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Résumé

Dans ce travail on a tenté de formuler une créme cicatrisante a base de produits naturels
(des huiles et des cires), en plus du biopolymere : le chitosane. Le type de I’émulsifcation
Utilisé huile dans eau (H/E) on optimisant les parametres de formulation (physico-chimique
pH neutre...). La stabilité des crémes est I’un des parametres clé pour une garantie la qualité et
I’efficacité d’un produit. On n’a pas pu étudier I’effet cicatrisant de la créme préparée a cause

du confinement suite a la pandémie COVID-19.
Mots clés : creme, cicatrisation, huiles naturelles, cire, chitosane.

Abstract

In this work we tried to formulate a Healing cream based on Natural Product (oils and
wax) in addition to the biopolymer chitosane, the type of emulsification used oil in water
(O/W) we have optimizing the parameters of formulation (physicochemical pH neuter...).
The stability of the cream sis one of the Key parameters for a garantee of quality and
effectiveness of the product. The healing effect of the prepared cream could not be studied
due to containment following the COVID-19 pandemic.

Keywords : cream, healing, oils naurals, wax, chitosan.
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Liste des abréviations et des symboles

PDGF : Platelet Derived Growth Factor .
TGF-B : Transforming Growth Factor 3 .
TNF-a : Tumor Necrosis Factor o .

RMN : Résonance magnétique nucléaire.

UV-VIS : Ultra-violet-visible.

Symboles Signification

DA Degré d’acétylation

DD Degré de désacétylation

DP Degré de polymérisation

K. a des parametres qui dépendent du systeme

polymere-solvant a une température donnée.
M Masse molaire (g /mol

n Viscosité intrinseque (cmz/ml)
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Introduction générale

De nos jours, la formulation est devenue 1’une des branches les plus importantes grace
au développement et 1’innovation qui ne cessent d’accroitre. La formulation est une activité
technologique son objectif est la conception et la mise au point de produits artisanaux au
industriels, elle consiste a mélanger différents composants afin d’en arriver a une formule
permettant d’avoir un produit stable, non toxique et homogene.

Au jour d’hui, il existe sur le marché des produits pharmaceutiques et parapharmaceutiques
a base de matiere premiere synthétiques nocive pour la santé humaine et aussi sur
I’environnement( Adim et Belkhir, 2016).

Comme nous savons que formulation comprend généralement un ou plusieurs
composés actifs ou de base, des charges et des additifs (conservateurs, colorants ...... ). Pour
cela nous allons faire mélanger différents maticres premieres naturelles a des proportion bien
déterminées permettant de formuler une creme naturelle ou bio conforme, respectant les
exigences et répondant aux besoins des consommateurs ( Adim et Belkhir, 2016).

Dans ce manuscrit, ou I’objectif de notre travail était la formulation d’une créme
cicatrisante et de tester son effet sur les rats de laboratoire. Dont le principe acitif, le chitosane
est un dérivé de la chitine extraite a partir des carapaces de crevette. Malheureusement cette
derniere partie n’a pas eu lieu a cause du confinement engendré par la pandémie du corona
virus. Donc on s’est contentée de la formulation d’une créme a base de produits naturels ayant
une bonne consistance et stabilité ainsi qu’une utilisation confortable.

Notre manuscrit est structuré en trois chapitres :
» Une étude bibliographique, organisée en deux chapitres :
e Le premier chapitre présente des généralités sur le principe actif (le chitosane) :

définition, sa source et sa méthode de préparation, ses propriétés et ses applications ;

X/

» Le deuxieme chapitre, consiste en des donnés théorique fondamentales présentant la
peau et ses différents composants, les types et les techniques d’évaluation de la
cicatrisation ;

» Une étude expérimentale, organisée en deux parties

7/

» Partie I, représente notre travail pratique relatif a la formulation et la caractérisation
des formules préparées ; ou on a également présenté le matériel et les méthodes

utilisés.

>

K/
*

Partie II, était consacrée a présenter les résultats de nos expériences ainsi que leurs

)

interprétation.
En fin, le manuscrit s’achéve par une conclusion générale et les perspectives qui

peuvent étre envisagées a I’avenir.
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Chapitre I Le chitosane

I. 1. Définition

Le chitosane est un polymere naturel de la famille des polysaccharides d’origine
biologique (Payet et al., 2002). Il s’agit d’un copolymere linéaire composé d’unités
monomériques de D-glucosamine et de N-acétyle-D-glucosamine (fig. 1la). Ces unités
monomeres sont reliées entre elles par des liaisons glycosidiques 8 (1- 4) (Le venson, 2010).
La chitine est la source la plus intéressante du chitosane ; obtenu par N-désacétylation de la

chitine (fig. 1b).

Fig. I. 1. Structure chimique (a) de la chitine (b) du chitosane (Nugraha, 2006 ; Truong
et al., 2007)

Ces deux biopolymeres chitineux se différencient par la proportion des unités
acétylées présentes dans le copolymere ; appelé aussi le degré d’acétylation (DA). Bien que le
terme « chitosane » soit habituellement limité a toute chitine suffisamment désacétylée
(Amiali, 1999). Le chitosane soluble dans les acides faibles ; possede une charge positive
alors que la plupart des polysaccharides sont chargés négativement (Benbettaieb, 2015).

Généralement, le chitosane a trois types de groupements fonctionnels réactifs :



Chapitre I Le chitosane

- Les groupements amines sur le carbone C(2) ;
- Les groupes hydroxyles primaires et secondaires sur le carbone C(3) et le carbone C(6)
(Benbettaieb, 2015).
I. 2. Méthode de préparation du chitosane

Il se trouve plus rarement dans la nature : il n’est présent que dans les parois d’une classe
particuliere de champignons, les zygomycetes et chez quelque insectes. Le chitosane est
obtenu par désacétylation de la chitine (poly N-acétyle-D-glucosamine) (Fig. I. 2). La chitine
est le composant structural primaire des exosquelettes des crustacés. Il est préparé a partir de
la chitine dans une solution d’hydroxyde de sodium concentrée avec une température entre
(110-115°C) pendant quelques heures, en atmosphere inerte et en présence d’un agent

réducteur (NaBH,), selon la réaction suivante :

R-NH-CO-CH3+ NaOH =5 R-NHs + CH3;COON.......ccceiirieeemiiieieeeeeeieeee, (1)

Chitine Chitosane

Le chitosane obtenu, doit étre séché puis redissous dans une solution d’acide organique
afin de le purifier. La solution acidifiée est alors filtrée et séchée (Gini et Guibal, 2007). En
effet, il est a noter que les quatre étapes d’extraction de la chitine déprotéinisation,
déminéralisation, décoloration et 1’étape de désacétylation influencent la qualité du chitosane
(Gini et Guibal, 2007).

L. 3. Propriétés du chitosane
I. 3. 1. Degré d’acétylation

La principale différence entre la chitine et le chitosane réside dans le degré d’acétylation
(DA) ou le degré de désacétylation (DD) (Marchand, 2010). Le DA représente la fraction
d’unité N-acétyle-D-glucosamine par rapport au nombre total d’unites sucrées. Selon la valeur
du degré d’acétylation des composés, on parlera soit de la chitine (DA>50%), soit du
chitosane (DA<50%) (Hassani et al., 2012).

Le DA est un parametre fondamental qui a une forte influence sur les propriétés du

matériau a 1’échelle moléculaire et en solution comme la solubilité, la viscosité et la flexibilité

des chaines (Hijazi, 2014).
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Extraction

Chitine + Protéines + Pigments + Lipides +
matériaux inorganiques(CaCos)

Purification

(Déminéralisation + Déproétinisation)

[ Chitine }
Désacétylation ﬁ

Fig. L. 2. Processus d’obtention du chitosane a partir des carapaces de crustacés

De nombreuses techniques ont été mises au point pour mesurer le DA du chitosane a
savoir, titrage potentionmétrique ou volumétrique, le spectrometre infrarouge (IR) le
spectrophotometre ultraviolet (UV-vis), ’analyse élémentaire et la résonance magnétique

nucléaire (RMN) (Badaoui, 2012). Le DA est déterminé en utilisant la formule :

DA (%) = (A1ess ™ /A3450Cm 7 )E100 /1, 331 et ()
Ou

DD (%) = %NH; = [1- (A1655/A3450)* 171, 3315100, . oveeeeee e (3)
Avec :

* Ajgsscm’ est ’absorbance a la longueur d’onde 1665cm™ (Amide 11655cm™) ;
* Az450 cm’! est I’absorbance a la longueur d’onde 3450 cm’! (hydroxyde 3450 cm'l) ;

* Le facteur 1,33 représente le rapporte (Ajess/Asaso) pour un chitosane enticrement N-acétyle.
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I. 3. 2. La masse Molaire (M) ou le Poids Moléculaire (PM)

La masse molaire en masse ou en nombre joue un role important dans la solubilisation et
la viscosité des solutions du chitosane. La valeur de la masse moléculaire d’un chitosane
dépend fortement du procedes de fabrication car celui-ci peut induire une dépolymérisation
des chaines macromoléculaires et/ou une dégradation lors de sa production.

Les chaines du chitosane ont des masses allant de 100 a 1000 kDa dont le choix doit étre
adapté a ’application pour avoir des résultats optimal (BENBETTAIEB,
2015). En effet, la masse moléculaire affecte la solubilit¢ du chitosane et ces propriétés
rhéologique, notamment sa viscosité (Hijazi, 2014).

I. 3. 3. La viscosité

La viscosité du chitosane dépend du degré d’acétylation de ce polymere plus il est
désacétylé, plus il y a des groupements amines libres, plus le chitosane est soluble et par voie
de conséquence sa viscosité est plus importante (Wang et Xu, 1994). La viscosité dépend
également de la concertation du polymere (elle augmente avec la concentration), de la
température (elle chute lorsque la température augmente) (Chen et Tsaih, 1998), du poids
moléculaire (la viscosité intrinseque augmente en fonction de 1’augmentation du poids
moléculaire) (Berth et Peter, 1998) et en fin du pH (plus il est bas plus la viscosité est élevée).
Pour déterminer la viscosité, il existe différentes méthodes. La plus employée est «la
viscosimétrie». Elle nécessite la connaissance des parametres K et a de la relation de MARK-

Houwink (Amiali, 1999).

I = K M e 4)
Avec :
[n] : la viscosité intrinseque ;
M : le poids moléculaire moyen du polymére ;
K et a: des parametres qui dépendent du systeme polymere-solvant a une température
donnée.
L. 3. 4. La solubilité

En générale, la solubilité du chitosane dépend de la valeur de DD (tableau I. 1), de la force
ionique, du pH, de la nature de I’acide utilis€ et de la distribution des groupements acétyles le
long de la chaine macromoléculaire. Il est soluble dans les acides dilués grace a la protonation
de ces fonctions amines. Plus le milieu est acide, plus les groupements amines sont protonés,
et cela favorise donc la solubilité du chitosane. Ce dernier est, en effet, insoluble dans ’eau et

dans les solutions alcalines concentrées ou diluées. Il est également insoluble dans les
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solvants purs et les acides concentrés, en raison de 1’impossibilité d’hydrater le matériau.
L’acide le plus utilisé pour préparer une solution de chitosane est 1’acide acétique dilué (0.1-

1%) (Alja, 2013).

Tableau I. 1. Corrélation entre les valeurs de DD et la solubilité du chitosane a pH 6(

Makrani, 2013).

DD% Solubilité du chitosane
>75 Parfaite
=50 Moyen
<40 Faible

A pH acide, ou il est soluble, le chitosane porte de nombreuses charges positives. 1l est
donc un bon agent de floculation et un bon agent de coagulation. Il peut interagir avec des
molécules chargées négativement (par exemple acides gras, protéines ...) et former aussi des
complexes polyanion-polycation. Cette propriét€ lui ouvre de multiples applications
notamment en dermo-cosmétologie : elle permet d’interagir de fagon trés intime avec la
kératine de la peau et ainsi former un film a la surface de celle- ci.

A pH basique, (>6.5), le chitosane perd ses charges positives et le doublet électronique
de I’azote est libre. Ces doublets libres et la présence de nombreux atomes d’oxygene dans le
chitosane lui permettent de se comporter comme un excellent complexant, en particulier des
métaux lourds. Il est donc utilisé pour la purification des eaux, par exemple pour la
récupération de métaux dans les effluents industriels (Makrani, 2013).

L. 3. 5. Polyléctrolyte en milieu acide

Le chitosane est I’'un des rares polyélectrolytes naturels cationique et il est une base faible
présentant un pka voisin de 6,3. Il se dissout en milieu acide par protonation des fonctions
amines présents sur la macromolécule. En dessous de ce pka, les groupements amines sont
protonés et font du chitosane un polyélectrolyte cationique, soluble dans 1’eau acidifiée. Au-
dessus du pka, les groupements amines sont déportonés et le chitosane est insoluble dans
I’eau. Le pka du chitosane dépend du degré de neutralisation des groupes NH; et du DD. En
générale, la valeur du pka augmente quand le DD diminue (Alja, 2013).
Les propriétés particuliéres du chitosane sont liées essentiellement a la présence de la fonction
amine portée par le carbone C (2).

I .3. 6. Les grades de chitosane



Chapitre I Le chitosane

L’extraction de la chitine et sa transformation en chitosane permettent d’obtenir différents
grades de chitosane a savoir : le garde pharmaceutique, alimentaire, cosmétique, technique
(Imzi et Ziane, 2018). Ces chitosanes se different par leurs propriétés physico-chimiques

(tableau I. 2).

Tableau I. 2. Liste des différents grades de chitosane(Imzi et Ziane, 2018).

Origine de la chitine Grades de chitosane Degré de désacétylation Viscosité
Champignon Cosmétique 85% - 92% 10-100
Champignon Pharmaceutique 90% - 95% -
Arthropodes Alimentaire 85% - 92% -
Arthropodes, 80% - 90% 50-250
Céphalopodes Technique 75% - 85% 200-750

75% - 83% 700-2100

Les grades de chitosane pharmaceutique et cosmétique ont un DD supérieur a 90%. Une
haute pureté est requise pour entrer dans la préparation de crémes ou médicaments. C’est la
raison pour laquelle le chitosane utilisé pour ce garde, est issu de champignons ou d’insectes.

Le garde alimentaire possede un DD entre 85 et 90%. Une grande pureté du produit est
également requise, car ce polysaccharide peut entrer dans la composition de produits
alimentaires ou étre utilisé¢ dans le domaine de I’emballage alimentaire. Le garde technique du
chitosane possede un DD entre 70 et 90% (Imzi et Ziane, 2018).

Les principaux producteurs de chitine et de chitosane sont, dans I’ordre, le Japon, I’Inde, les
Etats-Unis et I’Europe. Le Japon reste leader dans la production, la commercialisation et la
consommation. La production mondiale de la chitine est estimée entre 2000 et 3000 t.an™ dont
60 et 70% sert a la production du chitosane. Au Japon, on peut trouver plusieurs produits
alimentaires enrichis en chitosane (nouilles, pates de soja). Aux Etats —Unis, le chitosane n’est
autorisé que comme complément alimentaire pour réguler la flore intestinale et favoriser
I’élimination du cholestérol (Imzi et Ziane, 2018). Le prix de vente du chitosane varie entre

20 et 10000 euros le kilogramme en fonction de ses caractéristiques (tableau I. 3).
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Tableau 1. 3. Liste des entreprises qui vendent des lots de chitosane (Soteller et al., 2008).

Entreprise Pays Caractéristiques

Sigma Aldrich Etats-Unis Origine :  Arthropodes,  Céphalopodes
Haute pureté.
Masse molaire : 60 kDa-1000 kDa
DD >85%

TCI Europe Europe, Etats-Unis, Asie Origine : Arthropodes, Céphalopodes.
Masse molaire : 60 kDa- 800 kDa
DD >75%

Chitosanelab France Origine : Arthropodes, Céphalopodes.
Masse molaire : 60 kDa- 1000 kDA
DD >99%

Glentham Life Science Angleterre Origine : Arthropodes, Céphalopodes.
Masse molaire : 30 kDa-1800 kDa.
DD >90%

I. 3. 7. Propriétés biologiques

Le chitosane est un biopolymere qui possede différentes propriétés biologiques en plus de
ses propriétés physicochimiques (tableau 1. 4). Il est biodégradable, biocompatible, ne
présente aucun comportement antigénique, mais posseéde un caractere antithrombogenique et
hémostatique. Il montre des propriétés cicatrisantes remarquables. En plus de ces propriétés
inhibitrices sur la croissance de nombreux parasites et infections, il présente des propriétés
immunologiques antitumorales, antibactériennes et antifongiques (Ararem, 2010).

Le chitosane a également des propriétés cicatrisantes. Car il a la capacité de former des
films perméables qui sont utiles dans la peau artificielle et dans d’autre produit ou la
flexibilité, protection et la non allergique sont essentiels (Maachou, 2005). Il a la capacité
d’augmenter la vitesse de cicatrisation des plaies ouvertes et la reconstruction des tissus tout
en prévenant les infections microbiennes (Adim et Belkhir, 2016).

Le chitosane est utilisé pour fabriquer des pansements et des bandages par exemple un
mélange de chitosane et oxychitine est commercialis€ comme agent de recouvrement pour les

greffes. Le HemCon ®Bandage (Adim et Belkhir, 2016).
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Tableau I. 4. Les propriétés du chitosane (Khelil cherfiA,Rahmani.A,2018).

Propriétés Description

-Polyamine linéaire, hydrophile
Physico-chimiques -Structure semi-rigide, réactive

-Matériau brut non preux

poly électrolytes -Polymeres cationiques a forte densité de charge

Biologiques -Matériau non toxique
-Substance biocompatible
-Bio résorbable biodégradable
-Activité antibactérienne et antifongique
-Agent hypocholestérolémiant
-Activité hémostatique

-Stimule la croissance cellulaire

Filmogenes : interactions avec Complexassions /chélation
d’autres substances Propriétés de coagulation /floculation et adsorption
Propriétés de rétention d’eau

Propriétés d’adhésion

I. 4. Applications du chitosane

Le chitosane possede des nombreuses propriétés physico-chimiques intéressantes qui ont
permis d’entrevoir de nombreuses applications potentielles. Les premiéres applications ont été
développées en pharmacologie, cosmétologie et en médecine.....etc.
I. 4. 1. Médicale

Le chitosane a démontré son efficacité pour toute forme de pansements peau artificielle, fil
de structure ....En chirurgie dentaire, le chitosane est utilisé dans les implants ou dans la
cicatrisation des plaies (voir chapitre II) et gencives. Kim et ses collaborateurs (2007), ont
montré que ’application du chitosane et de ses dérivés dans les organes artificielle comme le
foie, les nerfs, les os, la peau les cartilages, les vaisseaux sanguins.... etc (kim et al., 2007).

En outre, c’est un bon support pour le transport et le relargage lent des principes actifs
médicamenteux pour des applications dans la santé humaine et animale (Chen et al., 2007 ;
Guo et Gao, 2007).
I. 4. 2. Agriculture
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Le chitosane est capable de déclencher chez les plantes des mécanismes de défense contre
les infections et les agressions parasitaire et ceci avec des doses extrémement faibles. De
I’ordre de quelque milligramme par métre cube d’eau. Ils peuvent étre utilisés en solution, en
poudre, ou en enrobage de semences (Li et al., 1997). Il est utilisé dans I’emballage grice a sa
biodégradabilité.

I. 4. 3. Cosmétique

Le chitosane forme a la surface de la peau un film protecteur, capable de fixer d’autres
principes actifs pour la peau. Il est utilisé comme filtre solaire et rentre dans la composition de
la pate des dentifrices, creme de soins et les shampoings. De nombreux brevets ont été
déposés dans ce domaine (Ravikumar et Dutta, 2002). Le tableau L.5, résume les principales

applications du chitosane.

Tableau 1. 5. Les principales applications du chitosane.

Domaine Médicale Structure chirurgicales.
Implants dentaires.

Peaux artificiels

Domaine cosmétique Créme de traitement de 1’acné
Formulation de dentifrices

Formulation de shampooing

Domaine agriculture Stimule la croissance des planes

Libération de fertilisants et nutriments

Traitement des eaux Diminution de la turbidité
Diminution des odeurs

Bactéricides

Alimentaire Agent de conservation
Stabilisateur antimicrobien

Enrobage protecteur (fruits)

Biopharmaceutique Anticoagulants

Libération controlées (matrices)

Clinique Membranes de dialyse, pansements

Traitement des eaux Agent floculant de cation
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II. 1. La peau

La peau est un organe complexe recouvrant le corps en entier. Son poids totalise environ
15% du poids total du corps d’un adulte, ce qui lui vaut le titre du plus grand et du plus
important (de par sa surface) organe du corps humain. Elle assure plusieurs fonctions
nécessaires a la survie de I’organisme comme la protection contre les agressions physiques,
chimiques et biologiques extérieures (Wysocki, 1999 ; Kanitakis, 2002). Elle a aussi un role
dans la régulation thermique, 1’excrétion, I’immunité, la synthése de la vitamine D et elle
constitue un excellent capteur d’informations extérieures grace aux milliers de terminaisons
nerveuses qu’elle contient. De plus, les nombreux vaisseaux sanguins qui traversent le derme
transportent de 8 a 10% du sang en circulation dans le corps, ce qui fait de la peau un
important réservoir sanguin (Tortora et al., 1994). La peau normale humaine est constituée de
trois couches principales dont les cellules interagissent ensemble afin d’assurer ses différentes
fonctions. La partie superficielle, 1’épiderme, est mince et composée d’un épithélium
pavimenteux stratifié et kératinisé. Elle est attachée a une couche interne plus épaisse, formée
de tissu conjonctif, le derme. La derniére couche, I’hypoderme (fig. I. 1), est la couche sous-
cutanée, composée de tissus conjonctifs auréolaires et adipeux. Les fibres du derme s’y
rattachent et fixent ainsi la peau puisque I’hypoderme est lui-méme fermement attaché aux

tissus et organes sous-jacents (Gartner et al., 1992 ; Tortora et al., 1994).

Pore _

poil
Papille
du derme Couche
cornée
Epiderme
Derme
1 Muscle
horripilateur
Hypoderme

Graisse sous-cutanée %
Vaisseaux sanguins
Artére

Veine

Muscle

Glande
sudoripare

Fig. I1. 1 : structure de la peau et de ses annexes (L’OREAL, 2005 cité par ferraq, 2007)
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II. 1. 1. L’épiderme

C’est la couche la plus superficielle, celle qui est en contact avec ’extérieure. Elle est
composée de cellules mortes qui sont éliminées continuellement. Il est organisé en sous-
couches, la couche cornée (ou stratum Corneum), la couche claire (stratum lucidum), la
couche granuleuse (stratum granulosum), la couche épineuse ou couche de Malpighi (stratum
spinosum) et enfin la couche basale ou lame basale (stratum germinativum) (Fig. II. 2). Son

role est d'assurer I'imperméabilité et la résistance de la peau.

Sens de migration
cellulaire

couche cornée

épiderme
couche claire

couche granuleuse

couche de Malpighi

derme couche basale

papille dermique

Kératinocyte

Mélanocyte Cellule de Langerhans

Fig. II. 2. Organisation schématique de I’épiderme (Blanchemain, 2014)

L’¢épiderme est constitué des :

e Kératinocytes
Issues de la couche la plus profonde de 1’épiderme (appelée couche germinative ou couche
basale), ils migrent a la surface de la peau et se renouvellent régulierement. Ils sont remplis de

Kératine, des filaments tres résistants, les mémes que ceux trouvés dans les cheveux et les
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ongles, et de lipide. Durant leur migration, ces cellules s’aplatissent peu a peu et finalement
meurent a la surface de la peau. Elles forment alors la couche cornée (fig. II. 1), véritable
bouclier semi-perméable. De 50 microns au niveau des paupieres, la couche cornée peut
atteindre un centimetre aux paumes et aux plantes de pieds (Marty et al., 1993).
e Meélanocytes

Sous I’effet des ultraviolets, ces cellules produisent la mélanine, le pigment a 1’origine du
bronzage. La mélanine est transférée aux kératinocytes dont elle protege le noyau (Marty et
al., 1993).

e Cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques non pigmentées, qui ne
contiennent pas de desmosomes ni de tonofibrilles (Parisot, 2004). Il s’agit de cellules
immunocompétentes provenant de la moelle osseuse. Les mécanismes de leur migration dans
I'épiderme et leur relation avec d'autres cellules dendritiques sont sujet de controverse ; leur
cytoplasme contient des granules spécifiques, appelés granule de Birbeck (Bieber et
Bruijnzeel-Koomen, 1990).

Les cellules de Langerhans sont une véritable sentinelle immunitaire de 1'épiderme ; elles
jouent un rdle dans l'immunité non-spécifique, par présentation d'antigene phagocyté aux
lymphocytes T, qui réagissent en induisant la réponse immune (Banchereau et al., 2000).

IL. 1. 2. Le derme

Le derme (fig. II. 2) est la couche qui donne la souplesse et la résistance a la peau. Il
est composé principalement de tissu conjonctif qui le rend compressible et élastique. Il
constitue un support pour les différentes annexes cutanées que sont les vaisseaux sanguins et
lymphatiques, les poils, les terminaisons nerveuses, les glandes sébacées et sudoripares (fig.
II. 1). Ces annexes sont en fait entourées de fibres majoritairement constituées de collagenes
de types I et III, arrangées en filet pour assurer souplesse et solidité. L’épaisseur du derme
varie considérablement selon la localisation anatomique. Par exemple, il est beaucoup plus
€pais dans la plante des pieds que dans les paupieres. En moyenne, il a une épaisseur de deux
millimetres, mais peut atteindre quatre millimetres dans certaines parties du corps (Wysocki,
1999). Le derme peut étre divisé en deux parties distinctes : le derme papillaire (superficiel) et
le derme réticulaire (profond).
I1. 1. 3. L’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Il est constitué de tissus
adipeux qui ont pour fonction d’emmagasiner 1’énergie sous forme de graisse. En fait, environ

la moitié de tout le gras emmagasiné dans le corps humain est retrouvée dans cette couche.
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L’hypoderme joue aussi un role de thermorégulation et de protection contre les agressions
mécaniques. Les cellules qui peuplent I’hypoderme s’appellent les adipocytes, ce sont des
cellules rondes remplies d’acides gras et de triglycérides (Kanitakis, 2002). Cette couche
contient aussi des fibroblastes et des macrophages, en plus de vaisseaux sanguins et des
terminaisons nerveuses. Ces dernieres sont aussi appelées corpuscules de Pacini ou
corpuscules lamellaires et sont sensibles a la pression (Wysocki, 1999).

IL. 2. La cicatrisation

La cicatrisation est un mécanisme physiologique complexe de réparation des tissus. Le
processus de cicatrisation cutanée apparait lorsque la peau présente une plaie récente (plaie
aigiie) ou lorsque des altérations entrainent un retard de la cicatrisation normale (plaie
chronique). Ce dernier cas s’observe dans de nombreuses maladies qui ne seront pas abordées
ici.

Elle a pour but de reconstituer les composants de la matrice extracellulaire (MEC),
restaurer les structures et les capacités fonctionnelles du derme et de I’épiderme (Brodeau,
2015).

IL. 2. 1. Description des processus fondamentaux de la cicatrisation

La cicatrisation est un phénomene continu comportant quatre phases : les phases
vasculaire et de détersion pouvant étre réunies au sein du processus inflammatoire, suivies des
phases de réparation (phase proliférative) et de maturation (phase de remodelage). Toutes ces
phases sont interdépendantes et se chevauchent sans séparation stricte dans le temps (Fig. 1L
3). Les caractéristiques de durée et d’intensité pour chaque phase, varient en fonction de la
plaie

et du mode de cicatrisation (Hé, 2006 ; Kumar et al., 2007 ; Guo et Dipietro, 2010).

£8\
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proliférative
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Fig. IL. 3. Ordre séquentiel des phases de la cicatrisation adaptée d’aprés (kumar et al .2007)
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IL. 2. 1. Le processus inflammatoire
Le déclenchement de la réaction inflammatoire est li¢ a une rupture d’équilibres dans
le tissu conjonctivo-vasculaire causé par la plaie. Il s’agit d’une réaction qui vise a limiter
I’extension des dommages dus a l'agression tissulaire, grice a la phase vasculaire de
I’inflammation et a assurer la détersion grace a la phase cellulaire (Verola, 2006) (Fig. IL. 3).
La phase inflammatoire débute quelques minutes apres le traumatisme et atteint son
maximum entre 3 et 5 jours. Elle diminue rapidement jusqu’au 15¢me jour ou elle atteint un
plateau, pour diminuer beaucoup plus lentement ensuite (Gerbault, 1999).
II. 2. 1. 1. La phase vasculaire

Egalement désignée comme la phase de latence ou la phase de préparation de la
guérison. Une hémorragie plus ou moins intense a lieu au sein de la plaie et permet
I’extravasation des éléments contenus dans le sang. Les plaquettes s’accumulent sur le site de
la 1ésion et adhérent aux parois vasculaires 1ésées.

Simultanément, une vasoconstriction fugace débute au cours des 5 a 10 minutes suivant
le choc vulnérant. La vasoconstriction couplée aux mécanismes de coagulation permet
d’arréter le saignement des vaisseaux. Un caillot (fig. II. 4) comble la perte de substance et
unit les levres de la plaie. Il évoluera en crolte par rétraction et dessiccation. La
vasoconstriction provoque également une anoxie des tissus voisins dont le pH diminue par
production d’acide lactique. Cette baisse de pH entraine la libération d’amines vasoactives et

d’enzymes lysosomiales (Johnston, 1990 ; Witte et Barbul, 1997 ; Theoret, 2004).

Ces substances initient le stade de la réaction vasculaire : au bout de 5 a 10 minutes
une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire sont observés,
responsables de dépdts de fibrine et de margination leucocytaire. Les fluides, issus des
vaisseaux et contenant des enzymes, des protéines et des anticorps, diluent les substances
toxiques et facilitent les mouvements des cellules dans la zone 1ésée (Knottenbelt , 2003;

Theoret, 2004).

Le caillot qui se forme alors permet non seulement de combler la perte de substance et
d’unir les lévres de la plaie, mais aussi de limiter I’infection et la perte de fluides. En outre, ce
caillot de fibrine fournit une matrice extracellulaire nécessaire a la migration ultérieure des

neutrophiles, fibroblastes et des cellules endothéliales (Theoret, 2004 ; Williams, 1988).
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Vaisseau sanguin

(\
Derme VEGE

Fig. I1. 4. Phase inflammatoire du processus de cicatrisation d’apres Singer et Clark (1999)
Les divers cytokines et facteurs de croissance (TGF, IGF VEGEF ....) illustrés dans la figure sont accompagnés de
fleches indiquant leur origine ainsi que leurs cellules cibles

Les plaquettes activées vont libérer des cytokines et de nombreux facteurs de
croissances : PDGF (platelet derived growth factor), TGF-B (Transforming Growth Factor
beta), IGF-1 (Insuline-like Growth Factor) et EGF (Epidermal Groth Factor) (Johnston, 1990 ;
Knottenbelt, 2003 ; Witte et Barbul, 1997). Ces facteurs de croissance sont dotés de
nombreuses fonctions :

- Chimiotactiques pour les leucocytes, macrophages, fibroblastes et les cellules
musculaires lisses ;

- Activation des leucocytes, macrophages et fibroblastes ;

- Mitogenes pour les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses ;

- Stimulation de la synthese de collagene ;

- Stimulation de 1’angiogénése, de la contraction et du remodelage de la plaie.

A eux seuls, ces facteurs de croissances sont capables d’induire toute 1’activité
biologique nécessaire a la formation du tissu de granulation (Williams, 1988 ; Stashak, 2008 ;

Pavletic, 2010).
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IL. 2. 1. 2. Phase de détersion cellulaire

C’est une phase catabolique de phagocytose et de lyse qui débute tres tot apres la
constitution de la plaie et ne s’arréte qu’apres €élimination de tout matériel (bactéries, débris
nécrotiques, exces de fibrine, corps étranger...) pouvant entraver la cicatrisation.

Les premiers leucocytes a arriver au niveau de la plaie sont les granulocytes

neutrophiles qui ont comme role le controle de I’infection (phagocytose des bactéries, des
débris tissulaires et des complexes immuns).
Apres une durée de vie bréve (moins de 2 a 3 jours lors d’inflammation), ces leucocytes
dégénerent rapidement et meurent en libérant des enzymes lytiques de leurs lysosomes ainsi
que des métabolites a effet phlogogene (radicaux oxydants, L'TB4) qui participeront a la lyse
des débris cellulaires nécrotiques. L’ensemble exsudat inflammatoire, leucocytes dégénérées,
et tissus nécrosés forment un exsudat ayant les mémes caractéristiques que le pus (Johnston,
1992 ; Fowler, 1993).

Les neutrophiles sont rapidement remplacés par les macrophages. Le recrutement de
ces derniéres s’effectue a partir de monocytes circulants et a partir de cellules « locales » du
systeme des phagocytes mononuclées. En plus de leur activité prédominante de phagocytose
et de collagénolyse, les macrophages sont également une source importante de nombreux
médiateurs qui jouent des roles importants au cours du processus de cicatrisation (recrutement
et activation cellulaires, synthese matricielle et angiogenese (Diegelmann, 1997 cité par Teller
et White, 2009). Une fois finie, la détersion laisse derriere elle un foyer propre contenant de
nombreux facteurs qui vont stimuler les acteurs des phases suivantes de la cicatrisation.

IL. 2. 2. Phase proliférative ou processus de réparation

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

I1. 2. 2. 1. Formation du tissu de granulation

Parallelement a la détersion, se met progressivement en place le «tissu de granulation
» ou «tissu de bourgeon charnu» qui va combler la perte de substance résultant de 1’agression
et de la détersion (Verola, 2006). Ce tissu transitoire est constitué de fibroblastes (et
myofibroblastes) synthétisant du collagene et les autres éléments de la matrice extra cellulaire
et d’une riche vascularisation issue de la néo-angiogenese.

La formation du tissu de granulation ne concerne que les zones de la plaie

correctement
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préparées lors de la phase de détersion. En effet, sur une méme plaie, certaines zones peuvent
présenter une progression du tissu de granulation, alors que d’autres zones sont encore en
phase de détersion (Hé, 2006).
IL. 2. 2. 1. 1. Migration et prolifération fibroblastiques

La migration des fibroblastes débute dans les 24 a 48 heures suivant la constitution de
la plaie. Leur recrutement dépend du chimiotactisme exercé par des médiateurs issus
principalement des plaquettes, des macrophages et de certains lymphocytes. La capacité des
cellules a migrer et a coloniser la matrice extracellulaire dépend de 1’activité protéolytique de
diverses protéinases dont la plupart sont secrété par les fibroblastes (fig. II. 5). Une fois
migrées au niveau de la plaie, les fibroblastes se multiplient et commencent leur activité de
syntheses afin de combler la perte de substance (Fox, 1988 ; Johnston, 1992 ; Fowler, 1993 ;
Kumar et al., 2004).

e — 4w 7 e
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Vaisseaux sanguins
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collagéne

Fig. I1. 5. Phase proliférative du processus de cicatrisation d'apres Singer et Clark, 1999
Les Divers Protéinases nécessaires pour le mouvement des fibroblastes sont présentés.

- u-PA urokinase-type Plasminogen Activator;

- MMP-1, 2, 3 et 13 métalloprotéases matricielles 1, 2, 3, et 13 (nommés respectivement collagénase 1,
gélatinase A, Stromélysine 1, et collagénase 3);

- t-PA tissue plasminogen activator.
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IL. 2. 2. 1. 2. Néo-angiogenese

L'angiogenese est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins
(néovascularisation) a partir de vaisseaux préexistants. L’angiogenése et fibrogénese sont des
phénomenes interdépendants qui progressent simultanément. En effet, la nouvelle
vascularisation assure aux fibroblastes, un apport adéquat en oxygene, et autres facteurs
nécessaires (vitamines, glucose, acides aminés...).

Le macrophage est un ¢lément clé dans I’induction de 1’angiogenése, grace aux
nombreux médiateurs qu’il produit. La néovascularisation nécessite une stimulation, une
migration et une prolifération des cellules endothéliales des vaisseaux adjacents a la plaie
(Fowler, 1993 ; Teller et White, 2009). L’activation des cellules endothéliales des veinules
post-capillaires commence des la phase inflammatoire ; sous 1’effet de la sérotonine et de
I’histamine sécrétées par les mastocytes.

Les cellules endothéliales activées sécretent diverses substances (enzymes « activateur
du plasminogene », plasmine ; collagénases...) capables de désagréger les membranes basales
et les structures environnantes (Kalebic et al., 1983 ; Fowler, 1993). La migration et la
prolifération des cellules endothéliales nécessitent une autre stimulation exercée par des
facteurs chimiotactiques et facteurs de croissance produits par diverses cellules (macrophages,
fibroblastes et kératinocytes). Parmi ces facteurs, le VEGF (Vascular endothelial growth
factor) est le facteur angiogénique le plus puissant (Johnston, 1992 ; Fowler, 1993 ; Kumar et
al., 2004).

La prolifération des cellules endothéliales permet la formation de structures tubulaires
qui s’unissent les uns aux autres et se différencient progressivement en artérioles ou en
veinules
(Gerbault, 1999).

IL. 2. 2. 1. 3. Syntheses fibroblastiques

Les fibroblastes commencent par synthétiser des protéoglycanes, des polysaccharides,
et diverses glycoprotéines notamment la fibronectine pour former la nouvelle substance
fondamentale. Elles synthétisent également du collagéne sous ’effet de divers médiateurs
libérés principalement par les macrophages et les cellules endothéliales (FGF, TGFp, EGF,
PDGF). Au fur et a mesure que la fibrine est dégradée, le collagene est déposé pour la
remplacer (Fox, 1988 ; Johnston, 1992 ; Fowler, 1993 ; Kumar et al., 2004).

IL. 2. 2. 2. Contraction
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La contraction de la plaie contribue a rapprocher les berges et est étroitement liée a la
formation du tissu de granulation. Cette contraction est due a la transformation de certains
fibroblastes en myofibroblastes capables de se contracter.

Une contraction visible de la plaie est évident 5 a 9 jours apres la blessure. Une
invasion fibroblastique importante dans la plaie est nécessaire pour le commencement du
phénomene de la contraction (Senet, 2007; Ono et al., 1999 ; Pavletic, 2010).

Le phénomene de contraction de la plaie est attribué a une interaction complexe de
cellules, la matrice extracellulaire et des médiateurs y compris. La contraction continue a
progresser et ne s’arréte que lorsque les marges opposées de la plaie se rencontrent. Si le tissu
de granulation ne présente pas une qualité satisfaisante ou si la tension de la peau
environnante atteint ou excede la force de contraction ; cette phase peut se prolonger et dure
plusieurs semaines (Ono et al., 1999 ; Pavletic, 2010).

IL. 2. 2. 3. La Epithélialisation

La ré-épithélialisation de la plaie se produit lorsque les kératinocytes recouvrent
completement la surface défectueuse de la peau. Les kératinocytes, le plus grand groupe de
cellules épithéliales dans 1'épiderme, qui se trouvent le long des bords de la plaie subissent
une activité mitotique intense. Les kératinocytes, stimulées par des facteurs de croissance
libérés localement, proliferent et commencent leur migration a travers le lit de la plaie dans
les 12 a 24 heures apres la blessure. Cette migration requiert un environnement humide et
implique une série complexe d'étapes contrdlées par un gradient chimiotactique produit par
divers facteurs de croissance. En absence d'une surface humide, le kératinocyte sécréte des
enzymes protéolytiques qui lui permettent de creuser vers le bas pour rechercher 'humidité
nécessaire pour sa migration (Hunt, 1988 ; Martin, 1997).

La premicre étape de la migration implique la séparation des kératinocytes I’un de
I’autre ; ils vont subir ensuite une transformation phénotypique - un allongement - dans la
direction de croissance nécessaire. Et enfin, une migration au hasard mais les kératinocytes
sont toutefois guidées par les fibres de collagénes tu tissu conjonctif nouvellement formé. Ces
processus de prolifération et migration cellulaires sont répétés jusqu'a ce que les cellules
migrateurs des deux cotés de la plaie entre en contact 1'une avec 1'autre. Au point de contact,
la migration cesse dans un processus connu sous le nom d’inhibition de contact (Swaim,
1997 ; Tomczak, 2010).

Il existe de multiples stimuli pour la migration et la prolifération des cellules

épidermique, y compris I'EGF, TGFa, et le facteur de croissance des kératinocytes (KGF)
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produites par les cellules épithéliales, les fibroblastes et les macrophages de la plaie
(Hosgood, 2003 ; Hunt, 1988).

A la fin de cette phase, le tissu conjonctif cicatriciel qui comble la plaie et I’épithélium
qui le couvre constituent la cicatrice. La cicatrisation n’est cependant pas achevée car cette
cicatrice va étre remaniée lors de la phase finale de maturation (Swaim, 1997 ; Tomczak,
2010).

IL. 2. 3. Maturation

La maturation correspond au remodelage de la matrice extracellulaire et a la
diminution de la cellularité dans le derme apres réépithélialisation. Elle se poursuit sur
plusieurs mois pour aboutir généralement a la formation d’une cicatrice plus ou moins
fibreuse (Couquet et al., 2013).

IL. 2. 3. 1. Phase de remodelage

Le remodelage des tissus cicatriciels peut durer jusqu’a un an et parfois plus. Au début
de cette phase, I’épiderme a retrouvé son épaisseur normale et la crolte formée a partir du
caillot sanguin tombe. Les fibres de collagéne commencent a €tre mieux organisées ;
initialement fines et désordonnées, elles deviennent plus épaisses et alignées avec les autres
fibres des marges de la plaie (fig.I1.6). (Smith et al. 1998 ; Hunt et al., 2000).

Malgré toutes les modifications et le remodelage que subit le derme durant cette phase,
la peau ne retrouvera jamais ni sa fonction ni sa force ou résistance originale (Tortora et al.,
1994). En effet, la force de tension de la peau cicatrisée ne dépassera pas 80% de sa force
antérieure (Clark, 1985). De la méme facon, I’¢lasticité de la cicatrice sera moindre qu’avant

la blessure (Doillon et al., 1985).

]
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Fig. I1. 6. Guérison d“une plaie par premiére et seconde intention (Doillon et al., 1985).

I1. 2. 3. 2. Maturation de I’épiderme

L’épiderme subit un remaniement qui consiste en un épaississement qui aboutira a la
restauration de toutes les couches épidermiques. Le nouvel épiderme subit par la suite une
kératinisation progressive permettant un recouvrement fonctionnel de la peau. Une fois
I’épithélialisation achevée, une invagination du nouvel épithélium dans le tissu sous —jacent
permet une reconstitution limitée des follicules pileux et des glandes sébacées associées
(Johnston, 1992 ; Aguerre, 2004).

La cicatrice est généralement dépigmentée, cependant, une repigmentation partielle et
tardive peut parfois survenir par migration centripete de mélanocytes. Cependant on note une
absence de la repigmentation des poils, et de la régénération des glandes sudoripares (Titeux-
denis, 1992 cités par Hé, 2006 ; Pavletic, 1994 ; Aguerre, 2004)

IL. 2. 3. 3. Restauration de la vascularisation et de I’innervation

A la fin de la phase fibroblastique, on assiste a une régression de la riche
vascularisation
composant le tissu de granulation. Le nouveau réseau vasculaire redevient proche de celui
d’une peau saine ; cependant, il reste moins développé car la cicatrice est beaucoup plus

fibreuse que la peau normale.




Chapitre IT La cicatrisation cutanée

La reconstitution du réseau lymphatique s’effectue beaucoup plus tardivement que la
vascularisation sanguine. Concernant la restauration de I’innervation, lorsqu’elle a lieu, elle
est généralement tres tardive et tres lente. Ceci explique la faible sensibilité des grandes
cicatrices par rapport a la peau normale (Hé, 2006).

IL. 3. Les facteurs qui influencent la guérison des cicatrices
Une cicatrice ne sera jamais la méme d’une personne a [’autre. Plusieurs facteurs

influencent la rapidité et leur degré de guérison.

Tableau II. 1. Les facteurs influencant la guérison des cicatrices (Alan et al., 1997).

Facteurs locaux Facteurs généraux

Localisation de plaie.
Environnement de la plaie.

Malnutrition (carence en albumine, fer, zinc,
vitamine C).

Hydratation de la plaie. Age (diminution des  processus de

Degré de contamination de la plaie. réparation).

Corps étrangers. Diabete.

Vascularisation de la plaie: une bonne Obésité.

vascularisation est essentielle pour une bonne Tabagisme (hypo vascularisation)

cicatrisation. latrogénie :  immunosuppresseurs,  anti-
inflammatoires............

IL. 4. Les types de la cicatrisation

A. La cicatrisation déficiente

La perturbation des facteurs de la cicatrisation essentiel va entrainer un retard de guérison
s’1l existe des états pathologiques ou le mécanisme du collagene est perturbé et déficient.
Nous mentionnerons brievement la dégénérescence mucoide avec augmentation de substances
fondamentales, donc une cicatrice tres instable et tres friable, la dégénérescence fibrinoide et
enfin, un troisieme phénomene, I’hyalinisation du collagene.
Ces différentes entités, groupées sous le nom de collagénose, sont souvent d’origine
congénitale et demeurent tres difficiles a controler. Au point de vue épithéliale, il existe aussi
des maladies déficientes comme le pemphigus ou les mécanismes essentiels de régénération
sont trés déficients et on assiste a la présence d’ulcération chronique tres difficile a controler.
(M. Sadou Ousmane ; 2008).

B. La cicatrisation exagérée

Par un mécanisme encore inexpliqué, on peut assister a un déreglement de la phase
collagénique qui va stagner dans sa phase immature et qui se manifeste par une accumulation

exagérée du collagene en forme jeune ol persistent aussi les éléments inflammatoires. Cette
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réaction va amener une prolifération anormale des tissus cicatriciels. (M. Sadou Ousmane ;
2008).

C. La cicatrisation hypertrophique

Le phénomene cicatriciel piétine a phase collagénique avec accumulation de faisceaux
collageéne entourés d’¢léments inflammatoire. Ce phénoméne demeure cependant ordonné et
la cicatrice s’hypertrophie sans toutefois déborder la limite de la blessure. (M. Sadou

Ousmane ; 2008).

Fig. 11. 7. Cicatrice hypertrophique

D. La cicatrice chéloidienne

Ce type de cicatrisation exagérée se manifeste par une formation nettement désordonnée
et méme tumorale du collagene. Il se forme en surface des bourgeonnements qui tendent a
déborder les limites de la plaie et a s’étendre comme une tumeur. Ces bourgeonnements sont
formés de fibres de collagene tres désorientées et souvent en dégérescence hyaline entourées

d’une réaction inflammatoire modérée au pourtour.

Fig. II. 8. Cicatrice chéloidienne

E
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L’évolution des cicatrices hypertrophiques et chéloidiennes ces deux phénomenes sont
observés tout d’abord chez tous les individus en phase de croissance. Chez 1’adulte, on la
retrouve plutot chez les gens a peau brune et beaucoup moins fréquemment chez les gens a
peau blanche. Le phénomene est aussi plus fréquent dans les plaies extensives comme les
brulures et I’acné séveére. La cicatrice hypertrophique a une tendance a se résorber par
maturation progressive étalée sur une période de 4 a 6 mois, la cicatrice résultante sera élargie
mais treés lente mais irrémédiable. Certains sites comme le pavillon auriculaire et la peau

sternale sont particulierement affectés par cette prolifération.

Fig. I1. 9. Cicatrice chéloidienne et hypertrophique

IL. 5. Technique d’évaluation de la cicatrisation

Les études de la cicatrisation cutanée passe par deux phases, la premiere étant
I’induction et le contrdle des Iésions suivi d’une phase d’évaluation et de suivi de la cinétique
de ce phénomene.

Dans un premier temps le suivi est réalisé par simple observation clinique, complété
par des prélevements histologiques, ce qui rend cette évaluation invasive. Ces méthodes
présentent des inconvénients liés a la subjectivité de 1’évaluation des individus et ’invasivité
de la technique histologique. Toutefois, d’autres méthodes basées sur les propriétés physiques
de la peau sont utilisées pour ces études.

Ainsi, la cicatrisation peut €tre évaluée par mesure directe des dimensions de la plaie a
la regle, une largeur et longueur (fig. II. 10) (Vowden, 1995), utilisation de calques
transparents, permet le relevé du contour sur du papier millimétré (Bohnnon et al .,1998). Ces

techniques présentent.

25
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Longueur

Fig. I1. 10. Evaluation de la cicatrisation par mesure directe des dimensions de la

plaie a la regle

L’inconvénient de nécessiter un contact direct avec la lésion. Une autre technique
présentant le méme inconvénient, mais permettant la mesure du volume des plaies par un
moulage au moyen d’une gomme siliconée (Zahouani et al., 1992).

La cicatrisation peut également €tre évaluée par photographie étalonnée. Ce procédé
évite un contact direct avec la plaie, le contact qui peut étre douloureux ou source de
contamination. Cependant, il s’agit d’un procédé indirect, nécessitant la connaissance de
1‘échelle. Cette méthode ne présente pas de différence significative avec la méthode directe
(Griffin et al., 1993). Toutefois, la photographie permet d’apprécier d’autres aspects de la
plaie tel que I’aspect de tissu du lit de la plaie, le changement de la couleur avec la présence
de nécrose, de tissu de granulation et d’épithélialisation (Mignot, 1996).

D’autres techniques optiques sont utilisées pour I’évaluation et la quantification de la
réparation des plaies. La Tomographie par Optique Cohérente a polarisation sensitive utilisé
par Oh et ses collaborateurs (2006), permet de visualiser la régénération des fibres de
collagene ainsi que de quantifier ’effet de certaines molécules sur le processus de réparation
des plaies (oh et al., 20006).

L’ensemble de ces techniques peut €tre complété par d’autres techniques, tel que la
PIE (la perte insensible en eau), et la vélocimétrie par laser doppler. De cette maniere, la
mesure de la PIE ou la perte insensible en eau permet de donner des informations sur le
rétablissement de la fonction barriere de 1’épiderme. Alors que la technique de vélocimétrie a
laser Doppler, permet de mesurer le flux sanguin au niveau de la 1ésion. Ce flux augmente au
fur et a mesure que I’'inflammation s’installe, la diminution de sa valeur informe donc sur
I’évolution du processus de la cicatrisation (Kompaore et al., 1993).

II1. 6. Le chitosane et la cicatrisation




Chapitre IT La cicatrisation cutanée

Les étapes de cicatrisation s’enchainent normalement, il se forme un tissu de granulation
normal, souvent on observe une angiogenese accélérée. Il a été décrit que le chitosane et ses
oligomeres stimulent la prolifération locale de cellules immunitaires et finalement contribuent
a ’intégration du tissu implanté dans le tissu hote (Suh et Matthew, 2000).

Okamoto et al. (1995), ont montré a la suite d’expérimentations menées chez le chien, que
le chitosane agit sur toutes les étapes de la cicatrisation. Le premier role joué par le chitosane
est de favoriser I’hémostase. Les pansements hémostatiques a base de chitosane sont
d’ailleurs largement utilisés, le plus célebre étant sans doute celui proposé par le laboratoire
Hemcon : un composé d’un acétate de chitosane lyophilisé. Le chitosane stimule ensuite la
prolifération des fibroblastes et influe le comportement migratoire des neutrophiles et des
macrophages, ce qui a pour conséquence de modifier les processus de reconstruction que sont
la fibroplasie et la réépihélialisation (Okamoto et al., 1995 ; Kosaka et al., 1996).

En 1995, Ueno et ses collaborateurs, ont étudié ’influence de non-tissés de chitosane sur la
cicatrisation de plaies chirurgicales chez des chiens. La encore, il a été mis en évidence que le
chitosane favorise, des le troisieme jour, l’infiltration des macrophages et des cellules
inflammatoires, et plus particuliecrement des polymorphonucléaires. Ces cellules vont produire
un large répertoire de substance pro-inflammatoires et de facteurs de croissance.

Cette étude a également montré que le chitosane favorise I’étape de granulation (entre le
9™ et le 15°™ jour): en outre la quantité de collagéne III dans les tissus reformés est
significativement plus importante pour les plaies soignées avec du chitosane (Ueno et al.,

1999).

L. 6. 1. Effet du chitosane sur les macrophages

Le chitosane est composé d’unités glucosamine (GIcN) et N-acétyle-glucosamine
(GIcNAc), or les macrophages expriment des récepteurs pour le mannose et la GlcNAc. La
fixation du GIcNAc sur les récepteurs spécifiques est décrite comme une condition préalable
indispensable a ’activité des macrophages, leur activation conduit a la libération d’un grand
nombre de médiaeurs biologiques (tels que des facteurs de croissance) ainsi qu’a la
phagocytose des corps étrangers (Dipietro, 1995).

Nishimura et coll. (1986), décrivent une simulation de la production d’interleukine IL-1
par les macrophages en présence de chitosane. La prolifération des fibroblastes et la synthese
du collagene sont affectées par IL-1, IL-6 et TNf-a (Dipietro, 1995).

Par ailleurs Ueno et coll. (2001), ont observé que la production in vitro de TGF-B1 et PDGF

par des macrophages dérivés de monocytes humains est plus importante en présence de
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chitosane. Ces résultats indiquent que, du fait de la production de ces facteurs de croissance,
le chitosane favorise la production de matrice extracellulaire (Ueno et al., 2001).
I. 6. 2. Effet de chitosane sur les fibroblastes

La reconstruction du tissu conjonctif fait suite a la prolifération des fibroblastes et a la
synthése de matrice extracellulaire. Comme nous 1’avons évoqué précédemment, 1’application
de chitosane favorise le développement du tissu de granulation, et la synthése d’une matrice
extracellulaire riche en collagene. Ceci sous-entend que le chitosane participe a la production
de la matrice extracellulaire et a la prolifération des fibroblastes, de maniere directe ou
indirecte.

Mori et coll. 1997 d’une part et Ueno et coll. 2001 d’autre part ont montré, respectivement,
que lors de cultures In vitro de fibroblastes 1.929, la présence de chitosane ne favorise ni la
prolifération cellulaire, ni la production de matrice extracellulaire. Ceci implique que, In vivo,
la prolifération des fibroblastes, ainsi que la production de matrice extracellulaire sont
favorisées de maniere indirecte, par 1’intermédiaire de médiateurs biologiques tels que les
facteurs de croissance (Mori et al., 1997 ; Ueno et al., 2001).

L. 6. 4. Effet de chitosane sur les kératinocytes

Chatelet et al. (2001), ont étudi¢ I’influence du degré d’acétylation sur les propriétés
biologiques de films de chitosane. Au cours de cette étude il a été établie que quel que soit le
degré d’acétylation du chitosane utilisé, tous les films étaient cytocompatibles vis —a-vis des
fibroblastes et des kératinocytes. Il a également été observé que plus le degré d’acétylation est
bas, plus I’adhésion cellulaire sur les films est importante. Le DA semble également favoriser
d’avantage la prolifération des kératinocytes (Chatelet et al., 2001).

Toute fois, et de maniere un peu contradictoire, Denuziene et ses collaborateurs (1998) ont
observé que dans le cas de I'utilisation de chitosane de plus faible degré de polymerisation
(DP = 60), la prolifération des krétinocytes en culture sur des films était inhibée pour des DA
de 11% et 2.5% (Denuziero et al., 1998).

II1. Type de produit utilisés sur la peau
La “’formulation a 1’'usage topique’’ consiste en I’administration d’une substance sur la
peau. Il existe une grande variété de formulation qui peut étre utilisées sur la peau. On peut
distinguer différentes formes : solides, semi-solides, et liquide (Frelichowsha, 2009).
e Créme dermique : pommade de consistance molle, peu graisseuse et peu épaisse,
constituée d’'une émulsion H/E ou E/H ; cette composition favorise la pénétration dans

les tissus cutanés. Le conditionnement se fait en pot ou en tube ;
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e Pite dermique : pommade renfermant de fortes proportions de poudres dispersées dans
I’excipient ;
e Pommade: préparation de consistance molle, onctueuse et ¢épaisse, d’aspect
homogene, destinée a étre appliquée sur la peau ou sur certaines muqueuses, en vue
d’une action locale ou parfois générale aprés pénétration percutanée. Contrairement
aux cremes, les pommades présentent une phase aqueuse en quantité limitée. Le
conditionnement se fait en pot ou en tube ;
e Solution et lotion a usage externe : forme liquide obtenue par dissolution ou dispersion
de principes actifs dans un véhicule aqueux ou légerement alcoolisé, destinée a
I’application sur la peau sans friction. Dispositif transdermique : petit réservoir fixé
sur la peau contenant un principe actif. La membrane, en contact avec la surface
cutanée, libere progressivement le principe actif qui pénetre dans la circulation
générale, apres diffusion a travers la peau. La durée d’action est généralement de 24
heures (Dridi, 2006).
IV. Les différentes formes utilisées du chitosane
IV.1. Hydrogels de chitosane

Le chitosane, comme une grande partie des polysaccharides, est connu pour conduire a
la formation de gels dans certaines conditions.
IV.1.1. Quelques exemples d'application du chitosane sous forme d'hydrogel

Boucard et ses collaborateurs, ont mis au point un matériau permettant d’améliorer la
cicatrisation de brilures du 3eme degré. Le pansement consiste en un hydrogel de chitosane
bicouche mimant la structure de la peau native (voir Fig. II. 11) : la premiere couche
d'’hydrogel (derme), constitue un matériau souple en contact direct avec la plaie, la deuxieéme
couche est plus rigide, joue le role de l'épiderme, protege la zone et assure une bonne
résistance mécanique au pansement. Les études de Boucard et Dupasquier montrent que ces
biomatériaux accélerent la cicatrisation des briilures, tout en améliorant 1'aspect visuel des

cicatrices (Vizio, 2005; Dupasquier, 2011).
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Fig. I1. 11. Hydrogel icouche de chitosane. (a) : phase destinée a étre en
contact avec la plaie, (b) : couche externe (Dupasquier, 2011.).

Les hydrogels de chitosane font également 1'objet de nombreuses études en tant que scaffold
ou de matériaux leurres (Montembault et al., 2006) dans le domaine de la régénération du
cartilage (Muzzarelli, 2009 ; Muzzarelli, 2012).

IV. 2. Le chitosane sous forme solide

Films : le chitosane étant un polymere filmogene (Tualet al., 2000) de nombreuses
applications sous forme de films ont ét¢ développées, notamment dans I'emballage
alimentaire, mettant ainsi a profit ses propriétés antimicrobiennes et des propriété€s barrieres
intéressantes envers l'oxygene (Kittur et al., 1998). L’enrobage de fruits et 1égumes par un
film de chitosane prolonge sensiblement leur durée de vie en inhibant partiellement le
développement de pourriture (Jiang et al., 2001 ; Jiang et al., 2005).

Dans le domaine biomédical, des études sont menées sur les films de chitosane pour
réaliser des systemes de relargage de principes actifs. Le gonflement progressif et la
dégradation lente du chitosane permettent une libération contrdlée de divers médicaments
comme des antibiotiques (Oel et al., 2008), des anti-inflammatoires (Rodrigues et al., 2009).

Grace a leurs propriétés antimicrobiennes et mucoadhésives, les films de chitosane
peuvent ainsi étre déposés sur des plaies et favoriser la cicatrisation par la délivrance de
facteurs de croissance (Mizuno et al., 2003) ou d’huiles essentielles (Altiok et al., 2010) par
exemple.

Fils/Tissus : le chitosane peut également étre utilisé sous forme de &fibres (Desorme, 2011),
pour servir en tant que fil de suture, ou bien étre tissé pour confectionner des tissus médicaux.
Ces textiles ont un grand potentiel notamment pour la réparation de plaies cutanées (Agboh et

al.,1997 ; Crini et al., 2009).
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Eponges et Aérogels : le chitosane peut également étre utilisé sous forme d'éponge ou
d'aérogel. Il trouve ainsi des applications dans l'ingénierie tissulaire (Gingras et al., 2003;
Rinki et al., 2010 ; Muzzarelli, 2012) la culture cellulaire (Li et al., 2003) ou le relargage de
principes actifs (Oungbho et al., 1997), ou la catalyse (Crini et al., 2009), mettant a profit une
tres grande surface spécifique.

IV. 3. Le chitosane sous forme particulaire

La grande majorité des études sur les nanoparticules a base de chitosane concerne le
secteur biomédical, et en particulier dans le domaine du relargage de principe actif (Agnihotri
et al., 2004). 11 a été constaté que les nanoparticules de chitosane pouvaient favoriser le
transport de médicament jusqu’au cerveau (Wang et al., 2008). L’administration par voie
nasale de particules encapsulant de 1’estradiol, une hormone utilisée dans le traitement contre
la maladie d’Alzheimer, a permis, en traversant la muqueuse puis en suivant les nerfs
olfactifs, de contourner la barriere hémato-encéphalique.

L'utilisation de particules de chitosane intéresse également le secteur de l'agriculture,
en tant qu'agent ¢liciteur, afin d’encapsuler des principes actifs ou en tant que
pesticide(Crini et al., 2009), ainsi que le domaine de la dépollution des eaux et de la catalyse
(Guibal, 2005 ; Yang et al., 2009), en mettant a profit le pouvoir chélatant et complexant du
polymere vis-a-vis notamment d'ions métalliques (Nomanbhay, 2005 ; Hritcu et al., 2012) de
colorants (Oguntimein, 2009), d'hydrocarbures aromatiques ou de protéines.

V. Mécanisme d’absorption a travers la peau

La peau est apparue comme un portail de délivrance de médicaments, et le nombre de
médicaments topique est en constante progression. Au départ les formulations étaient
réalisées pour des traitements locaux de pathologies cutanées (Smith et al, 2000).

La surface extérieure de la peau constitue une barriere tres efficace mais elle peut
cependant étre traversée par de petites quantités de substance lipophiles capables de pénétrer
dans les couches cornées. Si ces substance possedent aussi une certaine hydrophilie, elles
pourront avoir une diffusion plus profonde et méme parfois une absorption systémique. En
dessous de la couche cornée, 1I’épiderme est une barriere moins efficace, sa perméabilité étant
comparable a celle des autres membranes biologiques. Du fait de la perméabilité réduite de la
peau, il n’y a qu’une faible fraction de la de la substance déposée qui est réellement absorbée
et seules les substances tres actives peuvent avoir une action générale par cette voie (Le Hir,

2001).
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Cette étude expérimentale, réalisée au sein du laboratoire biologie au niveau de la
faculté des sciences (Université de Médéa), a été consacrée a préparer une créme cicatrisante
a base de différentes concentrations en chitosane, en utilisant comme matieres premieres de
base : huile de coco, huile d’argan, huile d’olive, cire d’abeille, beurre de karité¢ et
émulsifiants comme phase huileuse. Tandis que la phase aqueuse est composée d’eau distillée
et de glycérine. En plus de la vitamine E et un conservateur comme additifs.

Pour ce faire, notre étude expérimentale comporte deux grandes parties :

1) La premiere partie est consacrée a la préparation de I’émulsion ;

2) La deuxieéme partie, consacrée a la caractérisation des crémes préparées, est basée sur :
-Détermination du sens de 1’émulsion (H /E ou E/H) par conductimétrie ;
-Détermination du pH ;

-Evaluation de la stabilité ;

-L’examen microscopique ;

II1. 1. Matériels et méthodes
II1. 1. 1. Matériels
L’ensemble de matériels utilisés pour la réalisation de cette étude est résumé dans le tableau

III.1.

Tableau III. 1. Le matériel utilisé dans la réalisation de ce travail

Appareillages Caracteres

Plaque chauffante-Agitateur magnétique Type Heidolph, MR Hie-standard et IKA-
LABOREC HNK RH basic.

Balance de précision La précision des pesées nécessitent une

balance trés précise qui est utilisée pour

toutes les expériences.

Conductimetre Mettler Toledo.

pH-metre Mesure de pH des formules préparées ;

Type : METRHOM 827pH Lab.

Etuve Utilisée pour tester la stabilité thermique de
type Memmert.
Centrifugeuse Elle fonctionne avec une vitesse de rotation

comprise entre 1000trs/min et 6000trs/min.
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Microscope optique

Observation de stabilité de la creme (la petite

structure en détail)

I11. 1. 2. Produits

IIL. 1. 2. 1. Les huiles et beurres végétales : 1’ensemble du produit utilisé est résumé dans le

tableau III. 2.

Tableau III. 2. Les produits utilisés dans la réalisation de ce travail

Matieres premieres

Propriétés

Les bienfaits

Huile de coco

Solide, de couleur blanche a
ivoire nacré, et une odeur
sucrée avec un toucher assez

SecC.

Il protege des agressions
extérieurement : le soleil, Le
vent, le froid, Nourrit la peau
et apaise les irritations,
Antioxydant, elle lutte contre
le vieillissement de la peau,
Riche en vitamine K et en
fer, Donne une texture douce

et lisse.

Huile d’olive

C’est une variété d’huile
alimentaire, a base de
matiere  grasse  végétale

extraite des olives.

-Effet Antioxydant (riche en
vitamine E, A et C et poly
phénols).

-Anticipent le vieillissement
des cellules.

-Elle possede un effet

anticoagulant et cicatrisant.

Cire d’abeille

Se compose principalement
d’ester et d’acides gras, et se
présente sous forme de
petites écailles blanche et

transparentes.

-Action hydratante et

nourrissante  (capacité = a
retenir I’eau).

-Anti agressions.

-Cicatrise les plaies

superficielles

-Riche en vitamine E.
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Beurre de karité

Solide d’aspect cireux a
température ambiante,
huileux au-dela de 34°C, de
couleur jaune clair a beige
avec une odeur

caractéristique de graine aux

notes d’amande.

-1 assoupli la peau et
I’hydrate en profondeur.
Permet des soulager la peau
grice a ses vertus apaisantes
et relaxantes.

-Action préventive contre les

vergetures.

Huile d’argan

-C’est une huile végétale
tirée de I’arganier, de couleur
miel et riche en acides gras
elle est employée pour ses

propriétés cosmétique

-Riche en Vitamine E.
-Antioxydants qui
préviennent le desséchement
de la peau.

-L’application  de  huile
d’argan sur la peau améliore
I’¢lasticité de la peau et son
application cutané
redynamise la peau.

-En application
dermatologique exerce un

effet nourrissant.

Vitamine E

-C’est une grosse molécule
de type alcool. Elle est
d’origine  végétale (huile
végétale, germe de céréales
organe vert de végétaux...).
Elle est hydrosoluble, stable,
employée sous forme
d’acétal, elle contribue au
bon état de tissus conjonctifs
en protégeant la protéine, elle
peut étre un  produit

protecteur du derme.

- Effet énergique contre les
radicaux libre qui sont la
cause du vieillissement des
cellules et de la peau.

- Effet Antioxydant.

- Il joue un ro6le dans
I’extensibilité et la souplesse
de la peau, il est ainsi tout
particuliecrement 1’allié des

peaux seches (Martini, 2006)

Glycérine

La glycérine se présente sous

forme d’un liquide

-Le lissage de la peau: la

glycérine est dotée de
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transparent, visqueux, | propriétés tensioactives qui
incolore, inodore, faiblement | lissent la peau, protection et
toxique, au gout sucré. barriere contre les agressions,

la restauration des défenses

naturelles, hydratant.

IIL. 1. 2. 2. Les animaux

Dans le but de tester I’efficacité des crémes préparées et pouvoir choisir la dose
convenable du chitosane incorporée, nous avons choisi les rats comme cobaye pour les tests
de la cicatrisation. Des rats adultes de race Winstar males ont été achetés de I’institut Pasteur
d’Alger de poids moyen de 210 + 50 gr de 6 a 8 mois.

L’¢levage est effectué dans I’animalerie de 1I’Université¢ de Médéa. Les animaux sont
maintenus en période de stabulation avant 1’expérimentation. IIs sont installés dans des cages

métalliques (photo III. 1).

Fig. I1I1. 1. les rats de laboratoire

La température de 1’animalerie est entre 20- 25°C. La litiere utilisée est un substrat a
base de sciures de bois. Cette liticre est renouvelée aussi souvent que nécessaire de facon a ne

pas étre mouillé pour assurer le bon état hygiénique des animaux.
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IIL. 1. 2. 3. Alimentation

La nourriture et I’eau sont fournies ad libitum. La nourriture est constituée de granulés
d’origine commerciale (aliments granulés pour lapins SARL la production locale
OUAHFOUN) (photo III. 2) associés a des coupeaux de pain sec. L’eau est placée dans un

biberon (buvette) muni d’un tube abreuvoir de longueur convenable.

Fig. I11. 2. L’alimentation des rats de laboratoire (originale 2020)

IIL. 1. 2. Les méthodes
IIL. 1. 2. 1. Formulation de la créeme

La creme étudiée dans notre travail est une émulsion H/E. Elle consiste a verser la
phase huileuse dans la phase aqueuse sous agitation mécanique, jusqu’a le refroidissement,

pour assurer une bonne homogénéisation des deux phases (fig. III. 1).

Phase huileuse

\ Refroidissement Agitation

Agitation Les Additifs |, | LaCreme

Mélange/" Addition
Phase Aqueuse

Fig. I11. 3. Diagramme de fabrication d’une émulsion H/E
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Préparation de la phase aqueuse
La phase aqueuse, utilisée dans notre travail, est constituée de chitosane, d’eau

distillée, glycérine et un conservateur dont les proportions sont présentées dans le tableau III.
1.

Tableau III. 3. La composition et les proportions des constituants de la phase aqueuse

Les ingrédients Masse (g)

Chitosane 0.5% (cremel) 50 (solution a 1% en chitosane)
1% (créme 2) 50 (solution a 2% en chitosane)
2% (créme 3) 50 (solution a 4% en chitosane)

Eau 8,2

Glycérine 2,2

Les différents ingrédients sont mélangés dans un récipient et chauffés dans un bain
marie a 70°C.
e Préparation de la phase huileuse
La phase huileuse est constituée d’'un mélange d’huile et de beurre, végétales connus
pour leur effet cicatrisant, hydratant et réparateur de la peau, en plus d’émulsifiants (tableau
II1. 2).

Tableau III. 4. La composition et les proportions des constituants de la phase huileuse

Les ingrédients Masse (g)
Huile de coco 10
Huile d’olive 13
Beurre de karité 3
Huile d’argan 2
Cire d’abeille 4
Emulsifiant1 3.5
Emulsifiant2 2.5

Les différents composants sont mélangés et chauffés, dans un bain marie, a 70°C

jusqu’a la fusion complete des composants (photo. II1. 3).
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Fig. I11. 4. (a) Préparation de la phase aqueuse et la phase huileuse (b) Chauffage des

deux phases et la fusion de la phase huileuse

e Les additifs

Dans le but de protéger notre préparation contre les attaques microbienne un conservateur a
¢été ajouté apres refroidissement de 1’émulsion. La vitamine E est également ajoutée pour son
effet réparateur.
IIL. 1. 2. 2. Caractérisation de la créme

Une bonne creme doit avoir une texture homogene, une couleur franche et uniforme.
Et pour une garantie de qualité d’un produit et la satisfaction du consommateur, on est obligé
de déterminer les propriétés physicochimiques de la creme préparée.
IIL 1. 2. 2. 1. Détermination du sens de I’émulsion (H/E ou E/H) par conductimétrie

La variation de conductivité est proportionnelle a la variation de la quantité de la phase
externe quand il s’agit d’une émulsion H/E et la conductivité ne varie quasiment pas pour des
changements de proportion d’une émulsion E/H. Cela est dii au fait que la conductivité d’une
phase huileuse est 100 a 1000 fois inférieure a celle d’une phase aqueuse salée. Par
conséquent le point ou I’émulsion change de type correspond a une grosse variation de
conductivité qui peut étre détectée facilement, a la seule condition qu’il ait une agitation

suffisante pour assurer un systeme homogene (Le Hir, 1992).
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Elle est effectuée par 1’utilisation de conductimétrie directement sur 1’émulsion, Elle
est importante parce que La variation de conductivité est proportionnelle a la variation de la

quantité de la phase externe.

Protocole

e Une fois I’appareil étalonné, et les électrodes lavées a 1’eau distillée ;

e homogénéiser 1’échantillon, et introduire un volume suffisant dans le récipient de
mesure et y plonger les électrodes ;

e Vérifier que I'indication donnée par le conductimétrie est stable au bout d’une
minute ;

e Relever ensuite la conductivité.

I1L. 1. 2. 2. 2. Détermination du pH

L’acidité de la créme formulée est trés importante a connaitre étant donné que cette
derniere est destinée a é€tre appliqué sur la peau du corps, cette acidité est généralement
interprétée par la mesure de pH.

Elle est effectuée par I’utilisation de pH metres, directement sur I’émulsion ou apres
dilution a 10% dans de I’eau distillée. Elle est importante parce que le pH influence la stabilité
de I’émulsion, la tolérance cutanée des préparations et les incompatibilités entre les différents

constituants. Elle est définit a travers une échelle de 1 a 14 comme suit :

% 1 <pH<7:pH acide

®,

¢ pH=7 : pH neutre

®,

s 7 <pH <14 : pH basique
Protocole

e Une fois I’appareil étalonné, et les électrodes lavées a I’eau distillée ;

e homogénéiser 1’échantillon, et introduire un volume suffisant dans le récipient de
mesure et y plonger les électrodes ;

e Vérifier que I’indication donnée par le pH —metre est stable au bout d’une minute ;

e Relever ensuite le pH.

Ou mesure le pH apres dilution 10% de la créeme (1 g de créme et continue a 10 g par

I’eau distillé).
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IIL. 1. 2. 2. 3. Evaluation de la stabilité
Cette étude est utilisée comme test de stabilité, en fixant une limite d’un certain
nombre de tours/min. Ce test consiste a soumettre la creme pendant 15min a des vitesses de
centrifugation successives 1000 trs/min, 3000trs/min, 6000 trs/min et on note chaque fois la
stabilité¢ ou non de I’émulsion. C’est 1’équivalent de six mois de vieillissement.
IIL. 1. 2. 2. 4. Stabilité thermique
Ce test étudie I’influence de la température sur la formulation préparée. Nous avons
déposé un échantillon de la creme préparée dans des étuves a différentes températures (4°C,
25°C, 45°C) pendant 24h et 30jours afin de mesurer sa stabilité physique au cours de temps.
La stabilité des produits pharmaceutiques est un des parametres clé pour la garantie de sa
qualité et pour la satisfaction du consommateur.
III. 1. 2. 2. 5. L’examen macroscopique et microscopique
e Controle macroscopique
Un examen macroscopique c’est-a-dire observation a 1’ceil nu de certains caracteres
des cremes préparées a savoir : les caracteres visuels, les caracteres tactiles et le caractere
olfactifs.
e L’examen microscopique
Cet examen est réalisé en placant une petite quantité de la creme entre lame et lamelle
pour une observation microscopique au grossissement 40. Il permet d’apprécier

I’homogénéité de I’émulsion ou la distribution des gouttelettes dans 1’émulsion.
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I11. 1. Préparation de la creme avec le principe actif

e Préparation du chitosane

Elle est réalisée par la dissolution, respective, 0.5g, 1g et 2g du chitosane dans 50ml d’une
solution d’acide acétique a 1%. La dissolution est assurée par une agitation magnétique.

Dans le but de montrer le caractere filmogene du chitosane, des membranes du chitosane,

ont été préparée par les solutions de chitosane restantes (photo III. 3).

Fig. I11. 3. Membranes de chitosane obtenues avec 0.5% et 2%.

La photo III. 3, montre que les membranes de chitosane sont transparentes, avec une
couleur 1égerement jaunatre, cette couleur diminue progressivement avec la diminution de la
concentration en chitosane.

Par la suite, on a préparé une émulsion de type H/E avec les proportions
précédemment fixées et selon le protocole donné dans la partie I. Apres agitation et

refroidissement on a obtenu la créme présentée dans la photo III. 4.
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Fig. I11. 4. La creme préparée

II1. 2. Caractérisation des crémes préparées
IIL. 2. 1. Détermination de conductivité
Les mesures conductimétries ont été effectuées pour chaque creme préparée

température ambiante (photo III. 5).

Fig .IIL. 5. Mesure de conductivité

Les résultats de mesure de la conductivité des différentes crémes préparées sont

présentés dans le tableau IILS.
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Tableau IIL.5. Résultats de mesure de la conductivité

Creme Conductivité (us/cm) Masse (g)
Cremel (0.5%) 106.5 10
Créme 2 (1%) 151.5 10
Creme3 (2%) 201 10

Le tableau III.5, montre que les valeurs de conductivités sont tres élevées donc le sens
de I’émulsion est H/E.

En plus on remarque qu’il y a une relation proportionnelle entre la concentration de
solution de chitosane et la conductivité ; Plus la concentration en chitosane augmente, plus la
conductivité est grande. Ce qui indique que plus la dose de chitosane augmente, plus le
nombre de groupements —NH3+ provenant de la solubilisation de notre échantillon dans
l'acide acétique (CH3COOH) a 1%, et donc plus la conductivité augmente.

I1L. 2. 2. Détermination du pH
Les mesures de pH ont été effectuées pour chaque creme préparée a température

ambiante (photo III. 6).

Fig. I11. 6. Mesure de pH

Les résultats de mesure de pH des différentes cremes préparées sont présentés dans le

tableau II1.5.
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Tableau IIL.6. Résultats de mesure du pH

Concentration de chitosane pH La masse (g)
0.5 % 3.2 10
1 % 3 10
2 % 3.1 10

Le tableau III.6, montre que les cremes préparées ont un pH sont acide, qui est du a
I’ajout de la solution du chitosane. Donc ¢a nécessite un ajustement du pH a 6 pour qu’il soit
adéquat avec le pH de la peau qui est aux alentours de 6. Sachant que le pH des préparations
a usage dermique doit &tre compris entre 5 et 7 (Ibrir et Baba chikh, 2015)

II1. 2. 3. La stabilité

L’étude de la stabilité des émulsions (H/E) préparées, nous a permis d’obtenir les
résultats présentés dans le tableau III. 6, sachant que 1I’émulsification a ¢été faite a chaud,
jusqu’a le refroidissement, sous agitation mécanique en introduisant progressivement la phase
huileuse dans la phase aqueuse.

IIL. 2. 3. 1. Test de la stabilité a la centrifugation

La stabilité physique des cremes préparées, dans des conditions physique rigoureuse a
été déterminée en utilisant une centrifugeuse régler a une vitesse de 1000, 3000 et 6000,
tr/min. Ceci est réalisé en employant trois tubes remplie a la méme hauteur de chaque créeme.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau III. 7.

Tableau III. 7. Etude de la stabilité de différentes émulsions préparées

La vitesse de centrifugation (tr/mn) pendant 10mn

Concentration de chitosane 1000 3000 6000
0.5% + + +
1% + + +
2% + + +

(-) séparation de phase : instable ;(+) pas de séparation de phase : stable.
Le tableau IIl. 7, montre que toutes les cremes préparées dans notre travail ne

présentent aucun déphasage et restent stable méme a 6000 tours/min (photo III. 7). Ceci est

expliqué par I’ajout du chitosane qui a jou¢ le role de stabilisant grace a son pouvoir gélifiant.
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Fig. I11. 7. Etude de la stabilité par centrifugation

II1. 2. 3. 2. Stabilité thermique

La stabilité est fortement influencée par la température. Des conditions limites ont été
choisies principalement pour voir I’influence du changement climatique sur la créme.

Les analyses de stabilité thermique d’une créeme sont réalisées par observation visuelle
des échantillons stockés dans I’étuve a la température (4°C, 25° C et 45°C).pendant des
périodes allant de 1mois jusqu’a 6 semaines. Apres incubation, aucun changement de 1’aspect
des crémes €tudiées n’a été observé.

Afin d’étudier I’effet de la température sur les crémes préparées, on a étudié la stabilité
physique des différentes préparations le de centrifugation. Les résultats obtenus sont présentés

dans le tableau III. 8.

Tableau III. 8. Test de la stabilité physique, des cremes préparées, aux différentes

températures
Concentration de chitosane T°C La vitesse de centrifugation (tr/mn) pendant 10mn
1000 3000 6000

25°C + + +

0.5% 4°C + + +

45°C + + +

25°C + + +

1% 4°C + + +

45°C + + +

25°C + + +

2% 4°C + + +

45°C + + +

(-) Séparation des phases : instable ; (+) pas de séparation de phase : stable.
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Le tableau montre que, toutes les formules préparées sont stables, ou on note 1’absence

de tout phénomene de crémage ou de séparation des phases.
III. 2. 3. 3. L’examen microscopique et macroscopique

e Controle macroscopique
v' Caracteres visuels : la créme préparée a été jugée d’une couleur blanche et de consistance
molle.
v’ Caracteres tactiles: la préparation n’est pas caustique, le toucher est peu épais,
évanescent lisse et brillant laissant une texture plutdt légere avec une bonne sensation
d’hydratation fraiche apres étalement.
v' Caractere olfactifs : la créme préparé posséde une agréable odeur.

e Controle microscopique

L’observation microscopique au grossissement 40 nous a permis d’obtenir la photo III. 8.

elle montre que la taille des globules est plus homogene.

Fig. I11. 8. Examen microscopique et examen au bleu de méthylene de la creme (a) 1% (b)

2% et (c) 3% de chitosane.
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La coloration au bleu de méthyléne (BM) est une coloration trés simple qui permet d’observer

les bactéries. Cet coloration par une solution de bleu de méthylene.
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Conclusion

L’objectif de notre travail est le développement de créme cicatrisation a base de
chitosane. Il a été incorporé dans une préparation en tant que principe actif pour formuler une
creme thérapeutique naturelle.

Pour réaliser ce travail on a procédé a :
1. Formulation de 3 crémes aux différentes concentrations de principe actif, le chitosane

0.5%, 1% et 2%.

2. Caractérisation des cremes obtenues ;
3. Etudier I’effet cicatrisant pour les rats de laboratoire, malheureusement le travail était
annulé a cause de la pandémie COVID-19.
Les cremes obtenues, présentent un bon caractere organoleptique.
- Odeur agréable.
- Un aspect lisse et 1éger au toucher.
- De consistance molle.
L’examen physico —chimique a montré que :
- Le PH de la créme est acide (3) et doit étre neutralisé pour qu’il soit adapté au pH de la peau
qui légerement acide de I’ordre de 6.

- Sa conductivité est 201’usem dans (2%) creme préparé. Les valeurs de
conductivités sont trés élevées donc le sens de 1I’émulsion est H/E.

-résultats de tests stabilité par centrifugation, toutes les crémes préparées dans notre
travail ne présentent aucun déphasage et restent stable méme a 6000 tours/min Ceci est
expliqué par 1’ajout du chitosane qui a joué le role de stabilisant grace a son pouvoir gélifiant.

-les résultats de tests stabilité thermique, par une température (45°C ,25°C, 4°C),
toutes les formules préparées sont stables, ou on note 1’absence de tout phénomene de
crémage ou de séparation des phases.

-et les résultats microscopiques qui montrent que la taille des globules est plus

homogene.
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Glossaire

1. Barriére physiologique : séparant la circulation sanguine du systéme nerveux central.
Exemple : La barriere hémato-encéphalique empéche certains éléments comme les toxines et
les agents pathogenes, qui circulent dans le sang, de pénétrer dans le cerveau.

2. Endothélium : Tissu formé de cellules plates et constituant le revétement interne
du cceur et les vaisseaux. Leur excellente perméabilité permet aux nutriments d'atteindre la
partie profonde de la media.

3. fibroblaste : elle est parfois appelée cellule de soutien. Ce sont notamment des cellules
résidentes du derme qui en assurent la cohérence et la souplesse.

4. L'angiogenese : est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de
vaisseaux préexistants.

5.1a berge : est un lieu d'habitat pour de nombreuses especes a la fois aquatiques et terrestres.
6. L'hémostase : est 'ensemble des phénomenes du sang et des vaisseaux sanguins prévenant
ou permettant l'arrét de 1'écoulement du sang et ainsi, contrdlant physiologiquement le retour a
une circulation normale.

7. La plasmine : est une peptidase qui catalyse I'hydrolyse des liaisons peptidiques situées
préférentiellement apres un résidu de lysine ou un résidu d'arginine. Elle possede a cet égard
une plus grande sélectivité que la trypsine.

8. La ponction sternale : est un prélevement de la moelle osseuse. Il est effectué avec une
aiguille résistante sur la partie bossue du sternum, 1’os qui relie les cotes sur le devant
du thorax. A cet endroit, I’0s est spongieux, et le bon endroit pour le prélévement est trés
superficiel, ce qui rend relativement facile la pénétration de 1’aiguille.

9. L’extravasation : En médecine, une extravasation est le passage anormal d'un liquide de
son canal adducteur vers les tissus environnants, soit par rupture du canal, soit par diffusion,
typiquement un épanchement d'urine en dehors de sa voie excrétrice.

10. L'interleukine-1 : est connue comme la cytokine clé des réponses immunitaires innées et
a été décrite comme la «cytokine inflammatoire par excellence». L'IL-1 est principalement
produite par les monocytes et les macrophages a la suite d'un stimulus externe.

11. Le leucotriene B, : est un lipide impliqué dans I'inflammation. Il est produit a partir du
leucotriene A4 par la leucotriene A, hydrolase dans les leucocytes en réponse aux médiateurs
inflammatoires et est capable de provoquer l'activation des leucocytes sur 1'endothélium.

12. Lelysosome : est une petite structure sphérique (une vésicule) délimitée par une

membrane lipidique située dans le cytoplasme des cellules eucaryotes.
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13. Le pavillon : est la partie de l'oreille externe visible de 1'extérieur. Il est composé d'un
seul cartilage de forme complexe, ainsi que le tissu graisseux. Il focalise le son dans le
conduit auditif et représente une protection physique pour le reste de 1'oreille.

14. Les cellules dendritiques : sont des cellules du systtme immunitaire qui font partie du
systeme phagocytaire mononucléaire, cellules présentatrices d'antigénes et qui présentent dans
certaines conditions, comme leur nom l'indique, des dendrites (des prolongements
cytoplasmiques).

15. Les glandes sudoripares ou sudorales : sont des organes spécialisés (en 1'occurrence
des glandes) qui sécretent la sueur et pour certaines d'entre elles,
des hormones ou phéromones.

16. Les myofibroblastes : jouent un role important dans la plasticité, la migration et la
motilité de la cellule au sein du tissu conjonctif.

17. Le terme force centripete : (« qui tend a rapprocher du centre », en latin) désigne une
force permettant de maintenir un objet dans une trajectoire incurvée, généralement une
conique (cercle, ellipse, parabole, hyperbole).

18. Tonofibrilles : C’est un ensemble de tonofilament regroupé (On les appelle aussi le
squelette interne de la cellule).

19. Tonofilament : Minuscule filament de kératine.

20. Un desmosome : est une région ot la membrane plasmique d'une cellule adhere a une
cellule adjacente ou a la lame basale sous-jacente, il est alors appelé hémi-desmosome.

21. Une substance vasoactive : est un agent endogene ou un médicament pharmaceutique qui
a pour effet d'augmenter ou de diminuer la pression artérielle et/ou la fréquence cardiaque
grace a sa vasoactivité, c'est-a-dire son activité vasculaire.

22. Un mitogene : est un moyen favorisant la mitose et la division cellulaire.

23. Un textile non tissé : est un textile dont les fibres sont aléatoirement disposées au
moment de sa fabrication. Ces textiles sont souvent classés selon leur domaine d'application

ou selon leurs caractéristiques techniques.
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