TABLE DES MATIERES

TABLES DE MATIERES. .. ..ottt i
LISTE DES FIGURES . .. e I
LISTE DES TABLEAU X . ..ot e e e e ii
LISTE DES SIGLES ET DES ABREVIATIONS......ivuiiiiieie e, iv
. INTRODUCTION. ... e 1
1. MATERIELS ET METHODES..........ooiiiiiiieiiiie oo >
A.PARTIE CHIMIQUE.. ... ..ot 5
1. Préparation de extrait ..........oviiiiiiiiiii i s 5
2. Criblage phytoChimique. ........o.oiiuiiii e 7
B. PARTIE PHARMACOLOGIGUE...............cciiiiii i, 9
1. Préparation de la créme de base.........ccovvviiiiiniiiiiiii e 9
2. Préparation de la creme contenant 10 % d’extrait AHD-23.......................... 10
3. Animaux d’eXperimentation. ...........o.euevuireitinti it eneaeaeas 10
A4, CrEAtion ES PIAIES «.....eeeee e e, 10

5. Ftude de I’activité de I’extrait AHD - 23 sur les différentes phases de la

CICALIISALION ...t 11
a. Etude Ieffet de I’extrait AHD - 23 sur "hémostase. .............oveeueeruereeennenns 11
b. Etude de effet de I’extrait AHD - 23 sur la phase inflammatoire........ oo, 11
c. Etude de I’effet de I’extrait AHD - 23 sur la phase de bourgeonnement.................. 11
d. Etude de Ieffet de I’extrait AHD -23 sur la phase d’épithélialisation................... 11
e. Etude de effet de I’extrait AHD - 23 sur la fermeture des plaies..................... 12
C. EXPRESSION ET ANALYSE DES RESULTATS....ooviveeeeeeeeeeee e 12
HI. RESULTATS. ..ottt 13
A, Partie ChimIqQUe. ... ...ooiuiii e e 13
1. Rendement de I’eXtraction............ovuiiniiniiniiiit i 13
2. Résultats du criblage phytochimique..............oooiiiiiiiiiii e 13
B. Partie pharmacolOgigUe. .........eeee e e e 14
1. Effet de I’extrait AHD-23 sur I’hémostase...........ooevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 14



2. Effet de extrait AHD-23 sur I’inflammation...........cooorne i

3. Effet de I’extrait AHD-23 sur le bourgeonnement .............cccociiiiiiiinicienn,
4. Effet de I’extrait AHD-23 sur I’épithélialisation ...,
5. Effet de I’extrait AHD-23 sur la fermeture des plaies ........................oeee.

V. DISCUSSION . ... e e e et e e
CONCLUSION . . ..ttt e

BIBLIOGRAPHIE. ...

] MONDIAL DU

Repport 17T

II



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Photographie de distillateur utilisé pour évaporer le filtrat (Photo prise

dans le laboratoire de chimie LPGPC)..........ccooiiiiiii e 5
Figure 2. Préparation de I’extrait AHD-23...........cciiiiiiiiiii e 6
Figure 3. Etat des plaies, aprés 3 jours de traitement, présence de rougeur, d’ cedéme

et d’exsudat chez le lot traité avec la créme contenant 10 % d’extrait AHD-23 (a) et

plaies humides présentant des signes inflammatoires avec une quantité importante
d’exsudat chez le 1ot tmoin (b).........oooviiiiii i 15
Figure 4. Etat des plaies, aprés 4 jours d’application de la créme, avec apparition de
bourgeons chez le lot traité avec la creme contenant 10 % d’extrait AHD-23 (a) et

plaies en phase inflammatoire avec persistance de rougeur et d’exsudat chez le lot

témoin ayant recu la créme de base (b)........ooviviiiiiiiii 16
Figure 5. Etat des plaies, aprés 11 jours d’application de la créme, plaies en phase
d’épithélialisation avec apparition de tissu épithélial chez lot traité avec 1’extrait

AHD-23 (a) et plaies en phase de bourgeonnement chez le lot t¢émoin (b)............. 17
Figure 6. Etat des plaies, aprés 17 jours d’application de la créme, fermeture
compléte des plaies du lot traité avec I’extrait AHD-23 (a) et plaies du lot témoin en
phase d’épithélialisation (D)..........ooouieiiiiiti e 18
Figure 7. Variation de surface des plaies du lot traité avec 1’extrait AHD-23 et celle

des plaies du lot témoin traités avec la creme de base appliquée par voie topique

une fois par jour en fonction dutemps (7w £ ;N =4;P<0,05)...........cccceinn.... 19



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Tests utilisés pour déterminer les familles chimiques présentes dans

Pextrait AHD-23. ... .. s O
Tableau Il. Liste des ingrédients pour préparer 100 g de créme de base avec leurs
fonctions et qUANItES TESPECTIVES. ... .tutieett et et eeite et eee et eineeeeesreee s 9D
Tableau I11. Les différentes familles chimiques présentes dans 1’extrait AHD-23..... 13

.-...iv.-...



LISTE DES SIGLES ET DES ABREVIATIONS

al. - alii

% . pourcent

°C : degré Celsius
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I.  INTRODUCTION

Les plaies, les bralures, les blessures, les coupures ou les traumatismes constituent les sources
de pénétration des substances étrangeres qui peuvent contaminer 1’organisme (SFMU, 2005).
Selon leur état et leur profondeur, on distingue trois types de plaies : les plaies de premier
degré qui touchent la partie superficielle de la peau, ensuite les plaies du second degré qui
atteignent a la fois 1’épiderme et le derme, et enfin les plaies du troisieme degré qui touchent
I’hypoderme ou les tissus sous-cutanés. Et selon leur évolution dans le temps, leur surface et
leur profondeur, les plaies sont classées en plaies aigies et en plaies chroniques (DELEAGE,
2011). Les plaies touchant la téte, les membres supérieur et inférieur représentent 13 % des

admissions aux services des urgences en France (SFMU, 2005).

La peau est un tissu de revétement qui protege l’organisme contre 1’agression de
I’environnement et des agents pathogénes (BANGERT, 2011). Une destruction de sa structure
modifie sa participation & la protection de I’organisme et & la régulation des échanges avec le
milieu extérieur. La réparation des lésions au niveau de ce tissu se déroule spontanément par
un phénomene de régénération et de réparation (TONNESEN et al., 2000), qui comprend cing
phases successives et interdépendantes: I1’hémostase, la phase inflammatoire, de
bourgeonnement, d’épithélialisation et de remodelage (GUO et DIPIETRO, 2010). Ce
processus biologique est complexe et dynamique, il fait intervenir de nombreux facteurs

locaux et systémiques (ROY et al., 2012).

L’hémostase est la premiere réaction dans le processus de cicatrisation. Il a lieu
immédiatement apres la blessure, il vise a arréter le saignement au niveau de la breche
vasculaire (DELEAGE, 2011). Cette phase commence par une vasoconstriction locale
déclenchée par la sérotonine et les thromboxanes libérées par les plaquettes activées par le
contact avec 1’endothélium vasculaire mis a nu (ORSTED et al., 2011). Ce spasme vasculaire
diminue le flux sanguin au site endommagé et favorise l’interaction entre les plaquettes
sanguines et le sous-endothélium au niveau de la lésion. Cela entraine la formation du clou
plaquettaire ou thrombus blanc. Ensuite le processus de coagulation se met en place et des
filaments de fibrine emprisonnent les globules rouges, les globules blancs et d’autres
plaquettes et se polymérisent pour former le caillot sanguin. Ce caillot sanguin arréte
définitivement le saignement, et constitue un réservoir de cytokines et de facteurs de

croissance necessaires au processus de cicatrisation (ORSTED et al ., 2011).



La phase inflammatoire succede a I’hémostase. Elle consiste a nettoyer la plaie en
phagocytant les corps étrangers et les tissus morts au niveau du site 1ésé (DAWSON et al.,
1991). La réaction inflammatoire est caractérisée par une vasodilatation locale déclenchée par
I’histamine libérée par les mastocytes au niveau du site 1ésé et les prostaglandines synthétisées
a partir de 1’acide arachidonique, sous 1’action du cyclo oxygénase (TELLECHEA et al.,
2010). Cette vasodilatation augmente la perméabilité vasculaire au niveau de la lésion. Elle
favorise la sortie et la migration des polynucléaires neutrophiles, des monocytes et des
lymphocytes vers le site 1ésé pour participer a 1’élimination des agents pathogénes et des
cellules mortes (TELLECHEA et al., 2010). Les polynucléaires neutrophiles sont les
premiéres cellules de défense a affluer sur le site inflammatoire (TELLECHEA et al, 2010).
Leur migration est stimulée par des cytokines pro-inflammatoires IL-1, IL-6, TNF-alpha,
PDGF, le TGF-beta, le leucotriene B4l et les produits de dégradation de la fibrine
(DELEAGE, 2011). La vasodilatation locale est a I’origine de la rougeur et de I’cedéme de la
berge de la plaie et de I’exsudat au niveau de sa surface (NAGORI et SOLANKI, 2011).

Des facteurs pro inflammatoires principalement IL-1, IL-6 et TNF- alpha amplifient
la réponse inflammatoire et des facteurs de croissance, provenant des plaquettes, stimulent
la formation du tissu de granulation (REINKE et SORG, 2012). Ce tissu est riche en
macrophages, en fibroblastes et en néo- vaisseaux (REINKE et SORG, 2012). Ces derniers
proviennent des vaisseaux préexistants suite a la stimulation des facteurs de croissance
comme la V. E. G. F (Vascular Endothelial Growth Factor). Cette angiogenése assure 1’apport
en éléments nutritifs et en oxygene, indispensables aux cellules afin de réparer le tissu lésé
(REINKE et SORG, 2012). Par ailleurs, les fibroblastes synthétisent et sécretent des
collagenes de type Il (DIANE, 2012). Ces néo vaisseaux forment avec le collagene des
granules visibles au niveau de la surface de la plaie, d’ou le nom de cette phase : « phase de
granulation ». Certains fibroblastes se transforment en myofibroblastes, cellules capables de
se contracter. C’est grace a leur contraction que la berge de la plaie se contracte pour assurer
sa fermeture (LE TOUZE et ROBERT, 1993). La phase de bourgeonnement s’arréte lorsque
la surface de la plaie est recouverte par un tissu épithélial, issu de la prolifération des

kératinocytes.



Au cours de cette épithélialisation, les kératinocytes saines au niveau de la berge de la plaie
ou au niveau des annexes de la peau s’étendent sur la plaie et la couvre petit a petit. La peau
est recouverte par un film fin de couleur rose pale. Ensuite, les fibres de collagéne mdrissent
et le tissu cicatriciel se forme (TONNESEN, 2000).

Enfin, le remodelage constitue la derniere phase de la cicatrisation. Elle correspond a la phase
de maturation de la cicatrice (GHOSH et GABA, 2013). C’est la phase la plus longue, elle
peut se poursuivre pendant plus de quatre semaines a plusieurs mois. Pendant cette phase, le
nombre de fibroblastes ainsi que celui des néo-vaisseaux diminue. La peau va rester plus ou
moins blanche car le taux de mélanocytes se reconstitue (GHOSH et GABA, 2013).

Malgré le fait que la réparation des Iésions au niveau de ce tissu se déroule spontanément,
la prise en charge des plaies a pour but d’accélérer ce processus parce qu’une plaie ouverte est

une porte ouverte a 1’infection. Un cicatrisant agit sur 1’une ou les différentes phases de
la cicatrisation (NAYAK et MOHAN, 2007).

Plusieurs médicaments sont déja disponibles sur le marché pour soigner les plaies comme
I’alginate de calcium (algisite©), une pommade utilisée pour le traitement des plaies
exsudatives et hémorragiques pour ses propriétés hémostatique et absorbante (LAUBSCHER
et DAYER, 2013). L’association d’allantoine et de guaiazuléne (cycatril©), sous forme de
pommade, est utilisée pour le traitement local des plaies et des brilures superficielles peu
étendues grace a ses propriétés anti- inflammatoires (MONDHER, 2010). L’association de
diacétate de chlorhexidine et de palmitate de vitamine A (néo-Cutigenol©), une pommade
désinfectante ; I’huile de foie de morue et la vitamine A (fletagex®©), sous forme de pommade,
possédant une action durant la phase inflammatoire, sont utilisées pour traiter les plaies et les
ulceres. Le bécaplermine (regranex©), un gel qui stimule le processus chimiotactique et la
prolifération des cellules impliquées dans la cicatrisation des plaies et il favorise la formation
de tissu de granulation (LAUBSCHER et DAYER, 2013). Enfin, I’association de I’allantoine
et de chlorhexidine (cicasedermyl ©), est une créme qui est préconisée pour cicatriser et
réparer la peau pour ses propriétés antibactérienne et anti- inflammatoire (MONDHER,
2010).

Par ailleurs de nombreuses plantes sont aussi utilisées pour traiter les plaies, les blessures et
les bralures. Par exemple, les feuilles broyées de Centella asiatica (talapetraka)
(APIACEAE), sont appliquées directement comme cataplasme sur la plaie ou la brdlure pour

acceélérer la cicatrisation et stimuler la synthese du collagene (BOITEAU, 1986). Le latex de
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Carica papaya (papaye) (CARICACEAE) est utilisé pour soigner les plaies, les bralures et les
ulceres, en application sur la peau grace a leurs activités anti-inflammatoires. Le gel d’Aloe
vera (LILIACEAE) est employé aussi pour ses propriétés cicatrisantes et spécialement de son
efficacite contre les brdlures, en I’appliquant directement sur ces brilures, grace a son action
anti-inflammatoire. Le décocté des feuilles de Ceiba pentandra (kapoaka) (MALVACEAE)
est utilisé pour soigner les plaies pour ses propriétés anti-inflammatoire et antibactérienne
(NICOLAS, 2012).

D’aprés les enquétes ethnobotaniques que nous avions menées a Andasibe, dans la région
d’Alaotra Mangoro au mois d’octobre 2017, le décocté des feuilles de la plante appartenant a
la famille des MELASTOMATACEAE est utilisé par la population de cette région pour laver
les plaies et bu quotidiennement jusqu’a la fermeture des plaies. Le but de notre étude a été
d’étudier I’effet de I’extrait hydroalcoolique de cette plante sur la cicatrisation des plaies
ouvertes expérimentales chez le rat. Il a été appliqué sous forme créme E/H (Eau dans
I’Huile), et son effet sur les différentes phases de la cicatrisation et sur la fermeture des plaies

a été étudie.



MATERIELS

METHODES



Il. MATERIELS ET METHODES

Le but de ce travail a été d’étudier ’effet de I’extrait AHD-23 sur la cicatrisation des plaies
ouvertes expérimentales chez le rat. Il a été appliqué par voie topique, sous forme de créme a
10 % sur une plaie fraiche, et son action sur les differentes phases de la cicatrisation a été
observée (MARTINI, 2006).

A. PARTIE CHIMIQUE

1. Préparation de I’extrait

Les feuilles ont été séchées dans une salle aérée, a I’abri du soleil et a la température ambiante
pendant 15 jours. Une fois séches, elles ont été broyées a 1’aide d’un broyeur a marteau
(BROOK CROMPTON © série 2000). Puis, deux cent grammes ont été macérés dans
1,5 1 de mélange d’éthanol-eau (60 : 40) dans un récipient en verre, a la température ambiante,
pendant trois jours. Ce maceérat a été agité une fois par jour pendant 10 minutes. Le macéréat
obtenu a été filtré sur du coton hydrophile, et le filtrat obtenu a été évaporé a 1’aide
d’un distillateur, a la température de 80 °C, (Figurel) puis au bain marie a la température de
100 °C (Figure 2).

Sortie d’eau

Réfrigérant

Entrée d’eau

Ballon en verre

Chauffe-ballon

Récipient pour
récupérer le solvant

Figure 1. Photographie de distillateur utilisé pour évaporer le filtrat (Photo prise dans
le laboratoire de chimie du LPGPC).



200 g de poudre de plante

Maceération a la température ambiante,
3 jours dans 1,51 d’Ethanol-Eau (60 :40)
+ Agitation

Macérat

Filtration (sur coton hydrophile)

Filtrat

Evaporation a sec : distillateur &
80 °C suivie de bain marie a
100 °C

Extrait hydro alcoolique
AHD-23

Figure 2. Préparation de 1’extrait AHD-23.

L’extrait hydro alcoolique sec a été codé AHD-23, puis pesé pour calculer le rendement de

I’extraction. Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule:

masse de |'extrait hydro alcoolique (g)
Rendement (U) = — X 100
masse de la poudre macérée (g)




2. Criblage phytochimique

Un criblage phytochimique a été effectué pour détecter les familles chimiques présentes dans
I’extrait AHD-23. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (FONG et al., 1997)
(Tableau I). La présence de la famille chimique est caractérisée par la formation de précipite,
ou d’un changement de coloration en utilisant des réactifs spécifiques pour chaque famille

chimique.

Les signes suivants ont été utilisés pour quantifier la présence de la famille chimique
recherchée dans I’extrait AHD-23 :

+++ : Présence en forte teneur de la famille chimique recherchée

++ : Présence en moyenne teneur de la famille chimique recherchée

+ :Présence en faible teneur de la famille chimique recherchée

+ : Présence en trés faible teneur de la famille chimique recherchée



Tableau 1.Tests utilisés pour déterminer les différentes chimiques présentes dans 1’extrait

AHD-23 (FONG et al. , 1977).

Familles chimiques Tests Réactifs Observations
ANTHOCYANES HCI a froid Coloration rouge
BATH-SMITH | HCI concentré + bain | Coloration rouge
LEUCOANTHOCYANES _ o
marie violacée
Persistance d’une
mousse (3 cm
SAPONINES MOUSSE HCI + Agitation d’épaisseur) aprés
30 mn
i Liqueur de Fehling+ | Précipitation rouge
SUCRES REDUCTEURS ) _ _
Bain-marie brique
+ 3 Volumes d’éthanol
POLYSACCHARIDES Trouble
absolu
Fluorescence a
COUMARINES NaOH 10 %
I’uv
} DRAGENDORFF, -
ALCALOIDES Précipitation
MAYER, WAGNER
Gélatine + NaCl Précipitation verte
Gélatine + FeCls Précipitation
TANINS
Méthanol Bleue
COMPOSES _ o
. Gélatine 1 % Précipitation
PHENOLIQUES
. Ruban de Mg + HCI )
FLAVONOIDES WIL-STATER ) Coloration rouge
concentré
LIERMAN Anhydride acétique + o
Coloration violette
BURCHARD | H2SO4
STEROIDESET BADGET o _
. Acide picrique Coloration rouge
TRITERPENES KEDDE
Anneau de
SALKOWSKI | H2SO4

séparation rouge
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B. PARTIE PHARMACOLOGIQUE

Le but de cette étude a été d’étudier I’effet de 1’extrait AHD-23 sur la cicatrisation des plaies
ouvertes expérimentales chez le rat. Il a été appliqué sous forme de creme sur la plaie, et son

effet sur les différentes phases de la cicatrisation a été observe.

1. Préparation de la créme de base

Pour faciliter ’application de I’extrait sur la plaie, il a été incorporé dans une creme a base
d’eau dans huile. Cette créme comprend de deux phases : une phase aqueuse dispersée et
une phase grasse dispersante (MARTINI, 2011). La phase aqueuse est formée d’cau distillée
et de bicarbonate de sodium, tandis que la phase grasse est formée d’huile de tournesol et de
cire d’abeille (Tableau II).

Tableau Il. Liste des ingrédients pour préparer 100 g de creme de base avec leurs fonctions et

quantités respectives.

Ingredients Fonctions Quantités
Eau distillée Phase aqueuse 75 ml
Bicarbonate de sodium Conservateur 25¢

Huile de tournesol Phase grasse 150 ml
Cire d’abeille Emulsionnant, épaississant 15¢g

Pour préparer la créme de base, les deux phases ont été préparées séparément dans deux
récipients différents placés dans un bain marie a la température de 80 °C. Dans le premier
récipient, 25 g de bicarbonate de sodium ont été dissouts dans 75 ml d’eau distillée pour
former la phase aqueuse, tandis que 15 g de cire d’abeille ont été découpées en petits
morceaux et fondues dans le deuxieme recipient. Lorsque la cire a été fondue, 150 ml d’huile
de tournesol ont été ajoutées dans ce récipient. Le tout a été fouetté sans arrét pour former la

phase grasse.




Lorsque ces deux phases ont été homogénéisées, la phase aqueuse a été versée petit a petit
dans la phase grasse en fouettant a 1’aide d’un fouet pour homogénéiser la créme, ensuite

la créeme a été laissée se refroidir a la température ambiante (DALLY et al., 2007).

2. Préparation de la creme contenant 10 % d’extrait AHD -23

Pour obtenir une creme contenant 10 % d’extrait AHD-23, 10 g de I’extrait ADH-23 ont été
incorporés dans 90 g de creme de base (MARTINI, 2006). Les cremes obtenues ont été

placées dans des récipients en verre bien fermés dans un endroit frais.

3. Animaux d’expérimentation

Des rats males de souche WISTAR, pesant entre 140 et 160 g, agés de trois mois, ont été
utilisés pour ce test. Ces animaux ont été élevés dans les mémes conditions de vie a
I’animaleric de Laboratoire de Pharmacologie Générale, de Pharmacocinétique et de
Cosmétologie (LPGPC) de la Faculté des Sciences de I’Université d’ Antananarivo. Ils ont été
nourris avec de la provende CPO AGRIVAL © et ont eu un acces libre a de I’cau. Ils ont été
soumis a une alternance de 12 h d’éclairement et 12 h d’obscurité, et a la température

ambiante.

Ces animaux ont été répartis en deux lots de deux rats : le premier lot a servi de témoin, et
le deuxiéme lot a été traité avec ’extrait. Les plaies des animaux du premier lot ont éteé
traitées avec la creme de base, tandis que celles des animaux du deuxiéme lot ont été traitées
avec la créme contenant 10 % d’extrait AHD -23. Chaque rat a été placé dans une cage

individuelle pendant le test.

4. Création des plaies

Les poils sur une surface de 8 cm? au niveau de la partie dorsale des rats ont été tondus. Puis
la peau a été nettoyée avec de 1’eau savonneuse. Apres 24 heures, les rats ont été anesthésiés
par inhalation d’éther diéthyliqgue (CHITRA et al. , 2009), et deux plaies circulaires de
10 mm de diamétre ont été créées de part et d’autre de la colonne vertébrale de 1’animal a
I’aide d’un dispositif tranchant circulaire de 10 mm de diametre (MANJUNATHA et al.,
2005).

....10.....



5. Etude de Pactivité de ’extrait AHD - 23 sur les différentes phases de la cicatrisation

des plaies ouvertes expérimentales

L’état des plaies a été observé tous les jours jusqu’a leur fermeture compléte. Celui des

animaux du lot traité a ensuite été comparé a celui des animaux du lot témoin.
a. Etude I’effet de I’extrait AHD - 23 sur I’hémostase

Pour étudier I’effet de 1’extrait AHD - 23 sur I’hémostase, 10 mg de la créme de base ont été
appliqués sur chaque plaie des rats du lot témoin, et 10 mg de creme a 10 % contenant
I’extrait AHD - 23 ont été appliqués sur chaque plaie des rats traités avec 1’extrait tout de suite
apres la création des plaies. Puis, la durée du saignement des plaies a été chronométrée chez
tous les animaux (OKOLI et al., 2007).

b. Etude de effet de ’extrait AHD - 23 sur la phase inflammatoire

L’effet de I’extrait sur la phase inflammatoire a été étudié en observant les signes de
I’inflammation au niveau de la berge des plaies et leur surface. Le début de I’apparition des
signes de I’inflammation ainsi que la durée de cette phase ont été notés et comparés chez

les animaux traités et chez les animaux du lot témoin (HUSEINI et al ., 2012).

c. Etude de Peffet de I’extrait AHD -23 sur la phase de bourgeonnement

L’effet de I’extrait AHD-23 sur la phase de bourgeonnement a été étudié en observant 1’aspect
de la surface des plaies tous les jours. Le temps d’apparition des bourgeons ainsi que
leur nombre ont été notés, puis ceux des plaies traitées avec I’extrait ont ét€¢ comparés avec

ceux des animaux témoins (SONI et SINGHAI, 2012).

d. Etude de I’effet de I’extrait AHD - 23 sur la phase d’épithélialisation

L’effet de I’extrait AHD-23 sur la phase d’épithélialisation a été étudié en observant le temps
d’apparition de 1’épithélium qui couvre la plaie, en le comparant avec celui du lot témoin
(SUBHASHINI et ARUNACHALAM, 2011).
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e. Etude de effet de ’extrait AHD-23 sur la fermeture des plaies

Pour évaluer I’effet de I’extrait ADH-23 sur la variation de la surface des plaies, elle a été
mesurée tout de suite apres leur création et tous les jours, a la méme heure, par planimétrie
directe. Un papier millimétré transparent a été placé a la surface de la plaie, puis le contour de
chaque plaie a été tracé sur le papier a 1’aide d’un crayon a pointe fine, et le nombre de
carreaux dans le traceé a été compté (SASIDHARAN et al. , 2012).

La variation de la surface des plaies a été rapportée en fonction du temps, sur un papier
millimétré, et le temps de cicatrisation a 50 % (Tcs) qui est le temps mis pour que la surface

des plaies diminue de moitié a été déterminé graphiquement.

C. EXPRESSION ET ANALYSE DES RESULTATS
Les résultats obtenus ont été exprimés sous forme de moyenne avec écart-type réduit

(m £ ). Les moyennes ont ensuite été comparées entre-elles en utilisant le test «t» de

Student. La différence a été considérée comme significative pour une valeur de P < 0,05
(DANDE et KHAN, 2012).
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RESULTATS

A. PARTIE CHIMIQUE
1. Rendement de ’extraction
Aprés 1’évaporation a sec du filtrat obtenu a partir de 200 g de poudre, 35 g d’extrait hydro

alcoolique sec, codé AHD-23, sont obtenus, soit un rendement d’extraction de 17,5 %.

2. Résultats du criblage phytochimique

Le criblage phytochimique effectué sur AHD-23 révéle la présence de neuf familles
chimiques. Les stéroides, les triterpenes, les tanins, les sucres réducteurs et
les polysaccharides qui sont présents en forte teneur dans 1’extrait, tandis que les alcaloides et
les leuco anthocyanes y sont présents en teneur moyenne. Enfin, les anthocyanes et

les saponines se trouvent en trés faible teneur (Tableau I1I).

Tableau I11. Les différentes familles chimiques présentes dans I’extrait AHD-23.

Stéroides 4+
Triterpenes F++
Tanins F++
Sucres réducteurs F++
Polysaccharides +++
Alcaloides ++
Leucoanthocyanes ++
Anthocyanes +

Saponines .
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B. PARTIE PHARMACOLOGIQUE

L’observation macroscopique de 1’état et de 1’évolution des plaies expérimentales créées chez
les rats traités avec la créme contenant I’extrait AHD-23 a 10 % par rapport au témoin, montre

I’effet de ’extrait AHD-23 sur les différentes phases de cicatrisation.

1. Effet de ’extrait AHD-23 sur ’hémostase

Appliqué par voie topique, juste apres la création des plaies, 1’extrait AHD-23 diminue
la durée de saignement des plaies. Les plaies traitées avec 1’extrait AHD-23 cessent de saigner
au bout de 37,5 + 3,1 secondes, contre 124 + 8,60 secondes chez le lot témoin ayant recu
la creme de base (P < 0,05). Puis, aprés 3 jours d’application, la surface des plaies traitées
avec I’extrait est recouverte par une croiite épaisse (Figure 3). Cela nous permet de dire que

I’extrait ADH-23 accélére I’hémostase.

2. Effet de I’extrait AHD-23 sur I’inflammation

Vingt-quatre heures apres la création des plaies, une rougeur et un cedéme apparaissent au
niveau de la berge de toutes les plaies et leur surface est recouverte d’exsudat.
Aprés application de la créme contenant I’extrait AHD-23, ces signes inflammatoires
disparaissent au bout de 3 jours, mais persistent pendant 8 jours chez le lot témoin (Figure 3).
Cette différence traduit 1’effet anti-inflammatoire de I’extrait ADH-23.
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Rougeur

Figure 3. Etat des plaies, aprés 3 jours de traitement, présence de rougeur, d’ cedéme et
d’exsudat chez le lot traité avec la creme contenant 10 % d’extrait AHD-23 (a) et plaies
humides présentant des signes inflammatoires avec une quantité importante d’exsudat chez

le lot témoin (b).

3. Effet de I’extrait AHD-23 sur le bourgeonnement

Le temps d’apparition et le nombre de bourgeons au niveau de la surface des plaies avec
la créme contenant 10 % de I’extrait AHD-23 marquent I’effet de I’extrait sur la phase de
bourgeonnement. Les bourgeons apparaissent a la surface des plaies traitées avec 1’extrait
AHD-23 apres 4 jours de traitement, tandis que ceux du lot témoin apparaissent apres 6 jours
d’application de la créme de base. Par ailleurs, le nombre de bourgeons chez les plaies traitées
avec ’extrait AHD-23 est supérieur a celui des plaies témoins. Apres 4 jours de traitement,
ils sont au nombre de 51 + 2,64 chez les plaies traitées avec la creme a 10 % d’extrait
AHD-23, tandis que les plaies du lot témoins présentent encore des signes inflammatoires
(Figure 4). Apres 6 jours d’application de la créme contenant 1’extrait, ces bourgeons
atteignent un nombre de 90 + 4,17 chez le lot traité contre 47,5 £+ 4,78 sur les plaies du lot
témoin (P < 0,05). Ces résultats montrent que 1’extrait ADH-23 stimule la formation de

bourgeons.
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Figure 4. Etat des plaies, aprés 4 jours d’application de la créme, avec apparition de

bourgeons chez le lot traité avec la créme contenant 10 % d’extrait AHD-23 (a) et plaies en
phase inflammatoire avec persistance de rougeur et d’exsudat chez le lot témoin ayant recu la

créeme de base (b).

4. Effet de ’extrait AHD-23 sur I’épithélialisation

L’apparition d’un épithélium de couleur rose sur la surface de la plaie marque le début de
la phase d’épithélialisation. Ce tissu apparait aprés 11 jours d’application de la créme chez
le lot traité avec I’extrait AHD-23 contre 15 jours chez le lot témoin (Figure 5) (P < 0,05).
Cela montre que [D’extrait ADH-23 accélére la phase d’épithélialisation en activant

la prolifération des cellules épithéliales.
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Figure 5. Etat des plaies, aprés 11 jours d’application de la créme, plaies en phase
d’épithélialisation avec apparition du tissu épithélial chez lot traité avec 1’extrait AHD-23 (a)

et plaies en phase de bourgeonnement chez le lot témoin (b).

5. Effet de I’extrait AHD-23 sur la fermeture des plaies

Aprés leur création, la surface initiale des plaies est égale & 113 mm?. Les plaies traitées avec
I’extrait AHD-23 sont fermées aprés 17 jours d’application de la créme, contre 22 jours chez
les plaies témoins (P < 0,05) (Figure 6).
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Figure 6. Etat des plaies, aprés 17 jours d’application de la créme, fermeture compléte des

plaies du lot traité avec I’extrait AHD-23 (a) et plaies du lot témoin en phase

d’épithélialisation (b).

En présence de I’extrait AHD- 23, le T, est égale & 7 jours contre 12 jours pour les animaux

du lot témoin (P < 0,05) (Figure 7). L’extrait AHD-23 diminue le temps de cicatrisation des

plaies.
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Figure 7. Variation de surface des plaies traitées avec 1’extrait AHD-23(===)) et celle des
plaies témoins (===) traitées avec la créme de base, appliquée par voie topique une fois par

jour en fonction du temps (fm @ ;n=4; P <0,05).
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IV. DISCUSSION

L’objectif de ce travail a été d’étudier 1’action de I’extrait AHD-23, appliqué par voie topique,
sous forme de creme & 10 %, sur la cicatrisation des plaies ouvertes expérimentales chez

le rat. Cette action a été évaluée en étudiant I’évolution de 1’état des plaies.

D’apres les résultats que nous avions obtenus, 1’extrait AHD-23 réduit la durée d’hémostase,
qui  pourrait étre due a une vasoconstriction locale (ADOLF et al., 2006). En outre,
une crodte épaisse se forme beaucoup plus rapidement a la surface des plaies traitées avec
I’extrait, par rapport au témoin. Nous avangons une hypothése que I’extrait AHD-23
raccourcit le processus de coagulation (ORSTED et al., 2011). Dans le cas rapporté avec
I’extrait de Prosopis africana (FABACEAE) (EZIKE et al., 2010) et avec I’extrait de
Aspilia africana (COMPOSITEAE) (OKOLI et al ., 2007), cette activité hémostatique est
due aux tanins grdce a ses propriétés astringentes, les tanins arrétent le saignement en
précipitant les protéines plasmatiques qui sont le facteur Willebrand, le fibrinogeéne,
la fibronectine, la protéase et la thrombine (OKOLI et al ., 2007).

Par ailleurs, I’extrait AHD-23 diminue la durée de la phase inflammatoire. L’cedéme,
la rougeur de la berge des plaies, ainsi que I’exsudat au niveau de la surface des plaies traitées
avec I’extrait disparaissent plus vite par rapport a ceux des plaies témoins. Nous émettons
une hypothése que la diminution de cette durée de la phase inflammatoire serait due a
la présence de la crolte qui protege les plaies contre les infections provenant de I’extérieur.
En outre, en comparant les familles chimiques contenues dans 1’extrait de Centella asiatica
(APIACEAE) avec AHD-23, ils ont en commun les triterpénes. Or, dans Centella asiatica,
ces triterpénes comme [’asiaticoside et le madécassoside sont des anti-inflammatoires
puissants (MEI et al., 2008 ; MONDHER, 2010). Comme AHD-23 contient des triterpénes,
nous avangons par parallélisme qu’ils pourraient étre aussi a 1’origine de son activité anti-
inflammatoire. En plus d’autres littératures rapportent aussi que les triterpénes possedent
une activité anti-inflammatoire (SEREME et al.,, 2008 ; CHITRA et al, 2009).
Leur participation a la détersion de plaie diminue la durée de la phase inflammatoire et
accélére  la guérison de la plaie car la phase de bourgeonnement ne peut avoir lieu que si
la plaie soit nettoyee (NAYAK et MOHAN, 2007).

A la fin de la phase inflammatoire, la réparation de lésion débute et des bourgeons
apparaissent a la surface des plaies (REINKE et SORG, 2012). De nouveaux vaisseaux

sanguins se forment a partir des vaisseaux préexistants par bourgeonnement.
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Cette angiogenése assure I’apport en nutriments et en oxygene, indispensables a
la prolifération des fibroblastes qui vont combler le vide lors de la création de la plaie ainsi
qu’a celle des kératinocytes qui formeront le tissu épithélial (FLANAGAN, 2000 ; REINKE
et SORG, 2012). En plus, certains fibroblastes dans les granulations se transforment en
myofibroblastes contractiles, dont la contraction rapproche la berge des plaies a I’origine de
leur fermeture (LE TOUZE et ROBERT, 1993 ; FLANAGAN, 2000). Or, d’apr¢s les résultats
que nous avions obtenus, I’extrait AHD-23 accélére la formation des bourgeons, dont
le nombre sur la surface des plaies traitées est superieur a celui des plaies témoins. Cela
signifie que les plaies traitées avec I’extrait sont bien irriguées, favorables a la prolifération

cellulaire.

En ce qui concerne, I’effet de I’extrait sur la phase de bourgeonnement, 1’extrait AHD- 23
accéléere la formation de tissu de granulation. Nous avancons une hypothése que
les triterpénes seront responsables de I’action de I’extrait AHD-23 sur la phase de
granulation. Comme c’est le cas produit par les triterpénes de Laurus nobilis (LAURACEAE)
et de Allamanda cathartica L. (APOCYNACEAE) sur les plaies expérimentales, qui
accélérent I’apparition du tissu de granulation en promouvant I’angiogenése (NAYAK et al.,
2006).

Enfin, I’extrait AHD-23 active la formation du tissu épithélial qui recouvre les plaies.
Cette épithélialisation est due a la migration des keératinocytes a partir de la surface des
berges de la plaie pour reconstituer la lésion épidermique (FLANAGAN, 2000). Nous
avancons une hypothése que I’extrait ADH-23 favorise la prolifération des kératinocytes. Ce
cas a été observé avec les polysaccharides comme ceux de Tremella fuciformis
(TREMELLACEAE) et d’Auricularia auricula (AURICULARIACEAE) (RATCHANEE et
al., 2012).

L’activité de 1’extrait AHD-23 sur la cicatrisation pourrait au moins étre due a 1’effet
des tanins et des triterpenes qu’il contient. Mais, il est nécessaire d’isoler chaque famille
chimique et de les tester, afin de confirmer ces hypothéses. Il est aussi intéressant d’isoler
les molécules responsables de I’activité cicatrisante de cette plante, afin d’étudier

le mécanisme d’action mis en jeu dans les différentes phases de cicatrisation.
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V. CONCLUSION

D’aprés les résultats de cette étude, 1’extrait AHD-23 accélére I’hémostase, réduit la durée de
la phase Il accélere I’apparition de tissu de granulation et accélére
I’épithélialisation et la fermeture des plaies. Cela nous permet de conclure que [D’extrait
AHD-23 accelere la cicatrisation des plaies ouvertes expérimentales chez le rat.

Il contient des tanins, des triterpenes ou des polysaccharides. Des études de fractionnement
chimique bioguidé sont nécessaires pour trouver la molécule responsable de son activité

cicatrisante.
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RESUME

Le but de ce travail a été d’étudier 1’activité de 1’extrait AHD-23, sous forme de creme a 10 %, appliquée
par voie topique sur les plaies ouvertes expérimentales chez le rat de souche WISTAR. Cette activité a
¢été étudiée en observant ’effet de I’extrait AHD-23 sur les différentes phases de la cicatrisation et sur
la vitesse de cicatrisation des plaies par rapport au lot témoin. Nos résultats montrent que 1’extrait
AHD-23 diminue la durée de saignement. Les plaies traitées saignent pendant 37,5 + 3,1 secondes,
contre 124 + 8,60 secondes chez les plaies témoins (P < 0,05). Il diminue la durée de la phase
inflammatoire, 8 jours chez le témoin, contre 3 jours chez le lot traité (P < 0,05). L’extrait AHD-23
accélere I’apparition des granulations, celles-ci apparaissent aprés 4 jours chez le lot traité contre 6 jours
chez les plaies témoins. Il accélere également la fermeture des plaies, celles du lot traité avec AHD-23
se ferment aprés 17 jours contre 22 jours, chez le lot témoin (P < 0,05). Le T est égale a 7 jours chez
le lot traité avec la creme contenant I’extrait AHD-23 contre 12 jours chez les animaux témoins
(P < 0,05). Ces résultats montrent que I’extrait AHD-23 posséde une activité cicatrisante. Des tanins,
des triterpenes et/ou des polysaccharides en sont responsables.

Mots-clés : cicatrisation, plaies ouvertes, rat.

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the efficacies of 10 % ointment of AHD-23, applied topically
on rat’s experimental wound. Its effect on different phasis of wound healing was observed.

AHD-23 reduces the hemostasis duration, from 37.5 + 3.1 s in control group, versus 124 + 8.60 s in
the animals treated with the extract (P < 0.05). It also reduces the inflammatory duration from 8 days
in control group, versus 3 days in the treated group (P < 0.05). AHD-23 accelerates granulation within
4 days in treated group, versus 6 days in control group (P < 0.05). Closure of treated wound is
17 days, versus 22 days for control group (P < 0.05), with T, equal to 7 days for the treated group,
versus 12 days in control group (P < 0.05). The results show the effectiveness of AHD-23 for wound

healing, and tannins, triterpenes and polysaccharides might be responsible for its activity.

Keys words: wound healing, opened wound, rat
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