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INTRODUCTION

La mise au point d’adjuvants chirurgicaux bioactifs capable de maintenir le
processus inflammatoire et de potentialiser la cicatrisation fait partie des grands défis
de la médecine régénérative. En effet toutes disciplines médicales faisant appel aux
techniques d’autoréparation tissulaires restent un probléme récurent et objet de
discussion de la recherche innovatrice (Dohan et al.,, 2005). Les concentrees
plaquettaires autologues tels que le PRP (plasma riche en plaquettes), issus de la
technologie des colles de fibrine des années 1990 offrent une nouvelle stratégie
thérapeutique et un défi d’espoir au centre de I’attention des patients souffrant des
pathologies réfractaires et rebelles aux traitements classiques. D’autant plus qu’ils
peuvent s’avérer peu couteux, de fabrication aisée et rapide. En outre, depuis janvier
2011, ils ne sont plus repris sur la liste des produits dopants (Smets et al., 2012). Dans
cette optique, plusieurs études ont été rapportées mais largement controversees, dont
la principale divergence est I’absence d’un consensus exact concernant les protocoles
de sa préparation. (Anitua et al., 1999 ; Marx, 2004 ; Aghaloo et al., 2002).

La cicatrisation des plaies est I’'un des événements biologiques les plus
complexes apres la naissance (Gillitzer et al., 2001). C’est un processus physiologique
qui permet la restauration tissulaire grace a une cascade organisée d’événements
cellulaires et moléculaires complexes. Classiqguement on distingue deux modes de
cicatrisation des plaies cutanées suivant les conditions de traumatisme et de
traitement. Des plaies de premiére intention, cicatrisent rapidement et sans
contraction, et des plaies avec pertes de substance, cicatrisent moins rapidement ou
par deuxiéme intention. Parmi les événements biologiques qui génerent la
cicatrisation, I’étape inflammatoire, dite parfois méme cruciale, initiée souvent par un
mécanisme d’hémostase qui a pour objet d’empécher la perte accidentelle du sang.
Ostvar et al., (2015), ont rapporté que les plaquettes jouent un rdle capital dans le
processus de guérison des plaies cutanées, et leurs activations s’accompagnent par une
production secrétoire des différents facteurs de croissance qui agissent soit

directement ou indirectement sur tous les aspects de la cascade de cicatrisation.

Actuellement, la cicatrisation est sujette aux complications de la peau chez les

ovins. En médecine vétérinaire, la demande accrue aux produits qui accélérent la
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cicatrisation et améliorent l'aspect esthétique fait I’objet de plusieurs recherches

médicales et économiques (Sardari et al., 2006).

Avec I’hypothése que le plasma riche en plaquettes favorise la guérison des
différents tissus et qu’il peut stimuler I’épithélialisation de la peau, cette présente
these aura pour but d'évaluer I’efficacité du PRP autologue par son application

topique sur des plaies cutanees produites expérimentalement chez les ovins.

Notre étude consiste aussi a :

Comparer les différents méthodes de préparation du plasma riche en plaquettes chez
les ovins, afin d’apprécier une méthode fiable de préparation du PRP chez les ovins.

Caractériser les différentes étapes du processus cicatriciel cutané chez les ovins.

Evaluer le processus de cicatrisation par des mesures morphométriques (étude de

variation du pourcentage de contraction des plaies).

Caractériser tous les changements histopathologiques de la cicatrisation cutanée

chez les ovins, liés a I’administration du PRP.
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La peau des animaux domestiques, est I’organe le plus étendu du corps, a la fois en poids
et en superficie, elle se caractérise par de grandes variations selon la région du corps qu’elle
recouvre (heath et al, 2008). Elle constitue une barriere physique entre I’environnement
extérieur et I’intérieur de I’organisme. Elle protége I’organisme contre les agressions

extérieures, qu’elles soient chimiques, physiques, microbiologiques ou immunologiques.

1. Structure de la peau et ses annexes

L architecture de la peau est tres complexe. Elle comprend, avec ses annexes, tous les
tissus histologiques, sauf les tissus osseux et cartilagineux. La peau est subdivisée en quatre
régions superposées qui sont de la superficie vers la profondeur (Wheater et al. 1979):

e |’épiderme, correspond a une couche superficielle en contact directe avec le milieu
extérieur ;

e la jonction dermo-épidermique;

e le derme ou chorion, correspond a une couche épaisse de tissu conjonctif fibro-
élastique ; nourricier et richement vascularisé.

e |’hypoderme, ou couche sous-cutanée qui contient du tissu adipeux en quantité variable
(figure 1).
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Figure 1: Vue tridimensionnelle schématique d’une coupe de la peau chez les mammiferes
(Gartner et Hiatt, 2015).
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Dans les différentes régions du corps la peau varie par son épaisseur (Tableau 1), sa
couleur et la présence ou non des poils, glandes et ongles (Wheater et al., 1979).
L’ épiderme est plus épais sur la ligne dorsale et plus fin sur la ligne ventrale, les aires

prégénitales et les pavillons auriculaires. (Carlotti et Mathet, 1994).

Tableau 1: Variations de I’épaisseur de la peau en fonction des espéeces

Le chat 0,40 mm -02 mm Moor et al., (2001)
Le chien 0,50 mm — 05mm Moor et al., (2001)
Le cheval 01,70 mm - 6,3 mm Scott et Miller 2003)

Le mouton 2,5mm-2,8mm Alzhaxina et al.,(2014)
L’homme 0,50 mm - 03 a 04mm Chevroment (1975)

1.1. L’épiderme

Correspond a une couche superficielle épithéliale d'origine epiblastique, de point de vue
histologique, c’est un épithélium de revétement pluristratifié pavimenteux kératinisé et
avasculaire qui se renouvelle constamment. Il renferme quatre types de cellules épithéliales

réparties en cing couches (Marieb, 2010).

1.1.1. Les cellules

e Les kératinocytes, secretent la kératine (protéine fibreuse) formant la masse principale
de I’épiderme. Chaque kératinocyte évolue vers la kératinisation.

e Les mélanocytes, qui produisent de la mélanine qui colore les kératinocytes et donne la
couleur de la peau. Ils protégent la peau des rayons ultra-violets du soleil.

e Les cellules de Langerhans (macrophagocyte intra épidermique), produites par la
moélle osseuse, elles migrent vers I’épiderme ou elles phagocytent les antigenes puis les
présentent aux lymphocytes (réaction immunitaire).

e Les cellules de Merkel, mécanoréceptrice, en petit nombre elles jouent un role de

récepteur sensoriel du toucher.
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1.1.2. Les différentes couches de [I’épiderme (Marieb, 2010): I’épiderme
comporte cing couches de cellules qui évoluent de la profondeur vers la

surface (figure2)

Stratum corneum
Stratum lucidum

- Stratum granulosum

Epidermis - '
- {—— Stratum spinosum
=0 Langerhans cell
— &E-'E‘ff— T & Melanocyte
L Merkel cell
Stratum basale
| Basement membrans
Dermis -

Blood vessel

Figure 2 : Organisation schématique de la structure de I’épiderme (Gartner et Hiatt, 2015).

- Lacouche basale (Stratum germinativum)

Couche la plus profonde qui repose sur la membrane basale qui délimite la jonction
dermo-épidermique (Dadoune et al., 1990).
Une seule assise de cellules précuresseurs cubiques et rondes, basophiles
principalement des kératinocytes (85-90%).

Indispensables a la cicatrisation c’est elle qui assure I’épithélialisation

- La couche des cellules a épines ou couche épineuse (Stratum spinosum ou corps

muqueux deMalpighi).

Cette couche est composée de plusieurs assises de kératinocytes volumineux et
polygonaux correspond aux cellules filles (acanthocytes) (Viguier et Degorce,
1992).

Les limites cellulaires apparaissent hérissées d’épines (desmosomes) vers lesquelles
convergent les tonofilaments (Dadoune et al., 1990).

Le nombre est variable en fonction de la région. Il ne dépasse pas une ou deux
couches dans les zones poilues, plusieurs assises dans les zones glabres (les

coussinets, la truffe, bourlet coronaire chez le cheval) (Scott et Miller, 2003).
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- Lacouche granuleuse (Stratum granulosum)

e Formée de 3 a 5 assises aplaties a noyau pycnotique extrémement basophile
caractérisée par la présence de nombreuses granulations intracellulaires
(keratohyaline) participant au processus de kératinisation.

. Chez les bovins, ces granules contiennent de I’histidine, de I’arginine, de la

sérine et de la glycine (Roblin,2008).

- Lacouche claire (Stratum lucidum) seulement plante des pieds et paume des mains.

e D’aspect vitreux trés réfringent, ne s’observe que dans la peau tres épaisse seulement
présente au niveau de I’épiderme épais qui apparaitre homogéne et se colore
fortement par I’éosine (Bevelander, 1973).

e Cette couche homogeéne formée de 3 a 5 assises de cellules aplaties, éosinophiles et

anucléés separant le stratum granulosum et la couche cornée (Wheater et al., 1979).

- Lacouche cornée (Stratum corneum) couche supérieur de I’épiderme
e Formeée par I’entassement des cellules aplaties kératinisée et annucleées.
e Cytoplasme dépourvu d’organites, est occupé par des fibres de kératine qui se

présentent sous forme de microfilaments (Dadoune et al., 1990).

1.2. Le derme

Le derme, représente la majeur partie de I’épaisseur de la peau, allant de 0,6 mm ou plus
dans la peau des paupiéres a 3mm ou plus dans la plante des pieds, et plus mince chez la
femme que chez I’homme (Fawcett, 2002). Le derme ou chorion est une couche compacte de
tissu conjonctif fibro-élastique, au sein duquel on observe le réseau vasculaire, le réseau
nerveux et le systeme lymphatique de la peau (Stevens et al., 1993). Il est composé de deux
couches, le derme papillaire superficiel, situé sous I’épiderme, et le derme réticulaire, plus
profond, recouvrant I’hypoderme (Wheater et al., 1979). Certaines des papilles que le chorion
envoie dans I’épiderme contiennent des anses capillaires et d’autre contiennent des
terminaisons nerveuses (Bevelander, 1973). A I’état normal, le derme ne contient qu’un trés
petit nombre de cellules. 1l s’agit essentiellement de fibroblastes inactifs qui assurent le
renouvellement du tissu conjonctif, d’histiocytes, de mastocytes et quelques cellules d’origine

sanguine : granulocytes, lymphocytes, ainsi que de rares plasmocytes (Coujard et al., 1980).
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Dans la couche papillaire on distingue ainsi des cellules pigmentaires et elles se caractérisent
surtout par la présence d’expansions nerveuses qui font généralement défaut dans le derme
proprement dit, les corpuscules de Meissner, sont par excellence des organes de tact qui
apprécient des contacts légers (Chevroment ,1975). Le derme est responsable de la texture, de
I’élasticité, de la solidité et de la cicatrisation de la peau. Son rdle est majeur lors de
cicatrisation par seconde intention ou la contraction fait intervenir ces propriétés élastiques

qui contribuent pour donner a la peau son eépaisseur normale (Muller, 1980 ; mailot, 1993).
1.3. La jonction dermo-épidermique

La jonction entre le derme et I’épiderme est une région importante reliant ces deux
couches. Elle est organisée d’une fagcon a empécher la séparation du derme et de I’épiderme
par des forces de cisaillement (Stevens et al., 1993). En microscopie électronique on distingue
trois composants superposés outre la membrane plasmique de la cellule basale (trés sinueuse)
de I’épiderme avec des hémi-desmosomes. De I’épiderme au derme, elle apparait constituée
de la lamina lucida contenant les lamnines 1, 5,6 et le nidogéne, la lamina densa formée de
collagéne de type IV et la zone fibro-réticulaire, riche en fibronectine (Coujard et al., 1980 ;
Dadoune et al., 1990).

1.4. L hypoderme

L’hypoderme est constitué de tissu conjonctif lache qui relie la peau aux organes sous-
jacents, en leur assurant une certaine mobilité. L”hypoderme contient des cellules adipeuses
qui forment le pannicule adipeux, dont I’importance variée selon la région du corps, le sexe et
les habitudes alimentaires du sujet (Dadoune et al., 1990). Le tissu adipeux qu’il renferme est
séparé par des cloisons fibreuses et contient les principaux vaisseaux sanguins et troncs
nerveux destinées au derme sus-jacent (Stevens et al., 1993). Les fibres de base de
I’hypoderme sont des fibres de collagenes dirigées en tous sens mais assez parallelement a la
surface de la peau. Elles sont abondantes et épaisses a la paume des mains, a la plante des
pieds et adhérentes aux aponévroses sous-jacentes (Coujard et al., 1980). L’épaisseur de
I’hypoderme varie en fonction des territoires cutanés mais aussi en fonction de [I’état
d’engraissement de I’animal. Les roles de I’hypoderme sont principalement d’assurer une
réserve énergétique adipeuse, une isolation thermique, une protection mécanique en
amortissant des chocs et un maintien des formes de la surface corporelle. Il est également
considéré comme un réeservoir des stéroides et un site de metabolisme et de synthese

d’hormones stéroides telles que les cestrogénes (Olivry, 1993).
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2.La vascularisation, innervation et réseau lymphatique cutané

2.1. Lavascularisation de la peau

La peau recoit le sang des gros vaisseaux situés dans le tissu sous-cutané qui donne
naissance aux branches traversant I’hypoderme en donnant des collatérales pour les lobules
adipeux et les glandes sudoripares. Ces vaisseaux forment un réseau artériel profond
planiforme (Coujard et al., 1980). Ce reseau, siégeant a la jonction dermo-hypodermique
appelé plexus cutane. Au niveau du derme moyen des branches ascendantes de ce réseau
formant un réseau planiforme superficiel ou sous papillaire qui se ramifie et donne le réseau
capillaire dans chaque papille, autour des glandes sébacés et de la gaine du follicule pileux
(Fawcett, 2002). Le retour sanguin est assuré par un réseau veineux a disposition paralléle au
réseau artériel. La vascularisation cutanée présente une disposition inhabituelle qui tient
compte de plusieurs nécessités fonctionnelles parfois contradictoires : la nutrition de la peau,
I’augmentation du flux sanguin pour faciliter la déperdition calorique en cas de chaleur, la

vasoconstriction pour les diminuer lorsqu’il fait froid (Wheater et al., 1979).
2.2. L’innervation cutanée

La peau est un organe sensoriel, est richement innervée et donc particulierement sensible a
la douleur. Elle renferme de nombreuses terminaisons nerveuses de différents types (Wheater
et al., 1979). Des nerfs efférents abondants activent les glandes de la peau et commandent le
flux sanguin en changeant le calibre de petites artéres (Fawcett, 2002). Ils innervent
également les annexes cutanées, en particulier les muscles érecteurs des poils et les glandes
sudoripares (Wheater et al., 1979). Des nerfs sensitifs afférents cutanés qui comprennent a la
fois des terminaisons nerveuses libres et des terminaisons nerveuses encapsulées spécialisées.
Les terminaisons libres (myélinisées ou non myeélinisées) sont nombreuses et sont sensibles a
la douleur, prurit et a la température (Stevens et al., 1993). Elles siegent dans le derme
papillaire et envoient des rameaux dans I’épiderme dont certains s’associent avec des cellules
de Merkel et agissent comme des mécanorécepteurs d’adaptation lente. Les corpuscules de
Meissner qui sont des mécanorécepteurs d’adaptation rapide responsable de la sensation du
toucher. Ils sont particulierement abondants dans le derme papillaire de la pulpe des doigts et
des orteils, et des paumes des mains et des plantes des pieds. Dans les corpuscules de Vater-
Pacini, volumineux (1-2mm) isolé ou en petit amas, situé dans I’hypoderme capable surtout
de déceler les vibrations et les mouvements (Dadoune et al., 1990). Les corpuscules de Ruffini

sont de simples mécanorécepteurs dermiques fusiformes ou feuilletés (Coujard et al., 1980).
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Ils sont constitués d’un neurone associe a des fibres de collagéne, localisés surtout dans la

plante du pied.
2.3. Le réseau lymphatique cutané

Les vaisseaux lymphatiques sont constitués par un réseau de vaisseaux a sens unique
permettant le retour de liquide interstitiel vers le sang via des nceuds lymphatiques. Dans la
peau, les capillaires lymphatiques naissent par une anse borgne (en cul-de-sac) au sommet des
papilles dermiques et suivent le trajet du réseau veineux pour converger et former des canaux
collecteurs qui par confluences successives aboutissent aux canaux lymphatiques principaux
qui débouchent dans les grosses veines a la base du cou, pres de I’oreillette droite (Viguier et
Degorce, 1992). D’apres (Skobe et Detmar, 2000), la structure des capillaires lymphatiques
est différente de celles des capillaires sanguins sur plusieurs aspects importants :

e Les capillaires lymphatiques ont une lumiére plus grande (jusqu’a 60um) et plus
irreguliere que celle des capillaires sanguins (17-22um).

e Les cellules endothéliales des capillaires lymphatiques contiennent de nombreux
filaments cytoplasmiques orientés longitudinalement, leur conférant une fonction
contractile.

e Les capillaires lymphatiques ne sont pas entourés par une membrane basale ou celle-ci
est peu développée.

e Les capillaires lymphatiques n’ont pas de péricytes

e Les capillaires lymphatiques présentent une moins grande densité de jonctions serrées
et de jonctions adherens.

3. Les annexes cutanées (glandes et phaneres)

Des annexes de la peau présentées dans la figure 3, font saillie a la surface et sont visibles. Ce
sont les phanéres, des productions cornées parmi lesquelles on range les poils, les ongles, les
plumes des oiseaux (Chevroment, 1975). Dans ce qui suit nous n’envisagerons que le premier

type de phanere (les poils).




Revue bibliographique

sudoripare

% = 3 p):l
psass Q}R&’ ’\T@H )/% Mgrgmff.““

Figure 3: Schéma de l'organisation des annexes cutanées (Stashak, 1984)

3.1. L’appareil pilo-sébace

Les poils sont présents sur toute la surface du corps sauf au niveau des jonctions cutanéo-
mugqueuses ou ils se raréfient. Les poils se développent a partir des invaginations profondes de
I’épiderme, appelés follicules pileux. Ces derniers, forment une unité composée d’un poil, de
deux glandes sébacées et d’un muscle arrecteur (Fawcett, 2002). Le poil proprement dit, il
comporte deux parties ; la tige, qui dépasse la surface de la peau. Le bulbe qui termine la
racine et entoure la papille conjonctive. Partant de son bulbe et de sa partie supeérieur de flancs
de la papille conjonctive, le poil présente une évolution ascendante, qui se termine par un
filament kératinisé (Chevroment ,1975). Cet élément kératinisé possede en son centre une
médulla, entourée par le cortex qui est recouvert par une fine cuticule. Le cortex, couche
principale, pluristratifiée, est composée de cellules cornifiées (Bevelander, 1973).

Le bulbe du follicule pileux subit une atrophie considérable pendant les phases de
régénération et de repos, il est remis en état au début de la phase de croissance suivante. Lié a
la gaine de tissu conjonctif du follicule pileux, se trouve un ou plusieurs faisceaux de fibres de

muscle lisse formant le muscle arrecteur du poil. Chez les animaux a toison leur contraction
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sert a dresser les poils ce qui augmente I’efficacité de la fourrure comme une barriére
thermique. Chez I’homme, leur contraction en réponse au froid confére a la peau I’aspect

d’une chair de poule (Fawcett, 2002).

3.2. Les glandes cutanees

Chez les vertébrés supérieurs, les glandes de la peau sont de deux espéces : les glandes
sébacées et les glandes sudoripares, auxquelles se rattache la glande mammaire. Elles drivent
de I’ectoblaste primaire ; elles proviennent de bourgeons épidermiques qui se sont enfoncés
dans le derme (Chevroment, 1975).

3.2.1.La glande sébacée

Les glandes sébacées sont des annexes des follicules pileux, présentes sous deux formes.
Pour la plupart, elles sont associées aux follicules pileux et se développent sous forme de
protrusions latérales a partir des follicules, a peu prés a la jonction entre leur tiers supérieur et
leurs deux trieres inferieurs (Wheater et al., 1979). La glande sébacée associée aux poils
dérive d’un bourgeon de la gaine épithéliale externe du follicule pileux. Les glandes sébacées
typiques sont acino-alvéolaires simples ou composées, a sécrétion de type holocrine. Elles
sont constituées d’une partie sécretrice, I’alvéole, et d’un canal excréteur court bordé par un
épithélium pavimenteux stratifié en continuité avec la gaine épithéliale (Dadoune et al., 1990).
Ces glandes secrétent une substance huileuse, le sebum, a la surface du poil, dans la partie
supérieure du follicule. Le sébum protege les poils et la surface cutanée de I’eau. Au niveau
des zones de transition entre la peau et les muqueuses (paupiére, levres, gland petite lévres et
mamelon), les glandes sébacées sont indépendantes des poils et secrétent directement a la

surface de la peau (Wheater et al., 1979).
3.2.2. Les glandes sudoripares

Il en existe deux types: les glandes sudoripares proprement dites ou glandes endocrines,
indépendante du poil, et les glandes sudoripares modifiées, ou apocrines annexées au

follicule pileux.
3.2.2.1. Les glandes ecrrines

Les glandes ecrrines, sont plus profondément situées et logés dans le tissu conjonctif sous-
cutané. Elles sont présentes dans toute I’étendue de la peau ; elles manquent parfois au

pavillon de I’oreille ainsi qu’a I’ourlet des lévres et a la surface interne de prépuce
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(Chevroment, 1975). Elles sont plus nombreuses au niveau de la paume des mains et de la
plante des pieds. Elles sont trés développées chez les habitants des régions tropicales. Ces
glandes élaborent la sueur, elles sont tubuleuses, constituées d’un canal excréteur sudorifere et

d’une partie sécrétrice ou pelotonnée (glomérule) qui siége dans le derme.
3.2.2.2. Les glandes apocrines

Sont des glandes plus volumineuses que les précédentes. Elles ne débouchent pas directement
a la surface de I’épiderme mais dans la gaine d’un follicule pileux ou a un orifice pilo-sébacé,
a I’exception de la glande mammaire (Chevroment, 1975). Comme dans une glande sébaceée,

leur canal s’ouvre dans le canal d’un follicule pileux
4. Histophysiologie de la peau

La peau est un organe actif métaboliquement complexe, qui joue des réles physiologiques

importants :
4.1. Laprotection

Chez la majorité des vertébrés, la peau est considérée comme un moyen efficace de
protection vis-a-vis des agressions extérieure (fourrure épaisse, plumes, éecailles et épines).
Néanmoins, chez I’homme et malgré I’absence de ces structures, la peau a toujours une
fonction protectrice. En effet, la kératinisation de la couche cornée oppose une résistance
souple aux traumatismes directs ou par tractions (Fawcett, 2002). Ces fonctions dépendent
principalement du derme dont I’armature collagene extensible jusqu’a un certain point tandis
que les fibres élastiques permettent le retour a la position antérieure. La protection contre les
radiations est réalisee par le systeme pigmentaire constitué par les mélanocytes qui produisent
des mélanosomes dispersées dans le cytoplasme des mélanocytes adjacents (Coujard et al.,
1980). En ce qui concerne la protection vis-a-vis des micro-organismes, le revétement cutanée
posseéde également un matériel intercellulaire riche en lipides qui empéche I’entrée des

toxines provenant de I’environnement.
4.2. La sensibilité cutanée

Comme nous I’avons déja mentionnée, la peau possede des récepteurs spécifiques
éparpillés dans les différents points cutanés, capables d’assurer la transmission et de
perception de diverses sensations de tact (toucher), de pression, de douleur et de froid
(Chevroment, 1975).
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4.3. La thermorégulation

La peau assure la fonction d’homéostasie thermique dans un milieu extérieur a température
variable. La perte calorique se fait par convection, par radiation et par évaporation. Les deux
premiers types d’échange thermique sont principalement sous effet de vasodilatation
(ouverture des anastomoses arterio-veineuses). L’évaporation, est assurée par les glandes
sudoripares ecrrines (Coujard et al., 1980). Dans un environnement chaud, le flux sanguin
cutané peut augmenter chez I’homme jusqu'a 2 a 3 I/m/min. Dans des conditions extrémes de
froid, la vasoconstriction favorise les anastomoses arterio-veineuses pour réduire le flux a 50
I/m/min (Fawcett, 2002).

4.5. La surveillance immunologique

En plus d'agir comme une barriére physique, la peau joue également un rdle immunologique
important. Elle contient normalement tous les éléments de I'immunité cellulaire, a I'exception
des cellules B (Gawkrodger, 2002). Les composants immunitaires les plus importants de la
peau sont représentés essentiellement par les cellules de Langerhans qui présentent les
antigenes aux lymphocytes. Bien que le nombre des lymphocytes observés dans I’épiderme
paraisse faible. Mais dans I’organe tout entier resta plus important que dans le sang (Fawcett,
2002).

4.6.La régénération de la peau

D’une maniere générale, les processus regénératifs tendent a rétablir un équilibre détruit, a
assurer une réparation organique (Chevroment,1975). Le renouvellement de I’épiderme est
assuré par la division des cellules de la couche basale. La réparation des structures cutanées

constitue le phénomeéne de la cicatrisation.
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1. Généralités

La guérison des plaies est I'un des événements biologiques les plus complexes apres la
naissance. Il s'agit d'un processus complexe de remplacement des tissus morts par un tissu
vital (Vidinsk et al., 2006). Une blessure est généralement définie comme étant tout type de
Iésions tissulaires, pouvant entrainer un changement de Il'architecture originale des tissus et la
rupture de I'hnomeéostasie (Stocum, 1995; Gurtner et al., 2008). La blessure est suivie par
I'activation de divers événements extracellulaires et intracellulaires qui agissent finalement
pour rétablir l'intégrité tissulaire et de restaurer I'équilibre physiologique (Gurtner et al.,
2008). Les détails du processus de réparation de la plaie sont complexes et variés, et
influencés par de nombreuses caracteristiques telles que la taille, la gravité et la nature de la
blessure, ainsi que le site de la blessure. Malgré cette diversité, le processus global de la
cicatrisation est la séquence des événements de réparation qui sont le plus souvent tres
semblables (Gurtner et al., 2008).

Les plaies cutanees sont les lésions les plus fréeqguemment étudiées et bien documentées
pour I'étude de la réparation des plaies en raison de leurs localisations, permettant ainsi un
acces facile et une visualisation fiable (Ferguson et O'Kane, 2004). Selon la Wound Healing
Society; Les plaies sont définies comme une perturbation de la structure et de la fonction
anatomique normale de la peau (Atiyeh, 2002). Une plaie est généralement classifiée comme
étant aigué ou chronique. Les plaies aigués sont caractérisées par des processus réparateurs de
guerison qui se produisent d’une fagon organisée en temps opportun plutdt que de processus
régénératifs. Alors que dans les plaies chroniques, comme les ulcéres de stase veineuse, les
plaies de pression et les ulceres diabétiques, le processus de guérison réparatrice se produit a

un taux reduit qui se traduit par la fermeture de la plaie incomplete.

Les investigations biomédicales sur des plaies cutanées d’incisions et d’excisions (y
compris les plaies d’amputations et les brulures) ont révélés une réponse cellulaire et tissulaire
comparable et une séquence d'événements de réparation semblables. En effet, la cicatrisation
fait intervenir une cascade de mécanismes biochimiques et cellulaires qui concourent a la
restauration de la continuité de la peau et de la majorité de ces fonctions aprés un
traumatisme. Il s’agit d’un processus inflammatoire spécifique au tissu cutané qui s’acheve
par la mise en place d’un tissu cicatriciel tres fibreux (figure 4). Dans ce chapitre, nous allons
nous intéresser a décrire les principaux mécanismes de guérisons des plaies cutanées chez les

mammifeéres.
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Figure 4: les principaux événements et étapes de cicatrisation (Kumar et al., 2015)

(A)Immédiatement aprés une lésion tissulaire, I'némostase est réalisée par dé granulation plaquettaire et

exposition des agents thromboplastiques tissulaires.

(B) Dans les 24 heures, un afflux de neutrophiles dans la plaie se produit. Les neutrophiles détruit les débris, les
bactéries et sécretent des cytokines pour l'attraction et I'activation des monocytes et des lymphocytes. Les

kératinocytes commencent leur migration lorsqu'une matrice provisoire est présente.

(C) Deux a trois jours aprés la lésion, les macrophages deviennent le type cellulaire inflammatoire prédominant
dans les cellules propres, des plaies non infectées. Ces cellules régulent alors le processus de réparation par la
sécrétion d'une armada de facteurs de croissance, y compris les types qui induisent la migration et la prolifération

des fibroblastes et des cellules endothéliales.

(D) Les fibroblastes sont activés et présents sur le site de la Iésion de 3 a 5 jours apres la blessure. Ces cellules
sécrétent Les composantes matricielles et les facteurs de croissance qui continuent de stimuler la guérison. La

migration des kératinocytes commence La nouvelle matrice. La migration commence a partir des bords de la
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plaie ainsi que des nids de cellules épidermiques des glandes sudoripares et Follicules pileux au centre de la

plaie.

(E) La cicatrisation est le résultat de la guérison dans la peau postnatale. La cicatrice est composée de faisceaux
de fibre de collagene désorganisés et denses. Le remodelage se produit jusqu'a 1 a 2 ans aprés la blessure et
consiste en une nouvelle réticulation du collagéne et une régression des capillaires qui rendent compte du

ramollissement de la cicatrice et de son changement de couleur du rouge au blanc.

2. Lesdifférentes étapes de la cicatrisation

Chez les mammiféres, la réparation d’organes ou des tissus lésés ne se fait que par
cicatrisation en association de la régénération des composants tissulaires. A ce jour, la
cicatrisation cutanée a été largement étudiée chez la souris, le rat, le porc, le mouton, le
marsupial, le singe et I’homme (Occleston et al.,2010). Différentes étapes se succédent d’une
maniére continue sous la dépendance de facteurs dynamiques locaux, régionaux et
systémiques. Traditionnellement, la cicatrisation est décrite selon quatre phases (figure 5)
pour en simplifier la compréhension, mais elles sont toutes imbriquées les unes aux autres
phases et pouvant coexister simultanément au sein d’une méme plaie (Singer et Clarke, 1999 ;
Miller et Nanchahal, 2005 ; Gurtner et al., 2008). Le schéma présenté ci-dessous (figure 4) et
les données résumées dans le (Tableau 2), montrent les différentes étapes du processus

cicatriciel ainsi que les principaux événements cellulaire observés.

Injury
0 7 days 14 days

Hemostasis Inflammation Proliferation Remodeling

* Blood Vessal MNeutrophn secrete
Canstriction NO to kill bacteria . mm Fibrobiasts secrote collagen
% Platebat * Macrophages i Smﬂeﬁﬂi'l‘m to strengthen wound.
Aggregation phagacyte debris & > Epidermal cell migration ~ ~  Wound remodeling aceurs
¥ Neutrophil bacteria Granulation tissue is to reorganize fibers
migraticn Macrophages formed from Waound contracts Increasng
secrete angiogenic macrophages, fibroblasts tissue integrity
factars and new capillaries ¥ Keratinocytes grow over
connective tissue to close

wolind

Figure 5: les principales étapes de la cicatrisation des plaies (Schwartz et al., 1999).
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Tableau 2 : Schéma général de la réponse inflammatoire (Delverdier,2002).

Durée Chronologie Evénements
Bhase 2 a4 minutes [JO e Iésjc-n initiale
o liberation et activation de
silencieuse Premiéres meédiateurs vasoactifs
minutes
Phase Environ 24 —_— vaspdilataticn, stase
vasculaire heures cedeme
Le 1% jour diapédese des
neutrophiles
Phase Environ 24 [J1 weem activation des
lulai heures macrophages
d:?jéL’::rlsrﬁjn diapédése des monocytes
Le 2*™ jour intervention éventuelle
des lymphocytes
J2 activation des fibroblastes
2*™ jour resolution
Evolutions possibles | Trés variables aprés
(exemples). quelques abcedation
jours
Dependent de
I'étiologie de la plaie, de quelgues
de la réactivité du jours a
patient et des gquelques cicatrisation
traitements réalisés. semaines
de
quelques chronicité (granulomes,
semaines infiltrats, ulcéres, ..}
a quelgues
mais

2.1. la phase de reponse instantanée (hémostase)

Cette réponse immédiate aux lésions tissulaires est principalement déclenchée par la

rupture des vaisseaux sanguins et des cellules épidermiques présentées sur les bords libres du

site de la plaie. Ces cellules transmettent plusieurs signaux dites de «stress» instantanement

apres la lésion tissulaire. Les vaisseaux sanguins locaux endommageés réagissent en favorisant

I'agrégation plaquettaire pour former un caillot de fibrine « clou plaquettaire ». Ce dernier a

pour objectif d'atteindre I'hémostase et d'arréter la perte de sang (Shaw et Martin, 2009).
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2.2.  Etape inflammatoire

La phase inflammatoire (Figure 6) a lieu habituellement pendant les premiéeres 48 heures
suivant la lésion et est caractérisée par une hémostase et un recrutement de cellules
inflammatoires sur le site de la plaie (Gurtner et al., 2008). Une blessure de la peau au-dela de
I'épiderme, par des moyens naturels ou chirurgicaux, entraine des dommages des vaisseaux
sanguins ce qui se traduit immédiatement par I’hémostase. L'hémostase initie par la cascade
de coagulation et se termine finalement par la formation d'un bouchon au niveau de la plaie
(Singer et Clark, 1999; Gurtner et al., 2008). Pendant la coagulation, un bouchon plaquettaire
a été formé (hémostase primaire), renforcé plus tard par la matrice de fibrine et les facteurs de
coagulation (hémostase secondaire). Cette matrice de fibrine fonctionne également comme

un échafaudage pour la migration cellulaire (Miller et Nanchahal, 2005).

Inflammatary Phase (Day 3)

£ KGF  opar TTgIF:::;
VEGF \ TGF-83
Dermi
o S+ FGF-2 \ l /
> N

FGF-2

R~ Fil:rcn:alunt TGF{H‘(

= Fibroblast

Figure 6: Cicatrisation de la plaie a trois jours (Singer et clark ,1999).

2.3. la phase cellulaire de détersion

Les premiéres cellules envahissent le site de la plaie sont des neutrophiles et des
monocytes (Miller et Nanchahal, 2005). Les neutrophiles vont affluer vers le site
inflammatoire environ 06 heures aprés la formation de la plaie. Leurs nombre atteint
généralement un pic de 24 a 48heures aprées la formation de la plaie puis décroit rapidement si
la plaie n’est pas infectée (Fowler, 1993). Ils sont attirés sur le site de I’inflammation gréce a

un mediateur chimiotactiques au sein de la matrice extracellulaire précédemment formée tels
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que I’IL-1, I’IL-6, le TNF-a, le TGF-B, la fraction C5a du complément, le leucotriéne B4, des
peptides solubles bactériens et des produits de dégradation tissulaires (Fowler,1993;
Gregory, 1999 ; He, 2006). Les secondes cellules a affluer sont les monocytes, environ 12
heures post-traumatisme. Cette migration est surtout influencée par le TGF-R, qui favorise la
différenciation des monocytes en macrophages qui vont prédominer au 3°™- 5°™ jour post-
traumatisme. Les macrophages, participent au nettoyage du site de la plaie par phagocytose
des detritus et de divers micro-organismes (Miller et Nanchahal, 2005). Les macrophages
libérent également divers facteurs de croissance, y compris le facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF) et le facteur PDGF, ce qui amorce la formation de tissu de
granulation (Singer et Clark, 1999). Les lymphocytes arrivent plus tardivement sur le site de
I"inflammation et leur nombre connait un pic vers le 06°™ jour aprés la formation de la plaie.
Les lymphocytes secretent la lymphokine soluble capable d’inhiber la réplication et la
migration des fibroblastes et la synthése de collagéne. La phase de détersion se termine quand
tous les obstacles & la cicatrisation ont été éliminés de la zone Iésée. Une plaie infectée ne

pourra jamais cicatriser.
2.4.  Laphase proliférative des tissus:

Chez I’lhomme la phase proliférative est subdivisée en 4 evénements fondamentaux, qui se

déroulent formellement entre le 2°™ et le 10°™ jour post-traumatisme.

2.4.1. Laformation du tissu de granulation « bourgeon charnu »

La formation de tissu de granulation résulte de deux processus confondus ; I’activité
fibroblastique associée a I’angiogenese. Le rdle des macrophages au cours de ce processus est
remarquable, ils produisent diverses substances qui stimulent I'angiogenese et favorisent la
différenciation des fibroblastes (figure 7). Ceux-ci incluent le facteur de croissance
transformant (TGF), qui favorise la formation de nouveaux tissus et vaisseaux sanguins, et le
facteur de nécrose (TNF), ce qui facilite la décomposition du tissu nécrotique, en stimulant la
prolifération (Nathan et al., 1987). Le tissu de granulation est caractérisé par une densité
élevée des fibroblastes, des granulocytes, des macrophages, des faisceaux de collagéne
lachement organisés. Les fibroblastes sont les précurseurs de la matrice provisoire de plaie,
sur laquelle la migration et l'organisation des cellules a lieu (Jacinto et al., 2001). La
granulation est le terme utilisé pour décrire la nouvelle matrice de plaie composée de

collagene et de la matrice extracellulaire (la fibronectine, les glycosaminoglycanes, les
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protéoglycanes et I'acide hyaluronique). Cette nouvelle matrice fournit un échafaudage dans
lequel de nouveaux capillaires se développent pour former le tissu conjonctif. La croissance
des nouveaux vaisseaux sanguins est appelée angiogenése. Ceci est stimulé par I'activité des
macrophages et I'hypoxie des tissus résultant de la perturbation sanguine au moment de la
blessure. Le réle de I’oxygéne dans la cicatrisation est complexe et pas encore completement
compris (Flanagan et al., 2000). L'état de la coloration de tissu de granulation est souvent un
bon indicateur de la guérison des plaies. Il apparait avec une rougeur classique et pourrait étre
facilement traumatisé. Un tissu de granulation de couleur foncée peut signaler que la plaie est
ischémique ou infectée (Harding et al., 1994). Vers la fin de cette phase, le nombre de
fibroblastes en maturation est réduit suite a une apoptose consécutive et une différenciation en
myofibroblastes (Hinz, 2007).

Phase 2: proliferative phase (days 4-21)

L ) Macrophage
L S -4 .
/ PDGF TGF-B1
Framework for endothelial \ /
proliferation and angiogenesis .
| W i Fibroblast

VEGF, PDGF, bFGF, thrombin

Granulation tissue:
fibroblasts, granulocytes,
macrophages, capillaries and
loosely organized collagen
bundles
Collagen Il

Figure 7 : la phase proliférative (Reinke et Sorg,2012)

2.4.2. La phase de contraction de la plaie

La contraction de la plaie commence peu apres la blessure (5 a 9 jours) et atteint son pic a
2 semaines apres traumatisme. Le xwdegré de contraction de la plaie varie avec la profondeur
de la plaie. Pour les blessures de pleine épaisseur, la contraction peut diminuer jusqu'a 40% de
la taille de la plaie, elle se produit a un taux de 0,75 mm / jour ce qui réduit la durée de
cicatrisation. Ceci est influencé par de nombreux facteurs y compris la forme de la plaie, les
blessures linéaires se contractent le plus rapidement ; tandis que les plaies circulaires plus

lentement (Young et McNaught, 2001)
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Les cellules prédominantes de ce processus contractile sont des myofibroblastes en raison de
leur capacité a se rétracter. Cette contraction permet de réduire la surface a ré-épithélialiser et
de réduire la durée d’épithélialisation. D’aprés Fowler (1993)et Johnston (1992), la
contraction de la plaie est attribuée exclusivement aux myofibroblastes issues de la
transformation des fibroblastes au cours de la formation du tissu de granulation, son effet est
surtout remarquable au cours de guérison des grandes plaies ouvertes (Brown, 1988). Les
myofibroblastes sont caractérisées par des faisceaux de microfilaments d'actine semblables a
celles des cellules musculaires lisses (Darby et al., 1990). A l'intérieur de la plaie les
myofibroblastes s'alignent le long des berges de la plaie, la contraction se produit dans les
directions des lignes de tension de la peau. Cette contraction est influencée par un certain
nombre de médiateurs tel que la PGF1, la 5-hydroxytryptamine, I'angiotensine, la
vasopressine, les bradykinines, L'épinéphrine, la norepinéphrine, et la fibronectine (Singer et
al., 1984). Aujourd’hui, Swaim et al., (2001) attribuent cette contraction a la fois aux
myofibroblastes et aux fibroblastes qui peuvent organiser le tissu conjonctif avec

consolidation du collagene en tirant la peau vers I’intérieur.

2.4.3. La phase d’épithélialisation

La reépithélialisation est le processus de la restauration épidermique apres une blessure
cutanée. Elle implique généralement plusieurs processus, y compris la migration des
kératinocytes épidermiques dans la plaie, la prolifération des kératinocytes, la différenciation
des Néo épithéliums dans un épiderme stratifié, et la restauration d'une zone de membrane de
base intacte (BMZ) qui relie I'épiderme et le derme sous-jacent ( Jie et al., 2007)

L’intervention des cellules épithéliales au cours de la cicatrisation des plaies se produit
pendant le stade de prolifération. Le depart de I'épithélialisation commence une fois le tissu de
granulation remplit le lit de la plaie. Les cellules épithéliales épidermiques proviennent de la
marge de la plaie se divisent et migrent le long de la surface du tissu de granulation jusqu'a ce
qu'ils forment une couche continue (Garrett et al., 1989). La migration des kératinocytes est
produite 24 heures apres traumatisme. En effet plusieurs éléments ont été impliqués dans la
migration des kératinocytes, y compris la matrice extracellulaire, les intégrines, les
métalloprotéinases et les facteurs de croissance sécrétés par les plaquettes, les macrophages
et les fibroblastes pourraient également intervenir  (Grove, 1982). Les cellules épithéliales
migrent tout au long des fibres de collagéne du tissu de granulation. Ce phénoméne connu

sous le nom de «direction de contact ». Ces phénomenes de prolifération et de migration
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stoppent dés qu’une cellule migrante rentre en contact avec une autre cellule de méme type
« inhibition de contact » (Johnston, 1992). Plusieurs parametres affectant le processus
d’épithélialisation, un environnement humide accélere ce processus, ce dernier permet aux
cellules epithéliales de migrer davantage. Le progres de la migration des cellules épithéliales
est significativement ralenti en présence des tissus nécrosés, ou d’une crodte qui forme une
obstruction mécanique dans le lit de la plaie ce qui empéche les cellules épithéliales de
creuser au sein de I’escarre de la région lésée. En outre, l'activite mitotique des cellules
épithéliales est sensible aux fluctuations locales telles que la tempeérature. En effet,
I’épithélialisation est sensiblement ralentie a des températures extrémes (Lock et al., 1979 ;
Myers et al, 1982).

A la fin de cette phase, le tissu de cicatrisation néoformé a partir de tissu conjonctif et de
I’épithélium nouvellement formé va subir un remodelage tout au long d’un processus

particulier de remaniement, c’est la phase de maturation.
2.4.4. La phase de remodelage et de la maturation

La phase de remodelage a été largement discutée surtout concernant le debut de cette
phase. Des donneées plus récentes confirment qu’a partir du moment ou la phase proliférative
atteint son pic (2-3 semaines aprés la blessure), le remodelage commence effectivement plus
tot. 1l serait raisonnable de considérer le point de départ comme étant la premiére semaine.
Cette phase de remodelage et de maturation peut durer un an ou plus (Gurtner et al., 2008). Le
processus de remodelage (figure 7) caractéerisé par une diminution de la composante cellulaire
(apoptose) au site de la plaie, un arrét de I’angiogenése et I'accumulation de tissu cicatriciel
avec accumulation dense et désorganisée de collagene fibreux (McCallion et Ferguson, 1996).
Les signaux de ce remodelage sont encore largement inconnus et discutés. Néanmoins, I’étude
des cicatrices excessives révele que I’activité bloquante du facteur transformant-p (TGFR)
suggere qu'elle peut jouer un réle en arrétant la formation de cicatrice en favorisant I’apoptose
cellulaire. Le développement normal et la maturation de la cicatrice exige un certain équilibre
établi entre collagénolyse et collagénogenése. En effet la dégradation du collagéne résulte de
I’action des enzymes specifiques de la collagénase produite par des fibroblastes, des
neutrophiles et des macrophages qui fixent la molécule et la décomposent en morceaux
caractéristiques de trois a quatre fragments. Ces fragments de collagéne subissent une
nouvelle dénaturation et une digestion par d'autres protéases. Cet équilibre permet d’organiser

le tissu qui lui confere a la plaie une structure semblable a celle observée dans les tissus non
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endommagés (remplacement du collagéne de type | par du collagéne de type I11). Malgré cela,
Les plaies n'atteignent jamais le méme niveau de résistance tissulaire initiale (Young et
McNaught, 2001). Ce tissu cicatriciel nouvellement formé présente des variations

biomécaniques surtout celles de la résistance a la traction. D’apreés Francis et al., (2014), cette

3éme Géme

résistance est de 15% a la 0 semaine apres la blessure, elle est 60% vers la 0
semaine et de 80% au 06°™ mois. Comme la cicatrice mdrit, le niveau de vascularité diminue
et la cicatrice passe avec le temps du rouge au rose au gris. Concernant la nouvelle peau de
cicatrisation elle révele une déficience ou une absence totale des follicules pileux, et des

glandes sebacées, avec une mauvaise mobilité, élasticité et absence de pigmentation.

En résumeé, le processus de cicatrisation normale commence par un processus d’hémostase
et de dépot de fibrine, résultant d’une cascade ordonnée d’événements inflammatoires et
tissulaires (Diegelmann et Evans , 2004). Ceci est suivi par l'attraction et la prolifération des
fibroblastes et le dépbt de collagéne, et enfin le remodelage par réticulation du collagene et la
maturation des cicatrices. (Figure 8). Malgré cette séquence ordonnée d'évenements
responsables de la guérison normale des plaies, des réponses pathologiques conduisant a une
fibrose ou a des ulceres chroniques peuvent se produire si une partie de la séquence de

cicatrisation est modifiée.

Phase 3: remeodeling phase (day 21 to 1 year)

Collagen Il

Myofibroblast

\

Contractile response
decreaszing scar surface

Hair follicles or sweat glands have - l

no potential to heal Apoptosis

Figure 8: la phase de remodelage (Reinke et Sorg ,2012)

3. Classification de la cicatrisation des plaies cutanées

3.1.  Cicatrisation par premiere intention

Il s’agit du mode de cicatrisation le plus rapide, il est obtenu le plus souvent apres suture

chirurgicales de la plaie (Misirlioglu et al., 2003), ou fait suite a des lésions accidentelles (les
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coupures franches). Une telle guérison est typique dans les cas ou les bords de la plaie sont
rapprochés de maniére adéquate. Ces plaies guérissent spontanément et entrainent une
cicatrisation orientée le long des lignes de fibres de collagéne a I'intérieur du derme (Atiyeh et
al., 2002). La cicatrisation par premiére intention de la plaie nécessite plusieurs conditions
(Johnson et al., 2005) :

- Affrontement bord a bord des levres de la plaie.
- Absence de toute sorte de corps étrangers et de tissus dévitalisés.

- Absence d’hémorragie et la plaie doit étre aseptique.
La guérison ou cicatrisation par premiere intention est caractérisée par :

- La phase inflammatoire qui est tres bréve (Johnson et al., 2005 ; Misirlioglu et al.,
2003) caractérisée par un exsudat séro-hémorragique riche en fibrine, tout en assurant
un collage des deux lévres de la plaie.

- L’epithélialisation est assurée en 48 h suivant I’incision, et décollement de la croute
apres 5-6 jours apres.

- Lacicatrisation a I’aspect d’un liseré rouge, légérement en relief.

- La résistance de la plaie commence vers le 5°™ -6°™ jour aprés incision, puis atteint
les 80% en 10-12 jours pour devenir maximale en 14-20 jours seulement (Johnson,
1992).

3.2. Cicatrisation de deuxiéme intention

Il existe plusieurs formes qui se guérissent en fonction de I’aspect initial de la lésion
(figure 9) avec perte de substances, c’est le cas ou les plaies sont importantes et couplées a
une perte de tissu étendue suite a un traumatisme massif tel que des brilures de troisieme
degré. L’ensemble des ces lésions cicatrisent lentement avec un processus prolifératif associe
a une contraction de la plaie suite a un mouvement centripéte du revétement cutanée autour de
la plaie sans formation de nouvelle peau (Milne, 1979 ; Berthe, 1983 ; Andersson, 1996). Les
phases de cicatrisation par deuxiéme intention sont généralement plus prononcées que la
guérison par intention primaire et entrainent habituellement une formation accrue de cicatrice
avec un tissu fibreux recouvert de peau fine et glabre. La peau ne retrouvera ses
caractéristiques mécaniques proches des tissus normaux qu’aprés plusieurs mois de

maturation.
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Figure 9: Evolution macroscopique de la cicatrisation par deuxiéme intention des différentes

formes de plaies.
3.3. Lacicatrisation par troisiéme intention

Une telle cicatrisation est typique dans les cas ou il ya une fermeture primaire retardée (figure
10). Cela se produit dans les cas ou les plaies sont infectées ou contiennent des débris
étrangers et ne peuvent pas étre fermées jusqu'a ce que les complications soient résolues. La
guérison par l'intention tertiaire est également aidée par la reconstruction chirurgicale du
greffon cutané dans les grandes plaies ouvertes de la peau. L'échec de guérir dans un mois,

dans ces cas, peut conduire a un état chronique (Atiyeh et al., 2002).
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Primary
Healing

Figure 10: Classification de la guérison des plaies (Schwartz et al., 1999).

4. Les différents facteurs affectant la guérison des plaies
4.1.  Les facteurs locaux
4.1.1. L’oxygene

L'oxygéne est important pour le métabolisme cellulaire, en particulier au cours de la
production de I'énergie par I'intermédiaire de I'ATP. Le processus de cicatrisation nécessite un
apport adéquat en oxygene. Ce dernier, semble trés important pour la guérison des plaies. En
effet, il prévient les plaies des différentes infections (Hunt, 1980), il induit ainsi
I’angiogenése, et augmente la différenciation et la migration des kératinocytes. Il favorise
également la prolifération des fibroblastes et la synthése du collagéne car il peut agir comme
un substrat dans I'nydroxylation de la proline et de la lysine. En outre, I’oxygene favorise la
contraction de la plaie (Bishop, 2008; Rodriguez et al., 2008).
Certains auteurs ont montré que la différenciation des fibroblastes est bloquée a des pressions
partielles d’oxygene de 30- 40mmHg. En outre, la synthese de collagene ne peut avoir lieu
que si la PO, > 40mmHg (Hunt et Pai, 1972). Malgré le réle capitale de I’oxygéne au cours
du processus de cicatrisation, a son tour I’hypoxie tissulaire au debut de ce processus devrait
étre trés essentielle, en stimulant la production des cytokines et des facteurs de croissance (le
PDGF, le TGF-B, le VEGF, le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a) et I'endothéline-1) a
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partir des macrophages, des kératinocytes et des fibroblastes qui sont les principaux
promoteurs cruciaux de la prolifération cellulaire (Rodriguez et al., 2008). Dans la pratique
chirurgicale chez des personnes agées et ceux atteints de maladie vasculaire périphérique ont
une mauvaise cicatrisation, par consequent on contraste que I'oxygene améliore la
cicatrisation des plaies. Bien que I'hypoxie soit I'un des stimulateurs pour les neutrophiles et
les macrophages. L’oxygene est nécessaire pour la phagocytose et pour son fonctionnent
optimale. Une étude randomisée a démontré que l'apport d'oxygéne pendant la période

préopeératoire réduit le risque de surinfection des plaies (Rodriguez et al., 2008).

4.1.2. Les infections

Une fois la peau blessee, les micro-organismes qui sont normalement séquestres a la
surface de la peau, pouvant facilement accéder aux tissus sous-jacents. La classification des
plaies infectées est basée essentiellement sur I’état de réplication des micro-organismes.
Divers aspects infectieux des plaies ont été distingués, infection de contamination, de
colonisation, infection locale avec colonisation critique et infection locale avec propagation
d'une infection invasive. En effet, la contamination d’une plaie est définie comme la présence
de micro organismes incapable de se replier sur une plaie, tandis que la colonisation est
définie comme la présence de micro-organismes de réplication sur la plaie sans lésion
tissulaire. L’infection locale avec colonisation critique est un stade intermediaire, l1a ou des
microorganismes de réplication atteignent la lésion avec début des réponses tissulaires
locales. L'infection invasive est définie comme la présence de micro-organismes au sein d'une
plaie avec une blessure subséquente a I'n6te (Edwards et Harding, 2004). Une fois que
I’infection est installée, nous pouvons constater que le processus infectieux détériore la
cicatrisation sur plusieurs axes :

e L'infection, en absence de décontamination efficace, prolonge la phase inflammatoire de
la cicatrisation, tandis que les niveaux bactériens sous-infectieux semblent accélérer la
guérison des blessures et la formation du tissu de granulation (Robson et al., 1990 ;
Laato et al., 1988).

e La présence de streptocoque béta-hémolytique, la cicatrisation sera détériorée par a une
prolongation de I’inflammation (la clairance microbienne est incomplete), associée a une
perturbation de I’épithélialisation (dépot de collagéne) et un raccourcissement de la

durée de contraction (Robson, 1997)
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e Les endotoxines G- diminuent le degré d’oxygénation des tissus et stimulent la
phagocytose et la libération de collagénase.

e les endotoxines peuvent prolonges les cytokines pro-inflammatoires telles que
Interleukine-1 (IL-1) et le TNF-a. Cette situation est responsable parfois des plaies
chroniques.

e En présence d'une infection apparente, la migration des leucocytes, leur pouvoir
phagocytaire est diminué.

e La colonisation excessive bactérienne affecte I'angiogenese et I’épithélialisation avec un
tissu de granulation des plaies plus cedémateux, hémorragique, et plus fragile.

e L'epithélialisation ne se déroule pas en présence d'une importante charge bactérienne
parce que les toxines et les métabolites des bactéries inhibent I'épidermisation et méme
digérent les protéines tissulaires et polysaccharides dans le derme (Robson, 1990 ;
Lawrence , 1987).

e P. aeruginosa et Staphylococcus semblent jouer un réle important dans I'infection
bactérienne dans les plaies. Plusieurs ulcéres chroniques probablement ne guérissent pas
en raison de la présence de biofilms contenant P. aeruginosa, protégeant ainsi les
bactéries de I’activité phagocytaire des neutrophiles. Ce mécanisme peut expliquer
I'échec des antibiotiques comme remede contre les plaies chroniques (Bjarnsholt et al.,
2008).

4.2.  Les facteurs systémiques
4.2.1. Latempérature environnementale
La gueérison des plaies est accélérée aux températures environnementales de 30°C, alors
que la résistance a la traction diminue de 20% dans un environnement froid (12°C). Chez les
animaux, une temperature inferieure a 28°C, provoque une hypothermie responsable d’une

vasoconstriction et une diminution de la résistance a la traction jusqu'au cinquiéme jour

postopératoire (Broughton et Rohrich, 2005).
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4.2.2. L’hydratation.

La guérison d’une plaie bien hydratée est beaucoup plus rapide qu’une plaie seche, d’ou
I’utilité de I’'usage des pansements et des greffons occlusifs. Certains auteurs suggeérent que la
bonne hydratation de la plaie permet de contrbler la prolifération de tissu de granulation et
accélére le processus d’épithélialisation (Broughton et Rohrich, 2005).

4.2.3. Le pH de surface

Un milieu acide favorise les événements d’une cicatrisation correcte plus qu’un milieu
basique. En outre, les plaies chroniques sont généralement caractérisées par un pH basique.
Plusieurs études ont été rapportées dans ce contexte, confirment I’importance du pH lors de la
cicatrisation des plaies. Kaufman et al, (1984) ont déclarés qu’un pH acide présentait une
cicatrisation des plaies significativement plus rapide que celles ayant cicatrisées en milieu
neutre et alcalin. 1l est a noter que le pH de la surface agit sur la cicatrisation a plusieurs
niveaux, stimule ainsi la destruction du collagene anormale, favorise I’angiogenese, stimule
I’activité des macrophages et des fibroblastes et limite la pullulation microbienne (Lieu et al,
2002 ; Schultz et al, 2003).

4.2.4. L’age

L’&ge est un facteur de risque majeur qui altere énormément le processus cicatriciel des
plaies.
L'age du patient affecte un certain nombre d'éléments clefs dans la guérison des plaies,
notamment le taux de la multiplication des cellules et le taux de production de diverses
substances par cellules (Broughton et Rohrich, 2005). Des études cliniques animales au
niveau cellulaire et moléculaire ont permis de montrer qu’ils existent des changements liés a
I'dge. En effet, il est bien établi que I’effet de vieillissement sur la cicatrisation des plaies chez
les personnes agées en bonne santé, est liée a un retard temporel dans la cicatrisation des
plaies (Gosain et DiPietro, 2004; Keylock et al.,2008). La cicatrisation retardée chez les
personnes agées est associée a une réponse inflammatoire altérée, telle que l'infiltration
retardée par les lymphocytes T dans la zone de la plaie, associée a une altération de la
production des chimiokines et une réduction de pouvoir phagocytaire des macrophages (Swift

et al., 2001). L &ge peut affecter également la ré-épithélialisation chez des souris agées par
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rapport aux jeunes souris (Swift et al ; 1999). Certains auteurs, proposent que le facteur réel
contribuant a retarder la guérison chez les personnes agées est l'intolérance a I'ischémie lors
des processus normaux de cicatrisation des plaies. D’autres études confirment I’importance de
ce facteur qui entraine une diminution de la sécrétion des facteurs de croissance, avec
diminution du pouvoir contractile des myofibroblastes associée a une angiogenése retardée
(Gosain et DiPietro, 2004).

4.2.5. Hormones sexuelles chez les sujets agés

En outre a I’a4ge de I’individu, les hormones sexuelles semblent jouer un rdle important
dans le phénomene de la cicatrisation des plaies. Les déficits de la cicatrisation sont
remarquables chez les hommes &ges en bonne santé par apport aux femmes agées en bonne
sante. Les cestrogenes affectent la guerison des plaies en régulant une variété de genes
associés a la régénération et la stimulation de la fonction épidermique (Hardman et Ashcroft,
2008). Des études cliniques indiquent que les cestrogénes peuvent améliorer la déficience de
la guérison liée a I'age chez les deux sexes, tandis que les androgenes régulent négativement

la cicatrisation cutanée (Gilliver et al.,2007).

4.2.6. Lanutrition

Chez le rat, la malnutrition se manifeste par une diminution de la force de résistance a la
traction des plaies. Son effet est particulierement marqué au début de processus de la guérison
(Temple et al ; 1975). Chez I’homme, un taux de protéines sériques inférieur a 2g % est
associe par une phase inflammatoire prolongée et une fibroplasie altérée (Powanda et al.,
1981). Concernant le role des hydrates de carbone et les graisses, restent moins connus. Le
glucose est essentiel en tant que source de I'énergie pour les leucocytes pendant la phase
inflammatoire de la cicatrisation des plaies. Les graisses sont nécessaires pour la synthése de
nouvelles cellules. Cependant l'insuffisance d'acides gras essentiels ne s’accompagne pas d’un

effet néfaste sur la guérison des plaies (Pollack, 1979).

4.2.7. Vitamines, micronutriments et éléments traces

Les vitamines C, A et E montrent des effets antioxydants et anti-inflammatoires puissants.

Cependant leurs déficiences nuisent considérablement le processus cicatriciel.
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e La vitamine C a de nombreux roles au cours de la cicatrisation des plaies, une déficience
en vitamine C peut entrainer une détérioration du processus de la guérison des plaies, ceci
est probablement lié a une diminution de la synthése du collagéne et de la prolifération des
fibroblastes avec une angiogenése défectueuse. En outre, la carence en vitamine C peut
affecter la réponse immunitaire ce qui augmente la susceptibilité d’avoir des infections
(Arnold et Barbul, 2006; Campos et al.,2008). Cependant, chez tous les animaux
domestiques a I’exception du cobaye, I’apport exogene de vitamine C n’est pas nécessaire
(Hosgood, 2003).

e La carence en vitamine A conduit a un dysfonctionnement du processus habituel de la
cicatrisation des plaies. Son déficit s’accompagne par un retard de la prolifération des
fibroblastes et un défaut de la synthéese du collagene et des hyaluronates .

e La vitamine E, maintient et stabilise l'intégrité des cellules en protégeant la membrane
contre la destruction par oxydation. Des expériences animales ont montré que les
supplémentassions par la vitamine E est bénéfique pour la guérison des plaies (Arnold et
Barbul, 2006).

e Plusieurs micronutriments ont été jugés importants pour une réparation optimale. Le
magnésium fonctionne comme un cofacteur pour de nombreuses enzymes impliquées
dans la synthese du collagene tandis que le cuivre est un co-facteur requis pour la
cytochrome oxydase, pour la superoxyde dismutase cytosolique antioxydante, et pour la
réticulation optimale du collagene. Le zinc est un cofacteur pour les ARN et ADN
polymérase, et une déficience en zinc provoque une altération significative de la
cicatrisation des plaies. Le fer est important pour I'hydroxylation de la proline et de la
lysine et, par conséquent, une grave carence en fer peut entrainer une diminution de la
production de collagéne (Shepherd, 2003; Arnold et Barbul, 2006; Campos et al., 2008).

En résumé, les protéines, les hydrates de carbone, I’arginine, la glutamine, les acides gras
polyinsaturés, les vitamines A, C et E, le magnésium, le cuivre, le zinc et le fer jouent un réle
important dans la cicatrisation des plaies, et leurs déficiences affectent tous les événements du

processus cicatriciel.
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4.2.8. Le diabéte

Le diabéte sucré affecte la guérison des tissus par voie métabolique, vasculaire et
neuropathique. En effet, I'ischémie correspond a une complication majeure du diabéte, elle
rend le patient vulnérable aux infections (Morain et Colen, 1990). A cet effet, plusieurs
fonctions cellulaires seront déprimées et qui sont impliquées dans le processus de
détérioration de la cicatrisation des plaies chez les diabétiques. Parmi ces fonctions
déprimées, I'immunité defectueuse des cellules T, les défauts de chimiotactisme des
leucocytes, la réduction du pouvoir phagocytaire, et les dysfonctionnements des fibroblastes
et des cellules épidermiques (Loots et al., 1998; Sibbald et Woo, 2008). En outre, le diabete
est souvent accompagné d’une hypoxie qui contribue a compromettre la guérison en induisant
une insuffisance d’angiogenese. Plusieurs études ont étudiées les mécanismes derriére cette
réduction de la restauration de processus cicatriciel tel que la diminution de la production du
facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Brem et Tomic-Canic, 2007).
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I. Anatomie et fonctions des thrombocytes

La plaquette sanguine fut décrite par Done (1842), Zimmerman (1860), Schultz (1865), Osler
(1874) et Hayem (1878), mais c’est Bizzozero (1882) qui, le premier, reconnut la véritable
signification de ce petit corpuscule : c’est I’élément figuré essentiel de I’hémostase (Kayser,
1970).

Les plaquettes sont des cellules anucléées, de forme biconcave arrondie ou ovalaire, d’un
diametre variant de 1 a 4 um. Dans le sang circulant, le nombre moyen des thrombocytes
varie de 150 & 400 x 10° /L chez I’homme et de 500 & 800 x 10° /L chez les ovins (Feldman,
et al., 2000). Les plaguettes ayant un temps de demi-vie moyen de sept jours chez la plus part

des mammiféres domestiques.

Les plaquettes sont formées dans la moelle osseuse par pincement du cytoplasme de cellules
précurseur appelées mégacaryocytes. Par la suite, les thrombocytes nouvellement formées
gagnent d’abords les sinusoides de moelle osseuse avant d’étre extrudées dans la circulation

sanguine (Everts et al., 2006).

thrombin activation

glycoprotein receptor — - mitochondrion
growth factors cytoskeleton
a - granule —— membrane skeleton

dense granule

open canalicular system

Figure 11 : Représentation schématique d’ensemble du thrombocyte (Everts et al.,2006)
1. Structure des plaquettes

Les thrombocytes sont limités par une membrane semblable & celles des autres cellules.
Ce sont des disques biconvexes, ovoides minces. Quand elles sont observées en coupe, elles

sont fusiformes. Dans les frottis sanguins coloreés, elles présentent deux zones concentriques :
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une zone périphérique mince, pale, appelée le hayalomere trés riche en actine et en myosine,
et une région centrale plus grande et coloree plus intensément : le granulomeére. Ce dernier
contient de petites granulations azurophiles et des particules de glycogene et des canalicules
minces qui s’ouvrent a la surface des thrombocytes qui peuvent servir de passage aux produits
de sécrétion en cas d’activation(Fawcett, 2002). L’ultrastructure observée a I’aide de
microscopie électronique révele des composants structuraux qui maintiennent leur forme
discoide aplatie. On distingue de I’extérieur vers I’intérieur: la membrane plasmique, le

cytosquelette et les différents organites intracellulaires (blanche, 1992 ; George, 2000).

granule

granule &

Golgi glycogeéne

SysIéme

microtubules canaliculaire ouvert

microtubules

sysréme tubulaire
dense

Figure 12: Morphologie et ultrastructure des plaquettes (Everts et al., 2006).
1.1. Lamembrane

La membrane plasmique des plaquettes est semblable aux autres cellules. Elle comporte trois
feuillets superposes et elle est constituée de protéines de phopholipides et de cholestérol. La
proportion de chacun de ces constituants est differente de celles de la membrane
érythrocytaire. La surface externe est recouverte d’une couche caractéristique appelée espace
périplaquettaire occupée par des polysaccharides et de I’acide sialique capable de piéger des
facteurs de coagulation (fibrinogéne et plusieurs enzymes). Asymétriquement des
phospholipides agencés (par exemple, phosphatidylsérine et phosphatidylinositol) presents
dans la couche interne de la membrane plasmique maintiennent la stabilité de sa surface a
I'état non pro-coagulant. Pendant [l'activation de la surface plaquettaire expose
progressivement les aminophospholipides a une floppases ATP-dépendantes et une

scrabblasses pour initier la cascade de coagulation (Heemskerk et al.,2002).En outre, la face
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interne, est constituée de microfilaments semblables aux filaments de I’hayalomeére capables
de former des pseudopodes (Lord-Dubé et I’ltalien, 1983).La membrane plaquettaire, est le
site d'expression de divers récepteurs de surface et radicaux lipidiques nécessaires a la
signalisation et aux trafics intracellulaire. Parmi ces marqueurs le CD36, CD63, CD9, GPCR,
IIbllla et GLUT-3. Ces récepteurs de surface déclenchent également la libération de granules
a quijouent un réle dans des fonctions multiples, a savoir, la coagulation, I'inflammation,
I'atherosclerose, I’'immunité,I’angiogeneése, la réparation des plaies et dans les processus

tumoraux (Blair et Laumenhaft, 2009).
1.2. Les microtubules

Les microtubules se repartissent en faisceaux de 3 a 10 éléments, a la périphérie de la cellule.
Ce sont des structures rigides, circonférentielles, périphériques, formées de microfilaments.
Ils sont responsables de la forme discoide de la plaquette au repos. Apres activation
plaquettaire ils se depolymérisent, ce qui entraine un changement de forme des plaquettes
(Lord-Dubé et I’ltalien, 1983)..

1.3. Les microfilaments

Ils sont formés d’actine et de myosine qui se polymérisent en présence de calcium. lls
constituent la structure de base des microtubules. Dans la plaquette au repos, ils sont peu
nombreux, situés en particulier sous la membrane et associés aux glycoprotéines GPIB-1X,
GPla et GPlla (Lord-Dubé et I’Italien, 1983).

1.4. Les canalicules

On distingue deux types de systemes de canalicules "tunnels"”, le systeme canaliculaire ouvert
(OCS) résulte de I’invagination interne de la membrane. 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 I'activation plaquettaire (Michelson, 1992).

Le systeme tubulaire dense, provient de I’ergastoplasme résiduel. D’aprés White et al.,
(1972) ; Brass et al., (1993), I’ensemble de ces canalicules denses semble jouer un role dans la

séquestration du calcium & l'aide d’une cascade de réactions impliquant l'activation du
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récepteur couplé aux protéines G PAR-1. Ce systéme dense pourrait également contenir des

enzymes de la voie de synthese des prostaglandines (Boneu et Cazenave, 1997).
1.5. Lesorganites

Les mitochondries sont de petites tailles, rondes ou ovales, au nombre de 1 a 5 par plaquette
participent dans le processus de production de I’énergie cellulaires. L appareil de golgi ou ce
qui reste de celui-ci est identique a celui des mégacaryocytes. Les ribosomes sont en grand
nombre jeunes et de grande taille; celles-ci sont le siége d’une synthése protéique
intense(Lord-Dube et I’Italien, 1983)..

1.6. Lesgranules

Sont certainement des lysosomes (Kayser, 1970).1ls sont nombreux, entre 3 a 5 par plaquette.
Les thrombocytes possédent 3 types de granules (o, B et A). Les granules o contiennent des
facteurs de coagulation comme le fibrinogene, le facteur Von Willebrand, de la fibronectine
(protéine adhesive) et des facteurs de croissance (comme la PDGF). Mais également des
protéines plasmatiques incorporées tels que l'albumine et des immunoglobulines. D’apres
Geoffrey et al.,, (2000) ; Offermanns (2006), les thrombocytes contiennent aussi des
mucopolysaccharides, des protéines cationiques, de I’ADP, de I’ATP, du facteur 3
plaquettaire, de la sérotonine et de I’histamine. Les granulations denses (granules B), sont
reliées a la membrane et a la surface de la cellule. Elles contiennent du calcium, de I’ADP qui
favorise I’agrégation plaquettaire. Ces granules denses contiennent aussi chez certaines
especes (le lapin) de la sérotonine vasoconstrictrice. Les granules denses sont souvent plus
grands et plus opaques. lls contiennent des nucléotides, du calcium, des catécholamines de la
sérotonine et le facteur 4 plaquettaire (Lord-Dubé et I’Italien, 1983). Les granules A ; qui
correspondent aux lysosomes et renferment des hydrolases acides pouvant séquestrer la
thrombine. En outre des granules, les thrombocytes contiennent aussi des peroxysomes mais

peu nombreux et ont une activité péroxydasique élevée due a une catalase.
2. Fonctions des plaquettes

En résume la figure ci-aprés établie par (Ghoshal et Bhattacharyya, 2014) permettant de

mieux comprendre les principales fonctions engendrées par les thrombocytes.
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Figure 13: Fonctions des plaquettes (Ghoshal et Bhattacharyya, 2014)
2.1.  Plaquettes et hémostase

Les animaux disposent de plusieurs mécanismes visant a empécher la perte accidentelle du
sang. Ces mécanismes sont groupés sous le nom de I’hémostase. Cette derniere comporte trois

étapes successives :
2.1.1. Temps pariétal

Correspond a la durée durant laquelle un phénomene reflexe entrainant un ralentissement ou

un arrét momentané de la circulation d’un ou des vaisseaux Iésés suite a un traumatisme.
2.1.2. Temps endothélio-plaquettaire

Toute lésion, méme minime, de I’endothélium vasculaire est suivie d’une accumulation
plaquettaire. 1l est bien établi, par la majorité des auteurs, que I’adhésivite, I’agrégation et la
métamorphose visqueuse sont mises en jeu et contribuent & la formation d’un thrombus blanc
ou clou hémostatique. En effet, I’adhésivité (figure 14) est la propriété qu’ont les
thrombocytes de se fixer a des surfaces étrangeres. En cas d’une blessure ou d’un traumatisme
d’un vaisseau, les plaquettes s’adhérent aux fibres de collagéne et se gonflent. Le facteur
VonWillebrand est indispensable a cette étape (Coujard et al., 1980).C’est a ce moment,

gu’on parle de la sécrétion plaquettaire, la ou les thrombocytes se comporte comme une
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veéritable cellule sécrétoire. lls rejettent dans le milieu extérieur le contenu des granules denses
(ADP, nucléotides, catecholamines, hydrolases acides, sérotonines, le facteur 3 et facteur 4

plaquettaire).

Primary Hemostasis

| GPIlIb-llla receptor-complex |

SECRETION \

Release of Release of
= glycoproteins = ADP
*vWF

= fibrinogen

= coagulation factors

PROCOAGULANT

ACTIVITY . AGGREGATION

Flip Flop GPIb-IX receptor-complex |
PS Exposure
won Willebrand - Factor
Microvesicle
generation

collagen fibers

ADHESION

Figure 14 : les differentes étapes de d’adhésion (Harrison, 2005).

L’agrégation plaquettaire, est sous deépendance de I’ADP des voies intrinseques
etextrinseques. On parle alors de I’activation plaquettaire ou début de la cascade de
coagulation(Grazul-Bilska et al., 2003). La coagulation est la conversion du fibrinogene en
fibrine qui transforme le sang en un gel autour de l'agrégat de plaquettes. Le caillot ainsi
formé représente non seulement une barriere mécanique qui empéche I’écoulement de sang,
mais également, il représente une matrice provisoire composée d'un réseau de fibrine, de
cellules et de plusieurs protéines de la matrice extra cellulaire comme la fibronectine, la
vitronectine et la thrombospondine(Werner et Grose, 2002).La coagulation faisant intervenir
plusieurs facteurs dont la plupart d’entre eux ne sont que des facteurs plasmatiques adsorbés
par les plaquettes. Cette adsorption est favorisée par une atmosphere d’agrégation des

plaguettes (Roskame, 1922).
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2.1.3. Le temps plasmatique

Le plasma subit la coagulation, ou un réseau insoluble de fibrine va renforcer le thrombus
blanc. La formation d’un caillot sera suivi de sa rétraction, puis sa lyse. La coagulation est un
phénoméne complexe mettant en ceuvre une douzaine de facteurs plasmatiques (Kayser,
1970).

2.2.  Plaquettes et inflammation

Les plaquettes jouent un role capital lors de I’inflammation soient directement lors de
I’hémostase primaire ou secondairement par I’ensemble des facteurs de croissances qu’elles

contiennent (voir chapitre 11).
2.3.  Plaquettes et biologie des tumeurs

Les plaquettes jouent un role polyvalent dans la progression du cancer (Ghoshal et
Bhattacharyya, 2014). L'environnement pro coagulant fourni par les plaquettes peut assurer la
coagulation des cellules cancéreuses, les protéger du systeme immunitaire, ce qui incite la
formation de tumeurs (Belloc et al., 1995). Les plaquettes facilitent la migration et I'invasivite
de la cellule tumorale, provoquant des metastases. Il a été signalé dans le cancer du sein et de
I'ovaire que les plaquettes augmentent le pouvoir envahissant des cellules cancéreuses qui
peuvent induire la poursuite de la progression de la maladie (Bambace et al., 2011). En outre,
les cellules tumorales ont également la capacité d'agréger les plaquettes (Jain et al., 2010) et
d’augmenter également la chance d'induire des métastases. Récemment, les chercheurs ont
montré que I’activation de la thrombine contribue énormément a la progression de la

tumorogenese et I’angiogenese (Ruf and Mueller, 2006).

2.4.  Plaquettes et fonction de stockage

Les plaquettes absorbent et transportent des substances telles que la sérotonine, I’adrénaline,
et I’histamine chez le lapin. Les plaquettes fixent la sérotonine par un mécanisme actif faisant
intervenir I’ATP. La libération de cette derniere est sous effet de la thrombine (Kayser, 1970).

2.5.  Plaquettes et fonctions de défense

Les plaquettes sont douées d’une sorte de phagocytose s’exercant vis-a-vis des virus et
particules de thorotrast (Haguenau et coll, 1963). Le virus est probablement incorporé par un
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processus de type pinocytaire (Kayser, 1970). Comme les hématies, les plaquettes sont
capables d’adsorber sur leur surface des mixovirus. Les plaquettes pouvant également former

une sorte d’enveloppe autour des microbes.

1. Plasma riche en plaquettes: Historiques, méthodes de préparation et

utilisations thérapeutiques

1. Historique

Le concept et la description du PRP ont été commencés sur un terrain d'hématologie. Les
hématologues ont créé le terme PRP pour la premiere fois afin de décrire un plasma contenant
un taux plaquettaire supérieur a celui du sang périphérique. Initialement et au cours des
années1970, le PRP a été utilisé comme un produit de transfusion pour traiter des patients
souffrant de la thrombocytopénie (Alves et al, 2018).

Dix ans plus tard, des résultats encourageants ont été publiés par un certain nombre de
chercheurs, et plusieurs champs d’application, ont eté envisagés par des équipes de recherches
telles que la chirurgie cardiaque, la chirurgie dentaire, la chirurgie pédiatrique, gynécologie,

urologie, chirurgie plastique et ophtalmologie. (Alves et al, 2018)

Par la suite, le PRP a été utilisé principalement dans le champ musculo-squelettiqgue comme le
traitement des blessures sportives. Avec son utilisation chez les sportifs professionnels, il a
attiré I’attention dans les médias. Plus récemment, au cours des années 1990, son intérét
augmente considérablement, avec le progrés remarquable de la médecine régénérative. En
effet, des investigations lourdes ont été effectuees par de nombreux chercheurs car le PRP a
été sollicité d’une maniere remarquable, surtout par les patients souffrant des maladies

réfractaires et rebelles au traitement classiques.

Actuellement, le domaine de dermatologie, est préoccupé par des recherches sur les effets du
PRP, surtout ceux de la régénération tissulaire, la cicatrisation des plaies et les effets de
rajeunissants de la peau (Sclafani et McCormick, 2012) et I'alopécie (Li et al., 2012).

2. Définition du plasma riche en plaquettes

Le plasma riche en plaquettes est défini d’aprés Marx (2001) ; Borrione et al.,(2010) et
Kaux et al., (2011), comme une petite fraction de plasma contenant des concentrations plus

élevées de plaquettes en comparaison avec le sang total, et par conséquent une concentration
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accrue en facteur de croissance. Marx et al., (1998) ont rapportés pour qu’un PRP posséde des
propriétés de stimulation doit contenir 1 000 000 plaquettes/ul dans un volume de 5 ml de
plasma, a partir d'un volume sanguin initial de 54 ml. D’aprés Xie et al., (2014),le PRP est
obtenu traditionnellement par un processus de centrifugation de sang total autologue. Il s’agit
en effet d’apres Marx (2001) d’un volume restreint de plasma tres concentré en thrombocytes

avec un nombre moyen en plaquettes 4 fois plus élevé par rapport au sang total.

3. Les différentes techniques de préparation du PRP

Classiquement le PRP autologue est obtenu par un processus de centrifugation de sang total a
I’aide d’une simple centrifugeuse de laboratoire.  Actuellement, d’autres méthodes
modernisées seront envisagées, faisant appel a des techniques lourdes d’hématologie
beaucoup plus perfectionnées permettant de préparer le PRP avec séparation stricte des
plaquettes. Les différentes protocoles et méthodes d’obtention du PRP, ainsi que les

principaux domaines d’application sont comme suit :
3.1.Méthodes classiques

Toutes les méthodes conventionnelles décrites dans la littérature, sont basées exclusivement
sur la centrifugation du sang total prélevé, mais largement controversées dont la principale
divergence est I’absence d’un consensus officiel concernent les étapes et les modalités de
préparation du PRP(Anitua et al., 1999; Aghaloo et al., 2002).Dans ce contexte, notre apercu
géneéral des différentes publications de la littérature, nous laisse penser que les parametres

suivants semblent affecter considérablement soit la quantité ou la qualité du PRP.

- Lesite de prélevement

- Lanature de I’anticoagulant utilisé

- Laquantité de sang total initial

- Le régime de centrifugation (vitesse et duree)

- Le nombre total des globules blancs.

3.1.1. Le prélévement

Chez I’homme, dans le cadre d’une préparation clinique, le sang est prélevé a partir de la

veine cubitale médiane ou de la veine basilique (Everts et al., 2006). Chez les animaux, la
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veine jugulaire représente un site de prédilection ou le diametre important de la veine, facilite

I’écoulement du sang et préserve I’intégralité structurale des plaquettes.

3.1.2. La nature de I’anticoagulant utilisé

A propos des anticoagulants utilisés lors de préparation du PRP, la majorité des scientifiques
préférent des solutions citratés tels que le citrate de sodium et I’acide citrate dextrose (Mart et
al., 1999). L’utilisation d’éthyléne diamine tetraacetic acid (EDTA) est a éviter car cet
anticoagulant fragmente les plaquettes (Landesberg et al., 2000). Actuellement le dextrose a
été largement utilisé en médecine humaine et animale. En général, d’apres Everts et al.,
(2006) un ratio de 1 ml de citrate-dextrose-adenosine-acide (ACD) a 7-8 ml de sang total
devrait étre maintenu pour que les thrombocytes conservent leur intégralité structurale ainsi

que le PRP obtenu, présente des propriétés de stimulation.

3.1.3. La quantité de sang total recueillie

Dans ce contexte, plusieurs recherches ont été publiées, mais également largement
controversés. Ce qui est commun entre les chercheurs, la quantité tolérable du sang total
prélevé, ne dépasse pas la limite optimale de routine lors d’un prélévement sanguin (de

quelques ml jusqu’au 50 ml).

3.1.4. Régime de centrifugation

Fondamentalement, la préparation du PRP nécessite un processus de centrifugation du sang
total. Ce processus doit étre stérile et précisément adapté a la séparation des plaquettes et des
globules rouges et leur sequestration dans des concentrations élevées. Ce processus doit étre
achevé sans abimer ou provoquer une lyse préalable des thrombocytes pourrait déclencher
ainsi la libération prématurée des facteurs de croissance (Nagata et al, 2010). Plusieurs
protocoles simplifiés de préparation du PRP par usage d’une centrifugationunique ont été
développés pour faciliter leurs applications cliniques (Anitua, 1999 ; Landesberg et al.,
2000).Cependant, le nombre de plaquettes du PRP obtenu au moyen de ce protocole unique
de centrifugation semble étre faible. Malgré cela, Anitua, (1999) a démontré une amelioration

et accélération de la régénération osseuse et une cicatrisation des tissus mous plus rapide et
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prévisible dans les futurs sites pour les implants qui ont été traités avec PRP préparé par une
simple centrifugation. Marx et al., (1998) ont déclaré qu'une double centrifugation est
incontournable pour concentrer vraiment les plaquettes du sang autologue.

La figure ci-dessous établie par Perez et al., (2014) facilite la compréhension des étapes de
préparation du PRP obtenu par un régime de double centrifugation.

=
Recovery

First spin of upper layer

[E [ [
Blood
collection 2nd spin

=
- -

1/2 vol.: PPP
PRP =17 discarded
homogenization and cell (T (=

quantification =

Figure 15: Organigramme décrivant le concept technologique de production de PRP (Perez et
al.,2014)

D’abord, avant toutes manceuvres, le sang total initialement recueilli doit étre dans des tubes
qui contiennent des anticoagulants.

3.1.4.1.La premiére centrifugation
Permet la séparation du sang en trois fractions distinctes :

- Une couche supérieure (55%) contient principalement du plasma acellulaire,
principalement constitué de molécules plasmatiques circulantes (en particulier le

fibrinogéne) et pauvre en plaquettes, dénommé platelet-poor plasma (PPP) ou plasma
pauvre en plaquettes.
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- une couche intermédiaire (5%) qui est connue comme la couche leucocytaire et qui est
riche en fibrinogéne et en plaquettes. Son aspect blanchatre caractéristique I’a fait
appeler manteau blanchatre (buffycoat) ; c’est elle qui composera la majeure partie du
futur concerté plasma riche en plaquettes (cPRP) mais a ce stade, elle est encore
difficilement séparable de facon scientifique des autres fractions (Dohan et al.,,2005),

- une couche inférieure qui se compose principalement de globules rouges.

Seule la couche supérieure et la couche leucocytaire sont transférées dans un autre tube vide

et vont subir & nouveau la deuxiéme centrifugation.

3.1.4.2.La deuxieme centrifugation

Au cours de ce stade, le régime de centrifugation préconise est beaucoup plus long et plus
rapide que celui de la premiere centrifugation précédente (hard spin). Il permet de faire
sédimenter les plaquettes au fond du tube, de maniére a obtenir a nouveau trois fractions

distinctes :

- Une fraction résiduelle sous forme d’un petit point rouge en bas de tube.
- Une fraction plasmatique claire acellulaire (80%) en haut de tube qui correspond au
plasma pauvre en plaquettes.

- Une fraction intermédiaire, trés riche en plaquettes, qui corresponde au PRP.

A ce stade, et & I’aide d’une seringue on peut facilement recueillir le PRP. On se débarrasse
d’abord de la majeure partie du PPP, de maniére a n’en laisser que le strict nécessaire a la
remise en suspension des plaquettes concentrées. Puis I’ensemble est agité et pour obtenir un
PRP en suspension prét a I’emploi. 1l est a noter, que la coloration rose du PRP final, résulte
des hématies résiduelles en suspension lors de I’aspiration des plaquettes (Dohan et al.,
2005).A ce moment, le PRP obtenu est prét a utilisé soit directement ou son activation est
assurée par le contact directe avec le collagéne, ou activé directement par un ajout des

substances d’activation tel que la thrombine bovine et du chlorure de calcium.
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3.1.5. Nombre des globules blancs

A son tour, ce parameétre est largement discuté lors de la préparation du PRP. En effet,
plisieurs études ont été publiées dans ce contexte, il y a actuellement un désaccord dans la
littérature sur la présence des cellules de la lignée blanches dans le PRP. Evertset al.,
(2007) ;Ehrenfest et al.,(2009) ;tXie et al(2014), ces auteurs ont rapportés que la présence des
globules blancs (L-PRP) offre un avantage et fournit une protection naturelle contre les
infections et les réponses allergiques. D'autres auteurs ne recommandent pas la présence des
globules blancs dans le PRP. Marx et al., (2002) et Perez et al., (2014), ont déclaré que la
présence des globules blancs, pouvant étre nocifs lors de cicatrisation des tissusabimés, et
qu’il peut géner I’épithélialisation par une libration prématurée de facteurs pro-inflammatoires

potentiellement responsable d’une dégradation de la matrice extracellulaire.

3.2.Méthodes récentes et kits commerciaux

3.2.1. Plasmaphéreése

La plasmaphérése est une méthode de purification sanguine extracorporelle permettant
defractionner les différents élements du sang, tout en particulier de concentrer les plaquettes
(figure 16)(Pruijm et al., 2008). Deux procedures seront possiblement envisagées, soit 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, dont le concept reste le méme (Dohan et al., 2005).

Le principe de cette technique modernisée nécessite une ultracentrifugeuse différentielle qui
sépare dans un premier temps le PPP des autres éléments figurés du sang et le transférer vers
soit une poche qui peut étre réinfusée plus tard, soit directement vers le patient. Puis, un
lecteur optique constate que la centrifugation commence a separer un sérum beaucoup plus
blanchatre (le buffycoat) correspondant & un concentré plaquettaire (PRP), et fait basculer
automatiquement le liquide décanté vers une poche différente, tout en ralentissant la vitesse

de centrifugation (pour permettre un clivage précis entre cPRP et culot d’hématies).
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Séparateur de cellules automatisé,
par centrifugation différentielle

Source patient :
- poche de sang - o
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1. Elimination du PPP /

.

| d'hématies
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i ‘ et des hématies
A au donneur

Figure 16: La plasmaphérese (Dohan et al.,2005)..

Enfin, des que le lecteur optique détecte les premiers éléments rouges, il sait qu’il s’agit du
culot d’hématies et le transfére soit vers une troisieme poche qui peut étre réinfusée plus tard,
soit directement vers le patient (si celui-ci est encore connecté a la machine).

Cette méthode permet d’obtenir 30 & 40 ml de PRP a partir de 450 ml de sang total. A flux
discontinu, on peut méme récolter jusqu’a 300 ml de PRP (Dohan et al., 2005).

A noter que I’on retrouve toujours une petite quantité d’hématies dans notre poche de
concentreé plaquettaire, liee aux difficultés techniques d’une séparation parfaite des différentes
strates de sédimentation obtenue par centrifugation. C’est ce qui explique que, une fois remis
en suspension (dans du PPP résiduel, par exemple), le concentré plaquettaire prenne un aspect
rose (Dohan et al., 2005).

3.2.2. Protocoles Curasan® et Friadent-Schiitze®

Ces deux protocoles obéissent a la loi fondamentale de préparation du PRP, c'est-a-dire que sa
préparation nécessite toujours la centrifugation, réalisée par une simple centrifugeuse de
laboratoire. Ces deux méthodes sont sensiblement similaires, nécessitent I’usage d’un kit de
tubes de 10 ml de capacité contenant un anticoagulant citraté (CPD-A). La différence entre les
deux méthodes réside uniquement d’aprés certains auteurs (Weibrich et al, 2003) dans le
temps et la vitesse de centrifugation. Le processus de préparation du PRP passe par les deux

étapes fondamentales de double centrifugation déja motionnées, avec :
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- Une premiére centrifugation de 10 minutes a 2400 tours /min (soit environ 400g) ;

- Une deuxiéme centrifugation de 15 minutes a 3600 tours /min (soit environ 600g).

- Laquantité totale produite de PRP est de 0.4ml pour le protocole (Curasan®), elle est de
0,8ml pour Friadent-Schitze®. Le PRP est placé dans une seringue d’auto mélange
couplée a de la thrombine bovine (et chlorure de calcium), pour obtenir un gel utilisable

cliniguement.

Figure 17: Kit PRP Friadent-Schiitze (centrifugeuse, vacutainer aprés premiere et

deuxiéme centrifugation) (Weibrich et al.,2003).

3.2.3. Protocole HarvestSmartPReP®

Son fonctionnement repose sur une idée astucieuse : un dispositif constitué d’une double
chambre de centrifugation, c’est une technique entierement automatisée ou le processus
global de centrifugation de cette machine (figure 18) ne dure que 12 minutes. Le sang total
recueilli par la chambre est de 60 ml, centrifugé avec un programme standard de trois vitesses
automatiques, permet d’avoir 8 ml de PRP (Dohan et al., 2005).
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Figure 18: Systeme PRP SmartPRP(Weibrich et al.,2003).

3.2.4. Protocole «Platelet concentrate collection system » (PCCS)®

Technique hautement automatisée de production du PRP, ou la machine utilisée est dotée de
deux poches plastiques solidarisées par un anneau (qui permet leur mise en place dans la
centrifugeuse) et reliées par un tubule clampé. Au cours de préparation, la premiéere
centrifugation suit un regime de 3000 tours/min pendant 3 minutes et 45secondes, et un
second régime a 3000 tours/min durant 13 minutes. Cette technique correspond au premier
pas de I’industrie médico-scientifique pour fournir aux professionnels de santé des machines
et des protocoles simplifiés parfaitement adaptés aux conditions de I’exercice chirurgical.
Cependant, ce protocole demande encore plusieurs interventions humaines délicates, ce qui
disparait avec la SmartPReP® (Dohan et al., 2005).

3.3.Propriétés biologiques du plasma riche en plaquettes

Le plasma riche en plaquettes est également connu sous le nom de plaquettes riche en
facteurs de croissance (FG), matrice de fibrine riche en plaquettes (PRF) et PRF concentré de

plaquettes (Rubina et Grimalt, 2018). On admet raisonnablement, que ces propriétés
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biologiques dépendent étroitement des constituants qu’ils le contiennent. En effet, Xie et al

(2014), ont simplifiés toutes ces propriétés, par le schéma suivant de la (figure 19).

Inflammatory mediators
Anti-inflammatory effect

Anabolic effect
Growth factors

Fibrinogen
Scaffolding effect

Figure 19 : les principaux effets biologiques du PRP (Xie et al.,2014).

Les principaux facteurs de croissance sont énumérés dans le tableau ci-dessous établi par

Everts et al.,(2006), ainsi que leurs fonctions biologiques.

Tableau 3: Synopsis des facteurs de croissance présents dans le PRP (Everts et al., 2006).

macrophages
Neutrophiles.

matrice du cartilage,
activées et naturel kiler NK.

Plaquettes, matrice extracellulaire de I'os,

cellules TH1
cellules,

/ monocytes et

Stimule la cellule
mésenchymateuse indifférenciée
prolifération; régule I’activite
endothéliale, et la synthese
fibroblastique et

la mitogenése ostéoblastique;
régule la synthese du collagene

et la sécrétion de collagénase;
régule les effets, mitogéniques des
autres facteurs de croissance;
stimule la chimiotaxie
endothéliale et I'angiogenese;
inhibe la prolifération des
macrophages et des lymphocytes
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Les plaquettes, les macrophages,
cellules mésenchymateuses,

chondrocytes, ostéoblastes

Les plaquettes, les ostéoblastes,
cellules endothéliales,

macrophages, monocytes, muscle lisse
cellules

Plaquettes, macrophages, monocytes

Plaquettes, cellules endothéliales

Les plaquettes par endocytose de
environnement extracellulaire dans

moelle osseuse

les

les

la

Favorise la croissance et la
différenciation des chondrocytes
et les ostéoblastes; mitogene pour
les cellules mésenchymateuses,
(chondrocytes et ostéoblastes).

Mitogénique pour les cellules
mésenchymateuses et les
ostéoblastes;

stimule la chimiotaxie et la
mitogenése des cellules :
fibroblastes / gliales / musculaires
régulation de la

sécrétion de collagénase et la
synthése de collagene;

stimule les macrophages et le
chimiotactisme des neutrophiles.
Stimule  la chimiotaxie
endothéliale / angiogeneése;

régule la sécrétion de collagénase;
stimule la mitogenése épithéliale /

mésenchymateuse

Augmente l'angiogenése et la
perméabilité des vaisseaux,
stimule la mitogenése des cellules
endothéliales

Favorise I'angiogenese, la
régénération du cartilage, la
fibrose et  l'adhésion  des

plaquettes

50




Revue bibliographique

3.3.1. Effet anabolique
Divers facteurs de croissance, facteurs de coagulation, molécules d'adhésion, cytokines,

chimiokines et intégrines sont conservés dans les plaquettes. Aprés activation du PRP, les
plaquettes peuvent libérer une multitude de facteurs de croissance a des concentrations
significativement supérieures aux taux sanguins initiaux, notamment le facteur de croissance
transformant B (TGF), le facteur de croissance derive des plaquettes (PDGF), le facteur de
croissance analogue a l'insuline (IGF), les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), le
facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF), les facteurs de croissance
épidermiques (EGF) (Deborah et al., 2018). Il est bien établi d’apres Xie et al., (2014)que
I’ensemble de ces cytokines pouvant induire un effet anabolisant, telles que le facteur de
croissance transformant-B, I'lGF, le facteur de croissance fibroblastique et le PDGF pouvant
stimuler la prolifération des cellules souches mésenchymateuses chondrocytaires et
multipotentes.

3.3.2. Effet anti-inflammatoire
Les thrombocytes du PRP pouvant étre eégalement une source importante des médiateurs et
des modulateurs inflammatoires. Woodell-May et al., (2011), ont rapportés que I’incubation
des plaquettes avec des billes de polyacrylamide, les plaquettes peuvent libérer de nombreuses
cytokines anti-inflammatoires, y compris l'antagoniste des récepteurs IL-1 (IL-1ra), le
récepteur soluble du facteur de nécrose tumorale (TNF) I et II, IL-4, IL- 10, IL-13 et de
linterféron. D’aprés Alaaeddine et al.,(1999) le PRP peut également réduire la production de
prostaglandine E2 induite par le TNFa. En ce qui concerne les cytokines pro-inflammatoires,
telles que: IL-1a, IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, IL-17 et IL-18, leurs concentrations sont
beaucoup plus faibles dans le PRP que celles des cytokines anti-inflammatoires. Cette
différence significative entre les concentrations de cytokines anti-inflammatoires et celles des
facteurs pro-inflammatoires dans le PRP suggere que I’administration du PRP peut supprimer
I'inflammation dans I'arthrose, protégeant ainsi le cartilage et réduisant la douleur.

3.3.3. Effet d’échafaudage « Biomatériaux »
Le PRP posseéde une variété de protéines plasmatiques, qui sont connues pour étre des
composants essentiels dans le mécanisme de guérison des tissus conjonctif Eppley et al.,
(2004).Le plasma contient du 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 (Xie et al., 2014). En outre au sein de cette maquette les plaquettes

s'agregent le long de ces fibres pendant la coagulation, I'échafaudage tridimensionnel qui en
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résulte peut également agir comme un réservoir de facteurs de croissance qui exercent des
effets favorables sur les cellules (Xie et al., 2012). Les avantages cliniques de la matrice de
fibrine PRP sont bien connus dans la chirurgie maxillo-faciale (Anitua et al., 2006). 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 régénération,
I'introduction de I'échafaudage PRP peut limiter I'étape initiale de cicatrisation et de

réparation tissulaire.

4. Utilisation médicales des concentrés plaquettaires autologues
Dans la littérature, plusieurs domaines d’applications du PRP, ont été envisagé par les
scientifiques. En médecine animale, des études ont été publiées, dont la cicatrisation ostéo-
cartilagineuse attire une attention particuliére des chercheurs (Chicharro-Alcantara et al.,
2018 ; Abrams et al., 2013).

4.1.Effets sur les structures ostéo-cartilagineuses
A ce jour, des études realisées sur des especes animales tres variées (le rat, le lapin mouton,
chévre chien, cheval, porc...).
Du fait du nombre important des recherches effectuées sur la cicatrisation osseuse et
cartilagineuse chez les animaux, les résultats obtenues sont récapitulées dans le tableau ci-

dessous de la maniere suivante :
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Tableau 4 : Résumé de principales études analysant I’efficacité du plasma riche en plaquettes

sur des structures ostéoarticulaires.

Fl1.|_ |'|_ Femies

Fernandez
etal, (2013)

Hernandez- mouton

tinn du PRP

40ml de sang total collecté dans 4 tubes
citratés, centrifugés & 1800 mpm pendant 8
minutes. 3 ml du PRP activé par 0,15 ml de
chlorure de calenm & 10 %{0.05 m]
chlorure de calciumml de plasma), pour
obtenir le gel.

20 moutons Agés de quatre mois
ont subi une ostéotomic de la
diaphyse fémorale suivie par
ostéogenése de distraction,

LS CLRLLURT

La seule différence significative détectée était
un fémur phs Inrgt (épaisseur diaphysaire
accrue). Tandis quancune preave radiologique
ou histologique que P'administration de PRP au
débur  des phases de distraction et
d'ostéogenése améliore 1a formation osseuse.

Koa et al,
{2016)

Mouton

20 ml de sang total dans des tubes citratés
{citrate de sodium & 3.8 %), un rendement
de 316236% par rapport au sang
sriohér

Le PRP a é ajoué 4 un
échafandage  nanocomposite
{'bydroxyapatite. Des Ksioas
ostéochondrales des condyles ont
é1é créés chez 24 moutons, Les
animacx ont été sacrifiés et
evalus six mois aprés la
chirurgie

L'échafandage  bydroxyepatite-collagéne a
amélioné  la  réparation des  lésions
ostéochondrales, mais la combinaison avec des
facteurs de croissance plaguettaires n'ont pas
un effer addiel, av contraire, I'administration
du PRP perwbant le processus de
régénération.

Milano et
al(2010)

Mouton

60 ml de sang total, I'anticoagulant est non
rapponté. La 15 centrifugation : 2400 rpm
pendant 3 minutes puis 2= centrifugation
3000 pm pendant 12 minutes, Le
pourcentage des plaquettes est 4 fois plus a
sa valeur normale.

L'hypothése de I"érude était que
le FRP peut améliorer la
Téparation du cartilage aprés les
microfractures par une lésion
chondrale chronique compléte du
condyle  fémorale  mediale
réalisée sur 15 moutons.

Le PRP a montré un effet posinf sur la
réparation et la restauration du cartilage aprés
microfractures. La procédure Etait plus efficace
lorsque le PRP a é1é utilisé comme un el en
comparaison avec |'imjection du liquide intra-
articulaire, Cependant, I"analyse histologique a
révélée qu'aucun taitement n'a produit le
cartilage hyalin.

Forriol et
-Il|
(2009)

mouton

65mL de sang tolel, centrifugé 2220 g
pendant 8 min, le Gel a été obtenu par aout
de thrombine : chaque | ml de concentré
plaquetiaire a eié ajouts dans un wbe stérile
en verme de 100 ml de la thrombine stérile,
Nombre des plaguettes non rapporté.

Un défiaut osseux de 6 cm dans la
mandibule de 15 moutons, agés
de & ans, a é1é reconstruit en
utilisamt  divers allogreffe de
chtes  congelées, thOP-1 (ch
BMP-7), plasma riche en
plagueties  (PRP), et ume
combinaison dallogreffe de cotes
congelée et thOP-1.

Le PRP, ne stimule aucune formation osseuse,
alors que les moutons recevant thOP-1 ont
moniré une certaine formation osseuse. Les
animaux recevan A |2 fois thOP-1 et allogreffe
ont montré la plus nouvelle formation d'os,

La combingison de l'allogreffe osseuse avec
des factenrs de croissance démonirée propriétés
ostéoconductrices ainsi que ostéoinductives
importantes.

Nair e al,
(2009)

Chévre

20 ml de sang total dans des tbes héparines
{5 Ul ml | de sang, subissent la
centrifugation & 2500 rpm pendant 3 min. 8-
9 ml de PRP vne augmentation de 1,5 fois
des plaguertes dans le PR que dans le sang
total).

Défaut segmentaire (2 cm) créé
dans v modéle de fémur de
chivre.

La combinaison de HASI avec les cellules et le
PRP étaient un avaniage supplémentaire qui
pourrail favoriser I'expression de nombreuses
protéines ostéoinductives, menant & une
régénération osseuse plus rapide et la
dégradation des maténaux.

Filardo et
al, (2014)

Mouton

20 ml de sang total prélevé sous citrate de
sodium.  Double cenwifugation: la
1% centrifugation: & 200G pendant 0
minutes el a 2™ centrifugation 1000G
pendant 15 minutes. Le PRP présente un de
rendement de 582% = 119%:

Des défauts diaphysaires ont été
créés  chez  des  mowtoms.
L'échafaudage final a ensuite &
implanté dans le métatarse de 15
moutons  adultes  croisés
{Mérinos-Sarda),

Dans tous les traitements testés, ces analyses
ot mis en évidence la présence dlos
nouvellement formé &  [linterface des
échafaudages osseux. Bien que I'absence d'effet
substantiel du PRP 2 éé démontrée.
L’augmentation de l'échafaudage + BMSC a
moniré |a valeur ka plus élevée du contact os-
implant et de la nouvelle croissance osseuse &
lintériewr  de  léchafaudage osseuse, en
particulier lorsqu'elle est combinée aux CSEM,

53




Revue bibliographique

4.2 Effets sur la cicatrisation cutanée

Chez les ovins, peu d’études ont été réalisées dans un contexte de I’évaluation de I’efficacité

thérapeutique du PRP sur la cicatrisation cutanée. Des études effectuées chez differentes

especes sont récapitulées dans le tableau ci-apres.

Tableau 5 : Résumé des principales études animales analysant I’efficacité du PRP sur la

reconstitution des tissus cutanés.

Model
animal

Reéféerences

Préparation du PRP

méthodes

Conclusion

le sangtotal sous EDTA 2 Des anomalies de  L'utilisation de PRP ameliorela

été centrifgé a 2400 tr / résection cicatrisation cutanée chez le lapin
Ostvar et min pendant 10 min puis bilatérales de 3 o P2F Une confraction rapide des
al, (2015) lapin é?;ISI]I] tr / minpendant 13 onf  été  crédes pahes.et angngenése mieus

mimites. Le taux de o adaptée aujour 14 eten

rendement plaquettaire est chirurgicalement  ,arficybier au jour 21..

non rapporté ainsi quedes  sur la partie dorso-

lencocytes latérale de la pean

chez 15 lapins

20 ml de sang total a été

prélevé sans anticoagulant Effet de fibrine Les résultats ont démontré que la
Alishahiet Chien dans des tubes de verre secs riche en plaquettes fibrine riche en  plaquettes
al, (2014) et ont été immédiatement swr  des  sites améliorait et accélérait la

centrifugés a 3000 tours par lésionnels cicatrisation cutanée

minute pendant 10 minutes d’incision. incisionnelle.

avec une centrifugeuse de

table spécifique a

température ambiante aprés

centrifugation  formation

d'un gel de fibrine

1 litre de sang total a été desplaies 2.5 cm® L'étude  histopathologique 2

prélevé sous dextrose, la Plﬂi{le de 15'131'11&. révélé que Le PRP accélére la

séparation a été effectuge EPRSSEW CUIANEE  yeonihelialisation au 7 jour de
Carteret Chaval par un séparatewr de onl El€ CIECES AU i atrisation et promet la

. dessous du genou o .

al, (2003) cellules sanguines MCS 4. jarret d'un reconstintion du derme an 79=me

(Haemonetics corp).  Le cheval pur-sang.  jour de cicatrisation

rendement plaquettaire

moven de PRP (250 ml) est

de 4 9x1011 litre.

L activation du PRP est

réalisée 3 l'aide de

thrombine (200 UL/ ml)

et 3 M d’acide ascorbique.
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4.3.Autres domaines d’application
A la suite des résultats prometteurs obtenus sur modeéle animal, de nombreuses applications
cliniques ont été également réalisées (Dohan et al., 2005). Le PRP a été utilisé localement en
ophtalmologie sous forme d’adjuvent au traitement chirurgicale des déchirures de la macula
(Gehring et al,1990). En outre, I'utilisation du PRP trouve ses intéréts dans de nombreux
champs de [I’ophtalmologie, comme dans la gestion des récidives du ptérygion
(épaississement de la conjonctive), dans la chirurgie du strabisme et de la cornéee. En effet, il
offre un avantage sur le temps opératoire, la facilitté de la chirurgie, la gestion des
complications post opératoires et le nombre de récidives (Panda et al, 2009). A son tour, le
domaine de chirurgie cardio-vasculaire est I’objectif de plusieurs applications du PRP dont la
mesure de favoriser la cicatrisation lors d’infarctus myocardiques. Le PRP semblait permettre
le recrutement des myocytes, la différenciation des cellules souches myocardiques et le
remodelage ordonné des fibres musculaires au niveau de sites d’infarctus (Mogan et Larson,
2004).D’autres domaines d’applications du PRP font également I’objet de plusieurs
recherches (tableau 6)a s’avoir la chirurgie vasculaire (Godet et al, 1995), la neurochirurgie
(Elgazzar et al, 2008), la chirurgie musculaire (Konstantinidis et al, 2013), la chirurgie de la

cavité orale, maxillo-facial et la chirurgie gastro-intestinale (Fresno et al, 2009).
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Tableau 6 : Résumé des principales études analysant I’efficacité du PRP sur la reconstitution

des différents tissus.

Domaine
d'application

Reférences

et model
animal

Preparation du PRP

35ml desangtotal dans13 tubesdes

ml de capacité contenant 0,5 mlde
citrate de sodium tamponné. Le sang
total subit une double centrifugation:

786g pendant minutes puis527g

pendant 10 minutes. La quartité du PRP
obtenu est non rapportée. L'activation
de ce dernier est 3 |'aide de chlorure de

calciuma 10%

35 porcs ont soumis @ deux
procédures
intestinale.

d'anastomose
le PRP & éte
appligué sur l'un des sites
tandiz  que
'autre site a servi de témoin.
Aprés 24 48 72 et96 h puis a
7 jours. une histologie a été
réalisée et la résistance & la
rupture de la plaie a ete
mesuréea 72 het 7 jours

d'anastomose,

Conclusion

Il en résulte que I'application de PRP a
semblé augmenter le tissu de granulation et
la fibrose, mais n'a pas influencé la
résistance a larupture de |'anasomose.

Chirurgie
Fresno et  gastro-
al,(2009)  intestinale
chez le porc
Quarteiro Chirurgie
etal,(2015) musculaire
chezlerat

B ml de sang total @ été prélevé par

ponction cardiaque,
immédiatement

centrifugation. Le régime de

ung

subit
double
double

centrifugation est nos rapporte ainsi que

I'anticoagulant utilze.

Une lésion a été produite dans
le tiers central du muscle
pastrocnémien  de
membre postérieurde 30rat.

G rats ont été traités par PRP
et 24 rats traités a |'zide de
physiologique.  Des
échantillons des tissus fraités

cthague

=

et non traités ont été évalués
histologiquement

7 et M jours aprés
procédures.

les

Au 75 jour, la quantité de collagéne dans
les lésions traitées avec du PRP était
significativement inférieure que dans les
autres blessures. Ay 21°™ jour quantité
épale du collagéne pour toutes
blessures. Le processus inflammatoire est
plus intense dans les |ésions traitées au PRP

les

en comparaison aver les lésions des autres
groupes de traitement. Cependant, les
aspects morphologiques de ces lesions
Etaient similaires & ceux de des blessures
non traitées. Le PRP favorise la restitution
compléte des tissus entre le 7°™ et e 21%™
jour de

experimentales.

blessures musculaires

Elgazzar et  Régenération
al, (2008) NErvewse

chezlerat

La préparation du PRPest non
rapportée

Des neurctomies bilatérales
ont été réalisées sur les nerfs
sciatiques de 15 rafs. Les
abouts nerveux ont été collés
immédiatement aprés section
a I'side d'une colle
synthétique de cyanoacrylate,
et |la moitié des nerfs a regu un
traitement adjuvant par dépdt

de PRP & leur surface.

Les analyses histologiques, pratiquées sur
des hiopsies nerveuses 12 semaines aprés
intervention, mantrent un nombre de fibres
nerveuses plus important dans le groupe
ayent reu du cPRP. Malgré la faible
différence entre les deux groupes, le cPRP
semble  bien @voir des  propriétés
neurctrophiques favorizant |3 repousse
nerveuse aprés neurotomie chez le rat
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Matériel et méthodes

MATERIEL ET METHODES

l. Les animaux

Deux lots d’animaux ont été utilises pour cette étude, un lot d’animaux fourni par
I’abattoir communal de Batna, composé de 06 moutons males agés de six mois et pesant 25
kg, a été utilisé comme une source de sang pour la comparaison entre les différentes méthodes
de préparation du PRP afin d’apprécier une methode fiable de production de ce dernier chez
les ovins.

Dans la cadre de I’évaluation de I’efficacité thérapeutique du PRP autologue chez les ovins,
nous avons utilisé un deuxieme lot d’expérimentation, composé de 09 moutons males agés de
six mois et avec un poids de 25 Kkg.

Les animaux du 02°™ lot ont été élevés au sein de I’animalerie de Iinstitut des sciences
vétérinaires et des sciences agronomiques de I’université de Batna 1. Ces animaux sont
cliniguement sains, ils sont soumis a une période d’adaptation de 15J avec un regime
alimentaire ordinaire (paille et orge). Les animaux d’expérimentation sont logés dans une
salle adaptée avec acces libre aux aliments et & I’eau. Tous ces animaux ont été déparasités a
I’aide d’ivermectine (IVOMEC injectable pour bovins, moutons et porcs, Merial & une dose
de 01 ml/50 kg de poids vif). Une large antibiothérapie a été réalisée par utilisation d’une dose
unique d’oxytéracycline de 01ml/10 kg de poids vif. La litiere utilisée au cours de cette
expérimentation, a été préparée a I’aide de la paille, et renouvelé quotidiennement pour éviter

des éventuelles infections.

1. Matériel et méthodes utilisées

Pour la réalisation de ce travail le matériel suivant a été utilisé :

1. Matériel pour prélevement de sang

- Seringues stériles de 1 et 2,5 ml.

- Seringues stériles 10 ml.

- Des tubes secs stériles de 5 ml et de 15 ml.
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2. Matériel de la centrifugation

Une centrifugeuse réglable (Hettich zentrtrifugen D-78532 tuttlingen, Model Universal 32,
Germany) a éte utilisée dans le cadre de préparation du plasma riche en plaquettes permettant
ainsi une séparation aisée des éléments figurés de sang (Figure 20).

Figure 20: la centrifugeuse.
3. Matériel utilisé de la petite chirurgie

3.1.Matériel pour la réalisation des plaies cutanées

Une Tondeuse électrique.

Pinces et ciseaux droits.

Bistouris stériles pour incisions.

- Compresses stériles.

- Désinfectant (Bétadine, savon de Marseille).
- Un champ opératoire.

Figure 21: Matériel de rasage, de la petite chirurgie et de biopsie (punch biopsie). .
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3.2.Matériel de I’examen anatomo-pathologique

- Des flacons pour les prélévements histopathologiques (biopsies) ;
- Des cassettes pour la préparation des blocs ;

- Automate de déshydratation et éclaircissement (histokinette) ;

- Un appareil d’inclusion a la paraffine.

4. Matériel de dénombrement des thrombocytes
- 02 Micropipettes I’une avec une capacité de 10ul et I’autre de 250pl.
- Hémocytometre.

Il existe différents hématimétres (cellule de malassez, cellule de Nageotte, cellule de
Neubauer....). La cellule utilisée dans le cadre de cette étude est le NEUBAUER improved.

Figure 22: Micropipettes et hémocytometre (Neubauer improved).
5. Matériel des mesures morphométriques

Un pied a coulisse numérique (Figure 23) pour mesurer et évaluer la longueur de contraction
des plaies.
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Mechanic 150

Diagitad Calipe

Figure 23: le pied a coulisse numérique.

6. Matériel d’observation

- Un microscope optique (OPTIKA DM-25), a été utilisé pour observer les differentes
préparations hématologiques et histologiques.
- Appareil photos pour la prise des photos.

Figure 24 : Microscope optique OPTIKA DM-25 doté d’une caméra.

7. Les produits et réactifs utilisés

Les produits et les réactifs utilisés pour la réalisation de ce travail sont :
- Formaldéhyde a 10% ;
- Anticoagulant ACD (adénosine citrate dextrose) ;
- Acétone;
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- MGG (May Grunwald et Geimsa);
- Hématoxyline ;

- Eosine aqueuse ;

- Eaudistillée ;

- Sérum physiologique a 9% ;

- Xylene;

- Ethanol ;

- Paraffine ;

- Bétadine dermique 10%;

- Ethanol a 70%.

1. Les méthodes utilisées

1. Choix de I’anticoagulant

En hématologie, certains examens spécialisés nécessitent I’utilisation des anticoagulants
dont le choix de ces derniers doit étre toujours justifié par I’analyse qu’on veut réaliser.
L’usage de citrate de sodium est largement utilisé pour la préparation des différents
concentrés plaquettaires. D aprés Rosslyn (1983), le citrate de calcium est doté d’un pouvoir
chélateur remarquable en empéchant I’ionisation du calcium. Pour ceci, un certain nombre de
chercheurs préconisent I’utilisation des anticoagulants citratés lors de préparation du PRP
Nagata et al., 2010 ; Forriola et al., 2009 ; Milalano et al., 2010 : Naire et al., 2009 ;
Hernandez —Fernandez, 2013). D’autres préférerent I’utilisation d’ACD (adénosine citrate
dextrose) et CPD (Citrate-phosphate-dextrose). 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).
Le CPD est également utile pour la préparation de PRP mais 10% moins efficace pour
maintenir la viabilité des plaquettes. Dans la présente étude, I’ACD (adénosine citrate
dextrose) a été utilise comme anticoagulant pour toutes les analyses hématologiques

réalisées.
2. Les prélévements

Les prélevements ont été effectués stérilement au niveau de la veine jugulaire, le site de

ponction étant préalablement tondu et nettoyé a I’aide du savon de Marseille, désinfecté
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également par une solution de Bétadine. Dans notre expérimentation des aiguilles de gros
calibre ont été utilisées pour faciliter I’écoulement de sang et empécher I’hémolyse. Un
volume de 85 ml de sang a été prélevé de chaque animal. Ce prélevement nécessite I’usage
de 6 tubes de 15 ml de capacité contenant 2,25 ml de citrate dextrose (ACD) (Marx, 2001).
Immédiatement le sang collecté, distribué dans des tubes secs stériles de 5ml de capacité, au
total on obtient 21 tubes contenant 4 ml de sang sont utilisées pour chagque animal. Un seul
tube est utilisé pour le dénombrement des plaquettes du sang initial et le reste des tubes (20
tubes) subissent la centrifugation conformément aux différents protocoles présentés dans
le (Tableau 7).

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des différents protocoles utilisés lors de la préparation du
PRP autologue chez les ovins

Groupe | Groupe 11 Groupe 111 Groupe IV
20ml de sang 20 ml de sang 20 ml de sang 20 ml de sang
Méthode/protocole total total total total
Carneiro et al Hernandez- Nair et al(2009) Milano et al
(2013) Fernandez et al (2010)
(2013)
1°"® centrifugation 1800 r.p.m 1800 r.p.m 2500 r.p.m 2400 r.p.m
pendant 08 min pendant 08 min  pendant 05 min  pendant 03 min
2°™ centrifugation 1000 r.p.m 3000 r.p.m

pendant 08 min pendant 12 min

La vitesse de rotation ainsi que la durée de centrifugation sont strictement respectées pour
tous les protocoles utilisés dans le cadre de cette étude. La modification portera uniquement
sur le volume de sang total initial, (20 ml de sang total pour chaque protocole).

3. Préparation du PRP par une centrifugation unique (Groupe 11 et 111):

La séparation des éléments cellulaires du sang des groupes Il et 1l a été effectuée en
utilisant la simple centrifugation, Les échantillons de sang ont été centrifugés
conformément aux protocoles établis par chaque méthode (vitesse et duree appropriée de

chaque technique). Le processus se déroule a une température ambiante de 22°C. 1l résulte
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trois composants de base ; globules rouges (fond du tube), PRP (la fraction intermédiaire)
et le plasma pauvre en plaquettes (PPP) (en haut du tube). Ensuite, une marque a été faite
sur la ligne séparant le culot globulaire de la partie supérieur du tube. Tout le contenu au
dessus de cette marque (environ 08 a 09 ml) a été pipeté et qui correspond au volume total
du PRP.

4. Préparation du PRP par la double centrifugation (groupes I et 1V)

4.1.La premiére centrifugation: la séparation des cellules sanguines a été effectuée a l'aide
d’une centrifugeuse de laboratoire, les tubes du groupe I ont été centrifugés a 1800 rpm
pendant 08 minutes et les tubes du groupe IV centrifugés a 2400 rpm pendant 03
minutes a une température ambiante de 22°C , il résulte deux composants de base:
composants des cellules sanguines dans la fraction inferieure et le sérum qui correspond
a la fraction supérieure.

4.2.La deuxiéme centrifugation: tout le contenu au dessus du culot globulaire a été pipeté
et transféré dans un autre tube sec de 5 ml sans anticoagulant. Le contenu transféré est a
nouveau centrifugé a 1000 rpm pendant 08 minutes pour les tubes du group | et 3000
rpm pendant 03 minutes pour les tubes du groupe IV. Il résulte une petite fraction rouge
en bas de chaque tube et un surnageant en haut. La fraction qui sera pipete est de 0,5 ml
de chaque tube au dessus de chaque fraction rouge. La quantité totale du PRP obtenu est
de 02,5ml.
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B;”\

Figure 25 : Diagramme de la préparation du plasma riche en plaquettes (PRP).

A : La 01°® centrifugation B : transfert du plasma issu de la 01° centrifugation dans un autre tube sec. C : La
02°™ centrifugation D : Collecte du volume total du PRP.

5. Le dénombrement des plaquettes

Le dénombrement des plaquettes dans le sang total et dans les échantillons de PRP dans
les groupes I, I, 111 et IV a été effectué manuellement a I’aide d’un hémocytometre (cellule
Neubauer improved). Cette technique de dénombrement des thrombocytes, nécessite une
préparation préalable d’un liquide de dilution, préparée de la maniére suivante:

- Formol commercial 0.5ml ;

- Acétone 2,5ml ;

- Sérum physiologique 20ml ;

- Eau distillée (QSP pour 100ml).
- Ladilution réalisée est de 1/200.
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05/01/01 O 21/49
10:03:10

Figure 26 : Aspect microscopique des plaquettes (fleches rouges).

6. Réalisation des frottis

La réalisation des frottis a partir du sang et des échantillons du PRP, qui s’effectue a

I’occasion de chaque numération a pour objectif :

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

- Dr’écarter les individus atteints par des maladies sanguines (cas des thrombopénies);

- Drapprécier I’efficacité d’anticoagulant utilisée (Dextrose) comme anticoagulant chez

les ovins, par la mise en observation directe de la présence ou I’absence des agrégats.

6.1.Protocole

Le frottis sanguin doit occuper les deux tiers de la lame et aussi le frottis doit avoir trois
parties a savoir la téte, le corps et la queue. Cette étape consiste a déposer une goutte de sang
ou du PRP prés de I’extrémité libre de la lame et a mettre une deuxieme lame, de préférence a
bords rodeés, avec un angle de 45° et avec un geste vif et rapide on essaye d’étaler le sang

avant I’arrivée aux bords de la deuxiéme lame, les frottis sanguins de mauvaise qualité sont
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écartés sur place. La lame est ensuite secouée modérément pour assurer un séchage rapide et

complet.

6.2.Technique de la coloration

La coloration des différents frottis a partir du sang et du PRP permet I’identification des
éléments figurés grace a leurs caractéristiques propres mises en évidence par un colorant
approprié, ainsi que I’observation de la morphologie des érythrocytes et des plaquettes. Dans
le cadre de cette étude nous avons utilisé la coloration de May-Grunwald-Giemsa réalisée de

la maniére suivante :

- 10 a 15 gouttes de liquide de May-Grunwald ont eté versées sur le frottis et laisser agir
pendant 03 minutes.

- Ajouter des gouttes de tampon phosphate que I’on a mis deux gouttes de May-
Grunwald. Puis laisser agir pendant 02 minutes ;

- Rejeter du May-Grunwald, sans laver, et verser du Giemsa dilué dans la proportion de
03 gouttes pour 2cm? d’eau distillée pendant 15 minutes.

- Lavage rapide sous le jet d’eau ;

- Séchage du frottis par égouttage ou par ventilation.

7. Réalisation des plaies cutanées

7.1.Préparation de la peau

Avant toutes procédures chirurgicales, les animaux ont été d’abord tranquillisés a I’aide de
I’acépromazine a une dose de 0,1 mg/kg par voie intramusculaire. En suite, la peau a été
préparee pour procédure chirurgicale aseptique par application d'une solution iodée (Bétadine

Dermique 10%). A I’aide d’un crayon tous les contours des plaies ont été tracés.
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Figure 27 : Les étapes de préparation de la peau

A: rasage de la peau, B : tracage des contours des plaies.

7.2.Les différents types de plaies

Des plaies d’excisions et d’incisions ont été crées sur le dos de chaque animal,

conformément aux contours des plaies (Figure 28).

7.2.1. Les plaies d’excision

Huit plaies d’excision compléte de la peau ont été crées au niveau du dos de chaque
animal, d’aspect carré (20x20 mm de chaque coté) et disposées d’une fagon symétrique par
rapport au plan médio-dorsal. L’excision a été effectuée sous I’effet d’une anesthésie locale
(lidocaine hydrochloride 2%), induite par infiltration sous cutanée & un débit de 1ml/cm® (AL-
Bayati et al, 2013). La peau ensuite a été excisée soigneusement par I’utilisation d’une paire
de ciseaux chirurgicaux d’une maniére aseptique. ). Toutes les régles de I’asepsie ont été
rigoureusement respectées et toutes les plaies restent ouvertes et non suturées. De chaque c6té
latéral de I’animal en aura 4 plaies. Les plaies situées du coté droit ont été utilisées pour une
évaluation morphométrique (calcul de la surface de contraction). Les plaies situées a gauche
du plan médio-dorsale, ont été utilisees pour réaléser des biopsies cutanées (évaluation

histopathologique).
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| Figure 28: Les différentes plaies d’excisions.

7.2.2. Les plaies d’incision :

Quatre plaies d’incisions de pleine épaisseur de 06 cm de longueur ont été crees sur le dos
de chaque animal au voisinage du plan médio-dorsale. Les plaies étaient éloignées de 4 cm
I’une de I’autres. Contrairement aux plaies d’excisions, des points de sutures séparés ont
étaient réalisés au niveau de chaque plaie, a I’aide d’un fil de suture a moyenne résorption.

Figure 29: Les différentes plaies d’incision et d’excisions.

8. Traitements des plaies

L administration des différents traitements a été effectuée localement par voie topique une
fois par jour pendant 3 jours d’intervalle. L application des différents traitements a été
réalisée a I’aide d’un écouvillon stérile renouvelé a chaque application. Toutes les plaies ont
été couvertes temporairement par un film de polyuréthane pour assurer la bonne diffusion des
différents traitements administrés (ostvar et al, 2015). Le PRP a été préparé a I’occasion de
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chaque administration, et activé en ajoutant du chlorure de calcium (0,1 ml de CaCl, a chaque
1 ml de PRP) immédiatement avant son application (Ibrahim et al, 2015).

e Groupe | : Animaux traités par PRP.
e Groupe Il : Animaux traités par Madécassol a 2%.

e Groupe Il : Animaux traités par une solution saline (NaCl 09%).

9. Suivi post-opératoire
Durant toute la période de notre protocole expérimental, nous avons contrdlé un certain

nombre de paramétres physiques et clinques :

- Etat d’embonpoint des animaux ;
- Suivi du comportement des animaux.
- Prise quotidienne de la température centrale ;

- Suivi de I’activité cardio-respiratoire

Au sein des plaies, un suivi macroscopique quotidien durant toute la période

d’expérimentation.

10. Suivi de la cicatrisation

10.1.  Suivi macroscopique

L’évaluation de la cicatrisation cutanée a été appréciée par mesure du pourcentage de la
zone de contraction des plaies (figure 30). Cette méthode est souvent utilisée par les
scientifiques comme un paramétre important pour évaluer la cicatrisation de 2°™ intention
(Singh al. 2014). La zone de contraction de la plaie a été mesurée a I’aide d’un pied a coulisse
numérique le 3°™, 76M 14°™ 21°™ et |e 28°™ jour postopératoire, jusqu’a ce que les plaies
soient guéries. Le pourcentage moyen de contraction de la plaie a été calculé conformément a

I’équation établie par Singh et al.,(2014).

surface de la plaie aJ(x)— surface de la plaie aJ(0)

% de la contraction de la plaie = x 100

surface de la plaie aJ(0)
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Figure 30: Mesure de la contraction des plaies a I’aide d’un pied a coulisse numérique.
10.2.  Suivi microscopique
Cette partie a été réalisée afin de suivre les mécanismes tissulaires de la reconstitution
10.2.1. Prélevements

Les biopsies de la peau ont été effectuées aux jours (J3, J7, J14, J21 et J28), réalisées a

I’aide d’un punch de biopsie cutanée.
Technique : au moment de la biopsie :

- Dr’abord une prémédication a I’aide de xylazine.
- Des mesures hygiéniques ont été effectuées, de nettoyage et désinfection et parfois
méme un rasage a nouveau de la région considerée pour la biopsie.

- Une infiltration sous-cutanée par de la lidocaine (1cc/01cm® de surface de la peau)

La biopsie est réalisée a I’aide de I’instrument punch biopsie (figue 31 A et B).

Figure 31: Biopsie cutanée a I’aide d’un punch biopsie (A : plaie d’incision et B :
plaie d’excision).
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10.2.2. La confection des coupes histologiques

Le diagramme de la figure 32 permet d’éclaircir les différentes étapes de confection d’une
coupe histologique. Les principales étapes sont :

- Fixation des prélevements a I’aide du formol (10%) tamponné ;

- Préparation des prélevements et mise en cassette;

- La mise en circulation des spécimens: cette étape consiste a faire penétrer la
paraffine au sein du tissu.

e Déshydratation des tissus : 3 bains d’alcool a concentrations croissantes c'est-
a-dire : 70%-85%-90%, pour éviter les distorsions et le durcissement. On
termine avec 3 bains d’alcool absolu afin d’enlever complétement I’eau des
tissus.

e L’éclaircissement : 2 bains de xyléne a 100% qui servent a remplacer I’alcool
dans les tissus afin que celui-ci soit miscible avec la paraffine. Le xyléne
éclaircira le tissu pour que son indice de réfraction soit plus élevé et
augmentera sa transparence.

e L’imprégnation : bains de paraffine chaude (44°Ca 60 °C) pour solidifier le

- Inclusion (enrobage) des tissus : Le tissu est inclus dans un moule rempli de paraffine
chauffée. 1l est placé dans le moule selon un certain angle ou une certaine position
afin de voir toutes les structures désirées lors de I’examen microscopique.

- La microtomie a pour but d’avoir des coupes histologiques avec une épaisseur fixee a
6 um. Elles son placées dans un bain d’eau chaude (43-45°C pour de la paraffine dont
la T° de fusion est a 55-56°C) et étalées sur une lame.

- Séchage des lames a I’étuve (45°C) pendant une heure.

- Coloration : la coloration utilisée est celle d’hématoxyline et €osine, c’est une
coloration largement utilisée dans les laboratoires d’histologie et d’histopathologie

- Le montage est effectué par le baume du Canada en protegeant les coupes par les
lamelles.

- L’observation des coupes a été faite avec un microscope optique (Optika DM-25)
pour I’évaluation du degré de cicatrisation.
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Figure 32: Diagramme de la confection d’une coupe histologique.

A : Des cassettes et des flacons contenant des préléevements noyés dans le formol et. B : Histokinette. C :
Microtome LEICA RM 2125 RTS. D: Station d’enrobage E : Etuve F : plateau de coloration des lames.
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10.3.  Evaluation histopathologique de la cicatrisation cutanée

Des scores histopathologiques établis par Vidinsky et al., (2006), ont été utilisés dans cette
étude, présentés dans le tableau 8 par des scores de 0 a 3.
Tableau 8: Description des différents scores histopathologiques de I'évaluation

histopathologique semi-quantitative.

Néo- Néo-
Score Epithélialisation PMNL®  Macrophages Fibroblastes ; . .
Angiogenése  Collagéne
0 Epaisseur des bords coupés ~ Minimum  Minimum Minimum Minimum Minimum
1 Migration des cellules . . . . .
o Leger Leger Léger Léger Leger
épithéliales
2 Pont de I'excision Modéré Modéré Modéré Modéré Modéré
3 Régénération compléte Marquée  Marquee Marquée Marquée Marquée

+ PMNL : Les leucocytes polymorphenucléaires

11. Tests statistiques

Une analyse statistique descriptive a été réalisée pour chaque variable de I’étude. Les
comparaisons entre les différentes méthodes sont effectuées en utilisant ANOVA. Cette
analyse de variance suivi d'une comparaison entre les groupes en utilisant Tukey Test HSD
avec une signification statistique fixée a P <0,05.

Pour préciser les variations du pourcentage de contraction, une analyse de variance ANOVA
entre les différents groupes suivis par le test LSD ont été utilisés dans cette étude. Le test non
paramétrique U de Mann-Whitney a éeté utilisé pour une analyse statistique des différents
scores histopathologiques obtenus. Le logiciel SPSS 23.0 (2015) a été utilisé pour toutes les
analyses. Les valeurs de p < 0,05 et p < 0,01 ont été retenues pour déterminer le niveau de

signification des différences enregistrées.
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RESULTATS ET DISCUSSION

I. Etude comparée des différents protocoles de préparation du plasma riche en

plaquettes chez les ovins

Cette étude a pour but de faire une comparaison entre quatre méthodes de préparation du
PRP autologue chez les ovins.

1. Présentation des résultats

Le dénombrement des plaquettes par la méthode manuelle ou automatisée, est largement
discuté par la littérature, la majorité des scientifiques recoururent aux automates d’analyse
hématologiques modernisés. Plusieurs travaux ont été publiés dans ce contexte, Woodell-may
et al., (2005) ; Briggs et al., (2007), confirment que seuls les analyseurs d’hématologie
peuvent compter exactement les plaquettes dans le PRP. D’autres, préferent la méthode
manuelle (Okuda et al., 2003) dont le simple raisonnement est d’éviter tous les individus
ayant une thrombocytopénie préalable. En effet, une étude récente publiée, dans la mesure de
faire une comparaison entre la méthode manuelle et automatisée. Des numérations
plaquettaires ont été réalisées chez 43 chiens de la race Cavalier King Charles Spaniel (une
race prédisposée aux thrombopénies). L’étude comparée entre les deux méthodes, montre des
corrélations significatives et confirme I’importance de la méthode manuelle lors de la
numération des thrombocytes (Lisbeth et al., 2004). Notre étude a permet d’enregistrer les

résultats suivants, représentés dans le Tableau 9 de la maniére suivante.
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Tableau 9: Résultats des moyennes de dénombrement des plaquettes des quarts groupes

étudiés

Borne Borne
inférieure  supérieure
Sang total 521,56+97,01 6 419,75 623,37
Groupe | 1438,25+221,72 ¢ 4 1085,43 1791,06
Groupe |1 995,33+48,95 ™ 3 873,72 1116,93
Groupe |1 1430,75+293,63° 4 963,51 1897,98
Groupe IV 958,66+289,75 * 3 238,86 1678,46

p < 0,001
0,000 ()

Les moyennes suivies par lettres différentes sont significativement différentes (ANOVA : test Tukey HSD) au
seuil de signification a= 5%, *: p<0,01; la différence est hautement significative, *** : p<0,01 ; la différence

est hautement significative
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Figure 33: Taux moyen des plaquettes dans le sang total et dans le PRP des différents

groupes.
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A partir des résultats obtenus, il est claire que le nombre moyen des plaquettes dans le sang
total de tous les sujets considéré a étudier, corrobore avec celui fournis par la littérature
(Feldman et al., 2000) avec une variation de 521,56+97,01 x 10° plaquettes/pl. Concernant le
nombre moyen des plaquettes du PRP de chaque groupe, obtenu par les différents protocoles
utilisés, nos résultats sont similaires a ceux rapportées par les auteurs. Les méthodes
proposées par Carneiro et al.,, (2013) ;Nair et al, (2009) permettent d’avoir un taux
plaguettaire plus élevé avec une variation de 1438,25+221,72 x 10° plaquettes/pl et
1430,75+293,63 x 10° plaquettes/pl respectivement. Les méthodes proposées par Hernandez-
Fernandez et al.; (2013) et Milano et al.; (2010) révélent les taux les plus bas en
thrombocytes (995,33+48,95 x 10°plaquettes/pl et 958,66+289,75x 10° plaquettes/pl
respectivement).

2. Examen des frottis

L’examen attentif des frottis realisés a partir d’une goutte due PRP (figure 34), confirme
I’ensemble de nos constatations, la figure (34 : B et D), illustre la richesse de nos frottis en
thrombocytes. Nous observons également I’absence de phénomeénes d’agrégation pour la
totalité des frottis.

Concernant les anticoagulants employés, il ressort que I’usage de dextrose lors de préparation
du PRP autologues chez les ovins est incontournable, car I’usage des autres anticoagulants est

le plus souvent confronté par le phénoméne d’agrégation.

Figure 34: Les frottis réalisés a partir du sang total et des échantillons de PRP (MGGx100).
(A) : Frottis montrant des plaquettes du sang total, (B) : Frottis montrant des plaquettes du groupe I, (C) : du
groupe I, (D) : du groupe Il et (E) : du groupe IV.
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L analyse de variance ANOVA (tableau 01), a révélé une différence significative nette au
seuil de signification a = 5% entre les différents groupes par rapport au sang total. Egalement,
la comparaison entre les différentes méthodes (comparaison intergroupe) a I’aide de test
Tukey HSD confirme ce résultat avec des différences significatives enregistrées en faveurs de
méthode du groupes | et 11l : hautement significative pour le groupe | et significative pour le
groupe Il1. Nos résultats, sont confrontés par certains auteurs qui rapportent que I'efficacite
clinigue de chacune de ces méthodes demeure incertaine et optimiser en rapport aux
différentes variables du processus de préparation de PRP ainsi que a la dose utilisée. D’apres
Dugrillon et al., (2002) ; Nagat et al., (2010) ; Weibrich et al., (2004) ; et Marx et al., (1989),
le volume de sang total initial, le nombre de tours, le temps de la centrifugation, et la vitesse
de rotation de la centrifugeuse, tous ces paramétres concourent pour controler la qualité du
PRP. Concernant la dose thérapeutique, des lacunes analytiques des travaux publiés sur les
PRP meénent parfois méme & des contradictions et confortent ainsi les doutes sur I’identité
biologique de ces préparations.

Certains auteurs ont également signalés que des régimes de centrifugation modérés
favorisent une séparation aisée des plaquettes, tandis qu’une centrifugation supérieure et
étalée dans le temps est non souhaitée. Sabarish et al., (2015) ont suggérés que lors de la
préparation d’un PRP dans des conditions pareilles, s’accompagne le plus souvent, d’une
agglutination ou désintégration des plaquettes avec libération prématurée du contenu des

granules.

En conclusion, et en faveur des résultats obtenus, il s’avére que tous les protocoles utilisés
permettant d’avoir des concentrés plaquettaires avec des teneurs en plaquettes tres variées.
Les résultats de la présente étude révelent que les protocoles proposés par Carneiro et al.,
(2013) ) ;Nair et al., (2009) permettant d’avoir le taux plaquettaire le plus élevé. Du fait qu’il
n ya pas d’un consensus officiel pour optimiser et normaliser une méthode bien précise, les
principaux parametres a contréler lors de la préparation du PRP sont, le volume initial de

sang prélevé, la nature de I’anticoagulant utilisé, la vitesse et la durée de centrifugation.
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1. Evaluation de I’effet biologique du PRP autologue chez les ovins
1. Choix du protocole de préparation de PRP

D’aprés certains auteurs, le recours a un protocole de double centrifugation lors de la
préparation du PRP est incontournable. Ceci est justifié d’aprées Marx et al., (1989)
par I’absence quasi totale de différentes cellules de la lignée blanche. Marx (2001), rapporte
gue I’ensemble de ces cellules pourraient avoir un effet néfaste sur I’épithélialisation suite a
une libration prématurée de facteurs pro-inflammatoires responsable d’une dégradation de la
matrice extracellulaire. Nos résultats, confirment que le PRP obtenu au moyen de ce protocole
modifié, permet d’avoir un taux élevé en plaquettes (PRP : 1374,8+ 164,89x10° /ul, en
comparaison avec le sang total : 425,26 + 75,23x10%/ul) et d’écarter en effet toutes les
cellules de la lignée blanche (figure 36).
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Figure 35: Proportion des plaquettes.

(A) Frottis montrant des plaquettes (fleches) de sang total. (B) frottis montrant les plaquettes (fleches) du PRP
(MGGx100). (C) Nombre moyen de plaquettes dans le sang total et dans le PRP. * : Différence significative (p
=0,05).

Dans cette étude deuxieme partie de notre étude, la premiére étape consiste a preparer d’abord
un PRP autologue chez les ovins, conformément au protocole établis par Carneiro et al.,

(2013), dont la modification portera seulement sur le volume de sang initial (20ml de sang
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total) puis nous sommes intéresses de voir son effet biologiques in vivo (étude de son activité

cicatrisante sur des plaies cutanées).
2. Suivi clinique : Les observations cliniques
Durant cette étude expérimentale de 4 semaines, nous pouvons constater que :

D’abords concernant le comportement des animaux, nous n’avons observé aucun
changement avec un appétit, une miction et défécation normale. Les animaux ne semblent pas
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.

Durant les premieres 24 heures qui suivent la réalisation des plaies, les animaux reflétent
une légere hyperthermie (39,8°C), et nous n’avons enregistré aucun changement au sein des
autres parameétres vitaux, le rythme cardio-respiratoire semble trés normal. Aprés le 01* jour

post-opératoire, la température corporelle des animaux, revient a sa valeur normale.
Au sein des plaies, aucune complication n'a été observeée, dans les sites des plaies telle que :

- les infections purulentes des plaies.

- laformation de tissu de granulation exubérant dans les sites des plaies.

3. Etude des plaies d’incision

3.1. Evaluation des aspects macroscopiques des plaies

L’examen attentif des différents aspects macroscopiques des plaies cutanées (plaies traitees
par PRP, plaies traitées par asiaticoside et plaies témoins traitées a I’aide d’une solution

saline). , nous a permit de constater ce qui suit :

- Durant les 06 a 07 heures post chirurgicales, toutes les plaies sont caractérisées par une

fermeture primaire par formation d’un caillot sanguin.

- Durant le 03*™ jour post-chirurgical, nous observons que les différentes plaies étudiées

présentent le méme aspect témoignant la réaction inflammatoire, a savoir la rougeur et
la tuméfaction.
5éme

- Vers le jour, nous constatons que toutes les plaies subissent une contraction avec

un changement considérable de taille et apparition des croutes. Nous notons que
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I’apparition de cette croute est précoce au niveau des plaies traitées par le PRP (4éme
jour pour la totalité des plaies traitées par le PRP et asiaticoside et chez un certain sujet
commencent d’apparaitre vers le 3°™ jour pour les plaies traitées par le PRP). Pour les
autres plaies témoins nous constatons que le début d’apparition des croutes est
enregistré vers le 6™ jour.

Durant le 7°™ jour, nos observations indiquent et révélent que toutes les plaies
présentent un tissu de granulation habituel qui comble les différentes plaies. A ce jour
de I’évolution de la cicatrisation macroscopique rien n’est particulier entre les
différents groupes des plaies.

Les observations des plaies vers le 14°™ jour révélent que les plaies traitées par le PRP
subissent une épithélialisation recorde avec une couverture compléte par une fine
cicatrice.

En ce qui concerne le 21%™ et le 28°™ jour, nous observons d’abords que toutes les
plaies guéries avec une épithélialisation correcte surtout les plaies traitées par le PRP et

I’asiaticoside.
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Figure 36: Evolution de la cicatrisation et aspect macroscopique des plaies d’incision.
(A: 1, 2,3) plaies au 03°™ j de cicatrisation. (B:1, 2,3) plaies au 07°™ j de cicatrisation. (C : 1,2,3) plaies au
14°™ j de cicatrisation. (D : 1, 2,3) plaies au 21°™ j de cicatrisation. (E : 1, 2,3) plaies au 21°™ j de cicatrisation.
(A, B, C, D, E:1): plaies traitées par le PRP. (A, B, C, D, E :2) : Plaies traitées par Madécassol. (A, B, C, D, E :

3) : Plaies témoins, traitées par solution saline.
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3.2.Etude histopathologique

3.2.1. Evaluation histologique de la cicatrisation des plaies

L’examen histologique revét un intérét capital dans I’évaluation de la cicatrisation a

I’échelle microscopique.
3.2.1.1.Biopsie d’une peau saine chez les ovins

La figure ci-dessous montre les différentes couches d’une peau saine chez le mouton.

Figure 37: Aspect histologique de la peau chez le mouton (H&E, X40).

Fléche noire : couche cornée, Fléche rouge : épiderme, Fleche bleu : derme, fleche jaune : fibres de collagene,

fleches grises : follicule pileux.

3.2.1.2.Biopsies réalisées au 3°™ jour

Nous notons d’abords, que I’aspect des biopsies des 9 moutons utilisés dans le cadre de
cette étude, présente a chaque stade, un aspect global similaire.
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L’étude minutieuse des coupes histologiques révele plusieurs constatations

7 F

Jdu -:

Figure 38: Aspect histologique a J3 (H&E, X40).

A : A partir d’un site testé par PRP, B : d’un site traité par Madécassol, C : A partir d’un site témoin (solution
saline). Fléche noire : cellules inflammatoires, Fléche rouge : épiderme, Fléche bleu : vaisseaux sanguins

nouvellement formés, fleche jaune : fibres de collagene, fléches blanche : follicule pileux.

Au 03°™ jour de I’évolution de la cicatrisation, les différentes biopsies effectuées a partir
des différents sites de plaies présentent un aspect similaire, avec formation de la croute (figure
38), et présences d’un infiltrat inflammatoire trés abondant et d’intensité variable, riche en
macrophages, et en polymo-nucléaires neutrophiles. Il est sous épidermique, péri vasculaire,
il s’étend parfois méme jusqu’au glandes sébacées. Cependant, I’épiderme présente, dans son
ensemble, un épaississement, avec un aspect d’acanthose beaucoup plus prononcé chez les
animaux du groupe |, et aucune épithélialisation n’a été observée chez les animaux traités par
la solution saline. Concernant le derme, il est fortement congestionné avec des vaisseaux
dilatés qui se traduit par des cedemes. Nous avons remarqué également la présence d’un
nombre important de fibroblastes en proportion variable éparpillées entre des fibres de
collagene nouvellement formées, qui restent espacés les uns des autres et non organisés dans
tous les groupes. En résume, les principaux changements histopathologiques observés a ce

stade de I’évolution de la cicatrisation, témoignant surtout la réaction inflammatoire.

3.2.1.3. Biopsies réalisées au 7°™ jour

Les plaies étaient remplies de tissu de granulation riche en fibroblastes, en granulocytes et

en une matrice extracellulaire sans organisation claire. On observe des bourgeonnements
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remarquables de I’épiderme au niveau des crétes épidermiques témoignant I’épithélialisation.
Elle est beaucoup plus marquée chez les animaux du groupe I. La couche cornée est
pratiguement absente, elle est remplacée par une fine couche de kératine. Concernant
I’intensité de I’infiltrat inflammatoire, nous constatons qu’il y a une certaine atténuation de ce
dernier avec un nombre modéré des neutrophiles, observées au sein des plaies traitées par le
PRP, alors qu’il reste important dans les plaies du groupe Ill. Des foyers nécrotiques ont été
également isolés témoignant la détersion des débris cellulaires. Concernant les fibroblastes, de
nombreuses cellules de ces dernieres observées aux pourtours des capillaires vasculaires
dermiques nouvellement formés dans les plaies traitées par le PRP. Cependant, les fibres de
collagene nouvellement formées présentent une mauvaise architecture au niveau de toutes les
plaies. A cet égard de I’évolution de la cicatrisation, nous pouvons constater, que les coupes
histologiques examinées avaient montré un tissu de granulation plus élaborés chez les

animaux du groupe | (plaies traitées par le PRP) en comparaison avec les autres animaux

(plaies traitées par madecassol et de la solution saline).

Figure 39: Aspect histologique a J7 (H&E, X40).

A : A partir d’un site Iésionnel d’une palie du groupe I, B : groupe Il, C : groupe IIl. Fléche noire : cellules
inflammatoires, Fleche rouge : épiderme, Fléche bleu : vaisseaux sanguins nouvellement formés, fleche jaune :

fibres de collagéne, fleches blanche : follicule pileux.

3.2.1.4. Biopsies réalisées au 14°™ jour

L'infiltrat inflammatoire sous épidémique était toujours présent, bien qu'il ait été réduit
d’une maniere importante dans le derme des plaies traitées par le PRP (animaux du groupe I).
Nous notons toujours la prolifération des fibroblastes surtout au niveau des sites des plaies
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traités par PRP. Cependant, les fibres de collagénes sont mal organisees et on note le début de

la condensation de ces derniers.

Figure 40: Coupe transversale de la plaie traitée par le PRP a J14 (H&E, X100).

CC : couche cornée, F : fibroblastes, L : Fibres de collagéne nouvellement formées.

3.2.1.5.Biopsies réalisées au 21°™ jour

Au 21°™ jour de I’évolution de la cicatrisation, les repéres de guérisons sont flagrants et
nets dans les plaies traitées par le PRP. L’épithélialisation est compléte, avec réorganisation
des fibres de collagene.
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Figure 41 : Aspect histologique de la plaie traitée par le PRP a J21 (H&E, X40).

Fléche rouges : collagéne nouvellement formé, Fléches bleu : crétes épidermiques.

3.2.1.6. Biopsies réalisées au 28°™ jour

Ce stade de I’évolution, a été caractérisé par la guérison chez tous les sujets. Cependant, il
nous semble que I’examen histopathologique des différentes biopsies a révélé des
changements qui méritent d’étre discutes. Nous observons que les plaies traitées par le PRP,
ont montrées une parfaite cicatrisation, avec réepithélialisation complete, kératinisation bien
marquée (compacte a sa base et aérée en surface) et atténuation du nombre des crétes
épidermiques. Pour le derme, le collagéne semble mieux organisé, et comble d’une maniere
dense le site de lésion en comparaison avec les autres plaies. En fin, un point intéressant qui
attire notre attention, concerne la réapparition des follicules pileux dans la ligne d’incision

d’un certain nombre de plaies traitées par le PRP.
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Figure 42: Coupe transversale de la peau traitée par le PRP a J28 (H&E, X40).

Fléche rouges : collagéne nouvellement forme, Fléches bleu : crétes épidermiques.

Aujourd’hui, I'utilisation du plasma riche en plaquette PRP offre, une nouvelle approche
contemporaine multidisciplinaire en pleine évolution que ce soit en médecine humaine ou
vétérinaire (Dohan et al., 2005). Dans ce contexte, plusieurs études largement controversées
ont été publiées dans un cadre qui tend a prouvé leur aptitude a promouvoir les phénomenes
de régénération tissulaire par I’intermédiaire des plaquettes et des facteurs de croissance qu’ils
liberent au niveau du site lésionnel (Anitua et al., 1999 ; Marx et al., 2004). Leur caractére
autologue lui conférant, de plus, une biocompatibilité et une biodégradabilité excellentes, tout
en écartant le risque de transmission d’agents pathogenes. Chez I’homme et chez les animaux
de nombreuses publications ont été rapportées, sur son utilisation dans des domaines
médicaux trés variés (ostéo-articulaire, maxillo-facial, neurochirurgie, cicatrisation cutanée,
chirurgie plastique...) (Chicharro-Alcantara et al., 2018 ; Abrams et al., 2013). Cependant,
chez les ovins, il y a peu de recherches portant sur I’évaluation de son effet sur la cicatrisation
tissulaire en particulier cutanée ou la plupart des chercheurs se sont concentrés sur un
domaine d’investigation ostéo-articulaire (Chicharro-Alcantara et al., 2018). En outre, certain
auteurs, ont rapporté que la prévalence des complications des lésions cutanées chez les
ruminants, ont une tendance d’augmenté d’une facon spectaculaire (infections tel que les
mammites et le panaris, infestations parasitaires cutanées avec différentes formes de gales,

brdlures en cas d’incendie, ...) (Sardari et al., 2007). D’aprés Chicharro-Alcantara et al.,
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(2018), la cicatrisation peut présenter un impact biomédical et économique parfois redouté.
Donc, la nécessité d’établir de nouvelles stratégies, tels que les thérapies régénératrices

demeure un défit incontournable.

L’inspection des différentes biopsies réalisée au 3°™ jour aprés incision, a révélé la présence
de I’infiltrat inflammatoire dans le derme de toutes les plaies. Mais il est d’intensité variable,
avec recrutement massif des PMN dans les plaies du groupe I. En outre, I’observation de
I’évolution microscopique a montré que le PRP peut promettre I’épithélialisation. Ces
résultats sont en parfaite corrélation avec les travaux de Molina et al., (2009) ; Ostvar et al.,
(2015) qui ont rapportés dans des etudes similaires réalisées sur un modele de lapin, que
I’administration topique du PRP peut atténuer le processus inflammatoire par un recrutement
massif des PMN, durant les premiers jours qui suivent la blessure. Ceci, et dans la plus part
des références, est di aux effets des facteurs de croissance qui s'accumulent dans les granules
B des plaquettes. Il est généralement admis qu'ils jouent un role essentiel dans la cicatrisation
(Jornet et al., 2009). Ces facteurs de croissance peuvent accelérer la cicatrisation en stimulant
I'angiogenese, la maturation tissulaire et I’épithélialisation (Dohan et al., 2005 ; Smets et

al.,2012 ; sadari et al., : 2007ostvar et al ,2015).

Au 7°™ j, il y a une certaine atténuation du processus inflammatoire et I’ensemble des
remaniements observés a ce jour de I’évolution, consacrés principalement dans I’élaboration
d’un tissu de granulation. Darré et al., (2014) ont suggéré que la mise en place d’un tissu de
granulation mieux élaboré dans le site des lésions cutanés peut améliorer la qualité de la

cicatrisation.

Au 14°™ jour, notre examen histopathologique a révélé une synthése accrue du collagéne et
un début de condensation de ce dernier dans les sites des plaies traitées par PRP. Egalement,

un nombre important de fibroblastes a été observe.

Les résultats de I’examen histopathologique réalisé le 21°™ et le 28°™ jour ont révélés des
reperes de guérison beaucoup plus marqués dans les plaies traitées par le PRP en comparaison
avec les autres groupes. Concernant la réapparition des follicules pileux, nos résultats sont en
concordance avec ceux établis par Ferdousy et al., (2013), qui ont déclaré dans une étude
similaire réalisée chez la chévre, I’importance du PRP comme un traitement des plaies
cutanees, ainsi qu’il peut stimuler la réapparition des follicules pileux. L’équipe de Miao et

al., (2013), ont suggéré que les facteurs de croissance déja évoqués pouvant induire la
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reconstitution des follicules pileux, mais les épreuves exactes sur son efficacité sont trés

limitées.

4. Etude des plaies d’excision

4.1.Aspects macroscopiques

L’examen macroscopique des différentes plaies d’excision de la figure 45 permet d’évoquer

les constatations suivantes (figure 43)

Trois jours apres la réalisation des plaies, la totalité des plaies révelent une coloration rouge
avec une tuméfaction importante et aucun changement n’a été observé suite a I’administration
du PRP durant cette étape. Nous pouvons dire que cette phase, est marquée par un processus
inflammatoire assez prononce.

I"évaluation macroscopique du 07°™ jour post-chirurgicale révéle qu’un tissu de granulation
est mis en place au sein des plaies traitée par le PRP avec contraction remarquable des berges
des plaies, marquant ainsi une épithélialisation partielle.

Au 014°™ jour, le processus inflammatoire est atténué pour la totalité des plaies avec chute
spontanée de la croute surtout pour les plaies traitées par PRP et asiaticoside.

Au 21°™ jour, accentuation de la contraction, et raccourcissement considérable de la majorité
des plaies surtout celles traitées par le PRP. Nous notons également au sein des ces palies que
I’apparition de fibres de laine est tres importante parfois méme elle cache totalement le lit de
la plaie.

Au 28°™ nous observons un tissu cicatriciel bien organisé avec épithélialisation correcte et
fermeture complete pour les plaies traitées par PRP. Nous observons également la
réapparition de la laine au niveau des sites traités par le PRP. En outre, & ce stade de
I’évolution de guérison, aucune complication ou apparition d’un tissu exubérant n’a été

observée.
Le suivi macroscopique comparé de nos plaies traitées par les divers traitements, a révélé que

I’administration insitu du PRP est dotée d’un certain pouvoir biologique sur I’évolution

globale du processus de cicatrisation.
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Figure 43 : Aspect macroscopiques de la cicatrisation.

(A-C) : plaies au 03°™ jour de cicatrisation, (D-F) : plaies au 07°™ j de cicatrisation, (G-1) : plaies au 14°™ j de
cicatrisation, (J-L) plaies au 21°™ 1°me

j de cicatrisation, (M-O) plaies au 2 jour de cicatrisation, (A-M) : plaies

traitées par le PRP, (B-N) : Plaies traitées par Madécassol, (C-O) : Plaies témoins, traitées par la solution saline.
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Dans notre étude, I’inspection des sites d’excision de la peau pendant les premiers jours
n’a révélée aucune complication ou signes apparents d’infection. Ceci pourrait étre di a la
bonne conduite des plaies, ainsi au nombre réduit des animaux utilisés. Nos résultats sont en
accord avec ceux rapportés de nombreuses études. Smets et al, (2012) ont suggérés que la
nature biologique du PRP pourrait affecter considérablement le processus de cicatrisation
surtout lorsque il s’agit d’un PRP préparé par un régime unique de centrifugation. Ce dernier
peut contenir des quantités variables des cellules de la lignée blanche, responsables de la
dégradation de la matrice extracellulaire par libération des facteurs pro-inflammatoires (Kaux
et al., 2010). En effet, les résultats obtenus a partir de cette étude, confirment que notre PRP
était pratiquement exempt de toutes cellules de la lignee blanche. D’aprés Kaux et al., (2014),
le recours a un régime de double centrifugation est incontournable, car cette méthode permet
d’éviter également les radicaux libres issus des globules rouges résiduels, pouvant ainsi cree
des foyers infectieux nuisibles pour les structures tissulaires. En outre, concernant le nombre
des plaquettes obtenus au moyen de ce protocole modifié, notre résultat se situe dans de trés

bonnes limites de concentration établies par Whitman et al., (1997) et parArora et al., (2009).

Ces auteurs, ont déclaré que la concentration idéale en plaquettes pour qu’un PRP présente
des propriétés de stimulation, serait de 2 a 3 fois plus élevée. Concernant le choix de
I’anticoagulant, les observations repétées des différents frottis réalisés, ont confirmees
I’efficacité de dextrose lors de la préparation du PRP chez les ovins. Lei et al., (2009) ont
rapporté que le dextrose était I’anticoagulant approprié pour la production de PRP, et la

qualité de ce dernier était étroitement liée au type d'anticoagulants utilisé.

4.2.Suivi morphométrique : Etude de variation du pourcentage moyen de contraction

des plaies

4.2.1. Présentation des données

Les différents résultats obtenus, concernant les variations de pourcentage moyen de la
réduction des surfaces des plaies sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 10 : Variation du pourcentage moyen de la réduction de la surface des plaies.

Borne Borne
inferieure  supérieure

12,65 31,06

21,86+3,70

I 17,95+4,19 12 7,52 28,38
Il 20,78+4,07 10 10,66 30,90
| 34,93+6.11« 12 25,20 44,65
I 24,43£2.96 « 12 20,14 28,71 4,001 0,057
Il 23,64+8,63« 10 9,90 37,37 *
I 68,80+4.64++ 12 57,26 80,33
I 47,6615,09.« 12 39,55 95,77 13,73 0,004
Il 42,90+9.38+« 10 19,58 66,22 7 ok
| 79.83+1,45 12 76,22 83,43
I 78,55+3,78 12 75,53 84,57 2,935 0,119
Il 73,71£3,80 10 94,25 83,16
I 91,90+1.63 12 87,85 95,95
I 87,55+9,78 12 71,97 103,12 0,345 0,718
Il 87,17+8,79 10 73,18 101,16
Groupe | : plaies traitées a I’aide du PRP, Groupe Il : plaies traitées par Madécassol, Groupe 111: plaies

traitées par une solution saline. Les moyennes suivies par étoiles sont significativement différentes (ANOVA :
test LSD) au seuil de signification o = 5%. (= : p < 0,05 ; différence significative, - : p < 0,01 ; différence

hautement significative).

Les résultats, représentés par la figure 44, ont montrés un progrés de contraction des plaies au
fil de temps, chez tous les animaux. Ce progres, est surtout remarquable au niveau des plaies
d’animaux du groupe I. A rang égal, I’examen attentif des résultats répertoriés dans le
tableau-9 a révélé des différences significatives entre les différents groupes d’animaux de

I’étude. Aprés une semaine post-chirurgicale, le taux moyen de contraction des plaies du
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groupe () était statistiquement significatif (p <0,05) en comparaison avec ceux des groupes
(1) et (111). Nous notons que le pourcentage moyen de contraction dans le groupe des
animaux traité par PRP était de (34,93 + 6,11), alors qu’il est de (24,43 + 2,96) et (23,64 +
8,63) dans le groupe des animaux traitées par madécassol et de la solution saline
respectivement. Deux semaines aprés la réalisation des plaies, la différence est hautement
significative (p <0,01) entre les différents groupes. Le pourcentage moyen de contraction des
plaies chez les animaux du groupe | traités par le PRP était de (68,80 + 4,64) contre (47,66 +
5,09) et (42,90 + 9,38) dans les groupes Il et Ill, traitées par madécassol et de la solution

saline respectivement.

Au-dela du 21°™ et jusqu’au 28°™ jour, aucune différence significative n’a été enregistrée
entre les différents groupes. Cependant, toutes les plaies se contractent & des vitesses
légerement difféerentes, un peu plus rapide pour les plaies traitées par le PRP. A la fin de
notre expérimentation (J28), la majorité des plaies se ferment quasi totalement et guéries

complétement.

L analyse et I’interprétation des courbes de la figure 44 permettent de constater que I’effet
du PRP sur la cicatrisation présente des variations différentes d’une période & une autre et
méme au sein des groupes. Néanmoins, I’examen global de I’ensemble de ces courbes
ascendantes, permet de supposer que le processus de cicatrisation chez les ovins se déroule en
trois phases. Ce processus permet d’abord de remplir immédiatement la plaie suivi d'une
réépithélialisation et d'un rétablissement de la barriére cutanée (Yamaguchi et Yoshikawa,
2001).
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Figure 44 : Variations du pourcentage de contraction de la surface des plaies en
fonction des différents traitements administrés.

Une premiére phase qui est marquée par un processus inflammatoire étalée entre JO —
J7 qui montre des courbes de contraction identiques pour tous les groupes surtout
durant les trois premiers jours, nous notons également qu’un léger accroissement de la
courbe enregistré en faveur des plaies traitées par le PRP durant une période étalée
entre le 03°™ et le 07*™ jour. Ceci pourrait étre d(i d’aprés Alishahi et al., (2014)
aux facteurs de croissance présente dans cette préparation (PRP).

Une phase de réparation entre J7 — J14, cette étape de I’évolution du processus
cicatriciel est préoccupée par I’élaboration d’un tissu de granulation, future maquette
de tissu fibrineux. Notre expérimentation montre que cette phase présente la pente la
plus important en faveur des plaies traitées par le PRP.

Une phase de maturation a partir du 21°me jour jusqu'a la fin de notre protocole
expérimentale. Au cours de cette phase, nous notons que les différentes courbes sont
paralléles et presque identiques. Une atténuation remarquable de la pente de la courbe
de contraction est enregistrée en faveur des plaies traitées par le madécassol, et le

PRP.
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4.2.2. Discussion

L’étude morphométrique de variation de la contraction des plaies a montré qu’il y a un
progres remarquable du processus de cicatrisation cutanée chez les animaux du groupe | traité
par le PRP en comparaison avec les autres traitements. Au 07°™ jour de I’évolution, une
différence significative nette a été observé entre les plaies du groupe | et les plaies des
groupes 1l et Ill. Cette différence devient flagrante et hautement significative au bout du
14°™ jour de 1’évolution de cicatrisation. Nos résultats sont similaires & ceux rapportés par
certains auteurs. En effet, Al-bayati et al., (2013) confirment que I’infiltration sous cutanée du
PRP accélére la contraction des plaies chez la chévre & partir de la 01°® semaine post
chirurgicale. Et du méme, Ostvar et al., (2015) ont rapportés que I’utilisation du PRP lors du
traitement des plaies cutanées chez le lapin, accélére la vitesse de contraction de ces derniéres,
durant une période de deux semaines. Certains auteurs (Anitua et al., 1999; Swaim et al.,
2001) ont déclarés que cette accélération de contraction, est liée directement aux effets
potentiels des agents thérapeutiques présentés par des facteurs de croissances accumulés dans
les granules-a. plaquettaires. Parmi ces facteurs, le facteur endothelial vasculaire (VEGF) qui
favorise I’angiogenése, le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de
croissance transformant B (TGF-R). Ces facteurs contribuent notamment dans la migration des
leucocytes au site de la plaie (Golebiewska et al., 2015; Jae-Min et al., 2015), ainsi que a la
prolifération des fibroblastes en myofibroblastes et a la synthése des constituants de la matrice
extracellulaire. D’autres auteurs rapportent que le progres de contraction est lié a la fois aux
myofibroblastes et aux fibroblastes qui peuvent organiser le tissu conjonctif avec
consolidation précoce du collagene en tirant la peau vers I’intérieur (Swaim et al., 2001 ;

Darré et al., 2014).

4.3.Suivi histopathologique

4.3.1. Présentation des données et discussion

L’examen histopathologique et I'évaluation semi-quantitative (tableau 11) ont montré des

différences dans la progression de la cicatrisation dans les trois groupes de I’étude.
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Tableau 11 : Résultats de I'évaluation histopathologique semi-quantitative.

I 0,9+0,73 2,4+0,48% 1,3+0,48 1,6+0,51 1,4+0,51 0,7+0,48
I 0,5+0,52 1,9+0,73 1,4+0,51 1,6+0,51 1,4+0,51 0,4+0,51
Il 0,3+0,48 1,5+0,7 1,5+0,48 1,4+0,51 1,2+0,42 0,3+0,48
I 2,2+0,78 0,9+0,73 1,2+0,42% 2.1+0,73* 1,63+0,5 1,6+0,51
I 2,1+0,73 0,8+0,63 1,5+0,51 1,7+0,48 1,5+0,52 1,4+0,51
i 1,8+0,91 0,7+0,67 1,6+0,91 1,6+0,51 1,3+0,48 1,3+0,48
I 2,8+0,42 0,6+0,52 1,0+0,52 2,7+0,48* 2,6+0,51 2,7+0,48
I 2,6+0,51 0,5+0,52 1,2+0,51 2,5+0,52 2,3+0,48 2,5+0,52
Il 2,4+0,51 0,3+0,48 1,3+0,61 2,4+0,51 2,1+0,73 2,4+0,51
I 3,0+0% 0,5+0,52 0,5+0,52 3,00 3,0+0 2,9+0,31
I 2,8+0,31 0,3+0,48 0,8+0,73 2,8+0,42 2,8+0,31 2,9+0,31
i 2,4+0,52 0,1+0,31 1,0+0,73 2,5+0,52 2,4+0,52 2,6+0,53
I 30 0,00 0,00 1,9+0,73 1,8+0,91 3,00

I 2,9+0,31 0,00 0,3+0,94 1,8+0,91 2,0£1,15 3,00

Il 2,7+0,48 0,1+0,31 0,6+0,52 1,9+0,73 2,2+0,78 2,8+0.31

- Groupe | = Animaux traités avec PRP, Groupe Il = Animaux traités avec Madécassol a 2%, Groupe Il =

Animaux traités avec une solution saline (Nacl 9%), PMNL = polymorphe nucléaire leucocytes.* = indique une

différence significative (p <0,05).

Au 3™ jour de I’évolution de la cicatrisation, I'épithélialisation a été observée sur la paroi
interne du bord libre des plaies traitées par le PRP (Figure 45A), alors que dans les plaies du
groupe traitées par le madécassol, elle est moins importante (Figure 45B). Aucune
épithélialisation n'a été observée au sein des plaies traitées par la solution saline, avec des

plaies semblaient couvertes de coagulum sanguin (Figure. 45C).

Concernant I’évaluation histopathologique semi-quantitative de I’épithélialisation, nos
résultats ont révélés une différence significative (p <0,05) enregistrée au 21°™ jour de
cicatrisation entre le groupe des plaies traités par le PRP et le groupe des palies témoins :
(3,0£0) contre (2,4+0,52) respectivement. En ce qui concerne les cellules inflammatoires
(PMNL), notre examen histopathologique a révéle un infiltrat important au niveau des bords
des plaies traités par PRP en comparaison avec les plaies des autres groupes (figure 45A).
Egalement, I’évaluation semi-quantitative a révélé une différence significative nette (p
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<0,05), observée en faveur des PMNL (plaies du groupe |: 2,4+0,48, contre les plaies des
groupes 1l et Ill: 1,9+0,73 et 1,5+0,7 respectivement). Pour les autres parameétres, aucun
changement histopathologique n’était observe, et aucune organisation du collagéne

nouvellement formé n’était évidente au sein des différents groupes.

Au  7°™ jour, I’examen histopathologique révéle une certaine accentuation de
I’épithélialisation au niveau des différentes plaies. Les surfaces des plaies traitées par le PRP
(Figure 45D), sont totalement recouvertes par un tissu épithélial en comparaison avec les

autres plaies témoins (Figures 45E et F).
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Figure 45 : Aspects histopathologiques des biopsies réalisées a partir des plaies d’excision
(H&E, X40).
(Fleche rouge) ré-épithélialisation, (Fleche bleu) néovascularisation, Fléche jaune (réseau de fibrine

nouvellement formé), Fléche noir (kératinisation), Fléche verte (site de lésion) et Fléche blanche (follicule

pileux).
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Aucun contact des bords de la plaie n'étaient observées dans les différents groupes.
L’evaluation histopathologique semi-quantitative de I’épithélialisation n’a révélée aucune
différence significative. Concertant le collagéne, son organisation semblait beaucoup plus
dense et organisée au niveau de plaies traitées par le PRP (Figure 45D) en comparaison avec
les autres plaies. Pour les autres parameétres, I’examen histopathologique a révélé des
variations importantes des fibroblastes, des neutrophiles et des macrophages (Figure 45). A
rang égal, nous enregistrerons une différence significative en faveur des fibroblastes (plaies
des animaux du groupe |: 2,1+0,73 contre les plaies des animaux des groupe Il et Il :
1,740,48 et 1,6+0,51 respectivement). Une autre différence significative en faveur des
macrophages a été egalement enregistrees (plaies du groupe I : 1,2+0,42 en comparaison avec

les plaies du groupe 111 : 1,6+0,91).

Au 14°me jour, I’examen histopathologique a montré un changement cardinal de cicatrisation,
caractérise par I’union des berges de plaie dans les différents groupes (figure 45: G-1), elle est
presque achevée avec un tissu de granulation mieux élaboré dans les plaies traitées par le PRP
(figure 47G). En effet, I’étude de la variation des fibroblastes a révélée une différence
significative nette (p <0,05) en faveur des plaies du groupe | : 2,7+0,48 contre les palies des

animaux du groupe 111 : 2,4+0,51.

Au 21°™ jour, une épithélialisation compléte a été observée dans les plaies traitées par le
PRP, avec des tissus totalement réunis. Les nouveaux faisceaux de collagéne remplis d’une
maniere dense la jonction de la plaie dans les plaies traité par le PRP (figure 47J). Continuité
des remaniements de I’épithélialisation et de la réorganisation du collagéne dans les autres
groupes (Figure 45K et L). L’évaluation semi quantitative des scores histopathologiques a
révélée une différence hautement significative en faveur des fibroblastes des plaies traitées
par PRP : 3,0£0 en comparaison avec les plaies du groupe 11 : 2,4+0,52).

Au 28°™ jour, I’examen histopathologique a montré, la guérison des plaies dans les différents
groupes. Une parfaite cicatrisation a été observée dans les palies du groupe |, caractérisée par
une réorganisation du collagéne avec kératinisation de la peau et réapparition des follicules
pileux dans la ligne de la plaie (Figure 45M). Une mauvaise cicatrisation a été observée dans
les autres groupes (aspect d’une fibrose dans les plaies traitées par madécassol, une mauvaise

cicatrisation retardée dans les plaies témoins). Pour les autres parametres, notre étude a

99




Partie expérimentale

montrée que le nombre des capillaires nouvellement formés, augmente considérablement
durant les deux premieres semaines qui suivent la réalisation des plaies, et qu’il ne cesse a
3éme

abaisser qu’apres la 0 semaine de I’évolution. A contrario, concernant le collagéne

nouvellement formé, sa proportion était en perpétuel croissance.

L’évaluation semi-quantitative, des scores histopathologiques obtenus, a révélée des
différences significatives pour un certains nombre de parametre de cicatrisation. En effet,
cette etude confirme que I’administration locale du PRP permettait une bonne
reépithélialisation (figure 45M), avec une néovascularisation plus précoce, suivi d’une
réorganisation collagénique plus élaborée. Alishahi et al., (2014) ont rapportés que
I’infiltration cutanée du PRP, accélére la guérison de plaies chez le chien et permet ainsi

d’avoir un tissu de granulation plus élaboré.

Au 03*™ jour de cicatrisation, nos résultats sont encourageants, témoignant I’efficacité
biologique du PRP. Ce dernier est capable d’accélérer potentiellement la cicatrisation par un
recrutement massif des polymorpho-nucléaires (figure 46A). En outre, cette nouvelle
technique pourrait également augmenter le taux de I’angiogenése. Nos résultats sont en accord
avec ceux rapportés dans de nombreuses études, Ostvar et al.,(2015) rapporte que I’usage du
PRP accroit le taux de nouvelles boucles des capillaires observées dans les plaies cutanées
chez le lapin. Darré et al., (2014) ont suggérés que cette néovascularisation lors des plaies
cutanées favorise I’arrivée des cellules inflammatoires ayant un réle de détersion du foyer
Iésionnel en association avec les macrophages (leal et al., 2015). Cependant, les observations
histopathologiques répétées des biopsies effectuées a partir des sites des plaies traitées par le
PRP, ont révélé que le nombre des macrophages était moins important en comparaison avec
les plaies des autres groupes (figure 46C). Ceci, confirme le constat déja établi par Kaux et al,
(2014) qui ont suggeré que I’utilisation du PRP par infiltration tendineuse délimite

I’inflammation chronique, par une réduction du nombre des macrophages.
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3éme

Figure 46: Coupes histologiques au niveau des plaies au
X100).

jour de cicatrisation (H&E,

(Fléche bleu) néovascularisation, Fléche jaune (réseau de fibrine nouvellement formé), Fléche noire
(polymorphe nucléaire leucocytes) et Fleche verte (macrophage). (A) : Section d’une plaie traitée par le PRP.
(B) tissu représentatif des plaies traitées par madécassol, infiltra inflammatoire modéré, un réseau lache de
collagéne moins abondant avec un nombre peu important des macrophages. (C) Tissu provenant des plaies
traitées par la solution saline, présente un nombre trés réduit en cellules inflammatoires et nombre important en

macrophages.

Concernant I’étude de variation des fibroblastes, nos résultats ont révélé des différences
significatives enregistrés au 07°™ et 14°™ jour de cicatrisation, en faveur de plaies des

animaux du groupe I.

Au 7°™ jour de I’évolution de la cicatrisation, un nombre important de fibroblastes, et des
paquets du collagéne nouvellement formées sont observés dans les plaies traitées par le PRP
(Figure 47-A). Cependant les faisceaux de collagéne montrent des fibres qui restes
clairsemées, et qu’ils ne semblent pas rempli le site de la plaie. Dans les autres groupes, le

collagéne est moins abondant d’aspect irrégulier avec persistance des macrophages.

Au 14°™ jour, de nombreux fibroblastes observés dans les plaies traitées par le PRP (Figure
47-D), qui s’entassent entre des faisceaux condensés de collagéne. La néovascularisation est
importante avec réapparition des follicules pileux. Dans les autres groupes, un réseau lache de
collagéne nos organisé a été observé (Figure 47 : E-F).
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Figure 47: Coupes histologiques au niveau des plaies au 7°™ et 14°™ jour (H&E, X100).

(A-C) : 7 jours apreés réalisation des plaies, (D-F) : 14 jours aprés réalisation des plaies. Fleche jaune (Réseau de
fibrine nouvellement formé), Fléche rouge (Fibroblastes), Fléeche bleu (Néovascularisation), Fléche blanche

(Follicule pileux), Fléche noire (PMNL) et Fléche verte (macrophage).

Le résultat de la présente étude, pourrait étre explique d’apres certains auteurs (Arora et al.,
2009 ; Whitman et al., 1997), aux effets associés de certains facteurs de croissance du PRP
pouvant favoriser la différenciation des fibroblastes et par conséquent la formation du
collagéne. En outre, I’observation minutieuse des différents aspects histopathologiques de la
figure 47 , nous a permis de penser que cette préparation (PRP) pourra contribué d’une
maniére efficace dans le processus de remodelage et de remaniement de collage. En effet
Kaux et al., (2014) ont rapporté dans une autre étude similaire réalisée chez I’homme, que le
taux de collagéne dans le groupe traité par infiltration tendineuse de PRP, augmente
considérablement vers le 05 jour de cicatrisation. Cependant, le mécanisme exact de
I'action du PRP dans le remodelage du collagene est encore mal élucidé. Ibrahim et al., (2015)
ont suggéré que le remodelage de collagene est susceptible d’étre affecter par des
métalloprotéinases, principalement MMP-1 et MMP-3 protéine pouvant digérer les divers
composants structurels de la matrice extracellulaire. En outre, l'induction de MMP-1 dans la
peau peut faciliter I'élimination des fragments de collagene endommagés dans le tissu de la
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matrice dermique, ainsi fournir une meilleure base pour le dép6t de nouveaux collagene

nécessaire pour I'amélioration de plaies.

Enfin, concernant la reconstruction des follicules pileux, nos résultats, ont montré qu’il y a
une certaine reconstitution des cellules de la papille dermiques, observées dans la ligne de
cicatrisation des plais traitées par le PRP. Nos résultats sont en concordance avec ceux éetablis
par Ferdousy et al.,( 2013). Ces auteurs ont rapporté dans une étude similaire réalisée chez la
chévre, que I’injection intradermique du PRP dans des plaies cutanées a amélioré
considérablement I’aspect des plaies avec réapparition des follicules pileux. Ceci, pourrait
étre expliqué d’apres Wang et al., (2017) par les effets potentiels des facteurs de croissance du
PRP, qui augmente considérablement le taux de PAL (phosphatase alcaline) et versican
(protéoglycane sulfate de chondroitine). Ces derniers pouvant promouvoir la prolifération de
HHDPCs (Papilles dermiques de cheveux humains.). En outre, I’équipe de Miao et al.,
(2013), ont suggéré que les facteurs de croissances déja évoqué pouvant induire la

reconstitution des follicules pileux, mais les preuves exactes sur son efficacité sont limitées.
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Abstract: The therapeutic evaluation of the biological effect of platelet-rich plasma (PRP) is the subject of
several studies in regenerative medicine. The aim of this study was to compare four different methods of
preparation of autologous platelet concentrates in sheep. Various specimens were collected from six adult
healthy male sheep of the local breed. Blood smears were also carried out on all the samples, in order to see the
morphology of the platelets. The data obtained in the manual platelet count were submitted to statistical
analysis (repeated measures ANOVA, Tukey HSD test, P<0.05). The result was that the total mean number of
platelets in whole blood was 521.56 + 97.01x10°/ul. The PRP samples in Groups I and III showed significantly
higher mean platelet counts than Group II and IV (1438.25 + 221.72x10° /ul and 1430.75 £ 293.63x10%/ul,
respectively). In conclusion, within the limit of this study, it can be concluded that the best technique of platelet
harvesting in sheep is obtained with the double centrifugation protocol used for animals of group L.

Key words: Platelet Counts - Platelet-Rich Plasma - Centrifugation -+ Blood - Sheep

INTRODUCTION

The search for protocols favoring haemostasis and
healing is a recurring problem in all surgical disciplines.
Platelet-rich plasma (PRP), as a biological adjuvant,
offers innovative new pathways [1]. It is defined
according to Marx [2] as a restricted plasma volume
containing a high platelet contingent rich with growth
factors. Therapeutic administration of PRP as a treatment
decreases regenerative disorders and accelerates the
healing of a wide range of tissues. However, there are
controversies in the literature regarding the potential
benefits of using this procedure and also controversies
regarding the protocols of its preparation. Anitua [3] and
Aghaloo et al. [4] reported that these controversies are
probably related to the lack of appropriate standardization
of different preparations and a formal definition of PRP.
Several simplified protocols for the preparation of PRP
have been developed to facilitate its clinical application.

Basically, centrifugation is considered as a basic
process of preparing different PRP. Various methods for

the preparation of PRP have been reported in the
literature. These include commercial systems such as
Curasan®, Plateltex® and manual methods using the
laboratory centrifuge reported by Marx [2], Landesberg
et al. [5] and Okuda et al. [6]. The clinical efficacy of each
of these methods remains uncertain and depends on
several variables. The role of centrifugation’s speed and
time on the platelet concentration achieved in each of the
methods is fully evaluated [7]. According to Marx [8] and
Carneiro et al. [9] the PRP obtained by double
centrifugation must have a platelet concentration of
300 to 400%, higher than that of whole blood, in order to
consider it as a "therapeutic PRP". However, Anitua [3]
uses only one centrifugation although the platelet
concentrations obtained by this procedure have not been
reported.

The aim of this study was to determine the effects of
the regime presented by the speed and the time of
centrifugation on the number of platelets in platelet
concentrates obtained using four different methods of
preparing PRP in sheep.
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University of Batna2, Batna, Algeria. Tel: +213-553738028.



Global Veterinaria, 17 (6): 559-563, 2016

MATERIAL AND METHODS

Experimental Model: Six clinically healthy adult male
sheep weighing 25-30 kg were used in this study. The
experimental protocol was carried out at the
Biotechnology Laboratory of the Bioactive Molecules and
the Cellular Physiopathology, Department of Biology,
University of Batna 2, Algeria.

PRP Preparation: A volume of 85 ml of blood was drawn
from each animal by jugular puncture. This sample
requires the use of 06 tubes of 15 ml of capacity
containing 02.25 ml of citrate dextrose (ACD) [8]. As soon
as the blood was collected, it was immediately distributed
in sterile dry tubes of 05ml of capacity; in total we
obtained 21 tubes containing 04 ml of blood for each one.
A single tube used for the count of platelets in the initial
blood whereas the rest of the tubes (20 tubes) underwent
centrifugation at different rates established as presented
in table 01.

Table 1: Summary table of the various protocols used for the preparation of
platelet concentrates.

Method Group I Group IT Group IIT Group IV

1st centrifugation 1800 rp.m 1800 r.p.m 2500rp.m  2400r.p.m
for 08 min for 08 min __ for 05 min for 03 min

2nd centrifugation 1000 r.p.m B 3000 r.p.m
for 08 min for 12 min

*GGroup I: Method proposed by Carneiro et al. [9].

*GGroup II: Method proposed by Hernandez-Fernandez et al. [10].
+GGroup III: Method proposed by Nair et al. [11].

*GGroup IV: Method proposed by Milano et al. [12].

All these protocols were carried out with respect to
the wvarious centrifuging regimes established by the
authors. The modification concerns only the initial blood
volume (85ml of blood for each method).

Protocol for the Preparation of PRP by Single
Centrifugation (Group II and III): Separation of the
cellular elements from Group II and III blood was carried
out using simple centrifugation (Laboratory centrifuge;
Hettich zentrtrifugen D-78532 tuttlingen) The blood
samples were centrifuged at the rates established by each
method (Speed and appropriate duration of each
technique). The process took place at an ambient
temperature of 22 ° C. accordingly, we obtained three
basic components; Red blood cells (Tube bottom), PRP
(Middle of the tube) and platelet-poor plasma (PPP) (At
the top of the tube). A mark was made on the line
separating the globular pellet from the supernatant. All
the content above this mark (About 08 to 09 ml) was
pipetted which corresponds to the volume of PRP.
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Protocol for the Preparation of PRP by Double
Centrifugation (Groups I and IV): The first centrifugation:
the blood cell separation was carried out using a
laboratory centrifuge, the Group I tubes were centrifuged
at 1800 r.p.m for 08 minutes and the Group IV tubes
centrifuged at 2400 r.p.m for 3 minutes in an ambient
temperature of 22 °c. we obtained two basic components:
blood cell components in the lower fraction and serum
which corresponds to the upper fraction.

The second centrifugation: all the contents above the
globular pellet were pipetted and transferred to another
5 ml dry tube without anticoagulant. The sample was then
centrifuged again at 1000 r.p.m for 08 minutes for group I
tubes and 3000 r.p.m for 03 minutes for group IV tubes.
There resulted a small red fraction at the bottom of each
tube and a supernatant at the top. The fraction that will be
pipetted is 0.5 ml of each tube above each red fraction.
The total amount of PRP collected for each samples is
02.5ml.

The Number of Platelets: The number of platelets was
determined on whole blood and on PRP samples under a
microscope with a haemocytometer (Neubauer improved
chamber) after 1/200 dilution with a Formol 0.5 ml, acetone
2.5 ml, physiological saline 20 ml and distilled water
(QSP per 100 ml).

Realization of Smears: The realization of the whole-blood
and PRP smears (The staining with the May-Grunewald
Geimsa: M.G.G) aims to analyze the platelet richness and
the presence or absence of the aggregates. This is done
on the basis of each count.

Statistical Analysis: Statistical analysis was performed;
the results of counts obtained in each of the methods
used were expressed as mean plus standard deviations
and medians. The comparisons between the different
methods are carried out using ANOVA with the statistical
software SPSS version 23. This analysis of variance
followed by a comparison between groups using Tukey
HSD test with a statistical significance fixed at P <0.05.

RESULTS AND DISCUSSIONS

From the results presented in table 2, we note that the
number of platelets in the whole blood of all individuals
considered in this study corroborates with that provided
by the literature [13] with a variation of 521.56 +
97.01x10%/ul. Concerning the number of PRP platelets of
each protocol (FIG. 01), our results are similar to those
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Table 2: Results of platelet count averages of the four groups according to each established rate (ANOVA).

Mean platelet

concentration + SD

95 % Confidence Interval

Groups (X 10%/ul) N Lower Limit Upper Limit F SignificanceP-value
Whole blood 521.56+97.01 6 419.75 623.37 17.24 p <0,0010.000 (***)
Group I 1438.25£221.72 ¢ 4 1085.43 1791.06

Group 11 995.33+48.95 be 3 873.72 1116.93

Group I1I 1430.75£293.63 ¢ 4 963.51 1897.98

Group IV 958.66+289.75  ab 3 238.86 1678.46

The presented means which are followed by different letters are significantly different (ANOVA: Tukey HSD test, P <0.05was considered statistically

significant).

Fig. 1: Smears showing platelets (Arrows) of whole blood (A). PRP smears showing platelets (Arrows) of group I: (B)

and group II: (C) (Staining with M.G.Gx100).

Fig. 2: PRP smears showing platelets (Arrows) of group III: (D) and group IV: (E) (Staining with M.G.Gx100).

reported by the authors. The methods proposed by
Carneiro ef al. [9] and Nair et al. [11] have a higher platelet
count with a variation of 1438.25 + 221.72x10%/pl and
1430.75 + 293.63x10°/ul respectively. The methods
proposed by Hernandez-Fernandez et al. [10] and
Milano et al. [12] reveal lower levels of thrombocytes
(995.33 + 48.95x10%/ul and 958.66 + 289.75 x 10°/ul).

Platelet counting by the manual or automated method
is widely discussed in the literature; the majority prefers
the use of automated methods. Several works which have
been published in this context, Woodell-may et al. [14]
and Briggs et al. [15] confirm that only automated
hematology analyzers can accurately count the platelets
in the PRP. Some others advocate the manual method [16-
18] whose simple reason is to avoid all individuals with
prior thrombocytopenia.

Careful examination of PRP smears confirms all of our
results, Figure (B):1 and (D):2 show enormous
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thrombocytes. We also note the absence of aggregation
phenomena for all smears. It appears that dextrose is the
best anticoagulant for different preparations of
autologous PRP in sheep.

Analysis of variance ANOVA (Table.1), revealed a
significant difference at the threshold of significance 4 =
5% of thrombocytes count between the different methods
used compared to whole blood. Likewise, the comparison
between the different methods (Intergroup comparison)
using the Tukey HSD test confirm this hypothesis with a
highly significant difference between groups I and III (...)
and significant for groups II and VI (.). Our results are
supported by some authors who reported that the clinical
effectiveness of each of these methods remains uncertain
and optimized in relation to the different variables of the
PRP preparation process as well as the dose used.
According to Marx [8], Nagat et al. [18], Dugrillon et al.
[19] and Weibrich et al. [20] total treated blood volume,
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sampling, number of turns, time of centrifugation and
centrifuge rotational speed, all of these parameters concur
and control the quality of PRP. Concerning the
therapeutic dose, analytical gaps in published PRP works
sometimes lead to contradictions and confirm our doubts
about the biological identity of these preparations.

Some authors have also reported that moderate
centrifugation regimes favor separation of platelets while
superior speed and longer time centrifugations are no
desired. This fact may be due to agglutination or
disintegration of platelets with premature release of the
contents of the platelets granules. This hypothesis was
also confirmed by Sabarish et al. [21] who reported that
several variables affect the quantity and quality of PRP.
Furthermore, concerning the fraction of white blood cells,
Marx [8] confirmed that the use of the double
centrifugation process is essential wherein the PRP
obtained is practically free from all cells of the white line.
These may have a detrimental effect on epithelialization
following premature release of pro-inflammatory factors
potentially responsible for the degradation of the
extracellular matrix.

CONCLUSION

Methods and protocols for the preparation of
platelet-rich plasma in sheep are very diverse and widely
controversial in the literature including their associated
biological effects. On the basis of the results obtained, it
appears that all the protocols used enable us to have
platelet concentrates with very varied platelet contents.
The ANOVA statistical study reveals that the protocols
proposed for the animals of group I and III collect the
highest platelet concentration. Because there is no official
consensus to optimize and standardize a specific method,
the main relevant aspects to be controlled during the
preparation of PRP for specific in vivo applications are the
initial volume of blood taken, the nature of the
anticoagulant used, the speed and time of centrifugation.

At the limit of this study and due to the small number
of animals used, it can be concluded that the best
technique of platelet harvesting in sheep is obtained with
the protocol used for animals of group L.
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Abstract

Aim: The therapeutic evaluation of the biological effect of platelet-rich plasma (PRP) used as a surgical adjunct to maintain
the inflammatory process and to potentiate tissue healing, make the subject of recent research in regenerative medicine. This
study was designed to evaluate the healing activity of PRP by its topical application on the skin experimentally injured in
a sheep model.

Materials and Methods: The study was conducted on 9 adult and clinically healthy males sheep. PRP was obtained by a
protocol of double centrifugation of whole blood from each animal. After sterile skin preparation, full-thickness excisional
wounds (20 mm x 20 mm) were created on the back of each animal. The animals were randomly divided into three equal
groups of three sheep for each. In Group I, the wounds were treated with PRP, in Group II; wounds were treated with
Asiaticoside; in Group III, wounds were treated with saline solution. The different treatments were administered topically
every 3 days. Morphometric measurements of the contraction surface of the wounds and histopathological biopsies were
carried out at the 3%, 7%, 14% 21%, and 28" days of healing.

Results: The results of the morphometric data obtained revealed that it was significant differences recorded at the 7™ and
14" day of healing in favor for animals of Group I. Semi-quantitative histopathological evaluation showed that PRP reduces
inflammation during 3 first days post-surgical and promotes epithelialization in 3 weeks of healing.

Conclusion: We concluded that topical administration of PRP obtained by double centrifugation protocol could potentially

improve the skin healing process in sheep.
Keywords: healing, platelet-rich plasma, sheep, skin.
Introduction

The development of bioactive surgical adjuvant
capable of maintaining the inflammatory process and
potentiating healing is one of the great challenges of
regenerative medicine. Indeed, all medical disciplines
calling for tissue self-repair techniques remain a
recurring problem and object of discussion of innova-
tive research [1]. The autologous platelet concentrate
from the fibrin glue technology of the 1990s offers a
new therapeutic strategy and a challenge of hope at
the center of attention of clinicians, especially against
refractory pathologies and rebels to conventional treat-
ments, as well as it can be expensive, easy, and quick
to manufacture. Moreover, since January 2011, it is
no longer included on the list of doping products [2].
In this research perspective, several studies have been
conducted but widely controversial, the main diver-
gence of which is the absence of a consensus that
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normalizes a standard protocol for the preparation of
platelet-rich plasma (PRP), with evaluation of the bio-
logical effects associated with its administration [3,4].
Wound healing is one of the most complex bio-
logical events after delivery [5]. It is a physiologi-
cal process that enables tissue restoration through an
organized cascade of complex cellular and molecular
events. Classically, there are two ways of the healing
skin wounds following the conditions of trauma and
treatment. Healing by primary intention, wounds heal
quickly and without contraction, and wounds with
loss of substance heals less quickly or by the second
intention. Among the biological events that generate
healing, the inflammatory step, sometimes called even
crucial, often initiated by a mechanism of hemostasis
which aims to prevent the accidental loss of blood.
Ostvar et al. [6] reported that platelets play a vital role
in the healing process of cutaneous wounds, and their
activations are accompanied by the secretory produc-
tion of the various growth factors that act either directly
or indirectly on all aspects of the healing cascade.
Healing by second intention is prone to skin com-
plications in sheep. In veterinary practice, the increased
demand for products that accelerate healing and improve
the esthetic appearance is the subject of several medical
and economic researches. The objective of this study
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was to evaluate the healing activity of PRP by its topical
application to experimentally injured skin in sheep.

Masterials and Methods

Ethical approval

All maneuvers and surgical procedures were per-
formed in accordance with the conditions established
by the Ethics Committee of the Institute of Agronomic
and Veterinary Sciences of the University of Batna
1 - Algeria.

Experimental animals

A total of nine clinically healthy male sheep,
weighing 20-25 kg and aged 6 months were used in
this study, raised in the animal facility of the Institute
of Veterinary and Agricultural Sciences - Batna
1 - during an adaptation period of 15 days and a trial
period of 28 days. All these animals had free access
to water and the regular diet (straw and barley).
1 month prior to injury, all sheep were dewormed
with ivermectin at a dose of 0.2 ml/kg administered
subcutaneously.

Preparation of PRP

A volume of 20 ml of whole blood was collected
from each sheep by septic puncture of the jugular vein.
This sampling requires the use of two tubes of 15 ml
capacity containing 2.25 ml of citrate acid dextrose
(ACD) for each tube, filled with blood up to gradua-
tion 10. The blood collected was transferred to empty
tubes of 5 ml capacity using a 1 ml pipette. A total of
5 tubes containing 4 ml of blood for each, which have
undergone centrifugation. A modified double centrif-
ugation protocol proposed by Carneiro et al. [7] was
used in this study, performed by a laboratory centrifuge
(Hettichzentrtrifugen D-78532 Tuttlingen).The speed
of the 1* centrifugation was set at 1800 r.p.m for § min
resulting in two basic components: Components of the
blood cells in the lower fraction and the serum which
corresponds to the upper fraction. All contents above the
red blood cells were pipetted and transferred to another
empty tube of 5 ml capacity without anticoagulant. These
samples were again centrifuged at 1000 r.p.m for 8 min.
It results a small red fraction at the bottom of each tube
and a clear supernatant at the top. A volume of 0.5 ml of
the clear supernatant above the red fraction which was
pipetted corresponds to the PRP. The total amount of
PRP collected is 2.5 ml. All these steps of preparing the
PRP were carried out at room temperature (22°C).

Platelets count
The count of platelets was manually performed
using a hemocytometer (Neubauer cell improved).

Realization of smears

The purpose of performing whole blood smears
and PRP (MGG staining) is to analyze platelet rich-
ness and to assess the efficacy of dextrose (ACD) as
an anticoagulant in sheep. All smears were performed
at each count.

Technical of the injury

Before all surgical procedures, the animals were
first tranquilized with acepromazine at a dose of
0.1 mg/kg intramuscularly. After then, the skin was
prepared for aseptic surgical procedure by application
of an iodine solution of povidone (10% dermal beta-
dine). On the back of each animal, four complete exci-
sion wounds of the skin (2020 mm) were performed
on each lateral side and in the vicinity of the vertebral
line. Excision was performed under local anesthesia
(lidocaine hydrochloride 2%), induced by subcutane-
ous infiltration at a flow rate of 1 ml/1 cm? [8]. All the
rules of asepsis were respected, and all the wounds
remain open and not sutured. The animals were ran-
domly divided into three equal groups of three sheep
for each. The administration of the various treat-
ments was performed topically once every 3 days,
and the PRP was prepared for each application and
activated in addition of chlorure of calcium (0,1 ml
of CaCl, to each 1 ml of PRP) immediately before its
administration [9].
e Group I: Animals treated with PRP.
e  Group II: Animals treated with asiaticoside at 2%.
e Group II: Animals treated with saline solution

(NaCl 9%).

Post-operative follow-up

A general clinical examination was performed in
all animals (animal behavior, body temperature, and
cardiorespiratory activity). Within the wounds, a daily
macroscopic follow-up was carried out during the
whole period of experimentation.

Healing follow-up

Percentage of contraction of the wound

The contraction surface of the wound was mea-
sured using a digital caliper on the 3%, 7%, 14" 21 and
28" postoperative days until the wounds were healed.
The average percentage of contraction of the wound
was calculated according to the equation established
by Singh and Sharma [10].

The percentage of wound contraction = 100 X
(wound surface on 0" day - wound surface on n® day)/
Wound surface on day 0; where n = number of days
3, 70 140 21 and 28" day.

Semi-quantitative histopathological evaluation

Samples of the skin using a biopsy punch from
lesion sites of excisions were performed on the 3%,
7t 14" 21 and 28" postoperative days. The sam-
ples were processed by routine histological proce-
dures, first fixed with buffered formaldehyde, then
embedded in a paraffin solution, and cut transversely
by a microtome into 4 pum thin sections. Tissue sec-
tions were stained with hematoxylin-eosin and exam-
ined for possible histopathological changes. The
histopathological scores established by Vidinsky
et al. [11], were used in this study, presented as codes
from 0 to 3 (Table-1).
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Statistical analysis

Descriptive statistical analysis was performed
for each variable in this study. The analysis of vari-
ance ANOVA between the different groups followed
by the least significant difference test, allows speci-
fying the variations of the percentage of contraction.
The nonparametric U-test of Mann-Whitney was used
for a statistical analysis of the different histopatholog-
ical scores obtained. SPSS software 23.0 (2015) was
used for all analyzes. The values of p<0.05 and p<0.01
were used to determine the level of significance of the
differences recorded.

Results

Plasma rich in platelets

The results of the manual counting of thrombo-
cytes using a hemocytometer revealed that the average
number of platelets obtained is much higher in the PRP
(1374.8+£164.8.92x10%/ul) in comparison with whole
blood (425.26+75.23x10%/ul). It is approximately thrice
higher than that of whole blood (Figure-1c). Repeated
observations of the different smears performed, revealed
the complete absence of the platelet aggregation phe-
nomenon (Figure-1b), and thus confirmed the impor-
tance of the use of dextrose (ACD), as an anticoagulant
of choice during the preparation of PRP in the sheep.

Clinical follow-up

No changes were observed in the behavior of
the animals. All animals well tolerated this procedure,

and all sheep do not seem affected by the presence of
wounds on their backs. No symptoms of aggression or
hypersensitivity were observed during the application
of the different treatments.

Macroscopic follow-up of wounds

Within different wounds (Figure-2), no compli-
cation was observed in lesional sites, such as purulent
infections or exuberant granulation tissue formation.
However, careful macroscopic observation of differ-
ent excision wounds has shown progress in contrac-
tion of wounds over time. At the end of the 14" day,
the reduction of the surface of wounds was observed
remarkably (Figure-2g) in wounds for animals of
Group I (wounds treated by topical application of
PRP) in comparison with animals of Groups II and
IIT (wounds treated with Asiaticoside (Figure-2h) and
saline solution (Figure-21i), respectively).

The parameters of healing

Contraction surface of the wound

The results represented by curves in Figure-3
showed the progress of wound contraction in all ani-
mals. This progress is particularly remarked in wounds
of animals of Group I. At equal rank, careful examina-
tion of the results listed in Table-2 revealed significant
differences between the different groups of animals in
this study. After 1 week postsurgical, the average rate of
contraction of wounds in Group (I) was statistically sig-
nificant (p<0.05) compared with those in Groups (II) and
(IIT). We note that the mean percentage of contraction in

Table-1: Description of the differents histopathological scores of the semi-quantitative evaluation.

Score Epithelialization PMNL Macrophages Fibroblasts Neo-angiogenesis Neo-collagen

0 Thickness of cut edges Minimum  Minimum Minimum Minimum Minimum

1 Migration of epithelial cells mild mild mild mild mild

2 Bridging of the excision Moderate Moderate Moderate Moderate Moderate

3 complete regeneration Marked Marked Marked Marked Marked

PMNL=Polymorphonuclear leukocyte

Table-2: Variations of the percentage of contraction of the wound in the different groups.

Day of observation Groups MeantSD n 959% CI F P

Lower limit Upper limit

Day 3 I 21.86%+3.70 12 12.65 31.06 0.764 0,506
II 17.95+4.19 12 7.52 28.38
II1 20.78+4.07 12 10.66 30.90

Day 7 I 34.93+6.11%* 12 25.20 44.65 4.001 0.057*
II 24.43+2.96% 12 20.14 28.71
11 23.64+8.63% 12 9.90 37.37

Day 14 I 68.80+4.64** 12 57.26 80.33 13.737 0.004**
I 47.66+5.09** 12 39.55 55.77
III 42.904+9.38** 12 19.58 66.22

Day 21 I 79.83+1.45 12 76.22 83.43 2.935 0.119
II 78.55+3.78 12 75.53 84.57
11 73.71+£3.80 12 94.25 83.16

Day 28 I 91.90+1.63 12 87.85 95.95 0.345 0.718
II 87.55+9.78 12 71.97 103.12
II1 87.17+8.79 12 73.18 101.16

Group I=Animals treated with PRP; Group II=Animals treated with asiaticoside at 2% and Group III=Animals treated
with saline solution (NaCl 9%). M=Mean, SD=Standard-deviation, CI=Confidence interval, *Denote a significant
difference (p<0.05), **Denote a highly significant difference (p<0.01)
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the group of animals treated with PRP was (34.93+6.11)
whereas it was (24.43+2.96) and (23.64+8.63) in the
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Figure-1: (a) Smear showing platelets (arrows) of whole
blood. (b) Smear showing platelets (arrows) of platelet-
rich plasma (PRP) (M.G. Gx100 stain). (c) Average number
of platelets in whole blood and in PRP. *Denotes statistically
different significance compared with whole blood (p<0.05)

group of animals treated with asiaticoside and the saline
solution, respectively. After 2 weeks of injury, the differ-
ence is highly significant (p<0.01) between the different
groups. The mean percentage of wound contraction for
animals of Group I treated with PRP was (68.80+4.64)
compared with (47.66+5.09) and (42.90+£9.38) in
Groups II and 11, treated with asiaticoside and saline
solution, respectively.

Semi-quantitative histopathological evaluation

Histopathological examination (Figures 4-6) and
semi-quantitative evaluation (Table-3) showed dif-
ferences in the progression of healing in the different
groups.

At the 3" day of the healing evolution, epithelial-
ization was observed on the inner wall of the free edge
of wounds treated with PRP (Figure-4a), whereas in
the wounds of the group treated with asiaticoside,
it was less important (Figure-4b). No epithelializa-
tion was observed in the saline-treated wounds, with
wounds appearing covered with blood coagulum
(Figure-4c).

Day 3 Day 7

Group I
(PRP)

Group II
(Asiaticoside)

n. A

o P, YW 3 SRR -
Group III
(Nacl) g |

Figure-2: (a-0) Macroscopic observations of healing at different periods of time.

Table-3: Results of the semi-quantitative histopathological evaluation. Each calculated parameter was presented by its

mean and standard deviation (mean+SD).

Jour Group Epithelization PMNL Macrophages Fibroblasts Neo-angiogenesis Neo-collagen
Day 3 I 0.9+0.73 2.4+0.48+ 1.3+£0.48 1.6+£0.51 1.4£0.51 0.7£0.48
I 0.5+0.52 1.9+0.73 1.4+0.51 1.6+0.51 1.4+0.51 0.4+0.51
III 0.3+0.48 1.5+0.7 1.5+0.48 1.4+£0.51 1.2+0.42 0.3+0.48
Day7 1 2.2+0.78 0.9+£0.73 1.2+0.42+ 2.1£0.73+* 1.63+0.5 1.6+0.51
II 2.1£0.73 0.8+0.63 1.5+£0.51 1.7+£0.48 1.5+£0.52 1.4+0.51
III 1.8+0.91 0.7£0.67 1.6+£0.91 1.6+£0.51 1.3£0.48 1.3£0.48
Day14 I 2.8+£0.42 0.6+0.52 1.0+0.52 2.7+0.48+* 2.6+0.51 2.7+0.48
I 2.6+0.51 0.5+0.52 1.2+0.51 2.5+0.52 2.3+0.48 2.5+£0.52
III 2.4+0.51 0.3+£0.48 1.3+£0.61 2.4+0.51 2.1+0.73 2.4+0.51
Day 21 1 3.0+0% 0.5£0.52 0.5+0.52 3.0+0 3.0+0 2.9+0.31
I 2.8+0.31 0.3+£0.48 0.8+0.73 2.8+£0.42 2.8+£0.31 2.9+0.31
III 2.4+0.52 0.1+£0.31 1.0+0.73 2.5+0.52 2.4+£0.52 2.6+0.53
Day 28 I 3+0 0.0+0 0.0+0 1.9+0.73 1.8+0.91 3.0+0
I 2.9+0.31 0.0+0 0.3+0.94 1.8+0.91 2.0+1.15 3.0+0
III 2.7+£0.48 0.1+0.31 0.6+0.52 1.9+0.73 2.2+0.78 2.8+0.31

Group I=Animals treated with PRP, Group II=Animals treated with asiaticoside at 2%, Group III=Animals treated
with saline solution (NaCl 9%), *=Denote a significant difference (p<0.05). PMNL=Polymorphonuclear leukocyte,

SD=Standard-deviation, PRP=Platelet-rich plasma
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Regarding the semi-quantitative evaluation of
epithelialization, our results revealed that a significant
difference (p<0.05) recorded at the 21* day of healing
between the group of wounds treated with PRP and the
group of control wounds: (3.0+0) against (2.4+0.52),
respectively. Concerning inflammatory cells (poly-
morphonuclear leukocyte [PMNL]), our histopatho-
logical examination revealed a massive infiltrate at the
edges of the PRP-treated wounds compared with the
wounds of the other groups (Figure-5a). In addition,

the semi-quantitative evaluation revealed a signifi-
cant difference (p<0.05), observed in favor of PMNL
(wounds of Group I: 2.4+0.48, compared with wounds
of Groups II and III: 1.94+0.73 and 1.5+0.7, respec-
tively). For the other parameters, no histopathological
changes were observed, and no organization of newly
formed collagen was evident in the different groups.
At day 7, the histopathological examination
revealed a certain accentuation of the degree of epithe-
lialization observed in different wounds. PRP-treated

wound edge surfaces appeared (Figure-4d), entirely

100 covered by epithelial tissue compared to other control
S —o—PRP wounds (Figure-4e and f). However, no connection
< 90 S of the edges of wounds was observed in the different
s 30 —8&—Asiaticoside groups. In addition, the semi-quantitative evaluation
£ ——saline solution of epithelialization revealed no significant difference.
5 H Concerning the collagen, his organization seemed much
..; @ 60 denser and organized at the level of wounds treated with
@ S50 PRP (Figure-4d) in comparison with other wounds. For
s g other parameters, semi-quantitative evaluation revealed
§ 40 significant variations in fibroblasts and macrophages
& 30 (Table-3). Regarding fibroblasts (wounds of animals
% of Group I: 2.1+£0.73 against the wounds of animals of
? ad Groups II and III: 1.7+0.48 and 1.6+0.51 respectively),
g 10 for macrophages (Group I wounds: 1.24+0.42 compared
® 0 to Group III wounds: 1.6+0.91, respectively).
Atday 14, histopathological examination showed
day0 day3 day7 dayld day2l day28 a cardinal change in wound healing, characterized by

the union of wound margins in the different groups
(Figure-4), almost complete with better granulation

Figure-3: Variations in the percentage of contraction of the
wound according to the different treatments administered.

Day3 Day 14

Day 28

GroupI
(PRP)

Group II
(Asiaticoside)

Group III
(Nacl)

Figure-4: Micrograph of various histological aspects (transverse section) from cutaneous biopsies performed in the 3" (a-c),
7% (d-f), 14t (g-i), 21st (j-I) and 28™ (m-0) day after injury (The magnification is 40x). Red arrow (re-epithelialization),
blue arrow (neovascularization), yellow arrow (newly formed fibrin network), black arrow (keratinization), green arrow
(injury site) and white arrow (newly formed hair follicle). At day 3, epithelialization was observed on the upper part of the
inner wall of the wound margins in the different groups, well marked in wounds treated with platelet-rich plasma (PRP)
and asiaticoside (a and b). The edges of the wound were covered by blood coagulum and inflammatory cells in the control
wounds (c). Nothing is particular about the other parameters. At day 7, accentuation of epithelialization in wounds treated
with PRP, the epithelium appears to cover all the free wound edge (d). No connection of the wound margins in the different
groups. A large unorganized collagen deposit was observed in wounds treated with PRP (d), random loose collagen bundles
observed in the other groups (e and f). For other parameters, neovascularization is important in the group treated with
PRP (d) and appearance of hair follicles. Persistence of inflammatory infiltrate in control wounds (f). At day 14, union of the
wound margins in the different groups (g-i), almost complete with a better developed granulation tissue in wounds treated
with PRP (g). At day 21, the new collagen bundles densely filled the junction of the wound into the PRP (j) treated group.
At day 28, complete healing in different groups (m-0) with different aspects, complete keratinization of the skin, perfect
reorganization of collagen and reappearance of hair follicles in wounds treated with PRP (m), advanced fibrosis in treated
group by asiaticoside (n) and poor delayed healing in the control group (0).
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tissue in wounds treated with PRP (Figure-4g). In
addition, the fibroblast variation study revealed a
significant difference (p<0.05) in favor of wounds
of Group I: 2.7+0.48 against wounds of Group III:
2.4+0.51.

At day 21, complete epithelialization was
observed in wounds treated with PRP, with fully
joined tissues. The new collagen bundles were
densely filled the site of the wound treated with PRP
(Figure-4j). In the other groups, we noted the continu-
ation of the rehandling of the epithelialization and the
reorganization of the collagen (Figure 4k and 1). The
semi-quantitative evaluation revealed a highly signifi-
cant difference in favor of PRP-treated wounds fibro-
blasts: (3.0+£0 compared with wounds of Group III:
2.440.52).

F|gure-5 Hematoxylln and eosin stains of wound tissue
at day 3 (a-c) after injury. (The magnification is x100).
Blue arrow (neovascularization), vyellow arrow (newly
formed fibrin network), black arrow (nuclear polymorphic
leucocytes) and green arrow (macrophage). (a): Section
of a wound treated by platelet-rich plasma, massive
recruitment of inflammatory cells, large collagen deposition
and a reduced number of macrophages. (b) Representative
tissue from wounds treated with asiaticoside, moderate
inflammatory cells, and a looser collagen network with a
small number of macrophages. (c) Tissue from wounds
treated with saline solution, has a much reduced number
of inflammatory cells and an important number of
macrophages.

Atday 28, histopathological examination showed
wound healing in the different groups. Perfect healing
was observed in wounds of Group I, characterized by
a reorganization of collagen with keratinization of the
skin and reappearance of hair follicles in the site of
wound (Figure-4m). Poor scarring was observed in the
other groups (advanced fibrosis in wounds treated by
asiaticoside, poor delayed healing in control wounds).
For the other parameters, our study was showed that
the number of newly formed capillaries increased con-
siderably during the first 2 weeks following the injury
and that it only decreased after the 3™ week of evolu-
tion. On the contrary, with regard to the newly formed
collagen, its proportion was continuously growing.

Discussion

Nowadays, the use of PRP offers a new multi-
disciplinary approach in full evaluation whether in
human or veterinary medicine [1]. In this context,
several widely controversial studies have been pub-
lished to evaluate their biological effects of tissue
regeneration, through platelets and growth factors that
they released at the site of injury [3,4]. Its autologous
character gives it, moreover, excellent biocompatibil-
ity and biodegradability, while avoiding the risk of
transmission of pathogens. In humans and animals,
numerous publications have been reported on its use
in a wide variety of medical fields (osteoarticular,
maxillofacial, neurosurgery, skin scarring, plastic sur-
gery, etc.) [12,13]. However, in sheep, there is little
research on the evaluation of its effect on tissue scar-
ring, particularly cutaneous, where most researchers
have focused on osteoarticular investigation [13].
In addition, some authors have reported that the

Group II

Group III
Nacl

.;:f.’f//ffl‘m . '.
Y Ueeii|

Figure-6: Hematoxylin-eosin stains from wound tissue made at day 7 (a-c) and 14 (d-f) after injury. (The magnification is
100x). Yellow arrow (newly formed fibrin network), red arrow (Fibroblasts), blue arrow (neovascularization), white arrow
(hair follicle) and green arrow (macrophage). At day 7, a significant number of fibroblasts, and newly formed collagen
bundles observed in wounds treated with platelet-rich plasma (PRP) (a), which the bundles show fibers left sparse, and
that they appear to not fill the wound site. In the other groups, collagen is less abundant with irregular appearance and
persistence of macrophages. At day 14, numerous fibroblasts observed in wounds treated with PRP (d), which piles up
between condensed bundles of collagen. Neovascularization is important with reappearance of hair follicles. In the other

groups, loose, unorganized collagen was observed (e and f).
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prevalence of skin lesion complications in ruminants,
have a tendency to increase dramatically (infections
such as mastitis and panaris, parasitic skin infestations
with different forms of gal and burns in case of fire,
etc.) [14]. According to Chicharro-Alcantara et al. [12]
scarring can have a biomedical and economic impact
that 1s sometimes feared. Therefore, the need to estab-
lish new strategies, such as regenerative therapies
based on the PRP, remains a challenge. This research
aims to examine the effect of PRP, with the hypothesis
that the latter stimulates epithelialization and kerati-
nization, accelerates contraction and promotes colla-
gen remodeling in different tissues. We performed a
comparison of cutaneous healing using three different
treatments (PRP, asiaticoside, and saline) on wounds
of complete excision of the skin in sheep.

In our study, the inspection of skin excision sites
during the first days after injury of the skin revealed
no complication or apparent signs of infection. This
could be due to the excellent care of the wounds and
the small number of animals used. Our results are in
accord with those reported from numerous studies.
Smets et al. [2] suggested that the biological nature
of PRP could significantly affect the healing process
especially when the PRP is prepared by simple cen-
trifugation. The latter may contain variable amounts
of cells of the white line, responsible for the deg-
radation of the extracellular matrix by releasing
pro-inflammatory factors [4,15]. Indeed, the results
obtained from this recent study, confirm that our
PRP was practically free of all cells of the white line
(Figure-1b). According to Kaux ef al. [4], the use of a
double centrifugation regime is unavoidable, because
this method also makes it possible to avoid-free radi-
cals derived from residual red blood cells, thus being
able to create infectious foci harmful to tissue struc-
tures. Concerning the number of platelets obtained
using this protocol, our results are within very good
concentration limits established by Arora et al. [16]
and Whitman etz al. [17]. These authors stated that the
ideal platelet concentration for PRP to present stimu-
latory properties would be 2-3 folds higher. Regarding
the choice of anticoagulant, the repeated observations
of the different smears performed (Figures-1a and b),
confirmed the effectiveness of dextrose during the
preparation of PRP in sheep. Lei et al. [18] reported
that dextrose (ACD) was the appropriate anticoagu-
lant for PRP preparation, and the quality of PRP was
closely related to the type of anticoagulant used.

The morphometric study of the percentage of
contraction of wounds has shown that there is remark-
able progress in the skin healing process for animals
of Group I treated with PRP. At the 7" day of evo-
lution, a significant difference was observed between
wounds of Group I, and wounds of Groups Il and III.
This difference becomes glaring and highly signifi-
cant at the 14" day of healing progress. Our results
are similar to those reported by some authors. Indeed,
Al-Bayati et al. [8] confirmed that the subcutaneous

infiltration of PRP accelerates the contraction of
wounds in the goat from the 1% post-operative week.
Some authors [3,19] reported that this acceleration of
contraction is directly related to the potential effects of
therapeutic agents presented by growth factors accu-
mulated in the platelet granules. These factors include
vascular endothelial factor, which promotes angio-
genesis, platelet-d-rived growth factor, and trans-
forming growth factor-p. These factors contributed
in particular to the migration of leucocytes to the site
of the wound [20,21], as well as to the proliferation
of fibroblasts in myofibroblasts and to the synthesis
of the constituents of the extracellular matrix. Other
authors reported that contraction progress related to
both myofibroblasts and fibroblasts that can organize
connective tissue with the early consolidation of col-
lagen by pulling the skin inward [19,22].

Semi-quantitative evaluation of histopatholog-
ical scores obtained revealed significant differences
for a certain number of healing parameters. Indeed,
our results confirm that the topical application of
PRP allowed a good reepithelialization (Figure-4m),
with earlier neovascularization, followed by a more
elaborate collagen reorganization. Alishahi et al. [23]
reported that skin infiltration of PRP accelerated
wound healing in dogs and allows having a more elab-
orate granulation tissue.

At the 3" day of healing, our results are encour-
aging, testifying the biological effectiveness of PRP,
the latter capable potentially accelerating of heal-
ing process by massive recruitment of nuclear poly-
morphs (Figure-5a). In addition, this new technol-
ogy could also increase the rate of angiogenesis. Our
results are in agreement with those reported in many
studies, Ostvar et al. [6] reported that the use of PRP
increases the rate of new loops of capillaries observed
in skin wounds in rabbits. Darré et al. [22] suggested
that this neovascularization during skin wounds favors
the arrival of inflammatory cells with a function of
debridement of the lesional focus in association with
macrophages [24]. However, repeated histopatholog-
ical observations of biopsies conducted from wounds
treated with PRP, revealed that the number of mac-
rophages was less important significant compared
with the wounds of the other groups (Figure-5c¢). This
confirms the finding already established by Kaux
et al. [4], who suggested that the use of PRP by ten-
don infiltration delimited chronic inflammation by a
reduction of the number of macrophages.

Concerning the study of fibroblast variation, our
results revealed significant differences recorded at
the 7™ and 14" day of healing, in favor of wounds of
animals of Group I. This could be explained by some
authors [20,21], to the associated effects of certain
PRP growth factors that can promote fibroblast dif-
ferentiation and collagen formation. In addition, the
careful observation of the various histopathological
aspects of the micrograph of Figure-6, allowed us to
think that this preparation (PRP) could contribute in
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the process of remodeling and reworking of collage.
Indeed, Kaux et al. [4] reported in another similar
study in humans that the level of collagen in the group
treated by tendon infiltration of PRP increased signifi-
cantly at the 5™ day of healing.

However, the exact mechanism of PRP action in
collagen remodeling is still unclear. Ibrahim et al. [9]
have suggested that collagen remodeling is likely to
be affected by metalloproteinases, especially MMP-1
and MMP-3 proteins that can digest the various struc-
tural components of ECM. In addition, the induction of
MMP-1 in the skin can facilitate the removal of damaged
collagen fragments in the tissue of the dermal matrix,
thus providing a better basis for the deposition of new
collagen necessary for the improvement of wounds.

Finally, concerning the reconstruction of hair fol-
licles, the results of this present study have showed that
there is some reconstitution of the dermal papilla cells,
observed in the site of healing for wounds treated by PRP.
Our results are in agreement with those established by
Ferdousy et al. [25]. These authors reported in a similar
study in the goat that intradermal injection of PRP into
skin wounds greatly improved healing with the appear-
ance of hair follicles. This could be explained by Wang
et al. [26], with the potential effects of PRP specially
growth factors, which significantly increases the level
of Pal (alkaline phosphatase) and versican (chondroitin
sulfate proteoglycan). These can promote the prolifera-
tion of human hair dermal papilla cells. In addition, Miao
et al. [27] have suggested that the previously mentioned
growth factors may induce hair follicle reconstitution;
however, the exact tests on its effectiveness are limited.

Conclusion

Wound healing is a complex process, resulting
from the interaction between a large number of cell
types, extracellular matrix proteins, and mediators such
as cytokines and growth factors. In this study, we evalu-
ated the therapeutic efficacy of PRP obtained by a dou-
ble centrifugation protocol, on cutaneous wound healing
induced by complete excision of the skin in sheep. Our
results showed that the use of this topical in sheep,
reduced inflammation during the first 3 days of heal-
ing, reduced the contraction surface of wounds from the
1** week post-surgical and promotes epithelialization in
3 weeks of healing. All of these current findings should
be accepted as preliminary. Finally, to arrive at full sci-
entific validity, it seems necessary to consider other
methods of investigation, using advanced techniques to
clarify in an exact way the biological effects of the PRP.
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Résumé : Cette étude a été réalisée pour évaluer I’activité cicatrisante du PRP autologue par son application
topique sur des lésions, réalisées expérimentalement, au niveau de la peau chez le mouton.

Afin d’apprécier un protocole fiable de préparation du PRP autologue chez le mouton, nous avons procédé a une
étude comparative entre quatre protocoles différents. Les résultats obtenus ont montré que le hombre moyen de
plaquettes dans le sang total était de 521,56 + 97,01 x 10° / ul. Les échantillons du PRP des protocoles | et 111 ont
montré des numérations plaquettaires moyennes significativement plus élevées (1438,25 + 221,72 x 10° / pl et
1430,75 + 293,63 x 10% / pl, respectivement) en comparaison avec les protocoles 11 et IV. Il apparait donc que le
PRP préparé par le protocole | est le plus adéquat et il a montré le nombre moyen plaquettaire le plus élevé.

Pour évaluer I’activité cicatrisante du PRP, les animaux ont été divisés au hasard en trois groupes égaux de trois
moutons pour chacun et des plaies d’incision de pleine épaisseur et des plaies d’excision compléte de la peau ont
été créées sur la surface dorsale de chaque animal. Dans le groupe I, les plaies ont été traitées par le PRP, dans le
groupe Il les plaies ont été traitées par un Madécassol tandis que les plaies du troisieme ont été traitées par une
solution saline. Les différents traitements ont été administrés par voie topique a un intervalle de trois jours. Des
mesures morphométriques de la surface de contraction des plaies et des biopsies histopathologiques ont éte
effectuées au 3°™, 7°™, 14°™, 21°™ et 28"™ jour de cicatrisation. Les résultats morphométriques obtenus montrent
qu’il avait des différences significatives enregistrées au 7°™ et 14°™ jour de la guérison en faveur des animaux du
groupe |. L’évaluation histopathologique semi-quantitative a montré que le PRP réduit I’inflammation pendant les
trois premiers jours post-opératoires, et favorise I’épithélialisation en trois semaines de guérison.

Mots clés : Peau, plaie, plasma, plaquettes, cicatrisation, mouton.
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Summary: This study was carried out to evaluate the healing activity of autologous PRP by its topical application
to the skin experimentally injured in a sheep model.

In order to appreciate a reliable protocol for the preparation of autologous PRP in sheep, we have proceeded by a
comparative study between four different protocols of PRP preparation. The results obtained showed that the mean
number of platelets in whole blood was 521.56 + 97.01 x 10% / pul. Protocol | and 11l PRP samples showed
significantly higher mean platelet counts (1438.25 + 221.72 x 10° / puL and 1430.75 * 293.63 x 10° / uL
respectively) compared to protocol Il and 1V. Therefore, it appears that the protocol used in group | PRP revealed
the highest platelet mean number in comparison to the other methods.

To evaluate its healing activity, full-thickness incision wounds, and complete excisional wounds of skin were
created on the dorsal surface of each animal. The animals were randomly divided into three equal groups of three
animals for each group. In group I, wounds were treated with PRP, in group Il wounds were treated with
Madécassol while in group Il wounds were treated with saline. The different treatments were administered
topically at an interval of three days. Morphometric measurements of the contraction of the surface of wounds and
histopathological biopsies were performed on the 3, 7" 14" 21* and 28" day of healing. Morphometric results
showed significant differences recorded on the 7" and 14"postoperative days in favor of group | animals. Semi-
guantitative histopathological evaluation showed that PRP reduces inflammation during the first three post
operative days, and promotes epithelialization in three post operative weeks.

Key words: skin, wounds, plasma, platelets, healing, sheep.
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