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Résumé

Cordyceps militaris, est un champignon médicinal chinois, utiliségitrannellement
comme  antimicrobiens, anti-inflammatoires, antioxydants, antivieillissement,
immunomodulateurs ou anti tumorala présente étude a pour objectif d’étudier lestsff
anti-inflammatoires d€ordyceps militaris. Les expériences ont été réalisées sur le moeele d
',edéme aigue de la patte des souris induit paat@génine. Le modele a été testé par les
extraits aqueux d€ordyceps militaris, aux doses 100, 200 et 300mg/kg en administration pa
voie orale. Le gavage a éteé réalisé une heure #irghiction d'une inflammation aigué avec
de la carragénine a 1%. Les résultats obtenustémoénparés a ceux de Diclofénac et a ceux
du contréle physiologique. Aprés administratfmn os de I'eau physiologique, la carragénine
entraine une augmentation significative du voluradadpatte des souris de 54,16+2,35% ;
44,60+3,95% et 32,15+3,70% respectivement a 1ket3h. L'administration de Diclofénac
(50mg/kg,per 0s) prévient de facon significative I'augmentation cilume de la patte des
souris qui est de 52,14+4,40% ; 8,61+1,73% et @,342% respectivement a 1h, 3h et 6h
aprés administration de la carragénine. L'admatisin per os de l'extrait aqueux de
Cordyceps militaris a la dose de 100mg/kg prévient de facon signifiedtoedeme aigue de la
patte des souris au bout de 1h, 3h et 6h ; lescpotages d'augmentation du volume de la
patte sont respectivement de 45,62 + 3,22% ; 5,2825% et 0,34 + 0,85%, a la dose de
200mg/kg 37,88 = 2,87% ; 3,13 +1,80% et 0,17 + ®42Des résultats analogues ont été
obtenus avec la dose de 300mg/kg. Les résultatettk étude mettent en évidence les bases
pharmacologiques de€ordyceps militaris en médecine traditionnelle pour prévenir les
processus inflammatoires.

Mots clés :Cordyceps militaris, extrait aqueux, 'cedéeme.



Abstract

Cordyceps militaris, is a Chinese medicinal mushroom, traditionally dusas
antimicrobials, anti-inflammatories, antioxidanemti-aging, immunomodulators and anti-
tumors. The present study aims to study the afiarnmatory effects o€ordyceps militaris.
The experiments were carried out on the model ofeaedema of the paw of mice induced by
carrageenan. On this model we tested the aquedaisxof Cordyceps militaris at doses of
100, 200 and 300mg/kg administered orally. Gavages \werformed one hour before
induction of acute inflammation with 1% carrageenanthe other hand, the results obtained
were compared with those of Diclofenac and thoseplofsiological control. After oral
administration of physiological saline, carrageesanificantly increases mice paw volume
by 54.16 + 2.35%; 44.60 £ 3.95% and 32.15 + 3.7@4pectively at 1h, 3h and 6h.
Administration of Diclofenac (50mg/kg, oral) sigigntly prevents the increase in mice paw
volume of 52.14 + 4.40%; 8.61 = 1.73% and 0.3442& respectively at 1h, 3h and 6h after
administration of carrageenan. Oral administratadnthe aqueous extract dfordyceps
militaris at a dose of 100mg / kg significantly preventsta@aw edema of the mice after 1 h,
3h and 6h; the percentages of increase in the wlofrthe paw are respectively 45.62 +
3.22%; 5.38 + 2.25% and 0.34 + 0.85%, at a dos06fmg/kg 37.88 £ 2.87%; 3.13 + 1.80%
and 0.17 + 0.42%. Similar results were obtained e dose of 300mg/kg. The results of
our study highlight the pharmacological basisCofdyceps militaris in traditional medicine
to prevent inflammatory processes.

Key words: Cordyceps militaris, anti-inflammatory, edema, aqueous extract.
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La réponse inflammatoire est un processus halsmelht bénéfique, son but est
d'éliminer l'agent pathogene et de réparer lesnésiissulaires. Parfois l'inflammation peut
étre néfaste, du fait de I'agressivité de I'agathgnene, de sa persistance, par anomalies des
régulations du processus inflammatoire, ou par aties quantitative ou qualitative des
cellules intervenant dans l'inflammatiPieill et al., 2003; M edzhitov, 2010).

Apres une domination de la synthése chimique uaimedjintérét a été remarqué dans
la pharmacologie, mais aussi la nutrition et l'afjroentaire redécouvrent les vertus des
plantes dites médicinales. Elles sont de plus am pbnsidérées comme source de matieres
premiéres essentielles pour la découverte de niesvelolécules nécessaires a la mise au
point de futurs médicamen{Maurice, 1997). Mais leurs usages traditionnels n‘ont jamais
disparus, bien au contraire. Selon I'Organisatiandiale de la Santé (OMS), en 2008, 80%
de la population mondiale se repose sur la méddradéiionnelle pour leurs soins primaires
(Pierangeli et al., 2009).

Les composés meédicinaux d’origine naturelle sustitkes intéréts pour plusieurs
raisons, elles permettent de nous maintenir enlenedd santé. Un grand nombre de sociétés
humaines vivent dans des régions richement dotéesodiversité. Au cours de leur histoire,
ces sociétés ont élaborées des modes de vie eametd’étroits rapports avec la nature.
(Wang, 1987).

La Chine apparait en évidence tres t6t et ultéiment dans les registres historiques
des champignons sauvages. Les chinois ont pen@snsidcles appréciés de nombreuses
espéeces, non seulement pour l'alimentation et lét,gmais aussi pour leurs propriétés
meédicinales. Ces valeurs et traditions sont entatement d’actualité aujourd’hui et sont
confirmées par I'éventail varié de champignons agas recoltée dans les foréts et dans les
champs et largement commercialig®$ang, 1987). Cordyceps militaris, champignonqui
parasite les larves et les pupes d'insectes |égidespet peut étre trouvé dans le monde entier
(Sung et al., 2007). C. militaris a été utilisé comme aliments de santé et a des fin
médicinales en Chine pour des centaines d'ann@2089, Le ministére de la Santé de la
République populaire de Chine a nom@énilitaris une ressource alimentaire officielle.

Une étude bibliographique, réalisée sur cette es@emontré que I'on ne dispose que
de peu d’informations de nature biologique. Podliggace manque d’informations, I'étude
s’est focalisée sur l'évaluation de [lactivité amlammatoire, de I'extrait aqueux de

Cordyceps militaris par le modéle d'inflammation aigué, chez la souris
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Les principales parties de ce travail se résumaminee suit :
* La premiere a été essentiellement consacrée anméks bibliographiques.

* La deuxiéme partie traite la section expérimental les résultats obtenus a partir de
I'extrait aqueux deCordyceps militaris, ainsi, leurs interprétations, suivie de discussi

Ce travail a été complété par une conclusion dannae synthese des résultats obtenus,

suivis des perspectifs devant faire I'objet de dravprogrammés.

]
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Synthése bibliographique L’inflammation

I. Généralité
I.1.la peau

La peau est un organe complexe, qui participe datiea de ’'hnoméostasie interne et
est donc indispensable a la vie terrestre. Saifimessentielle est celle de barriére. Elle est
assurée en majeure partie par I'épiderme, et rpgren réalité plusieurs sortes de barrieres,
gu’elles soient chimique, biochimique, immunitaipfyysique ou encore hydrique. La peau a
d’autres roles importants, comme le toucher, lalpction des annexes et la thermorégulation
(Beckrich, 2012)

[.2.Structure de la peau

La peau est I'organe le plus important du cords, relprésente 12% du poids corporel
d'un chien adulte et son épaisseur varie de 0,fnm.5Des points de vue histologique et
anatomique, la peau comprend trois parties pritespdépiderme, partie la plus superficielle
et la plus mince, le derme, partie la plus épaiss¢hypoderme, couche la plus profonde
(Fig.1). L'ensemble de la peau et de ses phanéres (omglids) se nhomme le tégument
(Beckrich, 2012)

Figurel: Structure de la pegBeckrich, 2012)
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[.2.1.L’épiderme

L’épiderme mesure, suivant les zones de l'organisteel a 4millimetres. Il est le
plus fin au niveau des paupiéres ou il mesure envy,1millimetre, il est plus épais au
niveau des paumes et plantes de pieds ou I, ilgteindre 1millimeétre. Le derme est 20
fois plus épais, il est le plus épais au niveadaliou il peut atteindre 3 a 4 millimetres. Il
est en constant renouvellement. C'est un épithélistratifié pavimenteux
orthokératosique. Les kératinocytes représenteitt &8s cellules de I'épiderme et ont un
réle fondamental comme barriére cutanée. La réstituad integrum de cette barriere
cutanée est un des objectifs des traitements &gibét En effet, son rdle protecteur
assuré par la couche cornée est la résultante ddications biochimiques, métaboliques
et immunologiques qui se font au niveau du kérafites tout au long de sa migration de
la couche basale jusqu'a sa desquamation finales Bteides récentes soulevent
'hypothese que le stratum corneum assurerait lm négulateur de la prolifération et

différentiation épidermiquéDainichi et al., 2008)
[.2.2.Le derme

Véritable charpente de la peau, il est constituécdiiules fixes que sont les
fibroblastes et de cellules mobiles que sont Idisiles sanguines. A ces cellules s'associent
des fibres de collagene, d’élastine et de rétieulira cohésion de I'ensemble est assurée par
la substance fondamentale constituée essentielteteemuco polysaccharides et parmi eux
'acide hyaluronique identifiée par le bleu de tdine. Au sein du derme se trouvent les
vaisseaux qui s’'arrétent a la couche basale dédéépe, ce dernier ne contenant pas de

vaisseaux, ce qui est important a sadion-Serk etal., 2009)
[.2.3.L’hypoderme

Couche la plus profonde de la peau, elle comsidéugraisse plus ou moins épaisse
selon les individus, elle est contenue dans daddstséparés les uns des autres par des fibres
identiques a celles du derme, ces fibres assuralat fdis la nutrition et la tenue de
I’hypoderme. Cette couche hypodermique a essesielht une fonction d’amortisseur des
chocs et de protection du froid par isolation. Clascible des fillers. Les cellules souches
dérivées des cellules adipeuses apparaissent hieedd plus en plus intéressante pour le
traitement du vieillissement cutané mais aussitcesupathologies du fait notamment de la

production de facteurs de croissance comme le VasEmdothelial Growth Factor (VEGF),

Y
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I'Insulin-Like Growth Factor (IGF), Hepatocyte GrdwFactor (HGF), et le Transforming
Growth Factorbetal (TGF1). Elles auraient notamment un effet anti radicalastimulant
de la synthése et de la migration des fibrobladtémn-Serk etal., 2009)

[l. L'inflammation
[1.1.Définition

L’inflammation est un processus de défense immiuraitde I'organisme en réponse a
une agression d’origine exogene (brulure, infegtiallergie, traumatisme) ou endogene
(cellules cancéreuses ou pathologies auto-immudes},le but d’éliminer 'agent pathogene,
réparer les lésions tissulaires et favoriser leured ’lhoméostasie et a la cicatrisation du tissu
lésé(Ryan et Majno, 1977; lwalewa etl., 2007; Barton, 2008)

Les signes cliniques de ce processus sont : chateigeur, gonflement et douleur, de
plus, une altération du fonctionnement de I'orgemeché peut survenir. Au niveau tissulaire,
la réponse inflammatoire se caractérise par l'augat®n de la perméabilité vasculaire,
'augmentation de la dénaturation de protéine&#étation de membranes cellulairg&cott
et al., 2004; V Stankov, 2012) Cette réponse, dénommée inflammation aigue, Bst u
phénomene bénéfique pour l'organisme. Ainsi, nontrétée, l'inflammation persistante
devient défavorable et peut étre un facteur étigleey de diverses maladies chroniques
comme l'arthrite rhumatoide, I'athérosclérose, &maer et les maladies cardiovasculaires et
neurodégénérativegVeill et al., 2003; Medzhitov, 2010)

[1.2.Les facteurs déclenchant I'inflammation

Les facteurs qui déclenchent les phénomeénes infioires peuvent étre tres
diverses: les éléments physiques comme la chalburlute), le froid (gelure), les
rayonnements ionisantes qui vont entrainer desriédissulaires et la libération des produits
de dégradation comme le collagéne, les élémentdesahicrobiens exogénes ou endogénes,
un dard des insectes ou des microcristaux (crisunate), des produits chimiques (toxines),
produits de dégradation tissulaire des composés e la réaction immunitaire (complexes

immuns, anticorps cytotoxiques, cytokin@djeill et Btteux, 2003)

=/
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I1.3.Les différents types d’inflammation

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

inflammatoires :

» L'inflammation aigue.

» L'inflammation chronique.
[1.3.1.L'inflammation aigue

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent aguesde courte durée (quelques jours
ou semaines), d'installation souvent brutale ehatérisée par des phénoménes vasculo
exsudatifs intenses. Les inflammations aigués gsénit spontanément ou avec un traitement,
mais peuvent laisser des séquelles si la destrutiisulaire est importan{®arnes Peter J,
1998; Nicolas J etil., 2001; Nourshargh S e#l., 2006; Han T etal., 2007)

Les processus de dilatation -capillaire (rougeur)exsldation des protéines
plasmatique et aussi de liquide (cedeme) due a dddications de la pression hydrostatique
et de la pression osmotique, I'accumulation destrophiles, sont collectivement appelés
réponse inflammatoire aigRoitt et Rabson, 2002)L’inflammation aigue peut étre divisée

en 3 grandes phases :

» Une phase vasculaire.
» Une phase cellulaire.
» Une phase de résolution et de cicatrisation.

[1.3.1.1.La phase vasculaire

C’est une phase immédiate, de l'ordre de la minG@&actérisé par des modifications
de la microcirculation locale. La vasodilatation @&se a une action sur les artérioles en amont
du réseau capillaire .Cela conduit, localemenn&diminution de la vitesse du sang et a une
augmentation de son volume (hyperémie). Ce phénems&incouplé a une augmentation de la
perméabilité vasculaire facilitée par I'ouvertuéwersible des jonctions serrées entre cellules
endothélialegEspinosa et Chillet, 201Q)Elle implique la fuite de liquide proche du plasm
appelé exsudat du sang vers les tisgtig.2). De plus l'afflux massif de sang dans les
capillaires provoque une augmentation de la prassipdrostatique. Ces phénomenes

aboutissent a une fuite d’eau et de molécules lesrsissus : Il y a formation d’un cedeme

(Espinosa et Chillet, 2006)
6
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phase vasculaire

Bradykinine (activation du systéme contact)

,&9{‘:‘"‘ vasculaire Principaux facteurs impliqués dans la

{
| |

Sérotonine (Plaquettes)

c *:::Q} 7 cvtokines (Cellules endothélicles )

"7 Histomine (mastocytes) b

\ précoce
.m T Caillot de fibrine (Colmatoae)

1 Plasmine (Fibrinolyse) . v‘\ ”

tm’ Activetion Ay compiément

Libération de focteurs vaso-octifs et
chimiotoctiques
Expression des molécules d'odhérence

4

Recrutement et activation
des cellules inflommatoires
(mebilisées cu résidentes)

Figure 2 : La phase vasculai{®rin et al., 2009)

[1.3.1.2.1a phase cellulaire

La migration extra vasculaire (diapédése) des leytes et la libération de cytokines
sont a l'origine de l'activation cellulaire et da libération de médiateurs. Des lors une
succession d’évenements au sein de la lésion infEtmire entraine : la phagocytose d’agents
extérieurs, la captation et la présentation d'amteg, la production de radicaux libres. Les
cytokines en outre agissent au niveau systémique gwgmenter la défense de I'héte sous
forme de fievrgKidd et Urban, 2001).

11.3.1.3.Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépondegré des lésions tissulaires. En
effet, dans les conditions les plus favorables, dgents agresseurs sont éliminés par les
PMNs, et les produits de dégradation ainsi quedé®is cellulaire sont phagocytés par les
macrophages. Les macrophages vont alors sécré&arytlikines et des médiateurs qui vont
induire la phase de cicatrisation et de régénérdissulaire(Fig.3). Le retour a un état

]
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physiologique consiste dans un premier temps eréparation de I'endothélium par les

cellules endothéliales elles-mémes, ces cellulesad produire et remodeler les éléments de
leur stroma (collagene de type | et Ill) ou de leame basale (collagene de type IV et V,
laminine). Si l'atteinte est plus sérieuse et éntraune destruction du tissu atteint, d’autres
cellules vont intervenir pour réparer le nouveasui Les macrophages vont participer a
I'angiogenese, mais ce sont surtout les fibrocpigis les fibroblastes qui vont produire les
protéines matricielles des tissus intercellulailmsnme le collagene, la fibronectine et la
laminine pour permettre la reconstruction des fistie systéme de I'angiogenése est ainsi
remis au repos et la réaction inflammatoire peétesdre(Weill et al., 2003)

Activation des intégrines
par les chemokins

Migration a travers

Adhérence stable T'endothélium

Roulade

Intégrine activée
(6tat de forte affinité)

PECAM-1
(CD31)

P-selectine  E-selectine Ligand d'intégrine

0 Proteoglycane (ICAM-1)
0
0
A Ch:nokin‘;sq :
Cytokines L

Macrophage

(TNF, IL-1) avec microbes

Fibrine et fibronectine <
(matrice extracellulaire)

Figure3: Processus de migration des neutrophiles a tragengaisseaux sanguiftsumar et
al., 2007)

[1.3.2.L’inflammation chronique

L’inflammation chronique est caractérisée par lesisgance de la Iésion tissulaire, due
en général aux cellules inflammatoires de l'inditirla présence d’un infiltrat inflammatoire

chronique et I'existence d’une fibrogetevens etl., 2004)

Morphologiquement, l'inflammation chronique est idiéf par la présence de

lymphocytes, macrophages, et plasmocytes dans$est Dans de nombreux cas, la réponse

-



Synthése bibliographique L'inflammation

inflammatoire chronique peut persister pendant alegues périodes (plusieurs mois ou
années). Elle est considérée comme étre causéepgadement persistant des réponses de
immunité innée et acquise, comme dans la polydaethrhumatoide, rejet de l'allogreffe
chronique, dans la bérylliose, et dans l'inflamoratgranulomateuse. Il est prouvé que les
macrophages dans ces lésions produisent une s®rieédiateurs pro-inflammatoires qui
activent les fibroblastes pour fixer le collagene agtiver les autres macrophages et
lymphocytes pour libérer des médiateurs responsalles réponses inflammatoires.
L’inflammation chronique est initialement déclenehgar des réponses vasculaires qui
impliquent l'apparition de molécules d'adhésion lausurface des cellules endothéliales qui
vont spécifiguement entrainer l'adhésion des lyrmoptes et des monocytes, et permettent
leur transmigration dans le compartiment extravias@(Charles etal., 2010) Tout comme
dans la réponse inflammatoire aigué, les lymphacye les monocytes, subissent un
processus d'activation qui favorise I'adhérencéa gtansmigration de ces cellules dans le
compartiment extravasculaire. En tout type de répanflammatoire, les différences entre les
types de molécules d'adhésion exprimées sur ladesekendothéliales détermineront le type
de leucocytes qui migrefiourshargh etal., 2006; Charles etl., 2010)

L’inflammation chronique est divisée en trois types

» Linflammation chronique non spécifique : Elle faitite a une inflammation aigue
non guéri.

» L’inflammation chronique spécifique (primaire) :I&kurvient d’emblée en réponse a
certains types d’agressions.

» L'inflammation granulomateuse: C’est un sous-typ&énflmmation chronique

spécifique caractérisé par la présence de gransl(®tevens etl., 2004)
I1.4.Cellules impliquée dans la réaction inflammatare
Les cellules de l'inflammation comprennent :

» les lymphocytes,
» les cellules phagocytaires (polynucléaires - nqaliiles et monocytes macrophages),
» les mastocytes et les polynucléaires basophiles,

> les fibroblastes.
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I1.4.1.Les Lymphocytes

Les lymphocytes, cellules de l'immunité spécifignemorale et cellulaire, sont de
type B(CD20), T(CD3) ou ni B ni T (NK pour naturkiller) Parmi les lymphocytes T,
certains sont dits auxiliaires « helper » (CDZ&uttes, cytotoxiques (CD8). Ces lymphocytes
sont la mémoire de lI'immunité acquise et servesbra expression : les plasmocytes, par
exemple, étape finale de la maturation de la lighe®ecretent les anticorps. Les lymphocytes
T secretent des cytokines. Les lymphocytes NK peinavoir une action cytotoxique
(Medzhitov, 2008)

I1.4.2.Les Mastocytes et les polynucléaires basoitds

Les mastocytes et les polynucléaires basophilespodent des granulations qui
contiennent des médiateurs chimiques de [linflaromaten particulier I'histamine et
I’héparine(Charles etal., 2010)

I1.4.3.Les Cellules phagocytaires et phagocytose

Les cellules phagocytaires ou phagocytes comprérias polynucléaires neutrophiles
et les cellules du systeme monocyte-macrophagkiéincles histiocytes résidents, c'est a dire
les macrophages des tissus comme les celluleslahe= du poumon ou les cellules de
Kipffer du foie(Medzhitov, 2008)

[1.4.4.Les fibroblastes

Ce sont les cellules qui produisent le collagéekes jouent un réle important dans la
cicatrisation(Medzhitov, 2008)

[1.5.Les médiateurs de I'inflammation

La réponse inflammatoire est contrélée par de nembmédiateurs chimiques, pro ou
anti-inflammatoires, qui peuvent étre des substapeetéiques plasmatiques, présentes dans
le sang circulant, ou proviennent de cellules setjae les mastocytes, les thrombocytes, les
neutrophiles, les monocytes et les macrophégesrotin et al., 2001; Iwalewa etal., 2007)

Les rbles de ces médiateurs sont résumés daaisléau (1)

W
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Tableau 1: Effets des principaux médiateurs impligés dans le processus
inflammatoires.

Médiateurs de Réles dans le processus

N . : : Références
I'inflammation inflammatoire

Augmente la perméabilité
vasculaire, permet la
Histamine contraction des muscles lisse
provoque la sensation de
douleur.
Stimulent I'expression de
molécules d’adhésion par les
cellules endothéliales
favorisant ainsi la migration
des leucocytes vers le site

enflammé, stimulent la )
RN L (Levy et Kelly, 1993;
TNF-a et IL-113 libération des chimiokines, Koechlin Ramonatxo, 2006)

stimulent l'activation de la
phospholipase A2, activent la
production intracellulaire
d’especes réactives d’oxygene,
stimulent I'expression des
MMPs.

Induit localement 'activation

des phagocytes, favorise le

recrutement des monocytes

sanguins vers les tissus (Ostrowski etal., 1999;
enflammeés, induit la Mayol et al., 2013)
production de protéine de la

phase aigle (protéine

Créactive).

Posséde des propriétés

chimioattractantes pour les

neutrophiles, les monocytes et

les macrophages, favorisant = (Henrotin et al., 2001; Mayol
leur diapédese, induit la etal., 2013)
libération d’enzymes

lysosomiales, d’oxydant et de

meédiateurs lipidiques.

Inhibent la synthése de

cytokines activatrices des

lymphocytes, puissants (Henrotin et al., 2001,
vasodilatateurs, participent a Iwalewa etal., 2007)

formation de I';cedéme et sont
responsables de la douleur.

(Ryan et Majno, 1977,
Mayol et al., 2013)

IL-6

IL-8

Prostaglandines

m
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L'inflammation

Tableau 1 (suite): Effets des principaux médiateursimpliqués dans le processus

inflammatoires.

Médiateurs de
I'inflammation

Réles dans le processus
inflammatoire

Augmentent la perméabilité
vasculaire, participent a la
formation de I'cedeme,
possedent des propriétés
chimiotactiques, stimule la
production de 'lL-2, de
'IEN-vy et de I'IL-4 par les
lymphocytes T.

Stimule la prolifération des

Leucotrienes

lymphocytes et la production

d'immunoglobulines,
favorise la sécrétion des
cytokines de l'inflammation,
libération des radicaux
oXxygénés, les dérivés de
I'acide arachidonique et de
I’histamine, stimule le
chimiotactisme.

Modifient la matrice
extracellulaire en dégradant
ses composants, facilitent le
migration des cellules
immunitaires vers le site
inflammatoire.

Inhibent la libération de
TNF-o et d’IL-1B, réduisent
le nombre des
polymorphonucléaires dans
le tissu enflammé, stimulent
la libération du TGH1.

Substance P

Métalloprotéases

IL-4, IL-10 et IL-12

Références

(Henrotin et al., 2001)

(Henrotin et al., 2001 ;
O'Connor et al., 2004)

(Manicone et McGuire,
2008; Mayol etal., 2013)

(Marsolais et Frenette,
2005; Charles, 2010Q)

D’'une autre part l'inflammation est considérée camume source importante de

radicaux oxygénés produits directement par lesilesliphagocytaires activées, au cours de la

phagocytose. Ces cellules, dont les neutrophiles, dosinophiles et les macrophages,

possedent des granules a protéases qui déegradenatéiel phagocyté, mais qui vont

produire beaucoup d'espéces oxygénées, via le mgsttlADPH-oxydase, enzyme

membranaire capable d'utiliser 'oxygéne molécelgiour produire de grandes quantités

d'anions superoxydes £ qui, rapidement se transforme par dismutationperoxyde

d’hydrogene (HO,). Ce dernier peut diffuser dans le milieu extriadaire, ou il est impliqué

m
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dans une cascade de réactions chimiques condussdat formation d’autres espéeces
oxygénées tres oxydantes, I'oxygene singulet)EDle radical hydroxyle (OHHenrotin et
al., 2001; Koechlin Ramonatxo, 2006; Barton, 2008)

L’inflammation accélére la production d’especeggpnées et diminue la capacité de
défense antioxydant, favorisant I'apparition d’aress oxydant, un facteur important dans le
développement des maladies neurodégénérativespwasdulaires et canc¢éAuddy et al.,
2003; Koechlin Ramonatxo, 2006)Ainsi, le stress oxydant peut produire ou entietan
processus inflammatoire, il inactive les antis @ases, et a I'inverse active les métallos
protéases, favorisant une protéolyse et destructieliulaire non controlée. De plus,
'activation du facteur de transcription NB stimule la transcription des facteurs pro
inflammatoires, a l'origine de la libération de nm@ux médiateurs de linflammation
(Koechlin Ramonatxo, 2006)

II.6.Les anti-inflammatoires (Al)

11.6.1.Les anti-inflammatoires d’origines médicamereuses
11.6.1.1.Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
11.6.1.1.1.Définition

Sont des médicaments dépourvus de noyau stéraigknt une action anti-
inflammatoire, antalgique et antipyrétique, les-arftammatoires non stéroidiens (AINS) ont
comme principal mode d'action l'inhibition de lanthgse des prostaglandines (PG) par

inhibition d'une enzyme: la cyclo-oxygénase (C@Xhiolero etal., 2000)
11.6.1.1.2.Classification des AINS

Les AINS peuvent aussi étre classés selon le dbgse&lectivité (et donc d'inhibition) de

I'AINS pour l'une ou l'autre COX. Quatre catégosedlistinguent la :

> Groupe 1 correspond aux inhibiteurs sélectifsad€®X*. C'est le cas de I'aspirine &
faible doses (100 a 300mgQ), a visée antiagréganuplttaire.

» Groupe 2 est celui des inhibiteurs non spécifigleela COX, représenté par les AINS
classiquegBlain et al., 2000)
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> Groupe 3 renferme les inhibiteurs préférentielslaleCOX?, représentés par le
méloxicam et le nimésulide. Cette propriété antiC@%t perdue lorsque ces produits
sont utilisés a fortes doses.

> Groupe 4 comportes les inhibiteurs spécifiquesade®X>. Leurs représentants sont
le célécoxib et I'étoricoxifBlain et al., 2000)

11.6.1.1.3.Mécanisme d’action

A l'échelle cellulaire, des stimuli variés (mécamg, chimiques...) activent les
phospholipases A2 contenues dans les membraneakagel entrainant la transformation des
phospholipides membranaires en acide arachidonigige4). Ce dernier est métabolisé en
prostaglandines et thromboxane A2 (TXA2) grace@emezyme, la cyclo-oxygénase ou COX
(Blain et al., 2000)

l Phospholipides membranaires ]

Phospholipase A2

Y

I Acide arachidonique ]

Stimulus Stimulus

physiologique inflammartoire
COX-1 constitutive - - COX-2 inductible
Estomac, rein, intestin, AINS Sites de l'inflammation
plaquerttes, endothélium (macrophages, synoviocytes...)

PG

PGE2 PGI2 TxA2 eflomioas IProtsases Cytokines,
estomac reins plaquettes s autres
Fonctions physiologiques: Inflammation

protection d'organes Douleur

Figure 4: Mécanisme d’action de I'anti inflammatoire non sidren(Hilda et al., 2010)

[1.6.1.2.Anti inflammatoire stéroidiens (AIS)
[1.6.1.2.1.Définition

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoidest des produits pharmaceutiques

qui traitent les inflammations. L’anti -inflammateistéroidien constitue une vaste famille de

W
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11.6.1.2.2.Classification

Il existe plusieurs variétés d'anti-inflammatoiregéroidiens: le prednisone, le
méthylprednisolone, le prednisolone, le dexamétmasie bétaméthasone, etc. Chaque classe
d'anti-inflammatoires se distingue par la duréelade effet (court/intermédiaire/prolongé)
(Hawkey, 1999)

11.6.1.2.3.Mécanisme d’action

Les AIS comme les glucocorticoides agissent en ixantf sur leurs récepteurs
intracellulaires distribués de fagon ubiquitailes’&nsuit une translocation intranucléaire du
récepteur ainsi activé ce qui aboutit a la modoitapositive ou négative des génes cibles qui
codent les protéines responsable de I'action desogbrticoidegFig.5). Les glucocorticoides
agissent sur tous les types cellulaire et tissilde I'organisme dans le cadre de la réaction
inflammatoire, ils inhibent la migration leucocytiers le site inflammatoir@létry et al.,
2006)

(B (Gc)
—\ N WV Inflammation
4
T ,_/ a, Protéines

A Récepteursf, inflammatoires

¥ Prolifération
fibroblastes

Figure5: Mécanisme d’action des glucocorticoidBsirnes, 1998)
[1.7.Anti-inflammatoires d’origine végétale

L’incorporation et I'utilisation des plantes médiales dans le traitement de plusieurs
réactions inflammatoires, en particulier le rhusraie, sont des pratiques communes dans la
médicine traditionnelle. Aujourd’hui c’est un faiemarquable que les substances anti-

inflammatoires d’origine végétale présentent urériét grandissant car elles offrent des
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avantages par rapport aux anti-inflammatoires iass, comme par exemple l'inexistence

des effets secondairdsl-Sobarry, 2012) Beaucoup sont présumés agir en bloquant les

voies de la cyclooxygénases et la lipoxygénase qures par d'autres mécanisn€grradji,

2010) Quelques exemples de plantes douées d’activitégndiammatoires sont cités dans le

tableau (2)

Tableau 2: champignons a activité anti-inflammatoies.

Champignons

Lieux géographiques

Activités

Références

Agancu§ camp,estns Inde Anti-inflammatoire (Gogate, 1972.
Roseé des prés
(Vaidya et Rabba,
Inonotus obliquus Russie Anti-inflammatoire 1993)
Tchaga
Langermannia . . .
. -~ Anti-inflammatoire et| (V R ,
gigantea Vesse de Indonésie e ( aldyfggtg)) abba
loup géante
Phellinus Angleterre (West Antl-lr)flam[nat0|re et (Ramsbottom, 1923)
. Sussex) Anti-cedémateux
tuberculosus Phellin
Wolfiporia cocos Anti-inflammatoire et
Chine Anti-cedémateux (Wong, 1976)
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I.1.Introduction

La Phytothérapieest une science a la fois ancestrale et moderteerdflose en partie
sur une pratique traditionnelle, fondée sur I'séition ancestrale et locale des plantes. Les
plantes médicinales renferment de nombreux prisciodif (plus de 250) qui ont des activités
thérapeutiques complémentaires ou synergiques. priesipes actif ont été étudiés et
reproduits chimiquement pour étre incorporés dejooss dans de nombreux médicaments.
Au niveau mondial, la phytothérapie est considé&cémme la ressource essentielle de

I’'humanité pour traiter et guérir la maladie.

Toutefois, malgré les énormes progrés réalisés lpamédecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages. N'auisipas que de tout temps, a lI'exception de
ces cent dernieres années, les hommes n'ont elegipiantes pour se soigner, qu'il s'agisse

de maladies bénignes, telles que les maladiegrinil@oireqChevallier, 2007)
|.2.Phytothérapie

Ce mot vient du grephuton qui signifie « plante » etherapeia qui signifie «
traitement ». C’est une thérapeutique qui utiless plantes ou formes galéniques dérivées de
plantes excluant les principes d’extraction puislés des plantes. Ainsi de nombreuses
formes galéniques peuvent étre utilisées commedssginfusées, décoctées, macerées),
extraits, teintures, ou des huiles essenti¢zgier et Roux, 2007)

Toutes plantes contenant une ou plusieurs substgmeesant étre utilisées a des fins
thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dansyrthése de drogues utiles, sont

considérées comme plantes médicingBefowora, 2010)

Cette consommation de plantes par I'étre humairesd® schématiquement selon
deux axes: une vision holistique qui s'intéresse effets des plantes sur l'individu dans sa
globalité et qui correspond plutét a I'herboristeeit une vision plus scientifique centrée sur
I'analyse des actions de plantes sur les sympt@leesnaladies et la recherche des molécules
actives(Debas etal., 2006)

|.3.Differents types de la phytothérapie

» Aromathérapie: est une thérapeutique qui utilise les essencegpldates, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétéee pambreuses familles de plantes,

ces huiles sont des produits complexes a utilzevent a travers la peau.
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» Gemmothérapie: se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique tigsus jeunes de
végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

» Herboristerie: correspond a la méthode de phytothérapie la passique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plantetieaou séchée; elle utilise soit la plante
entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, $tdieurs). La préparation repose sur des
méthodes simples, le plus souvent & base d'eaeoctilen, infusion, macération. Ces
préparations existent aussi sous forme plus modaengélule de poudre de plante
séche que le sujet avale.

» Homéopathie: a recours aux plantes d'une fagcon prépondérartis, mn exclusive;
les trois quarts des souches sont d'origine végdtaleste étant d'origine animale et
minérale.

» Phytothérapie pharmaceutique:utilise des produits d'origines végétales obteyars
extraction et qui sont dilués dans de l'alcool kg ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoiragtien soutenue et rapide. lls sont
présentés sous forme de sirop, de gouttes, deegglde lyophilisats..(Strang,
2006)

Le regne végétal constitue une source inépuisablaadivelles molécules utilisables
directement comme principe actif ou pouvant sem@mme molécule guide pour le

développement de nouveaux agents thérapeutiques.

L'intérét pour les plantes médicinales comme ndeseaources de médicaments pour de
nombreuses pathologies est en hausse continudllee gt leurs métabolites secondaires
(Hans, 2007)

|.4.Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont un groupe de ole#aui interviennent dans
I'adaptation de la plante a son environnement ajusila régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux, la défense contrepleslateurs et les pathogéenes, comme
agents allélopathiques ou pour attirer les agehiargés de la pollinisation ou de la
dissémination des fruit¢Judd et al., 2002; Yarnell, 2007) lls ne sont pas produits
directement lors de la photosynthése mais résutien¢actions chimiques ultérieuréds sont
des molécules qui ne participent pas directemerdéaeloppement des plantes mais plutét
interviennent dans les relations avec les stres$igbes, abiotiques, microorganismes

pathogenes...etc. On congoit donc que la plante @udiégelopper un métabolisme particulier
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lui permettant de synthétiser les substances les giverses pour se défendf@uezel et
Santa, 1963; Collin, 2007)

Les produits du métabolisme secondsirg en tres grand nombre, plus de 200.000
structures définies et sont d’'une variété struttueatraordinaire mais sont produits en faible
quantité. Ces molécules marquent de maniere olgginae espéece, une famille ou un genre
de plante et permettent parfois d’établir une taxoie chimique. Les composés phénoliques,
les terpénoides, les stéroides et les alcaloidesdes exemples de métabolites secondaires

qui ont de nombreuses applications pharmaceutidtesmann, 2007).

I.5.Utilisation des plantes médicinales
Pendant longtemps, les plantes ont été utiliséepiement en nature, sous forme de

tisanes ou de poudres. Maintenant beaucoup sosemngéges en gélules, mais il existe de
nombreuses formes d’utilisation des plantes médies1 Quelle que soit leur présentation,
elles jouissent d'un regain d'intérét largementigdigt entretenu par la publicité ainsi que par
dinnombrables ouvrages de vulgarisation. De pluspkis les plantes sont utilisées en
mélange. Pour ces préparations, des regles de bpnaggques officinales ont été instaurées.
Signalons également que de nombreuses plantes Isientpuniguement en homéopathie.
C’est par exemple le cas de la soughem triphyllum provenant de I'’Arum a trois feuilles,
ou Navet indien, appartenant a la famille @eaceae. Elle est utilisée en dilution dans le
traitement des affections respiratoires et du soage de la voix. De plus, les plantes
médicinales sont aussi utilisées dans la thérapsutvétérinaire. Citons comme exemple le
Serpolet Thymus serpyllum L.) qui est utilisé comme antiseptique, ou cong® éntérites et
les parasitoses des volaill@ezanger efal., 1986)

Les gélules et comprimés sont obtenus a partiodenes de plantes. La composition et
la teneur en principe actif peuvent étre standéedisCes formes galéniques sont faciles a
administrer, cependant, seule une trés faible ¢gaté¢ plante séche peut y étre incorporée
(Fougere et Wynn, 2007)

I.5.1.Les formes galéniques

Les formes galéniques ont pour but delifecil’administration de I'ensemble des

principes actifs des plantes médicinales.
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.5.1.1.Tisanes

Sont définit comme des préparations aguedsedrogues végétales convenablement
divisées pour étre facilement pénétrées par I'éaxiste plusieurs procédés de préparations

des tisanes:

» Infusion: les infusions sont le mode de préparation le ginsple qui utilise les
parties aériennes notamment les feuilles et lesd]draiches ou séchées. Fait macérer
les plantes dans un pot ou une tasse en verrewsveouvercle. Laissez infuser 10
minutes avant de filtrgiChevallier, 2007)

» Décoctions:la décoction est la méthode la plus simple poéparer les parties plus
résistantes de la plante comme |'écorce, les baieles racines. On obtient une
décoction, en faisant bouillir de facon prolongéea feu doux, une plante (avec un
couvercle sur la casserole). Il faut mettre la f@asians I'eau encore froide, puis la
faire bouillir entre 2 a 15 minutéMorigane, 2007)

» Macération: ces préparatiorflLaucienne, 2013)s’obtiennent en mettant a tremper
une certaine quantité de plantes séches ou fragamesun liquide : eau, alcool a froid,
et en laissant en contact pendant un temps plasaius long ; avec de I'eau quelques
heures seulement (10 a 12 heures pour éviterrzefgation).

[.5.1.2.Les gélules et les capsules

Les gélules contiennent généralement un matérichésgulvérisé, ou bien des extraits
Mous ou secs concentrés. Les gélules de bonndégeatit remplies de facon que l'air ne
puisse pas circuler a travers la poudre. On pewgtac des gélules en gélatine et les remplir
soi-méme. Les capsules fermées contiennent, quellesa des huiles ou des extraits mous ou
secs concentrés ; elles ont une action similaireeléie des comprimés mais comportent

généralement moins dianteset d’additifs(Chevallier, 2007)
[.5.1.3.Les comprimés

lls peuvent étre obtenus par simple compressianatériau séché ou d’un extrait sec,
mais le matériau végétal est généralement assaiteg hants et des additifs qui maintiennent
la forme et la structure du comprimé et se dissuh@dans I'estomac ou les intestins.
Malheureusement, des édulcorant artificiels et debrants entrent souvent dans la
formulation des comprimés, lisez donc attentivemlest étiquettes avant de les utiliser
(Chevallier, 2007)
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[.5.1.4.Les pommades et les cremes

Les Pommades sont préparées avec des huiles etofes gras et ne contiennent
normalement pas d’eau. Leur texture huileuse fanme couche imperméable protectrice sur
la peau et elles sont tres utiles pour les pratecsur la peau ainsi, pour les problémes du
type hémorroides ou érytheme fessier. Les cremmasaftenues en émulsionnant des huiles
et de I'eau. Elles humidifient la peau, calmentitagations ainsi que les inflammations de la
peau(Chevallier, 2007)

[.5.1.5.Autre forme liquides

Il existe d’autres formes liquides d’utilisationsdplantes médicinales en conseil en
officine. Elles sont moins utilisées et sont sowvabriquées par les laboratoires sous forme

de produits finis préts a emploi.

» Les sirops:ils sont généralement obtenus en ajoutant du sumreaffiné ou du miel
dans les infusions ou décoctions selon le rappoftpbur 1.

» Les extraits lyophilisés:ils sont fabriqués selon un processus similairelai du café
instantané. lls offrent la totalité des composantssents dans la plante ou dans la
formule.

» Les extraits huileux: sont obtenus en faisant tremper les plantes dankhdile
végeétale. lls concernent généralement les plantiesry des propriétés curatives pour
les blessures.

» Les huiles essentielleselles sont principalement le produit de la distibn des
fleurs, des feuilles... ; I'huile récoltée est « emse» de la plante. Trés concentrées,

elles doivent étre utilisées avec précautichevallier, 2007)

[.6.Quelque champignon meédicinal utilisé pour le taitement de la maladie

inflammatoire
|.6.1.Cantharellus Cibarius

La chanterelle communégCantharellus cibarius), membre des Cantharellaceae
(Fig.6), compte parmi les champignons les plus recherd#s le domaine culinaire,
particulierement pour sa savdifaltais, 2013)
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Figure 6: Cantharellus cibarius (Plourde, 2016)

Ce basidiomycete de couleur jaune orange posseaeneoparticularité physique,
propre aux membres de son genre, un chapeau de fmnvexe surmontant un pied creux.
Cela donne a la chanterelle commune I'apparenceedaoupe. La hauteur de cette espece
varie habituellement entre 3 et 15cm et le diamétrehapeau se situe généralement entre 4
et 13cm(Gévry, Simard et Roy, 2009)

Les propriétés antioxydants observées ch&z cibarius seraient attribuables
principalement aux composés phénoliques tels qede homogentisique, I'acide gallique,
'acide caféique et la catéchifPalacios etal., 2011; Vamanu et Nita, 2014)C. cibarius
contiendrait également des composés contribuant 'aftéruation des symptdmes
inflammatoires, notamment en inhibant la dénataraties protéines, causée généralement
par les radicaux libres, et possiblement en staiti la membrane des lysosomes, dont le

contenu peut causer une inflammation une fois héléd/amanu et Nita, 2014)
1.6.2.Grifola Frondosa

Le polypore en toufféGrifola frondosa) est connu sous de nombreux noms. Son hom
populaire est la poule des bois tandis qu'au Jap@st appelé maitak@=ig.7) qui signifie
«champignon dansant(®lbricht et al., 2009; Kuo, 2010a) Il s’agit d’'un champignon trés
populaire en Asie en raison de ses vertus médesretlde ses qualités culinai(Bang etal.,
2012) Ce basidiomycete relativement imposant 15 a 60cmacdgeur de la famille des

—
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Meripilaceae posséde une apparence particul@ngsiquement, il ressemble a un amalgame

arborescent composé de multiples chapeaux fusie@msEnbléKuo, 2010a)

Figure 7: Grifola frondosa (Plourde, 2016)

Un B-glucane extrait avec du NaOH 5%, GFPBW1, indurai activité anti tumorale
par I'activation de macrophages chez des celluesaliris(Fang etal., 2012) Du cété de
l'activité anti-inflammatoire, des agaricoglycérddeontenus che@. frondosa favoriseraient
la réduction des niveaux de cytokines TiEt IL-13 (Han et Cui, 2012)

1.6.3.Pycnoporus Cinnabarinus

Connu sous le nom taxonomique Bgcnoporus cinnabarinus (Fig.8), le pycnopore
cinabre est un basidiomycéte faisant partir de dmilfe des Polyporaceae. Il est
principalement retrouvé dans les foréts de I'héimdse nord. Il s'agit d’'un champignon de
type saprophyte poussant généralement sur les esudd bois mortP. cinnabarinus se
distingue physiquement par la couleur de son chap&a rouge — orange éclatant. Il peut

atteindre une taille entre 2 et 13cm et une épaisie2cmKuo, 2010b)
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Figure 8: Pycnoporus cinnabarinu (Plourde, 2016)

Ce champignon posséderait plusieurs propriétésmatiogiques et cosméceutiques.
Une étude portant sur des extraits d’acétone ehtecél’éthyle a pu révéler la présence
d’activités anti tumorale, antivirale contre I'hésp et la polio, antioxydant et anti
inflammatoire(Dias et Urban, 2009)
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[.1.Généralités

Le champignon médicinal est une abondante sourgaratiuits naturels utiles avec
divers biologiques activitééGu et Want, 2007) Simultanément, le développement de la
chimie moderne permis l'isolement de produits chiuas a partir d'herbes médicinales qui
ont servi de médicaments ou de matieres premiems [a synthese de nombreux
médicaments importants utilisés aujourd’hui. Beapcplus médicaments modernes ont été
synthétisés a la suite de la connaissance acquiagiad'études de mécanismes d'actions de
produits chimiques d'abord isolé des herbes méd&sny compris médicinales champignons
(Mathews etal., 1999)

Dans les vastes implications de champignons animpauasitaires aux insectes, plus
de 350 types ont été découverts jusqu'a mainté@augtay etal., 2002)

Il'y a plus de 1 200 champignons entomopathogeaes k& mondéHumber, 2000)
La plupart d'entre eux sont classés dans I'Ascotaygacompris les Deutéromycetes; le reste
se trouve dans les Zygomycota, Chytridiomycota, (umta et peu dans les Basidiomycota.
Le cordyceps(Clavicipitaceae, Hypocreales, Ascomycota) esh ldes grands genres
entomopathogénes, comprenant environ 300 a 50cesp variétégKobayasi, 1982;
Hodge etal., 1998; Hywel-Jones, 2002; Liu eal., 2002) Ses membres sont pour la plupart
pathogenes pour les insectes, y compris les amsgeé quelgues-un poussent sur les espéces
de champignons hypogées Elaphomy€eanilitaris est I'espece type deordycepgSeaver,
1911)

|.2.Description

Le nom deCordycepsest dérivé dicordonde mots latin, signifiant «club», eépes,
ce qui signifie «téte». Plusieurs especesCaoedycepssont considérées comme des agents
thérapeutiques dans la médecine chingikdpern et Georges, 2007)

Cordyceps militaris est un champignon rarement fourchu comprimé ou, non
fregquemment sillonné 1-7cm de long, 2-6mm de lapgange a rouge avec périthéces au
sommet immergés pointent a I'extérieur, ovoides-3@0 x 300—48fm avec une paroi de
20um d’épaisseur. La couche pseudo parenchymateusesastyoits, cylindriques 300-510x
3,5-um se rétrécit au sec. La longueur des stromatesmiesmens frais d€. militaris
variait entre 35 et 60mn{Fig.9). Les ascospores de ce champignon sont filiformes,

multiseptées, se brisant en fragments cellul@resaturité 2—4,5x 1-1Bn (Mains, 1958)
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Selon Kobayasi (1941) le Cordyceps militaris a forene albinique. La partie apicale fertile
des stromates avait une longueur de 8 a 30mm etangeur de 4 & 12mm, Le nombre de

stromates par hote variait de simple a plusié@Bigishan etal., 2005)

» Stroma

corps
fructifere
entier

pupa
Figure9: Aspect morphologique deordyceps militarifLee Yue etal., 2008)

|.3.Classification

Les especes d€ordycepssont des parasites des insectes ou des mycetesanto
souvent un niveau important de spécificité. Seémanalyses phylogénétiqgu€ardycepse
représente pas une lignée évolutive sim@djariyasripong et al., 2001) De méme, les
especes de Cordyceps ne représentent pas un gnamephylétiqué€Nikoh et al, 2000)

Ainsi le genre de Cordyceps est un Phylum Ascomycota classé dans le
Clavicipitaceae, c’est un groupe monophylétiqueivéérde Il'ordre des Hypocreales

(Artjariyasripong et al., 2001) Cette espece est classée comme suit:

-
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Tableau 3: Classification botanique de I'espéce édiee Cordyceps militaris(Das etal.,
2010)

Royaume Champignons
Phylum
Champignon
Sub-phylum Ascomycotina
Classe Ascomyceétes
Order Hypocreales
Sl Clavicipataceae
Genre Cordyceps
Espéce

Cordycaps militaris

|.4.Biologie et écologie

Les Cordycepssont des parasites d'insectes ou champignongnaés souvent un
degré élevé de spécificité d'hdtag.10). Néanmoins, les especes @erdycepsassociees a
des hotes lépidopteres ne représentent pas un imgabgue groupe. L’infection larvaire par
des spores meéiotiques et / ou mitotiques / conidtela multiplication au sein de l'insecte
provient d'un bourgeonnement de type levure. Ds,puchampignon se développe a travers
l'insecte par des hyphes. L'accumulation de la bgs® tue finalement I'h6te (et/ou une ou des
toxines peuvent étre impliquées). Ceci rompt lepsondte aprés I'hivernage et forme le
stroma périthécial sexuel a la larve morte en desda sol. Cette derniere pousse vers le haut
pour émergent au-dessus de la surfacgoti(Sung etal., 2007)

La production commerciale doit tenir compte deuaée de la production de stroma.
Stromata sont généralement produites sur une géded35 a 70jour&Zhang et Liu 1997,
Sung etal., 1999; Du etal., 2010; Yue, 201Q)Alors, Zhang et Liu (1997) rapportent une
période de production de 35 a 45jours sur lepayrtant la période a été 40 a 70jours sur
d'autres substrats tels que le mais. CependanitVdl (1996) ont obtenu 25g de corps de
fruits frais deC. militaris de 50g de milieu de riz, tandis que Zhang et LROF) ont trouvé

un taux de transformation biologique de 61% suméme milieu.

E
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Figurel0: Cordyceps militarisur un insecte mofRussell et Paterson, 2008)

De plus, les hormones végétales telles que D2 Vacide citrique triamine, les
colchicines, et d'autres peuvent améliorer la pcdno du stroma d€. militaris (Li et al.,
2004a; Xiao etal., 2010;Wang etal., 2010b) De méme, les sels minéraux tels queMg**
et CaZ a une concentration de 0,1g/l peut augmenter lderaent fructifére(Li et al.,
2004a)

En outre, la température affecte fortement sumpraduction de stroma d€.
militaris, autour de 25°C conduisent a une croissance maxichamyceélium de&. militaris.
Par contre, les températures plus basses inddégspraduction du stroma, a savoir 14 et 22°C
(Zhao etal., 2006a; Du etal., 2007; Du etal., 2010) La période de maturation des stromate
est plus courte a 25°C qu'a 20(&ato et Shimazu, 2002hb)

[.5.0rigine de la plante

Cordyceps militaris est un champignon médicinal chinois, ento-méiuopgdne
appartenant a la classe des ascomycetes. Ceteegspéiculiere d€ordycepsa été utilisée
a des fins médicinales en Chine, au Japon, en @brédans d'autres pays asiatiques. Il a été
rapporté queC. militaris possédait de nombreuses activités biologiquebapacologiques,
notamment anti-inflammatoires, anti-oxydantes, -amtiorales, antiprolifératives et
antidiabétique¢Shih etal., 2007; Dong efal., 2013)

Est lI'un des plus champignons médicinaux importaatgté utilisé populairement

comme drogue brute et un aliment tonique folklogigm Asie de I'EqtYing et al., 1987)

=
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Il est largement distribué en Amérique du Nord, Aiqige du Sud, Europe et Asie

(Mains etal., 1958) des régions subtropicales aux régions tempérédearadu monde.

I.6.Composition chimique deCordyceps militaris

Les corps fructiferes d€. militaris ont été trouves riches en différents composants
biochimiques. Le tableau suivant présente la vaietnitive du champignofirab.4).
Tableau4: la composition chimique deCordyceps militaris D’aprés (Pooja et anand,
2014)

Les composants Pourcentages (%)
Protéine 39.15

Les Vitamines Quantité (mg\g)

A 32.7

Bl 12.4

B6 58.7

B12 69.3

B3 40.6
Trace élément Quantité (ppm)

Se 0.35

Zn 127.1

Cu 27.7

Mannitol (2,01g/100g) et tréhalose (24,71g/100gjedt les sucres libres trouvés
chezCordyceps militarisLes acides gras polyinsaturés (68,87%) ont préudmacides gras
saturés (23,40%) et le d-tocophérol était la ssadorme de la vitamine E détectée (55,869 /
1009). Les acides organiques trouvés dans ce clgaopétaient les acides oxalique, citrique
et fumarique (0,33, 7,97 et 0,13g/100g, respectergin L'acide p hydroxy benzoique était le
seul acide phénoliqgue quantifié dans cette esp@d2rig/100g); cependant, de I'acide
cinnamique a également été trouvé (0,11mg/100@xtddit méthanolique d€ordyceps
militaris s'est avéré inhiber la peroxydation des lipidesjrayn pouvoir réducteur et piéger
les radicaux libregFilipa et al., 2013)

|.7.Substances biologiquement actives daiordyceps militaris

Cordyceps militarisest un champignon médicinal important utile poextraction de

plusieurs bio-métabolites médicaments naturels pawitaliser les différents systemes

B

physiologiques du corps de I'époque ancigiMiguno, 1999)
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Il possede de nombreux types de composants atdlfs jomme la cordycépine, les
polysaccharides, I'ergostérol et mannitol), et @isan de ses multiples activités, il utilise
actuellement plusieurs buts médicing®ong etal., 1998; Mizuno, 1999; Nag et Wang,
2005)

Le constituant actif principal des organes de tffigation de C. militaris est la
cordycépine, un dérivé de l'adénosine nucléosidiieite molécule a été isolée pour la
premiere fois a partir d€. militaris (Cunningham etal., 1950)et il est maintenant produit
synthétiguement puisqu'il a insecticide, propriétaéstibactériennes et anti tumorales
(Paterson et Russell, 2008D'autres composéf&ig.11) avec l'activité pharmacologique ont
éte isolés d€. militaris tels que I'ergostérol (un stérol présent dansta@snpignons), et les
polysaccharides qui fournissent anti inflammatoientioxydant, anti tumoraux, anti-
métastatiqgues, immun modulateurs, hypoglycémianttéroidogenes et activités
hypolipidémiegNg et Wang, 2005)En fait, les polysaccharid€ordycepsont été largement

étudiés.

Figurell: les structures des composdsrgosterol (a), cordycépine (fhegouill, 2012)

Les polysaccharides, I'un des plus importants ceaps actifs d€. militaris, sont
devenus l'objet de Des études récentes ont monieg dg nombreux complexes de
polysaccharides naturels et de polysaccharidegipest isolés de champignons peuvent étre
utilisés comme source d'agents thérapeutiqgues avemon toxicité relative et sans effets
secondaires significatiffNovak et Vetvicka, 2008)

Wen et al. ont rapporté que la teneur en polysamshaeC. militaris était de 86,49mg/g
(Wen et al., 2005) Par précipitation d'alcool, on obtient 2,312gmdysaccharide brut a
partir de 100g de mycelium de. militaris, dont la teneur en polysaccharide est de 28,1%
déterminée par I'anthrone. méthode a I'acide sgifaZhang etal., 2010)

Un autre composeé bioactif @ militaris est cordymin. Ce peptide a été étudié pour
ses propriétés antifongiques, et trouvé pour inhiaecroissance mycélienne de Bipolaris

maydis, Mycosphaerella arachidicola, Rhizoctonilarget Candida albicans. Cordymin aussi

B
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montré une activité anti-proliférative vis-a-vissdeellules cancéreuses du sein (MCF-7)
(Wong etal., 2011)
|.8.Fonctions médicinales de&Cordyceps militaris

Les constituants deCordyceps militarisutilisent maintenant largement dans les
industries pharmaceutiques modernes. Les princgmgs de Cordyceps militarissont
bénéfiques d'agir principalement en tant qu'agest gexuel, anti-cancer, immun modulateur
et antioxydant, sans parler de son d'autres a&giiénéfiques pour la plupart des systemes du
corps. En outre, il a beaucoup d'applications @lies. Les perspectives de ce nouveau
champignon pourraient étre utilisées non seulenpentr les fabricants de médicaments
modernes, mais aussi pour les personnes de la coautéupour I'amélioration de leur santé
(Patel et Ingalhalli, 2013)

Le genreCordycepsest bien connu pour ses propriétés médicin@led.5). Un
certain nombre de bioactifs des composants deelespordycepsont été rapportés comme
antimicrobiens, anti-inflammatoires, antioxydarastivieillissement, immun modulateurs ou
anti tumorauxDas etal., 2010)

Ont été utilisé pour traiter des conditions tellpge la respiration et maladies
pulmonaires, rénales, hépatiques, cardiovasculdings sexualité et hyperlipidémie. Il est
également utilisé dans le traitement des troubdesiunitaires, et en complément de les
thérapies modernes contre le car(ewlliday et Cleaver, 2008; Khan etal., 2010)

.
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Cordyceps militaris

Tableau5: valeurs médicinales d€ordyceps militarisD’aprés (Li et al., 2006a)

Composés bioactifs

Activité

Nucléosides

Activités anti-tumorales

Antagoniste de CaZ2 +; la sortie de divers lq
neurotransmetteurs présynaptiquement

2S

L'activité anticonvulsivant; stimuler la
croissance des axones in vitro et dans le
systéme nerveux central adulte

Polysaccharides

Anti-oxydation

Immunopotentiation,

Anti-tumorale

Hypoglycémique

Activité anti-inflammatoire et supprimer

I'humeur humorale immunité chez la souris

D

Ergostérol et ses analogues

Activité cytotoxique

Activité antivirale

anti-arythmie supprimer les cellules
mésangiales humaines activées et atténu
néphropathie a I'immunoglobuline

Peptides de mannitol

Activités diurétiques

Anti-radicalaires

-
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Partie expérimentale Matériels et méthodes

Objectif

Le travail expérimental, ayant pour objet I'étude Ithctivité anti-inflammatoiren
vivo de Cordyceps militaris. Les expériences ont été réalisées sur le modglérienental
d’'inflammation aigue de la patte de la souris ihgair la carragénine. L'étude histologique a
été réalisée au niveau de [I'hOpital militaire rdgile universitaire d’'Oran « service
d’anatomie pathologie ».

|. Matériels et méthodes
[.1.Matériels
[.1.1.Matériel biologique

L’étudein vivo a été réalisée sales sourisSwiss albinos de sexe femelle dont le poids
varie entre 25 et 30grammeses animaux ont été recus de I'Institut Pasisigie(, Algérie)
et maintenus a une température de 23 + 2°C, aveyala de lumiere et d'obscurité de 12 +
1h. Les souris ont été placées dans des cages ergp&situ chaque cage regroupe 6 souris
ou elles ont l'acces libre a I'eau et a I'alimeidat Elles sont utilisées aprés une période
d’adaptation au sein de I'animalerie de I'unive¥gie Mostaganem.

[.1.2.Matériel végétal

Un extrait aqueux de champignon médici(falg.12), a été obtenu de linstitut des
produits naturels d’Académie de science et teclyiwldeHanoi Vietnam, il s’agit de Sk gold
du mushrounCordyceps militaris (2016).

Figurel2: représente I'extrait de Sk gold (mushroom).
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|.2.Méthodes
[.2.1.Test de toxicité
1.2.1.1.Principe

La toxicité aigle de I'extrait aqueux dordyceps militaris a été évaluée chez des
souris Swiss albinos de 25 a 30g de poids corgBr@). Les animaux ont été randomises par
groupe de trois souris femelles pour chaque dasegté préparées dans I'eau physiologique
NaCl 0,9% et administrées aux souris par voie fakml/kg PC). Ceux témoins, ont recu un
méme volume et de la méme maniére de l'eau phyg@loApres administration,
'observation du comportement général des animauxamparaison avec celui du groupe
non traité (mort, agitation, respiration, asthér@®s observations sont faites régulierement
jusqu’a 24 heure@Amezouar etal., 2013)

1.2.2.L’Activité anti-inflammatoire
1.2.2.1.Protocole expérimental
1.2.2.1.1.Prétraitement par les extraits

Une heure avant l'injection de la carragénine, fiacéf de 30 souris pesant 25t5g est
divisé en cinq groupes, chaque groupe recoit p& wvoale les solutions expérimentales

comme Suit;

=  Groupe témoin(n=6). une solution de NaCl (0,9%).

= Groupe standard (n=6): I'anti-inflammatoire Diclofénac (50mg/Kg) dissouarts du
NaCl 0,9%.

= Groupe A (n=6): I'extrait aqueux d€ordyceps militaris a la dose de 100mg/Kg de
PC dissous dans du NaCl 0,9%.

= Groupe B (n=6): I'extrait aqueux d€ordyceps militaris a la dose de 200mg/Kg de
PC dissous dans du NaCl 0,9%.

= Groupe C (n=6): I'extrait aqueux d€ordyceps militaris a la dose de 300mg/Kg de
PC dissous dans du NaCl 0,9%.

[.2.2.1.2.Induction de l'inflammation

La recherche de propriétés anti-inflammatoiresaédlisée sur le modéle de I'cedéme
plantaire induit chez les souris (swiss albinos dté@s 25 a 30g) par linjection d’'une

suspension a 1% (0,1ml) de carragénine dans la datit€Fig.13); technique inspirée de
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celles décrites par Winter et AdeyeniWinter et al., 1962; Adeyemi etal., 2002) Les
produits testés ont été administres par voie aralheure avant l'injection de la carragénine.
Les souris ont été mises a jeun 16 heures avargilement et divisés en cing groupes de six
souris chacun. Le groupe A témoin non traité a cegilaCl 0,9% (0.3ml/kg PC), seulement,
les groupes B, C et D ont été traités respectiveémesc 100, 200 et 300mg/kg PC d’extrait
aqueux deCordyceps militaris, et les souris du groupe E ont été traités avdgidofénac
(Dic), anti-inflammatoire non stéroidien de réféena la dose de 50mg/kg REig.14).
L’évaluation de I'oedéme a été suivie par I'enregisent du diamétre de la patte enflammeée
0,1, 2, 3, 4,5 et 6 heures aprés l'injection’dgdnt phlogogenéAmezouar etal., 2013)

Figurel4: 'administration des extraits par voie oral.
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1.2.2.1.3.Evaluation de I'activité anti-inflammatoire

«» Mesure de 'cedéme

Le diameétre de la patte a été mesuré, a l'aide dicromeétre digital avant et aprés

induction de I'cedéme a des intervalles d’'une hperalant six heurggig.15).

L'évolution de I'cedéme de la patte a été déternihaque heure jusqu’a 6 heure.

Figurel5: Mesure du diametre de gonflement de la patteidel'd’'un pied de coulisse digital.

++ Calcul du pourcentage d’augmentation du volume deal patte (%AUG):

L'importance de I'cedéme a été appréciée par landégtion du pourcentage d'augmentation

du volume de la patte (%AUG) de soufikliaye et al.,2006)
%AUG = (D, - Do) x 100/ Dy

Dn: diamétre de la patte 1&'Fheure aprés I'injection de la carragénine.

Do : diametre de la patte avant I'injection de laragénine.

% Calcul du pourcentage d'inhibition de 'cedeme (%INH:

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée gracecalcul du pourcentage d'inhibition de

I'cedéme (%INH). Il est obtenu par la formule sutegNdiaye etal., 2006)

%INH= (%AUG témoin-%AUG traité) X 100 / %AUG témoin
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[.3.Etude histologique
[.3.1.Echantillons

L’étude histologique a été réalisée a la fin depéementations, les souris sont
anesthésiées au chloroforme, et les pattes sdet/pes.
L'étude histologique est réalisée sur ces tissugjiaeau du service d’Anatomie Pathologie
de I'hopital militaire régional universitaire d’Qra
[.3.2.Méthodes

L’étude histologique est réalisée selon le proecnlivant :
1.4.2.1.Fixation

Est une étape essentielle en histologie et le ahoifixateur ainsi que la détermination
des conditions de son action constituent des piesandispensables pour mener a bien une
étude histologique a des fins d’analyses morphqlogg. Il est nécessaire que le liquide de
fixation pénétre rapidement dans I'échantillon et répartisse de maniere homogene a
I'intérieur de celui-ci. Parmi les fixateurs coun@ent utilisés on retiendra le
paraformaldéhyde, le formol, le mélange formol/acpuicrique/acide acétique (liquide de
Bouin).

Les pattes prélevés sont fixés avec du formol dild€%.
[.3.2.2.Décalcification

La dureté du tissu osseux nécessite un traitemetinide d’agents chimiques
permettant de chélateur le calcium. La décalcificaffacilite I'obtention de coupes fines
exploitables d’'un point de vue microscopique. Duiagtite étape on introduit les pattes dans
une solution décalcifiant (980ml de I'eau distill€€20ml de I'acide nitrique), pendant trois
heures.
1.3.2.3.Macroscopie

Réalisation des fragments pour chaque organe dunttin de ces fragments dans des

cassettes d’inclusion, les cassettes ont été mesgLé leur bor¢Fig.16).

Figurel6: les étapes de la macroscopie.
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[.3.2.4.Circulation

Etape consistant a faire pénétrer la paraffineean du tissu Admission des cassettes
dans un appareil de circulation ou de déshydratgkim.17) durant 24 heures en passant par
12 bacs comme suit:
a. Poste fixation:
Formol & 10% durant une heure et demi-heure.
b. Déshydratation des tissus3 bains d’alcool (éthanol) a concentrations canigss c'est-a-
dire: 50% - 60% - 70%, pour que le tissu ne subisskstorsion ni durcissement. On termine
avec 3 bains d’alcool (éthanol) 80% - 90% - 96%soéb afin d’enlever completement I'eau
des tissus.
c. L’éclaircissement: 3 bains de toluene a 100% qui servent a remplédeool dans les
tissus afin que celui-ci soit miscible avec la fffara. Le toluéne éclaircira le tissu pour que
son indice de réfraction soit plus élevé et augerarga transparence.
d. L'imprégnation: 2 bains de paraffine chaude (44°C a 60°C) duraunix cheures pour

solidifier le tissu.

Figurel7: Appareil de circulation / déshydratation.

[.3.2.5.Inclusion et enrobage

Le tissu est inclus dans un moule rempli de paraffPlanche 1.B)chauffée (56°C -
58°C). Il est placé dans le moRlanche 1.A) selon une certaine position afin de voir toutes
les structures désirées lors de I'examen microge@pi Une fois les pieces couvertes de
paraffine liquide, elles sont laissées refroidir sne plaque a froigPlanche 1.C) ainsi, on
obtient les blocs qui seront utilisés pour donreffides coupes. Une fois le bloc préparé, il

est stocké dans un congélateur (- 20°C).
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A:Moule métallique ; B:Aapel de
parrafinage ; C: plaque de refroidissement.

1.3.2.6.Coupe

Réalisation des coupes sur le bloc a I'aide d’'uorotome(Planche 2.A) L’ensemble des
tranches obtenues forme un ruban de qualité tneés(# a 4m). L'étalement des coupes sur
des lames de verre effectué par la flottaisonsiutéace d’'un bain marie (a 37°C contenant de
I'eau distillée), afin d’éviter la formation de gliet de striegPlanche 2.B) Pour faciliter
'adhérence des coupes sur la lame de verre aéapé de déparaffinage, les lames doivent
étre «cuite». Cette cuisson permet d’éliminer @aaporation) la pellicule d’eau qui se trouve
entre la coupe et la lame. Elle est réalisée darsétuve(Planche 2.C)a 85°C pendant une

heure.

Planche2:Réalisation des coupes fines ; A: Microtomie pBin marie ; C: Etuve.

[.3.2.7.Coloration
La coloration est réalisée dans un appareil spgEf{Fig.18) avec de I'Hématoxyline
Eosin, les échantillons sont traités par plusiguosluits et dans plusieurs bacs comme suit :
» 3Bacs de xyléne durant 5 minute chacune.
» 3Bacs d’éthanol de concentration de 70%, 80%, 96%.
» 1Bac d’eau distillée pendant 5 minutes.
* 1Bac d’hématoxyline d’Harris durant 8 minutes.

* 1Bac de solution de lavage, pour faire laver lesespendant 5 minutes.
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* 1Bac d’alcool-acide durant 3 secondes.

» 1Bac de solution de lavage.

* 1Bac d’eau amoniacale durant 15 secondes.

* 1Bac de solution de lavage durant 5 minutes.

* 1Bac d’Eosine durant 3 minutes suivi par un layagedant 5 minutes.
e 2Bacs d’éthanol de 5 minutes pour chacun.

e 2Bacs de Xléne de 5 minutes pour chacun.

Figurel8: appareil de coloration.
[.3.2.8.Montage

Cette opération consiste a fixer a I'aide d’'unané&synthétique (goutte de solution
EUKITT) une lamelle couvre-objet sur la coupe @mk) afin de la protéger de la dégradation

chimique des colorants qui s’oxydent a I'air et des mécanique@lanche 3)

Planche3:Technique de Montage.

[.3.2.9.Lecture microscopique

La lecture est réalisée par un photo-microscop@whaque coupe est photographiée.

E
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1.1.Test de toxicité aigle

L’administration orale de 1’extrait aqueux de Cordyceps militaris aux doses de 100,
200 et 300mg/Kg PC aux souris n’a induit aucun signe de toxicité aigiic au cours des 24
heures d’observation (de comportement des animaux, mort, coma...).

Tableau7: Test de toxicité aux doses de 100, 200 et 300mg/Kg PC de I’extrait aqueux de
Cordyceps militaris au cours des 24 heures.

Dose Augmentation de I’activité Coma Convulsion Mort
100mg/kg PC Négative Négative Négative Négative
200mg/kg PC Négative Négative Négative Négative
300mg/kg PC Négative Négative Négative Négative

1.2.L’activité anti-inflammatoire
I.2.1.Le pourcentage d’augmentation du volume de la patte (20AUG)

1.2.1.1.Groupes témoins

L’injection de la carragénine sous le coussinet plantaire provoque une augmentation
progressive du volume de 1’cedéme chez les souris témoin traités a la solution de NaCl 0,9%
(0,2ml/10g) durant les six heures de I’expérimentation.

De plus, une augmentation significative du volume de la patte des souris est observée
a la premiére heure (54,16+2,35%) comparée aux autres heures de 1’expérimentation
(50,01+3,20%; 44,60+3,95%; 42,61+3,92%; 32,42+2,29% et 32,15+3,70%) deuxiéme,
troisieme, quatrieme, cinquieme et sixieme heure, respectivement.

Apres six heures d’expérimentation le pourcentage de 1’augmentation du volume des pattes
des souris témoins est significativement diminué comparé a celui de la premiere, deuxiéme et

troisieme heure (Fig.19).
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Figure 19 : Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte (%AUG) des souris témoin pendant
6h. Moyennes suivies de lettres différentes different significativement (Newman-Keuls,
P<0,05).

1.7.1.2.Groupes standards

Les souris du groupe standard traitées par le Diclofénac (50mg/kg Pc), montre une
diminution significative du pourcentage de I’augmentation du volume de la patte des souris
induit par le carragénine précisément a deuxieme heure de I’expérimentation et continue

jusqu’a la sixiéme heure de I’expérimentation (Fig.20).

Diclofénac

HAUG%

H1 H2 H3 H4 H5 H6

Figure20: Pourcentage de 1’augmentation du volume de la patte (%AUG) des souris standard
pendant 6h. Moyennes suivies de lettres différente différent significativement
(Newman-Keuls, P<0,05).
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1.7.1.3.Groupe traité par I’extrait aqueux de Cordyceps militaris (100mg/kg Pc)
L’administration orale de 1’extrait aqueux de Cordyceps militaris a la dose 100mg/kg
PC aux souris réduisent de facon appréciable 1’cedéme induit par le carragénine a la deuxiéme
heure (8,96+2,83%).
De plus, aucune différence significative n’est notée entre les valeurs du pourcentage
d’inhibition de 1I’augmentation du volume des pattes pendant la quatrieme, cinquiéme et

sixiéme heure de I’expérimentation (Fig.21).
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Figure21: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte (%AUG) des souris traitées
par extrait de C. militaris (100mg/kg PC) pendant 6h. Moyennes suivies de lettres
différente different significativement (Newman-Keuls, P<0,05).

1.7.1.4.Groupe traité par extrait aqueux de Cordyceps militaris (200mg/kg Pc)

L’essai de lot traité oralement par I’extrait aqueux de Cordyceps militaris & la dose
(200mg/kg Pc) ont montré une inhibition de I’cedéme dans la deuxiéme heure (6,25+2,70%) et
spécialement dans la troisieme heure (3,13+1,80%). L’inhibition de I’augmentation diminue

avec le temps jusqu’a la sixiéme heure (Fig.22).
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Figure22: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte (%AUG) des souris traitées
par extrait de C. militaris (200mg/kg PC) pendant 6h. Moyennes suivies de lettres
différente different significativement (Newman-Keuls, P<0,05).

1.7.1.5.Groupe traité par extrait aqueux de Cordyceps militaris (300mg/kg Pc)
Il a été observé chez les souris traitée avec I’extrait aqueux de Cordyceps militaris a la

dose (300mg/kg PC), une importante diminution du volume de I’cedéme a partir de la
deuxiéme heure.

De plus, a la cinquiéme heure le pourcentage d’augmentation du volume des pattes des
souris montrent des valeurs significativement réduites comparées aux valeurs de la deuxiéme,

troisieme et quatrieme heure respectivement (Fig.23).
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Figure23: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte (%AUG) des souris traitées
par extrait de C. militaris (300mg/kg PC) pendant 6h. Moyennes suivies de lettres
différente différent significativement (Newman-Keuls, P<0,05).
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1.7.2.Pourcentage d’inhibition de I’cedéme de la patte (% INH)
1.7.2.1.Groupe standard

L’administration du Diclofinac (50mg/kg PC) prévient de facon significative
I’évolution de I’inflammation au niveau plantaire de la patte des souris a la deuxiéme,
troisieme et quatrieme heure était de (80,83%£2,57% ; 86,20+2,33%; 97,70+1,99%)
respectivement (Fig.24).
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Figure24: Pourcentage d’inhibition (%INH) de 1’cedéme de la patte des souris standard
traitées par Diclofénac pendant 6h. Moyennes suivies de lettres différente
différent significativement (Newman-Keuls, P<0,05).

1.7.2.2.Groupe traité par I’extrait aqueux de Cordyceps militaris (100mg/kg PC)

L’administration de 1’extrait aqueux de Cordyceps militaris a la dose (100mg/kg PC)
prévient de facon significative I’cedéme plantaire chez les souris des la deuxieéme heure du

traitement (Fig.25).
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Figure25: Pourcentage d’inhibition (%INH) de I’cedéme de la patte des souris traitées par
I’extrait aqueux de C.militaris (100mg/kg PC) pendant 6h. Moyennes suivies de
lettres différente different significativement (Newman-Keuls, P<0,05).

1.7.2.3.Groupe traité par I’extrait aqueux de Cordyceps militaris (200mg/kg PC)

L’extrait aqueux de Coryceps militaris recevant par voie oral a la dose 200mg/kg PC
possede une activité anti-inflammatoire et montre significativement (Fig.26) a la troisieme
heure un pourcentage d’inhibition de (94,76+2,65%).
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Figure26: Pourcentage d’inhibition (%INH) de 1’cedéme de la patte des souris traitées par
I’extrait aqueux de C. militaris (200mg/kg PC) pendant 6h. Moyennes suivies de
lettres différente different significativement (Newman-Keuls, P<0,05).
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1.7.2.4.Groupe traité par I’extrait aqueux de Cordyceps militaris (300mg/kg PC)

L’effet inhibiteur de 1’extrait aqueux a la dose 300mg/kg PC s’exprime a partir de la
deuxieme heure qui suit ’injection de la carragénine avec un pourcentage d’inhibition de
(91,76%3,67%).

Le traitement avec cette dose provoque un effet inhibiteur de I’inflammation

importante (Fig.27).
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Figure27: Pourcentage d’inhibition (%INH) de 1’cedéme de la patte des souris traitées par
I’extrait aqueux de C. militaris (300mg/kg PC) pendant 6h. Moyennes suivies de
lettres différente different significativement (Newman-Keuls, P<0,05).

1.7.3.Groupe standard comparé au groupe traité par ’extrait aqueux de Cordyceps
militaris a la dose de 100,200 et 300mg/kg PC

Le traitement par le Diclofénac 50mg/kg est moins efficace que I’extrait aqueux de
Cordyceps militaris a la dose de 100mg/kg PC dans la prévention de 1’cedéme aigue de la
patte des souris, particuliérement a la deuxiéme heure avec un pourcentage d’inhibition de
(80,83+2,57%) pour le Diclofénac et de (84,91+3,91%) pour la dose de 100mg/kg PC.

De plus, I’activité inhibitrice de 1’extrait aqueux de Cordyceps militaris & la dose de
200 et 300mg/kg de PC est significativement plus importante par rapport a I’extrait aqueux a
la dose de 100mg/kg (Fig.28).

Des résultats identiques ont été obtenus avec le groupe traité par 1’extrait aqueux de
Cordyceps militaris aux doses 200 et 300mg/kg PC au bout de 1,2,3,4,5 et 6 heures.
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A la sixieme heure ont été noté un effet inhibiteur identique de I’extrait aqueux de
Cordyceps militaris a la dose de 100, 200 et 300mg/kg PC comparé aux groupes traité par le
Diclofénac (50mg/kg).
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Figure28: pourcentage moyen d’inhibition de 1’cedéme des pattes droites des souris, induit
apres les traitements lors du test de I’activité anticedémateuse de 1’extrait aqueux
de Cordyceps militaris.

1.8.Etude histologique
L’examen microscopique de 1’étude histologique réalisée sur les pattes de souris a

montré que :
1.8.1.Le groupe témoin négatif

Les souris de ce groupe n’ont subi aucun traitement et I’examen microscopique montre un

revétement cutané reconnu par (Fig.29) :

% épiderme: fait d’un épithélium pavimenteux stratifie kératinisé.
+« derme: conjonctive vasculaire contient des annexes (glandes sébaceés, les glandes
sudoripares).

% hypoderme: fibro-adipeux, comporte quelque vaisseau sanguin.
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Figure29: présentant les tissus de la patte de souris témoin négative(GX10). (1)Lamelle de
kératine, (2) L’épiderme, (3) Le derme.

1.8.1.Groupe Témoin
L’examen microscopique montre un revétement cutané qui Siége au niveau du derme

superficiel d’un intense infiltrat inflammatoire polymorphe fait essentiellement de

lymphocytes, polynucléaires neutrophiles et de quelques plasmocytes (Fig.30).

Figure30: présentant les tissus enflammés de la patte de souris témoin (GX10). (1)La couche
cornée, (2) Follicule cedémateuse, (3) Infiltrat inflammatoire.
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1.8.2.Groupe standard

L’examen microscopique des prélévements effectue sur les pattes des souris traitées
par le Diclofénac montre un revétement cutané normal, absence de signe en faveur d’une

réaction inflammatoire (Fig.31).

Figure31: Présentant un revétement cutané enflammeé de la patte des souris standard (GX10).
(1) La couche cornée, (2) L’épiderme, (3) Absence de I’infiltrat inflammatoire.

1.8.3.Groupe traité par I’extrait aqueux de Cordyceps militaris (100mg/kg PC)

L’examen microscopique des tissus des pattes des souris traitées par I’extrait aqueux
de Cordyceps militaris (100mg/kg PC) montre un revétement cutané discretement

inflammatoire présence de quelques cellules inflammatoires isolées (Fig. 32).
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Figure32: présentant un revétement cutané de la patte des souris traitées par 1’extrait aqueux
de Cordyceps militaris 100mg/kg PC (GX40). (1) L’épiderme, (2) Le derme, (3)
Cellule épithéloides, (4) Vaisseau sanguin délatté.

1.8.4. groupe traité par ’extrait aqueux de Cordyceps militaris (200mg/kg PC)

L’examen microscopique des tissus des pattes des souris traitées par I’extrait aqueux
de Cordyceps militaris (200mg/kg PC) montre un revétement cutané dans limite histologique

de la normale et disparition presque totale de I’infiltrat inflammatoire (Fig.33).

Figure 33:Présentant un revétement cutané de la patte des souris traitées par 1’extrait
aqueux de Cordyceps militaris 200mg/kg PC (GX10). (1) Tissu osseux, (2)
Absence de I’infiltrat inflammatoire
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1.8.5. groupe traité par ’extrait aqueux de Cordyceps militaris (300mg/kg PC)

L’examen microscopique des tissus des pattes des souris traitées par 1’extrait aqueux
de Cordyceps militaris (200mg/kg PC) montre un revétement cutané sans signes de

spécificité, diminution de nombre des follicules cedémateuse (Fig.34).

Figure 34 : présentant les tissus enflammés de la patte des souris traitées par I’extrait aqueux
de Cordyceps militaris 300mg/kg (GX10). (1)La couche basale, (2) Fibroblaste,
(3) Follicule inflammatoire.
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Cette étude avait pour but d'évaluer au laboratbaaivité anti-inflammatoire de
Cordyceps militaris. Les expériences ont été réalisées sur le modélesdieme aigue de la
patte des souris induit par la carragénine selondtnode déWinter et al, 1962). Il est testé
sur ce modele les extraits aqueuxQiedyceps militaris aux doses de 100, 200 et 300mg/kg
PC en administration par voie orale.

L’étude réalisée sur la toxicité de cet extrait régélé aucun effet toxique de I'extrait
agueux deCordyceps militarisa la dose de 100,200 et 300mg/kg de poids corporsesouris,
indiquant que cet extrait n'est pas toxique a aesecexpérimentale (100, 200 et 300mg/Kg
PC).

L’étude a été congue pour évaluer l'activité amliemmatoire deCordyceps militaris.
Les expériences ont été réalisées sur le modéleedéme de la patte de souris induit par la
carragénine a 1%. Il est testé sur ce modéle lesisxaqueux, a la dose de 100,200 et
300mg/kg PC en administration par voie oral. Liséition de I'extrait aqueux en médecine
traditionnelle est expliquée par la simplicité textraction et de lI'innocuité de I'eafAit €
cadi et al., 2011).

Les résultats obtenus ont été comparés a ceuxndagicament le Diclofénac qui est
un anti-inflammatoires non stéroidiens et a ceux ahntréle physiologique. Apres
administration de l'eau physiologique, la carragéréntraine une augmentation significative
du volume de la patte de souris.

Les résultats obtenus a l'issu des tests antinmflatoires montrent que les extraits
agueux desCordyceps militaris, réduisent de facon appréciable I'cedeme induit l@ar
carragenine. L'inhibition de l'cedeme de [I'extrafjueux de Cordyceps militaris est
comparable, a celle de Diclofénac. La richesseedrit aqueux deCordyceps militaris en

différents constituants chimiques peut justifieteactivité(Zhang et Zhu, 2012).

L'effet de la présente étude montrent que les #stemjueux deCordyceps militaris
s’opposent a l'augmentation du volume de I'eedemdadpatte des souris induit par la
carragénine 1%. La carragénine, est un mucopollisaide qui induit un maximum d’cedeme
a partir de la léere heure qui suit son inject{&hion Itou et al., 2014). La carragénine
provogue l'inflammation locale lorsqu'elle est atgedans I'aponévrose de la plante du pied
(Bhatt et al., 1977; Ossipov et al., 1995). La cause de cette réaction inflammatoire est la
Iésion tissulaire. Cette Iésion tissulaire indaitsynthése de I'histamine, des prostaglandines,
des leucotrienegAmmon et al., 1993), du PAF (facteur d'activation plaquettaire), des
cytokines, du NO (monoxyde d'azote) et du TNF €actde nécrose tumoral@larke et al.,
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1996). De plus, de nombreuses études semblent indiquerles LPS est un puissant
activateur des macrophages et active le systemaeumitaire, conduisant a la libération de les
cytokines pro-inflammatoires endogenes telles qud@NFw, IL-1p et IL-6 (Ando et al.,
2000). Les cytokines pro-inflammatoires telles que TNHAtal et IL-6 ont été montré pour
contréler l'inflammation in vitro aussi bien qwiivo (Feldmann et al., 1996; Harada et al.,
1994).

De plus, les résultats obtenus dans I'étude higiple s’expliqueraient par
I'inhibition de la synthése des substances prasimfhatoires. Par conséquent, I'extrait aqueux
de Cordyceps militaris possede un effet anti-inflammatoire significativeitné& celui de
diclofénac. D’autre part, L’extrait aqueux @erdyceps militaris a montré une inhibition de
inflammation pendant la deuxiéme et la troisiéneeire(K habbal et al., 2006).

L'essai le plus largement utilisé pour évaluerctidté d’'un nouvel agent anti-
inflammatoire est sa capacité a réduire I'oedémal lowuit dans la patte des souris par
linjection d’'un agent irritant. Cet cedeme déperel ld participation des kinines et des
leucocytes nucléaires avec leurs facteurs prosimflatoires comprenant des prostaglandines
(Damas et al., 1986). Le développement de I'oedéme dans la patte desssapnés l'injection
de carragénine a été décrit comme événement biplee@/inegar et al., 1969). La phase
initiale, observée autour de la premiere heureattsbuée a la libération de I'histamine et de
la sérotoningCrunkhorn et Meacock, 1971). La deuxieme, phase de gonflement, est due a
la libération des substancesostaglandin-like. On a signalé que la deuxiéme phase de
'cedéme est sensible aux agents anti-inflammatait@®idiens et non stéroidief\&inegar
et al.,, 1969; Dirosa et Willoughby, 1971). Cela a été observé lors de la premiere et la
deuxieme phase de l'inflammation induite par laragénine expliqué probablement par
l'inhibition de la libération des premiers médiatetels que I'histamine, la sérotonine et les
kinines (Winter et al., 1962). L'action a la deuxieme phase peut étre expliquéeupa
inhibition de la cyclooxygénase, cela pourrait gign que Cordyceps militaris inhibe la
cyclooxygénase Seibert et al., 1994).

Ces résultats concordent avec plusieurs rechemgphiesiontrent que I'activité anti-
inflammatoire des extraits pourrait s’expliquer parprésence des polysaccharid@d,ol
Soon et al., 2010). L’analyse phytochimique préliminaire de I'extragueux deCordyceps
militaris a révélé la présence de composes polysaccharidspquimpliqués dans I'activité
anti-inflammatoirgWen et al., 2005). Les études antérieures ont montré aussi les effai-
inflammatoires des extraits aqueux @ardyceps militaris (Russell et Paterson, 2008; Woal
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et al., 2010) et des extraits d’autres plantg@sgbonon, 2000; Pham, 2006; Adu-Amoah et
al., 2014).
En effet, de nombreuses études ont démontré quédie aqueux deCordyceps
militaris possedent des activités biologiques telles gaetiVité anti-inflammatoirgY ang et
al., 2000; Zhang et al., 2007; Park et al., 2009a; Rao €t al., 2010), inhiber la croissance de
diverses cellules tumoralésodama et al., 2000), inhiber la croissance cellulaire de cellules
de leucémie humaine U98Rark et al., 2005) et I'activité antioxydanfChen et al., 2013).
L’évaluation de lactivité anti-inflammatoire deektrait de Cordyceps militaris
montre que ce champignon posséde un pouvoir phafagague, ce qui supporte son usage

traditionnel pour le soulagement de diverses atiastinflammatoires.




CONCLUSION




Conclusion

Conclusion

Les composés médicinaux d’origine naturelle sustities intéréts pour plusieurs
raisons. La médecine traditionnelle est largemépamdue et tient une place majeure dans le
traitement de différentes maladies chroniquesget @@mme l'inflammation.

La Cordyceps militaris est champignon le plus souvent utilisée en médecin
traditionnelle chinois dans la prise en charge dmbreuses pathologies. Ce travail a été
orienté pour l'activité anti-inflammatoire de I'eit aqueux de I&ordyceps militaris sur le
modele de I'cedeme inflammatoire de la patte deissaunluit par la carragénine. L'extrait
agueux deCordyceps militaris a été utilisé aux doses de 100, 200 et 300mg/kg PC

Les résultats obtenus montrent que I'extrait aqueuxe activité anti inflammatoire.
En effet, lors du test d’inhibition du développernda I'cedeme de la patte des souris induit
par la carragénine permet de conclure que I'exaiuieux deCordyceps militaris administrée
par voie orale posséde un effet anti-inflammataignificativement supérieur a celui de
Déclofenac. Apres administration orale, cet extéaia dose de 300mg/kg PC, prévient de
maniére significative (p <0,05) I'cedéme de la pag¢tsouris induite par la carragénine.

L’évaluation de [I'activité anti-inflammatoire de ektrait aqueux deCordyceps
militaris montre que ce champignon possede un pouvoir pltatogque, ce qui supporte
son usage traditionnel pour le soulagement de sivaifection inflammatoire.

Les résultats obtenus lors de cette étude sontesd#ants, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprerglnedeanismes moléculaires et cellulaires
de ces effets. Ces études doivent étre aussi éegners la détermination des composés actifs
dans les extraits d€ordyceps militaris et I'évaluation de leurs effets sur les signalmadi

impliqués dans les processus inflammatoire.
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Annexe

Tableaux 7 : pourcentage d’augmentation du volumea@lla patte des souris témoin.
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Moyenne 54,16 50,01 44,61 42,61 32,42 32,16
Ecartype 2,35 3,20 3,95 3,93 2,30 3,71
Tableaux 8 : pourcentage d’augmentation du volumeella patte des souris standard.
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Moyenne 52,15 11,97 8,61 1,48 1,04 0,35
ecartype 4,41 2,13 1,74 1,30 1,10 0,43
Tableaux 9 : pourcentage d’augmentation du volumeaella patte des souris traitées par
Cordyceps militarisa la dose 100mg/kg de PC.
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Moyenne | 45,63 8,97 5,38 1,56 0,61 0,35
ecartype 3,22 2,84 2,26 1,72 1,26 0,85
Tableaux10 : pourcentage d’augmentation du volumealla patte des souris traitées par
Cordyceps militaris a la dose 200mg/kg de PC.
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Moyenne 37,87 6,26 3,14 0,60 0,17 0,17
ecartype 2,88 2,71 1,80 1,24 0,42 0,42
Tableaux11 : pourcentage d’augmentation du volumealla patte des souris traitées par
Cordyceps militaris a la dose 300mg/kg de PC.
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Moyenne 36,76 4,92 1,27 0,51 0 0
Ecartype 5,88 2,22 0,90 0,79 0 0

tableaux11l : pourcentage d’inhibition de I'oedéme d&a patte des souris Standard.

T1 T2 T3 T4 TS5 16
Moyenne 16,26 80,83 86,20 97,71 98,39 99,46
Ecartype 3,26 2,58 2,33 1,99 1,68 0,66




Annexe

Tableaux12 : pourcentage d’inhibition de 'cedeme d& patte des souris traitées par
Cordyceps militaris a la dose 100mg/kg de PC.

T1 T2 T3 T4 5 T6
Moyenne | 22,43 84,92 91,05 97,53 99,04 | 9945
Ecartype | 5,83 3,01 3,25 2,69 1,98 1,35

Tableaux13: pourcentage d’inhibition de 'cedeme d& patte des souris traitées par
Cordyceps militaris a la dose 200mg/kg de PC.

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Moyenne 37,17 89,69 94,87 99,06 99,73 99,73
Ecartype 3,19 4,19 2,65 1,92 0,65 0,65

Tableaux13: pourcentage d’inhibition de 'cedeme d& patte des souris traitées par
Cordyceps militaris a la dose 300mg/kg de PC.

T1 T2 T3 T4 T5 16

Moyenne 38,44 91,77 97,88 99,15 100 100

Ecartype 9,55 3,68 1,49 1,31 0 0






