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Introduction

L processus d " hémostase responsable de 1"ar-
it d’un saignement provogqué ou spontané est
un phénoméne complexe impliquant des
acteurs cellulaires et plasmatiques (1), Les pla-
quettes, véritable clé de vodie de 1" hémostase
primaire, assurent la formation d'un throm-
bus blane colmuatant la brische vasculaire (1)
Leur intégrité fonctionnelle et leur activation
secondaire i divers stimuli sont les conditions
indispensables & la réalisation du clou pla-
quettaire, support de la coagulation plasma-
tigue proprement dite (1), Reconnus depuis
plus d"un demi-sidcle pour leurs propridiés
hémostatiques, les alginates, polysaccha-
rides naturels extraits d'algues brunes issues
des mers d' Europe du nord, sont largement
utilisés en chirurgie potentiellement hémor-
ragipare, en thérapeutique locale des pertes
de substances exsudatives, aigués ou chro-
niques, au saignement facile ou dans le trai-
tement des sites donneurs de greffe (2,3,9).

Ces propriéiés sont effectivement rapporiées
en clinique mais leur mécanisme reste
encore mal connu. Leur potentiel hémosta-
tigue serait essenticllement secondaire & des
échanges sodium-calcium entre la plaie et le
pansement entrainant une véritable gélifica-
tion des fibres d'alginate. 11 a alors &é sug-
£€ré que ces échanges joniques éaient res-
ponsables d'une activation plaguettaire et
méme de celle de centains facteurs de la coa-
gulation plasmatique (4,5). Les données de
I littérature restent en fait limitées sur I'in-
Muence réelle des alginates sur I"hémostise

primaire (6,7). 11 s"agit essenticllement de
données historiques d'expérimentations in
vitro ou ex vivo avee une évaluation indirecie

de lanéponse cellulaire ou plasmatique (8,9).

Nous avons @udié, par méthode agrégo-
métrique, les effets in vitro de deux panse-
ments contenant de 1" alginate seul ou asso-
¢ié i de la carboxymethyleellulose (CMC)
sur la réponse fonctionnelle de plaquettes
humaines normales. Le but de cette éude
préliminaire est de déerminer leur capacité
proagrégeante éventuelle,

Matériel et proto-
cole expérimental

* MATERIEL

- Deux pansements sont ainsi éudiés :
Algosténl® (compresses d'alginate de cal-
cium 100%, Laboratoires BROTHIER,
Nanterre, France) et Urgosorb® (com-
presse dalginate de calcium et carboxymé-
thyl-cellulose, Laboratoires URGO, Dijon,
France).

Pour ces pansements, qui se présentent sous
forme solide en fibres, la concentration finale
effeetive au lieu d'application ne peut ére
précisée. Ils sont donc utilisés & une
concentration finale de 10 mg/ml compatible
avee les performances de détection de la cel-
lule photodlectrique de Fagrégométre, La cel-
lule photoélectrigue doit pouvoir enregistrer
les variations de transmission lumineuse

(TL) du milicu réactionnel & partir d'une tur-
bidité maximale (TL = 0) jusqu'i un éclair-
cissement complet du milieu dans la cuve
(TL = 100%).

- Les plaquettes témoin proviennent du
sang citraté (Iv/v) de 3 sujets sains
exempts de toute médication pouvant inter-
férer avee lintégrité des fonctions plaguet-
taires. Le plasma riche en plaguettes (PRP)
est oblenu aprés centrifugation & 150 G, et
ajusté entre 250 000 e 300 000 pla-
quettes/ul, Le plasma déplaquetté (PDP) est
obtenu aprés une nouvelle centrifugation &
1500 G du culot globulaire restant. Pour une
éude comparative rigourcuse des produits
entre ¢ux, un méme émoin a éé utilisé pour
les tester simultanément.

- L'agrégométre utilisé est un automate
informatisé & 4 voies, (Régulest, Z1 Sainte
Agathe. 57192 FLORANGE).

* PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Dans une cuve dagrégométre sont introduits
3 mg de produit & éwdier puis 300 pl de
PRP auquel de I'hirudine (5 mg/ml) a éé
ajoutée afin d'inhiber la coagulation du
milien. La réaction s'effectue dans 'agré-
gomdétre i 37°C sous agitation & 1 100 wours!
min. L'enregistrement est réalisé sur 10 &
25 minutes. La survenue de la coagulation
entraine une opacification du milieu qui per-
turbe linterprétation des résultats dagréga-
tion plaguettaire. Il est done indispensable
danticoaguler les PRP et PDP en ajoutant
de I'hirudine afin &"inhiber la coagulation
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du milieu et de pouvoir analyser isolément
le comportement des plaguettes.

Ce test est réalisé comparativement i la mix-
ture de 3 mg de produit 3 éudier dans 300u1
de PDP contenant aussi de Phiredine. Cet
essai témoin permet de visualiser fa disso-
lution évemuelle du produit et 'éclaircis-
sement qui en résulte devra ére pris en
compte comme référence dans l'interpréta-
tion de la réaction obtenue en PRP.

Le profil d’agrégation est observé sur une
duréde maximale de 25 minutes. Les réactions
d"activation plixuettaire se traduisent par des
courbes dont Je paramétre nelevé est ba vana-
tion de transmission lumineuse (TL) expri-
miée en %. L'allure des courbes est évoca-
trice des phénoménes se déroulant dans la
cuve : survenue ou non de Fagrégation pla-
quettaire dans le PRP. dissolution éventuelle
du produit dans le PDP autologue, survenue
ou non de la coagulation dans les deux
milieux.

Les numérations plaquettaires ont éé néa-
lisées sur le compteur automatique de cel-
lules STED (Beckman Coulter ; 95580 Mar-
pency):

Résultats

L= ISSOLUTION DES PRODUITS AU
CONTACT DU PLASMA

Elle est visualisée dans la cuve d'agrégo-
mitre par F'éclaircissement rapide du plasma
contenant le pansement éudié,

Elle est éwdide dans le PDP, milieu limpide,
el nous avons noté que la wrbidiné de la mix-
ture “produit + PDP™ (TL = (/) disparait
dés la premiere minute (TL > 30%) (figure
1. A). Apris ce phénomine, il est alors éta-
bli une nouvelle ligne de base autonsant
I"éde de la variation de la TL lide & I'agré-
gation plaquettaire proprement dite en PRP.

2)- EFFETS DES PRODUITS
SUR LA COAGULATION

Nous avons observé macroscopiquement la
capacité de ces produits i provoguer la géné-
ration d"un coagulum (réseau de fibrine) tra-
duisant la formation de thrombine par acti-
vation de la coagulation plasmatique. A la
concentration finale de 10 mg/ml, ces deux
produits entrainent une coagulation 3 4 5
minutes apres leur contact avee le plasma
(PRP ou PDP) dans la cuve d'agrégométre.
En PRP uniquement citraid, lactivité pro-

- Tableau 1. Agrégation plaquettaire induite
. par les pansemenis

& & (exprimde en variations de TL cn %) sur 3 lots
- de plaguentes de sujets Emoins,

o Produit Témoin | | Témoin 2 | Témain 3
b i Alginate 40 » 12

R ML B o S ey e T —

" gl = 15 %
Figure I. Tipes de courbes obienus en agrégo-  |CMC

mitrie apres |'effer des pansements hé iy

SN A St 4)- ESSALS COMPLEMENTAIRES PAR
= Az dans le PDP rendu incoagulable par 'hi- _NUMERATIONS DES PIAQUETTES

ruddine, disselution dalgivate de calcinm,

= B : en "absence d"hirudine , aprés dissolution
des filwes (1), Vagrépation plageetaire (2) est
suivie par fa coagulation (3) : profil obseny en
présence d'alginate sewl ow associé au CMC
= - powvelle lgne de base,

= O ; en présence d hirudine, apreés dissolution
dex fibves, cindiigque de Pagrédgation plagueitaine :
profil observé en présence d alginate seul on
assocte an CMC

coagulante des plaquettes peut aceélérer
aussi le processus; le phénomene se traduit
par une opacification rapide, en 20 i 60
secondes, qui fait chuter ka TL. interfere avec
une ¢ventuelle réaction dagrégation en cours
el aboutit & une coagulation bien indivi-
dualisée (figure 1, courbe B).

L'hirudine (5 pgfml), antithrombine directe
el puissante, prévient ce phénoméne et la
coagulation de la suspension plaquentaire est
alors abolie.

3)- EFFETS DES PRODUITS
SUR L'AGREGATION

L agrégation est éudiée en PRP en présence
de chaque pansement, et visualisée dans la
cuve dagrégomere par I'éclaircissement pro-
gressif du miliew, apres que la dissolution
plasmatigue ait eu lieu (figure 1, courbe C),

Cinétigue dune réaction : initinlement, la wr-
bidit¢ de la mixture “produit + PRP™
montre une TL = 04 puis la TL augmente
immédiaement en raison de la dissolution
du produit. ce qui "cale” la nouvelle ligne
de base & une TL = 25£5% ; puis cette TL
Vi augmenter progressivement avec une
cinétique évoguant la formation d'agnégats
dans le PRP (figure 1, courbe C).

Le tableau | expose bes vanations de TL des
produits éudiés,
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Les tests ont &€ effectués sur le PRP d'un
autre wémoin sctivé par Falginate de caleium
ei l'alginate de calcium-CMC, en raison de
leur effet constaté sur les plaquettes des 3
temoins précédents. 11 a ¢éé possible de
meitre en évidence lagrégation survenue &
2 différents temps de réactions en effectuam
des numérations plaquettaires de Ia sus-
pension contenue dans les cuves & la lére
min.30 s etd la 10&me minute, les TL étam
respectivement 15 % et 35 % (TL maximale
de fin de courbe ). Seules les plaquettes libres
(non impliguées dans le processus dagné-
gation) sont comptées, Lintensité de la réac-
tion est évalude en pourcentage de pliguettes
agrégdes par rapport i la numération initiale.

alginate alginate de
de calcium calcium-CMO
Temps | Num. % Nuim, %
ul | plaqu. | plaqu, | sgripded
agpbpées
n 268 (0 1) 268 0D (1]
1 muin 30| 1E3 (00 32 192 (NN} 9
T0min. | 23 D00 92 200 D00 93
- -
Discussion

et conclusion

Les résultats die cette @ude in vt montrent
que les produits, alginate de calcium et algi-
nate de calcium-CMC, sont capables d'in-
duire directement une activation plagquettaine,
115 ont, par ailleurs, un effer superposable
sur la réponse fonctionnelle des plagquettes
humaines. normales, explorée par deux
méthodes différentes, La péndration de
fibrine observée lors de la dissolution des
fibres dans le plasma citraté ¢t lide aux
échanges ioniques calcivm-sodivm est inhi-
bée par hirudine, un puissant anticoagu-



lant. Le contrdle de cette coagulation plas-
matique, probablement en raison d'une
libération importanie de calcium et qui
échappe in vitro & la simple chélation par
le citrate, permet ainsi d"éudier 1"impact
potentiel de ces produits sur I'hémostase pri-
maire proprement dite.

Ainsi, une éude par thromboélastogruphie
en sang total réalisée par une équipe
anglaise avait démontré in vitro la capacité
hémostatique des alginates (8). Le raccour-
cissement significatil du temps de formation
du caillot était cenainement lié & plusieurs
mécanismes intriqués. L'activation plaguettaire
soulignée par les auteurs pouvail étre certes
due i I"activation plaquettaire directe par I"al-
ginate mais aussi ére la conséquence de la
génération de thrombine via I"activation de la
cascade de la coagulation plasmatique. Cette
capacité procoagulante des alginates en sang
total citraté avec la provocation d'une géné-
ration accrue de thrombine a d'ailleurs éé
confirmdée par d"autres irvaux cliniques et bio-
logiques (8.9).

Une auvtre éude anglaise plus récente, réa-
lisée également en sang total, 2 montré un
retentissement significatif des alginates sur
la réponse fonctionnelle plaguettaire
humaine in viree (10), Nous avons chaoisi
danalyser les effets de ces produits en
plasma riche en plagquettes afin de micux
individualiser la pan plaquettaire de leur
action in vitro, En effet, en sang total, par
leur présence les hématies constituent un
obstacle plus ou moins important génant le
dépdt plaquettaire sur I'électrode d'enre-
gistrement. En raison de cet antéfact, 1'éva-
luation de la participation plaquettaire
effective dans ce €51 s0us esti-
méée. D’ ailleurs, les auteurs de cetie éude
in vitro relatent un temps de latence supé-

ricur it 5 minutes avant d'observer une varia-
tion d'impédance évocatrice d'une réponse
plagquettaire en sang total citraté et hépariné
(10). Nous avons, en revanche, noté une
varation de turbidité du milieu dés 90
secondes objectivant le potentiel activateur
plaguettaire de ces produits aboutissant & un
effet maximal en une dizaine de minutes,
Ceci est d'ailleurs bien confirmé par la madi-
fication de la proportion de plaquettes res-
tées libres évaluée par numérations succes-
sives,

Dans cette éude préliminaine, nous avons
démontré que, lors du contact plaguettes-
alginate de calcium, ce demier se comporte
comme un authentique activateur cellulaire,
aboutissant i la formation d'agnégats contri-
buant certainement & optimiser Fhémostase
primaire locale au nivean d'une plaie. La sti-
mulation des fonctions plaquettaires déclen-
chée par l'alginate de calcium-CMC appa-
rail dans cette éude comme équivalente &
celle provogquée par l'alginate de calcium
seul, [ faut toutelois noter la variabilité inter-
individuelle des réponses plaquetiaires
observées,

Ces résultats nécessitent une confirmation
par une éude complémentaire, les méca-
nismes responsables de cette activation pla-
quettaire restant par ailleurs & élucider
(récepteurs, voies de signalisations, modi-
fications du cylosquelette...).

Il serait enfin intéressant de connaitre le
componement plaquettaire local en présence
de ces pansements en cas de prise de médi-
caments antiagrégeants (aspirine) ou d'an-
tiinflammatoires aliérant classiquement la
réponse fonctionnelle des plaqueties ¢t
perturbant ainsi I'hémostase primaire sys-
Iémigue.




