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Introduction

Le plasma riche en plaquettes (PRP) est un produit autologue qui concentre un grand
nombre des plaquettes dans un petit volume de plasma, le PRP a été médiatisé de facon
planétaire par Kim Kardashian et d’autres célébrités selon le nom de "Vampire Lift", sa
popularité initiale est née de son efficacité prometteuse slre et naturelle a la chirurgie, les
partisans du PRP ont promu la procédure comme une thérapie a base organique qui a permis
la guérison grace a l'utilisation de ses propres facteurs de croissance naturels(Harmonet al.,
2013 ; Berrada El Azizi,2017).

A la base, les concentrés plaquettaires sont desproduits dérivés du sang utilisés dans la
prévention et le traitement des hémorragies, notamment dans le cas des thrombopénies , des
aplasies médullaires, des leucémies aigiies...(Mercier, 2011).

Initialement, le premier dispositif ayant été décrit comme possedant des propriétés
intéressantes sur la cicatrisation fut la colle de fibrine dans les années 70.L’idée est donc de
comprendre comment de la colle de fibrine, la recherche est arrivée aux concentrés
plaquettaires autologues a usage topique et notamment au Platelet Rich Plasma(Matras, 1998 ;
Chere, 2016).

Ces concentrés des plaquettes semblent inclure dans leur composition, de nombreux
élements essentiels a la cicatrisation, principalement les facteurs de croissance (PDGF, TGF-
B, VEGF, IGF-1 et HGF) sont contenus dans les granules alpha des plaquettes, ils accélérent
la mitose, ’angiogénése, la différenciation, I’inflammation et le renouvélement tissulaire afin
de promouvoir sa réparation plus rapide et donc une amélioration de la cicatrice. Ces facteurs
sont libérés lorsque les plaguettes sont activées(Mercier, 2011 ; Belayachi, 2019).

Maintenant il ya plus de 5200 entrées dans le National Center for Biotechnology
Information (NCBI) pour PRP allant dans les domaines de l'orthopédie, médecine sportive,
dentisterie, oto-rhino-laryngologie, neurochirurgie, ophtalmologie, urologie, cardiothoracique
et maxillo-faciale,chirurgie esthétique, et la cicatrisation des plaies(Harmonet al., 2013).

La cicatrisation des plaies est I'un des événements biologiques les plus complexes et
dynamique, La connaissance de ces mécanismes, des acteurs et des besoins de la
cicatrisation a permis d’appréhender par quels moyens le PRP y participe.

Notre étude opte pour but d'évaluer I’efficacité du PRP autologue par son application

topique sur des plaies cutanées produites expérimentalement chez les lapins.



Introduction

Notre recherche devise en deux grandes parties, commencant par la partie théorique, ou
on a cité dans la premier chapitre des généralités sur le PRP et son historique et ses propriétés
biologique, sa classification, ses caractéristiques, aussi en y découvrant ses différents types de
préparation, ses domaines d’application, ainsi que dans le deuxiéme chapitre , on a expliqué
la structure de la peau et ses différentes fonctions vitales, et aussi on s’est intéressé a définir
le phénomene de la cicatrisation, et a décrire ses classification, les principaux mécanismes de
guérisons des plaies cutanées.

Dans la deuxiéme partie concernant ’expérimentation qui a cCOmporté :

-Préparation du plasma riche en plaquettes selon le protocole de Plateltex®.
-Réalisation des plaies d’incision de premiére intention et des plaies d’excision de
deuxieme intention.

-Les déferentes plaies sont traitées par le PRP, mélange d’huiles de lentisque et huile
de sesame, par un medicament cicatrisant le Madecassole, et les plaies témoins traités
par un sérum physiologie Na CI.

-Suivie de cicatrisation des plaies évaluées par un examen macroscopique dans le

3éme, 6eme, 21éme, 18°™ et 24éme jour jusqu’a la guérison compléte des plaies.
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Chapitre 1 Plasma riche en plaquette

Le plasma riche en plaquettes est une notion récemment entendue mais encore
meéconnue pour une grande majorité.

Ce chapitre va donc nous permettre de nous « familiariser » avec ce concept, a travers
une définition, quelques mots d’histoire, ses propriétés biologiques, ses caractéristiques, et ses
classifications, en y découvrant ses différents types de préparation, ses domaines

d’application.

1.1. Définition

Le plasma riche en plaquettes c'est un volume de plasma autologue dont Ila
concentration plaquettaire est supérieure a la valeur initiale, mais aussi et surtout, il semble
inclure dans leur composition, des nombreux éléments essentiels & la cicatrisation,
principalement les facteurs de croissance(Marx, 2001).

Puisque le PRP est un produit sanguin autologue, il ne présente aucun risque de
transmission de maladie infectieuse(Smith et Campbell, 2007).

Le fait d’étre préparé a partir du propre sang du patient lui-méme justifie une seconde
appellation, beaucoup moins connue et utilisée : celle d’ACP, Autologous Conditioned
Plasma, le Plasma Autologue Conditionné(Chere, 2016), par ailleurs plusieurs appellations
sont retrouvees : ¢ PRP pour « concentrated platelet rich plasma »proposé par Dugrillon et
al.(2002), le PRGF decrit par Anitua (2001) pour plasma riche en facteur de croissance,

Le PRP est obtenu habituellement par un processus de centrifugation de sang total
autologue, et pour un PRP possédant des propriétés de stimulation, il doit contenir 1 000 000
plaquettes/ul dans un volume de 5 ml de plasma, le PRP doit étre stérile et sans pyrogene et

bien sdr les plaquettes doivent étre viables non endommagées(Marx, 2001).

1.2. Rappel biologique
1.2.1. Sang

Pour rappel, le sang total est une suspension de cellules et fragments de cellules
(érythrocytes, leucocytes, thrombocytes) dans le plasma représentant 45% du volume total,
L’ensemble est contenu dans les vaisseaux sanguins. Le volume total du sang d’un homme

sain est de 5 a 6 litres, il constitue environ 8% de la masse corporelle(Elaine, 2008).

1.2.2. Plasma

le plasma c’est un liquide de couleur jaunatre qui représente 55% du volume du sang, il
contient environ 91,5% d’eau jouant un rble de solvant, de milieu de transport et
diffusionde8,5% de solutés, la plupart de ces solutés sont des protéines plasmatiques (dont

albumine, globuline, fibrinogéne, transferrine...) et les autre solutés sont des électrolytes
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(ions), des nutriments, des substances régulatrices telle que les enzymes et les hormones, ainsi
que des gaz et des déchets cellulaires(Tortora et Derrickson, 2007) ; le tableau 1 récapitule les

déférents composants du plasma.

Tableau 1.Composition du plasma(Tortora et Derrickson, 2007).

Constituants Description

Milieu de dissolution et suspension des composants du sang,
Eau (91,5% o
( ) absorbe, transporte et libére de la chaleur.

Protéine plasmatique Maintient la pression osmotique et pH sanguin.

(7.0%)
-Albumine -Assurent le transport de plusieurs hormones stéroides et acides gras.
-Fibrinogénes -Joue un réle essentiel dans la coagulation du sang.
-Globulines -Transportent le fer, lipide et les vitamines liposolubles et les

immunoglobulines.

Sels (électrolytes) Maintient la pression osmotique et joue un réle déterminant dans le

Sodium, Potassium fonctionnement cellulaire.
Calcium, Magnésium

Chlorure, Bicarbonate

Substances transportées par le sang :

Nutriments (glucose, acide gras, acides aminés, vitamines)
Déchets du métabolisme (urée, acide urique)

Gaz respiratoire (02 etCO2)

Hormones

1.2.3. Plaguettes sanguines
Les plaquettes ont été reconnues en 1882 par Bizzozero comme une structure cellulaire

différente des cellules rouges et blanches(Ciesla, 2007).

1.2.3.1. Morphologie des plaquettes

Les thrombocytes contiennent un cytosquelette dense qui maintient leur forme discoide
a I’état normal et transforme les plaquettes en forme de sphere compacte avec de longs
prolongements dendritiques facilitant leur adhérence aprés leur activation(Nguyen, 2013).Les

thrombocytes sont de petites cellules anucléés de longueur 1 a 4 um, ainsi qu’une épaisseur de
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0,5um. On retrouve normalement entre 150 et 400 thrombocytes par nanolitre de
sang (Nicole, 2014) ne vivent que de 539 jours(Tortora et Derrickson, 2007).

1.2.3.2. Développement des plaquettes

Les cellules sanguines dérivent d’une cellule souche commune, capable, par ses
propriétés d’auto renouvellement et pluripotentialité, de générer de facon stable I’ensemble
des cellules de sang, sous I’influence de facteurs locaux et humoraux, agissant sur des
récepteurs membranaires, ces cellules souches s’engagent dans des processus de
différenciation ou elles perdent leurs propriétés d’auto renouvellement et
pluripotentialité.(Harald et al.,2006).

Les plaquettes, ou thrombocytes synthétisées dans la moelle osseuse et stimulées par
I’hormone thrombopoiétine, elles sont développées a partir d’une cellule souche pluripotente
qui a été influencée par des facteurs de stimulation des colonies (CSF) produits par des
macrophages, des fibroblastes, des lymphocytes T et des cellules endothéliales stimulées.
Donc, les cellules souches myéloides se transforment en cellules progénitrices (CFU-Meg)
qui, a leur tour, deviennent des cellules précurseurs appelés mégacaryoblastes (10 a 15 pm)
qui se transforment en mégacaryocytes sont les cellules méres des plaquettes, ces grandes
cellules (80 a 150 um) se trouvent dans la moelle osseuse. Les mégacaryocytes ne subissent
pas une division cellulaire complete, mais subissent un processus appelé endomitose ou
endoreduplication créant une cellule avec un noyau multilobé. Chague mégacaryocytes
énormes cellules qui éclatent en 2000 a 3000 fragments chaque fragment recouvert d’une
portion de membrane cellulaire constitue un thrombocyte(Tortora et Derrickson, 2007).

Alor la thrombopoiétine stimule la maturation et la libération des plaquettes. Cette
hormone est produite principalement par le rein et en partie par la rate et le foie. Il n’y a pas
de réserve de plaquettes dans la moelle osseuse : 80% sont en circulation et 20% sont dans la

pulpe rouge de la rate(Ciesla, 2007).

1.2.3.3. Structure des plaquettes

a)Membrane plasmique des plaquettes

La membrane plasmique est semblable aux autres cellules, est constituée d’une
bicouche lipidique caractérisée par des phospholipides riches en cholestérol libre et en lipides
neutres , dans laquelle sont implantés de nombreux récepteurs, dont le plus important est celui
de la thrombine, et, des glycoprotéines (GPlIb, Illa, Ib) impliquées dans la fonction
plaquettaire : les interactions cellules-cellules, la détection de molécules extra cytoplasmiques

et la transduction des signaux (Mercier, 2011; Nguyen, 2013).
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L’asymétriquement des phospholipides agencés, la phosphatidylcholine et la
sphingomyeline sont majoritairement situees sur le feuillet externe, tandis que la
phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine et le phosphatidylinositol sont majoritaires
sur le feuillet interne, les charges négatives étant confinées essentiellement dans le feuillet
interne maintiennent la stabilité de sa surface a I'état non pro-coagulant. Au cours de
I’activation des plaquettes, les charges négatives migrent vers le feuillet externe sous 1’action
des floppases ATP-dépendante et scramblases, pour initier la cascade de coagulation.

Le feuillet externe présent de nombreuses invaginations ouvertes sur 1’extérieur formant
ainsi le systéme canaliculaire ouvert (OCS) Ce systeme permet I’endocytose de substances
plasmatiques. Il permet aussi la libération du contenu des granules et représente une source de
membranes utilisables lors de changement de forme des plaquettes tel que la formation de
pseudopodes lors de l'activation plaquettaire et se trouve aussi le systeme tubulaire dense
(DTS) non connecteé a la surface, correspondant au réticulum endoplasmique qui séquestre le
calcium (Ca2+) et les enzymes impliquées dans la synthese des prostaglandines. 1l apparait
que les deux systemes membranaires OCS et DTS sont etroitement liés pour favoriser la

libération du contenu des granules de sécrétions (Nguyen,2013 ; Daikh, 2019).

b) Cytosquelette des plaquettes

Situee en dessous de la membrane plasmique, la bande marginale circonférentielle
composeée de multiples microtubules est responsable de la forme discoide des plaquettes au
repos, L’actine aussi ¢’est un composant essentiel du cytosquelette plaquettaire, résulte de la
polymérisation d’actine monomérique (actine G) en proto-filaments qui vont s’associer deux a
deux pour former le filament d’actine ou actine F.

Le changement morphologique des plaquettes lors de leur activation est le résultat du

désassemblage et d’assemblage des microtubules et d’actine (Hartwig, 2006).

c¢) Organites des plaquettes

Le cytoplasme des plaquettes contient un grand nombre d’organites comme des
mitochondries, les peroxysomes et des grains de glycogenes et de différents types de granules
dont certains sont spécifiques aux plaquettes. Les granules o, les granules denses et les
lysosomes sont des organelles sécrétoires ; sont positionnées a proximité des OCS ; ainsi, lors
de l'activation des plaquettes, elles fusionnent et sécrétent la plupart de leur contenu dans
OCS (Figure 1).

-Granules alpha sont plus nombreux (20 a 200 par cellule) et de taille plus grande de

200 a 500 nm de longueur. TIs renferment diverses protéines d’adhésion, notamment le facteur



Chapitre 1 Plasma riche en plaquette

de Von Willebrand, mais aussi des facteurs de coagulation (fibrinogéne), des facteurs de
croissance(PDGF), des cytokines, inhibiteurs de la fibrinolyse, Mais également des protéines
plasmatiques incorporeées tels que I'albumine et des immunoglobulines.

-Granules denses :Sont reliées a la membrane et a la surface de la cellule, ils sont
moins nombreux que les granules alpha (2 & 10 par cellule) et de petite taille, contiennent
différentes substances nécessaires a 1’hémostase : la sérotonine (provenant du plasma),
I’histamine. L’exocytose de ces granules est dépendante du Ca?" et observée lors de
I’activation plaquettaire en particulier aprés la stimulation par le collagene ou ’ADP et
favorise I’agrégation plaquettaire.

Granules A ; qui correspondent aux lysosomes se sont des petits organites qui
contiennent une grande variété d'enzymes de dégradation.(Hélene, 2009; Nguyen,
2013 ;Daikh, 2019)

Microtubules

Dense granules

Figure 1.Diagramme de la morphologie des plaquettes(Ciesla, 2007).
1.3. Historique du PRP

Avant ’arrivée du PRP, de nombreuses technologies innovantes ont vu le jour pour
favorisant 1’hémostase et améliorer la cicatrisation des tissus aprés une chirurgie, Parmi les
nombreux protocoles développés, la colle de fibrine a joué un réle prépondérant dans la
découverte du PRP.

1.3.1. Colles de fibrine

En 1909, Bergel reconnait la fibrine comme substance capable de favoriser I’hémostase.
Grey en 1915, puis Harvey, un an plus tard, utilisent la fibrine en application locale pour

maitriser les saignements(Mercier, 2011).
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L’idée d’utiliser des substances de coagulation pour la gestion des plaies et I’hémostase
remonte a I’époque de la Premiére Guerre mondiale(Matras, 1985).

Les premiéres expérimentations dans le domaine de la chirurgie nerveuse, apparaissent
par Young et Medawar (1940)qui utilisent le concentré du plasma sanguin coagulé pour réunir
les nerfs périphériques coupés chez les animaux, Des expériences analogues ont été menées
par Tarlov et al.(1943).

Le developpement de colle de fibrine remonte au début des années 1970 par Matras qui
utilise les colles de fibrine cryoprécipitées pour sceller une plaie, Elles sont composées de
fibrinogene polymérisant sous I’action de thrombine et de calcium. Ces premiéres colles sont
obtenues a partir de plasma collecté dans les banques du sang; cependant, a cause de I’
instabilité, liée a une faible concentration en fibrinogéne et le risque de transmission virale
(VIH, hépatite C, autres agents pathogénes) du fait de 1’origine des produits conduisent a leur
interdiction aux Etats-Unis en 1978(Chere, 2016).

Plus récemment, des produits de scellement a base de fibrine, tels que le Tisseel®
(laboratoire de Baxter Healthcare Corp.), ont été mis sur le marché (Figure 2). Ces produits
sont thermotraités, ce qui réduit énormement, mais pas totalement, le risque de transmission
de maladies infectieuses.

Quant aux colles de fibrine autologues, bien qu’elles fussent reconnues comme
d’excellents agents hémostatiques leur utilisation restera limitée par la complexité des

protocoles et le colt de production élevé(Dohan et al., 2005).

®— —=® Fibrinogéne

Ay . _Fibrinopeptide A
Thrombiney™* - “Fibrinopeptide B

®— —@® Monomeére de fibrine

®— —@ Dimere de fibrine
*— -9

Polymere de fibrine

Figure 2. Principe de la colle de fibrine Tisseel du laboratoire Baxter® (Chere, 2016).
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1.3.2. PRP, découverte et développement

Rappelons-le, I’interdiction d’utilisation de la colle de fibrine aux USA, va étre un
véritable tremplin dans la découverte et le développement du PRP. Ainsi, dans 1’objectif de
pallier le risque de transmission de pathologies, les différentes recherches vont se tourner vers
I’élaboration d’un produit autologue.

En 1994, Tayapongsak et al. Introduit la nouvelle idée, le AFA, Autologous
Fibrin Adhesive. Son objectif est de produire un concentré en fibrinogéne afin de maintenir
sesgreffes. Sans le vouloir il isole principalement un concentré de plaquettes. La procédure
reste malheureusement complexe, le sang est prélevé 2 a 3 semaines avant I’intervention et
nécessite deux jours de manipulation. Ce sont les prémices de la technologie des concentrés
plaquettaires(Marx et al., 1998;Dohan et al., 2005).

En 1997, Whitman suggére la possibilité de recupérer les cytokines et les facteurs de
croissance par centrifugation du sang total pour améliorer la cicatrisation lors des chirurgies
de reconstruction maxillo-faciale, Whitman et son équipe décrivent une technique de
préparation de PRP Il préléve le sang du patient en présence d’anticoagulant dans les tubes,
puis centrifugé deux fois juste avant I’acte chirurgical. Cette technique autologue écarte le
risque de transmission virale et conduit a I’obtention du cPRP(Mercier, 2011 ; Terdjman,
2017).

La popularit¢ du PRP s’est agrandie au fur et a mesure que les médecins ont remarqué
Des résultats encourageants ont été publiés par un certain nombre de chercheurs, et plusieurs
champs d’application, ont été envisagés par des équipes de recherches telles que la chirurgie
cardiaque, la chirurgie dentaire, la chirurgie pédiatrique, gynécologie, urologie, ophtalmologie
et chirurgie plastique(Daikh, 2019).

1.4. Propriétés biologiques du plasma riche en plaquette
Les concentrés plaquettaires sont «des produits sanguins faisant fonction de médicament

dans certaines pathologies graves » comme a été définie par Dohan et al.( 2005).

1.4.1. Principales propriétés du PRP

Le plasma riche en plaquette contient des facteurs de croissance qui stimulent
I'anabolisme cellulaire, médiateurs et modulateurs inflammatoires qui exercent un effet anti-
inflammatoire et le fibrinogéne qui agit comme un échafaudage de biomatériaux, En effet, Xie

et al. (2014), ont simplifiés toutes ces propriétés, par le schéma suivant (Figure 3).
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Anabolic effect
Growth factors

PRP

Inflammatory mediators Fibrinogen
Anti-inflammatory effect ~ Scaffolding effect

Figure 3.Principaux effets biologiques du PRP(Xie et al., 2014)

1.4.1.1. Effet anabolique

Le PRP exerce I’effets anabolique et capacité d'induire la différenciation cellulaires via
la dégranulation des granules alpha des plaquettes contenant des facteurs de croissance a une
augmentation de trois a cing fois la concentration aux taux sanguins initiaux, dont des
propriétés varient considérablement sont présentées dans Tableau 2(Smith et Campbell,
2007).

a) Facteurs de croissance

S’il est toujours question, dans les publications associées aux concentrés plaquettaires,
de facteurs de croissance, il convient d’en éclaircir la définition et les fonctions. Les facteurs
de croissance ou les cytokines plaquettaires sont des protéines de petite taille capables de
transmettre des messages pro-prolifératifs ou pro-différenciant, de cellules en cellules par
I’intermédiaire de récepteurs spécifiques, Ces messages peuvent s’organiser sous la forme de
cascades d’induction entre diverses cellules. Leur mode d’action est autocrine, paracrine et
rarement endocrine(Dohan et al., 2005)se fait juste aprés I’activation plaquettaire, les granules
a fusent avec la membrane plasmique plaquettaire, ces proteines bioactives sont sécrétées puis
se lient a des récepteurs transmembranaires de cellules cibles  (cellules souches
mésenchymateuses,  ostéoblastes,  fibroblastes, cellules  endothéliales,  cellules
épidermales)(Eppley et al., 2006).

Les plaquettes sécrétent activement leur protéine dans les dix minutes qui suivent la
coagulation. Plus de 95% des facteurs de croissance sont libérés dans 1 h.(Smith et Campbell,
2007).
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Une fois liées aux récepteurs spécifiques (tyrosine kinase ou sérine thréonine kinase),
les protéines de signalisation cellulaires sont activées. Ceci méne a I’expression de génes qui
contrblent et régulent la migration, le chimiotactisme et accélérent la mitose, la prolifération
et la différenciation cellulaire, ’angiogénése, I’inflammation et le renouvelement tissulaire
afin de promouvoir sa réparation plus rapide et donc une amélioration de la cicatrice (tableau
2)(Berrada El Azizi, 2017).

Tableau 2.Principaux facteurs de croissance plaquettaires(Belayachi, 2019).

Facteur Tissus/cellules Fonction
cibles
PDGF-AB Fibroblastes, Croissance cellulaire, recrutement, différenciation,
(PlateletDerived | chondrocytes, sécrétion de cytokines
Growth Factor) ostéoblastes,
myocytes
TGF(Transformig | Endothélium, Synthése de collagéne, régulation de la croissance
Growth Factor) fibroblastes, cellulaire et apoptose,différenciation,
monocytes, chimiotactisme
ostéoblastes
IGF(Insulin-like | Os, endothélium, | Croissance cellulaire, différenciation
GrowthFactor) kératocytes, , recrutement, synthese de collagéne, migration
Fibroblastes cellulaire, néoangiogenese
FGF (Fibroblast | Endothélium, Croissance cellulaire
GrowthFactor) myocytes,
fibroblastes
VEGF (Vascular | Endothélium Croissance cellulaire, migration,
Endothelial néoangiogenese.
Growth Factor)

1.4.1.2. Effet anti-inflammatoire

Les thrombocytes du PRP pouvant étre également une source importante des médiateurs
et des modulateurs inflammatoires, une étude menée par Amable et son équipe(2013), permet
la quantification de certains facteurs de croissance et cytokines contenue dans le PRP , on
constate qu’une forte concentration de facteurs de croissance et cytokines pro- et anti-
inflammatoires est sécrétée par le PRP activé. Ces concentrations sont, pour la plupart,
supérieures a celles présentes dans le sang non centrifugé.

Pour but d’évaluer I’effet anti-inflammatoire du PRP a travers la libération d’HGF
(hepatocyte growth factor )Zhang et al.(2013) effectuent une expérience in vitro sur des
cellules de tendon de lapin et une expérience in vivo sur un modele de souris présentant une
Iésion au tendon d’Achille. Lorsque les tissus sont blessés, le processus de guérison passe par
la phase inflammatoire. Pendant cette phase, les médiateurs inflammatoires tels que 1’IL-1

sont produits, et engendrent une surexpression des cyclooxygénases 1 et 2 (COX-1 et -2) et de
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la prostaglandine synthétase (PGE2 synthétase): trois enzymes impliquées dans la production
de prostaglandines (PGEZ2) par les cellules tissulaires provoquant une vasodilatation et une
hyperalgie Ainsi, ces expériences vont permettre d’évaluer I’expression des COX-1 et -2 et de
PGE2 synthétase, et de quantifier la production de PGE2 en fonction de la présence de PRP
ou d’HGF. Les résultat obtenu dans cette étude montre I’expression de COX-1 et -2 a
largement chuté trois jours apres I’injection de PRP ou d’HGF. Alor cette étude fournit donc
des preuves scientifiques sur le caractére anti-inflammatoire du PRP, pouvant réduire les

douleurs liées a une lésion.

1.4.1.3. Effet d’échafaudage « Biomatériaux »

Le PRP possede une variété de protéines plasmatiques, le fibrinogéne et d'autres
facteurs de coagulation, qui peuvent étre activés pour former un échafaudage de fibrine
provisoire permettant aux cellules d'adhérer, de migrer et de proliférer. En outre au sein de
cette maquette les plaquettes s'agrégent le long de ces fibres pendant la coagulation,
I'échafaudage tridimensionnel qui en resulte peut egalement agir comme un réservoir de
facteurs de croissance qui exercent des effets favorables sur les cellules. Les avantages
cliniques de la matrice de fibrine PRP sont bien connus dans la chirurgie maxillo-faciale,
comme le cartilage articulaire ne contient aucun vaisseau sanguin et est donc incapable
d'initier le méme processus de cicatrisation que les autres tissus ayant un bon potentiel de
régenération, l'introduction de I'échafaudage PRP peut limiter I'étape initiale de cicatrisation

et de réparation tissulaire(Xie et al., 2014).

1.4.2. Autre propriété du PRP
1.4.2.1. Activité anti bactériennes
La présence d’un grand nombre des plaquettes, des concentration des leucocytes (qui
peuvent posséder des actions de défense contre les bactéries et les champignons) et de
multiples peptides antimicrobiens offre aux concentrés plaquettaires, des propriétés anti-
infectieuses, par I’intermédiaire des médiateurs qu’ils sécrétent(Tang et al., 2002 ; Hongshuai
et Bingyun, 2013).
En 2007,Bielecki et al.Ont analysé les effets potentiels du PRP, sur différentes souches
bactériennes dont:
e Staphylococcus aureus (SARM) résistant aux méthicillin.
e Staphylococcus aureussensible aux méthicillines.
e Escherichia coli productrice de beta lactamase a spectre étendue.

e Escherichia coli.
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e Klebsiella pneumoniae.
e Enterococcus faecalis.
e Pseudomonas aeruginosa.

Ces bactéries ont été mises en culture sur boite de pétri, puis des disques de 6mm de
PRP ont été deposés. La ou le PRP est actif, les germes ne se développent pas.

Apres 16 a 18h d’incubation, les zones d’inhibition ont été mesurées.

Le PRP a significativement inhibe la croissance de Staphylococcusaureus et était
également actif contre Escherichia coli. Il n'y a eu aucune activité contre Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa.

En 2013,Hongshuai et Bingyun ont étudié une nouvelle stratégie dans la prévention des
infections associées a I'implant basée sur les propriétés antimicrobiennes potentielles du PRP.
En raison de ses propriétés bien étudiées pour favoriser la guérison.

Des resultats antimicrobiens cohérents et constaté que le PRP possede de fortes
propriétés antimicrobiennes in vitro contre des souches bactériennes cliniques qui sont
couramment trouvées dans les infections orthopédiques telles que Staphylococcus aureus
sensible a la méthicilline et résistant a la méthicilline, Streptococcus du groupe A et Neisseria
gonorrhoea .

Une autre étude in vivo menue par Farghali et al.(2019)confirmé I'hypothése de

I'activité antimicrobienne du PRP contre les plaies cutanées infectées par le SARM.

Les SARM a été injectée localement dans des plaies cutanée sont été créees sur Six
chiens, le traitement a commencé a la premiere semaine apreés l'infection par infltration sous-
cutanée du PRP autologue activé, En conclusion, le PRP activé présente une activité
antimicrobienne contre l'infection a SARM, qui a amélioré la réépithélisation de la

cicatrisation des plaies infectées et la formation des tissus de granulation.

1.5. Classification des concentreés plaquettaires

En 2009, Dohan et al. a proposé une classification de 4 familles principales
de préparations selon 2 parameétres principaux: la présence ou l'absence d'un contenu
cellulaire (comme les leucocytes) et l'architecture de la fibrine dans chaque catégorie, le
concentré peut étre produits par différents méthodes (Figure 4) :

Le PRP pur ou PRP pauvre en leucocytes (P-PRP):la préparation est obtenue sans

leucocytes et présente un réseau de fibrine basse densité apres activation. Il produit par des
protocoles automatisés telle que la plasmaphérese avec un séparateur de cellules, et des

protocoles manuels comme le PRGF d'Anitua.
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Leucocytes et PRP(L-PRP), les préparations contiennent des leucocytes et présentent un

réseau de fibrine basse densité. Cette famille de PRP qui est la plus répandue dans les formes
commerciales actuelles :Curasan, Regen, Plateltex, commesprotocoles manuels de
préparation du L-PRP, Le PCCS(Platelet Concentrate Collection System), le Magellan
comme protocoles automatisés.

PRF pur ou PRF pauvre en leucocytes (P-PRF), gel de PRF sans leucocytes avec un

réseau de fibrine a haute densité, ces produits ne peuvent pas étre injectés. Peut produire par
le kit : Fibrinet PRF.

Fibrine riche en leucocytes (L-PRF), gel de PRF de seconde génération contenant des

leucocytes avec un réseau de fibrine a haute densité (protocole de Choukroun’s PRF).

Les deux premiers sont des PRP, les deux derniers sont des PRF.

R

TRENDS i BRofechnology

Figure 4.1llustration schématique de l'architecture matricielle et cellulaire des quatre
catégories de concentrés plaguettaires(Dohan et al., 2009)

Deux parametres clés sont importants: la teneur en leucocytes (bleu cercles) et la densité de la fibrine
(fibres jaunes / brun clair). Les agrégats plaquettaires (formes gris clair) sont toujours assembleés sur les fibres de
fibrine.

En P-PRP et L-PRP typiques préparations (panneaux supérieurs), le réseau de fibrine est immature et se
compose principalement de fibrilles de petit diamétre (fleches rouges) dues a une simple polymérisation des
fibres. Dans les préparations P-PRF et L-PRF (panneaux inférieurs), les fibres de fibrine sont épaisses (noires
fleches) en raison de l'assemblage de plusieurs fibres et constituent une matrice résistante qui peut étre
considérée comme un biomatériau de fibrine.
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1.6. Caracteéristiques du PRP

1.6.1. Concentration en plaquettes

En 2001, Marx déclare qu’une concentration inférieure a 1000 x 10° plaquettes/L de
sang ne serait pas fiable pour améliorer la cicatrisation.

Ce méme Marx, en(2004) annonce, cette fois ci, qu’un PRP doit avoir une concentration
en plaquettes de 200,000 £75,000/pl, @ 1 million des plaquettes/pl de celle du sang entier afin
d’étre considéré comme un « PRP thérapeutique ».

Or, Sanchez, lors d’une conférence sur le PRP en 2012, affirmait ceci :

- [plaquettes] x 4-5 : mauvaise réponse

- [plaquettes] x 2 : bonne réponse

- En dessous : pas d’effets

- Au dessus : risque d’effets indésirables

1.6.2. Présence de globules rouges

Selon ,Scott et al.(2004), la présence des radicaux libres libérés lors la lyse de globules
rouges présente dans la composition du PRP aurait un effet délétére sur la réparation

tissulaire.

1.6.3. Présence des leucocytes

Ce parametre reste un point de discussion important aujourd’hui lors de la préparation
du PRP: « Le PRP doit-il contenir des leucocytes ? ».

En effet, plusieurs études ont été publiées dans ce contexte, il y a actuellement un
désaccord dans la littérature sur la présence des cellules de la lignée blanche dans le PRP

Certains groupes ont donc préconisé que la présence de leucocytes peut étre négative
pour le résultat thérapeutique, en raison d’un risque de stimulation du processus
inflammatoire apres injection au niveau du site blesse.

D’autres n’ont trouvé aucunes raisons valables de les annuler, leur présence pouvant
augmenter la libération de facteurs de croissance, de médiateurs anti-douleurs et I’activité
anti-infectieuse naturelle(Chere, 2016).

1.6.4. Utilisation d’anticoagulant

L’anticoagulant a pour but d’éviter la formation trop rapide du caillot de
fibrine(I’activation et la dégranulation plaquettaires,), avant méme de rendre le PRP
utilisable(Dohan et al., 2005).
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1.6.5. Utilisation d’activateurs

L’étape de gélification n’est valable que pour la préparation d’un PRP sous forme gel
correspond a I’étape de formation du caillot.

En fait, Le fibrinogéne doit étre transformé en fibrine qui polymérise et forme ainsi un
réseau tridimensionnel adhésif(Dohan et al., 2005).

Pour cela, avant son utilisation, le PRP doit étre lentement activé en mettant au contact
d’une source de calcium pour chélate I’anticoagulant et d’une enzyme capable de transformer
le fibrinogéne en fibrine polymérisée.

La source de calcium est, le plus souvent, apportée par du chlorure de calcium, et
L’enzyme naturelle de conversion du fibrinogéne est la thrombine. La plupart des
protocoles trouvent cette source via la thrombine bovine.

De plus, la thrombine bovine est susceptible de déclencher une reaction immunitaire
pouvant endommager les tissus.car il est ajoutée contienne des facteurs V. Ces facteurs
de coagulation d’origine bovine stimulent le systéme immunitaire du patient qui développe
alors des anticorps speécifiques, noté que, la législation francaise interdit toute manipulation
des produits dérives du sang(Terdjman, 2017).

D'autre part, PRP non active sous forme liquide est utilisé, les plaquettes s’activent
naturellement ou sont activées in vivo apres injection au niveau du site Iésé(Andia et al.,
2012).

Dans notre étude, pour pallier le probleme de trombine aucun activateur n’a été utilisé.
Les plaquettes contenues dans le PRP étaient activées in vivo apres chaque injection au
contact de la cicatrice.

Actuellement, les protocoles tendent vers 'utilisation de thrombine autologue ou bien
des dérivés, le procédé Plateltex® utilise la batroxobine au lieu de la thrombine(Les
plaquettes traitées avec cette enzyme ne deviennent pas activées, et la libération des facteurs
de croissance se fait donc lentement)pour éviter les problemes d’antigénéicité (Berrada El
Azizi,2017).

1.7. Protocoles d’obtention du PRP
Marx et al. (1998) ont déclaré qu’une technique a double centrifugation était nécessaire

afin de concentrer les plaquettes du sang autologue.
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1.7.1 Centrifugation, principe et généralités

C’est une méthode qui utilise la force centrifuge pour séparer les différentes particules
en suspension dans une solution liquide. Une rotation trés rapide est communiquée au liquide
dans le tube.

En I’occurrence, dans le cas étudié, il s’agit du sang. Les particules de sang, de nature,
de masse et de taille différentes, vont se déposer a des distances différentes du fond du tube et
sont de ce fait séparées a la fin de I’opération. Pour ce faire, on communique a la solution

contenue dans un tube (Figure 5).

Force centrifuge résultante

o eeee—

A
0 U

Y 9 @ Culot d'hématies
[ Plasma acellulaire
A 3 Zone tampon

Figure 5.Séparation des constituants du sang selon leur taille et leur masse(Dohan et al,.
2005).

Les plus gros et lourds se déposent au fond du tube (hématies) tandis que les éléments
les plus légers restent proches de 1’axe de rotation (fibrinogéne, fibronectine et autres
molécules plasmatigues...)(Dohan et al,. 2005).

Bien souvent dans la littérature Les protocoles de centrifugation sont, bien souvent,
décrits en tours/minute. En effet, une vitesse de rotation seule ne reflete pas une force, car
celle-ci dépend tout autant de la distance moyenne entre le tube et I’axe de rotation est un
critere important. Ainsi, la force centrifuge relative (RCF) est fonction de la vitesse de
rotation et de la distance entre I’axe du rotor et le tube a centrifugation (ou rayon de rotation).
donc dépendante des données du fabricant(Berrada El Azizi, 2017).

Formule de calcul de la force centrifuge relative (RCF) :
RCF=1,118x10-5 X I x RPM?

RCF est la force centrifuge relative (g)

RPM représente les rotations/min

r le rayon de rotation ou distance entre 1’axe du rotor et un point consideré en
cm(Mercier, 2011).
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1.7.2. Technique d’aphéreése

Le concept général d’¢élaboration des concentrés plaquettaires autologues repose sur la
technique d’aphérése ou bien le Plasmaphérése (Figure 6) Ce fut la premiére méthode
développée pour obtenir des concentrés plaquettaires, Qu’elle soit faite a flux discontinu
(c’est-a-dire que le patient reste connecté a la machine qui lui filtre le sang jusqu’a obtenir le
nombre de plaquettes souhaité) ou a partir d’une poche de 500 ml de sang prélevé sous
anticoagulant, le concept reste le méme, Les éléments figurés du sang sont separés par
centrifugation(Une ultracentrifugation différentielle), les composeés inutilisés étant rendus au
patient, Cette méthode permet d’obtenir 30 a 40 ml de cPRP a partir de 450 ml de sang total.
A flux discontinu, on peut méme récolter jusqu’a 300 ml de cPRP, cette technologie lourde

n’est réservée qu’aux laboratoires spécialisés(Dohan et al., 2005).

Séparateur de cellules automatisé,
par centrifugation différentietie

Source patient

- poche de sang
ou

- prélévement &

flux discontinu

2. Décantation
minutieuse du cPRP

4. Rénfusion du plasma

" ‘ et des hamaties ‘
' au donneur

Figure 6. Obtention du PRP selon la technique dite d'aphérése (Dohan et al., 2005).

Puis, le développement de techniques plus simplifiées, commercialisées sous forme de
Kit et utilisant la centrifugation, a rendu possible la préparation et I’'usage du PRP en pratique

courante.

1.7.3. Protocoles double centrifugation

Le sang veineux est prélevé sous anticoagulant évitant ainsi D’activation et la
dégranulation du contenu des plaquettes (Figure 7).

Une premiere centrifugation, ou soft spin, sépare le sang en trois:

Le fond du tube est constitué¢ d’hématies et de leucocytes.

* En surface il s’agit du plasma acellulaire, nommé PPP (plasma pauvre en plaquette).

Il est composé essentiellement de molécules plasmatiques circulantes dont le fibrinogéne.
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* Entre les deux couches réside le futur PRP, cette couche est la plus concentrée en
plaquettes et en fibrinogene. Elle porte le nom de « buffy coat »

L’étape suivante consiste a isoler cette couche intermédiaire, a I’aide d’une seringue
stérile ou de fagon automatique selon les protocoles, afin de lui faire subir une seconde
centrifugation. Ainsi, lors du recueillement du L-PRP, il est possible, et méme fort probable,
que, la couche entiere de couche leucocytaire et quelques hématies sont transféreraient été
prélevées, pour la préparation du P-PRP, la couche supérieure et la couche leucocytaire
superficielle sont transférées dans un tube vide stérile.

La deuxieme centrifugation, ou hard spin, plus longue et plus rapide, permet d’obtenir
a nouveau trois couches :

- Quelques hématies résiduelles au fond du tube

- En surface, le PPP, plasma acellulaire représentant environ 80% du volume totalau
PRP. (Dhurat et Sukesh 2014;Berrada El Azizi, 2017)

Venipuncture |

Collection of around 34ml|
(8.5ml each x 4 tubes) of whole
blood (WB) in anticoagulated
vaccutainer tubes

T:ansfer o?the upper
layer with buffy coat to
empty sterile tubes

Collection of
platelet pellets with
few RBCs at bottom

of the tubes

Homogenize platelet pellets by
thoroughly mixing into lower
1/3"9 volume of plasma,
discarding upper 2/3",

Ready to use 5ml of
homogenized PRP

Figure 7.Etapes de préparation du PRP (Dhurat et Sukesh, 2014)

Plusieurs protocoles utilisant la double centrifugation ont été développés pour faciliter
I’application clinique du PRP :Le systéme PCCS®, le systeme Smart Prep® et la technique
Plateltex®(Chere, 2016).

19



Chapitre 1 Plasma riche en plaquette

Récemment, une nouvelle méthode de préparation du PRP décrit par Du et al.(2018)
présente selon le nom du PRP a température contrdlée(t-PRP) c’est une méthode de
préparation et activation du PRP sans aucun additif: Les échantillons de sang humain ont été
traités par un processus de centrifugation en deux étapes dans des conditions hypothermiques
(40C) pour obtenir le t-PRP et réchauffer jusqu'a 37oC pour activer le t-PRP, Par rapport au
c-PRP, Le t-PRP reflete plus de caractéristiques physiologiques tout en maintenant une qualité

élevée.

1.7.4. Protocoles a centrifugation unique

Ces protocoles reposent sur une seule et unique étape de centrifugation a partir du sang
prélevé sous anticoagulant afin de récupérer le PRP.

Il existe une multitude de protocoles et de marques de centrifugeuse, comme pour la
technique précédente (le systéeme GenesisCS, Cytomedix Angel, Cascade® platelet rich
plasma...(Chere, 2016).

1.7.5. Protocole sans centrifugation

Sumida et son eéquipe(2006) décrivent un protocole de préparation du PRP sans
centrifugation. Pour cela, ils ont testé 16 polymeres hydrosolubles. De cette étude ressortent 3
polymeres capables de séparer les plaquettes des autres éléments du sang.

En octobre 2010, le laboratoire Curasan® a commercialisé un systéme capable de
récupérer d’un concentré des médiateurs de thrombocytes (CMT) sans avoir recours a la
centrifugation, ’ATR (Advance Tissue Regeneration) les étapes la récupération de CMT

présenter dans la figure suivant :

Obtaining the PMC with the ATR* curasan set

the thrombocytes by the addition of
solution 4 and taken up by the syrin
e attached 1o the side. L )

E

IC

The growth factors are released from == /‘
[

Figure 8. Protocole sans centrifugation ATR du laboratoire Curasan®(2010)
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1.8. Applications cliniques du PRP
En clinique, les propriétés réparatrices du PRP ont déja été utilisees avec succes
thérapeutique dans les domaines de la chirurgie maxillo-faciale, parodontale et ophtalmique,

mais également en chirurgie plastique.

1.8.1. Chirurgie cardiaque

Décrit en chirurgie cardiaque, 1’utilisation de gel de plaquettes autologues permettrait
d’améliorer I’hémostase et la cicatrisation (Gunaydin et al., 2008), et diminuerait les risques
d’infection grace a ses propriétés antimicrobiennes(Hongshuai et Bingyun, 2013).Les
douleurs postopératoires seraient également moindres(Englert et al., 2005).

1.8.2. Orthopédie et médecine de sport

C’est sans doute dans ce domaine que 'utilisation du PRP fait le plus parler de lui,
notamment dans le domaine sportif au début des années 2000. Le premier grand buzz a été le
cas du joueur de football américain Hines Ward, traité en 2005 pour une entorse au ligament
croisé médian, par le biais d’injections de PRP, En football aussi, le PRP a connu sa place
notamment dans le cas de I’argentin Lionel Messi, blessé au biceps fémoral droit en 2013 il a
bénéficié d’un traitement PRP, quoi que celui-la fut jugé insuffisant, vu la récidive de la
blessure quatre mois plus tard, aussi le joueur de tennis Raphael Nadal a bénéficié
d’injections de PRP pour soigner avec succes des lésions articulaires,(Schnabel et
al.,2007;Berrada El Azizi, 2017).

Beaucoup d’articles relatent les effets bénéfiques des injections de PRP dans I’épaule, le
pied les genoux, les muscles et tendons.

Des etudes laboratoire chez des rats présent des meilleures preuves suggerent que PRP
efficace dans le processus de régénération des muscles ainsi que I’amélioration de la
myogenese(Hammond et al., 2009 ; Quarteiro et al., 2015).

Dans le cadre d’une autre expérience realisées in vitro, sur des cultures des explants de
tendon, des ténocytes humaines, supportent I’utilisation du PRP dans le traitement des
blessures et troubles tendineux(Schnabel et al. 2007 ; Marieke et al., 2008).

De méme, les injections de PRP apporteraient peut étre une utilité dans le traitement
d’arthrose du genou, Charousset a dénoté 78% d’amélioration fonctionnelle chez un panel de

168 patients souffrent de gonarthrose(Charousset, 2017).
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1.8.3. Chirurgie plastique

Les chirurgiens plasticiens l'utilisent déja couramment afin de limiter le risque de
formation de cicatrices chéloides, au rendu inesthétique. Ainsi, I’application peut se faire sur
des plaies cutanées apres lifting de la face ou du cou, abdominoplastie ou aprés une incision
thoracique lors de la pose de prothéses mammaires en silicone(Dohan et al., 2005), et aussi le
PRP est employé dans diverses procédures telle que :

Rajeunissement facial : Les injections du PRP relance la synthése du collagene pour le
but de traite les rides de la peau du visage et du décolleté qui commence a apparaitre partir de
la quarantaine.

Traitement des imperfections cutanées: Le PRP permet d’atténuer les cernes,
améliorer ’aspect de toutes les cicatrices (cicatrices d’acné, cicatrices post-traumatiques ou
cicatrices post-chirurgicales) et traiter les vergetures,

Rajeunissement intime : Le PRP a des vertus régeneratrices au niveau des grandes
levres vaginales, pour leur redonner fermeté et tonicité.

Stimulation capillaire : Le PRP convient également pour ralentir la chute capillaire et
de stimuler la repousse en cas d’alopécie.

Prévention du vieillissement de la peau : par le préserve ’hydratation naturelle de la

peau et la protége des agressions exterieures (Berrada El Azizi, 2017)

1.8.4. Autres domaines d’applications

D’autres domaines d’applications du PRP font également I’objet de plusieurs recherches
a s’avoir le domaine ophtalmologie les concentrés plaquettaires ont été utilisés localement en
ophtalmologie en tant qu’adjuvant au traitement chirurgical des dechirures de la
macula(Paques et al.,1999).

A son tour, le domaine de chirurgie parodontale et implantaire est I’objectif de plusieurs
applications du PRP sur la cicatrisation de greffes, l'intégration implantaire mais aussi sur la
cicatrisation des tissus mous.

Récemment, des études se sont penchées sur la possibilité du PRP a étre incriminé dans

la régénération des nerfs périphériques(Mercier, 2011).
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Chapitre 2 Cicatrisation des plaies cutanées

La peau est aussi appelée tégument (ce qui signifie simplement « couverture »), mais
elle est bien plus qu’un revétement pour le contenu du corps, Dans ce chapitre, nous allons
expliquer la structure de la peau et leur différent fonctions vital, et nous allons intéresser a

définie le phénoméne de cicatrisation, ses classification, et a décrire les principaux

mécanismes de guérisons des plaies cutanées.

2.1. Structure de la peau

Sur le plan structural (Figure 9), L’architecture de la peau comprend couches
principales qui sont de la superficie vers la profondeur :

Epiderme : c’est la partie superficielle, la plus mince, se compose de tissu épithélial.

Derme : c’est la partie la plus profonde, et la plus épaisse, se compose de tissu
conjonctif.

Couche sous cutanée se trouve au-dessous du derme, elle est appelée fascia superficiel

ou encore hypoderme, et se compose de tissu adipeux.

— Tige du poil

oy Pore d'une glande
Sudoripare

Epiderme —

Papilles du derme
(zone papillaire)

Corpuscule
" lactile capsulé

Récepteur du follicule du poit

Figure 9.Vue tridimensionnelle de la peau(Elaine, 2008)
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2.1.1. Epiderme

L’¢épiderme est un épithélium stratifié pavimenteux kératinise et aviculaire, les quatre
principaux types de cellule qui se le composent sont :

kératinocytes : Constituent environ 90%des cellules épidermiques produisent la
kératine (est un protéine fibreuse et résistante qui protege la peau).

Mélanocytes : constituent environ 08% des cellules épidermique produisent la mélanine
(est un pigment jaune orongé ou brun foncé qui colore la peau et absorbe les rayons UV
nocifs).

Cellules de Langerhans (macrophagocyte intra épidermique) : naissent dans la

moelle osseuses rouge puis se fixe dans I'épiderme pour y exerce une activité phagocytaire

locale.

Cellules de Merkel : Constituent avec les corpuscules tactiles non capsulés (neurone
sensitif)un récepteur sensoriel cutané qui detecté différents types de stimulus tactiles

D’une épaisseur moyenne de 0,1mm, I’épiderme est constitué de cinq couches ou
stratum qui sont de I’intérieur vers I’extérieur ;la couche basale, la couche épineuse ,la couche

granuleuse, la couche claire, la couche cornée(Tortora et Derrickson, 2007).

2.1.2. Derme

C’est un tissu conjonctif, qui est situ¢ sous 1’épiderme, peut présenter jusqu’a 2,4mm
d’épaisseur eau niveau la paume de mains et de la plante des pieds mais seulement de 0,3mm
au niveau des paupiéres et pénis, Le derme comprend des fibres collagénes et élastiques, des
vaisseaux sanguins, on distingue deux couches:

Le derme papillaire et composée de tissu conjonctif lache avec de fine fibre élastique,
certaines papilles dermiques contiennent des récepteurs sensitifs les corpuscules de Meissner

Le derme réticulaire c’est la couche profonde du derme est formée de tissu conjonctif
dense irrégulier contenant des fibroblastes, des fibres de collagéne et élastique, contient
également des vaisseaux sanguin, du tissu adipeux, des follicules pileux, des nerfs des glandes

sébacées et sudoripares(Nicole, 2014).

2.1.3. Hypoderme

L’hypoderme est constitué de tissu conjonctif lache qui relie la peau aux organes sous-
jacents, elle serte de réservent du tissus adipeux et contient des gros vaisseaux sanguin et
renferme aussi des terminaison nerveuses, les corpuscule lamelleux qui sont sensible a la
pression(Tortora et Derrickson, 2007 ; Nicole, 2014).
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2.1.4. Annexes cutanées

Elles comprennent les poils : est une structure kératinisée propre aux mammiferes ;
chaque poil est planté dans un follicule pileux, il présente une tige visible a la surface et une
racine attachée a la papille dermique sous-jacente(Abdeldjelil, 2016), les glandes de la peau
sont deux groupes de glandes :glandes sébacées(produite le sébum) et sudoripares(sécrétent la
sueur)(Elaine, 2008), et les ongles :sont des plaques de cellules cornées épidermiques
assemblées de maniere compacte vét dure (Nicole, 2014). Il est important de noter que les
cellules de ces annexes sont d’origine ectodermique, ils remplissent de nombreuses fonctions,
les poils et les ongles protegent le corps; les glandes sudoripares contribuent a la
thermorégulation (Tortora et Derrickson, 2007).

2.2. Fonctions de la peau

Le systeme tégumentaire joue un effet plusieurs réles de premier plan en particulier :

2.2.1. Thermoreégulation

La peau contribue de deux manieres a la thermorégulation, c’est a-dire la régulation de
I’hémostatique de la température corporelle ; d’un part en liber la sueur a la surface du corps
et, autre part, en ajustant le débit sanguin dans le derme.

2.2.2. Réservoir de sang

Chez I’adulte en repos, le vaste réseau des vaisseaux sanguin contenus dans le derme
transporte de 8a10% de la quantité de sang totale.

2.2.3. Protection

La peau constitue en elle-méme une veéritable barriére a la fois :

2.2.3.1. Barriere mécanique : est formée par la superposition des couches de cellules
kératinisées de I’épiderme, et la kératine et sa protection contre les agressions, de plus le
renouvelement constante des kératinocytes mortes par les cellules germinatives de la couche
basale assure le maintien de I’épaisseur de 1’épiderme.

2.2.3.2. Barriere chimique : est formée par la sécrétion de la peau, les lipides libérés
par les glandes lamellées ralentissent 1I’évaporation de 1’eau, le pH acide de la sueur ralentit le
développement des microorganismes et aussi la mélanine et sa protection contre les rayons
UV nocifs.

2.2.3.3. Barriére biologique : est formé par la protection immunitaire (macrophagocyte

intraépidermique).
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2.2.4. Sensation cutanées

C’est a-dire les sensations prennent naissance dans la peau, comprennent les sensation
tactiles (touche et de pression), sensation thermique (chaleur et froid), et douloureuses (lésion
tissulaire), la perception et la transmission des diverses sensations assurer par des récepteurs
sensoriels qui sont répartis dans la peau (corpuscules tactiles non capsulés et corpuscules de
Meissner et les corpuscule lamelleux, plexus de la racine du poil).

2.2.5. Excrétion et I’absorption

La peau joue normalement un rdle secondaire dans I’excrétion soit 1’é¢limination des
déchets, et dans I’absorption soit la pénétration de certain matiéres du milieux extérieure dans
les cellules du corps(Tortora et Derrickso, 2007).

2.3. Cicatrisation

2.3.1. Définition

La cicatrisation est un phénomene biologique naturel qui permet d’aboutir au
comblement des pertes de substance et a la reunion des berges de la plaie. C’est un processus
complexe faisant intervenir un grand nombre d’intervenants et de mécanismes cellulaires,
depuis I’arrivée des cellules sur le site 1€sé jusqu’a la formation d’une matrice extracellulaire
spécifique du tissu en question., le but ultime étant la réparation du tissu mais aussi la lutte
contre ’infection (He, 2006 ; Mercier, 2011).

2.3.2. Classification de la cicatrisation des plaies cutanées

2.3.2.1. Cicatrisation de premiére intention

Dite primaire, qui correspond a une réparation simultanée de I’épiderme et du derme.
Elle fait généralement suite a une plaie chirurgicale suturé ou les deux berges ne sont pas
contuses et mises au contact bord a bord.

Elle survient en quelque jour, représente le mode de cicatrisation idéal tant au niveau
fonctionnel qu’esthétique, ce mode de cicatrisation correspond a des plaies suturées en
premiére intention remplissant plusieurs conditions :

- Affrontement bord a bord des lévres de la plaie, sous une tension physiologique

- Absence de tissu dévitalisés et de corps étrangers

- Absence d’hémorragie, perte de substance minime

- Plaie aseptique.(Hé, 2006)

2.3.2.2. Cicatrisation de deuxiéme intention

C’est une cicatrisation de la plaie avec perte de substance, correspond & une réparation
couche par couche, Elle survient chaque fois qu’il n’ya pas réunion des berges de la
plais(Beroual, 2014).
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Elle concerne les plaies ne réunissant pas absolument toutes les caractéristiques de la
cicatrisation par premiére intention. Ne pouvant étre suturées, elles sont laissées ouvertes. En
pratique, ce sont les plaies caractérisées par un ou plusieurs des éléments suivants :

- Leévres tres écartées ;

- Taille importante ;

- Pertes de substances importantes ;

- Localisation délicate ;

- Contamination importante avec des corps étrangers ou des tissus nécrosés ou
dévitalisés(Hé, 2006).

2.3.3. Différentes étapes de la cicatrisation

La cicatrisation est décrite selon quatre phase, commence par un processus d’hémostase
et de dépdt de fibrine, résultant d’une cascade ordonnée d’évenements inflammatoires et
tissulaires, suivies des phases de réparation (phase proliférative) et de maturation (phase de
remodelage), toutes ces étapes sont interdépendantes, elles ne sont pas strictement séparées
dans le temps mais se chevauchent. Ainsi, plusieurs phases peuvent coexister simultanément
au sein d’une méme plaie(Hé, 2006; Abdeldjelil, 2016).

2.3.3.1. Hémostase
L'hémostase (haima, «sang » ;stais « aréte ») c’est une séquence de réaction qui
arrétent la saignement lorsque les vaisseaux sanguins sont endommages ou rompus s’effectue

en trois phase :I'hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse(Elaine, 2008).

a) Hémostase primaire

L'hémostase primaire comporte un spasme vasculaire, puis la formation du clou
plaquettaire

-Spasme vasculaire

Les plaguettes libérent la serotonine et de la thromboxane A2 les deux agissent comme
vasoconstriction qui provoquent et maintiennent la contraction des muscles lisses vasculaire
en vue I’empécher I’écoulement de sang jusqu’ au moment de la coagulation(Elaine, 2008).

-Formation du clou plaquettaire

La formation du clou plaquettaire inclut les étapes suivantes :

-Les thrombocytes entrent en contact avec les fibres collagénes du tissu conjonctif situé
sous les cellules endothéliales endommagées, et s’y fixent, La fixation se fait essentiellement
par l'intermédiaire du facteur Willebrand (VWF) qui établit un pont entre les glycoprotéines Ib

plaquettaires et le sous-endothélium, cette étape appelée I’adhésion plaquettaire.
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-L’adhésion déclenche I’activation des plaquettes C’est a ce moment, qu’on parle de la
sécrétion plaquettaire, la ou les thrombocytes se émettent de nombreux prolongements grace
auxquels ils se touchent et interagissent, puis ils commencent a liberent le contenus de leur
granulations cette étape appelée réaction de libération plaquettaire

-Par suit de libération ADP (adénosine diphosphate) recruté et activé les autres
thrombocytes avoisinantes et ils deviennent collant, ce rassemblement de thrombocytes est
appelé agrégation plaquettaire, alors que I’accumulation et 'union d’un grand nombre des

plaquettes forme bientot le clou plaquettaire (Tortora et Derrickson, 2007).

b) Coagulation

Les trois principales étapes de la coagulation sont les suivantes :

a. Deux séries de réaction différentes initiées lors d’une 1ésion vasculaire, appelees voie
extrinseque et intrinseque, permettent la formation de la prothrombinase.(Figure 10)

-Voie extrinséque

La voie extrinséque est initiée par la libération de thromboplastine tissulaire qui a été
exprimee aprés des dommages a un vaisseau. Le facteur VII forme un complexe avec la
thromboplastine tissulaire et le calcium. Ce complexe convertit les facteurs X forme inactif
en Xa forme actif, lorsqu’il activé le facteur X se lie au facteur V pour former en présence de
ca2+ former une enzyme activé, la prothrombinase(Ciesla, 2007).

-Voie intrinséque

Le voie intrinseque est le plus complexe que la voie extrinseque et demande donc plus
de temps, nommée aussi par la voie intravasculaire par ce que ses activateurs présent a
I’intérieure de sang s’il y ait de tissu endommagé I’extérieur des vaisseaux les cellule
endotheéliales deviennent rugueuses, le contact de sang avec les fibres de collagéne dans le
tissu conjonctif entourant 1’endothélium du vaisseau sanguin peut activé le facteur XII , de
plus les lésion des cellule endothéliales endommagent les plaquettes qui libérent les
phospholipides. Ce dernier associé avec le Ca®* et le facteur XII activé, le complexe formé
pevent participer a ’activation du facteur X qu’il se copine au facteur V pour former
exactement comme le voie extrinseque une enzyme activé, la prothrombinase.

Une fois le prothrombinase formée la séquence de réaction pour les deux étapes suivant
est le méme pour le voie extrinséque et intrinséque, ¢’est pour ¢a en parle de vois commune
pour les deux étapes.

b. La prothrombinase convertit la prothrombine en thrombine

28



Chapitre 2 Cicatrisation des plaies cutanées

c. La thrombine convertit le fibrinogene soluble en fibrine insoluble, une protéine
filamenteuse qui forme les filaments de caillot (Tortora et Derrickson, 2007).

Figure 10 . Cascade de la coagulation(Nicole, 2014).

¢) Fibrinolyse

La fibrinolyse c’est le processus de la dissolution de caillots, une fois I'endothélium finit
par se régénérer et lorsqu’ un caillot se forme, une enzyme plasmatique inactive, appelée
plasminogéne d'origine hépatique a une forte affinité pour le réseau de fibrine, s’introduit a
I’intérieur du caillo.les tissus de 1’organisme et le sang contiennent des substances capables d’
activer le plasminogéne pour converti en plasmine, qui est une enzyme protéolytique
puissante mais non spécifique (avtivateue tissulaire du plasminogéene (tPA) ), la plasmine peut
dissoudre le caillot en dégradant des filament de fibrine et en inactivation diverses substance
comme le fibrinogene et la prothrombine et les facteurs V et XlI(figure 11)

Alors La présence ou l'absence d'hémorragie ou de thrombose dépend d'un équilibre

entre le procoagulant et le systeme fibrinolytique(Ciesla, 2007).

Figure 11.Etapes de la fibrinolyse(Nicole, 2014)
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En plus de leur role dans I’hémostase, Les plaquettes activées libérent de leurs granules
une variété de cytokines et de facteurs de croissance (PDGF, TGF B, IGF-1, EGF...) qui
jouent plusieurs rdles au cours du processus de cicatrisation : recrutement et activation des
leucocytes, macrophages et fibroblastes ; stimulation des mitoses des fibroblastes et cellules
endothéliales ; stimulation de la synthése de collagéne ; de 1’angiogenese ; de la contraction et
du remodelage de la plaie(Singer, 1999).

2.3.3.2. Phase détersion-inflammatoire

L’inflammation commence, en général, deés 1’agression initiale et dure jusqu’au
quatrieme jour de la cicatrisation, rougeur, tuméfaction avec chaleur et douleur résume assez
bien les caractéristiques macroscopiques cliniques de I’inflammation(Hé, 2006).

Les premiers leucocytes a arriver au niveau de la plaie sont les granulocytes
neutrophiles. Les neutrophiles sont guidés jusqu’au site de 1’inflammation grace a un gradient
de médiateurs chimiotactiques dont font partie, les fibrinopeptides, des peptides bactériens
solubles, des dérives plaquettaires comme le PDGF et des cytokines produites par les cellules
endotheliales 1ésées (TNFa, IL-1 et 1L-8),50us I’influence de le TGFp (Transforming Growth
Factor PB) libéré précocement par les plaquettes sanguines (agents chimiotactiques les
plus puissants vis-a-vis des monocyte,), les monocytes infiltrent la plaie et deviennent des
macrophages qui jouent un réle anti-infectieux et de détersion locale gréace a leurs capacités
de phagocytose et la collagénolyse, les macrophages sont également une source importante de
nombreux médiateurs qui jouent des roles importants au cours du processus de cicatrisation
(recrutement et activation cellulaires, synthése matricielle et angiogenese.(Singer, 1999)

A la fin de la phase de détersion, le foyer est propre, les réactions cataboliques se sont
stabilisées et I’environnement de la plaie contient de nombreux facteurs qui vont stimuler les
acteurs de la phase de réparation.

2.3.3.3. Phase de prolifération

Appelée également phase de réparation, en raison de I’importance des proliférations
cellulaires, cette phase regroupe deux grands phénomeénes anaboliques : la formation du tissu
de granulation et I’épidermisation qui va recouvrir ce tissu.

a) Formation du tissu de granulation

Cette phase se compose de la migration et de la multiplication des fibroblastes, de la
synthese fibroblastique et de la néo-angiogénése. Elle débute dans les zones de la plaie

correctement préparées lors de la phase de détersion. Ainsi, sur une méme plaie, certaines
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zones peuvent présenter une progression du tissu de granulation, alors que d’autres zones sont
encore en phase de détersion(Abdeldjelil, 2016).

- Migration et prolifération fibroblastiques

La migration des fibroblastes se décompose en plusieurs étapes : recrutement,
chimiotactisme, adhésion cellulaire puis détachement et nouvelle adhésion au substrat,

Leur recrutement dépend du chimiotactisme exercé par les médiateurs tels que le FGF le
PDGF le TGFp et I'IL1 issus principalement des plaquettes, des macrophages et de certains
lymphocytes. Aprés avoir migré au niveau de la plaie, les fibroblastes se multiplient et
commencent leurs syntheses afin de combler la perte de substance, grace a :

Le PDGF, joue un réle a la fois chimioattracteur et mitogénique pour les fibroblastes est
le plus puissant activateur de la mitose des fibroblastes.

L’IL-1 produite principalement par les macrophages et les kératinocytes de 1’épiderme
Iésé, stimule également la prolifération des fibroblastes(Hé, 2006).

- Néo-angiogenése

L'angiogenese est le processus de croissance de nouveaux Vvaisseaux sanguins
(néovascularisation) a partir de vaisseaux préexistants, La néo-angiogénese progresse donc
simultanément avec les fibroblastes.

La neovascularisation nécessite une stimulation, une migration et une prolifération des
cellules endothéliales, les cellules endothéliales nécessitent stimulées par des facteurs
chimiotactiques et facteurs de croissance produits par diverses cellules (macrophages,
fibroblastes et kératinocytes). Parmi ces facteurs, le VEGF (Vascular endothelial growth
factor) est le facteur angiogénique le plus puissant. La prolifération des cellules endothéliales
permet la formation de structures tubulaires qui s’unissent les uns aux autres et se
différencient progressivement en artérioles ou en veinules(Abdeldjelil, 2016).

- Syntheses fibroblastiques

La production de substance fondamentale et de fibres de collagene par les fibroblastes
constitue I’événement essentiel du processus de fibrogénése. Les fibroblastes commencent par
la synthése des protéoglycanes, des polysaccharides, et diverses glycoprotéines notamment la
fibronectine pour former la nouvelle substance fondamentale. Elles synthétisent également du
collagene sous I’effet de divers médiateurs libérés principalement par les macrophages et les
cellules endothéliales (FGF, TGF-B, EGF, PDGF). Le collagene est déposé au fur et a mesure
que la fibrine est dégradée. Il la remplace alors et forme un tissu plus résistant que le réseau

de fibrine. Aprés une phase de croissance rapide, le tissu de granulation s’arréte de croitre au
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niveau de la surface épidermique pour un support sur lequel 1I’épiderme va pouvoir se
reconstituer (Hé, 2006).

-Phase de contraction

La contraction de la plaie se définit comme un mécanisme de réduction de la taille de la
plaie par le mouvement centripéte du tissu cutané entourant la plaie. C’est un processus dans
lequel les fibroblastes joueraient un role du premier plan se produisant sept jours apres la
blessure, et son activité atteint un pic aprés deux semaines(Djerrou, 2011).

b) Epithélialisation ou épidémisation

La ré-épithélialisation est la derniére étape avant que la continuité de la
peau soit
rétablie assure la couverture finale de la plaie par un épithélium stratifié et kératinise, formé
a partir des cellules épidermiques provenant des berges du foyer cicatriciel, voire des
follicules pileux (Djerrou, 2011).

2.3.3.4. Phase de remodelage/maturation

Derni¢re et ultime étape de la cicatrisation, c’est elle qui détermine les aspects
esthétiques, structuraux et fonctionnels du tissu cicatriseé.

Le remodelage est un équilibre précis entre synthese et dégradation, contrélé par les
métalloprotéinases matricielles sécrétées par les macrophages, les cellules épidermiques, les
cellules endothéliales et les fibroblastes. Grossierement, cette étape se charge de dégrader les
fibres de collagéne non orientées de maniere fonctionnelle et de perfectionner les fibres
ordonnées sont maintenues, renforcées et perfectionnées. Des fibres d’élastine et des
proteoglycanes réapparaissent, la membrane basale se réorganise : le tout étant de reconstruire
un réseau stable et fonctionnel(Chere, 2016).

Concernant la nouvelle peau de cicatrisation elle révéle une déficience ou une absence
totale des mélanocytes, des follicules pileux (poils), des glandes sudoripares ou sébacées
(Berrada EIl Azizi, 2017).
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Le but de ce chapitre est d’objectiver I’effet « accélérateur » de concentrés plaquettaires
sur la cicatrisation cutanée. Pour ce faire, nous nous fonderons sur diverses analyses
macroscopiques réalisées sur des lapins.

3.1. Matériel biologique

3.1.1. Animaux

Les animaux ont été utilisés pour cette étude sont 06 lapins males de race néo-
zélandaise ont été élevés dans des cages individuelles au sein de ’animalerie de I’institut des
sciences Vvétérinaires et des sciences agronomiques de I'université de Batna 1, Ces animaux
sont cliniquement sains avec un poids moyen de 2kg et de 8 mois d’age, ils sont soumis a une
période d’adaptation de 07 J avec un régime alimentaire ordinaire de la nourriture standard
pour les lapins (Fourrage 100g distribué sur Cinque fois par jour ),des vitamines et
antistress « Neoxyvital » ont été utilisées et un acces libre a 1’cau, La litiere renouvelé
quotidiennement pour éviter des éventuelles infections, tous ces lapins ont été vaccinés a
I’aide d’un vaccin antiparasitaire,et un vaccin pour la prévention des entérotoxémies chaque

Cingue semaine(Coglavax 01ml pour un lapin par voie sous cutanée)

3.1.2. Sang
Le sang prelevé pour préparer le PRP, est récupéré a partir d’une ponction de I’artére

centrale de ’oreille du lapin.

3.2. Réactif

Les déferents traitements appliqués sur les plaies cutanées sont :

-Eau physiologique : Il s’agit de liquide physiologique : le NaCl a 0.9% utilisé comme
placebo.

-PRP : plasma riche en plaquettes

-Madécassol® : Médicament de guérison de référence, utilisée comme adjuvant de la
cicatrisation pour les plaies (Pointel et al.,, 1987)et qui contient comme un principe
actif I’hydrocotyle(extrait de Centella Asiatica), et comme Excipients le Talc et Magnésium
stéarate.

- Mélange des huiles : huile de sésame et huile delentisque (M.Huilles)

L’huile de sésame : huile végétale extraite des graines de Sesamum indicum L.
favorisant la contraction des plaies et accélérent la réépithélialisation (Kiran et Asad, 2008)

L’huile de lentisque : huile végétale extraite de Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae) a
été sélectionné comme remede populaire potentiel de cicatrisation basé sur informations ethno

pharmacologiques fournies par les communautés locales. L’effet cicatrisant de I’huile de
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lentisque a été €galement prouvé pour le traitement des plaies d’excision chez le rat par
Boulebda et al. (2009)

3.3. Matériel
3 .3.1.Matériel du prélevement de sang

Le matériel du prélevement du sang est photographié et présenté dans la figure 12 :

A-seringue de 10 ml et aiguille 25G.

B-coton et alcool.

C-Des tubes secs stériles de 5 ml.
-Des tubes secs sous vide de 10 ml.

D-Anticoagulant ACD (adénosine

citrate dextrose).

E-Tranquillisant Acépromazine.

-lame pour le rasage des oreilles.

Figure 12.Matériel du prélevement de sang
3.3.2. Matériel de la centrifugation
Une centrifugeuse réglable et réfrigérée (Centrifugeuse SIGMA 2K15) a été utilisée
pour la préparation du plasma riche en plaquettes permettant ainsi une séparation des

déférents éléments figurés de sang (Figure 11).

Figure 13. Centrifugeuse SIGMA 2K15
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3.3.3. Materiel et réactifs de la réalisation des frottis
Pour la réalisation des frottis le matériel suivant a été utilisé (Figure 14) :

A-lames et lamelles.

B- solution de Geimsa.

C- solution de May Grunwald.
D- eau distillée.

E- méthanol.

- Tampon phosphate a 7, 3Ph.

Figure 14. Matériel du frotti

3.3.4. Matériel d’observation

Le matériel d’observation présenté dans la figure 15 :

A-Un microscope optique a été
utilisé pour observer les différentes
préparations hématologiques.

B - Appareil photo pour la prise
des photos.

C-Un écran pour I’affichage des

photos.

Figure 15. Matériel d’observation

35




Chapitre 3 Matériel et Méthodes

3.3.5. Matériel de ’opération chirurgical
3.3.5.1. Lieu des interventions

Service de chirurgie et d’imagerie vétérinaire & I’institut des sciences vétérinaires et des

sciences agronomiques de 1'université de Batna 1.

Figure 16. Bloc de la de chirurgie

3.3.5.2. Matériel du rasage
Ce matériel présenté dans la figure 15 a été utilisé pour le rasage des poils des lapins :

A- une Tondeuse électrique.

B - lame et porte lame.

C - coton et compresses stériles.

D - désinfectant (Bétadine dermique
10%, alcool chirurgicale).

E- un champ opératoire.

Figure 17. Matériel du rasage
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3.3.5.3. Matériel de la réalisation des plaies cutanées
a)Produits anesthésiques

Les anesthésies sont mentionnées dans la figure suivante :

A- kétamine (50mg/ml)
(kitamile*chlorhydrate de kétamine).
B- Acépromazine.

Figure 18.Produits anesthésiques

b) Instruments de la chirurgie
Pour I’opération en utilise les instruments mentionnés dans la figure 17:

A-coton et compresses stériles.
B- des pairs de gants stériles.
C-désinfectant (Bétadine)
dermique 10% « C1,C2 »,alcool
chirurgical « C3 »).

D - un champ opératoire.

E- 04pince de champs (Kocher)
F-01Pince a dissequer

G- ciseaux

H-01ciseaux a dissequer

I- O4pinces hémostatiques

J- Des lames bistouri

K-01manche de bistouri (port

lame)

L-Lampe chauffante

Figure 19.Instrument chirurgicale
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c) Instruments de suture
L’instrument utilisé pour la suture des plaies est photographié et présenté dans la figure 20 :

A- une porte aiguille.
B- une pince.

C- des Fils de suture
non résorbables
(SOIE/SLIK-
25mma3/8).

Figure 20. Instruments de suture

3.4. Méthodes utilisées

3.4.1. Prélevements sanguins

Les lapins sont facilement stressés, donc, dans la mesure du possible, un tranquillisant
ou un sédatif doit étre administré avant le prise de sang, les animaux ont été d’abord
tranquillisés a I’aide 1’acépromazine a une dose de 0,1 mg/kg par voie intramusculaire, qui
provogue aussi une vasodilatation.

Des prélévements sanguins sont réalisés a partir d’une ponction de I’artére central de
’oreille du lapin lorsque des quantités de sang importantes son nécessaires, le site de ponction
étant désinfecté également par un coton et un alcool chirurgical, et avant le prélevement o na
aspiré 01 ml de citrate dextrose (ACD) dans une seringue de 10 ml, puis un volume de 06 ml
de sang a été prélevé dans chaque seringue(Figure 21.A),immédiatement le sang collecté est
bien mélangé avec l'anticoagulant (Figure 21.C),puis distribué dans des tubes secs stériles de
capacité de 5ml, au total on obtient 03 tubes contenant 4 ml de sang sont utilisées pour chaque
animal(Figure 22).

Ces prélévements sont réalisés avec une aspiration modérée pour éviter toute forme
d’hémolyse, on utilise une lampe de téléphone pour mieux voir les veines (Figure 21.B).

Le volume de sang qui peut étre prélevé est grandement associé au volume circulant
total, pas plus de 20 % de la valeur inférieure du volume sanguin totale estimé sont prélevés

en espace de deux semaines (Tableau 3).
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Tableau 3.Volume limite de prelevement sanguin et periodes de recuperation(« guide
pratique d’administration et de préléevements sanguins » 2018)

- 5 —
Espéce Volume sanguin total 20% Période de
d’animale Volume moyen | Ecart volume sanguin | récupération
(ml/kg) (ml/kg) circulant prélevé | minimale
Lapin 56 44-70 11 2 semaines

Figure 21.Etapes de prélevement sanguin
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~—
7

Figure 22. Sang total

3.4.2. Preparation du PRP (Plateltex®)

Le détail de kit Plateltex® présenté dans ’annexe 1

Premiére centrifugation

Les échantillons de sang total ont été centrifugés, le tube primaire, a 160g pendant 10
minutes.

Apreés centrifugation (Figure 23.A), le sang est sépare en trois couches :

La couche inférieure est principalement constituée de globules rouges

La couche intermédiaire (généralement dénommée "couche leucocytaire™) est
composeée de plaquettes concentrées et de leucocytes.

La couche supérieure est principalement du plasma tout le contenu au-dessus du culot
globulaire a été pipeté et transféré dans un autre tube sec de 5 ml sans anticoagulant (le
surnageant est récupéré = PRP) (Figure 23.B).

Deuxieme centrifugation

- Pour augmenter la concentration en plaquettes, le PRP est centrifugé a 1200g pendant
10 minutes (précipitation des plaquettes), Il résulte une petite fraction rouge en bas de chaque
tube et un surnageant en haut (Figure 23.C)

- La moitié inférieure du plasma est conservée pour injection (PPP est
enlevé)(Figure23.D)
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Figure 23.Diagramme de la préparation du plasma riche en plaquettes (PRP).

A : La lére centrifugation B : transfert du plasma issu de la 1ére centrifugation dans un autre
tube sec. C : La 2eme centrifugation D : Collecte du volume total du PRP.

3.4.3. Realisation des frottis

Les frottis ont été réalisés a partir du sang et des échantillons du PRP a pour objectif :

-De préciser tous les changements hématologiques, détectés au sein des différents
élements figurés du sang.

-De détecter s’il y’a des maladies sanguines (cas des thrombopénies).

-D’évaluer I'efficacité du dextrose (ACD) comme un anticoagulant.

Ce protocole constitué de plusieurs étapes comme les suivant :

1- sur une lame on dépose une goutte de sang totale ou du PRP de la taille d’une téte
d’épingle pres de ’extrémité libre de la lame, et mettre une deuxiéme lame avec un angle de
30°, on essaye d’étaler de glisser le sang (ou PRP) rapidement vers 1’autre extrémité et on
I’arrive avant le bord de la deuxieme lame, le frottis doit ensuite étre séché a I’air libre
(Figure 24.A).

2- fixation du frottis dans le méthanol pendant 10min, apres 02 heures de séchage on

inscrit le nom et la date.
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3- la coloration de May-Grunwald-Giemsa (MGG)c’est une technique basée sur un
melange de colorants basiques « bleu de méthyléne, azur de méthyléne »et acide « éosine »

La lame est placée horizontalement puis recouverte pendant 3min avec une solution
May- Grunwald, ensuit on lui ajoute une quantité égale d’un tampon phosphate a 7,3 pH et
apres 3min supplémentaires le mélange est délicatement éliminé.

La lame est ensuite recouverte par la solution de Giemsa déja diluée, aprés 15 min les

frottis sont rincés sous le jet d’eau neutre, finalement le séchage du frottis se fait par égouttage
(Figure 24.B,C)

i\

o

10

Figure 24.Etapes de frottis

3.4.4. Opérations chirurgicales

3.4.4.1. Préparation de I’opéré

Un soin préopératoire a été effectue par :

- Diete alimentaire 06 h avant 1’opération.

- Examen clinique simple (apparence géneérale, température corporelle)

-Prise de poids.

Durant la préparation, 1’opéré a recu une préparation locale de la peau, les quatre zones
opératoires peuvent étre tondues a I’aide d’une tondeuse électrique adapté aux poils des
lapins(Figure 25.A),ensuite, la peau rasée doit étre bien désinfectée par application d'une
solution iodée (Bétadine Dermique 10%).Ces quatre zones sont localisées sur le dos de
I’animal (Figure 25.B).
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Figure 25. Rasage et désinfection de la peau

3.4.4.2. Anesthésie des lapins
On utilise ce protocole d’anesthésie (Tableau4):
Kétamine/Acépromazine : cette combinaison procure une anesthésie peu profonde qui
dure en moyenne 20a30minutes(Flecknell, 2016).
Tableau 4. Protocole d’anesthésie(Flecknell, 2016).

Produit Dose Voie
D’administration
Prémédication Acépromazine 1Mg /KgenIM | Intramusculaire
Induction Kétamine 50Mg/Kg en IM | Intramusculaire

Nous I’appliquons comme suit :
-En administre jusqu’a 0,4 ml ’acépromazine comme une prémédication afin de
tranquilliser I’animal, Le lapin peut ensuite étre transporté au bloc opératoire sous sédation,
- Apres 10 min, I’animale commence a se sentir indifférent, on injecte 1-2 ml de
kétamine en IM.

-Aprés 5min I’animale commence a perdre sa conscience.

3.4.4.3. Réalisation des plaies

Les plaies ont été réalisées sur la peau de la région dorsale de chaque animal; le choix
de cette région est motivé par la facilité d’acces, tant pour la réalisation de la plaie que pour le
suivi de I’évolution de la plaie et le relevé des mensurations. La localisation des plaies a ce

niveau prévient également I’auto léchage des plaies par les animaux.
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Avant les opérations chirurgicales, on doit maintenir une meilleure stérilité par la mise
en place des champs opératoires qui sont assujettis a la peau par des pinces a champ , puis a
I’aide d’un crayon, d’une régle et d’une piéce ronde, tous les contours des plaies ont été
tracés(Figure 26).

Figure 26. Tracage des contours des plaies.
a) Plaies d’incision
o Incision de la peau
Quatre plaies d’incisions de pleine épaisseur de 4,5 cm de longueur ont été créées sur le
dos de chaque animal.

- On dirige la pointe du bistouri vers le lieu de I’incision et en tend entre deux doigts de
la main libre 1’élément a inciser, puis on glisse la lame avec une force d’appui trés modérée
(Figure 27.A)

-A la fin de I’incision on va disséquer les deux lévres des plaies a I’aide d’une pince a

disséquer et ciseaux a disséquer pour ensuit suturer (Figure 27.B, C).

Figure 27. Etapes d'incision de la peau
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Suture des plaies

Les nceuds de la suture sont faites selon le procéde de suture a points sépares a 1’aide
d’un fil de suture non résorbable (Figure 28.A), la réalisation des nceuds du suture est
représenté dans I’annexe II.

Lorsque les plaies ont été suturées on utilise des collerettes vétérinaires (carcan) ou
collier élisabéthain, qui est un ustensile de soins des animaux. Ce c6ne tronque et fixé au cou
de l'animal de fagon a entourer sa téte, sert a I'empécher de se mordre, de se lécher, ou encore
de se gratter la plaie au cours de la guérison (Figure 28.B, C)

Figure 28. Etapes de la suture

b) Plaies d’excision

Quatre plaies d’excision compléte de la peau ont été créées au niveau du dos de chaque
animal, disposées d’une facon symétrique par rapport a la colonne vertébrale.

A T’aide d’une pince a disséquer la peau a été immobilisé, et a I’aide d’un bistouri elle a
ensuite été excisée soigneusement se forme circulaire de 2cm de diametre, afin de récolter
I'épiderme et derme, et le fascia musculaire a été exposé. Ensuite, la peau excisée a été fixée
dans un formol (10%) tamponné pour I’examen histologique d’une peau saine chez les lapins
(Figure 29. A, B)

Pour I’arrét du saignement, on utilise des pinces hémostatiques (Figure29.C)

Toutes les régles de I’asepsie ont été rigoureusement respectées et toutes les plaies

restent ouvertes et non suturées. (Figure 29. D)
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Figure 29. Etapes d'excision de la peau

3.5. Traitements des plaies

L’administration des différents traitements a été effectuée localement par voie topique
deux fois par jour pendant 3 jours. L’application des différents traitements a été réalisée a
’aide micropipette et I’lampoule renouvelée apres chaque application.

Chaque lapin avec 4 plaies a été traité comme suivant

Premiére plaie c’est un témoin négatif a été traité par solution saline (Na Cl 09%).

Deuxiéme plaie c’est un témoin positif a été traité par Madécassol a 2% en poudre.

Troisieme plaie a été traitée par le PRP (1ml par jour)

Quatrieme plaie a été traitée par un mélange d’huile de lentisque et huile de sésame

(Iml par jour)
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3.6. Suivi de la cicatrisation

Suivi macroscopique

Etude de ’évolution de la cicatrisation par planimétrie digitale

L’évaluation de la cicatrisation cutanée a été appréciée par planimétrie digitale ; le
principe général de cette méthode consiste en la prise de photographies des plaies a intervalles
réguliers le 3eme, 6eme, 12éme, 18emeet le 24éme jour postopératoire, jusqu’a ce que les
plaies soient guéries, puis étudier I’évolution de leur surface par un logiciel de traitement
d’image.

3.6.1. Prise de photographies

Les photographies des plaies ont été prises, avec une caméra de téléphone (iPhone 7 ;
12 Meégapixels). Une régle numérique a été placée autour de la plaie et inclus dans le cadre
photographique pour permettre le calcul des dimensions de la plaie une fois téléchargées sur
l'ordinateur.

L’avantage de la documentation de 1’évolution de la cicatrisation par la photographie est
qu'elle ne nécessite pas de contact avec la plaie ainsi qu’elle fournit un enregistrement
permanent non seulement de la taille de la plaie, mais aussi de son apparence (Chang et
al.,2011).

3.6.2. Paramétrage du logiciel de traitement d’image Imagej®

Les photographies prises ont été traitées grace au logiciel de traitement d’image
ImageJ® (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA.) que nous avons
adapté a notre étude (Figure 30.A). Ce programme peut donner des mesures précises de
longueurs et de largeurs microscopiques dans n'importe quel systéme d’unité. Afin de
permettre au logiciel de calculer les surfaces des plaies, il doit étre calibré grace a un étalon
dont les mensurations sont connues ; ainsi toute photo prise doit comporter cet étalon. Nous
avons utilisé comme étalon, une regle numérique inclue dans le cadre photographique (Figure
30.B). Apres calibrage du logiciel, les bords de la plaie sont tracés en utilisant l'outil main
libre de la barre d'outils ImageJ; en prenant soin de délimiter le contour réel de chaque plaie.
Le logiciel calibré se charge ensuite d’afficher la surface de la plaie en convertissant les pixels

images en centimetre carré (Figure 30.C).
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Figure 30. Etapes permettant le calcul des surfaces des plaies

3.6.3. Calcul du pourcentage de rétraction

La méthode de mesure du pourcentage de rétraction de la zone de contraction des plaies
est souvent utilisée par les scientifigues comme un parametre important pour évaluer la
cicatrisation de 2éme intention , Le pourcentage moyen de contraction de la plaie a été calculé

par ’équation suivant (Singh et al. 2014).

surfacedeplaiea](x)-surfacedeplaieaj(0)
— X 100
surfacedeplaieaj(0)

Le % decontractiondelaplaie =

3.6.4. Calcul de la période de réépithélialisation

La période de réépithélialisation est estimée par le nombre de jours requis pour la chute
de l'escarre et fermeture totale de la plaie qui ne laisse derriere elle aucune blessure résiduelle
a vif. (Boulebda et al., 2009)
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Chapitre 4 Résultats et Discussion

4.1. Résultats

4.1.1. Choix d’animale

Dans la présente étude, un modéle de lapin a eté utilisé puisque les lapins sont
significativement plus grands que les animaux de laboratoire les plus couramment utilises
comme les souris et les rats, mais restent faciles a manipuler et peu colteux (Ramos et al.,
2008). Comparé a la peau des humains, la peau des lapins est €élastique et abondante, avec une
grande surface de tissu cutané par rapport a la taille du corps. Chez le lapin, le processus de
guérison implique une contraction maximale de la plaie, avant le début de la migration
cellulaire et le remodelage de la matrice(Lemo et al., 2010).

4.2.1. Choix d’utilisation d’anticoagulant

Le prélévement sous anticoagulant permet d’éviter la formation trop rapide du caillot de
fibrine, avant méme de rendre le PRP utilisable. Alors, le choix de lanticoagulant est
primordial pour la qualité du PRP.

Lei et al.(2009) examinent I’effet des anticoagulants sur le PRP concluent que le
ACDA(citrate-dextrose-adenosine acide) et le Citrate-Théophylline-Adénosine Dipyramidole
(CTAD) ont obtenu de meilleurs résultats dans le maintien de 1’intégrité des structures des
plaquettes que ’héparine et le citrate de sodium.

D’autres chercheurs préférerent I'utilisation d’ACD (adénosine citrate dextrose) et CPD
(Citrate-phosphate-dextrose) pendant la préparation du PRP,Ces produits conservent mieux
les thrombocytes et dotés, grace aux ingrédients qu’ils contiennent, d’un pouvoir de soutien
de la viabilité et du métabolisme des plaquettaire en prévenant leurs agglutination(Marx,
2001).

L’utilisation d’EDTA (éthyléne diamine tétraacetic acid) n'est pas recommandé pour le
PRP car cet anticoagulant fragmente les plaguettes.(Dohan et al., 2005)et I'héparine modifie
leur fonction(Cazenave et al., 2004).

Durant notre étude, nous avons utilisé 01 volume d'anticoagulant ACD pour 6 volumes

de sang(Cazenave et al., 2004) pour toutes les analyses hématologiques réalisées.

4.1.3. Choix du protocole de préparation du PRP

Le systtme de préparation du PRP est important, car la quantité de facteurs de
croissance libérés, et donc secondairement la cicatrisation cutanée pourraient y étre liées. Une
étude expérimentale chez le lapin a été menée par Nagata et al.(2010) afin de comparer la
quantité et la qualité des plaquettes d’un PRP issu d’une centrifugation unique et d’une double

centrifugationconclue que le protocole de double centrifugation utilisé dans cette étude atteint
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des concentrations de plaquettes plus élevées que le protocole de centrifugation unique et
aussi a provoqué des altérations de la morphologie plaquettaire

Une autre étude a comparé cing techniques de préparation en vue du traitement de
tendinopathies, a 1’objectif de recueillir un volume minimal de PRP afin de diminuer la
pression lors de I’injection et de minimiser les douleurs, tout en présentant une concentration
élevée en plaquettes. Selon celle-ci, la technique permettant de recueillir le PRP le plus
concentré dans le volume le plus faible est la technique Plateltex®.(Kaux et al., 2011)C’est ce
qui a été prouvé aussi par 1’étude des (Mazzucco et al.,2008).

C’est donc cette technique (Plateltex®) qui est utilisée pour préparer le PRP de notre
étude.

4.1.4. Volume du PRP récuperé

A partir de 12 ml de sang total on a récupéré 3ml de PRP pour chaque animal.

La technique de centrifugation utilisée Plateltex® dans cette experience permettait de
recueillir le PRP le plus concentré (865 x 10° plaquettes/L) dans le volume le plus faible
(0,34mL)(Kaux et al., 2011).

Les concentrés plaquettaires ainsi préparés ne peuvent étre conservés que 5 jours, entre
20 et 24 °C (Dohan et al., 2005).

4.1.5. Résultat d’anesthésie
Pour une chirurgie de courte durée I’anesthésie générale de lapin est effectuée par un

sédatif hypnotique qui fait dormir, un analgésique morphinique pour ne pas avoir mal et
éventuellement un curare pour abolir le tonus musculaire(Flecknell, 2016). Dans notre
¢tude, 10min a 15min aprés de I’injection de 1’acépromazine et la kétamine , on note
I’absence de la reflexe oculaire a la lumiére et 1’absence du reflexe musculaire, le lapin
reste anesthésié pendant 1h a 1h 30min.

4.1.6. Suivi clinique : Les observations cliniques
Durant cette étude expérimentale pendant 4 semaines, nous pouvons constater que :

D’abords concernant le comportement des animaux, nous n’avons observeé aucun changement
d’appétit, avec une miction et défécation normale. Les animaux ne semblent pas étre affectés
par la présence des plaies sur leurs dos, ainsi qu’au cours de I’application du traitement les
animaux n’ont montré aucun symptome d’agressivité ou d’hypersensibilité. Tous les animaux

ont bien toléré cette procédure.
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4.1.7. Evaluation des aspects macroscopiques des plaies d’incision

L’observation journaliére et attentif des différents aspects macroscopiques des plaies
cutanées (plaies traitées par PRP, plaies traitées par mélange d’huile, plaies traitées par
Madécasol et plaies témoins traitées a 1’aide d’une solution saline), hous a permis de constater
ce qui suit :

-Toutes les plaies sont caractérisées par une fermeture primaire par formation d’un
caillot sanguin (un exsudat séro-sanguinolent de fibrine) qui assure un « collage »
physiologique transitoire de faible résistance durant les 07 heures post chirurgicales.

-Durant le 03émejour post-chirurgical, nous observons que les différentes plaies
étudiées présentent le méme aspect témoignant la réaction inflammatoire, a savoir la rougeur
et la tuméfaction. Les observations répétées ne révélent aucune différence dans la contraction,
I’épithélialisation et guerison des plaies avant 3*=jour.

-Nous constatons que toutes les plaies subissent un changement considérable de taille et
surtout de facon remarquable dans les plaies traité avec PRP et apparition des croutes, nous
notons que I’apparition de cette croute est précoce ; a partir du 4= jour dans les plaies qui ont
été traité par le PRP et a partir du5<=jour dans les plaies traité par Madécassol et le mélange
d’huiles est dans le6 <= jour pour les plaies témoins.

-Les observations des plaies vers le 6eme jour révelent que les plaies traitées par le PRP
subissent une épithélialisation recorde avec une couverture complete par une fine cicatrice, et
les plaies traitées par le mélange d’huiles et le Madécassol présentent un tissu de granulation
habituel qui le comble, ce tissu de granulation était plus lent dans les plaies témoins.

-Durant le 12¢me jour, nous observons d’abords que toutes les plaies ont guéries avec une
épithélialisation correcte surtout les plaies traitées par le PRP, avec une fine cicatrice dans les
plaies traité par Madécassol et le mélange d’huiles et les plaies témoins

-Toutes les plaies sont guéries avec épithélialisation correcte dans le 18eme et 24:me jour.
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Figure 31.Evolution de la cicatrisation et aspect macroscopique des plaies d’incision.

(A, B,C,D:1) plaies au 03eme j de cicatrisation(A,B ,C,D :2) plaies au 06eme j de cicatrisation.

(A, B, C, D :3) plaies au 12:me j de cicatrisation. (A, B, C, D :4) plaies au 18:me j de cicatrisation.

(A, B,C,D :5) plaies au 24eme j de cicatrisation

(1,2,3,4,5 :A) : plaies traitées par le PRP. (1,2,3,4,5 : B): Plaies traitées par huiles.

(1,2,3,4,5:C) : Plaies traitées par Madécassol.(1,2,3,4,5 :D)Plaies témoins, traitées par solution saline.
4.8. Etude des plaies d’excision
4.8.1. Période de réépithélialisation

by

La durée de cicatrisation totale des plaies, montre une différence significative a
I’avantage de la plaie traitée par PRP. Cette derniere a enregistré des durées d’épithélialisation
compléte de 13jours contre 15 jours pour les plaies traitées par Madécassol et de 16 jours pour

le mélange des deux huiles, et 18 jours les plaies témoins.
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Tableau 5.Durées moyennes de réépithélialisation compléte des plaies

Les traitements PRP Madécassole M.Huile Na ClI

Le jour J13 J15 J16 J18

d’épithélialisation

compléte

4.8.2. Evaluation des aspects macroscopiques

Cette méthode est une cicatrisation de deuxieme intention, elle permet une meilleure
comparaison entre les plaies. Alors un examen macroscopique de ces plaies permet d’évoquer
les constatations suivantes :

Durant les premiers jours post-chirurgical, qui englobent la phase inflammatoire de la
cicatrisation, la totalité des plaies révélent une coloration rouge avec une tuméfaction
importante, en présence moins que les plaies traitées par PRP qui ne démontrent aucun signe
d’infection ou d’inflammation, nous notons que des escarres a quantité importante ont eté
remarquée dans les plaies traitée par le mélange d’huile de lentisque et huile sésame.

Les plaies traitées par le PRP ont enregistré, les premiers, des réductions importantes et
significatives de leurs surfaces pendant la 12 éme heures, et n’ont pas enregistré de réductions
de surface comparées aux plaies laissées sans traitement et les plaies traitée par Madécassole,
contrairement les plaies traitées par le mélange d’huile sont enregistré des pourcentages de
rétraction négatifs. Cela s’est traduit par une augmentation de la taille des plaies par rapport a
la taille de la plaie initiale qui suggérant un effet négatif du mélange d’huile durant la phase
inflammatoire de la cicatrisation, jusqu’a le 03eme jour les plaies ont enregistré leur premiére
réduction de taille surtout plaies témoins et les plaies traitées par Madécassol avec une
rétraction inférieure a celle enregistrée par la plaie traitée par le mélange d’huile de lentisque
et huile sésame.

L’évaluation macroscopique du 06eme jour post-chirurgicale révele qu’un tissu de
granulation est mis en place au sein des plaies traitées par le PRP avec une contraction
remarquable des berges des plaies, marquant ainsi une épithélialisation partielle.

Toutes les plaies présentent des cro(tes, mais les cro(tes de plaies traitées par mélange
d’huiles ont présentées un aspect moins sec et rugueux que celui des autres plaies.

Les escarres des plaies traitées par le mélange d’huiles sont ramollies rapidement sous

I’effet des traitements. En effet, ces produits naturels gras ont contribué a maintenir la plaie
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humide, accélérant ainsi la séparation des tissus vivants des tissus nécrosés, qui sont alors

facilement éliminés.
Au 12™ jour

A ce stade, le processus inflammatoire est atténué pour la totalité des plaies avec la
chute spontanée de la croute surtout pour les plaies traitées par PRP et Madécassole.

A partir de ce jour, La guérison se fait aprés le dépdt d'un volume important de tissu
de granulation, la réépithélialisation et la contraction de la plaie accélérent le
recouvrement épidermique et la réduction du volume de tissu cicatriciel ainsi que la différence
de taille entre les plaies s’est accentuée tandis que la plaie traitée par PRP a gardé sa
contraction significative par rapport aux autres plaies (La plaie était presque invisible)

Au 18:jour,

Nous observons un tissu cicatriciel bien organisé avec épithélialisation correcte et
fermeture complete pour les plaies traitées par PRP sans effets chroniques ni formation de
granulation tissulaire exubérante et avec un minimum de cicatrices. Nous observons
également la réapparition des poils au niveau des sites traités par le PRP.

Au 24°™jour.

Le tissu cicatriciel est a présent mature et la guérison est compléte dans toutes les plaies,
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Figure 32. Evolution de la cicatrisation et aspect macroscopique des plaies d’excision.

(A, B,C,D :1) plaies au 03eme j de cicatrisation(A,B ,C,D :2) plaies au 06eme j de cicatrisation.
(A, B, C, D :3) plaies au 12:me j de cicatrisation. (A, B, C, D :4) plaies au 18eme j de cicatrisation.
(A, B,C,D :5) plaies au 24eme j de cicatrisation
(1,2,3,4,5: A) : plaies traitées par le PRP (1,2,3,4,5 : B): Plaies traitées par huiles.
(1,2,3,4,5 :C) : Plaies traitées par Madécassol. (1,2,3,4,5 :D)Plaies témoins, traitées par solution saline
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4.8.3. Evaluation de la contraction des plaies :
Le suivi de la contraction des plaies de JO & J24est représenté dans la figure suivante :

100

4= PRP
== M.Huile

%
w
o

Mdécassole

=== NaCl

Pourcentage de contraction des plaies

Figure 33.Variations du pourcentage de contraction de la surface des plaies

Les résultats, représentés par la Figure 33, ont montré une réduction significative des
surfaces des plaies en fonction de temps, cette réduction est remarquable surtout au niveau des
plaies d’animaux traitées par PRP.

Durant les premiers trois jours post-chirurgicale, Nous notons que le pourcentage
moyen de contraction dans les plaies traitées par PRP était de (75,13 %) alors qu’il est de
(10,29%) pour les plaies traitées par Madécassol et de (31,23%) pour les plaies traitées par la
solution saline, le mélange d’huile a enregistré des pourcentages de rétraction négatifs de (-
33,12%)

Arrivées a J6, les plaies traitées par PRP ont enregistré une contraction de (89,10%) et
les plaies du M.Huiles ont enregistré leur premiére réduction de taille (-6,28%) par rapport
aux plaies du Madécassole, leur pourcentage de rétraction a atteint (23,07%) contre (55,42%)
pour les plaies témoins.

A J12, toutes les plaies du PRP ont totalement cicatrisées (98,98%), alors que celles des
plaies traitées par Madécassole et M.Huiles présentent encore une surface moyenne d’un
pourcentage de rétraction de (83,37%) et (83,33%) et les plaies témoins ont enregistré une
réduction de (89,1%).

Au-dela du J18 et jusqu’au J24, aucune différence significative n’a été enregistrée entre

les différents groupes.
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4.2. Discussion

-Plusieurs études cliniques, en médecine humaine et vétérinaire, sur la restauration de
I'intégrité tissulaire ont montré le réle positif du PRP dans la cicatrisation naturelle des plaies
(lacopetti et al.,2012; Shin et al.,2012).

Selon les résultats de cette étude, les plaies traitées au PRP ont montré une guérison
macroscopiquement plus rapide que les groupes témoins et les groupes du Madécassol.

Dans notre étude, les lapins étaient en bonne santé et ne présentaient aucun signe et
symptome d'infection au jour 3 en présence de PRP, bien qu'une crodte partielle compleéte a la
premiere semaine par le groupe PRP, les plaies ne contiennent ni infection ni congestion, puis
ne présentent aucun exsudat. A la deuxiéme semaine , la plaie guérie complétement, avec une
formation d’un nouveau tissu adhére bien au tissu sous-cutané, méme au bord de la plaie, on a
observé une amélioration compléte dans le groupe PRP avec un crodtage plus rapide, Nos
résultats sont en accord avec 1’études menée par Abdullah et al.( 2019)qui ont suggeré que le
traitement topique des plaies réalisé sur la peau du lapin par PRP autologue peut étre utilisé
comme thérapie clinique et peut ameliorer la cicatrisation des tissus et une angiogenese
améliorée par rapport aux traitement a I'oxyde de zinc.

Ces caractéristiques refletent une régénération tissulaire accelérée, qui est I'un des effets
connus de I'application de PRP(Pereira et al., 2019)

Lorsqu'il est appliqué localement, les plaquettes accelerent la guérison des tissus
normaux et favorisent la cicatrisation des plaies altérées a cause de la libération de facteurs de
croissance(PDGF, TGF-, VEGF, IGF-1 et HGF), comme déja largement démontré(Yang et
al., 2011)

Le GF peut également moduler les phases d'inflammation et de prolifération du
processus de cicatrisation des plaies; ainsi, réduire le risque de formation de cicatrices
chéloides et hypertrophiques(lacopetti et al., 2012)

Les résultats de ces recherches montrent un réle du PRP pour accélérer la cicatrisation
des plaies, des roles positifs similaires du PRP sont trouvés dans une étude expérimentale sur
des lapins menée par Ostvar et al. (2016), le PRP a été appliqué localement sur les lésions
créées sur le dos des animaux, puis il a été rapporté que la réépithélialisation, I'angiogenése et
le dép6t de collagene étaient statistiguement significativement augmentés par rapport au
groupe témoin.

De plus, une étude sur les chiens réalisée par Jee et al.(2016), I'effet du PRP injecté dans

le site de la plaie a été étudié sur la cicatrisation de la plaie, puis il a été rapporté avoir des
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effets positifs sur I'angiogenese, la formation de granulation, le dépdt de collagéne et la
réépithélialisation.

Cependant, ces resultats sont en accord avec les études induites par Farghali et
al.(2019)qui ont noté une accélération de I'épithélialisation des plaies traitées avec PRP et
résolution plus rapide dans la réponse inflammatoire et en plus peut augmenter la thérapie
antibiotique grace a sa propriété antimicrobienne.

-Les produits naturels cicatrisants manifestent leurs effets grace a I’'un des mécanismes
suivant : effet antimicrobien, anti-inflammatoire, antioxydant, stimulation de la synthése du
collagéne, de la prolifération cellulaire et effets angiogéniques. (Abdeldjelil, 2016)

Dans le cas de I’huile de sésame sa richesse en nombre d'antioxydants liposolubles tels
que ; le sésamol, le sésaminol, le sésamolinol et la sésamoline, ces constituants possedent une
activité antioxydante trés puissante,peuvent étre responsables de l'activité de cicatrisation des
plaies(Hu et al., 2004;Kiran et Asad, 2008)

Dans le cas de I’huile de Pistacia lentiscus sa richesse en produits bioactifs tels que les
acides gras, triglycérides, phytostérols, tocophérols...pourrait expliquer I’effet cicatrisant
constaté. Les constituants de cette huile agiraient par divers mécanismes, mettant en jeu un
effet de barriere et de protection, un effet antioxydant et anti-inflammatoire et enfin un
éventuel effet antimicrobien.(Djerrou, 2011 ; Paterniti et al.,2017)

Sachant que des effets synergiques entre les constituants de plusieurs remedes naturels
ont été rapportés (Abdeldjelil, 2016), nous avons comparé I’effet cicatrisant du mélange huile
de lentisque et huile de sésame avec I’effet individuel de chacun de ses deux constituants.

Notre résultat montre un effet cicatrisant du melange d’huile de lentisque et huile de
sésame, Malgré un effet négatif sur la rétraction des plaies d’excision lors des premiers jours
post-chirurgical, correspondant a la période inflammatoire de la cicatrisation.

Le mélange des huiles de lentisque et huile de sésame a permis un raccourcissement
significatif de la période d’épithélialisation (15 jours) grace a un effet cicatrisant marqué en
période proliférative de la cicatrisation par rapport aux plaies témoins (18 jours), et de méme
que le Madécassol (16 jours).

Il est donc nécessaire d’entreprendre des études dans ce sens, notamment en reprenant
I’étude effectuée par Boulebda et al.(2009) qui a évalué l'effet de I'huile grasse de fruits
Pistacia lentiscus sur la cicatrisation cutanée chez le rat, et comparer cet effet a celui des
fractions huileuses saponifiables et insaponifiables. L’huile du fruit et les deux fractions ont

été évaluées avec un médicament conventionnel, c’est-a-dire Madecassol®. Les résultats
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confirment clairement I'effet potentiel de la cicatrisation des plaies par 1’application d’huile de
lentisque et un pourcentage de contraction de 15,7 % dans le sixiéme jour.

Une étude comparative concernant les résultats de cicatrisation des plaies traitées par
I’huile de sésame ont démontré que le traitement par I’huile de sésame était plus efficace pour
cicatriser les plaies d'excision et de brdlure que les plaies d'incision, il augmente le poids des
tissus de granulation et la résistance a la rupture avec une contraction de 50% a 9 jours et une
période de réépithélisation de 14jours(Kiran et Asad, 2008).

Dans notre étude, I'effet cicatrisant comparatif entre les quatre produits a été
significativement différent, suggérant I’efficacité du PRP sur I’accélération de la cicatrisation
des plaies et suggérant I’absence d’un effet synergique entre ’huile de lentisque et I’huile de

sésame.
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Conclusion

Le PRP regroupe I’ensemble des éléments nécessaires a une cicatrisation optimale :
plaquettes, cytokines et facteurs de croissance, parfois leucocytes. Sa rapidité de préparation,
sa facilité de production, son utilisation aisée, sa faible nature invasive et son co(t
relativement bon marché sont autant d’arguments en faveur d’une thérapie de choix.

Notre étude sur les plaies expérimentales chez le lapin constitue une contribution a une
meilleure connaissance de ’effet cicatrisant du plasma riche en plaquettes obtenu par un
protocole de double centrifugation, sur la cicatrisation cutanée induite par 1’incision et
I'excision complete de la peau notamment par la comparaison de cet effet avec celui du
mélange de huile de lentisque et huile de sésame et le Madecassol.

Nos résultats ont montré que l'utilisation de PRP, réduisait I'inflammation au cours des
premiers jourspost-chirurgicale, réduisait la surface de contraction des plaies a (89,10%)
pendant la 1ére semaine et favorise I'épithélialisation en deux semaines de cicatrisation.

Au terme de notre travail, nous avons conclu que I’application topique du PRP est une
thérapeutique slre et efficace dans le traitement des cicatrices cutanées.

Une des limitations qu’on peut citer c’est : Qu’en sera-t-il le PRP dans 20 ans ?
L’utilisation du PRP sur la cicatrisation cutanée serait-elle un MYTHE en face a la
concurrence féroce ; les traitements par les cellules souches !"!'10u fera-t-elle définitivement
partie de notre REALITE ?

Ce travail n’est pas fini a cause du COVID19!!, et pour mieux confirmer les résultats

précédents, il serait important de dégager des perspectives comme suivantes :

e

*

Comparer des différents protocoles de préparation du plasma riche en

plaquettes avec des quantifications des plaquettes et leurs facteurs de

croissances.

¢ Etudier ’anatomie et pathologie aussi bien que les parameétres biochimiques
pour dévoiler I’aspect biochimique et histopathologique.

%+ Tester le PRP sur autre types de cicatrisation ; les brilures

% Etudier I’effet du PRP sur I’autogreffe de la peau.

¢+ Evaluer la propriété antimicrobienne du PRP pour la prévention des infections

associées a l'implant.
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Annexes |: Kit Plateltex®prep

Plateltex®prep doit étre exclusivement utilisé par un personnel médical formé, sous la
surveillance et la responsabilit¢ du médecin. En aucun cas, ’utilisation de ce kit ne peut étre
autorisée a des fins d’automédication. Les produits biologiques préparés doivent étre

employés dans le but d’une approche thérapeutique compléte et précise.

Description du contenu : le kit comprend trois emballages stériles :

N°1 : 1 aiguille 21G a ailettes + 6 tubes de 8,5 mL ACD (Citrate-Dextrose-Adénosine
acide) a bouchon jaune

N°2 : 1 seringue luer-lock de 20 mL avec aiguille en plastique + 2 tubes vides de 15
mL a bouchon bleu N°3 : 1 seringue luer-lock de 20 mL avec aiguille en plastique + 1
seringue luer-lock de 10 mL avec aiguille en plastique + 2 bouchons luer-lock.

Le protocole se déroule en 4 étapes :

Etape 1:

Vérifier les antécédents médicaux afin de s’assurer que le patient n’est pas sous
traitement anticoagulant. Préparer le patient a la prise de sang.

Ouvrir I’emballage n°1.

Utiliser le contenu de ’emballage n°1 pour effectuer la prise de sang du patient, selon
les protocoles de soins infirmiers (chacun des tubes sera fixé au systeme de collecte une fois
’aiguille insérée dans une veine du patient). Remplir les 6 tubes de sang du patient, pour une
collecte totale d’environ 50 mL.

Placer les tubes dans une centrifugeuse de maniére a équilibrer le systéme. Exécuter la
lére centrifugation : 160 a 180g pendant 10 minutes (selon le type de centrifugeuse : rotor
angulaire ou basculant

Etape 2 : sous une hotte a flux laminaire :

Retirer les tubes de la centrifugeuse, les ouvrir et les placer sur un support.

Ouvrir ’emballage n°2, déboucher les 2 tubes gradués (bouchon bleu) et les placer sur
un autre support. Monter I’aiguille en plastique sur la seringue de 20 mL.

Aspirer doucement (afin d’éviter les turbulences) du PRP des trois lers tubes (environ
5 mL/tube).

La récolte d’une petite partic des globules rouges n’affectera pas le processus.

Transférer le PRP dans un des 2 tubes gradués.
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Répéter la procédure avec les trois tubes restants et transférer le PRP dans le second
tube gradué. Fermer correctement les 2 tubes gradués.

Etape 3:

Placer les 2 tubes gradués dans la centrifugeuse de facon a équilibrer le systeme.
Exécuter la 2eme centrifugation : 1200 ou 1000g pendant 10 minutes.

Etape 4 : sous une hotte a flux laminaire : Retirer les tubes de la centrifugeuse et les
placer sur un support.

Ouvrir ’emballage n°3 et monter 1’aiguille en plastique sur la seringue de 20 mL.
Déboucher les 2 tubes gradués. Aspirer doucement, a I’aide de la seringue de 20 mL, le PPP
de telle sorte a laisser environ 1,5 mL de PRP+PPP au fond du tube.

Reépéter la procédure avec le second tube gradué.

Retirer et jeter 'aiguille. Fermer la seringue contenant le PPP a I’aide d’un bouchon
luer-lock.

La conserver éventuellement pour une utilisation future. Monter I’aiguille en plastique
sur la seringue de 10 mL. Secouer légerement le PRP+PPP du fond du tube gradué.

Collecter le concentré de PRP a I’aide de la seringue de 10 mL.

Le concentré de PRP est prét a I’emploi.

Le cas échéant, fermer la seringue a 1’aide du bouchon luer-lock.

Quelgques recommandations : Ne jamais utiliser le produit aprés la date d’expiration.
Stocker le kit dans un endroit frais et sec a I’abri de la lumicre. L’emballage scellé et étiqueté
contient du matériel stérile : ne jamais utiliser le kit si des anomalies sur le conditionnement

ont été constatées.
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Annexe I1 : Etapes de suture

Figure 35.Mise en place du nceud au niveau de la peau (Sevestre, 1980)
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Résume

Cette étude a été réalisée pour évaluer ’activité cicatrisante du PRP autologue par son application topique sur la
peau expérimentalement chez les lapins. L'étude a été menée sur 06 lapins males néo-zélandais cliniquement
sains répartis au hasard en deux groupes de trois lapins pour chacun. Quatre plaies cutanées d’incision de pleine
épaisseur (Groupe I) et d’excision compléte (Groupe IT) ont été créées chirurgicalement sur le dos de chaque
animal. Puis traitées avec le PRP qui a été obtenu par un protocole de Plateltex® dans la premiére plaie, la
deuxieme plaie a été traitée avec un mélange d’huile de lentisque et huile de sésame ; La troisieme plaie a été
traitée avec Madécassole; et la derniére avec une solution saline. Le processus cicatriciel a été estimé par
planimétrie digitale de la surface de contraction des plaies et examens macroscopiques aux 3, 6, 12, 18 et 24 éme
jours de guérison. Les résultats obtenus ont révélé qu'il s'agissait d’une accélération de la contraction des plaies
traités par le PRP et une réduction de la période d’épithélialisation par rapport aux autres applications, Aucun
effet synergique n’a été mis en évidence entre 1’huile de lentisque et I’huile de sésame. L'application de PRP
pourrait étre une bonne option thérapeutique pour les plaies cutanées.

Mots-clés : Plasma riche en plaquettes, lapins, plaies, cicatrisation, peau.
Abstract

This study was carried out to evaluate the healing activity of autologous PRP by its topical application to the skin
experimentally in rabbits. The study was carried out on 06 clinically healthy male New Zealand rabbits divided
into two groups of three rabbits for each.. Four full-thickness incision wounds (Group I), and complete
excisional wounds of skin (Group II) were created on the dorsal surface of each animal. Then treated with the
PRP which was obtained by a protocol of Plateltex® in the first wound, the second wound was treated with a
mixture of mastic oil and sesame oil; The third wound was treated with Madécassole; the last treated with
saline solution. The healing process was evaluated by digital planimetry and macroscopic examination of wound
skin at 3, 6, 12, 18 and 24 days of healing. The results obtained showed there was an acceleration of the
contraction of wounds treated with PRP and a reduction of the epithelialization period compared to other
applications, No Synergistic effects were found between mastic oil and sesame oil. PRP application could be a
good therapeutic option for skin wound.

Keywords: Platelet-Rich Plasma, rabbits, wounds, healing, skin.
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