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RESUME & MOTS CLES

La guérison des plaies cutanées appendiculaires chez le cheval, a la différence de
celle des plaies corporelles, se complique régulierement. Un retard de cicatrisation
s’y observe et un tissu de granulation exubérant tend a s’y développer, le tout menant
a une cicatrice pathologique hypertrophiée. La pathogénie exacte du tissu de
granulation exubérant chez le cheval demeure inconnue a ce jour. Une hypoxie
tissulaire pourrait favoriser son développement tout comme elle semble contribuer au
développement de cicatrices cutanées pathologiques similaires observées chez

I’Homme.

L’objectif de cette étude était d’évaluer la perfusion vasculaire et la disponibilité
locale en oxygene de plaies cutanées appendiculaires et corporelles en cours de
cicatrisation normale et pathologique chez le cheval, a ’aide de la thermographie
infrarouge et de la spectroscopie par réflectance dans le proche infrarouge. Six
juments agées de 3 a 4 ans ont été utilisées. Trois plaies cutanées ont été créées a
I’aspect dorso-latéral du canon des membres thoraciques (plaies appendiculaires), et
sur la paroi costale de I'un des hémithorax (plaies corporelles). Chez chaque jument,
un canon a été aléatoirement bandé dans le but d’induire la formation de tissu de
granulation exubérant dans les plaies s’y trouvant, tel que rapporté. La perfusion
vasculaire et la disponibilité locale en oxygene ont été évaluces séquentiellement par
thermographie infrarouge et spectroscopie par réflectance dans le proche infrarouge
pour chaque plaie de chaque site (thorax; membre bandé; membre non bandé) au

cours du processus de cicatrisation cutanée.

Un modele linéaire a doubles mesures répétées associé a une correction séquentielle
de Bonferroni a révélé des différences significatives de perfusion vasculaire et de
disponibilité locale en oxygene entre les plaies appendiculaires et corporelles. Ainsi
la perfusion vasculaire et la disponibilité locale en oxygeéne étaient significativement

plus élevées dans les plaies corporelles (P<0.05) et la perfusion vasculaire était
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significativement plus ¢élevée dans les plaies appendiculaires non bandées que dans
celles bandées (P<0.05). Nous avons récemment rapporté une plus grande occlusion
de la micro-vascularisation au niveau des plaies appendiculaires chez le cheval. Nous
rapportons maintenant que la perfusion vasculaire et la disponibilité locale en
oxygene sont significativement inférieures dans les plaies appendiculaires, en
particulier lorsqu’un tissu de granulation exubérant s’y développe. Compilés, ces
résultats sous-tendent I’hypothése que les plaies appendiculaires souffrent d’une
altération de la perfusion vasculaire a 1’origine possible d’une hypoxie tissulaire qui
pourrait favoriser une cicatrisation cutanée anormale, telle la formation d’un tissu de

granulation exubérant.

Mots clés :
Cicatrisation cutanée, plaie, oxygene, perfusion, cheval, spectroscopie,

thermographie, granulation exubérante
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SUMMARY & KEY WORDS

Cutaneous wound healing in horse limbs is often perturbed by the development of
exuberant granulation tissue while body wounds tend to repair uneventfully. A delay
in healing is usually observed in horse limb wounds, which tend to develop exuberant
granulation tissue and excessive scarring. The events leading to exuberant granulation
tissue formation in horses are not fully elucidated. Tissue hypoxia has been proposed
as a major contributing factor as it appears to contribute to the development of similar

abnormal skin scarring in human.

The objective of this study was to investigate skin blood flow and tissue oxygen
availability in normal / abnormal healing of full-thickness wounds created on the
horse limb and body, using infrared thermography and near infrared reflectance
spectroscopy. Six healthy, 3- to 4-year-old mares were used for the experiment. Three
full-thickness cutaneous wounds were surgically created on the dorso-lateral surface
of each metacarpal area (limb wounds) and on the lateral thoracic wall (body
wounds). One randomly chosen distal forelimb was then left to heal by second
intention without bandage, while the contralateral limb was bandaged postoperatively
to induce the formation of exuberant granulation tissue and lead to excessive scarring.
Thermal and spectroscopic data were collected from both anatomic sites (limb
without bandage, bandaged limb, thoracic wall) at specific times following

wounding.

Mean changes in skin blood flow and tissue oxygen availability at specific wound
sites over time were compared by use of repeated measures ANOVA with anatomical
location and wound management as within-subject factors. 4 priori contrasts,
submitted to Bonferroni sequential correction, were then used to compare pre-
selected individual means. The statistical analysis revealed that there were significant
differences in skin blood flow and tissue oxygen availability within wounds. Skin

blood flow and tissue oxygen availability were significantly increased within body
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over limb wounds (P<0.05). Skin blood flow was significantly increased within
unbandaged limb over bandaged limb wounds (P<0.05). We have recently reported a
greater occlusion of microvessels in limb wounds in horses. We report here that skin
blood flow and tissue oxygen availability are significantly inferior in limb wounds in
horses, especially when exuberant granulation develops. Taken together, these results
suggest that equine limb wounds may suffer from altered vascular perfusion and
tissue hypoxia, which could favor abnormal skin healing and exuberant granulation

tissue development.

Key words:
Skin healing, wound, oxygen, horse, spectroscopy, thermography, exuberant

granulation tissue
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FGF Facteur de croissance fibroblastique (ribrobiast Growth Factor)

FIH Asparaginyle hydroxylase

GAG Glycosaminoglycane

H,0, Peroxyde d’hydrogéne

HA Acide hyaluronique

Hb Hémoglobine

HbO Oxyhémoglobine

HBOT Oxygénothérapie hyperbare (#HyperBaric Oxygen Therapy)

H" Hydrogéne

HCO5 Ion carbonate

HIF Facteur inductible par I’hypoxie (#Hypoxia Inducible Factor)

HO" Ion hydroxyle

HO, Anion peroxyde

HRE Eléments de réponse a 1I’hypoxie (Hypoxia Response Elements)

Liste des sigles et abréviations
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HTCM
hTERT

ICAM
IGF-1
IL
INFy
iNOS
KGF
LDF
LDI
LEU
LPS
LSI
LYM
LYMB
LYMTy$
LYMT
MON/MAC
MAS
MEC
MECp
MMP
MON
MRI

NAD / NADH

NAD(P)H
NGF
NIRS

nNOS

Hypoxie tissulaire chronique moyenne

Télomérase transcriptase inverse humaine (umane TElomerase Reverse
Transcriptase)

Molécule d’adhésion intercellulaire (mterCeliuiar Adhesion Molecule)
Facteur de croissance de type insuline -1 (msuline-like Growth Factor 1)
Interleukine

Interféron vy

Synthase de I’oxyde nitrique inductible

Facteur de croissance des kératinocytes (Keratinocyte Growth Factor)
Vélocitométrie Doppler (Laser Doppler Flowmetry)

Imagerie par perfusion laser Doppler (Laser Doppler imaging)
Leucocyte

Lipopolysaccharide bactérien

Imagerie par tavelures laser (zaser Speckie Imaging)

Lymphocyte

Lymphocyte de type B

Lymphocyte T gamma-delta épidermique

Lymphocyte de type T

Macrophage dérivé de monocyte

Mastocyte

Matrice extracellulaire

Matrice extracellulaire provisoire

Métalloprotéinase

Monocyte

Muscle respiratoire inspiratoire

Nicotinamide adénine dinucléotide

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

Facteur de croissance nerveux (Nerve Growth Factor)

Spectroscopie par réflectance dans le proche infrarouge wear infiared

Reflectance Spectroscopy)

Synthase de I’oxyde nitrique neurogénique (neuronal Nitric Oxyde Synthase)

Liste des sigles et abréviations
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NO Monoxyde d’azote, oxyde nitrique (irric Oxyde)

NOS Synthase de I’oxyde nitrique (itric Oxyde Synthase)

NUTR Vascularisation cutanée de type nutritif

0, Dioxygene

0% Anion superoxyde

ObsCli Observation clinique

ODD Domaine de dégradation dépendant de I’oxygene (oxygen Dependent
Domain)

OPSI Imagerie spectrale par polarisation orthogonale (orihogonal Polarization
Spectral Imaging)

p21 Inhibiteur 1 de la cycline kinase dépendante

p26S Protéasome 26S

PA Activateur du plasminogene (Piasminogen Activator)

PaCO, Pression artérielle en dioxyde de carbone

PAI Inhibiteur de I’activateur du plasminogene (Piasminogen Activator Inhibitor)

PaO, Pression artérielle en dioxygéne

Paos Pression partielle alvéolaire en dioxygeéne

PDGF Facteur de croissance dérivé des plaquettes (Piateler-Derived Growth Factor)

PG Protéoglycane

PIGF Facteur de croissance placentaire (Piacental Growth Factor)

PHD Prolyl hydroxylase dépendant de 1I’oxygéne

PMN Polymorphonucléaire neutrophile

POC Plethysmographie par occlusion veineuse

Pro: Pression partielle tissulaire en dioxygene

pVHL Protéine de Von Hippel Lindau

Pvo: Pression partielle en dioxygene du sang veineux capillaire
pulmonaire

RNOS Dérivés actifs du monoxyde d’azote (reactive Nitric Oxyde Species)

ROS Dérivés actifs de I’oxygene (reactive Oxygen Species)

RS Spectrophotométrie par réflectance (refiectance Spectroscopy)

SDF Facteur dérivé des cellules stromales (Stromal celi Derived Factor)

Liste des sigles et abréviations
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SDI Imagerie latérale en champ sombre (Sidestream Dark-filed Imaging)

SLPI Inhibiteur sécréteur de protéase de leucocyte (Secretory Leucocyte Protease
Inhibitor)

StO, Saturation en dioxygéne

TEM Transition épithélio-mésenchymateuse

TGE Tissu de granulation exubérant

TGF Facteur de croissance transformant (rransforming Growth Factor)

TGFBR Récepteur du facteur de croissance transformant f3

tHb Hémoglobine totale

ThIR Thermographie infrarouge

TIMP Inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases (Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases)

TNF-o Facteur de nécrose tumorale o, (Tumor Necrosis Factor a)

TO Oxygénothérapie tissulaire locale (ropic Oxygen therapy)

TPN Thérapie par pression négative

VCAM Molécule d’adhésion a 1’endothélium vasculaire (vascular Cell Adhesion
Molecule)

VEGF Facteur de croissance des endothéliums vasculaires (vascular Endothelial

Growth Factor)

oSMA o actine musculaire liSSe (o Smooth Muscle Actin)

Liste des sigles et abréviations
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La guérison tissulaire figure parmi les processus biologiques les plus complexes qui
soient (Gurmer2008). On la divise en quatre phases (hémostase, inflammation,
prolifération et remodelage) qui s’articulent, se succedent les unes aux autres tout en
se chevauchant partiellement (Guo2010). La guérison tissulaire apparait donc comme une
succession d’évenements biologiques déterminés finement coordonnés les uns aux
autres, qui, de fagon étonnante et remarquable (Gurmer2008), ont trés peu évolué au fil du
temps et dans la phylogénie (ring2005), et se révelent d’une similarité étonnante d’un
tissu / organe a 1’autre, qu’il s’agisse donc de peau, de foie, de poumon ou de cceur, et
d’un stimulus destructeur a I’autre, que 1’on ait a faire a une lacération, une

contusion, une brilure chimique ou physique (Gurmer2008).

La guérison tissulaire meéne souvent a la formation d’un tissu fibreux de
remplacement — on parle alors de réparation tissulaire —, mélange de fibroblastes et
d’une matrice extracellulaire (MEC) faite principalement de collagéne (Gurmner200s). Ce
tissu fibreux de remplacement est communément appelé tissu fibreux cicatriciel ou
cicatrice ; il s’aveére généralement peu fonctionnel. Dans certains cas, la guérison
tissulaire méne a la recréation des tissus 1ésés plutdt qu’a leur réparation — on parle
alors de régénération tissulaire —, permettant a ces derniers de recouvrer leur
fonctionnalité pleine et entiere. La plupart des grands mammiféres, a 1’image du
cheval, possedent la machinerie moléculaire nécessaire a la régénération tissulaire.
Pour preuve, ils sont capables de régénérer une grande partie de leurs tissus, s’ils sont
1ésés, pendant leur phase d’embryogenése et au début de leur vie feetale (< tiers de la
gestation). IlIs perdent malheureusement, par la suite, une grande partie de leurs
capacités régénératrices (Cohweli2008 ; Gurmer2007), conservées cependant a divers degrés
(de completes a trés partielles) dans certains tissus particuliers (foie, tube digestif,
rein, muscle, peau, systéme nerveux) (Bergmann2010). L’immaturité du systéme
immunitaire (Mescher2005), mais aussi les différences environnementales (Herdrich2010;
Chen2005 ; Schiller2004 ; Scheid2002 ; Liechty2000a ; Liechty2000b ; Liechty1998) OU d’eXpression génomique,
et donc de transcriptome de protéome et de phénotype (Coiweli2008 ; Moulin2001 ; Scheid2000)
des cellules de la guérison, ainsi que la proportion effective de cellules

indifférenciées ou peu différenci¢es dans les premiers stades du développement ou

Introduction
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dans certains tissus, pourraient expliquer tout ou partie des différences observées
(Gurmer2008). La production rapide de tissu fibreux cicatriciel, qui caractérise la
réparation tissulaire chez la plupart des grands mammiferes, prévient la régénération
tissulaire (kiapka2006 ; Siiche11998). Certes le tissu fibreux cicatriciel confére un avantage
indéniable a la survie a court terme de I’individu affecté puisqu’il limite rapidement
et I’invasion de I’organisme par les microorganismes infectieux et la distorsion des
tissus lésés et avoisinants (Gurmer2008. Cependant, de par ses pietres qualités
fonctionnelles, le tissu fibreux cicatriciel est souvent a ['origine de
dysfonctionnement et/ou d’incapacité tissulaire et/ou organique permanent, parfois
important, aux répercussions souvent significatives sur les aptitudes physiques, la

qualité de vie et donc la survie a long terme des individus affectés.

La guérison tissulaire se dérégle rarement (rreni2003), malgré son évidente complexité.
Certaines perturbations surviennent cependant, parfois, qui ménent a une réparation
tissulaire anormale, alors qualifiée de pathologique. On 1’observe au niveau de la
peau. Lorsque la cicatrisation cutanée se dérégle, la plaie cutanée se retrouve
généralement piégée dans une des phases de la guérison tissulaire précédemment
citées. Une cicatrice cutanée anormale, dite pathologique, se développe, de type

atrophique ou hypertrophique (4siyer2005 ; Tanaka2004).

La cicatrisation cutanée pathologique est communément rencontrée chez 1’Homme
comme chez le cheval. Elle affecte des dizaines de millions de personnes dans le
monde et se révele d’un poids économique considérable, tant pour les grands
systemes de santé (Guo2010, Sen2009a ; Aarabi2007 ; Klein2003) (€X. Etats-Unis d’Amérique / trois
milliards de dollars par année) enke2007; Mathieu2006) que pour I’industrie équine
(Perkins2005). De nombreux chevaux sont exclus de carriéres sportives lucratives parce
qu’ils présentent une cicatrisation cutanée pathologique débilitante.

Chez le cheval, la cicatrisation cutanée pathologique fait souvent suite au
développement d’un tissu de granulation exubérant (TGE) (figure 1); elle est donc

principalement hypertrophique.

Introduction
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Figure 1. Tissu de granulation exubérant s’étant développé
dans une plaie cutanée située a I’aspect dorsal du jarret
gauche. Cheval Quarter Horse de 6 ans. Blessure > 1 an.

Crédit photo : Christophe Céleste.

Le TGE équin se comporte comme une tumeur bénigne et ressemble a la chéloide de
I’Homme (figure 2): la plaie qui en est atteinte voit ses fibroblastes dermiques proliférer
et synthétiser une MEC a I’exces plutdt que se différencier en myofibroblastes ou étre
¢liminés par apoptose apres complétion de leur tache. Un tissu fibreux cicatriciel

surabondant se développe (Lepauli2005 ; VandenBoom2002 ; Theoret2001 ; Wilmink1999b).

Introduction
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Figure 2. Chéloide humaine s’étant développée suite a une
blessure cutanée située au niveau du cou. Crédit photo :

New Zealand Dermatological Society Incorporated.

Comme chez I"Homme (Juckett2009; Butler2008; Aarabi2007; Berman2007 ; Atiyeh2005; Bayat2003 ;
Brisset2001 ; Niessen1999), une prédisposition génétique est suspectée dans la pathogénie de
la cicatrisation cutanée pathologique hypertrophique chez le cheval puisque seuls
certains individus (cheval versus poney) (wiimink2008 ; Wilmink2005 ; Wilmink2002 ; Wilmink1999a ;
Bertone1985) €n sont affectés. Une (des) cause(s), autre(s) que génétique, est (sont) aussi
suspectée(s) puisque le TGE ne se développe que dans certaines régions anatomiques
bien spécifiques (membre versus corps) chez le cheval (zepaui2005 ; Theoret2001 ; Witmink1999a ;

Jacobs 1984).

Un certain nombre de facteurs, locaux et systémiques, affectent la cicatrisation
cutanée chez ’Homme. Parmi ces facteurs figure I’oxygene (O2) (Guo2010), clé de voute
de la production énergétique au niveau cellulaire via I’ATP, facteur indispensable au
bon fonctionnement leucocytaire via les dérivés actifs de 1’0, (ROS), ou encore

stimulant essentiel de la ré-épithélialisation des plaies cutanées (Guo2010; Sen2009b ;

Introduction
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Bishop2008 ; Rodriguez2008). Le manque d’O,, encore appelé hypoxie, semble contribuer au
déréglement de la cicatrisation cutanée humaine (znang2006 ; Fujiwara2005 ; Kischer1992). Une
plus grande occlusion des microvaisseaux peuplant les tissus de granulation des
plaies appendiculaires du cheval (zepauiiz00s), prédisposées au développement d’un
TGE  (Lepault2005 ; Theorei2001 ; Wilmink1999a ; Jacobs 1984), @ €té rapportée, qui suggere une
hypoxie tissulaire locale. Le travail qui suit se propose d’évaluer, par des méthodes
physiques, la possible contribution d’une hypoxie tissulaire locale a la cicatrisation
cutanée pathologique hypertrophique, donc au développement d’un TGE, chez le

cheval.
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RECENSION LITTERAIRE

SECTION I : L’oxygene, plus qu’un simple nutriment.
SECTION II: La cicatrisation cutanée normale chez les
mammiféres adultes.

SECTION III : La cicatrisation cutanée pathologique chez
les mammiféeres adultes.
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SECTION I : L’oxygéne, plus qu’un simple nutriment !

I/1-L’0OXYGENE, QU’EST-CE QUE C’EST ?

L’O; est a la fois un nutriment essentiel au maintien de la vie aérobie et, directement
ou via ses nombreux dérivés, un messager important, aux fonctions multiples, tant au
niveau moléculaire, cellulaire que tissulaire. Les variations d’O,, méme infimes, ont
donc d’importantes répercussions, a la fois métaboliques et de signalisation (Guo2010;

Schreml2010 ; Sen2009b ; Briine2007a ; Briine2007b ; Hopf2007 ; Tandara2004).

I1/1/ A —-L’oxygéne: un nutriment essentiel

L’adénosine triphosphate (ATP) est la molécule qui, dans 1’ensemble du monde
vivant, permet de stocker, de transporter et de fournir par hydrolyse 1’énergie
nécessaire au bon fonctionnement du métabolisme cellulaire. L’ATP est aussi un
coenzyme de transfert de groupements phosphate associ¢ de maniére non covalente
aux enzymes de la classe des kinases, et le précurseur d’un certain nombre de
cofacteurs enzymatiques essentiels, comme le nicotinamide adénine dinucléotide
(NAD)+ ou le coenzyme A. L’O, est indispensable a la synthése cytoplasmique et
mitochondriale d’ATP par phosphorylation au niveau du substrat et phosphorylation
oxydative, que ce soit via la glycolyse aérobie, le cycle de Krebs (cycle de I’acide
citrique), la chaine respiratoire mitochondriale ou I’hélice de Lynen (B-oxydation des
acides gras) (Schremi2010; Rodriguez2008 ; Tandara2004 ; Gordillo2003). 90% de 1’0, respiré est
consacré a cette unique fin (sen20090). Les stocks cellulaires d’ATP ne dépassant pas
quelques secondes de consommation, des apports constants et suffisants en O, sont
TeqUIS (Rodriguez2008 ; Tandara2007 ; Gordillo2003 ; Semenza2000).

Le maintien de I’homéostasie en O, apparait donc primordial.

I/1/B - Le facteur inductible par I’hypoxie

Un systeme de détection tres fine des variations d’O, se retrouve au niveau cellulaire,

qui comprend le facteur inductible par 1’hypoxie (HIF), la protéine de von Hippel

Section I : L’oxygéne, plus qu’un simple nutriment
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Lindau (pVHL), et le protéasome 26S (p26S) (Brine2007). 11 permet a I’organisme de

détecter tout défaut d’oxygénation et de permettre aux cellules de s’y adapter.

Le HIF est un hétérodimere obligatoire composé d’une des trois sous-unités
protéiques a (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a) et de la sous-unité protéique HIF-1p. Seules
les sous-unités a sont sensibles aux variations d’O; ; la sous-unité B est exprimée de
fagon constitutive. Les structures des sous-unités HIF-1a et HIF-2a sont connues.
Elles posseédent chacune deux domaines d’activation leur permettant d’initier la
transcription de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) lorsqu’elles s’y lient. La
structure et les propriétés de la sous-unité HIF-3a sont incomplétement connues :
certains de ses fragments semblent pouvoir prévenir la transcription de I’ADN induite
par les sous-unités HIF-la et HIF-2a ajmundar2010 ; Rosmorduc2010 ; Kaelin20082). La sous-
unité¢ HIF-1a est ubiquitaire. Les sous-unités HIF-2a et HIF-3a ne sont exprimées que
par certains types cellulaires particuliers, tels les cellules endothéliales, certains
pneumocytes, les cellules rénales interstitielles ou encore les cellules de la lignée
my¢éloide (Majmundar2010; Bertour2008). L hypoxie stabilise ou favorise 1’expression des
sous-unités -la et -2a principalement, activant par la-méme la voie du HIF (Brine20075 ;
Fandray2006 ; Semenza2004 ; Huang2003 ; Pugh2003) (figure 3). La stabilisation des sous-unités -la et -
2a différe cependant dans le temps :

- le HIF-1a est rapidement stabilisé (1 heure) mais sa stabilisation s’avere

fugace (a peine quelques heures) ;
- le HIF-2a est lentement stabilisé (3 heures) mais sa stabilisation s’avere plus
longue (quelques heures, voire davantage).

Les sous-unités -1a et -2a semblent donc offrir une réponse complémentaire lors

d’hypoxie (Rosmorduc2010 ; Wiesener2003a ; Wiesener2003b).

Section I : L’oxygéne, plus qu’un simple nutriment
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Figure 3. Schéma simplifié de la voie de signalisation du facteur inductible par I’hypoxie (HIF), dans
des conditions de normoxie et d’hypoxie. Les effets du monoxyde d’azote (NO) et des dérivés actifs
de 1’03 (ROS) dans des conditions de normoxie et d’hypoxie sur la voie de signalisation du HIF sont
représentés (se reporter aux chapitres 1/1/C et 1/1/D pour de plus amples détails). Pr : proline, P300 :
protéine co-activatrice. Les autres abréviations utilisées sont détaillées dans le corps du texte. Se

référer au corps du texte pour de plus amples explications. Adapté de Majmundar2010, Metzen2004.

Dans des conditions normales d’oxygénation (normoxie), les sous-unités HIF-1a et
HIF-2a sont rapidement dégradées (figure 3). Leur domaine de dégradation dépendant
de I’O, (ODD) est hydroxylé par les prolyl-hydrolases (PHD-1, -2, -3 et -4) (site actif
Fe®") ou une asparaginyl-hydroxylase (FIH1) en présence d’O,. La PHD-2 hydroxyle
directement les sous-unités HIF-1a et HIF-2a tandis que PHD-1 et PHD-3 épaulent la
PHD-2 dans son action (rosmorduc2010). HIF-1aw et HIF-20 hydroxylés créent alors des
ponts hydrogénes avec la pVHL, favorisant leur ubiquitinylation et donc leur
dégradation par le p26S (Brine20075). L hydroxylation du résidu asparagine du domaine

de transactivation C-terminal (CTAD) du HIF-1a et du HIF-2a par FIHI affecte la

Section I : L’oxygéne, plus qu’un simple nutriment
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liaison du HIF a I’ADN, et donc par la-méme ses propriétés de transcription du
génome (Lando2002 ; Kaelin2002). L hypoxie atténue 1’efficacité des PHD, dont I’activité est
étroitement liée a la concentration cellulaire en O,, permettant la dimérisation
nucléaire des sous-unités o et B du HIF (figure 3). L hétérodimére ainsi formé se fixe
aux ¢léments de réponse a I’hypoxie (HRE) des génes cibles, provoquant leur
transcription. Parce que leur activité est proportionnellement liée a la quantité d’O,
disponible, les PHD sont qualifiés de senseurs d’O, ; ils relient la concentration

cellulaire en O, a la voie de signalisation du HIF.

Les genes cibles du HIF sont globalement ceux visant a faciliter 1’adaptation de la
cellule a son nouvel environnement hypoxique. Parmi eux figurent les genes de
I’érythropoieése et du métabolisme du fer (érythropoiétine, transferrine), ceux du
métabolisme énergétique (transporteurs de glucose), ceux de la prolifération / de la
viabilité cellulaire, ou encore ceux de I’angiogenése (facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire VEGF, facteur de croissance dérivé des plaquettes PDGEF,
facteur de croissance placentaire PIGF, synthase de 1’oxyde nitrique inductible iNOS)
(Rodriguez2008 ; Briine2007a ; Briine2007b ; Wiesener2003a ; Semenza2000). La sous-unité HIF-2a semble
avoir, en plus de ceux précédemment cités, d’autres geénes cibles, en particulier ceux
impliqués dans la cancérogenese. Ainsi 1’expression des génes de 1’angiogenése
préalablement cités, (VEGF, PDGF, PGF), celle des génes de la dégradation de la
MEC (métalloprotéinases MMP), celle des génes du processus de métastases (lysyl
oxydase LOX, facteur dérivé des cellules stromales SDF1, et son récepteur de type 4
CXCR4), celle des genes de la transition épithélio-mésenchymateuse (facteurs de
transcription SNAIL, SIP, ZEB) et enfin celle des génes de I’immortalisation
(télomérase transcriptase inverse humaine hTERT) apparaissent principalement

régulées par le HIF-2a (Swami2010 ; Kim2009 ; Bertout2008 ; Semenza2003).

Le systeme de détection des variations d’O, via la voie du HIF est virtuellement
présent dans toutes les cellules eucaryotes évoluées et semble participer a bon nombre
des processus physiologiques (ex. développement) et pathologiques (ex.

cancérogenese) fondamentaux (Huang2003 ; Semenza2000). On a longtemps pensé que seule
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I’hypoxie stricto sensu pouvait signaler la voie du HIF. Or, il apparait que certaines
hormones, certaines cytokines, des facteurs de croissance, mais aussi I’oxyde nitrique
(NO) et ses dérivés réactifs (RNOS), ainsi que les dérivés actifs de 1’0, (ROS) sont

en mesure d’activer / moduler cette voie de signalisation privilégi€e (Brine2007a).

I1/1/C - L’oxyde nitrique

Le NO est un messager cellulaire de premier plan. Trois différentes synthases (NOS)
catalysent la formation de NO a partir du L-arginine, d’O; et de nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate oxydase (NAD(P)H oxydase) (figure 4) (Briine2007a ; Briine2007b).
Deux synthases du NO sont constitutives (synthase endothéliale du NO eNOS ;
synthase neuronale du NO nNOS) ; elles induisent la production d’une faible quantité
de NO sur une base continue. L’activité de la troisieme synthase, ’iNOS, est induite
par certaines cytokines (interleukine (IL)-1, interféron (INF)-y, facteur de nécrose
tumorale (TNF)-a), certains facteurs de croissance (VEGF) et certains stimuli
inflammatoires (lipopolysaccharides bactériens LPS) (isenberg2005; Rizk2004). L’INOS
permet la production instantanée de grande quantité de NO, lorsque la quantité¢ d’O,
disponible est suffisante pour supporter cette réaction de synthése accrue (sen2009). La
réaction catalysée par les NOS ne s’arréte généralement pas a la formation de NO, un
compos¢ de premiére réaction ; des formes réduites ou oxydées réactives sont aussi

produites (RNOS), tel le peroxynitrite (Brine2007a ; Briine2007b).
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Figure 4. Schéma simplifi¢ du métabolisme de I’arginine dans les plaies et de la voie de signalisation
du monoxyde d’azote (NO). Les effets spécifiques associés aux synthases spécifiques du NO (NOS)
sont précisés. EDRF : facteur de relaxation dérivé de I’endothélium. Les autres abréviations utilisées
sont détaillées dans le corps du texte. Se référer au corps du texte pour de plus amples explications.

Adapté de Leiper2011 ; Briine2007a ; Briine2007b ; Isenberg2005 ; Rizk2004.

Le NO et les RNOS ont de multiples effets, directs et indirects. Le NO a
généralement un effet direct sur la régulation de genes cibles ou des molécules /
protéines cibles qu’est, par exemple, la guanylate cyclase, menant a la formation de
guanosine monophosphate cyclique, un médiateur des échanges ioniques, de la
glycogénolyse, de la multiplication et/ou de 1’apoptose cellulaire, mais aussi de la
relaxation des muscles lisses péri vasculaires a 1’origine d’une vasodilatation et d’une
meilleure perfusion sanguine (isenberg2005; Rizk2004). Les RNOS ont des effets plus
indirects. Ils s’associent souvent aux ROS et forment soit des composés réactifs
intermédiaires capables d’oxyder, de nitrater et de nitroser nombre de molécules
cibles, soit des composés inactifs. A ce titre, le NO et ses dérivés figurent parmi les
meilleurs antioxydants (Sciremi2010; Soncja2005). Les effets du NO et des RNOS sont

cependant variables : ils dépendent de la quantit¢ produite (effet concentration
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dépendant), du moment de production (effet temps dépendant), du site de production
(effet site dépendant), de 1’oxygénation cellulaire et/ou tissulaire (effet statut redox
dépendant), de la présence concomitante d’autres dérivés actifs tels ceux de 1’O;
(ROS). Le NO est donc un messager certes multifonctionnel, mais plutot versatile,
qui peut (dé)stabiliser la voie du HIF selon que le milieu est normoxique ou

hypoxique (Briine2007a ; Briine2007b).

Lors d’hypoxie, le NO, a faible concentration, interagit avec le cytochrome C
oxydase et entre en compétition réversible avec 1’0O,, qu’il déloge, bloquant ainsi la
respiration mitochondriale. En résulte une hypoxie mitochondriale qui réoriente alors
le peu d’O;, disponible au niveau cellulaire vers des systémes dépendant de 1O, pour
leur bon fonctionnement, telles les PHD (figures 3 & 6). Activées par 1’0O,, les PHD
catalysent I’hydroxylation du HIF-1a et déstabilisent la voie du HIF (weijie2010 ; Berchner-
Pfannschmidi2007). Conséquence : une cellule stimulée par le NO dans un environnement
hypoxique n’enregistre pas I’hypoxie ambiante et ne s’y adapte donc pas (sen20095
Briine2007a ; Briine2007b). Inversement, en normoxie, le NO, a forte concentration, interagit
avec le site actif Fe* des PHD, bloquant leur activité de fagon réversible (figures 3 & 6). 11
en résulte une stabilisation du HIF-la et un renforcement de la voie du HIF en
NOIMOXIE (Sen2009b ; Briine2007a ; Briine2007b).

Il apparait donc que la stabilisation de la voie du HIF n’est pas le seul apanage de
I’hypoxie et que certains composés, tel le NO, mais aussi les ROS, tel qu’il sera
décrit, participent activement, et généralement a contre courant, a la (dé)stabilisation

de cette voie.

I1/1/D — Les dérivés actifs de I’oxygéne

Une soudaine perturbation de 1I’environnement extra- ou intra- cellulaire provoque un
stress cellulaire, a 1’origine d’une réponse adaptative dite de stress (CSR) visant a
atténuer les dommages engendrés, a maintenir ou rétablir ’homéostasie iang2011 ;
Sen2010 ; Simmons2009). La CSR est un mécanisme qui a ¢été, de facon étonnante et
remarquable, trés bien conservé au cours de 1’évolution, et se révéle trés similaire tant

chez les procaryotes que chez les eucaryotes (kiiiiz2005 ; weich1992). La CSR se caractérise
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par une batterie de réactions de transcription et de traduction menant a 1’accumulation
d’un certain nombres de protéines (= 300) trés bien conservées dans la phylogénie,
principalement protectrices, permettant de contrecarrer les dommages engendrés et/ou
de favoriser 1’adaptation transitoire a ’environnement perturbé, ou, conduisant a
I’apoptose des cellules trop séverement affectées (xiiiiz2005 ; weich19s7). 40% d’entre elles
participent a la régulation du statut redox intracellulaire (iang2011 ; Kiitz2005) démontrant

I’importance de ce dernier.

La synthése des ROS apparait comme un trait caractéristique de la CRS, quelque soit
la ou les cellules impliquées et quelque soit le stress initial. La synthése des ROS est
loin d’étre 1’apanage des seules cellules inflammatoires (sen20094). Toutes les cellules
disposent de [D’arsenal d’organites (mitochondries, réticulum endoplasmique,
peroxysomes) et/ou d’enzymes nécessaires a leur production. L’O, est la pierre
angulaire de cette syntheése privilégiée, qui n’hésitera pas a spolier tout 1’O,
disponible pour se réaliser. La production de ROS, lorsqu’importante, peut donc créer
une hypoxie, ou I’accentuer, méme au sein d’un tissu pourtant bien oxygéné, et ainsi

perturber le métabolisme cellulaire (schremi2010 ; Hopf2007 ; Sitver1984).

Chez les cellules eucaryotes évoluées, de nombreuses enzymes oxydoréductases
peuvent catalyser la production de ROS a partir de I’O; : citons les cyclo-oxygénases,
les lipo-oxygénases, les enzymes du cytochrome P450, I’oxyde nitrique synthase
(aussi a ’origine du NO), la xanthine oxydase, la NAD ubiquinone oxydoréductase
mitochondriale, et la NAD(P)H — oxydase (aussi cofacteur de la formation de NO)
(Jiang2011 ; Kiiliz2005 ; Berry2004 ; Lambert2004 ; Griendling2000 ; Puntarulo1998 ; Roy1994 ; Poul992 ; Kukrejal986).
Seule la NAD(P)H — oxydase apparait comme une enzyme majeure dans la
production de ROS, car elle seule utilise ’O, comme substrat spécifique premier.
Toutes les autres enzymes précédemment citées ont un substrat spécifique autre ;
elles ne réduisent 1’0, et donc ne produisent des ROS qu’en de rares occasions
wamber2004). La NAD(P)H — oxydase est une enzyme membranaire (figure 5), rencontrée
dans de nombreux types cellulaires. Sa concentration apparait cependant largement

supérieure dans les membranes des vacuoles / granules des cellules inflammatoires.
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Lorsqu’activée, la NAD(P)H — oxydase catalyse la production de peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) a partir d’O,. Le clivage subséquent de 1’'H,O, par des
peroxydases libére des anions peroxydes (HO,'), des ions hydroxyles (HO") et des
anions super oxydes (O, O%). Tous ces composés actifs sont regroupés sous
I’appellation ROS. La NAD(P)H — oxydase activée et les ROS apparaissent comme
des molécules incontournables a I’adaptabilité de la machinerie cellulaire (iang2011
Sen2009a) (Annexe II :facteurs activant la NAD(P)H-oxydase).

A faible concentration, les ROS sont des messagers cellulaires essentiels (figure 5),
favorisant 1’adaptation des cellules a leur environnement wiang2011 ; Kiiz2005). L’ H0,
stimule ainsi la migration et la prolifération des cellules inflammatoires (schremi2010 ;
Niethammer2009, Martin2009) €t mésenchymateuses (Schremi2010; Chan2009; Rodriguez2008 ; Ushio-
Fukai2006 ; Sen2002 ; O'Toolel997; O'Toole1995) au sein d’une plaie, se révélant un facteur
important au bon déroulement et au bon enchainement des phases et événements clés
de la guérison tissulaire. A plus forte concentration, les ROS dévoilent tout leur
potentiel oxydatif, d’un intérét majeur dans la lutte contre les microorganismes
pathogénes, mais d’un intérét plus mitigé pour les cellules et tissus sains qui y sont

exposés (figure 5) (Guo2010 ; Schremi2010 ; Sen2010 ; Sen2003 ; Allen1997).

Les ROS, I’H,0; et ’0O” en particulier, tout comme le NO, régulent la voie du HIF.
Alors que le réle du NO est versatile, celui des ROS est clair : les ROS désactivent les
PHD par oxydation de leur site actif Fe*" en site inactif Fe’*. Ils bloquent ainsi la
dégradation du HIF-1a et stabilisent donc la voie du HIF (Brine2007a ; Kohi2006 ; Gériach2001 ;
Chande2000). Les choses se compliquent quelque peu lorsque ROS et RNOS sont
produits en paralléle, I’un stabilisant et 1’autre déstabilisant la voie du HIF. Leur
proportion relative et la formation de composés mixtes déterminent la voie dominante

(figure 6).
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Figure 5. Schéma simplifié¢ des principaux effets cellulaires des dérivés actifs de I’ (ROS). NFAT :

facteur nucléaire des cellules T activés. Les autres abréviations utilisées sont détaillées dans le corps

du texte. Adapté de Barnes2011, Jang2011.

En résumé :

L’ O, est donc a la fois un nutriment et une molécule signalétique essentiels au bon

fonctionnement et a 1’adaptabilit¢ des cellules, des tissus, des organes, bref de

I’organisme a son environnement. Le systéme de détection et de signalisation des

variations d’O; dans 1’organisme qu’est la voie du HIF, apparait (1) importante et (2)

sous le controle global de 1’hypoxie. Certains dérivés actifs directs (ROS) et/ou

indirects (RNOS) de I’0», tels le NO et I’0O*, qui peuvent étre synthétisés en grande

quantité pendant certaines phases de la guérison cutanée, en liaison ou non avec

I’hypoxie, apparaissent cependant en mesure de perturber la voie du HIF. Le NO a un

role versatile de stabilisation / déstabilisation du HIF-la selon qu’on se situe en

normoxie ou en hypoxie. L’0* a un rdle clair de stabilisation du HIF-la. Il
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antagonise cependant, tout ou partiellement, les effets du NO lorsqu’il s’y lie, rendant
son rdle moins tranché qu’il n’y parait au premier abord puisque c’est la proportion
relative des deux composés qui finalement décidera de la (dé)stabilisation de la voie

du HIF (figure 6).

Fet
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Figure 6. Schéma simplifié¢ de la régulation de I’activité de la

Normoxie lHIFlu —m HIFla —>

N
My

prolyl hydroxylase (PHD) par 1’hypoxie, le monoxyde
d’azote (NO) et les dérivés actifs de 1’O, (ROS — ion
superoxyde O,). Les abréviations utilisées sont détaillées
dans le corps du texte ou les figures précédentes. Se référer
au corps du texte pour de plus amples explications. Adapté de

Briines2007a, Briine2007b.

La juxtaposition hypoxie / ROS (O;) / RNOS (NO) dans le contrdle de la voie du
HIF rend cette derni¢re plus complexe qu’il n’y parait, lui permettant probablement

de plus finement réguler les problémes d’oxygénation tissulaire rencontrés.
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I /2 - LE TRANSPORT DE L’OXYGENE: DE L’ATMOSPHERE AUX
TISSUS

Le transport et la délivrance de 1’0, aux tissus dépendent de nombreux facteurs, dont
trois principaux, qui sont (1) 1’oxygénation sanguine, (2) la distance de diffusion
requise entre le sang (ou I’air atmosphérique) et le tissu cible et, (3) la perfusion

tissulaire (Rodriguez2008 ; Gottrup2004 ; Jonsson1991).

1/2/ A —L’oxygénation sanguine
I/2/A/i—-Notions de ventilation pulmonaire

Les mammiféres ont une respiration pulmonaire. Leurs poumons assurent I’échange
des gaz respiratoires que sont 1’0, et le dioxyde de carbone (CO,), entre I’air
atmosphérique ambiant et le sang, leur principal véhicule ; on parle de ventilation
pulmonaire. La ventilation pulmonaire permet le maintien de I’homéostasie gazeuse
(PaO,, PaCO,, pH sanguin), quels que soient les besoins métaboliques (exercice,
guérison ...etc) et la disponibilité atmosphérique des gaz respiratoires (altitude,
supplémentation gazeuse ...etc). Elle s’effectue grace a la contraction / décontraction
rythmique des muscles respiratoires inspiratoires (MRI) qui permettent 1’expansion /
la contraction du parenchyme pulmonaire (cycle respiratoire). La contraction des
MRI est active ; elle s’effectue a la suite d’une impulsion nerveuse effectrice en
provenance des centres respiratoires localisés dans le bulbe rachidien et renseignés
par des mécanorécepteurs, principalement périphériques (larynx, trachée, bronches,
alvéoles, paroi thoracique) et des chémorécepteurs, périphériques et centraux (surface

ventrale du bulbe rachidien) (Baud2003).

I/2/A/ii-L’oxygéne au niveau alvéolaire
L’0O, diffuse continuellement de 1’alvéole pulmonaire vers le sang; la respiration
alimente régulicrement ’alvéole pulmonaire en O,. Le CO, suit le chemin inverse.
Par conséquent, la concentration alvéolaire en O, et donc sa pression partielle
alvéolaire (PAo,), dépendent et du taux de prise en charge de 1’0, par le sang, et du

renouvellement de 1’air alvéolaire par la ventilation pulmonaire, qui n’est que partiel
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en régle générale (15%). De multiples cycles sont donc nécessaires au
renouvellement complet de ’air alvéolaire. Ce renouvellement lent de I’air alvéolaire
est d’'une importance fondamentale : il permet de prévenir toute augmentation ou
diminution drastique et brutale de 1’oxygénation tissulaire, de la teneur tissulaire en
CO,, et donc du pH tissulaire quand la respiration est momentanément arrétée ou
qu’une supplémentation gazeuse hyperbare est instaurée (oxygénothérapie hyperbare
HBOT). La valeur normale de PAp, avoisine les 100 mm Hg. Elle ne peut excéder
150 mm Hg chez les mammiféres respirant un air atmosphérique a pression normale,
la pression partielle en O, de I’air atmosphérique humidifié a pression normale étant
au maximum de 150 mm Hg. Si les gaz respirés ont des pressions partielles en O,

supérieures (HBOT), la PAo, peut augmenter si la ventilation pulmonaire augmente.

Certaines maladies pulmonaires peuvent limiter la diffusion des gaz respiratoires.
Ainsi, un épaississement de la paroi alvéolaire (cedéme, fibrose), une diminution de la
surface d’échanges gazeux (emphyseéme, lobectomie), ou une altération du coefficient
de diffusion ou de la différence de pressions partielles sanguine et alvéolaire des gaz
respiratoires peuvent drastiquement perturber les échanges gazeux respiratoires et
limiter les apports en O, et 1’élimination du CO; de 1’organisme, dont le métabolisme

énergétique dépend étroitement de 1’O; (Guyion2000a).

I/2/ A/iii — Le transport sanguin de ’oxygéne du parenchyme pulmonaire

aux tissus
Suite a sa diffusion du compartiment alvéolaire (PAo, de I’ordre de 100 mm Hg) vers
le compartiment vasculaire pulmonaire (Pvp, du sang veineux capillaire pulmonaire
de I’ordre de 40 mm Hg), 97% de 1’0, est pris en charge par les globules rouges du
sang et combiné a I’hémoglobine (Hb), son transporteur principal. L’Hb fixe
généralement quatre molécules d’O,, se transformant en oxyhémoglobine (HbO). Le
3% restant est dissout dans le plasma sanguin. Il représente une quantité infime (sauf
lors d’HBOT) mais non négligeable d’O, pour I’organisme. Directement disponible,
cet Oy s’avere tres facilement, et rapidement, utilisable par les cellules. La pression

artérielle en O, du sang quittant les poumons (Pa0O,) est de I’ordre de 95 mm Hg.
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L’affinité de I’Hb pour 1’O,, et donc sa saturation en O,, est variable et dépend des
conditions environnementales. Plus I’environnement est riche en O, plus I’O; tend a
s’attacher a I’hémoglobine, et inversement plus I’environnement est dépourvu d’O,,
plus ’hémoglobine tend a libérer I’O,. Le taux de fixation de I’ O, a I’Hb est évalué a
97 — 98% au niveau pulmonaire ; il tombe a 30% et moins au niveau musculaire.
D’autres facteurs, telles 1’acidité du milieu ou la teneur tissulaire en CO; influent sur
la liaison Hb — O,. Ainsi, I’affinité¢ de I’Hb pour IO, décroit en présence de CO,, a
pH faible, ou lorsque la température augmente, permettant une meilleure libération

d’O; dans les tissus métaboliquement actifs.

La pression partielle en O, des fluides interstitiels qui baignent les cellules (PiFo,) est
en moyenne de 1’ordre de 40 mm Hg. Une différence importante de pression, et donc
de concentration, en O, entre le sang capillaire artériel (PaO, 95 mm Hg) et les
fluides interstitiels péri cellulaires (PFip, 40 mm Hg) existe donc; 1’0, diffuse
rapidement du sang vers les tissus, a I’origine d’une chute drastique de la pression en
O, dans le réseau capillaire local. Le sang veineux quittant les tissus via le réseau

capillaire veineux a une pression en O, de 1’ordre de 40 mm Hg (Guyron20005).

Le manque d’Hb (anémie) (sen20094) ou certains composés réduisant 1’affinité de 1’Hb
pour 1’O,, peuvent perturber le transport et la délivrance de 1’0, aux tissus. L’Hb
forme un composé stable avec le monoxyde de carbone (CO), a I’origine de
carboxyhémoglobine. L’affinit¢ de ’Hb pour le CO est supérieure a celle de ’Hb
pour 1’0O». Il y a donc concurrence en faveur du CO lors de I’oxydation pulmonaire de
I’Hb, défaut de transport de 1’0O; et risque potentiel d’hypoxie tissulaire et cellulaire
lors d’intoxication au CO. L’HBOT est utilisée pour contrecarrer les effets du CO sur
I’Hb. Certains agents oxydants, tels les nitrates, peuvent oxyder le Fe*" de I’héme en
Fe** le rendant ainsi incapable de fixer 1’O,. L’Hb devient alors de Ia
méthémoglobine. L’ion cyanure CN, mais aussi le sulfure d’hydrogéne H,S,
apparaissent comme des inhibiteurs de 1’oxydation pulmonaire de I’hémoglobine et

donc du transport de 1’O».
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1/2/ A/ iv— La diffusion de ’oxygéne de I’environnement vasculaire aux

cellules
Les cellules métaboliquement actives de ’organisme utilisent 1’0, sur une base
permanente. Par conséquent, la pression intracellulaire en O,, dans les tissus cibles,
(PCEo, de I’ordre de 5 a 40 mm de Hg) est généralement inférieure a celle du sang
(PaO, 95 mm Hg) qui les irrigue, et a celle des fluides interstitiels péri cellulaires
(PFl1o,) dans lesquels elles baignent, permettant la diffusion passive de 1’0, depuis le
compartiment intravasculaire vers le compartiment intracellulaire. Il existe parfois
une grande distance, a I’échelle cellulaire, entre les cellules et le réseau vasculaire le
plus proche. En temps normal, cette distance reste cependant raisonnable et permet a
I’organisme de couvrir les besoins en pression d’O, de la cellule, de I’ordre de 1 a 3
mm Hg en régle générale. Lorsqu’une blessure survient, qui rend non opérationnel
tout ou partie du réseau vasculaire, ou qu’un cedéme tissulaire se développe, la
distance séparant les cellules du réseau vasculaire le plus proche ustoe2006 ; Tandara2004 ;
Sheffiled1988), mais aussi la pression sur le réseau vasculaire (Broughion20064), peuvent
s’accroitre de fagon drastique et ainsi entraver I’apport d’O,, créant un environnement

hypoxique.

La distribution de I’O, de I’alvéole pulmonaire a la cellule est donc un phénomeéne
globalement passif, qui repose principalement sur des différences de pression, des
gradients de concentration en O,. L’Hb, qui véhicule I’O,, se doit cependant de
voyager dans 1’organisme pour entretenir ces gradients de concentration et pourvoir

en O, I’ensemble des tissus.

I1/2 /B - La perfusion tissulaire

La perfusion tissulaire permet I’approvisionnement des tissus en nutriments, tels 1’O»,
le glucose, les acides aminés ou les acides gras, I’élimination des déchets
métaboliques, tels le CO, et I’'H", le maintien des concentrations ioniques requises au
bon fonctionnement cellulaire, ainsi que I’exposition aux divers messagers de
I’organisme voyageant via la circulation sanguine. La perfusion tissulaire de certains

organes joue un role particulier pour 1’organisme. Citons la peau, dont la perfusion
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tissulaire détermine la perte corporelle de chaleur, aidant par la-méme 1’organisme a

controler sa température (Guyron2000c).

Chaque tissu a des besoins qui lui sont propres, étroitement reliés aux fonctions, a la
position qu’il occupe dans 1’organisme. Les besoins d’un muscle au repos ne sont pas
les mémes que ceux d’un muscle en pleine activité, ou que ceux d’un cerveau. Afin
de subvenir a ses propres besoins a partir d’un élément commun, le sang, chaque tissu
s’avere capable de finement controler sa perfusion afin qu’elle réponde exactement a
ses besoins propres. Ainsi la perfusion d’un muscle stri¢ varie de 4 ml / min / 100 gr
lorsqu’il est au repos @ 80 ml / min / 100 gr lorsqu’il est en pleine activité (Guyron2000c).
Cette adaptabilité repose sur deux caractéristiques majeures :
- une anatomie vasculaire particuliére ;

- des mécanismes efficaces de controle.

1/2/B/i-La microcirculation tissulaire
La microcirculation tissulaire (figure 7) est la partie du systeme circulatoire
principalement concernée par les échanges gazeux : elle est donc 1’épicentre de

I’appareil cardiovasculaire.

1/2/B/i/a—-Les métartérioles
Les métartérioles sont des branches des artérioles terminales (figure 7), qui possedent
plusieurs couches de cellules musculaires lisses autorisant une fonction de régulation
sphinctérienne placée sous la dépendance du systéme nerveux autonome et
d’hormones circulantes. Elles débouchent soit sur le lit capillaire (présence de
sphincters pré-capillaires réglant le débit d’entrée), soit directement sur les veinules

post-capillaires (shunt artério-veineux).

I/2/B/i/b-Les capillaires
Les capillaires naissent des métartérioles (figure 7), parfois des artérioles directement. Ils
forment un réseau fortement anastomosé, véritable lieu des échanges gazeux. Leur

abondance dépend des besoins fonctionnels des tissus.
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Métartériole

Capillaire

artério-veineux Sphlnct@rs ]
: pré-capillaire

Figure 7. Représentation schématique de la microcirculation tissulaire. Crédit

schéma : Daniel Balvay.

On en reconnait trois types principaux de capillaires :

- les capillaires continus, dont les cellules endothéliales, jointives, reposent sur une
lame basale continue (muscles, tube digestif, poumons). Ils sont parfois entourés
de péricytes. Les péricytes sont des cellules relativement indifférenciées,
principalement localisées sur la membrane basale des endothéliums vasculaires,
qu’elles entourent de leurs longs prolongements cytoplasmiques. Les péricytes
ont des propriétés contractiles (filaments d’actine / myosine), ils participent au
besoin a la régulation du débit sanguin. Les péricytes peuvent aussi se
différencier en macrophages, fibroblastes ou myofibroblastes et prendre ainsi
part a I’ensemble des phases de la guérison tissulaire. Ce sont des acteurs

important dans I’angiogeneése.
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- les capillaires fenétrés, dont la paroi endothéliale présente de nombreuses
fenestrations (pores de 70 nm), permettent le passage rapide des macromolécules
(tube digestif, rein, plexus choroides, glandes endocrines).

- les capillaires discontinus ou sinusoides. De grand diameétre, irréguliers, ces
capillaires posseédent de véritables orifices trans cytoplasmiques (de 1 a 3 um de
diametre) et une membrane basale discontinue voire absente, autorisant le
passage facile d’é¢léments figurés du sang, dont ils tendent a ralentir le flot (rate,

foie, moelle osseuse).

I/2/B/i/c—Les sphincters précapillaires
A T’entrée du lit capillaire résident des sphincters pré-capillaires qui régulent I’entrée
du sang artériel dans le réseau capillaire (figure 7). Ces sphincters s’ouvrent et se
ferment périodiquement, tout comme les métartérioles se contractent ou se relaxent
de facon cyclique. Le nombre de sphincters ouverts / fermés par unit¢ de temps
dépend des besoins en nutriment, et principalement en O, des tissus. Plus les besoins

sont importants, plus le nombre de sphincters ouverts est grand.

I/2/B/i/d- Les veinules post-capillaires
Formées de la réunion de plusieurs capillaires, les veinules post-capillaires disposent
d’une paroi encore mince permettant encore la réalisation d’échanges gazeux. Elles

possedent des péricytes, en regle générale, et se jettent dans les veinules collectrices.

1/2/B/i/e—Les shunts artério-veineux
Lorsque les artéres ne communiquent pas avec les veines par I’intermédiaire d’un
réseau capillaire (majorité des cas), des anastomoses ou shunts artério-veineux (figure 7)
(dit de jonction) permettent un « court-circuit ». Ces shunts sont fréquemment
rencontrés dans la microcirculation, particulierement celle de la peau. Dans cette
derni¢re, ils apparaissent spécifiques de régions: on les rencontre ainsi plus
fréquemment au niveau de la téte et des extrémités. La vasoconstriction de ces shunts

dirige le sang vers les lits capillaires, provoquant une vasodilatation locale.
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Le role des shunts artério-veineux dans le contrdle de la circulation sanguine locale
apparait primordial. En effet, ils participent a la thermorégulation (peau des membres

et de la téte) et a la régulation de la pression sanguine locale (menstruation, érection).

Artérioles et veinules ne participent pas aux échanges gazeux a proprement parler.
Cependant une particularité anatomique apparait ici importante a signaler. Chez les
mammiferes, artérioles et veinules cutanées sont principalement de type nutritif (type
NUTR), i.e. de petit diametre. Certaines régions anatomiques particulicres, tel le
visage / la téte et les extrémités (Rendeli2002; Rendell1992 ; Zweifach1987 ; Hales1985 ; Rowell1959 ;
Popoff1934), ont une densité plus importante d’artérioles et de veinules cutanées de plus
grand diamétre, de plus faible résistance et a plus grand débit sanguin (type AV pour
artério-veineux). La réponse aux stimuli différe entre les régions de type AV et celles
de type NUTR (Evans1993 ; Rendeii1992). C’est dans ces mémes régions qu’est observée une
plus grande abondance des shunts artério-veineux. Il semble donc exister des
spécificités anatomiques locales dans la vascularisation / micro-vascularisation

cutanée chez les mammiferes.

1/2/B/ii— Le contréle de la perfusion tissulaire

La perfusion tissulaire est controlée, localement, par des mécanismes étroitement liés

les uns aux autres qui permettent une régulation fine et pointue de la perfusion

tissulaire en regard des événements survenant au niveau tissulaire et donc des apports
nutritionnels. On reconnait deux types de régulation :

- une régulation a court terme, qui s’ébranle dans les secondes qui suivent les
modifications / altérations de 1’environnement tissulaire, et vise a restaurer
rapidement les apports nutritionnels ;

- une régulation a long terme, qui s’installe progressivement dans les heures, les
jours, les mois qui suivent les modifications / altérations de I’environnement
tissulaire, et tend a adapter le tissu a son nouvel environnement, au prix de
changements anatomiques parfois importants, telle une modification de la

circulation / microcirculation tissulaire.
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1/2/B/ii/a—Régulation de la perfusion tissulaire a court terme

L’ hypoxie tissulaire apparait comme le facteur déclencheur principal des mécanismes
de régulation a court terme de la perfusion tissulaire. Un défaut d’apport d’autres
nutriments, tels le glucose, les acides aminés, les acides gras par exemple, ou des
déficiences en certains cofacteurs d’importance, comme les vitamines du groupe B
(phosphorylation oxydative / production d’ATP), peuvent aussi déclencher ces
mécanismes. Prenons 1’exemple d’une blessure cutanée altérant le réseau vasculaire
local :

- (1) les cellules endothéliales endommagées ou stressées par le trauma libérent
de I’endothéline (principalement de type 1, END1), un neuropeptide ayant de
puissants effets vasoconstricteurs locaux par action directe sur la musculature
lisse péri-vasculaire ;

- (2) une vasoconstriction s’installe, a 1’origine d’une chute de perfusion
tissulaire et d’une diminution importante des apports nutritionnels ;

- (3) une hypoxie tissulaire aigu€ se développe ;

- (4a) théorie du manque d’O,: 1’0, étant nécessaire a la contraction
musculaire, son manque provoque un reldichement de la musculature lisse
péri-vasculaire a I’origine d’une vasodilatation locale. La perfusion tissulaire
augmente alors ;

(4b) théorie des déchets tissulaires : le manque d’O, provoque la formation et
la libération par les tissus de nombreux composés, tels les composés de
I’adénosine phosphate, du CO,, de D’acide lactique, de I’histamine, du
potassium, des ions H' ...etc. L’adénosine, I’acide lactique, I’histamine, entre
autres composés, ont des propriétés vasodilatatrices permettant une
augmentation de la perfusion tissulaire locale.

Ces deux théories, présentées distinctement, se rejoignent, 1’'une et 1’autre ;
elles aboutissent a une vasodilatation, une augmentation de la perfusion
tissulaire, un rétablissement des apports nutritionnels et la résolution, tout du

moins partielle, de I’hypoxie tissulaire.
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La vasodilatation locale entraine un rétablissement total ou partiel du flot sanguin
dans la microcirculation tissulaire. Ce rétablissement peut provoquer un stress
endothélial, les endothéliums ayant été transitoirement soumis a un flot sanguin
diminué, voire inexistant. Ce stress provoque la libération de NO, un puissant agent
vasodilatateur, qui agit localement mais aussi en amont du lit capillaire, sur les
métartérioles, les artérioles et éventuellement les arteres, permettant a 1’organisme de
supporter I’accroissement soudain de perfusion tissulaire au niveau du lit capillaire

local par un accroissement plus global de la perfusion tissulaire locale.

I1/2/B/ii/b - Régulation de la perfusion tissulaire a long terme
Les mécanismes locaux de régulation de la perfusion tissulaire permettent
I’adaptation temporaire du tissu a ses nouvelles conditions environnementales,
généralement défavorables. Il est effectivement inusuel d’observer une amélioration
notable des conditions environnementales a I’origine d’apports nutritionnels exagérés
(exceptions : HBOT, nouveaux nés prématurés), les apports étant généralement
adaptés aux besoins de I’organisme. Lorsque les conditions environnementales
s’améliorent au point de surcharger I’organisme en apports nutritionnels (ex. : O, lors
d’HBOT), [D’importance et/ou la perfusion du réseau vasculaire diminue
généralement. Inversement, si une diminution a long terme de la perfusion tissulaire
s’installe, a Dorigine d’apports nutritionnels chroniquement déficitaires, une
redistribution / un enrichissement du réseau vasculaire s’observe habituellement, afin
de maintenir les apports nutritionnels aux cellules métaboliquement actives de

I’organisme.

Deux mécanismes sont mis en ceuvre :

- la construction d’un nouveau réseau vasculaire / la reconstruction du réseau
vasculaire altéré, encore appelée angiogenese, qu’accompagne fréquemment
un remodelage vasculaire par intussusception (kurz2003) ;

- Dactivation de la circulation collatérale. De nombreuses boucles vasculaires

reliant diverses régions tissulaires au sein d’un méme organe existent, qui sont
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inutilisées en temps normal par ’organisme. Suite a la chute de la perfusion
sanguine dans une région tissulaire donnée, la circulation sanguine dans ces
boucles vasculaires est activée via la relaxation, d’origine neurogénique et/ou
métabolique, des muscles lisses péri vasculaires qui les maintenaient occluses.
Une vasodilatation progressive s’installe, permettant le rétablissement
progressif de la perfusion tissulaire et donc des apports nutritionnels aux

cellules, via une voie détournée.

1/2/B /ii/ ¢ — Régulateurs humoraux de la perfusion tissulaire
Il existe un certain nombre de molécules vasomotrices ; elles tendent a avoir une
action plus systémique que locale. Citons, a titre d’exemple, la norépinephrine (et
I’épinéphrine), D’angiotensine ou la vasopressine, qui sont de puissants
vasoconstricteurs, et la bradykinine, 1’histamine, aux propriétés principalement

vasodilatatrices.

En résumé :

La distribution de 1’0, au sein de 1’organisme est donc un phénoméne globalement
passif, reposant principalement sur des différences de pression, des gradients de
concentration en O,. L’Hb, qui véhicule 1’0O,, voyage dans 1’organisme pour
entretenir ces gradients de concentration et pourvoir en O, 1’ensemble des tissus. Ce
voyage est finement controlé, systémiquement mais aussi et surtout localement, par
une architecture vasculaire particuliére et des mécanismes de contrdle de la perfusion
tissulaire étroitement liés les uns aux autres. Ils permettent une régulation fine et
pointue de la distribution de IO, aux cellules en regard des événements survenant au

niveau tissulaire.
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I/3 - METHODES PHYSIQUES D’EVALUATION DE L’OXYGENATION
TISSULAIRE DANS UN CONTEXTE CLINIQUE

I1 existe de nombreuses méthodes physiques d’évaluation de 1’oxygénation tissulaire.
Toutes ne s’appliquent cependant pas a un contexte clinique ou a 1’évaluation précise
de la microcirculation tissulaire, partie du systeéme circulatoire principalement
concernée par les échanges gazeux et généralement la plus affectée par les
traumatismes cutanés.

Une bonne évaluation de la microcirculation cutanée comprend 1’évaluation de trois
parameétres distincts, (1) la perfusion microvasculaire, (2) la disponibilité¢ de 1’0, au
niveau microvasculaire et (3) la fonctionnalité du réseau microvasculaire. Diverses
méthodes ont été développées pour évaluer chacun de ces paramétres. Seules
quelques techniques parmi les plus utilisées pour I’évaluation de 1’oxygénation

cutanée seront décrites.

1/3/ A /- Evaluation de la perfusion microvasculaire

L’¢évaluation directe de la perfusion microvasculaire par des méthodes non invasives
est recommandée. Elle fait appel, le plus souvent, a des techniques complexes
d’imagerie médicale. Certaines méthodes indirectes d’évaluation de la perfusion
microvasculaire existent, telles la mesure de la lactatémie locale ou la capnométrie
régionale ; elles ne sont que de peu d’utilité pour évaluer la perfusion microvasculaire

cutanée et ne sont donc que citées.

I1/3/ A /i- Utilisation de ’imagerie Doppler
1/3/A/i/a-La vélocimétrie laser Doppler
La vélocimétrie laser Doppler (Laser Doppler Flowmetry LDF) utilise le shift
Doppler pour évaluer la vitesse de déplacement des globules rouges dans le sang
(flux sanguin), et donc la perfusion microvasculaire dans le tissu étudié (chris2002). 11
n’existe aucune calibration permettant d’obtenir des valeurs absolues de flux sanguin
avec cette méthode, méme si de bonnes corrélations ont été établies entre la LDF et

d’autres méthodes de mesure telles les microsphéres radioactives, la clairance au

Section I : L’oxygéne, plus qu’un simple nutriment



CONTRIBUTION DE L’HYPOXIE A LA CICATRISATION CUTANEE ANORMALE 60
CHEZ LE CHEVAL. METHODES PHYSIQUES D’EVALUATION. Christophe Céleste

Xénon, 1’échographie de flux, les méthodes ¢électromagnétiques d’imagerie et
I’observation directe du déplacement des érythrocytes dans la microcirculation
sanguine (sakr2010. La LDF est par conséquent exprimée en unité de perfusion
arbitraire.

La LDF a certaines limites d’utilisation :

(1) sa profondeur d’évaluation n’est que de quelques millimetres, ce qui limite son
utilisation aux tissus les plus superficiels, telle la peau ;

(2) la LDF s’effectue a 1’aide d’une sonde placée au contact tissulaire. Elle ne permet
donc de mesurer les variations temporelles de perfusion microvasculaire que sur une
surface tissulaire restreinte (quelques mm?). Tout mouvement ou tout changement de
pression dans I’application de la sonde peut modifier les résultats obtenus ;

(3) tout changement dans I’hématocrite, tout hétérogénéité du flux sanguin, certains
changements environnementaux (température cutanée) peuvent affecter 1’évaluation

de la perfusion microvasculaire (sak-2010 ; Stucker2001).

I/3/A/i/b-L’imagerie par perfusion laser Doppler
L’imagerie par perfusion laser Doppler (Laser Doppler Imaging LDI) est une
technique apparentée a la LDF. La sonde du LDF est remplacée par un faisceau laser
de balayage permettant le scan complet d’une région tissulaire donnée sans qu’il y ait
contact tissulaire. Une image de perfusion microvasculaire est alors créée qui permet
d’évaluer, sur le plan temporel mais aussi spatial, les changements de perfusion

microvasculaire (Sakr2010 ; Christ2002 ; Boyle1999 ; Essex1991).

1/3/ A/ii- Utilisation de ’imagerie par chatoiement / tavelures laser
L’imagerie par chatoiement ou tavelures laser (Laser Speckle Imaging LSI) est une
autre technique optique d’évaluation de la perfusion microvasculaire. Les tavelures,
ou chatoiements, sont I’ensemble des petites taches rapidement fluctuantes qui
apparaissent dans la texture instantanée d’une image et qui lui donnent un aspect
granuleux. Elles sont soit consécutives a la diffusion des ondes d’un faisceau de

lumiére spatialement cohérent (ex. laser) par un tissu cible présentant des irrégularités
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de longueur d’onde (ex. les érythrocytes), soit consécutives a la propagation d’un
faisceau de lumicre spatialement cohérent dans un environnement présentant des
variations aléatoires d’indice de réfraction (ex. atmosphére) (saxr2010). La LSI permet
de répertorier et de quantifier les tavelures émises par les érythrocytes. Leur vélocité
peut ainsi étre déterminée. Cette technologie est utilisée avec succes dans 1’évaluation
de la perfusion microvasculaire de la peau normale ou de plaies en voie de
cicatrisation, (zaman2009, mais aussi de la rétine (Liang2010; Chou2005) ou du cerveau

(Zakharov2009 ; Murari2007).

I/3/ A /iii — Utilisation de ’'imagerie spectrale
I/3/A/iii/a—L’imagerie spectrale par polarisation orthogonale
L’imagerie spectrale par polarisation orthogonale (Orthogonal Polarization Spectral
Imaging OPSI) peut se définir comme suit : un faisceau de lumiere polarisée de
longueur d’onde définie (550 nm / point isobestique de I’hémoglobine) est projeté sur
le tissu a évaluer. Le faisceau réfléchi de lumicre polarisée perpendiculaire au
faisceau de lumiére initialement émis est récupéré et analysé. L’angle de récupération
du faisceau réfléchi de lumicre permet d’éviter D’altération de 1’image spectrale
obtenue par la réflexion directe du faisceau de lumicre émise par le tissu évalué
(sakr2010). L’OPSI permet de visualiser les microvaisseaux sanguins, les érythrocytes et
les leucocytes (sakr2007; DeBacker2006 ; Sakr2004; DeBacker2002; Groner1999). Plusieurs études
rapportent son utilisation dans 1’évaluation de la perfusion microvasculaire cérébrale

(Mathura2001), de la peau normale mais aussi traumatisée (bralures) (zanger2001a ; Langer2001b).

I/3/A/iii/b - L’imagerie latérale en champ sombre
L’imagerie latérale en champ sombre (Sidestream Dark-filed Imaging SDI) est une
technique similaire a ’OPSI (sakr2010). Leur principale différence réside dans le fait
que la diode émettrice du faisceau de lumicre polarisée de I’OPSI se situe sur le
pourtour du canal collecteur du faisceau de lumiére polarisée récupéré, plutdt qu’a

distance et a un angle de 90°. La réflexion lumineuse directe est ainsi évitée. Cette
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technique est actuellement en développement (pebacker2007) €t n’a été utilisée avec

succes que dans 1’évaluation de la perfusion microvasculaire sublinguale (Batesira2010).

I1/3/ A /iv— La thermographie infrarouge

Tous les étres vivants émettent des ondes ¢électromagnétiques dans le domaine de
I’infrarouge (8 a 10 um). L’émission de ces radiations est proportionnelle a la
température corporelle : plus la température corporelle sera élevée, plus les radiations
émises seront importantes. La thermographie infrarouge (0.8 um a 1.0 mm) (ThIR)
permet de collecter ces radiations et de les convertir en données thermiques
interprétables via 1’utilisation d’algorithmes préétablis.

La température tissulaire locale est le produit du métabolisme cellulaire et de la
perfusion tissulaire. Or, la participation du métabolisme cellulaire a la genése de la
température locale d’un tissu est considérée comme étant négligeable (read2001); la
température tissulaire locale apparait ainsi comme le reflet de la perfusion tissulaire
locale. La quantification des variations de température permet donc d’évaluer
qualitativement les variations de perfusion tissulaire xu2010; Schlager2010; Manley2007 ;
Merla2007 ; Pascoe2006). LLa ThIR est une méthode maintenant bien établie (urray2009
Zaproudina2008) €t dont les résultats sont étroitement corrélés a ceux obtenus par d’autres
méthodes d’évaluation de la perfusion tissulaire, telle 1’imagerie laser Doppler
(Schlager2010).

Cette méthode d’évaluation de la perfusion microvasculaire n’est cependant pas
dénuée de limites. La température cutanée peut étre affectée par de nombreux
parameétres, telles les conditions environnementales (humidité, température), le
rythme circadien, D’activité physique, 1’état de vigilance / de stress ou encore
certaines drogues ou médicaments. Tous ces parameétres doivent étre normalisé€s avant

que ne soient collectées des données thermiques.

1/3 /B — Evaluation de la disponibilité locale en oxygéne

I/3/B/i- Les oxymétres a sonde polarographique et autres senseurs

optiques (optodes)
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La disponibilité locale en O, peut étre évaluée a 1’aide d’¢électrodes a O, dites de
Clark (oxymétres a sonde polarographique) directement insérées au sein du tissu,
ainsi par des senseurs optiques, encore appelés optodes, posés a sa surface
(siegemund1999). La surface ainsi que la profondeur d’évaluation tissulaire de ces outils

sont restreintes (15 a 20 mm de profondeur) (ince1999).

1/3/B/i/a—Les électrodes de Clark
L’¢électrode de Clark est formée d’une cathode de platine et d’une anode d’argent
entre lesquelles est maintenue une différence de potentiel électrique. L’ O, dissous est
ionis¢ en hydroxyle au contact de la cathode. De cette réaction résulte un courant tres
faible, proportionnel a la concentration en O, dissous du milieu dans lequel baigne
I’¢lectrode, qui est amplifié et mesuré. Comme 1’électrode consomme un peu d’O,, ce
qui peut légérement fausser les résultats obtenus, la concentration en O, mesurée
dépend de la vitesse de renouvellement, de la concentration et de la vitesse de
diffusion de IO, dans le tissu évalué, parameétres sur lesquels peut influer la
température. Ces ¢électrodes sont principalement utilisées en oncologie, pour mesurer
la pression partielle en des tumeurs afin de planifier les traitements de radiothérapie

(Sakr2010 ; Nordsmarkl1996 ; Siegemundl999).

I1/3/B/i/b- Les optodes
Les senseurs optiques, ou optodes, utilisent la fluorescence ou I’absorbance de
composés complexés aux ions H+ ou au CO; pour révéler la disponibilité locale en .
Elles sont plus faciles d’utilisation, plus stables et donnent des résultats plus fiables

que les électrodes de Clark enzei2003 ; zollinger1997 ; Hopf1994).

1/3/B/ii— Méthodes d’évaluation spectroscopique par réflectance
1/3/B/ii/a—La spectrophotométrie par réflectance
La spectrophotométrie par réflectance (RS) permet de mesurer la réflexion d’un
faisceau de lumicre polarisée de longueur(s) d’onde(s) prédéterminée(s),

généralement dans le domaine visible (380 nm a 780 nm) (points isobestiques de
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I’HbO et de I’'Hb a 590 nm et 800 nm) (crrisi2002). Le spectre réfléchi obtenu est
comparé aux spectres connus des molécules étudiées (ex. HbO, Hb) afin d’en
déterminer leur concentration relative et celles de leurs éventuels produits dérivés
(tHb = HbO + Hb).

La pénétration tissulaire des faisceaux de lumiére visible étant faible a tres faible,
cette technologie ne permet de mesurer la saturation de I’Hb en O, que dans la
portion trés superficielle des tissus, telle la peau et les muqueuses (rolfe2000 ; Temmesfeld-
Wollbruck1998),

La RS a certaines limites :

(1) une faible pénétration tissulaire ;

(2) les pigments, et en particulier la mélanine de la peau, créent des interférences de
lecture rendant les spectres obtenus difficiles voire impossibles a interpréter
lorsqu’une peau pigmentée a trés pigmentée est évaluée, réservant 1’usage de cette
technologie aux peaux non pigmentées et aux muqueuses ;

(3) I'importante réflectance du sang rend la collecte de données interprétables
difficile lors de saignement actif ;

(4) les sondes de RS s’utilisent au contact tissulaire direct et ne donnent qu’une
information limitée a la zone de contact ;

(5) la RS évalue principalement la microcirculation tissulaire superficielle. Toute
application musclée de la sonde sur le tissu évalué risque de perturber le flot sanguin
dans la région étudiée, et d’ainsi compromettre la validité des résultats d’oxygénation

et de volume sanguin locaux obtenus.

1/3/B/ii/b - La spectroscopie dans le proche infrarouge
La spectroscopie par réflectance dans le proche infrarouge (NIRS) est une technique
optique non invasive d’évaluation de la disponibilité tissulaire locale en tres similaire
a la RS. Un faisceau de lumiére polarisée de longueur(s) d’onde(s) prédéterminée(s)
dans le domaine infrarouge (780 nm a 1400 nm) est utilisé. Ce faisceau pénétre plus
profondément dans les tissus que ne le fait le faisceau de lumiére visible utilisé en

spectrophotométrie, permettant une évaluation plus précise de I’épiderme et du
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derme, voire des tissus immédiatement sous-jacents, lors d’analyse cutanée. De plus,
I’absorption lumineuse par les pigments cutanés, telle la mélanine, est plus faible
dans le domaine infrarouge que dans le domaine visible ; la qualité et la validité des
spectres obtenus n’en sont donc que meilleures (4uas2001). Cette technologie est trés
largement utilisée pour évaluer I’oxygénation tissulaire de la peau (uas2001) des plaies
cutanées en voie de guérison (cross2009 ou des plaies cutanées chroniques (weingarten2010 ;
Weingarten2008 ; Ives2007).

Des colorants vitaux, tels le vert indocyanine qui se lie fortement aux protéines
sanguines et dont la demi-vie est bréve, peuvent étre utilisés en NIRS pour mesurer le
flot sanguin dans la région étudiée. Selon la vitesse d’injection du colorant vital, ses
vitesse d’accumulation et de clairance tissulaires, une évaluation de la perfusion
microvasculaire peut étre réalisée (Sakr2010 ; Hongo1995 ; Edwards1988 ; Colacinol981).

Comme la RS, la NIRS a certaines limites, similaires :

(1) les pigments interférent, dans une moindre mesure, a I’établissement des spectres
de réflexion ;

(2) P'importante réflectance du sang rend la collecte de données interprétables
difficiles lors de saignement actif ;

(3) les sondes de NIRS s’utilisent au contact tissulaire direct, avec tous les
inconvénients que cela représente (mouvements, force d’application, précision de

contact).

1/3/C — Evaluation de la fonctionnalité du réseau microvasculaire

La plethysmographie par occlusion veineuse (POC) permet d’évaluer les
changements volumétriques d’une région tissulaire donnée, apres obstruction
veineuse simple (absence d’obstruction artérielle). Les changements volumétriques
tissulaires observés apparaissent comme le reflet de la perfusion et de la diffusion
microvasculaires des fluides, depuis la microcirculation vers le compartiment
extravasculaire. Cette méthode permet d’évaluer la filtration capillaire et d’estimer

indirectement la fonctionnalité des endothéliums microvasculaires (Jaap1993).
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La POC n’est pas dénuée de limites :

(1) elle ne peut s’effectuer que sur les extrémités appendiculaires ;

(2) c’est une technique qui peut se révéler douloureuse pour I’individu qui la subit ;
(3) les individus qui ont une pression sanguine diastolique basse (ou une pression
veineuse iso volumétrique ¢€levée) ne sont pas de bons candidats car la filtration
capillaire forcée par |’obstruction veineuse ne s’observe qu’a des pressions

d’obstruction veineuse proches de la pression sanguine diastolique (Sakr2010 ; Knotzer2007).

En résumé :

De nombreuses méthodes physiques d’évaluation de 1’oxygénation tissulaire dans un
contexte clinique existent donc. Aucune méthode ne permet a ce jour d’évaluer a la
fois la perfusion microvasculaire, la disponibilité¢ de 1’O, au niveau microvasculaire,
et la fonctionnalité du réseau microvasculaire. L’utilisation de ces méthodes doit donc
étre combinée si I’on souhaite obtenir une mesure appropriée de 1’oxygénation

tissulaire.
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SECTION II : La cicatrisation cutanée normale chez les mammiféres

adultes

I1/1-NOTIONS D’HISTOLOGIE CUTANEE

La peau des mammiferes adultes est une structure complexe constituée de trois
couches principales superposées qui sont, de la surface cutanée vers la profondeur de
la peau, I’épiderme, le derme et I’hypoderme (caiaia2008. L’épiderme et le derme sont

séparés par la jonction dermo-épidermique.

Derme — couche réticulaire

Hypoderme g

Figure 8. Représentation schématique simplifiée de la peau d’un mammifére.

I1/1/A—L’épiderme

L’¢épiderme, couche la plus superficielle de la peau (figure 8), est un épithélium
pavimenteux stratifié kératinisé dans la constitution duquel entrent quatre populations
cellulaires distinctes : les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans
et les cellules de Merkel. L’épiderme ne contient aucun vaisseau sanguin ni
lymphatique. Les cellules qui le composent sont alimentées par diffusion depuis le
derme sous-jacent. L’épiderme contient, par contre, de nombreuses terminaisons

nerveuses. Il est séparé du derme par la membrane basale.

Section II : La cicatrisation cutanée normale chez les mammiféres adultes



CONTRIBUTION DE L’HYPOXIE A LA CICATRISATION CUTANEE ANORMALE 68
CHEZ LE CHEVAL. METHODES PHYSIQUES D’EVALUATION. Christophe Céleste

I1/1/A/i-Les kératinocytes

Les kératinocytes sont le principal type cellulaire rencontré dans 1’épiderme (80% des

cellules épidermiques) (crickx2005). Les kératinocytes possédent des filaments

intermédiaires de kératine (encore appelées cytokératines ou alpha-kératines)
intracytoplasmiques qui s’ancrent aux desmosomes et hémidesmosomes. Ainsi, les
filaments intermédiaires des cellules adjacentes sont en contact les uns avec les autres
via les desmosomes. Cette disposition particuliére confeére aux kératinocytes une
communication et une cohésion intercellulaires importantes.

Les kératinocytes sont des cellules dynamiques, a 1’évolution morphologique

constante, qui subissent un processus de kératinisation progressive, conférant a

I’épiderme ses propriétés protectrices (mécanique et chimique). Cette évolution se

fait de la profondeur vers la superficie cutanée et permet de distinguer quatre

couches :

- la couche germinative, ou basale, profonde. Cette couche assure, par ses
mitoses, le renouvellement de 1I’épiderme. Ses cellules, cubiques ou prismatiques,
contiennent de nombreux grains de mélanine phagocytés qui permettent a
I’épiderme d’assurer son role de protection de la lumiére et sous-tendent le role
régulateur qu’ont les kératinocytes sur la pigmentation cutanée.

- la couche spiculée. Les kératinocytes commencent a s’aplatir, mais le noyau et
les organites cytoplasmiques sont intacts, les filaments intermédiaires de kératine
sont regroupés en faisceaux denses, les desmosomes sont normaux.

- la couche granuleuse. Les kératinocytes sont plus aplatis, le noyau commence a
dégénérer, des grains de kératohyaline apparaissent au sein des trousseaux de
filaments intermédiaires de kératine, ainsi que des kératinosomes. Les
kératinosomes sont de petits organites ovalaires a [’origine du cément
intercellulaire, substance déversée par exocytose dans les espaces intercellulaires
de la couche cornée.

- la couche cornée, superficielle. Le kératinocyte, qui prend ici le nom de
cornéocyte, est compleétement aplati, le noyau et les organites cytoplasmiques ont

totalement disparu, ne persistent que les trousseaux de filaments intermédiaires
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de kératine et les grains de kératohyalines. Les desmosomes, appelés
cornéodesmosomes sont profondément modifiés. La lyse du cément

intercellulaire et des cornéosomes permet la desquamation.

II1/1/A/ii- Les mélanocytes
Les mélanocytes (10 a 12% des cellules épidermiques) sont principalement situés
dans la couche basale de I’épiderme (crickx2005). Ils ont un aspect étoilé, leurs
prolongements cytoplasmiques s’insinuent entre les kératinocytes. Ils sont dépourvus
de jonction intercellulaire avec les cellules voisines. Les mélanocytes contiennent des
organites cytoplasmiques appelés mélanosomes, au sein desquels est produite la
mélanine, pigment en grande partie responsable de la couleur de la peau et des
phanéres. A noter : les mélanocytes synthétisent de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires (IL-1a, IL-1p, IL-3, IL-6, TNF-a).

II/1/ A /iii— Les cellules de Langerhans
Les cellules de Langerhans (3 a 8% des cellules épidermiques) font partie du groupe
des cellules dendritiques présentatrices d’antigénes aux lymphocytes T (LYMT)
(crickx2005). Elles dérivent des cellules souches hématopoiétiques situées dans la moelle
osseuse ; elles sont présentes dans tous les épithéliums pavimenteux stratifiés des
mammiféres. Les cellules de Langerhans sont généralement dispersées entre les
kératinocytes de la couche spiculée auxquels elles adhérent via 1’E-cadhérine (E-
CAD). Les cellules de Langerhans initient et propagent les réponses immunitaires
dirigées contre les antigénes appliqués sur la peau. Elles peuvent ingérer des
particules étrangéres, incluant des micro-organismes. Apres captation de 1’antigéne,
les cellules de Langerhans quittent 1’épiderme et gagnent les ganglions lymphatiques

satellites, ou elles les présentent aux LYMT.

II1/1/A/iv—Les cellules de Merkel
Situées, de facon dispersée, dans la couche germinative, entre les kératinocytes

basaux, au contact d’une terminaison nerveuse libre, les cellules de Merkel (1 a 3%
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des cellules épidermiques) sont des cellules neuro-endocrines mécanoréceptrices, qui
pourraient aussi avoir des fonctions inductives et trophiques sur les terminaisons

nerveuses de 1’épiderme et sur les annexes cutanées (Crickx2005).

II/1/B—Le derme

Le derme (figure 8) €st un tissu conjonctif généralement lache en superficie et plus dense
(fibreux) en profondeur. Il est principalement constitué d’une matrice extracellulaire
faite de glycosaminoglycanes (GAG), de collagene, d’¢lastine et de fibronectine
(conférant a la peau souplesse, élasticité et assise), et peuplée de fibrocytes, de
fibroblastes et de cellules du systtme immunitaire (lymphocytes, mastocytes,
macrophages tissulaires). Le derme contient de nombreux vaisseaux sanguins et
lymphatiques, des nerfs, des terminaisons nerveuses sensitives libres et
corpusculaires, du tissu musculaire lisse et stri¢, ainsi que diverses annexes cutanées

dérivées de 1’épiderme qui plongent en son sein (Crickx2005).

Spécificité du derme du cheval :

On distingue généralement trois couches dans le derme du cheval, alors que deux sont
généralement rencontrées chez les autres mammiferes :

- la couche papillaire (figure 8). Cette couche, fine, superficielle, s’entreméle avec la
couche germinative, ou basale, de 1’épiderme. Sa MEC est fine et riche en fibres
¢lastiques organisées aléatoirement. S’y rencontrent les glandes sudoripares et les
follicules pilo-sébacés (wakuri1995).

- la couche réticulaire (figure 8). Cette couche épaisse du derme est faite d’un tissu
conjonctif pauvre en fibres élastiques, riche en faisceaux de collagénes orientés
selon les lignes de tension de la peau. Seuls des follicules pileux et des glandes
sudoripares s’y trouvent (Wakuri1995 ; Tagaki 1959).

- la couche « cuir de Cordoue », encore appelée troisieme couche du derme, est
spécifique au cheval wakuri1995 ; Mosimann1990 ; Talukdar1972), €t parfois subdivisée en
une couche principale superficielle et une couche accessoire plus profonde. La
couche principale, épaisse, est principalement constituée de gros faisceaux de

fibres de collagéne étroitement entrelacées et de quelques rares fibres €lastiques.
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Sa présence et son €paisseur varient selon la région anatomique ; on la rencontre
au niveau de I’encolure, des épaules, du dos et de I’arriére main du cheval, région
dans laquelle cette couche principale est particulierement épaisse. La couche
accessoire, fine, est constituée de faisceaux paralleles de fibres de collagene,
entremélées de fibres élastiques et réticulaires. On la rencontre uniquement sur
I’arriere main du cheval et a 1’aspect distal des membres, tant thoraciques que
pelviens (wakuri199s). Les follicules pilo-sébacés ne descendent jamais dans la
troisieme couche du derme chez le cheval wakuri199s).
La peau du cheval est considérée épaisse en regard de celles des autres mammiferes,
domestiques en particulier. La couche « cuir de Cordoue » tendrait a expliquer cette
différence. L’épaisseur moyenne de la peau chez le cheval est de 3.6 a 3.8 mm (de
1.2 mm a la face médiale du carpe a 7.0 mm a la face latérale du paturon pelvien)

(Wakuril995 ; Talukdar1972).

I1/1/C-L’hypoderme

L hypoderme (figure 8), situé sous le derme, est la couche profonde de la peau. C’est un
tissu conjonctif de constitution similaire au derme (MEC / cellules), richement
vascularis¢, qui, selon les conditions de nutrition et les régions de la peau, contient
plus ou moins de tissu adipeux. L’hypoderme sert d’interface entre le derme et les
structures mobiles plus profondes que sont les muscles et les tendons. Il protége

I’organisme des chocs physiques et des variations de température.

II/1/D — Les annexes cutanées

I1/1/D/i- Les glandes sudoripares
Ces glandes exocrines, tubuleuses simples pelotonnées, secrétent la sueur. Leur
portion sécrétrice (épithélium cubique simple) entourée de cellules myo-épithéliales,
sicge dans le derme. Leur canal excréteur (épithélium cubique bistratifi¢) gagne la
surface de 1I’épiderme par un trajet hélicoidal. L’innervation des glandes sudoripares

est sympathique, segmentaire.

Section II : La cicatrisation cutanée normale chez les mammiféres adultes



CONTRIBUTION DE L’HYPOXIE A LA CICATRISATION CUTANEE ANORMALE 72
CHEZ LE CHEVAL. METHODES PHYSIQUES D’EVALUATION. Christophe Céleste

I1/1 /D /ii- Les follicules pilo-sébacés
Les follicules pilo-sébacés comportent : le poil et ses gaines, la ou les glandes

sébacées et le muscle arrecteur du poil (arrector pili) (figures 8 & 9).

Figure 9. Coupes histologiques d’un follicule pilo-sébacé. Section A : coupe
longitudinale. Section B : coupe transversale. 1: cortex du poil ; 2 : gaine
épithéliale externe; 3 : gaine fibreuse; 4 : gaine épithéliale interne; 5 :
muscle arrecteur; 6: tissu adipeux; 7: glande sébacée; 8: papille
dermique ; 9: matrice / cellules matricielles; 10: bulbe pileux. Crédit
photos : A Véronique Aladjajian — B Agnés Choiset / Université Paris

Descartes

II/1/D/ii/a-Le poil
Chaque poil dérive d’une invagination tubulaire de 1’épiderme qui s’étend
profondément dans le derme, voire I’hypoderme (figures 8 & 9). Cette invagination
épidermique délimite un canal, appelé pilo-sébacé, dans lequel se développe le poil et
se déverse(nt) la (les) glande(s) sébacée(s). L’invagination épidermique forme la
paroi de I’infundibulum puis la gaine épithéliale externe du poil. Au fur et a mesure

qu’on s’éloigne de la surface cutanée, la paroi de I’infundibulum et la gaine
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épithéliale externe du poil s’amincissent progressivement, par la disparition
successive de la couche cornée, de la couche granuleuse et de la couche spineuse de
I’épiderme. Ne finit par rester, en profondeur, qu’une fine gaine épithéliale externe
alors réduite a une seule assise de kératinocytes. L’invagination épidermique se renfle
a son extrémité profonde pour former le bulbe pileux, constitué d’un amas de cellules
matricielles peu différenciées, a 1’origine du poil. Le bulbe pileux et la fine gaine
¢épithéliale externe, qui forment les centres germinaux du poil et de 1’épiderme,
coiffent une papille de tissu conjonctif trés vascularisé dépendant du derme, plus
connu sous le nom de papille dermique. Les cellules des centres germinatifs,
lorsqu’elles persistent aprés une blessure cutanée ou une brilure superficielle,

permettent la régénération complete de 1’épiderme.

II1/1/D/ii/b—Le muscle arrecteur du poil
Le muscle arrecteur du poil (arrector pili) est un muscle lisse oblique qui longe la
face externe de la glande sébacée (figures 8 & 9). Il s’insére, dans sa partie inférieure, sur
la lame basale du follicule pileux, proximalement au bulbe pileux, et, dans sa partie
supérieure, sur la lame basale de la jonction dermo-épidermique. La contraction du
poil provoque une saillie du poil qui se verticalise, phénoméne connu sous le nom

d’horripilation (crickx2005).

I1/1/D/ii/c— Les glandes sébacées
Les glandes sébacées, exocrines, alvéolaires simples, holocrines et sécrétant un
produit lipidique le sébum, sont annexées aux poils en régle générale (figures 8 & 9). Leur
taille est habituellement inversement proportionnelle a celle du poil qu’elles
accompagnent (Crickx2005). Leur portion sécrétrice est formée d’un ou de plusieurs
alvéoles (deux alvéoles en régle générale chez le cheval) wakurir9os) dilatés en sacs
dont la paroi est faite d’une couche de cellules cubiques. A ’intérieur se trouvent des

cellules polyédriques, plus volumineuses, progressivement chargées de gouttelettes

lipidiques, dont le noyau se pycnose et finit par disparaitre. La cellule est entiérement
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¢liminée avec son contenu lipidique. Le canal excréteur, unique et trés court,

débouche dans le canal pilo-sébacé.

II/1/e—La vascularisation cutanée
L’épiderme n’est pas vascularisé, a la différence du derme et de 1I’hypoderme,

richement vascularisés par un réseau vasculaire trés systématisé (figures 7 & 10).

Glomus
anastomotique Vaisseaux collatéraux
pour la glande sébacée

Epiderme*

Derme — couche papillaire
Plexus tique

sous papillaire

Derme — couche réticulaire
Artére traversant
le derme réticulaire

Plexus t tique
sous dermique

Artére septale traversant
I’hypoderme

Hypoderme

Plexus t tique

sous-cutané

Vaisseaux collatéraux
pour le bulbe pileux

Vaisseaux collatéraux ]
pour la glande sudoripare

Figure 10. Représentation schématique simplifiée de la vascularisation cutanée. Adapté de

Crickx2005.

I1/1/E/i-Leréseau artériel
Le réseau artériel aborde la peau dans la partie profonde de I’hypoderme (figure 10) ou
les artéres sous-cutanées forment un premier plexus anastomotique sous-cutané
parallele a la surface cutanée. De ce premier plexus vasculaire partent
perpendiculairement des artéres septales qui traversent I’hypoderme tout en donnant
des collatérales destinées a vasculariser I’hypoderme. Les artéres septales se
réunissent pour former un deuxiéme plexus anastomotique dans la partie profonde du

derme. Les mailles de ce second plexus vasculaire sont paralléles au premier plexus
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anastomotique et a la surface cutanée. De celui-ci partent des collatérales destinées
aux annexes : glandes sudoripares et follicules pilo-sébacés. De ce deuxiéme plexus
anastomotique partent des artéres dites « artéres en candélabre » qui traversent la
couche réticulaire du derme tout en le perfusant. Ces artéres s’anastomosent en en un
troisiéme plexus situé a la jonction des couches réticulaire et papillaire du derme. De
ce troisiéme et dernier plexus partent des artérioles qui gagnent les papilles du derme

(figure 11).

Epiderme

7

Veinule post-capillaire
descendante

couche
réticulaire

>

Sphincter précapillaire ‘

€ Anerioe
< [

Plexus anastomotique
sous papillaire

Figure 11. Représentation schématique simplifiée de la vascularisation particuliére d’une

papille du derme. Une boucle capillaire unique irrigue la région. Adapté de Chao2009.

I1/1/E/ii- Les réseaux veineux et lymphatique
Le réseau veineux est calqué sur le réseau artériel (figue 10). Les vaisseaux
lymphatiques naissent d’une anse borgne au sommet des papilles du derme et suivent

le trajet du réseau veineux.
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I1/1/F —L’innervation cutanée

L’innervation cutanée est abondante. Des terminaisons nerveuses sont rencontrées

dans toutes les couches de la peau. On rencontre :

- d’une part, les terminaisons nerveuses du systéme nerveux autonome,
amy¢liniques, destinées aux vaisseaux et aux annexes cutanées ;

- d’autre part, les terminaisons nerveuses des voies de la sensibilité, my¢linisées ou
amyéliniques, dont :

o des terminaisons nerveuses libres, qui comprennent des mécanorécepteurs de
type C (perception de la pression), des thermorécepteurs (perception du chaud
et du froid) et des nocicepteurs (perception de la douleur);

o des terminaisons nerveuses des complexes de Merkel (perception de la
pression) ;

o des terminaisons des corpuscules de Meissner (toucher), de Vater-Paccini et de
Krause (perception des vibrations) et enfin de Ruffini (perception de la pression

et de 1’étirement).

Les fibres nerveuses progressivement se regroupent pour former des nerfs d’un
calibre de plus en plus gros de la couche papillaire du derme vers 1’hypoderme

(Crickx2005).

EN RESUME :
La peau, d’apparence simple, se révele donc une structure a 1’architecture complexe
constituée de cellules hautement différenciées et spécialisées. Sa guérison figure

parmi les processus biologiques les plus complexes qui soient (Guriner2008).
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II / 2 — LA CICATRISATION CUTANEE NORMALE CHEZ LES
MAMMIFERES ADULTES

Suite & une blessure ou un traumatisme altérant 1’intégrité ou I’homéostasie de la
peau, des cascades signalétiques intra et extracellulaires se mettent en place, des
populations cellulaires particuliéres, tant différenciées qu’indifférenciées (singer1999),
entrent en action. La guérison tissulaire cutanée mene généralement chez les
mammiferes adultes a la formation d’un tissu fibreux de remplacement,
communément nommé tissu fibreux cicatriciel ou cicatrice (réparation tissulaire), qui
s’avere généralement peu a pas fonctionnel. Dans de certains cas, la guérison
tissulaire méne a la recréation des tissus 1ésés (régénération tissulaire) plutot qu’a leur
réparation, permettant a ces derniers de recouvrer leur fonctionnalité pleine et entiére.
N’¢étant pas I’apanage des mammiféres adultes, la régénération cutanée ne sera pas

détaillée dans cette recension littéraire.

A des fins didactiques, on divise généralement la cicatrisation cutanée chez les
mammiferes adultes en quatre phases distinctes: hémostase, inflammation,
prolifération et remodelage (Guo2010; schremi2o10). Ces phases ne doivent pas étre
considérées comme des entités indépendantes mais plutdt comme les étapes d’un
processus finement programmé au cours duquel ces phases s’entrelacent, se
chevauchent, se provoquent. La cicatrisation cutanée est donc un processus
dynamique qui s’étale généralement sur quelques jours a quelques semaines, voire
quelques mois a quelques années, selon la taille et la profondeur de la blessure
cutanée initiale (Schremi2010 ; Gurmer2008). Un certain nombre d’événements caractérisent
chacune de ces phases au niveau cellulaire et moléculaire. Ces événements doivent
survenir au moment opportun, s’articuler les uns aux autres dans un ordre défini,

s’étaler sur une durée déterminée et s’effectuer a une intensité précise pour que la

cicatrisation se déroule sans anicroche (Guo2010 ; Schremi2010 ; Mathieu2006).

Chez les mammifeéres adultes, une cicatrisation cutanée optimale implique la
séquence évenementielle suivante : (1) une hémostase rapide, (2) une inflammation

appropri¢e, (3) la différenciation, la prolifération et la migration de cellules
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mésenchymateuses vers la plaie cutanée, (4) une angiogenése adaptée, (5) une
prompte ré-épithélialisation cutanée, et (6) la synthese, I’alignement et le réseautage
des fibres de collagéne qui procurent ainsi force et résistance au tissu cicatriciel

(Guo2010 ; Mathieu2006 ; Gosain2004).

Toute interruption, aberration ou prolongation d’une ou de plusieurs des phases de la
guérison meéne a un retard de cicatrisation cutanée, voire a une cicatrisation cutanée

pathologique (CCP).

I1/2/ A — L’hémostase

Toute blessure cutanée s’accompagne d’un trauma vasculaire, une effraction
vasculaire le plus souvent, a I’origine d’une extravasation sanguine inopportune
encore appelée saignement. Les cellules endothéliales, dont 1’intégrité a été altérée ou
qui ont été stressées par le traumatisme, relachent, entre autres produits, ’ENDI, un
neuropeptide aux effets vasoconstricteurs puissants par action directe sur les muscles
lisses péri vasculaires. S’ensuit une rapide vasoconstriction périphérique, qui certes
limite les pertes sanguines, mais prive aussi la région touchée de ses apports
nutritionnels, dont ceux en O,, essentiels. Une hypoxie tissulaire aigué s’installe
(SchremI2010 ; Hopf2007), qu’accentue généralement la consommation accrue d’O; par les
cellules métaboliquement hyperactives, tant inflammatoires que mésenchymateuses,

impliquées dans le processus de guérison qui débute.

Cette hypoxie tissulaire aigué€ s’avere bénéfique car elle stimule, via la production de
ROS et de NO notamment, et par la stabilisation de la voie du HIF, la cicatrisation
cutanée. La chute d’O; active en effet les plaquettes et la cascade de la coagulation,
stimule les endothéliums vasculaires, mais aussi les monocytes (MON) et les
mastocytes (MAST) a relacher des médiateurs, des cytokines pro-inflammatoires et
facteurs de croissance, dont I’histamine, I’IL-1a, I’IL-6, I’IL-8, le TNF-a, le PDGF, le
facteur de croissance transformant (TGF)-B, ou le VEGF (Guo2010; Schremi2o10;
Rodriguez2008 ; Falabella2001). Ces médiateurs stimulent d’une part la migration des cellules

inflammatoires et mésenchymateuses vers le site de la plaie Wwinning2010; Rodriguez2008 ;
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Chen2004 ; Falabella2001) €t, d’autre part, modifient le tonus et la perméabilité vasculaires.
Une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire s’installent alors
rapidement (dans les 5 a 10 minutes suivant le trauma), qui facilitent la migration des
cellules de la guérison et la diffusion des nutriments, dont I’O,, nécessaires a leur bon

fonctionnement, vers le compartiment extravasculaire et la plaie.

La bréche vasculaire expose la MEC sous-endothéliale, son collageéne en particulier,

favorisant le dépot du facteur de von Willebrand et donc 1’activation, 1’adhésion et

I’agrégation des plaquettes sanguines au site de plaie. L agrégation plaquettaire initie

la cascade de la coagulation a l'origine de la formation du caillot sanguin, qui

prévient tout nouveau saignement. Le role du caillot apparait multiple :

- il assure la protection physique des tissus exposés par la blessure cutanée ;

- 1l constitue une matrice extracellulaire provisoire (MECp) qui comble le déficit
tissulaire engendré par la blessure cutanée. Cette MECp est initialement
composée de fibrine, de vitronectine et de thrombospondine, ¢léments auxquels
rapidement s’ajoutent de la fibronectine et du hyaluronan, synthétisés par les
cellules inflammatoires (Schremi2010 ; Catala2008) ;

- il sert de réservoir de cytokines, chimiokines et autres facteurs de croissance
libérés par :

o la dégranulation des plaquettes sanguines activées; citons le PDGF, le
facteur de croissance fibroblastique (FGF), le facteur de croissance
épidermique (EGF), facteur de croissance de type insuline (IGF)-1, le TGF-
B1 et TGF-B2 mais aussi certains dérivés actifs dont les ROS ;

o les cellules traumatisées et/ou activées par la blessure qui bordent la plaie et
qui secrétent dans cette derniére, du TGF-a, du TGF-B1, le facteur de
croissance des kératinocytes (KGF), et de ’EGF, entre autres facteurs.

Ce cocktail cytokinique et de facteurs de croissance précoce initie les événements

tissulaires de ré-épithélialisation, de production et de contraction du tissu conjonctif,

stimule la réponse angiogénique et assure le recrutement et I’activation des cellules
inflammatoires circulantes dans la plaie (Guo2010; Schremi2010; Catala2008 ; Campos2008 ;

Broughton2006 ; Gosain2004).
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II/2 /B - La phase inflammatoire

Le recrutement des cellules inflammatoires (granulocytes ou polymorphonucléaires
(PMN) neutrophiles, LYM et MON) (dnnexe I: fucteurs de recrutement, facteurs sécrétés et fonctions
principales des cellules inflammatoires) SUrvient rapidement, dans les minutes qui suivent la
survenue de la blessure le plus souvent (Guo2010; Campos2008; Broughton2006 ; Gosain2004)
(nombreux signaux chimiotactiques). Sous I’effet de certains médiateurs spécifiques
(bradykinine, histamine, IL-1, TNF-a), provenant entre autres sources des plaquettes
et des MAST, des changements moléculaires et positionnels s’opérent au niveau des
cellules endothéliales des capillaires de la région lésée. L’expression de sélectines
permet 1’adhésion des leucocytes (LEU) a la paroi des vaisseaux alors que des
intégrines B2 permettent la transmigration (ou diapédése) des LEU activés entre les

cellules endothéliales qui leur donnent acces a 1’espace extravasculaire et la plaie.

Poil

Epiderme

TORNTY))
N = Kératinocyte

Derme

Glande
sudoripare

Plaquette

Glande
sébacée Collagéne

Fibroblaste

PMN Capillaire

Figure 12. Représentation schématique simplifiée de la phase inflammatoire débutante de

la guérison cutanée. PMN : polymorphonucléaire. Adapté de Gurtner2008.
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II/2/B/i — Les granulocytes ou polymorphonucléaires neutrophiles
La tache principale des PMN est de nettoyer la plaie de tous les microorganismes
pathogénes qui I’ont envahi, et de tous les débris cellulaires et tissulaires qui s’y
trouvent, par phagocytose et destruction chimique / enzymatique. L’O; confére aux
PMN, mais aussi aux macrophages (MON/MAC), une large part de leurs propriétés
antibactériennes. La membrane de leurs vacuoles contient de grandes quantités de
NAD(P)H — oxydase, I’enzyme qui catalyse la production de ROS (#op2007 ; Soneja2003),
ainsi que de nombreuses autres enzymes (collagénase, €lastase, cathepsine G), tres
utiles pour lutter contre les microorganismes pathogeénes et détruire les rebuts
tissulaires et cellulaires, mais qui peuvent sévérement endommager les tissus sains
bordant la plaie lors de dégranulation intempestive (Guo2010). Les cellules
inflammatoires activées par des microorganismes pathogeénes apparaissent donc
comme de grandes consommatrices d’0O,. Cette grande consommation d’Oa,
généralement temporaire et localisée, peut créer ou accentuer une hypoxie tissulaire
aigué, méme au sein d’une plaie pourtant bien oxygénée, et perturber le bon

déroulement de la phase inflammatoire (Schremi2010 ; Hopf2007 ; Sitver1984).

L’intensité tout comme la durée de la phase inflammatoire dépendent principalement
de la nécessité et de 1’aptitude des PMN a compléter cette tdiche majeure (schremi2010 ;
singer1999). Le nombre des PMN dans une plaie (figure 12) atteint généralement un pic 24 a
48 heures apres la survenue de la blessure. Dés que leur tache principale de nettoyage
apparait terminée, la migration des PMN cesse, leur activité chute, ils disparaissent en

quelques jours, par apoptose, et/ou phagocytés par les MON/MAC.

Les PMN n’apparaissent pas essentiels au processus de guérison cutanée. Des études
menées sur des plaies stériles et dépourvues de débris cellulaire ou tissulaire ont

démontré que 1’absence de PMN n’entravait pas le processus de guérison (Simpson1972).

I1/2/B/ii — Les lymphocytes
Les LYM, en particulier les LYMT, migrent dans la plaie a la suite des autres cellules

inflammatoires (Guo2010). Leur nombre atteint un pic a la fin de la phase proliférative /
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au début de la phase de remodelage, entre le 5™ et le 10°™ jours. Le role des LYMT
n’est pas complétement compris et fait I’objet d’intenses recherches. Plusieurs études
suggerent qu’'un retard dans la migration des LYMT et une diminution de leur
concentration dans la plaie entraineraient une cicatrisation cutanée pathologique.
D’autres rapportent que les LYMT auxiliaires (LYMT-CD4+) stimuleraient alors que
les LYMT cytotoxiques (LYMT-CD8+) inhiberaient le processus de guérison cutanée
(Park 2004 ; Swifi 2001).

Les lymphocytes T gamma-delta épidermiques (LYMT-yd) régulent bien des aspects
de la cicatrisation cutanée : ils ceuvrent pour I’intégrité tissulaire, participent a la
défense contre les microorganismes pathogenes et régulent I’inflammation. Les
LYMP-DETC sont principalement activés par les kératinocytes endommaggs,
stressés ou transformés. Ils produisent du KGF et de I'IGF-1 qui favorisent la survie
et la prolifération des kératinocytes. Les LYMT-yd libérent aussi des chimiokines et
cytokines qui participent a I’initiation et la régulation de la phase inflammatoire. Le
dialogue constant entre les LYMT-y0 et les kératinocytes apparait essentiel au bon
fonctionnement de [’épiderme et de la cicatrisation cutanée. Plusieurs études
rapportent que des souris transgéniques ne possédant pas de LYMT-yd montrent une

guérison cutanée retardée par un manque de prolifération des kératinocytes (Guo2010;
Mills2008 ; Jameson2007).

D’autres études, dont une étude récente portant sur des souris transgéniques
déficientes en LYMT et en lymphocytes B (LYMB), ont démontré qu’en 1’absence de
ces cellules, la guérison semblait davantage s’orienter vers un processus de
régénération tissulaire plutot que de réparation tissulaire, la cicatrisation y étant

moindre (Gawronska-Kozak2006).

I1/2/B/iii — Les monocytes activés en macrophages
L’augmentation rapide du nombre des MON/MAC pendant la phase inflammatoire
résulte principalement de la migration des MON sanguins vers le compartiment
extravasculaire et de leur différenciation en MON/MAC, qui viennent ainsi préter

main forte aux MON/MAC tissulaires. Les MON/MAC jouent de multiples roles
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dans la cicatrisation cutanée. Leur activité et leurs actions sont généralement
corrélées aux conditions environnementales dans lesquelles ils se trouvent.

En début de phase inflammatoire, les MON/MAC se comportent tels des PMN, ils
nettoient la plaie de tous les microorganismes pathogenes qui I’ont envahi et de tous
les débris cellulaires et tissulaires qui s’y trouvent. Tout comme les PMN, ils
possedent un arsenal enzymatique conséquent fait de NAD(P)H — oxydase, de
collagénase et d’¢lastase, mais aussi d’activateur du plasminogeéne (PA) permettant la
syntheése de plasmine, a 1’origine d’une dissolution des membranes basales et du
remodelage de la MECp par dissolution de la fibrine, entre autres produits. Les
MON/MAC relachent de nombreuses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
qui aident a la migration et a I’activation des leucocytes. Alors que la phase
inflammatoire progresse, leur phénotype change : ils dégradent progressivement le
caillot sanguin, induisent 1’apoptose et participent a la clairance des cellules
inflammatoires par phagocytose (PMN) tout en produisant de nombreux facteurs de
croissance (TGF-a, TGF-B, PDGF, VEGF entre autres facteurs) qui stimulent les
cellules de la guérison (fibroblastes et cellules endothéliales) a entrer en action. Ils
favorisent ainsi la transition de la phase inflammatoire a la phase proliférative

Subséquente (Guo2010 ; SchremiI2010 ; Mosser2008 ; Meszaros 2000).

Des études réalisées chez des souris transgéniques dépourvues de PMN et de
MON/MAC ont rapport¢ une bonne guérison cutanée en [’absence de cellules
inflammatoires, et une tendance a la régénération cutanée plutdt qu’a la cicatrisation
cutanée en 1’absence de PMN et de MON/MAC (martin2003. PMN et MON/MAC
semblent donc favoriser la cicatrisation tissulaire plutot que sa régénération

(Duffield2005).

I1/2/C - La phase proliférative (ou phase productive)

La phase proliférative suit généralement la phase inflammatoire ; elle se caractérise
par le développement d’un tissu de granulation devenant progressivement contractile,
a la surface duquel s’installe un néo épithélium. Les cellules mésenchymateuses

(fibroblastes et cellules endothéliales) sont les maitres d’ceuvre de la phase
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proliférative. Dans les 3 a 5 jours qui suivent la survenue de la blessure, elles migrent
depuis la périphérie de la plaie vers le caillot sanguin qu’elles investissent, et entrent
en action, en réponse aux plaquettes, aux MON/MAC et autres cellules
inflammatoires qui liberent chimiokines, cytokines et facteurs de croissance (TNF-a,
IGF-1, PDGF, EGF, FGF, TGF-B et VEGF) (nnexe 11 : cytokines et facteurs de croissance, leurs
fonctions principales et les principales cellules productrices). Les intégrines (ex. intégrine a5B1) jouent
un réle majeur dans la migration des cellules mésenchymateuses. Ces protéines,
récepteurs transmembranaires spécifiques de molécules constitutives de la MEC,
geérent les interactions et la transduction des signaux entre les cellules
mésenchymateuses et leur environnement, assurant un dialogue constant et une

adaptation cellulaire permanente.

Réépithélialisation

Angiogenése

| MON/MAC Tissu de granulation

Figure 13. Représentation schématique simplifiée des divers événements survenant
pendant la phase proliférative de la guérison cutanée. MON : monocyte ; MON/MAC :

macrophage. Adapté de Gurtner2008.
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II/2/C/i- Le tissu de granulation
II/2/C/i/a-Fibroblastes et fibroplasie
Sous I’effet de certains composés (fibronectine, hyaluronan) et certains facteurs de
croissance (TGF-B1 principalement), les fibroblastes résidents du derme proliferent
au voisinage de la plaie et migrent dans la MECp. Ils s’y multiplient puis, a la faveur
d’un changement de phénotype, produisent les constituants d’'une MEC riche en
collagéne immature (type III), en GAG, en protéoglycanes (PG) et en hyaluronane.
La MEC, généralement abondante, va progressivement remplacer la MECp formée
lors de la phase d’hémostase et en cours de dégradation par les MAC ; elle comble
ainsi progressivement le déficit tissulaire créé par la blessure cutanée. La MEC subit
ensuite une phase de maturation (encore appelée phase de remodelage) durant
laquelle le collagéne de type III est progressivement remplacé par du collagene de
type I, les fibroblastes ralentissent leur synthése matricielle et disparaissent par
apoptose ou se différencient et acquierent des propriétés contractiles, devenant alors

des myofibroblastes (roy2003 ; Wrobel2002 ; Desmouliere1993).

II1/2/C/i/b—-Myofibroblastes et contraction
Sous I’effet de facteurs environnementaux, mais aussi du TGF-f1, du PDGF, du
facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF), de ’inhibiteur de type I des kinases
cycline-dépendantes (p21), des ROS (Barnes2011) ou de composants de la MEC telle la
fibronectine (Modarressi2010; Sen2010 ; Roy 2010 ; Hinz2007b ; Hinz2003 ; Roy2003 ; Desmouliere1993 ; Ronnov-
Jensen1993), certains fibroblastes se différencient (sen2010) €t acquicrent un fin réseau de
microfilaments cytoplasmiques d’alpha-actine musculaire lisse (a-SMA) arrangés
parallélement au grand axe cellulaire et en continuité avec certains composants de la
MEC via les intégrines, qui leur confére des propriétés contractiles (#inz2007;
Gabbiani2003 ; Hinz2001). Ce fin réseau les fait étroitement ressembler a des cellules
musculaires lisses : on les nomme alors myofibroblastes. D’autres cellules telles des
cellules endothéliales, des kératinocytes, des péricytes, des fibrocytes voire certains
MON/MAC semblent en mesure de se différencier en myofibroblastes (Modarressi2010,

Sen2010 ; Desmouliere2005 ; Ishii2005 ; Mori2005 ; Rajkumar2005 ; Desmouliere2003 ; Direkze2003). Il existe
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encore peu d’information quant au taux spécifique de participation de ces différentes
populations cellulaires au pool final de myofibroblastes (#inz20074) ; il reste aussi a
déterminer si les caractéristiques et la fonctionnalité des myofibroblastes d’origine
diverse sont, ou non, similaires (#inz2007b ; Guyot2006).

Les myofibroblastes sont a I’origine d’une partie de la maturation (production de
collagene de type I) et de la contraction progressive du tissu de granulation (a-SMA),
qui participe a la fermeture de la plaie (#Hinz2007a ; Hinz20075). Plus la contraction sera
grande, moins la place occupée par le tissu cicatriciel de remplacement et les besoins
en ré-épithélialisation seront importants, plus le tissu 1ésé¢ pourra retrouver une
fonctionnalité proche de la normale, dans la plupart des cas. La contraction cutanée
est plus importante chez I’animal, du fait du pannulus carnosus, que chez I’Homme
qui ne possede que rarement une musculature sous-cutanée.

Le nombre de myofibroblastes présents dans un tissu de granulation apparait
proportionnel au besoin en contraction du tissu 1ésé, en régle générale. Avec la
progression de la guérison, les besoins en contraction diminuent généralement, et le
nombre de myofibroblastes décroit. La contraction d’une plaie est plus importante
dans les régions ou le derme est lache. La contraction tissulaire n’est pas initiée si le
nombre de myofibroblastes se révele insuffisant, et prend fin lorsque la tension créée
dans les tissus avoisinants est égale ou supérieure a la force contractile des
myofibroblastes, ou des que les bords de la plaie se rencontrent. Les myofibroblastes
disparaissent soit par différenciation et retour a un état fibroblastique, soit par

apoptose (Desmoulierel995).

I1/2/C/i/c—Cellules endothéliales et angiogenese
L’hypoxie tissulaire aigu€ qui caractérise le début de la cicatrisation cutanée stimule,
via la production de ROS et de NO, mais aussi par la stabilisation de la voie du HIF,
la cicatrisation cutanée. Parmi les cellules activées figurent les fibroblastes, les
MON/MAC, les cellules endothéliales et les kératinocytes (schremi2010 ; Hopf2005 ; Sen2002).
Toutes ces cellules produisent du VEGF, le principal facteur de croissance de

I’angiogenese, dont la finalité est de rétablir rapidement les apports nutritionnels
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essentiels au bon fonctionnement cellulaire, et 1’apport en O, tout particuliérement.
La synthése de la MEC par les fibroblastes ne peut en effet avoir lieu sans la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir des vaisseaux préexistants : les
fibroblastes qui synthétisent la MEC ont d’importants besoins en nutriments, dont
1’0,, que seul un réseau vasculaire développé peut leur fournir. Inversement, les
cellules endothéliales ont besoin d’un substrat de support permettant 1’organisation
d’un réseau vasculaire fonctionnel. La MEC le leur offre. La participation des
kératinocytes a la production de VEGF, et donc a I’angiogenese, est significative
(Hong2004 ; Rossiter2004) © 1es kératinocytes seraient les principales cellules productrices de

VEGF, devant les MON/MAUC, les fibroblastes et les cellules endothéliales.

Le VEGF stimule la migration, la prolifération et I’organisation des cellules
endothéliales en néo vaisseaux (figure 13) au sein de la MEC (scharemiz010; Sen2002). Le
VEGF stimule aussi I’iNOS, favorisant ainsi la production de NO, qui en retour
stimule la production de VEGF par les cellules auparavant citées (rizk2004). Le NO
atténue aussi D’expression des molécules d’adhésion intercellulaire des cellules
endothéliales, telles la molécule d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) ou la sélectine
E et favorise la formation de pseudopodes. La migration des cellules endothéliales au
sein de la MEC et la formation de néo vaisseaux peuvent alors débuter (isenberg2005).
L’angiogenése est orientée selon des gradients d’O, et de facteurs de croissance, la
néo vascularisation se dirigeant vers les régions a la concentration en O la plus faible
et en facteurs de croissance la plus forte. Lorsque ces gradients s’atténuent et
viennent a disparaitre, I’angiogenése cesse. Si les besoins tissulaires en nutriments
essentiels s’atténuent, ce qui s’observe lors de 1’évolution de la guérison et de la
maturation du tissu cicatriciel, la néo vascularisation progressivement régresse sous
I’effet de certaines enzymes matricielles (MMP), et les cellules endothéliales

disparaissent par apoptose (Guo2010).

I1/2/C /ii- La ré-épithélialisation et les kératinocytes
Sous I’effet de divers facteurs de croissance et autres médiateurs, tels le TNF-a

(Rodriguez2008 ; Li2006) €t 1€ NO (Isenberg2005 ; Rizk2004) 1es kératinocytes situés a la périphérie
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de la plaie se différencient (phénotype prolifératif) et proliférent rapidement apres la

survenue d’une blessure cutanée (24 a 48 heures) (Rodriguez2008 ; Falabella2001). DES

comblement du déficit tissulaire par le caillot sanguin et/ou un tissu de granulation

(48 a 72 heures), les kératinocytes se différencient a nouveau (phénotype migratoire)

et migrent, de la périphérie vers le centre de la plaie (figure 13), a la surface de la MEC a

laquelle ils s’ancrent. Les kératinocytes migratoires ont certaines propriétés fort

intéressantes :

- les kératinocytes migratoires se désolidarisent les uns des autres par dissolution
de leurs desmosomes et hémidesmosomes, et développent des pseudopodes
membranaires (lamellipodes et filopodes), ainsi qu’un cytosquelette composé de
filaments cytoplasmiques d’actine leur permettant de se mouvoir (Jacino2005) ;

- les kératinocytes migratoires secretent des enzymes protéolytiques (MMP-1, -2, -
3, -10, -14, -19, et -28) leur permettant de partiellement dégrader le caillot
sanguin sous lequel ils cheminent, les débris cellulaires et tissulaires rencontrés
en chemin, mais aussi la MEC a la surface de laquelle ils migrent (schremi2o10).
L’ « agression » enzymatique de la MEC permet aux kératinocytes migratoires
de dévoiler certains de ses constituants spécifiques (fibronectine) ;

- les kératinocytes migratoires expriment certaines intégrines, dont 1’intégrine
avB6 (Hakkinen2004), qui leur permettent de former des contacts focaux entre certains
constituants de la MEC (ex. fibronectine) et leur cytosquelette. La succession
alternée d’établissement et de rupture de ces contacts focaux d’adhérence

permettent aux kératinocytes de migrer (Sciremi2010 ; Jacinto2005).

Fait intéressant, les kératinocytes produisent naturellement des peptides
antimicrobiens qui se révelent importants au maintien de I’homéostasie cutanée et a la
cicatrisation des plaies (Sivamani2007 ; Pivaresi2004 ; Sorensen2003). En effet, I’un de ces peptides,
I’hCAP18, en plus de ses propriétés bactéricides sur Staphylococcus aureus et
Candida albicans (murakami2004), accroit les capacités migratoires des kératinocytes, et
par conséquent, favorise la ré-épithélialisation, par transactivation du récepteur a

I’EGF (Tokumaru2005).
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Les kératinocytes perdent leur phénotype migratoire dés que la ré-épithélialisation de
la plaie est complétée. Ils redeviennent alors quiescents et s’ancrent tres
progressivement plus solidement a la nouvelle membrane basale, riche en laminine, et
au derme sous-jacent via des hémidesmosomes et des fibrilles de collagene de type
VII. La présence de kératinocytes a la surface de la MEC n’est pas sans
conséquence : ils influent sur le comportement des fibroblastes et tendent a leur faire
quitter la phase proliférative pour les faire entrer dans la phase de remodelage de la

MEC (Ghaffari2009 ; Ghaffari2006 ; Ghahary2004).

II1/2/D — La phase de remodelage

La phase de remodelage débute rapidement aprés la mise en place du tissu de
granulation (3°™ a 7°™ jour). Elle se caractérise par une maturation de ce dernier en
tissu cicatriciel de remplacement, encore appelé tissu fibreux cicatriciel. Elle s’étale
généralement sur plusieurs mois voire plusieurs années (schremi2010; Guo2010). Le « but »
de cette phase ultime de la guérison est simple : soit le tissu cicatriciel de
remplacement a une architecture la plus proche possible du tissu 1és¢, soit il occupe le

moins de place possible au sein du tissu 1ésé (Guo2010).

Néoépithélium cutané

Tissu fibreux
cicatriciel

Figure 14. Représentation schématique simplifiée de la phase de remodelage et du tissu

fibreux cicatriciel. Adapté de Gurtner2008.
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La phase de remodelage s’effectue via le jeu concerté d’enzymes de dégradation de la
MEC et de leurs inhibiteurs, et d’enzymes de synthese de la MEC. Ces enzymes sont
libérées tant par les cellules mésenchymateuses de la guérison que les cellules
inflammatoires aprés stimulation par certains médiateurs spécifiques, tels I'INFy ou
les ROS siwik2004). Les enzymes protéolytiques qui dégradent les constituants de la
MEC sont généralement des protéinases qui appartiennent aux deux familles
suivantes :

- les MMPs (ou matrixines). La synthese de la plupart des MMP est négligeable
dans le tissu conjonctif normal. On en rencontre en grande quantité dans les
plaies en cours de guérison, lors d’inflammation ou dans le processus de
dispersion tumorale. On distingue quatre sous-familles : les collagénases
(MMP-1, MMP-8, MMP-13 / lyse du collagéne), les stromélysines (MMP-3,
MMP-10, MMP-11 / lyse du collagéne, de la fibronectine, de la laminine, des
gélatines, des PQG), les gélatinases (MMP-2, MMP-9 / lyse du collagéne, des
gélatines, de 1’¢lastine) et les matrilysines (MMP-7 / lyse du collagéne, de la
fibronectine, de la laminine, des gélatines, des PG).

- les sérines protéinases, principalement représentées par (Cawala2008) la plasmine,
dont le rdle principal est la lyse de la fibrine dans le processus de fibrinolyse,
a ’origine de produits de dégradation de la fibrine.

Ces enzymes ont des inhibiteurs non spécifiques, (macroglobuline-a2, antiprotéase-
al), mais aussi spécifiques (inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases TIMP).

Les MMPs apparaissent virtuellement capables de dégrader tous les composés de la
MEC, sans distinction. Les TIMPs inhibent 1’activation des MMPs, mais aussi
favorisent la prolifération d’un grand nombre de cellules, stabilisent les membranes
basales des néo épithéliums, inhibent I’angiogenése, induisent 1’apoptose cellulaire,
conduisant le tissu cicatriciel de remplacement vers sa forme finale, a savoir une
structure avasculaire, acellulaire, principalement composée de collagéne. Le juste
équilibre des MMPs/TIMPs est d’une importance cruciale dans le remodelage final
du tissu de granulation, tout débalancement menant a une résolution anormale de la

guérison et une cicatrisation cutanée pathologique.
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Un des éveénements principaux de la phase de remodelage est la maturation du
collageéne. En effet, durant la phase de prolifération est principalement synthétisé et
déposé par les fibroblastes du collagene de type III, immature, qui ne procure aucune
solidité a la plaie. Le remplacement du collagéne de type III par du collagéne de type
I, qui procure force et résistance au tissu cicatriciel de remplacement, s’effectue via le
jeu concerté des MMPs et de leurs inhibiteurs, sous 1’égide des myofibroblastes,
principaux acteurs de la phase de remodelage du collagene, avec 1’aide des enzymes
de synthése et d’organisation spatiale du collagéne que sont les lysine et proline
hydroxylases, la lysyl hydroxylase et oxydase (schremi2010 ; Myiyla1977). Lactivité de ces
enzymes, des hydroxylases en particulier, est étroitement liée a la teneur en O,. La
matrice remodelée, les myofibroblastes disparaissent par apoptose ou différenciation

fibroblastique.

Ainsi, le tissu de granulation, initialement riche en cellules mésenchymateuses et en
vaisseaux sanguins, devient relativement acellulaire et avasculaire alors que la

cicatrisation cutanée progresse et forme un tissu fibreux cicatriciel (figure 13).

En résumé :

La cicatrisation cutanée normale figure parmi les processus biologiques les plus
complexes (Gurmer2008), tel qu’il a été décrit. Des cytokines, des chimiokines, des
facteurs de croissance, et d’autres composés (dont des dérivés actifs directs (ROS) et
indirects (NO, RNOS) de 1’0O;) en grand nombre interviennent, de nombreuses
populations cellulaires interagissent, dans un jeu scénique qui apparait somme toute
millimétré. Cette complexité permet sans nul doute 1’adaptabilité¢ du processus a la
diversité des tissus et des injures tissulaires rencontrés, mais laisse transparaitre une

certaine fragilité. Qu’advient-il lorsque le processus se déregle ?
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SECTION III : La cicatrisation cutanée pathologique chez les

mammiféres adultes

II1 /1 — DIVERSITE DE LA CICATRISATION CUTANEE PATHOLOGIQUE
CHEZ LES MAMMIFERES ADULTES : HOMME versus CHEVAL

La guérison cutanée chez les mammiferes adultes peut se compliquer et devenir
pathologique, soit par défaut soit par exceés de production de tissu cicatriciel. Parmi
les mammiferes, le cheval occupe une niche a part dans le domaine de la cicatrisation
cutanée pathologique car il tend a en développer une a la fois par défaut et par exces
(Theoret2008a ; Wilmink2008 ; Wilmink2005). De nombreux facteurs, tant locaux que systémiques,
apparaissent en mesure de perturber le processus de guérison tissulaire, dont

I’oxygénation tissulaire (Guo2010 ; Hopf2007).

III / 1/ A — La cicatrisation cutanée pathologique chez ’Homme

La cicatrisation cutanée pathologique revét, chez I’Homme, deux formes principales :

- soit un défaut de production de tissu cicatriciel, a I’origine de plaies chroniques,
non ¢épithélialisées.

- soit un excés de production de tissu cicatriciel, a 1’origine de cicatrices
hypertrophiques et de chéloides, épithélialisées.

D’autres complications de la cicatrisation cutanée, telles la contracture cicatricielle et

la transformation tumorale sont parfois rencontrées. Leur bien moindre fréquence,

tant chez I’Homme que chez le cheval, fait qu’elles ne seront pas abordées dans cette

recension de la littérature, malgré leur importance indéniable.

II1/1/ A /i- Les plaies chroniques
III/1/A/i/a-Qu’est-ce qu’une plaie chronique
Une plaie chronique se définit comme une plaie dont I’évolution, pour tout ou partie
de la plaie, est bloquée dans la phase inflammatoire de la guérison. Une plaie
chronique présente généralement une infiltration prolongée par les PMN et les

MON/MAC, une activité protéolytique accrue, une présence excessive de ROS, une
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angiogenese déficiente, un tissu de granulation de mauvaise qualité en faible quantité
et une épithélialisation faible a absente (Bjarnsholr2008 ; Medina2005 ; Schuitz2003 ; Falanga2000) (figure
15).

On distingue 3 catégories de plaies chroniques : (1) les ulcéres veineux ou artériels,

(2) les ulceres de lit, encore appelés de pression, et (3) les ulcéres diabétiques

(Mustoe2006 ; Medina2005).

Figure 15. Plaie humaine mixte située au niveau du talon.
La moitié inférieure de la photo représente une plaie
chronique avec ulcére. On note le manque de comblement
par un tissu de granulation et ’absence de recouvrement
épithélial. Une chéloide se situe dans la moitié supérieure
de la photo. Crédit photo: New Zealand Dermatological

Society Incorporated.

Une prédisposition génétique semble exister : les femmes et les individus de race
caucasienne apparaissent plus disposés a développer des plaies chroniques (zyder2001).

Les personnes alitées apparaissent aussi prédisposés au développement de plaies

chroniques.

III/1/A/i/b - Pathogénie simplifiée des plaies chroniques
L’infiltration prolongée des plaies chroniques par les PMN et les MON/MAC,

conséquence probable d’une plus grande contamination bactérienne et de la formation
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de biofilms bactériens (Burmolle2010; Thomsen2010; Schierle2009; Bjarnsholt2008 ; Kirketerp-Moller2008),
s’accompagne d’une forte augmentation locale des concentrations en protéinases
(MMP-1, MMP-2 et MMP-9 / sérines protéases, ¢lastases, plasmine) (Medina2005;
Yager1999 ; Yager1997) €t en ROS, qu’ils produisent en quantité. La protéolyse de la MECp
/ MEC est une étape importante du processus de cicatrisation cutanée : elle permet la
migration des cellules mésenchymateuses et 1’initiation des processus de prolifération
et de synthése (angiogenese, fibroplasie, ré-épithélialisation), puis le remodelage du
tissu de granulation en tissu cicatriciel acellulaire et avasculaire (Lobmann2002 ; Peled2002 ;
Yager1999 ; Yager1997). Les fibroblastes de plaie chronique ne produisent pas de quantité
accrue de MEC; I’augmentation des protéinases, principales enzymes de dégradation
de la MEC, sans augmentation notable de leurs inhibiteurs (Grinnei1998 ; Yager1997 ; Rao1995)
s’accompagnent donc de la dégradation de cette derni¢re. Ces protéinases, a forte
concentration, en plus de s’attaquer directement a la MEC, endommagent certains
facteurs de croissance clés, tels I’'EGF, le FGF-2, le PDGF, le TGF-B, ou le VEGF
(Fu2002 ; Landau2001 ; Payne2001 ; Shukla1998 ; Yager1997), certaines chimiokines d’importance, tels
les facteurs d’attraction des MON (sirongini995) Ou certaines intégrines, telle 1’intégrine
avp6 (Hakkinen2004), indispensables au bon déroulement du processus de cicatrisation.
Cette modification globale de I’environnement des plaies chroniques (Medina2005 ;
Falangal993a;  Falanga 1993b)  altére les capacités réactionnelles des cellules
mésenchymateuses de la guérison (xia2001; wui999). Certaines cellules, dont les
fibroblastes, entrent alors en sénescence. Ce faisant, leurs réponses aux différents
stimuli et leurs synthéses changent. Les cellules sénescentes tendent a produire
davantage d’IL-10, de ROS, d’inhibiteur de I’activateur du plasminogene (PAI)-1, de
TIMP-1 et -2, des quantités moindres de MMP-1 et -2, a résister aux mécanismes
d’apoptose, et a stimuler le systéme immunitaire alors que leur prolifération

généralement s’atténue (Medina2005 ; Cook2000 ; Shelton1999).

La plaie chronique se révele ainsi incapable de produire une MEC de qualité pouvant
servir de substrat, de support a une angiogenése et une ré-épithélialisation adaptées.
Des débris permanents sont générés qui entretiennent la phase inflammatoire dans

laquelle la plaie chronique est piégée.
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III/1/ A /ii— Les chéloides
III/1/A/ii/a-Qu’est-ce qu’une chéloide ?
Une chéloide se définit comme une surproduction de tissu cicatriciel localement
agressive qui, typiquement, envahit les tissus avoisinant la plaie dans laquelle elle
s’est initialement développée (shin2010; diiven2005) (figure 16). Cette agressivité différencie
les chéloides des cicatrices hypertrophiques stricto sensus, non invasives (figure 16), €t
explique pourquoi les chéloides sont souvent qualifiées de tumeur dermique
fibroproliférative non maligne, leur taux de récurrence apres ablation chirurgicale se

révélant par ailleurs treés €leve (snin2010 ; Ativen2005 ; Bayai2003).

Figure 16. Plaies cutanées épithélialisées pathologiques humaines.

Section A : cicatrice hypertrophique située sur la face dorsale d’une main. La cicatrice
hypertrophique se définit comme une cicatrice anormale non envahissante dépassant la surface
de la peau, qui régresse spontanément avec le temps, en régle générale. Une production
excessive de tissu cicatriciel est observée, qui reste cependant confinée au site d’injure initial.
Section B : chéloides situées au pourtour de l’oreille et sur 1’épaule. La chéloide se définit
comme une cicatrice anormale envahissante dépassant la surface de la peau, qui ne régresse pas
spontanément avec le temps. Une production excessive de tissu cicatriciel est observée, tant au
site d’injure initial que dans les tissus environnant la plaie (4riyen2005). Crédit photo : New

Zealand Dermatological Society Incorporated.

Les chéloides apparaissent aprés des traumas cutanés d’intensité trés variable, de la
simple éraflure a la brilure au second degré en passant par la Iésion d’acné (English1999 ;

O’Sullivan1996).
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Une prédisposition génétique semble exister, les individus de certaines familles, a
forte pigmentation cutanée (races hispaniques et noires) (figures 2 & 16), apparaissant plus

disposés a développer des chéloides (siyer2005).

III/1/A/ii/b—Pathogénie simplifiée des chéloides
La formation d’une chéloide est généralement causée par un déréglement d’une ou de
plusieurs des phases de la guérison, dont 1’évolution ne s’est cependant pas arrétée
(Butler2008), @ 1’inverse de ce qui est observé dans les plaies chroniques. Certains
chercheurs penchent pour une réponse anormale des fibroblastes aux stimuli
inflammatoires lors de ladite phase (sandulache2007), d’autres pour une prolongation de la
phase proliférative jumelée a une phase de remodelage retardée (zuo2001 ; kasaka2001 ;
Chipev2000 ; Ladin1998). L’ hypoxie semble jouer un role important dans la pathogénie des
chéloides : une plus grande occlusion des microvaisseaux chéloidiens ainsi que des

taux plus élevés de HIF-1a sont rapporté€s (zhang2006 ; Fujiwara2005 ; Kischer1992).

Une augmentation significative et une distribution tissulaire anormale des MAS
(Fong2002 ; Craigl986), ainsi qu’une augmentation et une plus longue persistance des
MON/MAC mais aussi des LYM (ratio LYMT-CD4+ / LYMT-CD8+ anormalement
€leveé) oyce2001) au sein des chéloides sont rapportées, sans que des conclusions claires
en soient tirées. Ces cellules produisent quantité¢ de cytokines, facteurs de croissance
et autres composés. Dans le sang périphérique des patients atteints de chéloides
(McCauley1992), Sont principalement observées :

- une augmentation des taux de TNF-a, d’IL-6 et d’IFN-,

- une diminution des taux d’IFN-a, d’IFN-y et de TNF-f.
Dans le processus de cicatrisation cutanée normale, I’INF-y antagonise les effets du
TGF-B1, principal facteur pro fibrose de la guérison tissulaire, en favorisant le
remodelage de la MEC. L’INF-y inhibe ainsi la prolifération des fibroblastes et la
production de la MEC (4deimann-Griti19s7), réduit les niveaux de pro collagene (Jimenez1984)
et augmente la synthése des collagénases (puncan19s9). La diminution de I’'IFN-y
favorise donc I’action du TGF- B1, sur les fibroblastes en particulier. Les fibroblastes

chéloidiens ont longtemps été¢ désignés comme les principaux responsables du
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développement des chéloides puisqu’ils produisent la MEC et présentent une plus
grande affinité / réceptivité pour certains facteurs de croissance pro fibrose tels le
PDGF (Haisa1994), le CTGF (smitn2008) ou le TGF-B1 (Fujiwara2005; Lee1999), sécrétés en
grandes quantités. Ils n’en sont cependant pas les seuls responsables. En effet, les
kératinocytes chéloidiens apparaissent aussi impliqués dans le processus ; ils agissent
de facon paracrine sur les fibroblastes présents dans le tissu de granulation (khoo2006 ;
Lim 2002 ; Meyer2000 ; Abergel1985) Via 1’action de certains facteurs de croissance pro fibrose,
tel le VEGF (caufieid2008 ; Beer2005 ; Thomas1994 ; Kischer1992 ; Kischer1982) ou le CTGF (smith2008 ;
Khoo2006). Le CTGF supporte I’activité du TGF-B1 wang2011), avec lequel il coopere et
dont la production est fortement accrue dans les chéloides (Fujiwara2005; Lee1999), a
I’origine probable de la fibroplasie excessive. Le TGF-B1 favorise aussi la
transformation myofibroblastique des fibroblastes et 1’expression de I’aSMA. Les
myofibroblastes chéloidiens sont a 1’origine de la maturation du collagéne de type III
en type I, beaucoup plus abondant dans les chéloides (ratio collagéne type I /
collagene type III = 17) que dans les cicatrices cutanées normales (ratio collagéne

type I/ collagene type Il = 6) (Fricdmani993).

L’apoptose est un événement important dans la cicatrisation cutanée, comme il a été
décrit. Par ce mécanisme disparaissent tout ou partie des cellules inflammatoires et
mésenchymateuses impliquées dans la guérison, laissant un tissu cicatriciel final
relativement quiescent et acellulaire (swin2010). La cicatrisation hypertrophique
observée dans les chéloides semble étre la conséquence des perturbations ci-haut
détaillées, mais aussi, de la résistance a 1’apoptose des fibroblastes et myofibroblastes
chéloidiens (chodon2000) qui, plutdt que de disparaitre, poursuivent leurs activités de
prolifération, de synthése et de maturation, a 1’origine du débalancement du
métabolisme du collagéne et de 1’accumulation de collagene de type I. La
surproduction de TGF-B1 (crodon2000), ainsi que la diminution naturelle de certains
facteurs pro apoptose cutanés, telles les caspases 6 et 14 chez les individus
prédisposés au développement de chéloide assiriz009), pourraient expliquer cette

résistance a I’apoptose.
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La cicatrisation cutanée pathologique apparait donc relativement diversifiée chez
I’Homme. Les deux formes de complications venant d’étre détaillées apparaissent
d’ailleurs a I’exacte opposée 1’'une de 1’autre. La guérison, en tant que processus
biologique, des chéloides ne semble jamais vouloir s’arréter, celle des plaies
chroniques apparait prisonniere d’une phase dont elle semble ne jamais pouvoir
s’échapper. Mais dans 1’'une et 1’autre complications, toutes les cellules de la
guérison, qu’elles soient inflammatoires ou mésenchymateuses, semblent perturbées.

Qu’en est-il chez le cheval ?

III / 1/ B — La cicatrisation cutanée pathologique chez le cheval

La cicatrisation cutanée pathologique chez le cheval apparait mixte, i.e. a la fois par
défaut et par exces, ce qui semble rarissime chez I’Homme (poknarei1999). Le cheval qui
cicatrise anormalement tend en effet a développer un abondant tissu de granulation,
comme lors de chéloide chez I’Homme, nommé tissu de granulation exubérant (TGE)

chez le cheval, mais avant qu’il y ait ré-épithélialisation (7heorer2008; Wilmink2008 ;

wilmink2005), & I’image des plaies chroniques humaines (figure 17).

Figure 17. Plaie cutanée située a I’aspect plantaire latéral du boulet pelvien gauche avec tissu de
granulation exubérant. Les trois photos représentent diverses vues de la méme plaie. On y observe un
tissu de granulation anormalement développé et I’absence de recouvrement épithélial. Cheval

WarmBlood de 12 ans. Blessure ~ 2 ans. Crédit photo : Christophe Celeste.
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Les TGE, communément appelés «bouton de chair» ou «proud flesh »,
apparaissent apres des traumas cutanés d’intensité trés variable. Une prédisposition
génétique, tout comme un développement privilégi¢ dans des sites anatomiques

particuliers, semblent exister.

II1/1/B/i- Prédisposition génétique & autres types de prédisposition
II1/1/B/1i/a— Spécificités raciales
Des observations cliniques ¢étayées par de nombreuses ¢tudes comparatives
(Wilmink2003 ; VanDenBoon2002 ; Wilmink2001 ; Wilmink1999a ; Wilmink1999) ont mené au constat qu’il
existe des prédispositions génétiques au développement du TGE au sein de 1’espéce
équine. Jamais observé chez les équidés sauvages (cheval de Prjevalski, zebre), a
cause de la possible élimination naturelle par les prédateurs des équidés blessés ou
présentant un handicap, des différences notables existent entre les équidés
domestiques, en particulier entre les chevaux de taille normale (150 a 170 cm) et les
poneys, de plus petit taille. Le TGE s’observe trés fréquemment chez les chevaux de

taille normale alors qu’il est rarissime de le rencontrer chez les poneys.

Le processus de cicatrisation cutanée chez les poneys présente les caractéristiques
globales suivantes, lorsqu’on le compare au processus observé chez les chevaux :

- une phase inflammatoire plus importante (on y observe une migration rapide
des PMN au sein des plaies, qui produisent de fortes quantités de ROS, de
TNF-a, d’IL-1 et de TGF-B) mais de plus courte durée (wiimink2003 ; Wilmink1999b)

- une phase proliférative plus modérée (BaconMiller2000 ; Wilmink2001 ; Wilmink1999a) ;

- une phase de remodelage et de contraction Iésionnelle plus importantes, avec
une apparition et une organisation plus rapides des myofibroblastes et des
fibres de collagéne au sein de la MEC (vanDenBoon2002 ; Wimink2001 ; Wilmink1999a ;
Wilmink1999b).

Le processus de cicatrisation cutanée chez les poneys apparait donc, globalement,
plus efficace que chez les chevaux Wiimink2003 ; VanDenBoon2002 ; Wilmink2001 ; BaconMiller2000 ;

Wilmink1999a ; Wilmink1999b).
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Aucune étude approfondie n’a a ce jour été réalisée pour établir I’existence, ou non,
d’une diversité génétique a I’origine de différences anatomiques et/ou fonctionnelles,
qui pourraient éventuellement expliquer les différences de cicatrisation cutanée

observées entre les chevaux et les poneys.

III/1/B/i/b - Développement privilégié dans des sites anatomiques
particuliers

De nombreuses études comparatives (Miragliotta2008a ; Miragliotta2008c ; Dubuc2006 ; Lepauli2005 ;
Wilmink2005 ; DeMartin2004 ; Wilmink2003 ; Schwartz2002 ; Theoret2002a ; Theoret2002b ; Theoret2001 ; Wilmink2001 ;

Wilmink1999a ; Wilmink1999b), supportant les observations cliniques faites (Knottenbeir1997
Jacobs1984), ont permis de constater qu’il existe des différences significatives de
guérison tissulaire selon que la plaie affecte le corps ou les membres du cheval : une
cicatrisation cutanée pathologique, tel le développement d’un TGE, s’observe
beaucoup plus fréquemment au niveau appendiculaire que corporel (Theorei2008;
Wilmink2008 ; Wilmink2003).

Le processus de cicatrisation cutanée des plaies corporelles présente les
caractéristiques globales suivantes, lorsqu’on le compare au processus des plaies
appendiculaires :

- une phase inflammatoire plus intense mais de plus courte durée, durant
laquelle s’observe une migration plus rapide des LEU, en particulier des
MON/MAC au sein des plaies (Miragliotta2008a ; Miragliotta2008c ; Lepauli2005 ; Wilmink2003 ;
Schwartz2002 ; Theoret2002a ; Theoret2001 ; Wilmink1999b)

- une phase proliférative plus modérée qui s’accompagne (1) d’un pic précoce
mais d’une moindre expression globale du TGF-B1, (2) d’une moindre

angiogenése, et (3) d’une ré-épithélialisation plus rapide (Miragliona2008a ;
Miragliotta2008c ; Lepault2005 ; Schwartz2002 ; Theoret2002a ; Theoret2001 ; Wilmink1999b)

- une phase de remodelage et de contraction lésionnelle plus précoce et plus
importante, avec une apparition rapide et une meilleure organisation des
fibroblastes et myofibroblastes, ainsi que des fibres de collagéne, au sein de la

MEC (vanDenBoon2002 ; Schwartz2002 ; Wilmink2001 ; Wilmink1999b).
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Le processus de cicatrisation cutanée apparait donc, globalement, plus efficace au

niveau corporel qu’au niveau appendiculaire (Miragliota2008a ; Miragliotta2008c ; Dubuc2006 ;
Lepault2005 ; Wilmink2005 ; DeMartin2004 ; Wilmink2003 ; Schwartz2002 ; Theoret2002a ; Theoret2002b ; Theoret2001 ;

Wilmink2001 ; Wilmink1999a ; Wilmink1999b ; Knottenbelt1997 ; Jacobs1984) chez le cheval.

Quelques rares études anatomiques ont rapporté des différences significatives
d’épaisseur mais aussi de structure au niveau du derme entre le corps (paroi
thoracique) et les membres (partie distale) chez le cheval : 1’épaisseur moyenne de la
peau au niveau thoracique est de + 2.55 mm alors qu’elle n’est que de + 1.68 mm au
niveau appendiculaire ; la couche « cuir de Cordoue », et plus précisément, sa couche
accessoire, n’est présente qu’a D’aspect distal des membres akuri1995; Mosimann1990 ;
Talukdar1972). Certains auteurs citent les conditions environnementales différentes au
niveau des membres (contamination bactérienne plus importante des plaies situées a
proximité du sol, humidité plus importante, traumatismes cutanés plus fréquents)
comme de possibles facteurs d’altérations de la cicatrisation appendiculaire chez le

cheval (knottenbelr2003 ; Bertone1989).

\

Aucune étude anatomique fonctionnelle n’a cependant été faite a ce jour pour
¢lucider la cause d’une telle différence de cicatrisation cutanée entre ces régions
anatomiques distinctes chez le cheval. Quelques rares études cellulaires ont été
mengées in Vitro (BaconMiller2001 ; Wilmink2001 ; Cochrane1996), qUi investiguaient principalement
le comportement des fibroblastes corporels et appendiculaires. Une plus grande
prolifération des fibroblastes corporels (BaconMitler2001 ; witmink2001) €t une meilleure
contractilité¢ des fibroblastes appendiculaires wimink2001) ont €t€ rapportées in vitro en
conditions normoxiques de culture cellulaire, a I’opposé de ce qui est cliniquement et
histologiquement observé, laissant soupgonner I’existence de facteurs causals
exogenes plutét qu’endogénes a la cicatrisation cutanée pathologique chez les

équidés.
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IIT / 1 / B/ ii — Pathogénie du tissu de granulation exubérant équin — qu’en
savons-nous ?
La pathogénie du TGE chez le cheval, tout comme celles des plaies chroniques et des
chéloides humaines, est encore imparfaitement comprise. Malgré son indéniable
importance économique pour I’industrie du cheval de sport (perkins2005), peu d’équipes
de recherche se sont, a ce jour, sérieusement penchées sur 1’é¢tude du TGE.
Le TGE, comme tout tissu de granulation se développant dans une plaie cutanée
guérissant par seconde intention, est principalement formé d’'une MEC abondante, de
fibroblastes aux profils prolifératif et synthétique, et de nouveaux microvaisseaux
sanguins. L’étiologie exacte du TGE reste inconnue a ce jour. Plusieurs observations
permettent cependant d’émettre des hypothéses quant a la / aux phase(s) de la
guérison dont I’évolution pourrait étre altérée et a I’origine du / des déreéglement(s)

observé(s).

II/1/B/ii/a— Une perturbation de la phase inflammatoire ?
La phase inflammatoire de la cicatrisation cutanée est retardée au niveau
appendiculaire chez le cheval, de moindre intensité, et tend a se prolonger dans le

temps (Wilmink2003 ; Schwartz2002 ; Theoret2001 ; Wilmink1999b).

Il n’est pas rare d’observer un nombre ¢levé de PMN et/ou de MON/MAC au sein
des plaies appendiculaires 5 a 6 semaines aprés la blessure initiale, alors que toute
trace de ces cellules a disparu depuis plusieurs semaines dans les plaies corporelles
(Wilmink2003 ; Theoret2001 ; Wilmink1999h). L’arrivée plus tardive des LEU dans les plaies
appendiculaires, somme toute similaires a ceux qui envahissent les plaies corporelles,
pourrait trouver explication dans la moindre expression des facteurs chimioattractifs
libérés localement (Burgess2005; wilmink2003), ainsi que dans la moindre expression du
facteur d’adhésion des plaquettes aux cellules endothéliales (PECAM)-1
(Miragliotta2008). Ce facteur module 1’adhésion des cellules inflammatoires aux
endothéliums vasculaires et stimule leur diapédése. Il favorise aussi la phagocytose
des microorganismes, des débris cellulaires et tissulaires par les MON/MAC. Son

expression diminuée pourrait donc limiter, ou retarder, I’afflux de LEU dans la plaie
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appendiculaire sitot sa survenue, altérer leurs capacités de phagocytose et ainsi
entraver le bon déroulement de la phase inflammatoire. L’entretien de la phase
inflammatoire a bas bruit pourrait étre consécutive a la formation de biofilms
bactériens a la surface des plaies appendiculaires (wesigate2011 ; Freeman2009 ; Clutterburck2007),
dont I’existence a récemment été confirmée dans les plaies du cheval wesigare2011),
ainsi que dans les plaies chroniques rencontrées chez I’'Homme (Burmotie2010 ; Thomsen2010 ;

Schierle2009 ; Bjarnsholt2008 ; Kirketerp-Moller2007).

III1/1/B/ii/b - Une perturbation de la phase proliférative ?
La phase proliférative de la cicatrisation cutanée apparait perturbée au niveau
appendiculaire chez le cheval : la fibroplasie et 1’angiogenése sont excessives, a
I’origine du TGE stricto sensu, tandis que la ré-épithélialisation semble

invariablement stoppée (Wiimink2005 ; Schwartz2002 ; Theoret2002a ; Wilmink1999b).

L’expression anormale du VEGF, principal facteur de croissance impliqué dans
I’angiogenese et a 1’origine probable du TGE observé chez les enfants trachéotomisés
a long terme (park1999), pourrait jouer un role pivot dans le développement du TGE
chez le cheval. L’expression du VEGF, tout comme celle du FGF-2 et de I’'IGF-1
(Burgess2005), qui agissent en synergie avec le VEGF, sont augmentées dans le TGE

équin. Leur action concertée pourrait favoriser I’angiogenese excessive.

La diminution d’expression de p53 (zepauir2005), dont I’expression altére généralement
celle de VEGF (Menendez2007), et celles d’autres molécules pro-apoptose, pourraient
résulter du défaut de couverture épithéliale rencontrée dans le TGE équin. En effet,
beaucoup des signaux régulant la mort cellulaire programmée des fibroblastes et des
cellules endothéliales, présents en grande quantité dans le TGE, sont sécrétées par les
kératinocytes (Greenhalgh1998). En leur absence, mais aussi grace a la surexpression de
FGF-2 (Burgess2005) qui inhibe 1’apoptose des cellules endothéliales (rosmorduci999),
I’apoptose des fibroblastes et des cellules endothéliales pourrait €tre annihilée, la
production de VEGF favorisée, stimulant ainsi une fibroplasie et une angiogenése

excessives. L’angiogenese accrue du tissu de granulation des plaies appendiculaires
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chez le cheval est cependant anormale : on y observe une plus grande obstruction des
microvaisseaux (Lepaul2005), similaire a celle rapportée dans la chéloide de ’Homme
(Kischer1992), par hypertrophie des cellules endothéliales principalement (ubuc2006). De
cette occlusion du réseau microvasculaire pourrait résulter un défaut

d’approvisionnement tissulaire en nutriments, dont I’O,.

Le TGF-B1 est le principal facteur pro fibrose de la guérison tissulaire, comme il a été
décrit. Plusieurs études menées chez le cheval (Burgess2005; DeMartin2004 ; Schwartz2002 ;
VanDenBoom2002 ; Theoret2001) Tapportent une plus grande expression de TGF-B1, ainsi que
de ses récepteurs, dans les plaies appendiculaires. Cette surexpression pourrait étre a
I’origine, ou tout du moins participer a la genése du TGE. En effet, lorsqu’il est
surexprimé ou fourni en exces, le TGF-B1 encourage la fibroplasie, tant in vitro qu’in
Vivo (0'Kane1997), €n stimulant la multiplication des fibroblastes, en favorisant leur
production des procollagénes de type I / III et des PG, et en encourageant leur

différenciation en myofibroblastes odaressi2010 ; Hakkinen1996).

II1/1 B /ii/ ¢ — Une perturbation de la phase de remodelage ?
La phase de remodelage de la cicatrisation cutanée est perturbée au niveau
appendiculaire chez le cheval : la fibrinolyse y est diminuée, le dépot mais aussi la
maturation du collagéne y sont accentués, et la contraction tissulaire y est plus lente
et plus limitée que dans les plaies corporelles (Burgess2005; Wilmink2005; Schwartz2002 ;

Theoret2002a ; Wilmink1999a ; Wilmink1999b).

Les myofibroblastes sont les principaux acteurs de la phase de remodelage : ils
participent a la maturation du collageéne et régulent la contraction au niveau des
plaies. Comme toute cellule impliquée dans le processus de guérison, ils disparaissent
par apoptose suite a la complétion de leur(s) tache(s). Il est possible que la diminution
de certains facteurs pro apoptotiques dans les plaies appendiculaires chez le cheval
(Lepauli2005), accompagnée d’une plus forte expression de TGF-B1 (Burgess2005 ; DeMartin2004 ;
Schwartz2002 ; VanDenBoom2002 ; Theoret2001), favorisent la persistance des myofibroblastes, tout

comme celle des fibroblastes, au sein du tissu de granulation appendiculaire, et du
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TGE en particulier. Ces cellules pourraient alors poursuivre leurs activités de
remodelage, mais aussi de prolifération et de synthése, a [D’origine d’un
débalancement du métabolisme du collagene et d’une accumulation anormale de
collagene de type I (schwarz2002) dans les plaies appendiculaires chez le cheval, tel

qu’observé dans la chéloide de I’Homme.

L’organisation des myofibroblastes, beaucoup plus anarchique et fortement retardée
dans les plaies appendiculaires (schwariz2002 ; Wilmink1999b), pourrait expliquer la plus faible
contraction des plaies appendiculaires observée (wimink200s; Wilmink1999a), €t €tre a

I’origine de leurs plus grands besoins en fibroplasie et ré-épithélialisation (wiimink2003).

En résumé :

La cicatrisation cutanée pathologique, telle qu’observée au niveau appendiculaire,
chez le cheval, se caractérise par (1) une inflammation modérée, d’installation
retardée mais qui se prolonge dans le temps, (2) une fibroplasie et une angiogencse
excessives, (3) une ré-épithélialisation retardée voire stoppée, et (4) une contraction
modérée et différée. La cicatrisation cutanée pathologique chez le cheval apparait
comme un désordre mixte de cicatrisation, les plaies appendiculaires qui développent
un TGE présentant a la fois des caractéristiques de la chéloide et des plaies
chroniques humaines. Peu importe le type de cicatrisation cutanée pathologique,
toutes les cellules de la guérison, qu’elles soient inflammatoires ou
mésenchymateuses, semblent perturbées.

Toutes ces formes de cicatrisation cutanée pathologique présentent des
prédispositions génétiques. Le développement préférentiel du TGE dans certains sites
anatomiques particuliers chez le cheval laissent cependant supposer qu’il existerait,
au dela des éventuelles spécificités cellulaires locales waii2008 ; Sorre12004 ; Harper1979), des
spécificités physiologiques ou environnementales locales. Il apparait en effet fort peu
probable que les PMN ou MON/MAC, des cellules circulantes, aient des propriétés
intrinséques différentes selon qu’ils se localisent au niveau corporel ou au niveau

appendiculaire.
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I / 2 — L’HYPOXIE TISSULAIRE CHRONIQUE LOCALE : UN FACTEUR
POTENTIEL D’ALTERATION DE LA CICATRISATION CUTANEE CHEZ
LE CHEVAL ?

II1/ 2/ A — L’hypoxie, qu’est-ce que c’est ?

On définit I’hypoxie au sens large comme un défaut d’oxygénation. Au sens strict,
I’hypoxie se définit plus précisément comme une réduction de la pression partielle
tissulaire en O, (PTp,) en dega de la PTp, minimalement requise par le tissu, et les
cellules qui le constituent, pour maintenir leur homéostasie et assurer normalement
leurs fonctions au sein de 1’organisme. Selon la magnitude de 1’hypoxie, les tissus et

cellules s’adaptent (voie du HIF, ROS, NO) ou succombent (sen2009%).

III/2/A/i — Les grands types d’hypoxie tissulaire
On peut distinguer trois catégories principales d’hypoxie tissulaire, le plus souvent
locale, au niveau de la peau, dont la concentration moyenne en O, avoisine les 3 a 5%
(35 mmHg) (Sen2010 ; Sen2009b ; Sen2006 ; Roy2003):

- I’hypoxie tissulaire aigu€, généralement sévere (< 1% d’O,) mais fugace : elle
stimule la mise en route des processus d’adaptation, tel celui de Ia
cicatrisation cutanée, comme il a été décrit ;

- T’hypoxie tissulaire chronique sévere (< 1% d’0,) proche de I’anoxie
compléte : elle s’accompagne d’une mortalité cellulaire élevée, d’une perte
tissulaire notable et d’un arrét complet de la guérison tissulaire ;

- DP’hypoxie tissulaire chronique moyenne (HTCM) (de 1 a 3% d’0O,): les
cellules de I’organisme s’y adaptent en modifiant leur comportement et leur
métabolisme. Cette adaptation peut se révéler sans conséquence. Elle est
cependant, souvent, a [l'origine de mal fonctionnements et/ou

dysfonctionnements cellulaire et tissulaire.

Une hypoxie tissulaire s’observe au sein des plaies cutanées pendant la cicatrisation.
Elle fluctue au cours du processus de guérison : il n’est pas rare d’observer au sein

d’une plaie cutanée des variations temporelles, mais aussi géographiques de
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I’oxygénation tissulaire. Certaines régions présentent une quasi anoxie (les tissus y
sont alors tres vulnérables a la nécrose et aux infections) alors que d’autres présentent
une hypoxie moyenne a faible, voire, une normoxie (sen2009). Ces différences
temporelles et géographiques, parfois majeures, peuvent influer de fagon significative

sur I’évolution des régions avoisinantes.

II1 /2 / A /ii— Les principaux facteurs de I’hypoxie tissulaire
Trois groupes principaux de facteurs contribuent a I’hypoxie tissulaire au niveau
cutané chez ’Homme :

- les anomalies et altérations vasculaires, qui limitent la perfusion tissulaire et
garrotent I’apport en O, (ex : maladies artérielles périphériques, insuffisances
veineuses, fibrose tissulaire, occlusion microvasculaire) kumari2007 ; Alien1997) ;

- les demandes accrues en O, par des cellules hyperactives sur le plan
métabolique (ex : cicatrisation cutanée) (Sen2009b) ;

- la production massive de dérivés actifs de 1’0, (ROS, RNOS) (ex. infections a
microorganismes multi résistants) (sen20095).

L hypoxémie, soit une réduction de la pression partielle en O, dans le sang (PaO,),
consécutive a une fibrose pulmonaire, une anémie majeure, une douleur majeure, une
hypothermie, ou I’altitude, peut aussi contribuer a la création d’un environnement

l1ésionnel hypoxique.

II1 / 2 / B — L’hypoxie tissulaire chronique moyenne : quels effets sur

la guérison tissulaire ?

L’hypoxie tissulaire aigué, fugace, stimule la mise en route des processus
d’adaptation, tel celui de la cicatrisation cutanée, comme il a été¢ décrit. L hypoxie
tissulaire chronique moyenne (HTCM), quant a elle, tend a perturber la bonne

réalisation des différentes phases de la guérison tissulaire.

III / 2/ B/ i— Role(s) de ’hypoxie dans les perturbations de la phase

inflammatoire
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II/2/B/i/a—- Effets de PTHTCM sur le recrutement et la persistance des

cellules inflammatoires
L’hypoxie tissulaire accroit 1’expression, par les cellules endothéliales, des molécules
d’adhésion aux endothéliums vasculaires, tels ’'ICAM-1 et la molécule d’adhésion a
I’endothélium vasculaire (VCAM)-1, et de certaines chimiokines, tels le VEGF ou
I’END, qui favorisent la diapédése des LEU, en particulier des MON, depuis le
torrent circulatoire vers le compartiment extravasculaire et les tiSSus (kKnowles2007;
Ribatti2007 ; Sica2007; Lewis2007; Imhof2004; White2004). A la différence des MON/MAC,
différenciés, qui ont besoin d’un co stimulus, tels le LPS, I'INFy ou une ré-
oxygénation temporaire (Bosco2008; Lewis1999) pour répondre de facon appropriée a
I’hypoxie, les MON s’y adaptent immédiatement et modifient rapidement la
transcription de leur génome (wenger2005 ; Semenza2007). MON et MON/MAC activés, dans
des conditions environnementales hypoxiques, accroissent 1’expression de certains
facteurs pro-angiogenése, tel le VEGF, mais aussi celle des cytokines / récepteurs
pro-inflammatoires et des médiateurs inflammatoires que sont I’IL-1, I’IL-6 et ses
récepteurs, le TNF-o et I’arginase-1 (Bosco2008 ; Bosco2006 ; Albina2005 ; Murdoch2005 ; Demasi2003).
Ils modifient aussi de facon drastique leur patron d’expression des chimiokines, qui
coordonnent la diapédese et 1’activation des autres sous-populations de LEU. Les
chimiokines favorisant la diapédese des PMN et des LYMP (CXCL-2, -3, -5, -6, -8 et
CCL-20) sont surexprimées tandis que celles favorisant la diapédése des MON et des
MON/MAC (CCL-2, -8, -15, -18, -19, -23 et CXCL-11) sont sous exprimées
(Bosco2006 ; Murdoch2005 ; White2004 ; Metinko1992). Ainsi, les MON, et dans une moindre mesure
les MON/MAC, qui infiltrent les tissus hypoxiques, tendent a recruter
préférentiellement des PMN, des LYM et a stimuler 1’angiogenése (Baitaglia2008 ;
Bosco2006 ; Schutyser2003). La sous-expression par les MON et les MON/MAC des
chimiokines (CCR-1, CCR-2 et CCR-5) favorisant leurs propres mouvements /
migrations (Bosco2006) , et la surexpression concomitante de celles les limitant (CXCL-2
et -3) (Knowles2007; Smith2005 ; Harris2002), pourraient expliquer la concentration / la
persistance de ces sous-catégories de LEU dans les plaies souffrant d’hypoxie

(Bosco2008).
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La modulation différente des enzymes participant au remodelage tissulaire lors
d’hypoxie pourrait aussi influer sur les mouvements / migrations des MON et
MON/MAC, et donc la bonne tenue de la phase inflammatoire. Les MMP dégradent
la MECp / MEC, permettant son remodelage mais aussi la bonne migration des LEU
au sein de la plaie Vagase2006). L hypoxie supprime la sécrétion de MMP-9 induite par
le TNF-a et stimule celle des inhibiteurs des MMP (TIMP) chez les MON (Bosco2006 ;
Nagase2006), favorisant ainsi leur accumulation aux sites hypoxiques. A 1’opposé,
I’hypoxie stimule la production de MMP-1, MMP-7 et MMP-12 par les MON/MAC

(Knwoles2007 ; Murdoch2005 ; White2004 ; Burke2003), favorisant leurs mouvements et actions.

II1/2/B/i/b— Effets de PHTCM sur ’efficacité phagocytaire des cellules

inflammatoires
L’efficacité des LEU dans la lutte contre les microorganismes pathogeénes dépend
généralement de leur production de ROS, des outils indispensables a la destruction
bactérienne. Les ROS sont synthétisés en trés grande quantité lors de 1’invasion des
tissus par des bactéries, suite a l’activation de la NAD(P)H — oxydase (sen20095
Lambeth2007 ; 4llen1997). Certaines cytokines inflammatoires, tel le TNF-a produit par les
MON/MAC  (Parameswaran2010), accroissent la sensibilit¢ des LEU aux produits
bactériens (LPS), suractivent la NAD(P)H — oxydase, a 1’origine d’une production
démultipliée de ROS; ’efficacité des LEU dans la destruction bactérienne s’en trouve

alors accentuée.

Le substrat principal de la NAD(P)H — oxydase est I’O,. Toute infection bactérienne,
si elle n’est pas rapidement bien gérée et contrdlée, provoque une surconsommation
d’O;, par les LEU, appelée « respiratory burst ». Cette surconsommation d’O, peut
provoquer / entretenir / aggraver une hypoxie tissulaire locale (Guo2010; Sen2009 ;
Rodriguez2008 ; Hopf2007 ; Tandara2004). Toute hypoxie tissulaire préexistante peut inversement
entraver le bon fonctionnement leucocytaire et conduire a une non ¢élimination des
microorganismes pathogenes, par manque du substrat nécessaire a la genese de ROS.
Des P1o, minimales (40 mm Hg) sont en effet requises au bon fonctionnement de

cette enzyme chez les PMN, dont 98% de 1’0, consommé sont dévolus a cette unique
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fin (aten1997). La PTo, moyenne permettant une production maximale de ROS par les
PMN et MON/MAC au niveau cutané¢ est estim¢ a 300 mm Hg; elle s’avere
impossible a atteindre sans 1’utilisation d’apport exogéne d’oxygéne (HBOT,

oxygénothérapie tissulaire locale (TO)) (Sen2010 ; Belda2005 ; Hopf 2004 ; Grief2000 ; Allen1997).

La résistance aux infections, tant par des microorganismes pathogeénes aérobiques
qu’anaérobiques (Rodriguez2008 ; Gourup2004), des plaies en voie de cicatrisation apparait
donc étroitement corrélée a leur oxygénation, et plus précisément a leur P1o, #Hopr2007 ;
atien1997). Des valeurs prédictives d’infection de plaie sont d’ailleurs désormais
avancées en fonction de la P1o, mesurée au sein d’une plaie. Le taux d’infection est
généralement inversement proportionnel a la PTo, mesurée (rodriguez2008 ; Belda2005 ; Hopf

2004 ; Grief2000 ; Hopf1997).

Une HTCM semble ainsi en mesure et d’altérer les capacités de défense des tissus et
de favoriser la migration / la persistance sélective de certaines sous-populations de
LEU, dont les capacités d’adaptation semblent varier selon qu’il y ait ou non des co

stimuli d’activation.

IIT / 2/ B/ ii — Roéle(s) de ’hypoxie dans les perturbations de la phase
proliférative
II1/2/B/ii/a— Effets de THTCM sur ’angiogeneése

L’angiogenese est, a la base, un processus stimulé par I’hypoxie, sous la dépendance
d’un certain nombre de facteurs de croissance et de cytokines. L hypoxie favorise et
entretient I’expression du VEGF par de multiples cellules impliquées dans le
processus de cicatrisation cutanée, tels les fibroblastes, les MON/MAC, les cellules
endothéliales et les kératinocytes (schremi2010; Hopf2005; Hong2004; Rossiter2004 ; Sen2002).
L’hypoxie favorise et entretient aussi I’expression de 1’eNOS par les cellules
endothéliales (Fong200s).
Le VEGF et I’eNOS stimulent la migration, la prolifération et I’organisation des
cellules endothéliales en néo vaisseaux au sein de 1la MEC (schremi2010 ; Fong2008 ; Sen2002 ;

Murohara1999 ; Namikil995 ; Philips1995), tout comme le FGF-2, qui agit en synergie avec le
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VEGF. Le FGF-2, dont la production est aussi stimulée par [’hypoxie, plus
tardivement cependant que celle du VEGF, inhibe aussi I’apoptose normale des
cellules endothéliales, favorisant le maintien de la néo vascularisation (Rosmorduc2010).

Le VEGF stimule I’activation et la prolifération des péricytes, autre source potentielle
de VEGF. La migration des péricytes est quant a elle stimulée par les cellules
endothéliales bourgeonnantes. Ces dernicres sécretent, et ainsi créent un gradient de
concentration en PDGF chimio attractif pour les péricytes, qui favorise leur migration
vers les microvaisseaux en formation. Les péricytes y interagissent alors avec les
cellules endothéliales bourgeonnantes et stabilisent la néo vascularisation via la
sécrétion d’angiopoiétine 1. L’hypoxie provoque et entretient la surexpression de
VEGF, mais aussi celles du PDGF par les cellules endothéliales et de I’angiopoiétine
1 par les péricytes, favorisant le développement et le maintien de la néo

vascularisation (Rosmorduc2010 ; Lee2007).

Le premier effet moléculaire de I’hypoxie tissulaire chronique est 1’altération de la
phosphorylation oxydative mitochondriale, a 1’origine d’une diminution d’ATP. Cette
diminution d’ATP provoque, entre autre chose, une réorientation du métabolisme
cellulaire. Les voies anaérobies de production d’ATP, la glycolyse en particulier, sont
stimulées (weijie2010). Ces voies, moins efficaces en terme de productivité énergétique
car plus consommatrices de substrats, génerent plus de déchets métaboliques, tel
I’acide lactique, produit en grande quantité lors d’hypoxie tissulaire. L’acide lactique
est un excellent stimulant de la synthése du collagéne et de I’angiogenése via une

augmentation de la sécrétion de VEGF (Hop/2007 ; Jensen1986 ; Goodson1984).

III/2/B/ii/b— Effets de PHTCM sur la fibroplasie
Les fibroblastes sont les principaux artisans de 1’élaboration et du remodelage de la
MEC. Le comportement des fibroblastes est étroitement régi par la pression partielle
en O; de leur environnement immédiat. Une pression minimale en O, de 15 mm de
Hg (= 1%) est requise pour que les fibroblastes aient des activités tant prolifératives
(Tandara2004 ; Siddiqui1996 ; Hunt1972) que de syntheése de collagene (7andara2004; Siddigui1996)

minimales. Une pression minimale en O, de 30 a 40 mm de Hg (3 a 5%) (similaire a
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celle nécessaire au bon fonctionnement des PMN) est requise au bon fonctionnement
des enzymes, lysine et proline hydroxylases, lysyl hydroxylase et oxydase surtout,
impliquées dans la maturation du collagéne par les fibroblastes (Sciremi2010 ; Myliyia1977).
L’HTCM (entre 1 et 3%), via la stabilisation de la voie du HIF, favorise la production
de ’EGF, du PDGF, du CTGF, du TGF-B et du VEGF, entre autres facteurs, qui
stimulent la prolifération des fibroblastes (Saed2002 ; siddiqui1996), leur production de TGF-
B (Sacd2002a ; Saed2002b ; Siddiqui1996 ; Falanga1991) €t inhibent leur apoptose (Poulios2007 ; Saed2002¢).
La synthese de collagene de type I, mais aussi de fibronectine, est aussi accentuée,
directement ou indirectement, par le TGF- (Faianga2002), le VEGF (Rosmorauc2010), le PAI-
1 (ruan2008) I’acide lactique (Hop/2007 ; Jensen1986 ; Goodson19s4) €t le HIF, via les HRE présents
sur le promoteur du géne codant pour le procollagéne de type I (Rosmorduc2010 ; Chen2004).
L’HTCM favorise, enfin, la libération de cytokines et médiateurs pro-inflammatoires,
tels I'IL-1, I'IL-6 et le TNF-a par les MON et MAC (Bosco2008 ; Bosco2006 ; Albina2005 ;
Murdoch2005) qui agissent sur le bon fonctionnement fibroblastique. Les kératinocytes
situés en périphérie de la plaie secrétent certaines de ces cytokines (IL-1a, IL-1p),
mais aussi certains facteurs tels le TGF-B (Gattant-Benm2011). IL-1B et TGF-B, d’origines
leucocytaire et/ou kératinocytaire, peuvent aussi stimuler la prolifération des

fibroblastes et la synthése de la MEC.

Une HTCM semble ainsi en mesure, directement par la voie du HIF, et indirectement
via la production de lactates par exemple, et de stimuler le développement d’une
néovascularisation, et de favoriser la synthése d’'une MEC, trés abondantes voire

excessives.

II1/2/ B/iii — Role(s) de I’hypoxie dans les perturbations de la contraction
La contraction Iésionnelle, tout comme le remodelage et la maturation du tissu de
granulation, sont principalement du ressort des myofibroblastes dermiques au niveau
cutané, qui possedent un fin réseau de microfilaments cytoplasmiques d’a-SMA.
L’un des principaux facteurs de différenciation des fibroblastes en myofibroblastes
dermiques est le TGF-B, dont la production, la sécrétion et I’activation sont

accentuées par 'HTCM Modaressi2010 ; Saed2002a ; Saed2002b ; Siddiqui1996 ; Falanga1991). L hypoxie
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induit cependant, chez les myofibroblastes dermiques, une sous expression du
récepteur Il du TGF-B1 (TGF-BRII) in vitro aodaressizo10), principal récepteur cellulaire
de ce facteur de croissance.

Brievement, la liaison du TGF-f1 au récepteur TGF-BRII induit une
hétérodimérisation avec le récepteur TGF-BRI, induisant [D’activation par
phosphorylation de ce dernier. Suivent la phosphorylation de Smad2 et 3,
I’assemblage avec Smad4, la migration du complexe dans le noyau et I’induction de
la transcription des genes sous la gouverne de TGF-B1, dont Smad7, une Smad
inhibitrice de Smad2. Le TGF-B1 active également des voies de signalisation Smad-
indépendantes, telles les petites protéines GTPases (Rho, Rac et cdc42), la voie des
MAPKinases ou bien la voie PI3K/Akt qui active la voie Wnt.

La sous expression de TGF-BRII lors d’hypoxie non seulement inhibe la
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes dermiques (Modaressi2o10) mais aussi
provoque la différenciation des myofibroblastes en fibroblastes dermiques
(Modaressi2010), & 1’origine d’une diminution exponentielle des capacités contractiles.
L’inverse est observé avec les fibroblastes / myofibroblastes vasculaires (krick2005 ;
Zhang2005 ; Das2002), PUlmONAIres (Jiang2006 ; Leufgen2005 ; Short2004), hépatiques et rénaux (sri2007 ;
Manotham2004), confirmant la réactivité différente, et donc [I’hétérogénéité, des
fibroblastes provenant de régions anatomiques différentes aii2008 ; Sorrel2004 ; Dugina1998 ;

Desmoulierel992 ; Harper1979).

IIT / 2 / B/ iv — Roéle(s) de I’hypoxie dans les perturbations de la ré-

épithélialisation
L’hypoxie apparait favorable aux kératinocytes. En effet, leur prolifération est
meilleure en hypoxie, surtout lorsqu’elle est sévere (<1%), plutdét qu’en normoxie
(Sivamani2007 ; Kino-Oka2005). L.’hypoxie favorise, de plus, la migration des kératinocytes
(Kino-Oka2005 ; Xia2001 ; O’Toole1997) Via 1’augmentation des pseudopodes membranaires
(0'Toole1997), de certaines MMP (xia2001) et de 1’intégrine ovp6 (Ridgway2005. Enfin,
I’hypoxie, le facteur HIF-1a surtout, stabilisé lors d’hypoxie, apparait nécessaire a

leur synthese de peptides antibactériens (Peysonnaux2008).
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Il est a noter cependant que la stabilisation de la voie du HIF, qu’elle soit ou non
hypoxique, conduit, dans les plaies chroniques de I’Homme, a I’expression de
certains génes non codants, tel celui du micro ARN-210. Selon toute vraisemblance,
le microARN-210 participe a I’inhibition de la ré-épithélialisation dans ce type
particulier de plaies profondément hypoxiques, mais aussi et surtout ischémiques

(Biswas2010).

En résumé :

L’hypoxie, ’'HTCM en particulier, perturbe le bon déroulement de certaines phases
de la guérison tissulaire :
(1) elle favorise le recrutement des cellules inflammatoires mais perturbent leur
bon fonctionnement ;
(2) elle stimule I’angiogenese ;
(3) elle perturbe le bon fonctionnement des fibroblastes, tend a favoriser leur
multiplication et modifie leurs synthéses.
Certaines des perturbations ci-dessus citées se rencontrent au niveau des plaies
appendiculaires du cheval, dans lesquelles une plus grande occlusion des
microvaisseaux peuplant le tissu de granulation a été récemment rapportée (Lepauli2005).
Un manque d’O; pourrait donc se révéler comme 1’une des causes de la cicatrisation

cutanée pathologique chez le cheval.
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III / 3 — AUTRES FACTEURS POSSIBLES D’ALTERATION DE LA
CICATRISATION CUTANEE CHEZ LE CHEVAL

D’autres facteurs que 1’0, peuvent altérer la cicatrisation cutanée stricto sensus. On
les regroupe généralement en deux catégories : (1) les facteurs locaux, qui influencent
directement les caractéristiques de la plaie cutanée elle-méme ; (2) les facteurs
systémiques, qui résultent de 1’état de santé de I’individu, d’'une maladie systémique.
La plupart ont cependant des effets locaux qui perturbent le bon enchainement des

différentes phases de la guérison cutanée.

Ne seront détaillés ici que les facteurs communs aux mammiferes. Les facteurs
spécifiques liés a certaines activités ou maladies humaines, tels le tabagisme,
I’alcoolisme, la surconsommation médicamenteuse, 1’obésité ou le diabéte, qui

perturbent la cicatrisation cutanée normale, ne seront pas abordé€s (Guo2010).

III /3 / A — Facteurs systémiques
III /3 / A /i- Le statut nutritionnel
La malnutrition, tout comme les carences nutritionnelles, peuvent avoir un impact

majeur sur les capacités cicatricielles d’un individu.

Les hydrates de carbone sont indispensables, tout comme 1’0, a la production
d’énergie. Leur présence en abondance évite que 1’organisme n’utilise les protéines
ou les acides aminés comme substrat pour la production d’énergie, ce qui pourrait
perturber d’autres mécanismes 4mold2006). Les protéines participent activement au
processus de guérison tissulaire : elles sont des outils indispensables au bon
fonctionnement des PMN et MAC (enzymes), entrent dans la composition de la MEC
(collagéne), agissent a titre de facteurs, cofacteurs et messagers (cytokines, facteurs
de croissance). Elles se révelent donc indispensables au bon déroulement de la
cicatrisation cutanée. Certains acides aminés, tel ’arginine, sont des précurseurs
essentiels a la syntheése des composants matriciels (proline) mais aussi a la synthese
de NO (substrat de formation), un important messager (Campos2008 ; Tong2004 ; Shepherd 2003).

La glutamine est aussi un acide aminé important : il représente une source d’énergie
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facilement accessible pour les cellules inflammatoires et mésenchymateuses en
hyperactivité métabolique, facilitant leurs fonctions et actions (Campos2008 ; 4rnold2006).

Certaines vitamines (A, C et E) ont des propriétés anti-oxydantes et anti-
inflammatoires non négligeables. Leur carence s’accompagne de perturbations
notables de la guérison tissulaire, telle une phase inflammatoire altérée, une phase
proliférative atténuée, une synthése matricielle (collageéne) retardée (Burgess2008;
Campos2008 ; Amold2006). Enfin, des micronutriments comme le magnésium, le cuivre, le
zinc ou le fer sont essentiels a titre de cofacteurs des principales enzymes de la

guérison (Shepherd2003 ; Campos2008 ; Arnold2006).

I1/3/A/ii—L’age
L’age ne perturbe réellement la cicatrisation cutanée que lorsque l’individu est
malade (Gosain2004 ; Keylock2008). Les mammiferes agés en bonne santé ne présentent
généralement qu’un ralentissement du processus de cicatrisation, qui s’explique
principalement par :

- une hémostase modifiée : augmentation de 1’agrégation plaquettaire,

- une réponse inflammatoire diluée : infiltration retardée des LYMT et des
MAC, diminution des propriétés phagocytaires des MAC, altération de la
production de chimiokines et facteurs de croissance,

- une phase proliférative retardée : angiogenese et dépdt de collagene retardés,
ré-épithélialisation retardée,

- une phase de remodelage réduite : réduction du remodelage du collagéne,
diminution de la résistance globale de la cicatrice (Guo2010 ; Gosain2004 ; Swith2001).

Ces altérations pourraient étre consécutives a un ralentissement de la voie du HIF, qui
est impliquée dans tous les événements affectés chez les mammiféres qui vieillissent.
La simple augmentation de I’activité physique quotidienne semble favoriser une

meilleure guérison tissulaire Keylock2008 ; Emery2003).
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II1/ 3/ A/iii — Le genre
Les hormones sexuelles influent sur la guérison tissulaire chez les individus
vieillissants seulement (Guo2010). Ainsi, les femmes agées semblent avoir de meilleures
capacités cicatricielles que les hommes agés (Giuiver20075). Les estrogenes régulent
positivement un certain nombre de geénes associés a la régénération tissulaire, a la
production matricielle, a I’inhibition des protéases, a la fonction épidermique ainsi
que les genes directement associés aux processus inflammatoires (Hardman2008). La
supplémentation en estrogenes améliore la cicatrisation cutanée, tant chez la femelle
que chez le male, tandis que I’administration d’androgénes [I’affecte, via la
surexpression de cytokines pro inflammatoires (TNF-a) et/ou la perturbation de la

maturation du collageéne (Gitiiver2007a).

II1/ 3/ A/iv — Le stress
Le stress perturbe le systétme immunitaire, principalement via la dérégulation des
axes adrénergiques hypothalamo-pituitaire et médullaire, et du systéme nerveux
sympathique (Boyapari2007 ; Godbour2006). Ces axes régulent la libération des hormones
pituitaires et adrénales que sont les hormones adréno corticotropes, le cortisol, la
prolactine et les cathécolamines (épinéphrine et norépinéphrine). Ces dernicres sont a
I’origine d’une vasoconstriction locale, parfois systémique, pouvant limiter de facon
drastique les apports nutritionnels tissulaires, donc en O,. Le stress stimule la
production de glucocorticoides, qui réduisent 1’expression et/ou la concentration de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires et chimiokines (IL-l1a et B, IL-6, IL-8,
TNF-a), ainsi que la stimulation antigénique des cellules immunitaires, composés et
mécanismes importants au bon déroulement de la phase inflammatoire de la

cicatrisation cutanée (Boyapati2007 ; Godbout2006 ; Sternberg2006).

111/ 3 / B — Facteurs locaux
II1/3 /B /i- Les infections

Dés qu’une breche cutanée est créée, les micro-organismes normalement séquestrés a

la surface de la peau, s’y engouffrent et accédent aux tissus sous-jacents. La phase
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inflammatoire, longtemps considérée comme la phase initiale du processus de
guérison tissulaire, est une étape importante de la cicatrisation cutanée. Les cellules
qui la caractérisent, PMN, MON et MAC principalement, ont pour tache principale
de nettoyer la plaie de tous les microorganismes pathogenes qui I’ont éventuellement
envahie ainsi que de tous les débris cellulaires et tissulaires qui s’y trouvent. Si cette
phase n’est pas rondement menée, I’inflammation se prolongera tant et aussi
longtemps qu’il n’y aura pas clairance compléte des micro-organismes présents.
L’arsenal enzymatique des PMN et MAC est étroitement dépendant de 1’0O,. Une
hypoxie tissulaire aigué caractérise le début du processus de cicatrisation cutanée. Si
celle-ci perdure, la phase inflammatoire et donc la clairance bactérienne peuvent s’en
retrouver altérées, tel qu’il a ¢été décrit. De plus, certaines bactéries, telles
Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus faecium en particulier wesigate2011;
Freeman2009 ; Clutterbuck2007), dont 1’existence a récemment été confirmée dans les plaies du
cheval (wesigate2011) et dans les plaies chroniques humaines (Burmolie2010; Thomsen2010 ;
Schierle2009 ; Bjarnsholt2008 ; Kirketerp-Moller2007 ; ), tendent a former des biofilms bactériens, aux
propriétés trés particulieres. Brievement, apres attachement aux tissus superficiels
d’une plaie, certaines bactéries, Pseudomonas aeruginosa en particulier, sécrétent une
matrice protectrice faite de Dbiopolyméeres offrant stabilité et protection
environnementales. Cette matrice contient généralement des polysaccharides, de
I’alginate, des extraits d’acides nucléiques, certains lipides (rhamnolipides) et des
protéines (Bjarnsholi2008). L’alginate procure une structure tridimensionnelle au biofilm
(Nivens2001), piege et désactive les ROS (simpson1989) , protége contre la phagocytose et lie
nombre d’antibiotiques cationiques tels les aminoglycosides (Bjarnsholi2008 ; Hentzer2001 ;
atison1992) . Les thamnolipides inactivent le processus de phagocytose des PMN. LPS,
fragments du biofilm et cytokines pro-inflammatoires tels I'IL-1 et le TNF-a
stimulent cependant leur influx constant. Les cellules inflammatoires, constamment
appelées, stimulées mais partiellement voire totalement inactivées, se révelent
incapables de nettoyer les tissus des bactéries qui y sont attachées mais y libérent de

grandes quantités de MMPs et ROS (Burmoiic2010), aux potentiels effets tissulaires
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déléteres. La phase inflammatoire s’aveére ainsi inefficace mais perpétuellement

stimulée, ce qui provoque sa pérennité.

II1 /3 /B /ii — Les soins locaux
L’utilisation de produits et de bandages, quelque soit leur type, est fréquente dans la
gestion des plaies cutanées chez les mammiferes en général, et chez le cheval en
particulier. Nous ne détaillerons ici que I’influence des bandages, la diversité des

produits utilisés sur les plaies étant trop importante.

Les bandages sont utilisés afin de supporter le processus de cicatrisation en diminuant
la contamination, 1’cedéme et les exsudats, en limitant aussi les mouvements, et en
protégeant la plaie de tout trauma supplémentaire (Knoswenbeii2003). Maintenir des
bandages sur les plaies corporelles s’avérant souvent difficile et colteux chez le
cheval, il n’est pas rare que ces plaies soient laissées a 1’air libre. Inversement, placer
des bandages au niveau des membres étant relativement aisé, les plaies
appendiculaires sont souvent recouvertes de bandages pendant tout le processus de

cicatrisation.

Plusieurs études rapportent que les bandages modifient le cours normal de la guérison
tissulaire au niveau appendiculaire chez le cheval (Dubuc2006; Ducharme-Desjariais2005 ;
Lepault2005 ; DeMartin2004 ; Theoret2002a ; Barber1990), alors qu’ils apparaissent, d’un point de vue
clinique, sans effet au niveau corporel. Ainsi, ’utilisation de bandages semi-occlusifs
favorise le développement de TGE au niveau appendiculaire (pubuc2006; Lepauli2005 ;
DeMartin2004 ; Theoret2002a ; Barber1990). Ce moyen est largement utilisé, lors de la réalisation
de projets de recherche, pour provoquer la surproduction de tissu de granulation et le
développement de TGE au niveau appendiculaire (Barber1990). Inversement, I’utilisation
de bandages occlusifs tels le Cica-Care® (silicone), limite le développement d’un
TGE au niveau appendiculaire chez le cheval, en provoquant une plus grande
occlusion microvasculaire (Ducharme-Desjariais2005), tel qu’observé chez 1’Homme
(Lynam2010), sans néanmoins favoriser I’apoptose cellulaire ou une moindre production

de collagene.
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Une altération de I’humidité mais aussi de la température de la plaie, du pH et des

échanges gazeux de la plaie avec son environnement pourrait expliquer les

perturbations cicatricielles observées lors de leur utilisation (knotenbeir2003).

En résumé :

Ainsi il existe d’autres facteurs que 1’O; capables d’altérer 1’évolution normale de la

cicatrisation cutanée. Cependant, tous y apparaissent, de prés ou de loin, reliés :

I’arginine est un substrat essentiel a la syntheése de NO ;

I’age semble affecter 1’efficacité signalétique de la voie du HIF ;

le stress, par ses effets vasoconstricteurs, peut drastiquement perturber
I’approvisionnement tissulaire en O, ;

les infections, en particulier lorsqu’elles sont non controlées, peuvent spolier
1’0, disponible ;

les soins peuvent altérer les échanges gazeux entre la plaie et son
environnement naturel, dont I’importance ne semble pas négligeable, puisque
I’apport exogene local d’O, (TO) apparait efficace dans le traitement de
certaines plaies d’évolution anormale jusqu’a leur supplémentation locale en

0.
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HYPOTHESES

HYPOTHESE 1: La disponibilité locale en oxygéne différe selon la localisation

anatomique de la plaie et dans le temps pendant la cicatrisation cutanée chez le

cheval.

HYPOTHESE 2: La perfusion tissulaire différe selon la localisation anatomique

de la plaie et dans le temps pendant la cicatrisation cutanée chez le cheval.

Hypotheéses & Objectifs
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OBJECTIFS

OBJECTIF 1: Evaluer la disponibilité locale en oxygéne dans les plaies
appendiculaires et corporelles du cheval, lors de la cicatrisation cutanée normale,

en utilisant la spectroscopie par réflectance dans le proche infra-rouge.

OBJECTIF 2: Evaluer la perfusion tissulaire des plaies appendiculaires et
corporelles, lors de la cicatrisation cutanée normale et anormale, en utilisant la

thermographie infrarouge.

Hypotheéses & Objectifs
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ABSTRACT

Wound repair in horse limbs is often complicated by the development of exuberant
granulation tissue and excessive scarring while body wounds tend to repair
uneventfully. Exuberant granulation tissue resembles the human keloid. While the
events leading to keloid formation are not fully elucidated, tissue hypoxia has been
proposed as a major contributing factor. The objective of this study was to investigate
tissue oxygen saturation in healing full-thickness wounds created on the horse limb
and body, using near infrared spectroscopy. Spectroscopic reflectance data were
collected from both anatomic sites at specific times following wounding. Oxygen
saturation values of limb wounds were significantly inferior to those of body wounds
during the early period of healing, indicating a temporary, relative state of hypoxia in
the former during the inflammatory phase of repair. Horses present a weak, persistent
inflammatory response to wounding, especially at limb level. The relative hypoxia
present acutely in limb wounds of horses may promote a feeble yet prolonged
inflammatory response, which could interfere with and retard subsequent phases of
healing. Ongoing low-grade inflammation in horse wounds is accompanied by up-
regulation of wvarious inflammatory and pro-fibrotic mediators, which might
ultimately encourage the development of fibroproliferative disorders such as
exuberant granulation tissue.

RUNNING TITLE:

Regional differences in wound oxygenation during healing in horses

KEYWORDS:

Wound healing, oxygen, keloid, spectroscopy, horse
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INTRODUCTION

Wound healing is an orderly response to injury and its microenvironment, commonly
divided into four highly integrated and overlapping phases: hemostasis,
inflammation, proliferation and tissue remodeling or resolution (1). Wounds that
exhibit impaired healing generally have failed to progress through these stages of
healing in the proper sequence, at the specific time or for the specific duration. Such
wounds are a common clinical problem in both humans and horses and exert a
significant economic burden on the healthcare system (2, 3) as well as on the equine
industry (4). Numerous horses are retired from an athletic career because of
functionally debilitating and cosmetically disfiguring scars, which are often the result
of exuberant granulation tissue (EGT) forming during wound healing.

A genetic predisposition has been incriminated in the pathogenesis of EGT (horses
versus ponies) (5, 6), which affects specific anatomic locations in the horse (limb
versus body) as well as the use of specific bandages. Most of the semiocclusive and
fully occlusive synthetic dressings, with the exception of the nonadherent and fully
occlusive silicone dressing (7), have been shown to encourage the development of
EGT and delay subsequent repair in horse, at limb level especially (8, 9), while they
favor rapid epithelialization and cosmetic repair in many other species.

EGT, commonly known as “proud flesh”, behaves like a benign solid tumor and
resembles the human keloid. The evolving wound is trapped in the proliferative phase
of repair where fibroblasts persist and synthesize extracellular matrix (ECM) rather
than differentiating into myofibroblasts or being eliminated (10), and endothelial cells
proliferate, migrate and sprout into new blood vessels within the ECM. This process
generates an abundant vascular supply, which enables EGT to grow rapidly with
exponential increases in tissue volume. Interestingly, a greater occlusion of blood
microvessels populating the granulation tissue of limb wounds predisposed to EGT
has been reported in horses (11) indicating that though blood vessels infiltrate and
proliferate in the granulation tissue, low oxygen tension may predominate, stimulate
angiogenesis and encourage the limb wound to develop fibroproliferative disorders in

horse.
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In a wound setting, oxygen is required for cell oxidative metabolism-driven energy
production by means of ATP, protein synthesis and the maturation of extracellular
matrix components. It appears critical for nearly all wound healing processes.
Oxygen is involved in nitric oxide (NO) synthesis, which plays a key role in the
regulation of vascular tone and in angiogenesis. Large amounts of molecular oxygen
are partially reduced to form reactive oxygen species (ROS) which drive endothelial
cell signaling required for angiogenesis and ensure leukocyte efficiency against
bacteria. Moreover, redox signaling supports key aspects of wound healing such as
cell migration, cell proliferation and angiogenesis (2). Wound hypoxia, a reduction in
oxygen delivery below tissue demand, characterizes some stages of the reparative
process. It usually results either from impaired perfusion due to vascular disruption or
sympathetically induced vasoconstriction (12), from increased oxygen consumption
by metabolically active cells, or from generation of ROS (2). Generally, acute mild to
moderate hypoxia supports adaptation and cell survival, triggering wound healing,
whereas more severe or chronic hypoxia delays wound healing (1, 13, 14). Wound
hypoxia primarily caused by vascular limitations is intensified by concurrent
conditions (e.g., infection, pain, anxiety, hypo and hyperthermia) and often leads to
poor healing outcomes (15, 16).

Hypoxia has been proposed as a mechanism contributing to keloid formation.
Occlusion of microvessels (17), as well as increased mRNA and protein levels of
Hypoxia Inducible Factor 1a (HIF-1a) were documented in human keloid tissue (18),
providing evidence for a local state of hypoxia. Acute hypoxia is a salutary response
to injury (19) that stimulates many wound healing processes such as proangiogenic
cytokine and growth factor production by macrophages, keratinocytes and fibroblasts
(1). Prolonged or chronic hypoxia can favor constitutive expression of anti-apoptotic
genes (20) and sustain the continuous production of inflammatory, angiogenic and
fibrogenic cytokines and their receptors (21, 22), both conducive to fibroproliferative
scarring. Occlusion of microvessels within the granulation tissue of limb wounds

predisposed to EGT (11) consequent to endothelial cell hypertrophy (23), suggests a
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possible contribution of local hypoxia to the pathogenesis of this dermal
fibroproliferative disorder in horses.

Tissue oxygen status (StO;) can be evaluated using spectrophotometric techniques
such as Near InfraRed Spectroscopy (NIRS) (24-27). NIRS is a rapid, non-invasive
analytical technique based on the relative ease with which near-infrared light passes
through biological tissues. The concentrations of deoxyhemoglobin (dHb) and
oxyhemoglobin (HbO,) chromophores vary in relation to blood volume and
oxygenation such that changes in the [dHb] and [HbO;] in wound tissue provide
information on tissue oxygenation status and blood volume.

The aim of this study was to determine whether a local state of hypoxia exists in the
limb wounds of horses, according to the hypothesis that extensive scars resulting
from the development of EGT in the horse may share a common basis of
development with the human keloid, where the orderly and timely reparative process
is dysregulated coincident with hypoxia. The specific hypothesis for this study, that
the microenvironment of limb wounds in horses is hypoxic relative to that of body
wounds, was verified by comparing tissue oxygen status over time in experimentally

created body and limb wounds, using NIRS.
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MATERIALS AND METHODS

EXPERIMENTAL APPROACH

Six healthy, 3- to 4-year-old Standardbred mares with no white markings were used
for the experiment, which was in compliance with the Universit¢é de Montréal’s
guidelines for the care and use of laboratory animals as sanctioned by the Canadian
Council on Animal Care. Non-pigmented areas of the limbs, face or body in horses
appear predisposed to cutaneous disorders (e.g. cutaneous vasculitis) (28) that may
potentially alter the healing process and jeopardize results as a confounding factor.
Prior to entry into the study, horses were treated with a broad-spectrum anthelminthic
and vaccinated against tetanus. Horses were kept free in individual box stalls for the
duration of the study and allowed ad libitum access to grass hay and water. The

animals were examined daily for signs of discomfort, lameness and systemic illness.

SURGICAL PROCEDURE

Horses were sedated with detomidine hydrochloride (0.01 mg/kg; iv) and butorphanol
tartrate (0.04 mg/kg; iv). The hair was clipped from the dorso-lateral surface of one
randomly chosen third metacarpi and one randomly chosen hemi-thorax in each
horse. Local anesthesia was performed using 2% lidocaine hydrochloride; a high
palmar nerve block desensitized the metacarpus while an inverted L-block was used
to desensitize the assigned hemi-thorax. The surgical sites were aseptically prepared
and three square (6.25 cm?”) areas were traced on the dorso-lateral surface of each
metacarpus beginning just above the metacarpophalangeal joint, and on the lateral
thoracic wall, 2-cm apart in a staggered vertical column, using a sterile template.
Full-thickness wounds were then created with a scalpel within the confines of the
tracings. All limb wounds, which tend to bleed profusely immediately after surgery,
were bandaged postoperatively for a 24 hour period to control hemorrhage then were
left to heal by second intention without bandage. Body wounds (on the thorax) were
not bandaged at any time during the study and were also left to heal by second

intention.
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Postoperative pain was managed with butorphanol tartrate (0,08 mg/kg IV) as
required. Neither anti-inflammatory nor antimicrobial drugs were administered at any

time during the study.

NEAR INFRARED SPECTROSCOPY - MATERIAL

Spectroscopic data were recorded with a dispersive photodiode assay fiber-coupled
spectrometer (CDIPDA/600-1100/2.4/25 um, CDI, South Bend, IL, USA) with a
spectral resolution of 2.4 nm/pixel and a spectral bandwidth of 5.0 nm over a 500 to
1100 nm wavelength range. Each spectrum consisted of four co-added acquisitions,
each taken with a 500 ms integration time. The spectra were stored as reference
corrected reflectance data in optical density units, log (reference/sample). A 99%
diffuse reflectance standard (Zenith Reflectance Standard SG 3051 50 mm,
Sphereoptics, Concord, NH, USA) was recorded as the reference spectrum prior to
gathering the time series of in vivo spectral data.

The common end of the fiber bundle consisted of a centrally located, single light
collection fiber (diameter = 400 um) surrounded by an outer fiber ring of emitter
fibers separated by 1.0 mm from the central collection fiber. The emitter fibers at the
bifurcated end of the bundle were coupled to an air-cooled SW tungsten-halogen light
source (Broad band light-source Model ASB-W-005 Spectral Products, Putnam, CT,
USA). The output of the single collection fiber was coupled to the entrance slit of the
spectrograph. In order to make the reflectance measurements in this interactance
configuration, the collection end of the fiber probe was brought into direct contact
with the wound tissue. The small separation between the light emitting and light
collecting fibers limited penetration of the collected back-scattered light largely to the
wound bed rather than the underlying tissues.

A time series of 5 spectra per point, 5 points per wound, was collected from each
wound per site (body, limb) 24 hours, 48 hours, 96 hours, 1 week, 2 weeks, 3 weeks

and 4 weeks after wounding.

NEAR INFRARED SPECTROSCOPY — DATA GENERATION
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Light back-reflected from tissue is attenuated by the absorption of light by
biochemical components in the tissue and the scattering of light out of the optical
collection angle of the fiber optic probe. In the visible region between 510 — 620 nm,
dHb and HbO; are the strongest absorbers of light in blood-perfused tissue. Using the
known absorption characteristics of Hb and HbO,, a modified Beer-Lambert un-
mixing model that incorporates a nonparametric scattering loss function determines
the relative contribution of dHb and HbO, to the overall visible light reflectance
spectrum. dHb and HbO, concentrations per unit photon path length were recovered
by using the noniterative method for estimation in partially linear models based on
kernel smoothing (26). The sum of relative concentrations of dHb and HbO, provided
a measure of the total hemoglobin (tHb = dHb + HbO;) contributing to the original
tissue spectrum. The ratio of the relative concentration of HbO, to tHb provided a
measure of tissue hemoglobin oxygen saturation (% StO, = 100* HbO, / tHb) based
on the reflectance spectrum. These specific parameters (tHb, StO,) represented

wound blood volume and oxygenation differences, respectively.

STATISTICAL ANALYSIS

Mean changes in [dHb], [HbO:], tHb and StO, over time were compared by use of
repeated measures ANOVA with anatomical location (body vs limb) as within-
subject factor. 4 priori contrasts, submitted to Bonferroni sequential correction, were
then used to compare pre-selected individual means. A p value less than 0.05 was

considered as a trend toward a significance.
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RESULTS

CLINICAL OBSERVATIONS:

No signs of lameness or discomfort were observed after surgery. Wound exudation
developed but remained serous in body wounds and resolved quickly (by 48 hours).
While exudate tended to become purulent and to persist longer in limb wounds (5
days), this was accompanied only by painless edema, suggesting a prolonged influx
of inflammatory cells rather than infection. Development of healthy granulation
tissue was delayed in limb wounds, but granulation tissue was more abundant in this
site by the end of the healing process. No EGT was observed in any wound
throughout the study however. Granulation tissue developed into a dome shape at the
center of all surgically-created wounds without ever covering the advancing epithelial
border. Epithelialization was observed sooner in body wounds; a new epithelial
border was visible in body wounds by day 2, whereas epithelium was visible in limb
wounds at a median of 5 days. After the initial wound retraction, which was greater in
limbs, wound areas decreased rapidly between weeks 2 and 4, with the exception of
limb wounds where there was little evidence of wound contraction. Consequently, a
delay in healing was observed in all limb wounds, as previously reported (6, 11, 29)

even though none of them developed EGT.

The NIRS data are presented according to the clinical description of two phases of
healing: the early period of healing, which encompasses hemostasis and inflammation
(from injury through day 4), and the late period of healing which regroups

proliferation and remodeling (from day 4 through 1 month).

WOUND DEOXYHEMOGLOBIN DURING THE EARLY PERIOD OF
HEALING:

Figure 1 section A

Body wounds: there was no significant difference in body wound [dHb] over time
from 24 hours to 96 hours post wounding. Interestingly, a 19% decrease in [dHb] was

initially observed from 24 hours to 48 hours, followed by a 53% increase in [dHb]
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from 48 hours to 96 hours, leading to an overall 23% increase in [dHb] during the
early period of healing in body wounds.

Limb wounds: mean limb wound [dHb] at 96 hours was significantly lower than
[dHb] at 24 hours (p = 0,0061), with a 42% decrease in [dHb] from 24 hours to 96
hours post wounding.

Wound differential: there was a significant difference in wound [dHb] between body

and limb wounds at 24 hours (p = 0,0028) and 48 hours (p < 0,0001), with a

significantly higher [dHb] in limb wounds at these times. At 96 hours, a trend toward
a significantly higher [dHb] in body wounds was observed.

WOUND DEOXYHEMOGLOBIN DURING THE LATE PERIOD OF HEALING:
Figure 1 section B

Body wounds: there was no significant difference in body wound [dHb] over time
from week 1 to week 4 post wounding.

Limb wounds: there was a progressive increase in wound [dHb] over time from week
1 to week 4 post wounding. Mean limb wound [dHb] at weeks 3 and 4 were
significantly higher than [dHb] value at week 1 (p = 0,0031 and p = 0,0003
respectively).

Wound differential: mean [dHb] in body wounds was higher than mean [dHb] in limb

wounds until week 2. This difference was not statistically significant, however.
Thereafter higher [dHb] in limb wounds was observed with a trend toward a
significant difference in mean wound [dHb] between body and limbs wounds at week
4 (p=0,039).

WOUND OXYHEMOGLOBIN DURING THE EARLY PERIOD OF HEALING:
Figure 2 section A

Body wounds: there was no significant difference in body wound [HbO,] over time
from 24 to 48 hours post wounding. A trend toward a significant difference in [HbO;]
between 48 and 96 hours was then observed (p = 0,05). An overall 79% increase in

mean body wound [HbO;] was observed from 24 hours to 96 hours.
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Limb wounds: there was no significant difference in limb wound [HbO,] over time
from 24 hours to 96 hours despite a slight increase from 24 to 48 hours post
wounding.

Wound differential: there was a trend toward a significant difference in [HbO;]

between body and limb wounds at 96 hours (p = 0,0421), with a higher [HbO,] in

body wounds at that time.

WOUND OXYHEMOGLOBIN DURING THE LATE PERIOD OF HEALING:
Figure 2 section B

Body wounds: temporal differences in body wound [HbO,] values were characterized
by progressive decreases in [HbO,] values, with a trend towards significance at week
4 (p =0,0320).

Limb wounds: temporal differences in body wound [HbO;] values were characterized
by progressive decreases in [HbO,], with a trend towards significance at weeks 2 and
4 (p =0,0340 and p = 0,0109 respectively).

Wound differential: no statistically significant difference in [HbO,] values was

observed between body and limb wounds over time during the late period of healing.

WOUND TOTAL HEMOGLOBIN DURING THE EARLY PERIOD OF
HEALING:

Figure 3 section A

Body wounds: there was no significant difference in tHb value from 24 hours to 48
hours. A trend toward a significant increase in tHb value (+ 26%) was observed
between 48 hours and 96 hours (p = 0,032).

Limb wounds: there was no significant difference in tHb value from 24 hours to 48
hours. A trend toward a significant decrease in tHb value (- 26%) was observed
between 48 hours and 96 hours (p = 0,033).

Wound differential: there was a trend toward a significant difference in tHb value

between body and limb wounds at 24 hours (p = 0,05) and a significant difference in

tHb value between body and limb wounds at 48 hours (p = 0,0001). At both times (24
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hours and 48 hours), tHb value was higher in limb wounds than in body wounds. At
96 hours, there was a complete inversion of values when a trend toward a

significantly higher tHb value in body wounds (p = 0,011) was observed.

WOUND TOTAL HEMOGLOBIN DURING THE LATE PERIOD OF HEALING:
Figure 3 section B

Body wounds: a progressive decrease in tHb values was observed, but the temporal
differences in tHb values were not statistically significant for body wounds..

Limb wounds: a progressive increase in tHb values was observed, but the temporal
differences in tHb values were not statistically significant for limb wounds.

Wound differential: a trend toward a significant difference in tHb values was

observed between body and limb wounds at week 1 (p =0,013). tHb value was higher
in body wounds at week 1, then both types of wounds had similar tHb values with a

slight, non significant increase in tHb value in limb wounds at week 4.

WOUND TISSUE OXYGEN SATURATION DURING THE EARLY PERIOD OF
HEALING: Figure 4 section A

Body wounds: StO2 remained elevated with an overall mean of 39,56% (+ 3,04%)
but the difference was not statistically significant over time from 24 to 96 hours post
wounding.

Limb wounds: mean limb wound StO2 at 96 hours was significantly higher than at 24
hours (p = 0,0012), with a progressive increase from 21,26% (+ 8,72%) at 24 hours to
40,68% (+ 7,54%) at 96 hours.

Wound differential: there was a statistically significant difference in wound StO2

between body and limb wounds at 24 hours (p < 0,0001) and 48 hours (p < 0,0001),

with a significantly higher StO2 in body wounds at these specific times. At 96 hours,

mean wound StO; was similar between body and limb wounds.

WOUND TISSUE OXYGEN SATURATION DURING THE LATE PERIOD OF
HEALING: Figure 4 section B
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Body wounds: there was a progressive decrease in wound StO2 over time from week
1 to week 4 post wounding. Mean wound StO2 at week 4 was significantly lower
than at week 1 (p = 0,002). There was a trend toward a significant decrease in mean
wound StO2 at week 2 (p = 0,025).

Limb wounds: a progressive decrease in wound StO2 over time was observed,
similarly to what was measured in body wounds. Mean wound StO2 at week 3 and
week 4 were significantly lower than StO2 value at week 1 (p = 0,0025 and p <
0,0001 respectively) and there was a trend toward significance at week 3 (p =
0,0269).

Wound differential: mean wound StO2 in body wounds was always higher than mean

wound StO2 in limb wounds. There was a trend toward a significant difference in
mean wound StO2 between body and limbs wounds at week 4 (p = 0,0068; body
wounds 24,27 + 8,51 %; limb wounds 16,75 + 6,43 %).
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DISCUSSION

This study mapped tissue oxygenation and blood volume throughout repair of
wounds healing by second intention in different anatomic locations in horses, in an
effort to document the presence of relative hypoxia in limb wounds predisposed to
the development of EGT.

The wound oxygen level, appropriate for a specific wound type and anatomic
location, appears crucial for optimum healing (2). While acute temporary hypoxia
following injury triggers the healing process (13) via the induction of cytokines and
growth factors that are crucial promoters of migration and proliferation of wound
cells (14), oxygen is rapidly needed to sustain the repair process (13). If oxygenation
is not quickly restored, healing is impaired (1).

Body wound StO; values significantly exceeded those of limb wounds during the
early period of healing, indicating a temporary, relative state of hypoxia in the latter
during the inflammatory phase of repair. A robust inflammatory response hinges on
the ability of leukocytes to clear foreign material and resist infection.
Polymorphonuclear cells (PMNs) fight infection via nonspecific phagocytosis and
intracellular killing. Bacterial killing by PMNs is oxygen-dependent since ROS are
the major component of bactericidal defense. Resistance to infection is therefore
critically impaired in the face of wound hypoxia (12). Compared to ponies, horses
mount a weak, persistent inflammatory response to dermal wounding, at limb level
especially (10), and their PMNs secrete lesser amounts of inflammatory mediators,
including ROS (30). Ponies, though closely related to horses, rarely develop EGT,
regardless of wound location. Taken together, this evidence suggests that the relative
hypoxia present acutely in limb wounds of horses may favor a feeble yet prolonged
inflammatory response, which subsequently interferes with wound epithelialization,
contraction, and collagen deposition, retarding wound healing (31). Moreover,
ongoing low-grade inflammation in horse wounds is accompanied by up-regulation
and persistence of various inflammatory and pro-fibrotic mediators (9, 29), as well as
their receptors (32), which might ultimately encourage the development of

fibroproliferative disorders such as EGT.
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Acute tissue hypoxia is usually a result of impaired perfusion and oxygen delivery
due to severance of microvessels and vasoconstriction consecutive to trauma and pain
(12). Anatomic characteristics of perfusion (33-35) and thus wound-tissue oxygen
tensions likely contribute to the different degrees of hypoxia between body and limb
wounds in horses. Significantly greater [dHb] (figure 1 section A) and [tHb] (figure 3
section A) concentrations concurrent with lower StO, were measured in limb wounds
during the early phase of repair. A superior blood volume might reflect the
physiologic response of the vascular endothelium to localized hypoxia, characterized
by vasodilation and capillary leak. Such blood pooling could participate in the
genesis of edema, which should likewise be considered as a potential cause for the
variation in degree of hypoxia observed between body and limb wounds. By
increasing the inter-capillary distance at the local tissue level and therefore the path
of oxygen diffusion (36) and/or by raising tissue pressure that augments capillary
pressure (31), edema lowers tissue perfusion and local oxygen levels. Edema is
significantly greater in limb than in body wounds of horses during the early phase of
healing (6) and may therefore contribute to lower oxygen delivery to wound sites on
the limb leading to relative tissue hypoxia in this location.

As the late period of healing proceeded, values of [HbO,] (figure 2 section B) and
StO, (figure 4 section B) progressively decreased in body and limb wounds
concurrent with an increase in [dHb] (figure 1 section B) especially in limb wounds.
Intense cell activity with a consequent increase in energy demand characterize the
proliferative phase, and to a lesser extent the remodeling phase of healing, leading to
a hypermetabolic state wherein additional energy is generated from oxidative
metabolism, increasing oxygen demand by the healing tissue (2). Interestingly, mean
[HbO;] and StO, remained lower in limb than in body wounds for the duration of the
late period of repair while [dHb] rose. Clinically, the granulation tissue of body
wounds appeared healthy sooner than that of limb wounds in which grooves, clefts
and exudate persisted. As a wound matures, fibroblasts should either disappear by
apoptosis or convert into myofibroblasts to ensure wound contraction. This

phenomenon is delayed in limb wounds of horses (10). Fibroblast activities in terms
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of proliferation and synthesis are therefore protracted, increasing the energy
requirement of limb wounds, which may explain the comparatively lower levels and
more intense decrease in [HbO;] and StO, of limb wounds while [dHb] increased.
Increased oxygen consumption, leading to relative hypoxia, would likewise result
from the large number of metabolically active inflammatory cells persisting within
horse limb wounds even during the late period of repair (10, 30).

Interestingly, similar trends have been reported in human diabetic foot ulcers assessed
by spectrophotometric technology. Tissue oxygenation appears significantly better in
ulcerative wounds that heal versus those that do not (37) indicating that cutaneous
tissue oxygenation correlates with normal wound healing in diabetic patients (38) as
it seems the case in horses. Whether the primary culprit is macro- or microvascular
disease or occlusion, as reported in limb wounds in the horse (11), it appears that
tissues with vasculature incapable of supplying sufficient blood and oxygen do not
heal normally.

Hyperbaric oxygen (HBO), as well as topical oxygen (TO), represents effective
therapeutic approaches to bolster tissue oxygen levels in wounds suffering from
oxygen deprivation. In the clinical setting, HBO and TO are usually applied in a
standard format to all patients regardless of individual needs. The provision of a flat
dose of oxygen may not meet the specific wound oxygen requirements to support the
healing process. Moreover, the dose may be excessive and negate the beneficial
effects of hypoxia, leading to growth arrest and cellular senescence (2). Results from
the current study suggest that similar wounds located at different anatomic sites in the
same patient may have specific, dissimilar needs in oxygen. This novel information
might encourage the refinement of existing therapeutic strategies in terms of dosing
regimen, and lead to the development of targeted approaches, consistent with the
emerging concept of personalized healthcare (2).

To our knowledge this is the first study to map, via NIRS, tissue oxygenation
throughout the reparative process of equine wounds healing by second intention.
Reference data (TO) is lacking as a result of abundant skin pigmentation in horses,

which significantly alters light absorption and scattering (39) making NIRS unusable
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on intact skin with no white markings. Moreover, specular reflectance created by
highly reflective surfaces such as a fresh bleeding wound (27) handicapped data
collection in wounds less than 24 hours old. Nonetheless, the study’s main objective
was to document differences between body and limb wounds. The absolute value of
data generated by NIRS differs from that gathered by other means such as blood
testing which is usually performed specifically on either venous or arterial blood.
NIRS gives an estimate of parameters across arterioles, capillaries and venules (40),
which could partially explain the observed differences. Moreover, the algorithms
used in this study were designed for mammals other than horses (human, rabbit, pig),
which could contribute towards differences between values obtained by different
methods.

In conclusion, this study provides evidence of differences in oxygenation during the
repair process of body and limb wounds in horses. It confirms the presence of a
relative state of hypoxia in limb wounds during the early period of the repair process,
as well as a more prolonged oxygen demand during the late period of repair. It
corroborates previous studies reporting a prolonged yet inefficient inflammatory
response in limb wounds, thought to contribute to the development of equine dermal
fibroproliferative disorders such as EGT. Furthermore, data from this investigation
impart novel information with regards to the different oxygen requirements of similar
wounds in different anatomic locations in the same patient.

Further studies should verify the presence of greater hypoxia within limb wounds
developing EGT. Likewise, an attempt should be made to elucidate the cause of such
differences, which might then provide a basis for the development of appropriate,

targeted therapies to prevent and treat excessive fibroplasia in equine wounds.
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FOOTNOTES

ECM Extracellular matrix

EGT Exuberant granulation tissue
dHb Deoxyhemoglobin

HBO Hyperbaric oxygen

HbO, Oxyhemoglobin

NIRS Near infrared spectroscopy
NO Nitric oxide

PMNs Polymorphonuclear cells
ROS Reactive oxygen species
StO, Tissue oxygen saturation
tHb Total hemoglobin

TO Topical oxygen
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FIGURE LEGENDS

Figures represent the evolution of tissue deoxyhemoglobin [dHb], oxyhemoglobin
[HbO,], oxygen saturation (StO;) and total hemoglobin (tHb) extracted from
spectroscopic data over the healing process.

Section A in each figure represents the early period of the healing process (from
injury through to day 4). Section B en each figure represents the late period of the
healing process (from day 4 through 1 month)

Values are means + SD

* . comparison between wound sites — body versus limb — p < 0,003 — difference is
considered statistically significant following Bonferroni sequential correction

# : comparison between wound sites — body versus limb — p < 0,05 — difference is
considered as a trend toward a significance

a : comparison over time — either body (bd) or limb (Ib) with value at 24h or week1
considered as the reference value — p < 0,003 — difference is considered statistically
significant following Bonferroni sequential correction

b : comparison over time — either body (bd) or limb (Ib) with value at 24h or week1
considered as the reference value — p < 0,05 — difference is considered as a trend

toward a significance
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ABSTRACT

Cutaneous wound healing in horse limbs is often perturbed by the development of
exuberant granulation tissue while body wounds tend to repair uneventfully. While
the events leading to exuberant granulation tissue formation are not fully elucidated,
tissue hypoxia, which usually results from impaired oxygen delivery to tissue or
increase in tissue oxygen consumption, has been proposed as a major contributing
factor. The objective of this study was to map the kinetics of cutaneous temperature
and by extension to investigate skin blood flow in normal / abnormal healing of full-
thickness cutaneous wounds created on the horse limb and body, using infrared
thermography. Thermal data were collected from both anatomic sites at specific times
following wounding. Tissue perfusion values of limb wounds were significantly
inferior to those of body wounds throughout the healing process, indicating a relative
state of deficient skin blood flow at limb level. Altered tissue perfusion may promote
tissue hypoxia and jeopardize wound repair in the limb. While oxygen delivery to
wound tissues most likely is mainly blood-dependent, a small amount of oxygen may
be delivered via the superficial layer of the wound and may represent an appreciable
amount of oxygen in the wound setting. Bandages, which induced development of
exuberant granulation tissue in limb wounds in this model, may alter the gaseous
exchanges between the wound and its microenvironment to an extent sufficient to
worsen the existant deficient oxygen gradient and encourage the development of
fibroproliferative disorders such as exuberant granulation tissue.

KEYWORDS:

Wound healing, oxygen, perfusion, thermography, horse
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INTRODUCTION

Traumatic full thickness skin wounds occur commonly in horses and usually must
heal by second intention.' This type of repair may lead to abnormal healing, which is
often the result of exuberant granulation tissue (EGT) formation. A genetic
predisposition has been incriminated in the pathogenesis of EGT (horses vs. ponies) >
* which affects specific anatomic locations (limb vs. body), as has the use of certain
bandages. Most semi-occlusive and fully occlusive synthetic dressings, with the
exception of the fully occlusive silicone dressing” have been shown to encourage the
development of EGT and delay subsequent repair, especially at the limb level.®®

A complex process, skin healing is commonly divided into four highly integrated and
overlapping phases: hemostasis, inflammation, proliferation and tissue remodeling or
resolution.” Commonly, a wound that develops EGT is trapped in the proliferative
phase of repair, where fibroblasts persist and synthesize ECM rather than
differentiating into myofibroblasts or being eliminated. Angiogenesis evolves rapidly
within the ECM, enabling EGT to grow exponentially. Interestingly, a relative state
of wound hypoxia due to a reduction in oxygen delivery below tissue demand has
recently been reported in horse limb wounds predisposed to EGT.'® This implies that
although new blood vessels infiltrate and proliferate within the granulation tissue, low
oxygen gradients may predominate, stimulate angiogenesis and promote the
development of fibroproliferative disorders.

Oxygen, an essential nutrient to cell functions, appears critical to all wound-healing
phases.'" Because oxygen reaches skin wounds mainly via the bloodstream, healing
appears exquisitely sensitive to wound tissue perfusion, or skin blood flow, and blood
oxygen saturation level.'” Blood oxygen saturation at skin level is usually uniform
throughout the body whereas skin microvascular anatomy varies according to
location.”” In mammals, most of the skin surface has a nutritive (NUTR) perfusion
subserved by small capillaries. However certain sites, such as the face and tips of the

17 or the paws in rodents'™'’, have a higher density of

fingers and toes in humans
larger diameter arterioles and venules with low resistance and high flow. In these

arteriovenous (AV) areas, the blood flow response to stimuli differs compared to that
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at NUTR sites.'*?° Therefore, mammalian skin blood flow is location-specific due to
differences in the microvascular anatomy.'

Skin wounding impairs tissue perfusion due to vascular disruption or sympathetically
induced peripheral vasoconstriction.'> As healing proceeds, granulation tissue fills the
wound bed and angiogenesis develops. Interestingly, all wound vessels do not appear
equally functional, spatially and temporally, during the repair process in humans.*' In
horses, few studies have quantified the degree of angiogenesis or examined the
functionality of new blood vessels with regards to blood flow or tissue perfusion
during healing. Lepault et al. reported that angiogenesis was more pronounced in
limb compared to body wounds in horses as skin wounds healed.® However, the
granulation tissue filling the limb wound beds contained a significantly greater
number of occluded microvessels than that filling the body wound beds®, suggesting
that the importance of vessel functionality may surpass vessel quantity in achieving
efficient healing. Consequently, it appears crucial to measure tissue perfusion rather
than simply quantifying the number or volume of blood vessels contained in the
granulation or scar tissues, in an effort to estimate blood and oxygen supply to the
healing wound in horses.’

There exist optical methods of determining tissue perfusion, which are easily
applicable, rapid, reliable, non-invasive and cost effective. The skin temperature of a
bodily area is a product of cell metabolism and local blood flow such that a raise in
temperature is usually the result of an increase of these factors, although blood flow
plays the major role.”> Consequently, quantification of skin temperature can be
correlated to qualitative evaluations of skin blood flow.”?* In this manner, surface
temperature measurements by thermal infrared imaging, also called infrared
thermography (IT) can be used to indirectly assess changes or impairments in
peripheral tissue perfusion.®?” IT is a well-established non-contact imaging method

28,29

creating reproducible heat maps of the investigated area™ " well correlated with other

. . . 2 . .
means of tissue perfusion evaluation, such as laser Doppler.”® Its use in equine
. L S . 22,30-35
diagnostic imaging is now widely accepted.

The aim of this study was to map the kinetics of cutaneous temperature and by
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extension skin blood flow during wound healing in different anatomic locations in
horses using a model of cutaneous fibroproliferative disorder and to determine
whether abnormal tissue perfusion exists in the limb wounds of horses predisposed to
develop EGT. The specific hypothesis, that limbs wounds developing EGT have
impaired tissue perfusion, was verified by comparing tissue perfusion over time in

experimentally created body and limb wounds using IT.
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MATERIALS AND METHODS

EXPERIMENTAL APPROACH

Six healthy, 3- to 4-year-old Standardbred mares were used for the experiment, which
was conducted in accordance with the Université de Montréal’s rules for the care and
use of laboratory animals as sanctioned by the Canadian Council on Animal Care.
Prior to entry into the study, horses were treated with a broad-spectrum anthelminthic
and vaccinated against tetanus. Horses were kept free in individual box stalls in a
covered, environmentally controlled building for the duration of the study and
allowed ad libitum access to grass hay and water. The animals were examined daily
for signs of discomfort, lameness and systemic illness. Wounds were monitored until

complete healing.

SURGICAL PROCEDURE

Skin wounding was carried out as previously described.'” Briefly, horses were
restrained in stocks and sedated with detomidine hydrochloride (0.01 mg/kg; iv) and
butorphanol tartrate (0.04 mg/kg; iv). The hair was clipped from the dorso-lateral
surface of both third metacarpi and one randomly chosen hemi-thorax in each horse.
Local anesthesia was performed using 2% lidocaine hydrochloride; a high palmar
nerve block desensitized the metacarpus while an inverted L-block was used to
desensitize the assigned hemi-thorax. The surgical sites were aseptically prepared and
three square (6.25 sz) areas were traced on the dorso-lateral surface of each
metacarpus beginning just above the metacarpophalangeal joint, and on the lateral
thoracic wall, 2-cm apart in a staggered vertical column, using a sterile template.
Full-thickness wounds were then created with a scalpel within the confines of the
tracings. All limb wounds, which tend to bleed profusely immediately after surgery,
were bandaged postoperatively for a 24 hour period to control hemorrhage. One
randomly chosen distal forelimb was then left to heal by second intention without
bandage, while the contralateral limb was bandaged postoperatively to induce the
formation of EGT and lead to excessive scarring.”® Semi-occlusive bandages were

used and changed every other day until complete healing (primary contact layer:
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™ ™
)

Telfa™; secondary layer: Webril™; third layer: Conform™ then Flex-Wrap
(Covidien, Saint-Laurent, Quebec, Canada). Body wounds (on the thorax) were not
bandaged at any time during the study and were also left to heal by second intention.

Postoperative pain was managed with butorphanol tartrate (0,08 mg/kg IV) as
required. Neither anti-inflammatory nor antimicrobial drugs were administered at any

time during the study.

NEAR INFRARED THERMOGRAPHY

- PREPARATION FOR MEASUREMENTS -

Horses were taken individually from their original indoor controlled environment of
known temperature and humidity and restrained in stocks in a thermal imaging room
located in the same environmentally controlled building. Ambient temperature and
humidity were recorded. Fifteen minutes before acquisition of thermal images,
bandages were removed and horses were groomed to remove debris from the wounds
if present. No sedation was administered at any time during data collection. Horses
were quiet, calm and weight bearing on all 4 limbs during imaging.

- EQUIPMENT -

Thermal images were acquired using a ThermaCAM SC2000 (FLIR Systems, Inc.,
North Billerica, Massachusetts, US), a hand-held infrared imaging radiometer placed
at a distance of 1 m perpendicular to the lateral surfaces of the hemi-thorax and distal
forelimbs, set for the highest sensitivity value of 0.1°C and adjusted for background
temperature and humidity. An emissivity value of 0.98 was chosen based on available
values reported for human skin and used in recently published equine studies.*

A time series of six digital thermal images was collected from each surgical site
(body, forelimbs) prior to the surgical procedure (baseline), and at 24, 48, 96 hours, 1,
2, 3 and 4 weeks after wounding. The data stored within the ThermaCAM SC2000
were copied to a microcomputer running on Microsoft” Windows® XP and analyzed.
- DATA ANALYSIS -

Using the FLIR Systems’ ThermaCAM Researcher Professional 28 SR-3 software

program (FLIR Systems, Inc., Wilsonville, Oregon, US), delineated areas were
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superimposed on saved thermal images at specific wound sites as detailed on Image
1. Mean temperature for each area was calculated by the software, which used
ambient temperature and humidity to make appropriate adjustment of thermal
measurements to ensure accuracy. Data were then exported to a Microsoft® Excel®
data handling program to compare changes in mean surface temperature at specific
wound sites as affected by time of healing, anatomic location and wound

management. Statistical analysis was performed within this package.

IMMUNOFLUORESCENCE

- TISSUE COLLECTION -

Excised skin during the surgical procedure was kept as a time 0 sample (intact skin).
A full-thickness wound margin sample was retrieved with an 8 mm diameter biopsy
punch at 1 and 4 weeks postoperatively following thermal images acquisition. The
sample included a 3- to 4- mm strip of peripheral intact skin, the migrating
neoepithelium, and a 3- to 4- mm strip of granulation tissue. The sample was
preserved in Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura Finetek, Inc., Torance, California,
USA) and stored at -80°C for later fluorescence labelling.

- FLUORESCENCE LABELLING -

As described elsewhere,*® cryosections (5 pm) of intact skin and of wound margin
samples were fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min at room temperature, and
stored in a 1% paraformaldehyde solution at 4°C until use. Cryosections were rinsed
in phosphate-buffered saline (PBS), then in 6% H>O, to quench endoperoxidases.
Tissues were then blocked with 1% blocking solution in PBS. Thereafter they were
incubated with the primary antibody solution diluted in blocking solution at 4°C
overnight (Protein S100A4 — Sigma-HPAO007973, dilution 1:500) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). The S100A4 protein / fibroblast-specific protein-1 (FSP1) is
a member of the S100 family of calcium binding proteins. S100 proteins are localized
in the cytoplasm and/or nucleus of a wide range of cells and involved in the
regulation of a number of cellular processes such as cell cycle progression and

differentiation. FSP1/S100A4 is highly expressed in fibroblasts (nwano2001; Sorurz1995), in
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epithelial cells undergoing epithelial-mesenchymal transition (EMT), in endothelial
cells undergoing endothelial-mesenchymal transition (EndMT) (zeisberg2009; Zeisberg2008;
mano2002) and in epithelial cancer cells that complete a transition to a metastatic
phenotype xue2003). Coexpression of CD31, a specific marker of endothelial cells, and
FSP1/S100A4 was reported in a model of tissue fibrosis (zeisberg2008).

Subsequently, sections were washed with PBS and incubated with Alexa Fluor 594-
conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (dilution 1:250) (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA) for 2 hours at room temperature. Finally, the nuclei were
counterstained with Vectashield containing DAPI (Vector Laboratories, Burlingame,

California, USA).

STATISTICAL ANALYSIS

Mean changes in surface temperatures at specific wound sites over time were
compared by use of repeated measures ANOVA with anatomical location (body vs
limb) and wound management (open vs bandage) as within-subject factors. A priori
contrasts, submitted to Bonferroni sequential correction, were then used to compare
pre-selected individual means. Significance was set a priori at p < 0.05. All data were

expressed as mean + SEM.
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RESULTS

CLINICAL OBSERVATIONS:

No signs of lameness or discomfort were observed after surgery. EGT developed in
all bandaged limb wounds approximately 7 to 10 days postoperatively and impaired
the wound healing, as previously reported.’ Other wounds, located either on the body
or the limb and left to heal by second intention without bandaging, healed
uneventfully and did not develop EGT at any time during the study. Formation of
healthy granulation tissue and epithelialization were observed sooner, however, in
open body wounds. Consequently, a delay in healing was observed in all limb
wounds, either bandaged or not, as previously reported™®® even though only those

managed with bandages developed EGT.

SURGICAL WOUND TEMPERATURE (SWt)
Figures 1 & 2, sections A, B, C

Open body wounds: There was a progressive and significant increase in SWt over

time from preoperative time to week 1 post-wounding (p < 0.0001). A 10.9 %
increase in SWt was initially observed from preoperative time to 48 hours, followed
by a 5.6 % increase in SWt from 48 hours to 1 week, leading to an overall 16.8 %
increase in SWt during the first week of healing in open body wounds (+ 5.4°C). A
progressive decrease in SWt was then observed from week 1 to week 4 post-
wounding (- 1.1°C) but was not statistically significant. The mean SWt at week 4
was, however, significantly higher than preoperatively (+ 4.3 °C) (p < 0.0001).

Open limb wounds: There was a progressive and significant increase in SWt over

time from preoperative time to week 1 post-wounding (p = 0.0001). Interestingly, a
5.6 % increase in SWt was initially observed from preoperative time to 24 hours,
followed by a 2.0 % decrease in SWt from 24 hours to 48 hours then a 6.3 % increase
from 48 hours to week 1, leading to an overall 10 % increase in SWt during the first
week of healing in open limb wounds (+ 2.6°C). Thereafter a progressive decrease in

SWt was observed from week 1 to week 4 post-wounding (- 0.8°C) but was not
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statistically significant. The mean SWt at week 4 was, however, significantly higher
than preoperatively (+ 2.4 °C) (p < 0.0001).

Bandaged limb wounds: A progressive and significant increase in mean SWt was

observed over time from preoperative time to week 1 post-wounding (p = 0.0001),
similar to what was observed in open limb wounds (+2.6°C). A progressive and
significant decrease in SWt was then observed from week 1 to week 4 post-wounding
(- 3.9°C) (p < 0.0001), leading to a mean SWt at week 4 not significantly different
than preoperatively (p = 0.09).

Open wound differential: There was a statistically significant difference in SWt

between open body and open limb wounds from 48 hours to week 4 post-wounding
(48 hours p = 0.003, 96 hours p = 0.008, week 1 p =0.002, week 2 p = 0.002, week 3
p =0.007, week 4 p = 0.007), with a significantly higher SWt in open body wounds at
these specific times.

Limb wound differential: The mean SWt in bandaged limb wounds was always

higher than the mean SWt in open limb wounds over time from 24 hours to week 1,
but the difference was not statistically significant. Thereafter, the mean SWt in open
limb wounds remained elevated while the mean SWt in bandaged limb wounds
significantly decreased, leading to a statistically significant difference in SWt
between open and bandaged limb wounds at weeks 3 and 4 (p = 0.01 and p < 0.0001,
respectively), with a significantly lower SWt in bandaged limb wounds at these

specific times (- 1.4°C and - 3.1°C, respectively).

TEMPERATURE at WOUND PERIPHERY WPt
Figures 3 & 4, sections A, B, C

Open body wounds: Temporal differences in open body wounds WPt were

characterized by a dramatic increase from preoperative time to 48 hours post-
wounding (17.2 %) followed by a gentle 2.1 % increase from 48 hours to week 1,
leading to an overall significant increase of 19.7 % in WPt during the first week of
healing (+ 6.3°C) (p < 0.0001). A progressive and significant decrease in WPt was
then observed from week 1 to week 4 post-wounding (- 2.5°C) (p < 0.0001).
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Interestingly, the mean WPt at week 4 remained significantly higher, however, than
preoperatively (p = 0.0001).

Open limb wounds: There was a significant increase in WPt from preoperative time

to week 1 post-wounding (p < 0.0001) with an overall 13.5 % increase during the first
week of healing in open limb wounds (+ 4.4°C). Thereafter a progressive and
significant decrease in WPt was observed from week 1 to week 4 post-wounding (-
2.3°C) (p = 0.0002). The mean WPt at week 4 was significantly higher than
preoperatively (+ 2.1 °C) (p = 0.001).

Bandaged limb wounds: Similar to what was observed in open limb wounds, a

progressive and significant increase in mean WPt was observed from preoperative
time to week 1 post-wounding (+ 4.3°C) (p < 0.0001), followed by a progressive and
significant decrease from week 1 to week 4 post wounding (- 2.7°C) (p < 0.0001).
Mean SWt at week 4 was significantly higher than preoperatively (+ 2.4 °C) (p =
0.01).

Open wound differential: There was a statistically significant difference in WPt

between open body and open limb wounds only at 48 hours and week 1 post-
wounding (p = 0.002 and p = 0.005, respectively), with a significantly higher WPt in
open body wounds at these specific times.

Limb wound differential: No statistically significant difference in the WPt values was

observed between open and bandaged limb wounds throughout healing.

TOTAL SURGICAL SITE TEMPERATURE TSSt
Figure 5, sections A, B, C

Open body wounds: There was a progressive and significant 16.3 % increase in TSSt

from preoperative time to week 1 post-wounding (p < 0.0001) (+ 5.2°C) followed by
a progressive and significant 6.5 % decrease until week 4 (p = 0,0002) (- 2.3°C). The
mean TSSt at week 4 was significantly higher than preoperatively, however (+ 3.4
°C) (p <0.0001).

Open limb wounds: There was a progressive and significant 12.6 % increase in TSSt

from preoperative time to week 1 post-wounding (p < 0.0001) (+ 4.1°C) followed by
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a progressive and significant 6.3 % decrease until week 4 (p = 0,0003) (- 2.3°C). The
mean TSSt at week 4 was significantly higher, however, than preoperatively (+ 1.8
°C) (p = 0.006).

Bandaged limb wounds: There was a progressive and significant 12.8 % increase in

TSSt from preoperative time to week 1 post-wounding (p < 0.0001) (+ 4.2°C)
followed by a progressive and significant 6.2 % decrease until week 4 (p = 0,0003) (-
2.3°C). The mean TSSt at week 4 was significantly higher, however, than
preoperatively (+ 1.9 °C) (p = 0.002).

Open wound differential: No statistically significant difference in the TSSt values

was observed between open body and open limb wounds at any time point throughout
healing. Interestingly, the mean TSSt in open body wounds was statistically higher
than the mean TSSt in open limb wounds across all times (p = 0.006).

Limb wound differential: No statistically significant difference in the TSSt values

was observed between open and bandaged limb wounds at any time point throughout
healing. Interestingly, the mean TSSt in bandaged limb wounds was statistically

higher than the mean TSSt in open limb wounds across all times (p = 0.04).

EVOLUTION OF WOUND TISSUE VASCULARITY

Figures 6, 7, 8

The commercially available S100A4 antibody (Sigma-HPAO007973; Sigma-Aldrich)
stained preferentially the nucleus and cytoplasm of cells organized in oblong
structures located in the dermal compartment of equine skin or wound tissues. These
structures were identical in size, shape and location to blood vessels previously
identified using immunohistochemical localization of CD31/PECAM-I Miragiiotta200s).
It was therefore concluded that the S100A4 antibody stained preferentially the
nucleus and cytoplasm of endothelial cells. Consequently the immunofluorescence
pattern was used to evaluate the evolution of angiogenesis throughout healing.

No difference was observed in immunofluorescence staining between the normal
body and limb skin sections. At week 1, the presence of small blood vessels within

the granulation tissue filling the wound bed was observed. There was no difference in
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vessel size or shape between wounds. In 4 weeks old wounds, there were large and
strongly S100A4-positive oblong vessels with obvious lumen in thoracic and open
limb wounds while the vessels in bandaged limb wounds were smaller, with weaker

S100A4 staining and no evidence of patent lumen.
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DISCUSSION
This study mapped skin temperature, and by extension appraised skin blood

22,2325
flow=="

throughout repair of wounds healing by second intention in different
anatomic locations in the horse, in an effort to investigate the possibility of impaired
tissue perfusion in limb wounds developing EGT.

Both the temporal pattern and the magnitude of skin blood flow differed according to
wound location (body vs limb). Immediately following injury, body wounds showed
the expected progressive increase in blood flow (Fig 1), both within the surgical site
and at the wound periphery, consistent with the vasodilatory response that
accompanies the establishment of the inflammatory phase of healing. Interestingly,
the increase in temperature during the first 48 hours of healing was almost twice
higher at the wound periphery (Fig 3) than in the surgical wound itself (Fig 1).
Wounding immediately impairs perfusion at the surgical site due to vascular
disruption, while the wound periphery conserves the normal cutaneous microvascular
architecture. These functional distinctions may explain the initial differences in
temperature observed between the wound site and its periphery. Angiogenesis,
initiated by vasodilation®’, then proceeds which no doubt explains the progressive
temperature equalization observed at the wound site and periphery as healing ensued.
Conversely limb wounds, either bandaged or not, demonstrated a transient decrease
in skin temperature 48 hours following wounding, both at the wound site (Fig 2) and
its periphery (Fig 4), which was followed by a progressive increase. Microvascular
architecture is not uniform throughout the mammalian body. While the blood flow
response to wounding is predominantly due to vasodilation at NUTR sites,
vasconstrictive responses predominate at AV sites, especially at the beginning of the
healing process.">'® All skin injuries affecting the distal limbs of horses tend to bleed
profusely immediately following wounding, suggesting an increased number of large
diameter arterioles and venules with low resistance and high flow. Consequently,
bandaging limb wounds postoperatively for a 24-hour period to control hemorrhage
was required in this study, while it was not a prerequisite at body level. While data

about anatomic differences in horse skin perfusion are lacking, we postulate that limb
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and body skin microvascular architecture may differ, with body skin having a NUTR
perfusion profile and limb skin an AV perfusion one. While this statement remains to
be confirmed using either functional computed tomography, magnetic resonance
imaging®® or photoacoustic microscopy’’, it might explain the difference in
temperature observed among wound sites as healing commences.

Intriguingly, the delayed increase in temperature following wounding, observed in
limb wounds either bandaged or not, was less pronounced in limb (SWt + 10%, WPt
+13.5%) (Fig 2 & 4) than in body wounds (SWt + 16.8%, WPt + 19.7%) (Fig 1 & 3)
as healing progressed while angiogenesis conversely appeared more pronounced in
limb than in body wounds, as estimated by immunofluorescent marking of
endothelial cells. We previously reported a difference in microscopic appearance of
granulation tissue at body and limb wound levels, with more pronounced
angiogenesis accompanied by greater occlusion of microvessels populating the
granulation tissue of limb wounds® consequent to endothelial cell hypertrophy.*® We
report here that a lower temperature characterizes horse limb wounds which may
explain, in part, the difference in tissue oxygen saturation between limb and body
wounds in horses'® but also that tissue perfusion deteriorates in wounds developing
EGT. Taken together, these results suggest that blood vessels populating similar
wounds located in different anatomic locations may not be equally efficient during
the repair process and that vessel functionality may prevail over vessel number to
ensure blood perfusion and oxygen delivery in horses, as reported in humans.?' These
results also imply that limb wounds suffer from a deficient oxygen gradient as a
consequence of reduced perfusion during healing. As EGT develops, blood perfusion
worsens probably due to increased microvascular occlusion, which exacerbates the
pre-existing oxygen gradient deficiency within the wound thus intensifying tissue
hypoxia.

Tissue hypoxia is known to impair all wound-healing phases. Indeed, while tissue

41,42

hypoxia stimulates angiogenesis*"*, it also favors fibroblast proliferation® and

44-46

synthesis of ECM components™ , impairs fibroblast-to-myofibroblast differentiation

and myofibroblast function®” and prevents fibroblasts from undergoing apoptosis*®,
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all features of EGT. Furthermore, tissue hypoxia is known to enhance expression of
transforming growth factor-B*’ and its receptors*®, a fibrogenic cytokine that persists
in horse limb wounds™, particularly those displaying excessive fibroplasia.®
Temperature peaked at week 1, both in the wound site and its periphery, then slightly
decreased from week 1 to week 3 in body and limb wounds managed without
bandage and healing uneventfully. It is intriguing to note that the temperature at the
surgical wound site, but not at the wound periphery, increased again at week 4.
Vessel functionality in several wound regions may be significantly impaired until
much later in the repair process', which may explain this late increase in blood flow.
Partial vascular perfusion may therefore be sufficient for acute wound healing since
the normal human cutaneous circulation greatly exceeds the need for tissue
nutrition’', a phenomenon that likely characterizes the cutaneous circulation of most
mammals.

Interestingly, only wounds managed with synthetic semi-occlusive bandages
developed EGT 7 to 10 days postoperatively as previously reported.*® Other wounds,
at either body or limb level, managed without bandaging healed uneventfully with no
EGT at any time during the study. This suggests that synthetic semi-occlusive
bandages interfere with the healing process by favoring the development of EGT.
Dressings are intended to enhance and support the healing process by decreasing
contamination, edema and exudate, and by protecting the wound against movement
and further trauma. Moisture but also temperature at the wound site, pH and gaseous
exchanges are however altered by dressings™>, which may perturb normal healing.
Although no significant difference in mean TTSt was observed at specific timepoints
between open and bandaged limb wounds (Fig 5), a significantly superior mean TTSt
in bandaged limb wounds was observed overtime. Normally, increased temperature
induced by bandaging should encourage vasodilation by local neural mechanisms as
well as local generation of nitric oxide (Kellogg2006), and thus an increase in tissue
perfusion. Intriguingly, we observed a dramatic decrease in temperature in limb
wounds that developed EGT following bandaging. Consequently, a mechanism other

than alteration of microenvironmental temperature must be involved in impairment of
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skin wound healing associated with bandaging in horses. Alteration of gaseous
exchanges, oxygen especially, in superficial wound tissues, may be the culprit. It is
believed that oxygen reaches skin wounds mainly via the bloodstream. However,
many studies report that topical oxygenation is useful in cases where hypoxia of the
superficial wound tissue is a key limitation to healing.”>’ Thus, while oxygen
delivery to wound tissues most likely is mainly blood-dependent, a small amount of
oxygen may be delivered via the superficial layer of the wound and may represent an
appreciable amount of oxygen in the wound setting. Interestingly, topical oxygen
therapy is associated with superior expression of vascular endothelial growth factor, a
signal protein that stimulates angiogenesis, in the tissues at the wound edge.” By
limiting the gaseous exchanges between the wound and its environment, the synthetic
semi-occlusive bandages may convert the relative state of tissue hypoxia preexisting
in horse limb wounds'® into a true state of tissue hypoxia with all related
consequences.

To our knowledge, this study is the first to map the kinetics of cutaneous wound
tissue temperature throughout the normal but also abnormal processes of equine
wound healing. The study design did not include remote, control sites to evaluate the
potential of widespread systemic vasoregulatory phenomena following wounding.
However, the observed changes appeared to be local rather than systemic since
specific changes were detected in wounds from different anatomic locations and/or
managed in dissimilar fashions. As skin temperature mainly reflects tissue
perfusion”>**°, fluctuations of cell numbers and metabolism throughout repair were
not taken into account. Since cell influx and activity are greater in horse limb

wounds, especially when EGT develops®**’

, were they considered significant
contributors to temperature variations, the differences in tissue perfusion among
wound sites observed during the healing process in horses would be even greater than
those reported here. Skin thickness and subcutaneous fat may also influence
temperature readings. Significant differences in skin thickness, but not in fat content,
exist between the cranial costal region (+ 255 um) and the lateral side of the

metacarpal region (+ 168 pum) in horses.”” As all wounds showed similar baseline
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values, differences in skin thickness were not considered to exert a significant effect
on thermal imaging in the current model.

In conclusion, this study offers evidence of significant differences in the kinetics of
blood flow during the repair of body and limb wounds in horses. It confirms that
lower tissue perfusion afflicts limb wounds throughout the repair process, particularly
those characterized by excessive fibroplasia. Furthermore, data generated by this
investigation impart novel information regarding the mechanisms whereby EGT
develops within limb wounds as well as those whereby bandages may affect the skin
wound healing process.

Further studies should verify the presence of greater hypoxia within limb wounds
developing EGT. The dosage of Hypoxia-Inducible Factor-o would be of great
interest to estimate tissue hypoxia levels as healing proceeds normally or not.
Likewise, an attempt should be made to elucidate the cause of such differences.
Studies of the exact anatomy of equine skin microvasculature appear mandatory.
Such information might then provide a basis for the development of appropriate,
targeted therapies including therapeutic bandages to prevent and treat excessive

fibroplasia in equine wounds.
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FIGURE & PHOTO LEGENDS
IMAGE 1: Thermal image at wound site (body) with delineated superimposed

regions of interest.
SWt = mean temperature / Surgical Wound
WPt = mean temperature / Wound Periphery

TTSt = mean temperature / Total Surgical Site

FIGURES 1to 5

Evolution of mean temperatures throughout healing at surgical wound (1 & 2), at
wound periphery (3 & 4) and for the total surgical site (5), extracted from thermal
imaging data.

Section A represents the preoperative time (or day 0).

Section B represents the early period of the healing process (from injury to day 4),
which encompasses the hemostatic and inflammatory phases of healing.

Section C represents the late period of the healing process (from week 1 to week 4),
which regroups the proliferative and remodeling phases of healing.

Values are mean + SEM

* . comparison between wound sites — open body versus open limb (1, 3 & 5) / open
limb versus bandaged limb ( 2,4 & 5) — p <0.05

# : comparison over time — either open body (ob) or open limb (ol) or bandaged limb
(bl) with value at PreOP considered as the reference value for 24h to 1wk and value

at 1wk considered as the reference value for 2wk to 4wk — p <0.05

FIGURES 6 to 8

Immunofluorescence staining of cells in tissue sections (PreOp or day 0 — normal
skin / weeks 1 and 4 post-wounding — granulation tissue) for protein S100A4 (red —
rhodamine) and nuclei (blue) was used to evaluate qualitatively the evolution of

angiogenesis.
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IMAGE 1
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A - DISCUSSION SUR LES ETUDES REALISEES

A /1 - Discussion autour des résultats obtenus

La cicatrisation cutanée pathologique chez le cheval se rencontre principalement au
niveau appendiculaire. Elle se caractérise par une perturbation des phases
inflammatoire, proliférative et de remodelage de la guérison tissulaire, tel que décrit,
et se manifeste par un retard de cicatrisation et le développement d’un TGE
(Theoret2008 ; Wilmink2008). Lepault a rapporté I’existence d’une plus grande occlusion des
microvaisseaux dans le tissu de granulation des plaies appendiculaires chez le cheval
(Lepauli2005), suggérant un possible manque d’O,. Le manque d’O, perturbe le bon
déroulement de la guérison tissulaire en altérant les phases inflammatoire,
proliférative et de remodelage de celle-Ci (Guo2010; Modaressi2010; Schremi2010; Sen2009 ;
Bosco2008 ; Rodriguez2008 ; Hopf2007 ; Bosco2006 ; Hopf2005 ; Tandara2004), & 1’image de ce qui est

observé au niveau appendiculaire chez le cheval.

Partant de ces constats, (1) nous avons posé les hypothéses que la disponibilité locale
en O, et la perfusion tissulaire différaient selon la localisation anatomique de la plaie
et dans le temps pendant la cicatrisation cutanée chez le cheval, et (2) nous nous
sommes fixés les objectifs de mesurer, par des méthodes physiques d’évaluation, non
invasives, la disponibilité tissulaire locale en oxygeéne (par NIRS) et la perfusion
tissulaire (par ThIR) de plaies cutanées, chirurgicalement créées dans des sites
anatomiques distincts (corps versus membre), lors de leur cicatrisation par seconde

intention, dans un contexte normal et pathologique.

Nous rapportons :

(1) une meilleure perfusion tissulaire (ThIR) associée a une plus grande disponibilité
de 1’0, dans les plaies thoraciques (NIRS), en début de guérison tout
particulierement. L’cedéme plus important qui se développe au niveau appendiculaire
(observation clinique ObsCli (nnexe 1v: Evolution clinique des plaies émdiées)), probable
conséquence de l’accumulation sanguine qui y est constatée (NIRS), perturbe
certainement la perfusion tissulaire des plaies appendiculaires (ThIR) et participe

vraisemblablement & 1’hypoxie tissulaire relative (NIRS) que I’on y observe. Cette
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hypoxie pourrait perturber la phase inflammatoire de la guérison au niveau
appendiculaire, tel que décrit (Wiminki999a; wilmink1999p) et é&tre a Dorigine de
perturbations directes ou indirectes des phases prolifératives et de remodelage
(Theoret2008 ; Wilmink2008).

(2) une perfusion tissulaire des plaies appendiculaires inférieure a celle des plaies
thoraciques, qui se détériore de fagon significative lorsqu’un TGE se développe
(ThIR). Une angiogenése plus importante, accompagnée d’une plus grande occlusion
microvasculaire, ont ¢été rapportées au niveau appendiculaire (Lepaul2005). La
fonctionnalité des vaisseaux présents au sein des tissus de granulation chez le cheval
tend donc a prévaloir sur leur nombre pour assurer la perfusion tissulaire et 1’apport
d’O,. Une détérioration de la perfusion tissulaire accompagne le développement du
TGE (ThIR). Cette détérioration, vraisemblablement consécutive a une plus grande
occlusion microvasculaire, pourrait exacerber la déficience en O, constatée au niveau
appendiculaire, intensifier 1’hypoxie présente, et perturber davantage la cicatrisation
cutanée a ce niveau.

(3) une diminution progressive de la disponibilité de 1’0, dans les plaies (NIRS), plus
marquée au niveau appendiculaire, au fur et a mesure que la guérison progresse,
malgré une perfusion tissulaire restant plus élevée que la normale (ThIR). Une
activité cellulaire intense caractérise la phase tardive de la guérison, a I’origine
probable d’une grande consommation d’O,. La cicatrisation cutanée étant retardée et
la phase inflammatoire prolongée au niveau appendiculaire (ObsCli) wiimink1999a ;
wilmink1999b), 11 apparait plausible qu’il y ait plus de cellules métaboliquement actives
au niveau appendiculaire que thoracique dans la phase tardive de la guérison, si un
TGE se développe tout particulierement, a I’origine d’une plus grande consommation
d’O; au niveau appendiculaire et d’une hypoxie relative.

(4) une accentuation du caractére pathologique de la cicatrisation cutanée
appendiculaire par 1’utilisation de bandages synthétiques semi-occlusifs. Nous
constatons que I’utilisation de bandages au niveau appendiculaire s’accompagne du
développement systématique de TGE au sein des plaies (ObsCli). Les bandages
altérent ’humidité, la température, le pH et les échanges gazeux des plaies avec leur

environnement (knouenbeli2003). Ces altérations pourraient expliquer les perturbations
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cicatricielles observées lors de leur utilisation. L’administration topique d’O,, bien
b r . . . r r r 4 r r r .
que d’un effet thérapeutique limité, a été rapportée comme étant bénéfique aux plaies
souffrant d’hypoxie superficielle (Gordillo2008; Davis2007 ; Fries2005 ; Said2005 ; Kalliainen2003).
L’utilisation de bandages pourrait, a 1’inverse, aggraver I’hypoxie relative constatée
au niveau appendiculaire chez le cheval, et ainsi perturber davantage la cicatrisation

cutanée a ce niveau.

Lorsque combinées, nos études permettent de conclure qu’il existe :

(1) des différences a la fois temporelles et spatiales de disponibilité locale en O,
(NIRS) (celesie20110) et de perfusion tissulaire (ThIR) (celeste20115), donc
d’oxygénation tissulaire, au niveau de la peau du cheval, pendant la cicatrisation
cutanée de plaies créées chirurgicalement ;

(2) une hypoxie tissulaire relative, chronique, au niveau des plaies cutanées
appendiculaires ;

(3) un retard de cicatrisation au niveau des plaies cutanées appendiculaires,
compliqué du développement d’un TGE lorsque des bandages synthétiques semi-

occlusifs sont utilisés dans la gestion de ces dites plaies.

A /2 — Limites des études réalisées

Les plaies étudiées, de petite taille, de pleine épaisseur et chirurgicalement créées,
apparaissent peu représentatives des plaies que nous rencontrons couramment en
pratique équine, qui sont, en régle générale (1) d’épaisseur cutanée variable ; (2) de
profondeur tissulaire variable ; (3) de taille variable (il est rare de rencontrer d’aussi
petites plaies cutanées chez le cheval, un animal coutumier des réactions de panique,
et, habitué¢ a fuir; (4) mixtes (il n’est pas rare qu’au sein d’'une méme plaie se
rencontrent des sections cutanées franches, des déchirures cutanées anarchiques, des
écrasements tissulaires) ; (5) fortement contaminées si ce n’est infectées au moment
de leur examen ; (6) déja médicamentées (les propriétaires des chevaux blessés auront
souvent utilisé¢ un grand nombre d’onguents, de poudres, de bandages avant de faire

appel a un vétérinaire équin).
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Le mode¢le utilisé permet cependant de reproduire ce qui est couramment observé en
pratique équine, a savoir une guérison cutanée rapide des plaies corporelles, une
guérison cutanée retardée des plaies appendiculaires, souvent compliquée par le
développement d’un TGE. A ce titre, le modéle utilisé apparait tout a fait adapté a
I’é¢tude de la cicatrisation cutanée normale et pathologique chez le cheval, tel que
rapporté (Dubuc2006 ; Lepault2005 ; DeMartin2004 ; Theoret2002a ; Theoret2002b ; Theoret2001 ; Wilminkl1999a ;

Wilmink1999b).

Des données de référence (T0O) manquent dans nos résultats de NIRS, conséquence de
I’abondante pigmentation cutanée des chevaux utilisés. Les pigments corporels, la
mélanine et I’Hb en particulier, altérent de fagon significative 1’absorption et la
dispersion des ondes lumineuses utilisées en NIRS mard2006. Cette méthode
d’évaluation de la disponibilité locale en oxygene s’avére donc non utilisable sur la
peau intacte pigmentée du cheval ou lors de saignements (Kohienberg2005), tels ceux
observés suite a la création des plaies cutanées. Des chevaux blancs, ou possédant des
taches blanches, auraient pu étre utilisés. Les régions dépigmentées du cheval sont
cependant plus susceptibles aux maladies cutanées, telles les vasculites nie2009), qui
perturbent le processus de cicatrisation cutanée; la validité de nos résultats aurait pu
étre affectée. Notre objectif, en utilisant la NIRS, étant d’établir une éventuelle
différence de disponibilité locale en O, entre des sites anatomiques distincts pendant
la cicatrisation, et non de déterminer des valeurs de référence pour le cheval, ne pas

disposer de données de référence ne représentait pas un handicap en soi.

Des données de référence établies tout au long de nos études dans des sites
anatomiques distants non manipulés manquent aussi, qui auraient permis d’évaluer
les fluctuations de perfusion microvasculaire et de disponibilité locale en oxygeéne
cutanées au cours du temps. Les changements observés apparaissent cependant plus
locaux que systémiques, puisque des changements spécifiques ont été observés au
sein des différentes plaies cutanées étudices, tant en cicatrisation normale que
pathologique. L’obtention de telles données, bien que d’intérét, ne semblait donc pas

requise a la bonne interprétation des résultats obtenus.
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Les valeurs de disponibilité locale obtenues par NIRS différent de celles obtenues par
d’autres méthodes d’évaluation de la disponibilit¢ locale en O,. Ces méthodes
s’intéressent, en regle générale, a la disponibilité veineuse ou artérielle en O,. La
NIRS donne un estimé de la disponibilité globale en O, au sein du tissu étudié, a
travers artérioles, capillaires et veinules (72009, ce qui explique probablement les
différences observées. Les algorithmes utilisés, qui plus est, n’ont pas été établis pour
le cheval mais pour d’autres mammiferes, tel ’Homme, le lapin ou le porc, ce qui

pourrait aussi étre a I’origine des différences observées.

La température cutanée refléte principalement la perfusion microvasculaire cutanée
(Schlager2010 ; Pascoe2006 ; Head20010). Le métabolisme cellulaire, ainsi que la fluctuation du
nombre de cellules métaboliquement actives, qui n’ont pas été pris en compte dans
nos interprétations des thermogrammes obtenus pourraient aussi influer. L’activité
cellulaire apparait plus importante dans les plaies appendiculaires, en particulier dans
celles développant des TGE (wiimink2008 ; Theoret2008 ; Wilmink2005 ; Wilmink1999a,). Si une telle
activité avait €té prise en compte et considérée comme significative dans la genese
des variations de température cutanée observées, les différences de perfusion
microvasculaire rapportées entre les différentes plaies étudiées auraient été encore

plus significatives que celles que nous rapportons.

L’¢épaisseur cutanée, ainsi que la couche graisseuse sous-cutanée, peuvent influencer
I’obtention des thermogrammes. Tel qu’il a été décrit, il existe des différences
significatives d’épaisseur cutanée entre la paroi costale (+ 255 pum) et I’aspect latéral
distal des membres thoraciques (+ 168 pum) chez le cheval, mais aucune différence
d’épaisseur de la couche graisseuse n’a été rapportée wakurir99s). Les données
thermographiques de référence (T0) de toutes les plaies étudiées étant similaires, les
variations d’épaisseur cutanée entre les sites anatomiques étudiés ne semblent pas

avoir affecté I’obtention de thermogrammes interprétables.

Le choix des anticorps pour réaliser des analyses de biologie moléculaire chez le
cheval est un probléme majeur. Trés peu d’anticorps mono / polyclonaux spécifiques

au cheval sont commercialement disponibles. Le choix de 1’anticorps polyclonal lapin
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HPAO007973 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) visant la protéine humaine
S100A4 pour réaliser des études d’immunofluorescence a ét€¢ un choix de dernier
recours. Plusieurs anticorps spécifiques des cellules endothéliales ont été au préalable
essayés sans succes (anticorps polyclonal caprin, lapin PECAM1/CD31, Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, USA); anticorps monoclonal murin
PECAMI1/CD31 (Dako Canada, Inc. Burlington, ON, CAN). Des tests non fructueux
ont aussi €té réalisés avec les lectines de Lycopersicon esculentum (tomate).
L’anticorps polyclonal lapin PECAM1/CD31 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) avait
¢été utilisé avec succes en immunohistochimie et en transfert Western pour suivre
I’angiogenese de plaies appendiculaires et thoraciques similaires chez le cheval
(Miragliotta20082), pendant leur guérison, dans notre laboratoire. Aucun signal n’a pu étre
obtenu avec I’utilisation de cet anticorps en immunofluorescence cependant. La
coexpression de S100A4 et de CD31 dans les cellules endothéliales étant rapportée
(Zeisberg2008), la distribution de S100A4 en immunofluorescence étant en tout point
similaire a celle de CD31 en immunohistochimie (Miragliotta2008a), les structures
identifiées par S100A4 étant des structures tubulaires oblongues avec lumicre (image
caractéristique des vaisseaux sanguins dans un tissu de granulation), il a été¢ décidé
d’utiliser ’anticorps polyclonal lapin HPA007973 pour suivre de facon qualitative
I’angiogenese des plaies appendiculaires et thoraciques dans notre étude sur la

perfusion tissulaire.

Ainsi, méme si le modele d’étude et les méthodes d’évaluation de la perfusion
microvasculaire et de la disponibilité¢ locale en oxygene présentent des limites, ces
limites ne semblent pas avoir influ¢ de fagon significative sur les résultats obtenus, ni

remettre en question la validité de ces résultats.
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B — DISCUSSION SUR DE POTENTIELS AXES DE RECHERCHE

B / 1 — Fonctionnalité du réseau microvasculaire et variations anatomiques
vasculaires et microvasculaires

La fonctionnalité du réseau microvasculaire cutané n’ayant pas été évaluée dans les
¢tudes présentées, il est impossible de conclure sur la cause exacte de la différence
spatiale d’oxygénation tissulaire observée. Le cheval étant un mammifeére, il apparait
plus que probable que la moindre oxygénation tissulaire observée au niveau des
plaies appendiculaires soit d’origine anatomique, tel que rapporté chez d’autres
mammif@res (Hop/2007 ; Rendell 2002 ; Rendell1997 ; Evans1993 ; Rendell1992 ; Zweifach1987 ; Hales1985 ; Rowell
1959 Popoff 1934). Les variabilités anatomiques inter-espéces sont nombreuses aux
niveaux vasculaire et microvasculaire, et les études anatomiques et fonctionnelles de
la wvascularisation et de la microvascularisation cutanées sont, somme toute,
inexistantes chez le cheval. Il apparait donc que seules des investigations poussées,
menées conjointement chez le cheval et le poney, et utilisant des technologies
appropriées telle la tomodensitométrie fonctionnelle, 1’imagerie par résonance
acoustique (Kemmling2010) ou la microscopie photo acoustique (Favazza2011) permettront
d’en apprendre davantage sur les variations anatomiques des réseaux vasculaire et
microvasculaire cutanés équins a 1’origine probable de la différence spatiale
d’oxygénation tissulaire observée chez le cheval, qui semble inexistante chez le
PONECY  (Wilmink2003 ; VanDenBoon2002 ; Wilmink2001 ; BaconMiller2000 ; Wilmink1999a ; Wilmink1999b), C€

dernier ne présentant aucun probléme de cicatrisation cutanée, a I’inverse du cheval.

B /2 — Variabilité du microbisme lésionnel

L’hypoxie affecte directement la bonne réalisation de la phase inflammatoire, tel qu’il
a été décrit. Elle altére les capacités de défense des plaies en limitant I’efficacité
enzymatique des LEU, et favorise la migration et la persistance sélectives de
certaines sous-populations de LEU. L’arrivée des LEU au sein des plaies
appendiculaires étant retardée chez le cheval, il est fort peu probable que ce soit les
LEU qui induisent, via le « respiratory burst», I’hypoxie tissulaire rapidement
constatée au niveau appendiculaire. Il apparait fort probable que leur persistance, par

contre, I’entretienne, voire 1’accentue. Une altération potentielle des capacités de
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défense des plaies appendiculaires pourrait entrainer une clairance bactérienne plus
faible au niveau appendiculaire, et ainsi favoriser la sélection et I’établissement a plus
long terme de colonies bactériennes plus résistantes aux attaques des PMN et des
MON/MAC, a ’origine d’une plus longue stimulation et de la persistance des LEU.
Une plus grande contamination bactérienne et 1’existence de biofilms bactériens, ont
été¢ récemment rapportés au niveau des plaies appendiculaires chroniques chez le
cheval (wesigate2011 ; Freeman2009 ; Clutterbuck2007a), & 1’image de ce qu’il semble exister dans
les plaies chroniques de I’Homme (Burmolie2010 ; Thomsen2010 ; Schierle2009 ; Bjarnsholi2008 ; Kirketerp-
Moller2008). Etonnamment, malgré des environnements de vie relativement différents,
les mémes bactéries se retrouvent dans les plaies chroniques de I’Homme et du
cheval : citons Staphylococcus spp, Pseudomonas spp, Enterococcus spp (wesigate2011 ;

Burmolle2010 ; Thomsen2010 ; Freeman2009).

La formation d’un biofilm par des bactéries est un processus complexe qui implique
une évolution bactérienne majeure: les bactéries, qui ont généralement une vie
planctonique, doivent devenir sessiles (Ciuuerburck20074). Certaines bactéries forment
spontanément des biofilms, tel Pseudomonas aeruginosa ; la plupart des bactéries ont
cependant besoin de signaux environnementaux particuliers, tels un changement de
température ou de pH, un stress nutritif ou oxydatif (Hoiby2010 ; Kolpen2010 ; Ciofu2005 ; O Toole

20000 pour former un biofilm. La formation de biofilms bactériens apparait donc

comme un processus d’adaptation & des conditions environnementales stressantes

(Schierle2009 ; Ott02008 ; Donlan2002a,b ; Stoodley2002 ; Costerton1999). Chez le cheval, ces signaux

environnementaux particuliers pourraient provenir :

(1) d’une part, des PMN et des MON/MAC, grands consommateurs d’O; et grands
producteurs de ROS, dont la persistance dans les plaies appendiculaires pourrait
étre a I’origine d’un stress environnemental ;

(2) d’autre part, des bandages semi-occlusifs fréquemment utilisés et sous lesquels
les plaies appendiculaires développent invariablement des TGE (Cetesie2011b ;
Dubuc2006 ;  Ducharme-Desjarlais2005 ; Lepault2005 ; DeMartin2004 ;  Theoret2002a,; Barber1990). Ces

bandages modifient la température (cCelesee2011b), 1’humidité, le pH (knouenbeii2003) et
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probablement les échanges gazeux (celeste 20115 ; Knottenbeli2003) des plaies cutanées, et
représentent donc une possible source de stress environnemental.
Ces changements environnementaux pourraient s’avérer suffisants pour que les
bactéries présentes a la surface des plaies cutanées changent de modus operandi au
niveau appendiculaire et forment, en particulier sous bandages, des biofilms qu’elles
ne produiraient pas en temps normal, et a 1’origine d’une cicatrisation cutanée

pathologique.

Aucune étude sériée comparant la contamination bactérienne des plaies corporelles,
gérées avec ou sans bandage, celle des plaies appendiculaires, gérées avec ou sans
bandage, et celle des plaies appendiculaires développant un TGE, n’a a ce jour été
faite, chez le cheval. Une telle étude apporterait des informations fondamentales sur
et la possible contamination bactérienne de ces plaies, mais aussi et surtout, sur la
possible existence de biofilms bactériens dans certaines d’entre elles, conséquence
potentielle du stress hypoxique / oxydatif environnemental régnant au sein des plaies
appendiculaires, tel qu’il sera discuté, et dont I’importance semble indéniable et a
I’origine de(s) possible(s) perturbation(s) cicatricielle(s) rencontrée(s) chez le cheval.

Il apparait plausible que des différences de microbisme soient observées et que ces
différences soient a 1’origine de, ou participent a la perturbation de la cicatrisation
cutanée chez le cheval. Il est rapporté chez I’ Homme que la taille et I’évolution des
plaies chroniques sont directement proportionnelles a leur degré d’envahissement par
Pseudomonas aeruginosa (Burmolie 2010 ; Gjodsbol2006), 1aissant supposer que le microbisme
ambiant pourrait influer sur les aptitudes fonctionnelles de certaines populations

cellulaires, dont les myofibroblastes, responsables de la contraction 1ésionnelle.

B / 3 — Le myofibroblaste cutané équin

La cellule principalement responsable du remodelage de la MEC et de la contraction
lIésionnelle, déficients dans les plaies appendiculaires du cheval, est le
myofibroblaste, un type particulier de fibroblaste activé eran2011 ; Hinz2003b ; Werner2003).
I1 apparait donc fort probable que le dysfonctionnement de cette cellule contribue, en

tout ou partie, a la cicatrisation cutanée pathologique appendiculaire du cheval. Or,
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peu d’études vétérinaires se sont penchées sur cette cellule particuliére (sciwariz2002 ;
Wilmink2001 ; Wilmink1999b), alors qu’elle est 1’objet d’intenses recherches chez I’Homme,
puisqu’elle est considérée comme (1) la cellule responsable des désordres fibrotiques
humains (peau, rein, foie, cceur), et que (2) son bon fonctionnement apparait altéré

par ’hypoxie.

De nombreuses populations cellulaires peuvent, semble-t-il, se différencier en
myofibroblastes, tels les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les péricytes, les cellules hépatiques péri sinusoidales, les cellules
souches mésenchymateuses, les fibrocytes eran2011; Hinz2010; Hinz2007). L hypoxie, le
stress oxydatif et la voie de signalisation du HIF semblent jouer un réle majeur dans
la différenciation de ces populations cellulaires, en particulier dans la différenciation
épithélio-mésenchymateuse, tel qu’il sera discuté. La contribution relative de ces
différentes populations cellulaires a la population myofibroblastique cutanée reste
cependant a déterminer. Méme s’il apparait probable que les myofibroblastes dérivent
principalement de la population fibroblastique locale (winz2010), il est possible que la
contribution relative de ces précurseurs varie d’un tissu a l’autre, d’un site
anatomique a l’autre, et que les myofibroblastes qui en découlent n’aient ni les
mémes propriétés, ni la méme réactivité¢ aux divers facteurs environnementaux
rencontrés, qu’ils soient d’ordre chimique ou physique (Hinz2010 Hinz2007). Le retracage
de l’origine génétique des myofibroblastes est un outil en développement
(Humphreys2010), qui pourrait étre d’une grande utilité dans 1’identification de I’origine
exacte des myofibroblastes peuplant les plaies cutanées corporelles et appendiculaires

chez le cheval.

Il existe deux formes de myofibroblastes:

(1) le proto-myofibroblaste : il s’agit d’un stade intermédiaire de différenciation du
fibroblaste en myofibroblaste seran2011; Desmoutiere2005). 11 posséde des faisceaux
contractiles, ou fibres de stress, principalement composés de B et de y actines

cytoplasmiques, qui génerent peu de forces contractiles (Hinz2007 ; Hinz20015) ;

Discussion



CONTRIBUTION DE L’HYPOXIE A LA CICATRISATION CUTANEE ANORMALE 207
CHEZ LE CHEVAL. METHODES PHYSIQUES D’EVALUATION. Christophe Céleste

(2) le myofibroblaste stricto sensu, encore appelé¢ myofibroblaste différencié : il
s’agit du stade ultime de différenciation du fibroblaste en myofibroblaste. Il
exprime et incorpore a ses fibres de stress de grandes quantités d’aSMA, qui
génerent d’importantes forces contractiles a I’origine de la contraction 1ésionnelle
(Hinz2007 ; Hinz2001a).

L’une et I’autre forme ont des propriétés synthétiques. Seule la forme différenciée

finale a cependant des propriétés contractiles efficaces. Le principal marqueur utilisé

pour détecter la présence des myofibroblastes chez le cheval est ’aSMA, qui permet
la détection des myofibroblastes différenciés, mais pas celle des proto-
myofibroblastes (Meran2011; Hinz2003; Hinz2001a), qui a 1’instar des fibroblastes et
myofibroblastes (Meran2011 ;Serini199s), expriment fortement le transcrit ED-A de la
fibronectine, d’une importance cruciale dans la poursuite de la différenciation
myofibroblastique (eran2011). La question suivante se pose donc: les cellules peuplant
le TGE sont-elles des proto-myofibroblastes, plutét que des fibroblastes ou des
myofibroblastes, capables de synthétiser en abondance du collagéne de type I mais
incapables d’effectivement contracter les plaies ? Des études, utilisant comme
marqueur sélectif le transcrit ED-A de la fibronectine, pourraient apporter
d’intéressants éclaircissements sur la nature exacte des cellules peuplant les plaies

appendiculaires du cheval, et tout particuliecrement les TGE qui tendent a s’y

développer et qui apparaissent peuplés de cellules résistantes a toute forme

d’apoptose.

L’hypoxie, via la stabilisation de la voie du HIF, favorise I’expression d’un certain
nombre de facteurs, dont le TGF-B1 et le PAI-1, et inhibe 1’expression d’autres, tels
les cadhérines. Les cadhérines des cellules fibroblastiques ~onomura2009 sont des
glycoprotéines membranaires a 1’origine des jonctions d’adhérence et des
desmosomes cellulaires. Les cadhérines sont souvent associées aux caténines
intracellulaires, qui servent alors d’intermédiaire entre les cadhérines et le
cytosquelette (actine). Les cadhérines permettent ainsi 1’adhésion, la liaison et la
communication intercellulaire. La sous expression des cadhérines lors d’hypoxie

abroge I’inhibition par contact de la prolifération cellulaire ®onomura2009; imai2003),
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souvent a 1’origine d’une prolifération cellulaire effrénée et d’une dispersion
cellulaire, tel qu’il est souvent rencontré en cancérologie. La perte de 1’inhibition par
contact de la prolifération cellulaire favorise 1’activation de la voie de signalisation de
la kinase d’adhésion focale : cette voie protége les myofibroblastes de 1’apoptose
minz2010). Le TGF-B1, tout comme I’END 1, dont I’hypoxie accroit également
I’expression (Bodi199s ; Elion1992), inhibe aussi 1’apoptose des myofibroblastes via la voie
de signalisation de la phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) / protéine kinase B (Akt).
Ainsi, I’hypoxie tissulaire tend a provoquer la mise en route de plusieurs mécanismes
favorisant la persistance et la prolifération des myofibroblastes au sein des tissus de
granulation hypoxiques (Hinz2010 ; Douglass2008). La prolifération cellulaire fibroblastique
accrue (dmnexe V : Comparaison de la multiplication des fibroblastes cutanés équins appendiculaires (canon) et corporels
(thorax), dans des conditions de normoxie (20% O») et d’hypoxie (1% 0)) €t la diminution des facteurs pro-
apoptotiques que nous observons au sein des plaies appendiculaires chez le cheval
(Lepauli2005) pourraient ainsi s’expliquer par I’hypoxie tissulaire relative dont elles

souffrent (celeste 2011a,5).

Le TGF-B1, tel qu’il a été décrit, stimule la prolifération et les synthéses protéiques
de diverses populations cellulaires, dont les myofibroblastes. Le TGF-f1 a aussi
d’autres fonctions, dont une majeure : c’est principalement sous 1’action du TGF-B1,
en collaboration avec I’ED-A (domaine supplémentaire A) de la fibronectine et
certaines NAD(P)H-oxydases (Briner2011), qu’a lieu la complétion de la différenciation
fibroblastique, donc le passage du proto-myofibroblaste au myofibroblaste différencié
(Meran2011 ; Serini1998). Un certain nombre de facteurs surexprimés lors d’hypoxie, dont
I’intégrine avp6 produite par les cellules épithéliales (rinz2011, Atuwinare2008 ; Jenkins2006 ;
Ridgway2005) favorisent 1’activité, donc I’action du TGF-B1, et ainsi la complétion de la
différenciation fibroblastique. La voie de signalisation du TGF-f1 fait appel a des
récepteurs spécifiques, dont le récepteur de type II (TGF-BRII). Modaressi a
récemment rapporté une sous expression de TGF-BRII lors d’hypoxie (2% O,)
(Modaressi2010) chez des fibroblastes / myofibroblastes cutanés. Cette sous-expression de

TGF-BRII s’accompagnait :
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(1) d’une importante  différenciation fibroblastique des myofibroblastes
cutanés (régression phénotypique) ;

(2) d’une phosphorylation accentuée des SMAD ;

(3) d’une expression accrue du PAI-1.

Ces résultats suggerent que I’hypoxie supprimerait la différenciation fibroblastique au
niveau cutané, voire la renverserait, par un mécanisme non dépendant des SMAD,
principale voie de signalisation du TGF-BI, sans affecter de facon significative cette
derniére. L’hypoxie pourrait donc annihiler les propriétés contractiles des
myofibroblastes, par une voie autre que celle des SMAD et/ou du TGF-B1, sans
altérer leurs propriétés synthétiques modaressizor0). D’autres voies d’activation de la
différenciation fibroblastique que celle du TGF-B1 ont été rapportées wassky2010); elles
ont peu été étudiées jusqu’alors, leur importance est donc peu connue et il n’est pas
encore déterminé avec exactitude si ces voies sont strictement indépendantes de la
voie du TGF-B1, ou collaborent, par un mécanisme encore non ¢lucidé, a cette voie.
A titre d’exemple, le facteur de croissance nerveuse (NGF) stimule la différenciation
fibroblastique au niveau cutané (warsky2010; Micera2001). Fait des plus intéressant, NGF
induit ’expression de I’aSMA et favorise la contraction 1ésionnelle cutanée, mais
n’influence ni la production de collagéne ni celle de MMP. NGF favorise donc la
contraction lésionnelle sans influer sur le remodelage de la MEC. L’hypoxie
provoque une sous-expression de NGF (Bahwai2008), qui pourrait étre a 1’origine du
renversement de la différenciation fibroblastique observée par Modaressi (Modaressi2011).
L’hypoxie tissulaire relative observée au niveau appendiculaire chez le cheval
pourrait donc s’avérer suffisante pour provoquer une différenciation
myofibroblastique a ’origine de la contraction lésionnelle quasi inexistante qui est
observée au niveau des plaies appendiculaires. On a longtemps considéré que la
«plus grande » tension cutanée qui semblait exister en périphérie des plaies
appendiculaires était le facteur limitant a la contraction lésionnelle de ces plaies chez
le cheval. Il apparait que, si cette tension cutanée est effectivement un facteur
limitant, ce qui reste encore a prouver puisque I’application d’un stress mécanique a
la MEC apparait bénéfique a la différenciation fibroblastique odaressizo10), I’hypoxie

relative dont souffrent les plaies appendiculaires pourrait €tre un facteur limitant
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encore plus important. En effet, les fibroblastes / myofibroblastes cutanés
appendiculaires équins, dans des conditions normoxiques de culture semblent avoir
de meilleures capacités contractiles que les fibroblastes / myofibroblastes cutanés
corporels équins wimink2001), a 1’opposé de ce que I’on observe in vivo, amenant
Wilmink a conclure que les différences de contraction I€sionnelle observées in vivo
ne pouvaient pas, selon toute évidence, étre causées par des caractéristiques
inhérentes aux fibroblastes / myofibroblastes cutanés équins. Seuls des facteurs
exogenes environnementaux apparaissent capables de renverser aussi drastiquement
le bon fonctionnement d’une cellule, ce que semble vouloir confirmer ’utilisation de
bandages. En altérant les échanges gazeux superficiels des plaies appendiculaires, en
modifiant aussi leur environnement en cytokines, facteurs de croissances, et autres
médiateurs (ROS, RNOS), les bandages pourraient accroitre le niveau d’hypoxie
tissulaire ainsi que le niveau de stress oxydatif rencontrés dans les plaies
appendiculaires non bandées (celesee20115), annihilant par la méme toute possibilité de
contraction 1ésionnelle et favorisant une production matricielle exagérée a 1’origine

du TGE.

La réponse des myofibroblastes cutanés a 1’hypoxie semble varier de facon
significative selon leur origine anatomique: les myofibroblastes dermiques et
cardiaques tendent a se différencier en fibroblastes lors d’hypoxie tandis que les
myofibroblastes pulmonaires et hépatiques tendent a accentuer leur expression

d’0SMA (Modaressi2010).

Des études plus approfondies des origines, des capacités fonctionnelles et du
comportement in situ des myofibroblastes cutanés appendiculaires et corporels équins
s’averent donc requises afin d’¢élucider les raisons exactes de leur dysfonctionnement
au niveau appendiculaire in vivo. L’hypoxie tissulaire relative rapportée au niveau
appendiculaire, et le stress oxydatif qui I’accompagne, jouent trés certainement un
role essentiel dans ce dysfonctionnement, comme pourraient en jouer un les bactéries
/ biofilms bactériens qui probablement se développent au sein des plaies

appendiculaires.
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B / 4 — Statut redox lésionnel et cicatrisation cutanée pathologique

Il apparait paradoxal qu’une hypoxie tissulaire provoque un stress oxydatif, les

perturbations en hyper du statut redox étant généralement associées, dans 1’esprit

collectif, a la production excessive de ROS qui accompagne les apports excessifs

d’O,. Les cellules réorientent généralement leur métabolisme énergétique lors

d’hypoxie chronique modérée, privilégiant les voies anaérobies, telle la glycolyse

anaérobie, pour produire de ’ATP. Le peu d’O, disponible est cependant exploité et
entre dans le cycle de Krebs et/ou la chaine respiratoire mitochondriale, qui se
réalisent tout ou partiellement. Le cycle de Krebs peut ainsi générer des composés
intermédiaires (Sudarshan2009 ; Klimova2009 ; Kaelin2008) €t la chaine respiratoire mitochondriale
des ROS, dont I’accumulation apparait inappropriée (Majmundar2010; Miyata2010 ; Hamanaka

2009). Ces ROS :

(1) limitent I’activité des PHD, tout comme le manque direct d’O, et les composés
intermédiaires du cycle de Krebs (sudarshan2009 ; Kiimova2009 ; Kaelin2008). 1ls stabilisent
ainsi la voie de signalisation du HIF et stimulent les voies efférentes (ajmundar2010;
Klimova2008 ; Kaelin2005). Une controverse existe quant a I’importance des divers
mécanismes de stabilisation de la voie de signalisation du HIF @ajmundar2010) ;

(2) alterent le statut redox du tissu hypoxique, a [l’origine d’un stress
environnemental de type oxydatif.

La formation de biofilms bactériens tout comme 1’induction des dysfonctionnements
cellulaires observés chez les myofibroblastes pouvant, en tout ou partie, é&tre
provoqués par un stress oxydatif, il apparait possible que les plaies appendiculaires
du cheval, en particulier celles gérées sous bandage, souffrent et d’hypoxie tissulaire
et de perturbations de leur statut redox, a I’origine d’une activation de la voie du HIF
et des complications cicatricielles observées. Cette hypothese, trés attrayante, reste

cependant a confirmer.

L’acide lactique provoquerait, selon toute vraisemblance, un stress oxydatif
« physiologique » similaire a celui provoqué par les ROS lors d’hypoxie tissulaire.

(Milovanova2008). Cette particularité pourrait expliquer 1’importante stimulation de la
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synthése du collageéne et de I’angiogenése via une augmentation de la sécrétion de

VEGEF lors d’acidose lactique.

B /5 - La voie du HIF dans la guérison cutanée du cheval

L’activation de la voie de signalisation du HIF, proportionnelle au degré d’hypoxie
(Cassavaugh2011 ; Majmundar2010), passe par la stabilisation des sous-unités HIF-1a et HIF-2a,
tel qu’il a été décrit. Structurellement similaires, I’HIF-1a et ’'HIF-2a ont beaucoup
de geénes cibles communs. Cependant, quelques-uns différent. Parmi ces derniers,
certains genes cibles se complémentent, rendant I’HIF-la et [1’HIF-2a
complémentaires, alors que d’autres s’opposent, rendant I’HIF-la et I'HIF-2a
antagonistes (Skuy2009 ; Gordan2007 ; Simon2006). Briévement, et a titre d’exemples :

(1) dans la régulation du métabolisme énergétique :

a. I’HIF-la oriente le métabolisme glucidique vers la production anaérobie
d’énergie, facilitant ainsi la survie cellulaire, mais aussi la production de
substrat a la synthése nucléotidique, facilitant ainsi la croissance et la
multiplication cellulaire (zra02010 ; Tong2009 ; Gordan2007 ; Simon2006);

b. I’HIF-2a oriente le métabolisme lipidique vers le stockage énergétique en
bloquant le catabolisme et la B oxydation lipidiques (Rankin2009; Bostrom2006 ;
Huss2001) ;

c. I’HIF-laet I’HIF-2a maximisent 1’efficacit¢ de la chaine respiratoire
mitochondriale (Gordan2007) ;

(2) dans la régulation de I’angiogenese et de la vasculogenese :

a. I’HIF-la controle la prolifération, le métabolisme et la survie des cellules
endothéliales ;

b. I’HIF-2a contréle la migration et I’adhésion des cellules endothéliales, ainsi
que I’intégrité vasculaire (skuii2009 ;

c. ’HIF-1a et I’HIF-2a maximisent 1’expression des médiateurs de
I’angiogenése, tels le VEGF, le PDGF, le PGF analo2005 ; Hu2003 ; Kelly2003) ;

(3) dans la régulation du statut redox :

a. I’HIF-la intervient peu ;
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b. ’HIF-2a stimule 1la production d’enzymes anti-oxydantes, limite
I’accumulation et I’action des ROS (Gordan2007) et favorise la stabilité du statut
redox et la viabilit¢ cellulaires. L’HIF-2a permet ainsi aux cellules de
beaucoup mieux résister aux agressions oxydatives (Majmundar2010).

(4) dans la régulation de la réponse inflammatoire :

a. I’HIF-1a gére la réorientation du métabolisme énergétique vers la glycolyse
anaérobie chez les MAC (Fang2009 ; Cramer2003) ; son expression dans les PMN est
requise a la défense contre les microorganismes pathogénes, ainsi que pour
leur survie (waimsiey2006 ; Peysonnaux2005)

b. I’HIF-2a régule la production des cytokines inflammatoires, telles I’IL-1p,

I’'IL-12 et le TNF-a, et stimule la migration et le chimiotactisme des MAC
(Imtiyaz2010 ; Fang2009 ; Cramer2003)

Il semble donc que les sous-unités a du HIF gérent des mécanismes adaptatifs
différents. Les questions suivantes s’imposent: se pourrait-il que I’expression
différentielle préférentielle de I’une ou 1’autre des sous-unités o du HIF meéne a des
pathologies différentes ? L’hypoxie tissulaire relative constatée au niveau
appendiculaire chez le cheval pourrait-elle s’accentuer lors de [’utilisation de
bandages, provoquant une expression différente des sous-unités HIF-1a et HIF-2a
dans les plaies appendiculaires bandées et non bandées, a 1’origine du développement

d’un TGE dans notre modéele d’étude?

Le TGE se développant au niveau des plaies appendiculaires étant souvent qualifi¢ de
tumeur dermique fibroproliférative non maligne, a ’image de la chéloide humaine, il
apparait intéressant de s’intéresser succinctement a 1’expression des sous-unités o du
HIF au sein des tumeurs. Les rdles distincts du HIF-1a et du HIF-2a dans la
carcinogenése sont actuellement a 1’¢tude ; on commence a mieux cerner
I’importance de I’une et I’autre des sous-unités a du HIF. Il apparait que I’expression
différentielle de I’HIF-la et de I’HIF-2a régule finement le comportement des
tumeurs, leur prolificité, leur capacité a métastaser, leur aptitude a recruter des
cellules souches / progénitrices mais aussi leur réponse favorable / défavorable aux

traitements instaurés pour les contrecarrer. Leurs teneurs respectives ont d’ailleurs
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des valeurs pronostiques pour certains types de cancer (neuroblastome, carcinome et
adénocarcinome pulmonaires). Une plus forte expression du HIF-la est rencontrée
dans les cancers peu avancés, de faible grade ou a faible morbidit¢ / mortalité.
Inversement, plus I’expression du HIF-2a est élevée, plus la morbidité / mortalité est

¢élevée, plus le pronostic vital apparait sombre Majmundar2010).

B / 6 — La transition épithélio-mésenchymateuse

Les cellules épithéliales sont des cellules hautement spécialisées, qui se caractérisent
par une polarisation apico-basale, une répartition précise des molécules d’adhésion
(intégrines et cadhérines), une latéralisation des jonctions intercellulaires, une
polarisation des filaments d’actine. Elles sont intimement jointes entre elles par des
structures membranaires hautement spécialisées, tels les jonctions serrées, les
jonctions adhérentes ou les desmosomes et forment des couches cellulaires reposant
sur une lame basale localisée au pole basal des cellules les plus profondes. Les
cellules épithéliales disposent d’une certaine mobilité qui leur permet de se déplacer
au sein de la couche cellulaire a laquelle elles appartiennent, mais, elles ne peuvent
pas, en temps normal, sortir de cette couche. Les cellules mésenchymateuses, au
contraire, n’ont pas de polarisation apico-basale, n’ont que de rares contacts focaux
avec les autres cellules, ne forment pas de couches organisées et ne reposent sur
aucune lame basale. Elles ont une plasticité et secretent des enzymes protéolytiques
leur permettant de migrer au sein de la MEC. Les cellules épithéliales peuvent
acquérir un phénotype mésenchymateux au cours du phénomene de transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM). La TEM caractérise un processus dynamique au
cours duquel les cellules perdent leurs caractéristiques €pithéliales et développent des
propriétés mésenchymateuses. La transition d’un phénotype cellulaire a un autre
recouvre un large spectre de modifications inter- et intracellulaires rarement
observées en totalit€ (Pallei&Anglicheau2008; Neilson2007). La TEM n’est pas donc
nécessairement un changement complet de lignage cellulaire (Palei&anglicheau2008

Thiery2006).
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La TEM est un événement clé dans la dispersion métastatique (les cellules
initialement épithéliales acquierent une mobilit¢ de type mésenchymateuse)
(Majmundar2010), dans la guérison tissulaire, et dans la perturbation de cette derniére. En
effet, de nombreuses populations cellulaires, dont les cellules épithéliales, semblent
en mesure de se différencier en fibroblastes / myofibroblastes, pendant la cicatrisation
cutanée (Meran2011 ; Hinz2010 ; Hinz2007), tel qu’il a été cité. L hypoxie et les sous-unités o du
HIF semblent jouer un rdle important, a la fois direct et indirect, dans la TEM
(Mak2010 ; Erler2009 ; Bertout2008 ; Kaelin2008).

L’hypoxie accroit I’expression du TGF-B1, tel qu’il a été décrit (Bodi1995 ; Eion1992). Le
TGF-B1 est sans aucun doute le médiateur essentiel du processus de la TEM, capable
d’induire a lui seul I’ensemble des altérations phénotypiques observées
(Pallet&Anglicheau2008 ; Schnaper2003 ; Bottinger2002 ; Massague2000). D’ autres facteurs, tels le bFGF ou
I’EGF, sont aussi impliqués; ils ont la particularité d’agir en synergie avec le TGF-1
(Pallet&Anglicheau2008 ; Strutz 2002 ; Okada1997). L& collagéne de type I et ’'HA sont également
capables d’induire la TEM (Pallett Anglicheau2008 ; Zeisberg2001 ; Okada1997). Ces activateurs ont
en commun la voie de signalisation activant les petites protéines Rho, Rac et cdc42
qui ont comme fonction de défaire les jonctions intercellulaires, de réorganiser le
cytosquelette d’actine, de former des lamellipodes et filopodes, mais également
d’activer les facteurs transcriptionnels SNAIL 1 et 2, a I’'image du TGF-B1
(Pallet& Anglicheau2008 ; Peinado2007 ; Thiery2006). La stabilisation des sous-unités HIF1a et HIF-
2a, qu’elle soit hypoxique ou autre (ROS, NO), favorise 1’expression de la lysyl
oxidase, une enzyme qui, d’une part, encourage la synthese et le dépot de collagene,
favorisant le dépot matriciel, et, d’autre part, stabilise les SNAIL (chapman2010;
Sahigren2008). Les SNAIL répriment la transcription des génes codant pour certaines
cadhérines (E-cadhérine) et favorisent la transcription de génes codant pour des
marqueurs mésenchymateux, favorisant ainsi la désolidarisation et la différenciation
des cellules épithéliales (chapman2010 ; sahigren2008). Une sous expression de la cadhérine
OB a été rapportée au niveau des plaies appendiculaires du cheval iraglionaz00sp). La
surexpression de la sous-unité HIF-2a semble jouer un role majeur dans la TEM dans

la cancérogenese pulmonaire (Chapman2010 ; Kim2009).
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C - DISCUSSION SUR DE POTENTIELLES APPROCHES
THERAPEUTIQUES

C /1 -L’oxygénothérapie hyperbare

Si nous partons de 1’hypothése que les plaies appendiculaires qui tendent a
développer des TGE chez le cheval souffrent concomitamment et d’hypoxie et de
stress oxydatif, les options thérapeutiques disponibles pour combattre la cicatrisation
cutanée pathologique chez le cheval apparaissent des plus limitées. L une d’entre elle,

I’HBOT, apparait cependant intéressante, si elle est utilisée a bon escient.

L’HBOT représente une méthode de choix pour accroitre les niveaux tissulaires
d’oxygéne lors d’hypoxie. L’administration de 100% d’oxygene sous une pression de
2 atmospheres multiplie la P1o, par 10 voire 20 (Sen2009a ; Mathieu2006). L’HBOT permet
principalement une augmentation de la quantit¢ d’oxygene dissout dans le plasma
sanguin, facilement disponible pour les cellules puisque directement disponible,
I’¢lasticité des capacités de saturation et de transport de I’oxygéne par 1’hémoglobine
étant trés limitée. L’utilisation de ’'HBOT pourrait donc s’avérer utile dans la gestion
des plaies appendiculaires chez le cheval pour combattre I’hypoxie tissulaire qui
semble y régner. L’HBOT a été peu étudiée chez le cheval. Les quelques rapports
existant sont truffés d’anecdotes, les régimes d’administration apparaissent
empiriques, ’unique étude scientifique publiée déconseille son utilisation (#Hoider2008).
Il apparait, selon nos études (Celesie20114,5), mais aussi selon plusieurs études menées
chez "'Homme (Sen20095 ; D'Souza2007 ; Wang2003 ; Bello200 a,b), que les plaies cutanées ont, en
régle générale, des besoins en oxygéne qui différent selon leur nature, leur stade
d’évolution, ou leur localisation anatomique (celesic20110). Par conséquent, I’application
d’une dose / un régime unique, qui a longtemps été préconisée, apparait loin d’étre un
gage de réussite. L’oxygene pouvant étre toxique a forte dose, la détermination de
régimes appropriés d’administration apparait donc requise avant que ne soit utilisée a
grande échelle ’HBOT, tant chez le cheval que chez ’Homme. L’utilisation
conjointe de ’'HBOT et d’une technologie permettant de cartographier en temps réel
la P1o, d’une plaie, telle la spectroscopie par résonance paramagnétique électronique

(Sen2009a ; Hama2007 ; Vikram2007) pourrait étre une alternative trés intéressante.
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L HBOT agit principalement par 1’augmentation des ROS et RNOS, tant localement
que systémiquement (7hom2011), donc par I’accroissement du stress oxydatif. S’il est
confirmé que les plaies appendiculaires du cheval souffrent de stress oxydatif,
I’utilisation de ’HBOT pourrait se révéler contre-indiquée (thom2011), tout du moins
lorsqu’'un TGE est déja formé. En effet, ’HBOT restaure, au sein des plaies
hypoxiques, le pouvoir antibactérien des LEU (cimsiz009), 1’activité de certains
antibiotiques, tels les aminoglycosides, dont 1’efficacité est étroitement dépendante de
la Ptp,, mais aussi I’efficacité de certaines cellules mésenchymateuses, telles les
fibroblastes / myofibroblastes, dont les activités de synthése, de remodelage, et
contractiles apparaissent aussi étroitement dépendantes de la PTp,. Administrée a des
doses appropriées des la survenue de la blessure appendiculaire, ’HBOT pourrait
supporter I’activité leucocytaire déficiente des plaies appendiculaires pendant la
phase inflammatoire, favoriser sa complétion et probablement le bon déroulement des
phases subséquentes de la cicatrisation cutanée. Administrée plus tardivement alors
qu’un stress oxydatif potentiel et qu’un TGE sont déja installés risquerait d’aggraver

le Processus €n cours.

C /2 — La thérapie par pression négative

Un cedéme tissulaire plus important se développe, en régle générale, au niveau des
plaies appendiculaires chez le cheval. Cet cedéme (1) accroit la distance séparant les
cellules du réseau vasculaire le plus proche usioe2006; Tandara2004 ; Sheffieid19ss) et, (2)
accentue la pression sur le réseau microvasculaire, a I’origine d’une augmentation de
pression capillaire (orgiti2010 ; Broughton2006). L’ cedéme tissulaire tend ainsi a réduire la
perfusion microvasculaire et a entraver 1’apport d’O,, créant un environnement
hypoxique impropre au bon fonctionnement du métabolisme cellulaire. Une
alternative a ’HBOT serait 1’utilisation de la thérapie par pression négative (TPN),
qui limite I’infection bactérienne, contrecarre 1’cedéme tissulaire, encourage la
perfusion microvasculaire et stimule mécaniquement les plaies, favorisant ainsi
I’oxygénation tissulaire et la différenciation myofibroblastique, donc la contraction
lésionnelle et la fermeture des plaies cutanées (0rgili2010 ; Sen2010 ; Vikatmaa2008). Cependant,

la encore, I’utilisation de la TPN apparait, a ’image de ’HBOT, d’une utilité certaine
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pour prévenir le développement du TGE, mais d’une utilit¢ beaucoup plus limitée

lorsque celui-ci est installé.

A ce jour, une seule et unique approche thérapeutique semble fonctionner lorsqu’un
TGE s’est développé au sein d’une plaie : la résection chirurgicale, qui permet de
lever, tout du moins temporairement, I’obstacle physique que représente le TGE a la

ré-¢épithélialisation.

Discussion
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La guérison tissulaire, en 1’occurrence la cicatrisation cutanée dans notre étude, figure
bien parmi les processus biologiques les plus complexes qui soient. De nombreux
facteurs, locaux et systémiques, 1’affectent. Parmi ces facteurs figure, entre autres,

I’Os.

L’utilisation combinée de méthodes physiques d’évaluation de la disponibilité locale
en O, et de la perfusion tissulaire nous permet de conclure qu’il existe :

- des différences a la fois temporelles et spatiales de disponibilité locale en O,
(NIRS) (celesie2011¢) et de perfusion tissulaire (ThIR) (cefesee20115), donc
d’oxygénation tissulaire, au niveau de la peau du cheval, pendant Ia
cicatrisation cutanée de plaies créées chirurgicalement ;

- une hypoxie tissulaire relative chronique au niveau des plaies cutanées
appendiculaires, tel que le laissait suspecter les résultats de Lepault (zepauii2005),
hypoxie qui vraisemblablement participe au développement du TGE,

fréquemment observé dans ces plaies.

Des études moléculaires plus approfondies s’aveérent maintenant nécessaires pour
confirmer et quantifier plus précisément le niveau d’hypoxie régnant au sein des
différentes plaies étudiées, déterminer 1’éventuelle expression préférentielle de 1’une
ou/et I’autre des sous unités a du HIF, confirmer cette expression par le dosage
séquentiel d’un certain nombre de facteurs spécifiquement gérés par le HIFla et le
HIF2a, confirmer ou infirmer la présence d’un stress oxydatif associé, qui pourraient
étre a ’origine des dysfonctionnements cellulaires mais aussi bactériens observés, et
donc des complications cicatricielles rencontrées au niveau des plaies appendiculaires

chez le cheval.

Nos études n’évaluant pas la fonctionnalité du réseau microvasculaire, il apparait
impossible a ce stade de nos recherches de conclure sur la(les) cause(s) possible(s) de
I’hypoxie tissulaire relative appendiculaire observée. Seules des investigations
anatomiques et physiologiques poussées, menées conjointement chez le cheval et le
poney, permettront d’en apprendre davantage sur les possibles variations anatomo-

physiologiques des réseaux vasculaire et microvasculaire cutanés équins

Conclusion
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potentiellement en cause. Il est possible qu’aucune différence anatomo-physiologique

significative existe et que la(les) cause(s) de cette hypoxie réside(nt) ailleurs.

Les phases inflammatoire et de remodelage de la cicatrisation cutanée apparaissant
les plus perturbées dans la cicatrisation cutanée pathologique chez le cheval, il
apparait plus qu’opportun de concentrer les recherches futures sur les événements
particuliers caractérisant ces phases. Leur déréglement pourrait provoquer 1’hypoxie
tissulaire relative observée et le probable stress oxydatif qui I’accompagne, comme il
pourrait étre, inversement, provoqué par I’hypoxie tissulaire relative constatée. Qui
est ’ceuf, qui est la poule ... 1a est la question ? Le développement de biofilms
bactériens, qui a ét€é constaté au sein des plaies appendiculaires cicatrisant
anormalement, est-il la cause ou la conséquence du déréglement de la phase
inflammatoire de ces plaies ? Bien des questions se posent, auxquelles il faudra
trouver des réponses si I’on souhaite offrir des traitements adaptés aux chevaux qui

souffrent de cicatrisation cutanée pathologique.

Les moyens thérapeutiques actuellement disponibles, hors résection chirurgicale, tels
I’HBOT ou le TPN, qui n’ont pas encore été scientifiquement évalués chez le cheval,
semblent d’un intérét réel pour prévenir le développement du TGE, si les hypotheses
que nous avons émises se vérifient. Ils n’apparaissent malheureusement, pour

I’instant, d’aucun secours lorsqu’un TGE est installé.

Conclusion
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ANNEXE I
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Les cellules inflammatoires
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ANNEXE 11

tla NADPH - oxydas
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ANNEXE III

Tableau III : Cytokines & facteurs de croissance, leurs fonctions principales et

les principales cellules productrices :

Cytokines & Facteurs | Fonctions principales dans la guérison d’une plaie Principales cellules sources
de croissance cutanée
CTGF Médiateur de I'activité du TGF-B Fibroblastes
Prolifération des fibroblastes
Synthése de la matrice extracellulaire
Angiogenése
EGF Motilité cellulaire Plaquettes
Prolifération des fibroblastes Salive
Ré-¢pithélialisation
FGF Motilité et prolifération des fibroblastes, des kératinocytes Cellules inflammatoires
Synthése de la matrice extracellulaire Fibroblastes
Angiogenése Cellules endothéliales
KGF Motilité et prolifération des fibroblastes, des kératinocytes Fibroblastes
IGF-1 Prolifération des fibroblastes Plaquettes
Migration et prolifération des cellules endothéliales
Synthése, maturation et remodelage de la matrice extracellulaire
Ré-épithélialisation
INF-Y Recrutement des granulocytes / polymorphonucléaires neutrophiles Monocytes / Macrophages
Diminution de la synthése de collagéne par les fibroblastes Lymphocytes
Fibroblastes
Cellules endothéliales
Kératinocytes
IL-1 Synthése des cytokines et facteurs de croissance / Pro-inflammatoire | Toutes les cellules nucléées, en
Ré-épithélialisation particulier les monocytes / macrophages
et les lymphocytes
IL-6 Recrutement des granulocytes / polymorphonucléaires neutrophiles Toutes les cellules nucléées, en
Prolifération des kératinocytes particulier les monocytes / macrophages
Ré-pithélialisation et les lymphocytes
PDGF Recrutement et activation des monocytes / macrophages Plaquettes
Recrutement, motilité et prolifération des fibroblastes
Synthése, maturation et remodelage de la matrice extracellulaire
Transformation myofibroblastique
Ré-¢pithélialisation
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TGF-a Motilité cellulaire Monocytes / Macrophages
Prolifération des fibroblastes Kératinocytes
Synthése, maturation et remodelage de la matrice extracellulaire
Angiogenése
Ré-épithélialisation
TGF-f1 Recrutement des monocytes / macrophages Plaquettes
Motilité & prolifération des fibroblastes Monocytes / macrophages, lymphocytes
Synthése, maturation et remodelage de la matrice extracellulaire et mastocytes
Transformation myofibroblastique Fibroblastes
Cellules endothéaliales
Kératinocytes
TGF-2 Recrutement des monocytes / macrophages Plaquettes
Motilité & prolifération des fibroblastes Monocytes / macrophages, lymphocytes
Synthése, maturation et remodelage de la matrice extracellulaire et mastocytes
Transformation myofibroblastique Fibroblastes
Cellules endothéaliales
Kératinocytes
TGF-[}3 Effets anti-cicatriciels / régénération tissulaire Plaquettes
Monocytes / macrophages, lymphocytes
et mastocytes
Fibroblastes
Cellules endothéaliales
Kératinocytes
TNF-a Recrutement des monocytes / macrophages Monocytes / Macrophages
Synthese des cytokines et facteurs de croissance / Pro-inflammatoire Lymphocytes
Angiogenése Mastocytes
Ré-épithélialisation
Diminution de la synthese de collagéne par les fibroblastes
VEGF Angiogenése Monocytes / macrophages
Perméabilité vasculaire Fibroblastes
Synthese, maturation et remodelage de la matrice extracellulaire Cellules endothéaliales
Kératinocytes

Adapté de Shih2010, Barrientos2008 & Theorer2008
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ANNEXE 1V

Figure 31 : Evolution clinique des plaies étudiées

s |

1 SEMAINE

96 HEURES

48 HEURES

Aspect macroscopique et évolution clinique des plaies cutanées étudiées. Les 3 groupes sont
représentés (thorax, membre sans bandage, membre avec bandage) aux temps suivants : 48 heures, 96
heures et 1 semaine post chirurgie.
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ANNEXE 1V (suite)
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Aspect macroscopique et évolution clinique des plaies cutanées étudiées. Les 3 groupes sont
représentés (thorax, membre sans bandage, membre avec bandage) aux temps suivants: 1, 2 et 4
semaines. A 4 semaines, seules les plaie cutanées appendiculaires les plus proximales sont a
considérer. Les plaies appendiculaires moyennes et distales sont hors projet.
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ANNEXE V

Figure 32 : Comparaison de la multiplication des fibroblastes cutanés équins
appendiculaires (canon) et corporels (thorax), dans des conditions de normoxie

(20% O,) et d’hypoxie (1% O,) :
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