’a aucun effet toxique sur ce paramétre.

11.1.1.1.4. FNS
Le tableau (Tab. 16) et la figure ci-dessous (Fig. 21) montrent les résultats de FNS des

souris témoins et traités avec 1’extrait aqueux de C. militaris.

Tableau 16 : Résultats de FNS des souris témoins et traités avec C. militaris. GB:Globules blancs;
GR:Globules rouges; Hb:Hémoglobine; Hte:Hématocrites; PLT:Plaquettes.
GB x10°/L GR x10%/L Hb g/dI Hte % PLT x10°
Témoin 6.66 £ 0.73 6.60 £ 0.16 14.69 £ 0.32 37.77 £ 0.89 335.16 £ 1.57
C. militaris 9.29 +0.47 6.08 £0.27 13.57 £ 0.22 33.98+1.79 497 +1.78

Chague valeur représente la moyenne * Ecart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 :
Différence significative par rapport au témoin.
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Figure 21 : Résultats de FNS des souris témoins et souris traités avec C. militaris . A:globules blancs;
B:globules rouges; C:hémoglobine; D:hématocrites; E plaquettes. Chaque valeur
représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 : Différence

significative par rapport au témoin.

54 |Page



Partie expérimentale Résultats et discussion

Concernant le FNS, les résultats des souris traités avec 1’extrait aqueux de C. militaris ont
montré que les globules blancs, les globules rouges, 1’hémoglobine, les hématocrites et les
plaquettes, presque similaire a celle du souris témoins. Ainsi, qu’il n'y a aucune différence
statistique significative de souris traitées avec I’extrait aqueux de C. militaris par comparaison a
celle de souris témoins. C’est-a-dire, il n’y a pas donc aucun effet toxique sur ces parameétres.
11.1.1.2 Résultats de I'étude histologique des organes
Les figures ci-dessous (Fig. 22, 23, 24) présentent les résultats de 1I’¢tude histologique des organes

(cerveau, foie, rein) des souris témoins et traités avec 1’extrait aqueux de C. militaris.
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Figure 22 : Observation microscopique d'une coupe histologique des cerveaux des souris témoins et souris
traités avec I’extrait de C. militaris. Al:Coupe histologique du cerveau de souris témoin x10;
A2:Coupe histologique du cerveau de souris témoin x40; B1:Coupe histologique du cerveau
de souris traité avec ’extrait de C. militrais x10; B2:Coupe histologique du cerveau de souris
traité avec I’extrait de C. militrais x40.CG:Couche granulaire (couche des grains); CM:

Couche moléculaire; PL: Couche des cellules de Purkinje; P: Cellule de Purkinje.

Les examens histopathologiques du cerveau n'ont pas révélé de changements
pathologiques entre les animaux témoins et les animaux traités avec I’extrait aqueux de C. militaris.
Les résultats montrent une morphologie de couches granulaire, moléculaire et couche des cellules

56 |Page



Partie expérimentale Résultats et discussion

de Purkinje normale. Ainsi que la cellule de Purkinje réguliére sans aucun signe de nécrose ou

d'inflammation.

Figure 23 : Observation microscopique d'une coupe histologique des foies de souris témoins et souris
traités avec I’extrait de C. militaris. A1:Coupe histologique du foie de souris témoin x10;
A2:Coupe histologique du foie de souris témoin x40; B1:Coupe histologique du foie de
souris traité avec ’extrait de C. militrais x10; B2:Coupe histologique du foie de souris traité
avec I’extrait de C. militrais x40; EP : Espace porte; V : Veinule Centrobullaire (hépatique);

CB : Hépatocyte binucléé; S:Cellule bordant le sinusoide.
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Figure 24 : Observation microscopique d'une coupe histologique des reins de souris témoins et souris
traités avec I’extrait de C. militaris. A1:Coupe histologique du rein de souris témoin x10;
A2:Coupe histologique du rein de souris témoin x40; B1:Coupe histologique du rein de
souris traité avec 1’extrait de C. militrais x10; B2:Coupe histologique du rein de souris traité
avec I’extrait de C. militrais x40; C: Cortex; M:Médullaire; P:Papille; CP:Capsule;
G:Glomérule; V:Veine interlobaire; T:Tubule.

Les résultats histopathologiques de I’architecture du foie des animaux témoins et des
animaux traités avec I’extrait aqueux de C. militaris est presque les mémes, avec une morphologie

normale des hépatocytes, la veine centrale et les triades portales. Il n'y avait aucun signe de nécrose

ou d’inflammation.
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Aucun changement n'a été observé dans la fonction rénale chez les animaux témoins et les
animaux traité avec 1’extrait aqueux de C. militaris. C’est-a-dire une absence de changements
histologiques. De ce fait, il n’y avait aucun signe de nécrose dans le cortex et morphologie normale

des glomérules et tubule.

11.1.2. Test d’irritation de I’extrait de C. militaris

Aucun signe d’inflammation (érythéme ou cedéme) n’a été observé sur le dos des rats
apres 1’application de 1’extrait de C. militaris. L’indice d’irritation primaire cutanée obtenu permet
de considérer cet extrait comme non irritant.
11.1.3. Evaluation de la cicatrisation des plaies traitées avec différentes pommades

L’aspect macroscopique a été évalué par un score d’évaluation. Le Tableau présente la
comparaison des moyennes des scores de I’aspect des plaies au jour 0, 3, 6, 9, 12, 15,18 et 21 (Tab.
17). L’analyse des résultats révélait une amélioration de 1’aspect des plaies par une diminution

d’érythéme et d’exsudat.
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Tableau 17 : Effets des pommades sur les parameétres des plaies en fonction des scores. Chaque valeur
représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05 ; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 : Différence
significative par rapport au témoin.
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D’apres les resultats, un érytheme a été observé dans tous les lots a partir du O jour. Par
contre, sa diminution a été progressive pendant les 21 jours.

Concernant le lot de placébo par rapport au témoin aucune signification n’a été montree.
En revanche, dés le 12°™ jour une signification (P<0,05) a été observée jusqu’au 21eme jour.

Pour le lot de Madécassol, dans les trois premiers jours, aucune signification de I’érythéme
par rapport au témoin n’a été examinée. Par contre, dés le 3°™ jour une signification (P<0,001) a
été observé jusqu’a le 6°™ jour et une diminution significative (P<0.01) dans le 6™ jour. De plus,
a partir de 9°™ jour une augmentation significative a été montrée (P<0.001) jusqu’a le 15°™ jour.
Ensuite, Dés le 15°™ jour, une diminution significative a été dévoilée (P<0.01) jusqu’au 21°™ jour.

L’application topique de pommade de C. militaris (5%), n’a montré aucune signification
de 1’érythéme par rapport au lot témoin dans les premiers 6 jours. Dés le 6°™ jour, une signification
a été observé (P<0.01) jusqu’a 21°™ jour.

Lot de C. militaris (10%), n’a présenté aucune signification de 1I’érythéme dans les 3
premiers jours par rapport au témoin. Et dans le 6°™ jour, une absence significative a été
contemplée. Par contre, du 9°™ jour jusqu’au 21°™ jour une augmentation significative (P<0.01) a
été décelée.

Pour I’exsudat, une absence a été noté de cette derniere dans chacun des lots Madécassol,
C. militaris (5% et 10%), et une présence de 1’exsudat en lot de témoin et Placébo dans les 3
premiers jours.

L’apparition des bourgeons & débuter dés le 3°™ jour dans tous les lots, et elle augmente
dans chacun des lots de témoin et placébo jusqu’a le 9°™ jour. Aprés le 9°™ jour, elle commence a
diminuer progressivement dans les jours qui suivent I’observation. Dans les lots de Madécassol, C.
militaris (5% et 10%) un accroissement a été remarquée jusqu’au 12°™ jour, plus élevée que les
lots témoin et placébo. En revanche, Dés le 12°™ jour, une diminution progressive a été remarquée
jusqu’au dernier jour d’observation.

Au jour 12, une signification (P<0.001) d’apparition des bourgeons notait pour tous les
lots par rapport au lot témoin. Au jour 15, une diminution significative observait pour lot de C.
militaris 5% et absence significative pour le lot de placébo, ceci jusqu’au 21°™ jour. Une stabilité
significative au 15°™ jour a été examiné pour les lots de C. militaris 10% et Madécassol, suivie par

une diminution significative (P<0.05) au 21°™ jour.
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La phase d’épithélialisation a débuter dés le 3*™ jour, dans tous les lots. Ensuite, elle
augmente dans chacun des lots de témoin et placébo jusqu’a le 9™ jour. Aprés le 9™ jour, elle a
commence a diminuer progressivement dans les jours d’observation qui suivent. Dans les lots de
Madécassol, C. militaris (5% et 10%) une augmentation significative a été remarquée jusqu’au
12™jour, plus élevée que lots témoin et placébo. Dés le 12°™ jour une diminution graduelle rapide
a été remarquée jusqu’au dernier jour d’observation.

Aux lots de Madeécassol et C. militaris 10%, la signification de la phase d’épithélialisation
apparaitre a partir du 6 éme jour (P<0.001) par rapport au lot témoin. Aux jours 9 et 21, une
différence significative par rapport au témoin (P<0.01, P< 0.05 respectivement) a été décelée.
Concernant le lot de C. mlilitaris 5%, dés le 12°™ jour, une signification (P<0.05) par rapport au
lot témoin a été exhibé. Par contre, une augmentation significative au 15éme jour a été remarqué
et au jour 21 une diminution significative observait (P<0.001).

La formation des croltes a commencer a partir du jour 3, dans tous les lots. Ensuite, elle
augmente dans chacun des lots de témoin et placébo jusqu’au 9°™ jour. Aprés cela, elle a
commencé a diminuer progressivement dans le reste des jours d’observation. Dans les lots de
Madécassol, C. militaris (5% et 10%), une augmentation significative de la formation des croltes
a été remarquée (P<0.01) jusqu’au 12°™ jour, plus élevée que lots témoin et placébo. Dés celui-ci,
une diminution graduelle plus vite était observé jusqu’au dernier jour du test.

Pour le lot de placébo, une signification de la formation des croQtes a été noté au jour 9
par rapport au lot témoin (P<0.05). Aux lots de Madécassol et C. militaris 10%, la signification
apparait a partir du 9°™ jour (P<0.01) par rapport au lot témoin. 9°™ et 18°™ jours, une différence
significative par rapport au témoin (P<0.01, P< 0.05). Le 21°™ jour, une augmentation significative
(P<0.001) par rapport au lot témoin. A propos de lot de C. mlilitaris 5%, dés le 6°™ jour une
signification de la formation des croltes (P<0.001) par rapport au lot témoin a été montrée, une

diminution significative (P<0.01) au 12°™ jour et au 21°™ jour (P<0.05).

11.1.3.1 Etude planimétrique avec mesure de la surface des plaies traités avec différentes
pommades
L’évolution de la surface des plaies des rats, observés sur une période de 21 jours est

représentée sur la figure ci-dessous (Fig. 25).
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Figure 25 : Effets d’extraits sur la vitesse de contraction des surfaces des plaies dans le temps. Chaque
valeur représente la moyenne + Ecart type. (*) P<0.05; (**) P<0.01 ; (***) P<0.001 :
Différence significative par rapport au témoin.
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Les surfaces des plaies traitées avec le placébo n’ont présenté aucune signification pendant
les 21 jours par rapport au témoin. La surface moyenne des plaies traitées avec 1’excipient soit une
contraction de 82,07 % au 21°™ jour.

Les plaies traitées a la pommade Madécassol ont montré une significative de surface par
rapport au témoin dans les 3 premiers jours (P< 0,05). Dés le 6°™ jour, une augmentation
significative de surface par rapport au témoin (P<0.001). La surface moyenne des plaies traitées
avec Madécassol soit une contraction de 97,284 % au 21°™ jour.

Les plaies traitées par I’extrait de C. militaris (5%) ont montré une signification de surface
par rapport au témoin dans les 6 premiers jours (P < 0,05). Dés le 9¥™ jour jusqu’au 12°™ jour, une
augmentation significative de surface (P<0.01) a été montré. Aprés le 15°™ jour et jusqu’au 21°™
jour, une augmentation hautement significative (P<0.001) était observée. La surface moyenne des
plaies traitées avec C. militaris (5%) soit une contraction de 97,866 % au 21°™ jour.

Les plaies traitées par I’extrait C. militaris (10%) dévoilait une augmentation hautement
significative de surface dans les 21 jours par rapport au témoin (P<0,001). La surface moyenne des
plaies traitées avec C. militaris (10%) soit une contraction de 98,688 % au 21°™ jour.

11.1.3.2. Effets de la Pommades sur les plaies par excision
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Une observation macroscopique des pommades par rapport au témoin a été évaluée
pendant 21 jours. La figure présente une vue macroscopique des plaies au jour 0, 3, 6, 9, 12,
15,18 et 21 (Fig. 26).

Témoin Placébo Madécassol C.militaris C.militaris
(5%) (10%)
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L’¢évaluation de I’aspect macroscopique des plaies apparaissent moins enflammées avec
I’évolution des jours. De plus, Les plaies traitées avec C. militaris ont montré une meilleure
évolution que les plaies traitées avec Madécassol, Placébo et les plaies témoins. Par ailleurs, au
21°™ jour, elles se sont contractées respectivement de 78,14%, 82,07%, 97,28%, 97,86% et
98,68%, pour le lot témoin, le lot traité avec Placébo, le lot traité avec Madécassol, le lot traité avec
C. militaris 5% et C. militaris 10%.
11.1.3.3. Etude histologique des biopsies cutanées des rats traités avec différentes pommades

La figure ci-dessous (Fig. 27) montre les résultats de 1’étude histologique des biopsies

cutanées des rats traités avec différentes pommades.
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Figure 27 : Observation microscopique d'une coupe histologique des rats traités avec différentes
pommades. Al:Observation microscopique d'une coupe histologique de derme du rat
traité avec I’extrait de C. militaris (10%) x10; A2:Observation microscopique d'une coupe
histologique de derme du rat traité avec I’extrait de C. militaris (10%) x40;
B1:Observation microscopique d'une coupe histologique de derme du rat traité avec
I’extrait de C. militaris (5%) x10; B2:Observation microscopique d'une coupe
histologique de derme du rat traité avec I’extrait de C. militaris (5%) x40; C1:0Observation
microscopique d'une coupe histologique de derme du rat traité avec du Madécassol x10;
C2:0Observation microscopique d'une coupe histologique de derme du rat traité avec du
Madécassol x40; D1:0bservation microscopique d'une coupe histologique de derme du
rat témoin x10; D2:Observation microscopique d'une coupe histologique de derme du rat
témoin x40; E1:Observation microscopique d'une coupe histologique de derme du rat
traité avec placébo (créeme de base) x10; E2:Observation microscopique d'une coupe
histologique de derme du rat traité avec placébo (creme de base) x40; K:Kératine;
E:Epiderme; D:Derme; CG:Couche granuleuse; CE:Couche épineuse; CGE:Couche
germinative; G:Glande sébacées; F:Follicule pileux; CL:Cellule de Langerhans;
KC:Kératinocytes; MEL:Mélanocytes; COLL:Collagene; DDE:Destruction du derme et
de I’épiderme; COLL:Collagene.

Les résultats histologiques montrent que ’induction des plaies par excision a détruit les
deux couches du tissu cutané (épiderme, derme) dans les lots de témoin et placébo, et la
reconstruction des deux couches dans les lots de Madécassol, C. militaris 5% et 10%. Le traitement
journalier par la pommade de Madécassol et C. militaris (5% et 10%), induit un processus de
cicatrisation autant sur les plaies par excision dans les lots 3, 4, 5 (Madécassol, C. militaris 5% et
10%), ou I’on observe apres 21 jours de traitement, le derme et 1’épiderme. En effet, I’application
topique de la pommade a induit la reconstitution de 1’organisation de la structure de la peau et une
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cicatrisation superficielle dans les 3 lots. En revanche, on constate dans les lots 1 et 2 (témoin et
placébo) la présence de collagéne (COLL), mais il n’y a pas de reconstitution des couches du derme
et d’épiderme.

11.2. Discussion

Cette étude avait pour le but d’évaluer I’activité cicatrisante de Cordyceps militaris.
L’étude sur la toxicité aigiie de cet extrait n’a révélé aucun effet toxique de 1’extrait aqueux de C.
militaris & la dose de 5000 mg/kg de poids corporel aux souris. Un comportement normal de ces
derniers par apport aux souris témoins. Ainsi que n’a provoqué aucun signe de toxicité et mortalité
dans les premiéres 24 heures de I’expérience et cela jusqu’au 14°™ jour. Ces constatations est
concorde avec 1’étude menée par Long et al (2020), qui a travaillé sur la toxicité de Cordyceps
chinois.

Les produits biochimiques sériques (créatinine, urée, TGO et TGP) sont utilisés comme
biomarqueurs pour mesurer l'activité hépatique (Brandt et al., 2009; Lameire et al., 2005). Les
études biochimiques concernées par la mesure des parameétres biologiques suivante : ’ALAT
(TGO), ’ASAT (TGP) urée sanguine, créatinine et FNS ont montré que les deux enzymes
hépatiques (ASAT et ALAT) jouent un réle de transfére d’un groupe amine lors des nombreux
processus chimiques qui se déroulent au niveau hépatique (Rye, 2009). Leur activité est
proportionnelle au degré de dommages hépatiques (Sacoti, 2012). lls sont donc deux bons
indicateurs de I’hépatotoxicité (She, 2009; Song et al., 2007). Le dosage de leur activité a révélé
que les souris traitées dépourvu de I’activité de I’ALAT et aucune signification différente a celle
des souris témoins. De méme pour I’ASAT, aucune signification de son activité du souris traités
par comparaison a celle des souris témoins. Donc a propos de la toxicité hépatique, il n’y a aucun
effet toxique de 1’extrait aqueux de C. militaris.

L’urée et la créatinine sont des marqueurs significatifs de la fonction rénale (Pauly, 2012).
Il apparait que la concentration en urée et en créatinine du souris traités est compatibles a celle du
souris témoins, avec aucun changement significatif n’a été observé. Ce qui confirme que C.
militaris n’a aucun effet toxique sur les reins durant le traitement. De méme, des études ont montré
I’absence de la néphrotoxicité chez des rats administré I’extrait aqueux de C. militaris par voie
orale avec des différents doses de 2000, 3000 et 4000 mg/kg poids corporel (Jhou et al., 2018).

Concernant le FNS, les résultats ont montré que les globules blancs, les globules rouges,

I’hémoglobine, les hématocrites et les plaquettes n’ont aucune différence statistique significative
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de souris traitées par comparaison a celle des souris témoins. C’est-a-dire, aucun effet toxique sur
ces parameétres. Ceci a été confirmé par d’autre auteurs (Jhou et al., 2018).

L'examen histopathologique des organes et des tissus est le meilleur moyen d'évaluer les
changements pathologiques liés au traitement (Lulekal et al., 2019). En outre, Les examens
histopathologiques du cerveau n'ont pas révélé de changements pathologiques. Le résultat montre
une morphologie de couches de granulaire, moléculaire et couche des cellules de Purkinje normale.
Ainsi que la cellule de Purkinje réguliére sans aucun signe de nécrose ou d'inflammation.

Dans I'étude actuelle, I'architecture du foie des animaux témoins et des animaux traités est
presque la méme, avec une morphologie normale des hépatocytes, la veine centrale et les triades
portales. Il n'y avait aucun signe de nécrose. Le foie est le principal site de biotransformation et de
défense contre les éléments étrangers du corps humain (Baratli et al., 2013). Alors l'activité de ces
enzymes est normalement utilisée pour évaluer la fonction de foie. En temps normal, ces enzymes
résident dans les cellules du foie. Mais quand le foie est blessé, ces enzymes sont renversées dans
la circulation sanguine (Babes et al., 1999).

En outre, aucun changement n'a été observe dans la fonction rénale chez les animaux de
traitement que chez les animaux témoins, comme en témoigne l'absence de changements
histologiques. De ce fait, il n’y avait aucun signe de nécrose dans le cortex et morphologie normale
des glomérules et tubule. Le rein est le principal organe de filtration et d'élimination de toxiques
présents dans la circulation. Certaines nanoparticules sont excrétées par les reins (Mirkovic et al.,
2010).

L’application topique de la pommade a base d’extrait aqueux de C. militaris n’a pas
provoqué d’irritation de la peau.

Concernant les résultats des plaies en fonction des scores, la présence d’érythéme et
d’exsudat a été observée dans tous les lots a partir du O jour. Puis une diminution progressive
pendant les 21 jours était remarquée. De plus, 1’application de placébo a inhibé assez lentement
I’érythéme et I’exsudat, I’ensemble de ces phénoménes explique 1’augmentation trés lente de la
vitesse, du temps de 1’apparition des bourgeons, de la phase d’épithélialisation, et la formation des
croltes. Ceci est di a I’absence de substances actives responsables de raccourcissement effectif du
temps de ré-épithélialisation (Ernest et al., 2019). De ce fait, I’application de la pommade a base
de C. militaris a inhibé assez rapidement I’érythéme, 1’exsudat et les mauvaises odeurs. En

conséquence, I’ensemble de ces phénoménes explique I’augmentation de la vitesse, du temps de
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I’apparition des bourgeons, de la phase d’épithélialisation, et la formation des crofites. La réduction
de I’érythéme et de 1’exsudat confirme que ce champignon pourrait agir sur la phase inflammatoire,
comme I’avait démontré Chiu et al (2016) en étudiant I’activité anti-inflammatoire du mycélium
de C. militaris. La résultante logique de cet effet anti-inflammatoire précoce de la pommade serait
le raccourcissement effectif du temps de ré-épithélialisation (Ernest et al., 2019).

L’évolution de la surface des plaies des rats, pendant les 21 jours a représentée des effets
d’extraits sur la vitesse de contraction des surfaces des plaies. L’étude planimétrique autorise donc
une évaluation quantitative directe par le calcul de la surface de la plaie, de son évolution dans le
temps et par déduction d’une appréciation de la qualité du tissu de granulation d’aprés les travaux
de Farahaniet Kloth en 2008.

L’évaluation de I’aspect macroscopique des plaies qui apparaissent moins enflammées
avec I’évolution des jours, suggere que la plante est capable de moduler la réponse inflammatoire.
Les travaux de Bahramikia et Yazdanparast en 2012 rapportent aussi que 1’accélération du
processus cicatriciel peut étre liée au pouvoir anti-inflammatoire par la formation de complexes
neutralisant de nombreux agents irritants.

Les plaies traitées avec C. militaris ont montré une meilleure évolution que les plaies
traitées avec Madécassol, Placébo et les plaies témoins. Par ailleurs au 21°™ jour, elles se sont
contractées respectivement de 78,14%, 82,07%, 97,28%, 97,86% et 98,68%, pour le lot t¢émoin, le
lot traité avec Placébo, le lot traité avec Madécassol, le lot traité avec C. militaris 5% et Cordyceps
militaris 10%.

On peut déduire d’aprés 1’examen macroscopique, le pourcentage d’inhibition et
I’évaluation histopathologique, que toutes les plaies traitées par I’extrait de C. Militaris ont semblé
mieux cicatriser que Madécassol, le témoin et placébo. Les différences entre les principaux
constituants des extraits peuvent expliquer les résultats de 1’étude.

Les résultats montrent clairement que la pommade a base de C. militaris a une activité
cicatrisante. L’effet cicatrisant peut-étre lié a des principaux constituants de 1’extrait. D’apreés
Pooja et Anand (2014), le C. militairs contient 32mg/g de vitamine A. Depuis plus de 60 ans, la
vitamine A est liée Avec la cicatrisation des plaies, en particulier la réparation épithéliale
(Brandaleone, 1941). Néanmoins, peu d’information disponible jusqu’en 1968, date a laquelle
Ehrlich découvrit que La vitamine A stimule spécifiquement la cicatrisation des plaies qui a été

retarde par les hormones stéroides anti-inflammatoires (Ehrlich et Hunt, 1968). Peu de temps
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apres, Herrmann et Woodward (1972) ont montré que la cicatrisation des plaies pouvait étre
stimulée chez les animaux normaux par I’administration locale ou systémique de vitamine A.

La vitamine A est un antioxydant qui facilite 1’afflux de monocytes et de macrophages au
niveau de la plaie, ainsi que la différenciation et la prolifération des cellules épithéliales. La
synthese, la réticulation du collagene et la résistance a la traction sont augmentées. Une supplé-
mentation par de tres fortes doses de vitamine A, a été proposee en cas de plaies séveres. Mais son
intérét demande a étre confirmé (Misset et Desport, 2020).

D’aprés Wen-hung et al (2007), le C. militaris contient 16.2 mg de vitamine C et le zinc
23 mg. Les micronutriments les plus particulierement impliqués sont La vitamine C et le zinc. La
vitamine C est un cofacteur indispensable de la proline et de la lysine-hydroxylase, impliquées dans
la synthése du collagene. La vitamine C a également un Rodle anti-infectieux en agissant sur
I’activité des polynucléaires Neutrophiles et du complément. La carence en vitamine C est
responsable du scorbut qui se manifeste par des signes généraux et cutanéomugqueux : elle entraine
un ralentissement et une mauvaise qualité de la cicatrisation en réduisant la synthese de collagéne,
en diminuant la résistance aux infections et en altérant ’angiogenése (Fontaine et Raynaud-
Simon, 2008). La vitamine C est un antioxydant qui participe a la synthése de collagene en tant
que cofacteur de la proline et de la lysine, et qui stimule les fonctions des neutrophiles. La
supplémentation en vitamine C ou ’utilisation de doses supraphysiologiques n’améliorent pas la
cicatrisation chez les patients non déficients. Mais pourraient étre efficaces en cas d’agression ou
de plaie sévere (Ellinger et stehle, 2009).

Le zinc est un cofacteur de la synthése de I’acide Ribonucléique, de 1’acide
désoxyribonucléique et Donc des protéines. Il favorise la prolifération cellulaire, I’'immunité et la
résistance a I’apoptose (Barbul et Purtill, 1994).

D’aprés Pooja et Anand (2014) le Cordyceps militaris contient 0.35 mg/g de sélénium,
qui jouerait un rdle important dans la cicatrisation des grands bralés (Barbul, 2006; Chow et
Brabul, 2014). Des études suggerent que de fortes doses intraveineuses de zinc, de sélénium et de
cuivre favoriseraient I’amélioration de la cicatrisation par diminution du recours a la greffe cutanée.

D’apres Pooja et Anand (2014), le Cordyceps militaris contient 27.7 mg/g de cuivre.
Récemment, des études ont clairement montré que les nanoparticules sont une plateforme
importante pour le traitement des plaies cutanées (Jahromi et al., 2018; Wang et al., 2017). Parmi

les nanoparticules, le Cu est bien connu pour son activité antimicrobienne et on sait depuis
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longtemps qu’il joue un réle direct dans I’angiogenese. Il a également été démontré que le cuivre
a un role potentiel dans le processus de cicatrisation des plaies en régulant le processus de
cicatrisation. Dans le processus de cicatrisation des plaies en régulant le niveau d’expression de 84
Génes qui sont associés a 1’angiogenése et a la réparation des plaies (Borkow et al., 2010).

Le Cordyceps militaris contient 39.15 mg/g de protéine (Pooja et anand, 2014). Les
protéines sont nécessaires a la prolifération cellulaire, a la synthése du collagéne et du tissu
conjonctif, et a I’angiogenése (Banks et al., 2010; Stcehmiller, 2010).

Ainsi que le Cordyceps militaris contient une quantité de Polysaccharide (4.200 mg)
(Wen-hung et al., 2007). Les polysaccharides sont des macronutriments les plus efficaces pour la
synthése de collagene (Misset et Desport, 2020).

Les résultats de I’étude histologique des biopsies cutanées des rats traités avec différentes
pommades confirment I’effet cicatrisant de la pommade a base de Cordyceps militaris. D’aprés
Ernest et al (2019), le tissu sain de la peau est constitué de deux grandes parties : I’épiderme, avec
au niveau apical une couche de kératine (E), couche granuleuse (CG), couche épineuse (CE),
couche germinative (CGE) et le derme principalement constitué du collagéne (COLL). Les
micrographies obtenues apres analyse histologique montrent que I’induction des plaies par excision
a détruit ces deux couches du tissu cutané dans tous les lots. Le traitement journalier par la
pommade de Madécassol et C. militaris (5% et 10%), induites un processus de cicatrisation autant
sur les plaies par excision dans les lots 3, 4, 5 (Madécassol, C. militaris 5% et 10%), ou 1’on observe
aprés 21 jours de traitement le derme et 1I’épiderme. En effet, ’application topique de la pommade
a induit la reconstitution de I’organisation de la structure de la peau et une cicatrisation superficielle
dans les 3 lots. En revanche, on constate dans les lots 1 et 2 (témoin et placébo) la présence de
collagéne (COLL). Mais il n’y a pas de reconstitution des couches du derme et d’épiderme. Enfin,
cette cicatrisation est compléte dés le jour 21. La force tensile de la peau dépend de sa teneur en
collagéne et de sa structure en bande croisées (Diegelmann et Evans, 2004). C’est le collagéne
qui procure la résistance mécanique. L’augmentation modérée de la force tensile cutanée chez les
animaux aprées application de I’extrait aqueux de C. militaris serait peut-&tre dii a la richesse en
collagene organisé en bande chez les rats soumise en traitement. Donc, 1’étude histologique a
montré I’effet dose de C. militaris qui accélére la cicatrisation et cela par rapport au témoin, Placébo
et Madécassol. Par conséquences, la pommade a base de C. militaris a prouvé son efficacité dans

la cicatrisation et dans la vitesse de contraction de la plaie. De ce fait, la creme de C. militaris a
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10% a présenté le meilleur résultat en matiere d’activité de cicatrisation en comparaison avec C.

militaris 5% et Madécassol.
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Conclusion et perspectives

Récemment, les champignons ont attiré une attention particuliére des chercheurs
médicaux et pharmacologiques comme une source riche de composes biologiquement actifs.
Parmi les champignons utilisés dans la médecine traditionnelle. Le Cordyceps militaris en Asie
orientale est utilisée comme une source abondante de produits naturels utiles ayant diverses
activités biologiques. Ce travail présente des résultats d’une expérimentation réalisée pour

évaluer la toxicité aigle et les effets cicatrisants de ce champignon.

La toxicité aiglie évaluée sur les souris a montré que I’extrait aqueux de C. militaris
n’induit aucun effet toxique a la dose de 5000 mg/Kg de poids corporel. Aussi, les analyses
biochimiques ont dévoilé que le TGO, TGP, I’urée, créatinine, les globules blancs, les globules
rouges, I’hémoglobine, les hématocrites et les plaquettes, ont un reésultat similaire a celle des
souris témoins. De ce fait il n’y a pas un effet toxique sur ces paramétres. Ces résultats ont été
confirmés par des études histologiques. Pour les coupes histologiques, les organes étudiés
(cerveau, foie et rein) n'ont pas révelé de changements pathologiques négatifs par rapport aux
organes de témoin. L’application topique de la pommade a base de C. militaris pendant les 21
jours n’a montré aucun signe d’érythéme ou exsudat. Les signes de 1’inflammation dans les
plaies traitées avec la pommade a base de C. militaris 10% sont moins marqués qu’au niveau
des plaies traitées avec C. militaris 5%, Madécassol, Placébo et les témoins. En effet,
I’utilisation de C. militaris 10% a entrainé une meilleure accélération du processus cicatriciel.

Ce qui confirme la relation effet/dose.

Des études histologiques ont été réalisées sur la peau des animaux a confirmé que
I’effet de la pommade a base de C. Militaris 10% a présenté un meilleur résultat en matiere
d’activités de cicatrisation en comparaison avec C. militaris 5%, le Madécassol, Placébo et les
témoins. On peut donc conclure que la pommade a base de C. militaris présente une activité

prometteuse pour la cicatrisation des plaies.

L’ensemble de ces résultats ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche de
substances et sources naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires seront
nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en évidences. Il serait

souhaitable de compléter et approfondir ce travail par une étude phytochimique plus détaillee.

» Mieux comprendre les molécules impliquées dans D’activité cicatrisante et leurs

mécanismes d’action.
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» Isoler et caractériser les composés actifs dans 1’extrait de champignon par des méthodes
spécifiques.
» Déterminer la sécurité d’utilisation thérapeutique (toxicité sub-chronique et chronique)
» Travailler sur d’autres souches d’animaux.
» Changer la méthode d’induction de la plaie par incision.
»  Approfondir I'évaluation de I'activité cicatrisante par I'exploration histologique.
Enfin, d'autres vertus thérapeutiques restent a étre investies dans 1’espoir de trouver,

une place en pharmacologie moderne.
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| -
Signature : /

Tel : 0776290945

Figure 1 : Bon de commande des rats.
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Annexe 2 :

o

A : les organes (foie, reins, cerveau)

B : Les organes fixés au formol 10%

—

C : M¢élange des composants de la pommade a base d’extrait de champignon étudié.
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D : Partie dorsale rasé E : Solution de povidone iodée

appliquée dans la partie dorsale

F : Plaie circulaire de 2 cm? de diamétre
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H : Méthode de I’inclusion ; A : Moule rempli de paraffine ; B : Placement de tissu dans le
moule ; C : plaque de refroidissement.



Annexe 3 :

Tableau 1: TGO et TGP chez les souris traitées par C. militaris et les témoins (UI/L).

J : technique de montage.

Annexes

militaris)

S1 S2 S3 S4 S5 S6
TGO (témoin) 165 160 166 163 157 159
TGP (témoin) 83 82 76 74 78 75
TGO (C. 173 181 179 177 173 172
militaris)
TGP (C. 79 78 85 81 82 77
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Tableau 2 : Créatinine chez les souris traitées par C. militaris et les témoins (Mg/L).

S1 S2 S3 S4 S5 S6
Créatinine 7,66 4,93 4,22 3,26 4,75 4,28
(témoin)
Créatinine 4,83 5,85 4,03 4,69 4,73 4,86
(C. militaris)

Tableau 3 : L’urée chez les souris traitées par C. militaris et les témoins (g/L).

S1 S2 S3 S4 S5 S6
Urée 0,59 0,65 0,85 0,52 0,63 0,57
(témoin)
Urée (C. 0,64 0,7 0,55 0,56 0,61 0,57
militaris)

Tableau 4: FNS des souris traitées par C. militaris témoins et les témoins. GB:Globules

blancs(x10%/L); GR:Globules rouges(x10%?/L); Hb:Hémoglobine(g/dl);
Hte:Hématocrites(%); PLT:Plaquettes(x10°).
S1 S2 S3

GB (témoin) 7,6 6,1 6,28
GB (C. militaris) 8,7 9,7 9,48
GR (témoin) 6,43 6,79 6,58
GR (C. militaris) 6,29 573 6,24
HGB (témoin) 14,3 15 14,78
HGB (C. militaris) 13,3 13,8 13,62
HTE (témoin) 36,8 38,8 37,72
HTE (C. militaris) 35,9 31,9 34,14
PLT (témoin) 337 335 333,5
PLT (C. militaris) 495 497 499




Annexes

Tableau 5 : Effets des pommades sur 1I’érythéme en fonction des scores.

Jours

Témoin

Placébo

Madécassol

C. militaris

5%

C. militaris
10%

J0 (R1)

J0 (R2)

J0 (R3)

J0 (R4)

JO (R5)

J3 (R1)

J3 (R2)

J3(R3)

J3 (R4)

J3 (R5)

J6 (R1)

J6 (R2)

J6 (R3)

J6 (R4)

J6 (R5)

J9 (R1)

J9 (R2)

J9 (R3)

J9 (R4)

J9 (R5)

J12 (R1)

J12 (R2)

J12 (R3)

J12 (R4)

J12 (R5)

J15 (R1)

J15 (R2)

J15 (R3)

J15 (R4)

J15 (R5)

J18 (R1)

J18 (R2)

J18 (R3)

J18 (R4)

J18 (R5)

J21 (R1)

J21 (R2)

J21 (R3)

J21 (R4)

J21 (R5)
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Tableau 6 : Effets des pommades sur I’exsudat en fonction des scores

Jours

Témoin

Excipient

Madécassol

C. militaris
5%

C. militaris

10%

J0 (R1)

J0 (R2)

J0 (R3)

J0 (R4)

JO (R5)

J3(R1)

J3 (R2)

J3(R3)

J3 (R4)

J3 (R5)

J6 (R1)

J6 (R2)

J6 (R3)

36 (R4)

J6 (R5)

J9 (R1)

J9 (R2)

J9 (R3)

J9 (R4)

J9 (R5)

J12 (R1)

J12 (R2)

J12 (R3)

J12 (R4)

J12 (R5)

J15 (R1)

J15 (R2)

J15 (R3)

J15 (R4)

J15 (R5)

J18 (R1)

J18 (R2)

J18 (R3)

J18 (R4)

J18 (R5)

J21 (R1)

J21 (R2)

J21 (R3)

J21 (R4)

J21 (R5)
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Tableau 7 : Effets des pommades sur I’apparition des bourgeons en fonction des scores.

Jours

Témoin

Excipient

Madécassol

C. militaris
5%

C. militaris

10%

J0 (R1)

J0 (R2)

J0 (R3)

J0 (R4)

JO (R5)

J3 (R1)

J3 (R2)

J3(R3)

J3 (R4)

J3 (R5)

J6 (R1)

J6 (R2)

J6 (R3)

J6 (R4)

J6 (R5)

J9 (R1)

J9 (R2)

J9 (R3)

J9 (R4)

J9 (R5)

J12 (R1)

J12 (R2)

J12 (R3)

J12 (R4)

J12 (R5)

J15 (R1)

J15 (R2)

J15 (R3)

J15 (R4)

J15 (R5)

J18 (R1)

J18 (R2)

J18 (R3)

J18 (R4)

J18 (R5)

J21 (R1)

J21 (R2)

J21 (R3)

J21 (R4)

J21 (R5)
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Tableau 8 : Effets des pommades sur la phase d’épithélialisation en fonction des scores.

Jours

Témoin

Placébo

Madécassol

C. militaris
5%

C. militaris
10%

J0 (R1)

J0 (R2)

J0 (R3)

J0 (R4)

JO (R5)

J3 (R1)

J3 (R2)

J3(R3)

J3 (R4)

J3 (R5)

J6 (R1)

J6 (R2)

J6 (R3)

J6 (R4)

J6 (R5)

J9 (R1)

J9 (R2)

J9 (R3)

J9 (R4)

J9 (R5)

J12 (R1)

J12 (R2)

J12 (R3)

J12 (R4)

J12 (R5)

J15 (R1)

J15 (R2)

J15 (R3)

J15 (R4)

J15 (R5)

J18 (R1)

J18 (R2)

J18 (R3)

J18 (R4)

J18 (R5)

J21 (R1)

J21 (R2)

J21 (R3)

J21 (R4)

J21 (R5)
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Tableau 9 : Effets des pommades sur la formation des crodtes en fonction des scores.

Jours

Témoin

Placébo

Madécassol

C. militaris
5%

C. militaris
10%

J0 (R1)

J0 (R2)

J0 (R3)

J0 (R4)

JO (R5)

J3 (R1)

J3 (R2)

J3(R3)

J3 (R4)

J3 (R5)

J6 (R1)

J6 (R2)

J6 (R3)

J6 (R4)

J6 (R5)

J9 (R1)

J9 (R2)

J9 (R3)

J9 (R4)

J9 (R5)

J12 (R1)

J12 (R2)

J12 (R3)

J12 (R4)

J12 (R5)

J15 (R1)

J15 (R2)

J15 (R3)

J15 (R4)

J15 (R5)

J18 (R1)

J18 (R2)

J18 (R3)

J18 (R4)

J18 (R5)

J21 (R1)

J21 (R2)

J21 (R3)

J21 (R4)

J21 (R5)

A R N RN I S N I I RN I N R N I I R R R GG = R = ==l k=K== K=

olr|rlrlolrlkrlkrlkrlolkr kP RN NN N R RO W NN R NN R RPN R P PR P o| oo oo

OO OO OO FRP|IO|IFR|IOIRFRINEFEPINEFEPIN WN WPND WO AR W PR WPNDWPNDWNERNPFPDN PO o ol olo

ORI OO O FRLPINEFPIRFPIEFEPINWNIDNDNOWPNDINDN W RO WO W PR WWWINWEREDNDNPEPDNMNMNO O OoOlo|l o

OO OO O|O|FRPIFRPIRFPIFPIFRPINDNDNDNDNWWW W W AP WERWDNDWODNWNEPIDNPDNOIO O OolOo




Annexes

Tableau 10 : Pourcentage d’inhibition de la vitesse de contraction des plaies.

Jours Témoin Placébo Madécassol | C. militaris C. militaris
5% 10%

JO (R1) 0 0 0 0 0
JO (R2) 0 0 0 0 0
JO (R3) 0 0 0 0 0
JO (R4) 0 0 0 0 0
JO (R5) 0 0 0 0 0
J3 (R1) 4,39 6,25 16,87 10,92 19,72
J3 (R2) 8,47 8,63 15 15 17,48
J3 (R3) 11,48 7,46 14 12,13 19,38
J3 (R4) 2,91 11,96 12,24 8,93 18,04
J3 (R5) 6,5 12,55 11,54 13,33 17,72
J6 (R1) 12,36 13 23,89 31,34 39,68
J6 (R2) 20,71 15,78 27,75 37 33,68
J6 (R3) 21,75 20,18 21,25 21,96 31,47
J6 (R4) 15,44 21,62 37,45 34,91 35,82
J6 (R5) 16,54 23,71 44,44 32,66 35,75
J9 (R1) 23 36,28 43,19 52,28 62,64
J9 (R2) 29,03 31,73 59,5 56,5 53
J9 (R3) 31,14 37,5 55,22 40,17 51,45
J9 (R4) 33,84 35,96 53,08 51,48 61,98
J9 (R5) 35,07 35,74 60,25 54,16 61,39
J12 (R1) 44,04 48,31 63,97 73,22 78,59
J12 (R2) 49 52,73 77,5 74 73,49
J12 (R3) 50,28 51,25 72,17 64,91 69,06
J12 (R4) 55,81 51,75 68,14 65,95 79,88
J12 (R5) 52,95 52,33 75,64 77,33 74,68
J15 (R1) 56,25 56,87 90,25 87,97 88,32
J15 (R2) 60,87 61,18 94,25 88 91,69
J15 (R3) 62,14 66,25 85,26 87,28 92,23
J15 (R4) 66,77 69,91 88,8 90,21 93,23
J15 (R5) 63,98 63,83 89,95 90,66 90,82
J18 (R1) 68,04 78,48 95,53 91,53 95,13
J18 (R2) 71,69 76,02 97 91,5 96,46
J18 (R3) 69,22 70,5 91,66 89,3 96,44
J18 (R4) 77,32 72,06 93,24 93,82 95,41
J18 (R5) 72,67 74,5 94,01 94,16 94,62
J21 (R1) 73,25 84,07 98,16 97,85 98,08
J21 (R2) 76,69 82,38 99 97,9 98,5
J21 (R3) 77,04 84 96,13 98,38 98,06
J21 (R4) 82,73 80,7 96,13 97,1 99,8
J21 (R5) 81,03 79,21 97 98,1 99
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