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Introduction

Les maladies parodontales sont des maladies du systemes d’attache de la dent ayant pour cause
un déséquilibre entre I’accumulation de biofilms majoritairement bactériens et la réponse
immunitaire de I’hote. Les effets de ces affections sont la destruction des tissus de soutien des
dents : le parodonte. Les parodontopathies sont les 1&res causes de perte dentaire chez I’Homme
adulte et celles-ci peuvent étre assimilées a vivre avec des plaies chroniques au sein de la cavité
buccale. Les stratégies thérapeutiques classiques en parodontologie tendent a limiter la
formation et le développement de ces biofilms et commencent généralement par un
enseignement a I’hygiéne puis une prise en charge non-chirurgicale avec un débridement supra
et sous gingival accompagnés éventuellement par des substances pharmacologiques

antibiotiques et antiseptiques. Depuis les années 2010 et fort d’une expérience résultant de
travaux plus anciens venant de dermatologie et en oncologie, de nouveaux concepts semblent
émerger dans les traitements des parodontites : les plasmas froids thérapeutiques ou Plasma

medecine.

Les plasmas froids dans le monde biomédical ont montré leurs applications dans de nombreux
domaines : la stérilisation de biomatériaux, 1’hémostase, la décontamination bactérienne, la

cicatrisation tissulaire et la prolifération cellulaire.

L’objectif de ce travail sera d’étudier I’apport du plasma froid dans la thérapeutique parodontale

du futur en s’appuyant sur une revue de la littérature.
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1°"° partie : Les plasmas gazeux : principes et
oénéralités
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1 Les plasmas gazeux : principes et généralités

1.1 Définitions et historique

Lorsque I’on parle de plasma, deux notions viennent a notre esprit : plasma sanguin et le plasma
gazeux. Le plasma gazeux est considéré comme le 4éme état de la maticre. C’est I’ Américain
I. Langmuir (1) qui donne le terme de (Plasma) en le caractérisant par une collection de
particules dénudées. Une fois que les électrons sont dépouillés des atomes et des molécules, ces
particules changent d'état et deviennent plasma. La composition de la matiere sur laquelle

portait ses travaux, lui rappela la composition hétéroclite du plasma sanguin.

ionisation Plasma
T
sublimation r‘* h

’

GaZ < - - ” déionisation

\ 4

solidification LiQUide

.-

'

Solide 4___—"fusion L

condensation

\

Température

Figure 1 : les quatre états de la maticre

Le plasma est un gaz ionisé générant de multiples espéces actives ; des UV, des électrons, les
ions, les espéces neutres, les radicaux métastables ou les photons. Les gaz utilisables formant
un plasma sont nombreux. On retrouvera des gaz rares (Hélium, Argon) et d’autres éléments

atomiques (Azote, Oxygene) et souvent des mélanges plasmagénes de ces gaz.
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Il existe deux grands types de plasma : les plasmas chauds et les plasmas froids.

- Dans les « plasmas chauds » ou « plasmas thermiques » : les électrons, mais aussi les
ions sont assez énergétiques pour influencer le comportement du plasma. Les plasmas
chauds sont retrouvés dans les mécanismes de fusion thermonucléaire contr6lés ou dans

la fusion de cceur solaire.

- Dans les « plasmas froids » ou « plasmas non thermiques » : seuls les électrons ont
acquis assez d'énergie pour effectuer des réactions. Les ions sont considérés comme non
réactifs et seuls les électrons vont capter I’énergie du générateur électrique pour former
le plasma. Ce sont les collisions des électrons sur le gaz plasmagene qui va donner les

différentes espéces réactives aux plasmas froids.

Le plasma n’est qu’un état transitoire dans I’environnement visible. Il est non présent
naturellement sur terre sauf lorsque la foudre se forme. L’état plasma peut étre obtenu a pression
atmosphérique en soumettant un gaz a des décharges électriques de haute tension en condition

de laboratoire.

L’utilisation des plasmas dans le domaine biomédical remonte aux années 1970 (2), dans le
cadre de la stérilisation d’objets a usage médical puis au cours des décennies suivantes, de

nombreuses innovations ont permis d’ouvrir les portes des salles opératoires aux plasmas.

Pour les applications biomédicales s’intéressant a la décontamination et a la biostimulation
cellulaire seuls les plasmas froids peuvent étre utilisés car leurs natures froides (inférieures a
50°C) ne surajouteront pas de caractéres lésionnels a I’inverse de certains plasmas utilisés
historiquement pour cautériser. Dés les années 1990, des jets de plasma avec ’applications de
torches a plasma ont été utilisés afin de cautériser des vaisseaux ou des plaies lors

d’interventions chirurgicales (3)(4)(5).
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1.2 Les systémes de plasma froid atmosphérique / Plasma medecine

En plasmathérapie, le paramétre non thermique est primordial. Ainsi le pouvoir antibactérien
sera produit soit par des sources du champ électrique soit par des espéces réactives « Reactive
Species ou RS » de ’Oxygéne et de I’ Azote, « Reactive Oxygen Species ou ROS » et « Reactive
Nitrogen Species ou RNS ») qui sont formés dans le plasma non thermique en raison de 'activité
des électrons. Les RS se composent principalement de radicaux libres comme N,, N,*, OH" et
O'. Ces especes réactives peuvent se dissoudre dans un liquide mais ont une courte durée de vie
en phase gazeuse. Lors de l'exposition au plasma, il y a une activité de recombinaison dans ces
radicaux libres, aprés quoi ils sont détruits avec des cinétiques d’éliminations variables selon
les espeéces. Ils agissent sur les membranes cellulaires en cassant les molécules d'adhésion
cellulaire et ensuite, la membrane poreuse va laisser pénétrer les espéces réactives dans la
cellule qui détruisent les mitochondries et le noyau apres induction d’un puissant stress oxydatif

sur les tissus, ce qui entraine 1’apoptose ou la nécrose. (5)(6)

Les différents plasmas froids ne sont généralement pas commercialisé€s et chaque appareillage
posséde des caractéristiques propres a 1’expérimentation. Ainsi, chaque laboratoire utilise un
type de plasma différent. La notion de dose évoquée lors de thérapie par plasmas froids est a ce
jour, encore mal définie car chaque réacteur est différent (alimentation, puissance, conception
de générateur). Seul le temps de traitement par plasma, la distance entre la cible et la plume de
plasma et les compositions des gaz plasmageénes s’avérent étre les parameétres contrdlables

permettant de comparer un systéme a un autre.

La création de cette plasmathérapie a suscité la création d’une nouvelle discipline appelée

Plasma Medecine.
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Les applications dans les différentes disciplines présentes en odontologie sont nombreuses car
les relations avec les problémes bactériens sont retrouvées dans nombres de disciplines telles
que : la cariologie, I’endodontie, la pathologie orale et la parodontologie (6)(7)(8)(9). De
nombreuses études ont rapporté que les plasmas froids gazeux sont des dispositifs de
stérilisation innovants, permettant d’accéder a des espaces étroits et confinés tels que les

espaces présents dans les tubulis dentinaires, les poches parodontales et péri-implantaires.

Nous évoquerons plus spécifiquement, les études se rapportant a la parodontologie, tout en nous

appuyant sur des études plus générales en bactériologie et en odontologie.

De fagon chronologique, les différentes études montrent que dans un premier temps, les
systémes DBD (Dielectric Barrier Discharge) et Fe-DB (Floating Electrode Dielectric Barrier
Discharge) ont été utilisés. Derniérement la recherche se tourne plus vers les jets de plasma car
la possibilit¢ de miniaturisation d’appareillage plasmatique serait une excellente arme
thérapeutique en odontologie. La recherche utilise actuellement des jets de plasma au sein de

capillaires souples ouvrant des thérapies par endoscopie.

e Les systetmes directs : « FE-DBD ou Floating Electrode Dielectric Barrier

Discharge) (9)(10)(11)

e Les systemes indirects : « DBD ou Dielectric Barrier Discharge » (9)(10)(11) et les
jets de plasma froids a pression atmosphérique ou Cold Atmospheric Pressure

Plasma Jet (CAPPJ) (12)

La différence entre la notion de systémes direct et indirect, vient du fait que pour les systémes
dits « directs » le plasma est directement généré par au sein de 1’appareillage tandis que dans
les systémes « indirects » le plasma généré sera ensuite transporté par 1’intermédiaire d’un gaz

jusqu’a la zone cible a traiter.
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1.2.1 Systémes directs

Dans ce systéme, la principale technologie est le systeme dit de décharge a barriéres électriques
« DBD ou Dielectric Barrier Discharge » qui appartient initialement a la famille des systémes
indirect. L’appareillage DBD est composé de deux électrodes métalliques et entouré d’un
matériau diélectrique. Une électrode est reliée a un générateur de haute tension tandis que
Iautre est reliée a la terre. Le gaz circule entre les deux électrodes ou il sera ionisé. Ce type de
plasma est particulicrement homogene et il est trés fréquemment utilis€é en laboratoire

biomédical dans une optique de stérilisation de biomatériaux ou des surfaces.

Pour une application plus en accord avec un usage clinique, nous pouvons utiliser un systéme
direct a électrode flottante « FE-DBD ou Floating Electrode Dielectric Barrier Discharge) ».

Ce systéme dit « direct » peut rester a une distance proche (de quelques millimeétres a plusieurs
centimétres selon les besoins expérimentaux) d’un tissu vivant a traiter et on va utiliser la zone
cible comme une électrode auxiliaire. La différence entre FE-DBD et DBD est que la deuxiéme
¢lectrode n'est pas mise a la terre, ce qui signifie que la deuxiéme électrode peut étre une peau

humaine, un échantillon et méme un organe.

Les traitements par DBD et FE-DBD permettent d’avoir une bonne couverture spatiale de la

surface a traiter. Ces deux systémes de traitements sont particulieérement utilisés en laboratoire.

Haot Yolaoe
J ’ -'_’-_u‘

Elacode
v Coppet Ecrode
. 2 -
s—— DhedeCr A )
Catriey Gy = . Barviar . T Diefecec (Quanz)
| e——— == 1. Mayra
hl o ‘
Grounded
o Electade [ 3 . Tarmert Tnge

Figure 2a : Systéeme DBD et Figure 2b : Systéme FE-DBD (9)
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1.2.2 Systémes indirects

Dans ce systeéme, le plasma produit fait partie de I’appareil en lui-méme. Ces systémes sont
appelés « plasma jet » ou jets de plasma a pression atmosphérique. Il y a apparition d’un
véritable panache de plasma qui sera transporté a travers un tube vers la zone a traiter au moyen
d’un gaz qui subira des décharges de hautes tensions par un générateur. Le panache de plasma
créé va former une véritable « plume plasma » de diamétre variable, selon le débit et la nature

du gaz présent dans le dispositif.

11 existe 3 modes de créations des jets de plasma :

- Par systéme de radiofréquence
- Par systéme micro-ondes

- Par des systémes de DBDs annulaire

Les jets de plasma présentent 1’avantage d’étre plus précis pour une application clinique en
fonction de la zone a traiter que les systemes FE-DBD. Les jets de plasma peuvent étre utilisés

directement sur un corps vivant.

Une fois sorti du dispositif, le plasma va rentrer en contact avec I’air ambiant situé au-dessus
du tissu vivant a traiter. C’est a ce moment que les productions d’espéces physico-chimiques
(lumiéres visibles, ultraviolet, chaleurs, ions, €lectrons) et des espéces réactives « Reactive
Species ou RS » composées d’oxygene et d’azote se formeront en se dégradant en (O, O3, NO
NO;', NOs'...) Les mécanismes d’inactivation sur les cellules vivantes dépendront des quantités
d’espéces actives et des métabolites produits. L’avantage de ce systeme est qu’il permet de
travailler a trés faible débit gazeux et de produire un jet de plasma froid a température ambiante
juste a quelques centimetres de la zone a traiter. Il faut garder a I’esprit que la surface sur
laquelle les espéces réactives diffusent est supérieure au diameétre du jet de plasma sortant du

dispositif.
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Figure (3a) et (3b) : Illustration du dispositif KinpenO8 sur la pulpe d’un doigt et sur une boite de culture en

laboratoire (12)
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1.3 Illustrations des dispositifs de plasmathérapie

Les dispositifs de plasma sont a 1’origine des appareils expérimentaux de tailles importantes et
uniquement utilisés en laboratoire (10). Cependant, des évolutions de miniaturisations
permettent une utilisation avec des dispositifs de taille beaucoup plus réduite comme de petites
pieces a main libérant une plume de plasma a son extrémité (Kinpen08) (13) et derniérement
I’utilisation de capillaire permet d’avoir une propagation sur de plus longues distances (14). La
possibilité d’utiliser des capillaires flexibles est un avantage pour de futurs traitements in vivo,
puisque les propriétés de propagation du plasma ne sont a priori que trés peu sensibles a la
composition du capillaire. La plume plasma générée en sortie de capillaire pourra se propager

dans I’air ambiant mais également dans I’eau.

Cette miniaturisation ouvre une porte dans la réflexion d’un futur dispositif applicable au
fauteuil dentaire en parodontologie comme les dispositifs lasers présents actuellement sur le

marché.

== S8 S8
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Figure 4 : exemple de dispositifs complexes de laboratoire : (c et d) systeéme electrodes dielectric barrier
discharge (HDBD), (e et f) volume ou dielectric barrier discharge (VDBD) (10)
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Figure 5 : Piece & main KINPen® 08, INP, Greifswald, Germany. (11)

Figure 6 : Transport du plasma au travers d’un capillaire avec le systéme Plasma Gun avec sa plume de plasma
formée (14).
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2 Intéréts biomédicaux des plasmas froids en parodontologie

2.1 Pourquoi les plasmas en parodontologie ?

Certaines études menées en odontologie peuvent étre appliquées en parodontologie. Les
chercheurs ont surtout étudié les effets antimicrobiens produits par le plasma comme moyen
d'éliminer les biofilms dentaires et d'éradiquer les agents pathogeénes par voie orale. Il a été
démontré que les especes réactives de 1’oxygene, les particules chargées, les photons jouent le
role principal. De plus, il a ét¢ démontré que le plasma atmosphérique froid induit I'apoptose,
la nécrose, le détachement cellulaire ; cette découverte unique ouvre une thérapie potentielle a
la médecine parodontale. Le plasma gazeux peut pénétrer dans les cavités irrégulicres et les
fissures telles que des 1ésions parodontales. Par rapport aux faisceaux laser, qui se propagent
linéairement et peut provoquer des dégats thermiques, il ne cause que trés peu de douleur chez
les patients car il ne provoque pas de dommages thermiques du fait des températures de plasma
voisines de 40°C. Le plasma présente un fort caractére biocide sur les agents pathogenes de la
plaque bactérienne et sur les tissus buccaux. D’autres applications du plasma médecine en
parodontologie et en implantologie sont a 1’étude, dans le but d’améliorer la cicatrisation

parodontale et implantaire et in fine de proposer une future alternative thérapeutique.
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2.2 Action biomédicale bactéricide

La plupart des traitements parodontaux ciblent la prise en charge de 1'étiologie bactérienne.
L'élimination quotidienne du biofilm et de la plaque par le détartrage et le débridement des
racines a l'aide d'instruments manuels et/ou mécanisés diminuent la quantité des pathogénes a
plus ou moins long terme mais ne les éliminent pas complétement (15) (16), en sachant qu’il
existe une recolonisation des sites décontaminés a environ 3 mois. Les interventions
mécaniques sont souvent complétées par des agents chimio-thérapeutiques afin de réduire
davantage la charge bactérienne et d'inhiber la croissance bactérienne intrabuccale. Cependant,
I’'usage des antibiotiques systémiques entraine 1’augmentation de la surinfection par des
bactéries opportunistes, le développement de souches bactériennes résistantes, les interactions

indésirables avec d'autres médicaments et la mauvaise observance des patients.

De ce schéma thérapeutique classique en parodontologie, apparait une thérapeutique par plasma
ayant une action ciblée sur les divers constituants de la cellule bactérienne avec un potentiel
d'inactivation et de létalité. L’action bactéricide du plasma est basée principalement sur la
génération de RS qui vont induire des réactions chimiques au niveau des chaines

phospholipidiques de la membrane bactérienne.
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L’impact des plasmas sur diverses souches de bactéries a ét¢ démontré ces dernieres années.
Les ¢études menées ont concerné surtout les bactéries dites de références comme B. subtilis et
E. coli qui fournissent la base théorique de réflexion. Les effets mortels des jets de plasma sur
E. coli, un Gram négatif ont été testés par Laroussi et al (17). L’inactivation bactérienne est

observée par la présence d’une zone d’inactivation (Figure 8a et 8b), caractérisée par sa surface.

Figure 8a : Plasma Pencil sur E.Coli He  Figure 8b : Plasma Pencil sur E.Coli He+ 0,75% O,

Boite de Pétri rouge témoin — verte apres 30 s d’exposition-bleue aprés 120s (17)

Fort de cette étude in vitro faite par Laroussi et al (17) , d’autres études in vitro sont apparues
tournées vers une application pour les parodontopathogénes. Mahanesh et al ont étudié¢ en
laboratoire si le jet de plasma pouvait limiter la croissance de Porphyromonas gingivalis.(18)
Porphyromonas gingivalis est une bactérie anaérobie, non mobile, pléomorphe et Gram
négative. C’est un pathogeéne parodontal agressif qui colonise facilement les surfaces dentaires
et implantaires. Une capsule la protége contre la phagocytose par le systéme immunitaire
humain. P. gingivalis produit également de I'hémolysine, une enzyme qui lyse les globules
rouges, et de la collagénase, une enzyme qui détruit les fibres de collagéne dans les tissus
parodontaux de I'hote. De plus, P. gingivalis inhibe la migration de polynucléaires a travers la
barriere épithéliale et affecte la production ou la dégradation des cytokines, causant la perte de

tissu et d'os dans l'inflammation parodontale (16).

Un nombre élevé de P.gingivalis se retrouve dans la parodontite chronique et dans les sites
parodontaux actifs comparativement aux sites inactifs. De plus, P. gingivalis, avec A.

actinomycetemcomitans, est 1'un des micro-organismes les plus significativement associés a la
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parodontite sévere et aux abceés parodontaux. Lors de cette étude, des échantillons de P.
gingivalis (la souche ATCC 33277) exposés et non exposés ont été incubés dans une chambre

de culture en anaérobiose.

Apres incubation, chaque gélose était maintenue a quelques centimeétres au-dessus d'un fond
non réfléchissant pour analyse photographique. La taille de la zone d'inhibition sur la surface

supérieure de la gélose a été¢ mesurée a l'aide d'une jauge de Boley.

|
\e

\

Figure 9 : Plaques de gélose P. gingivalis inoculée au BST. Les temps d'exposition au plasma Pen He et les

diameétres de la zone d'inhibition sont marqués pour chaque plaque. (17)

Compte tenu du diamétre du panache du jet de plasma (3 mm), il y a un point maximum au-
dela duquel l'inhibition ne dépasse pas environ 2,1 cm. Ce comportement observé du panache
est considéré comme un avantage dans les applications dentaires permettant une
décontamination en vision indirecte, chose particulierement courante en thérapeutique
parodontale non chirurgicale. Il est a noter que, dans d’autres études, il a été mis en évidence

un effet « bouclier » lors du traitement par plasma froid atmosphérique sur boite de culture.
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Ce bouclier provient des nombreuses couches de bactéries constituant la cible. Le plasma induit
la mort des bactéries des couches supérieures, puis ces dernic¢res servent d’écran aux cellules
des couches inférieures. Par conséquent, le traitement par plasma n’affecte que les couches
supérieures (19)(20). Ainsi nous pouvons poser I’hypothése de I'utilité de faire, de fagon
systématique, une thérapeutique non chirurgicale avec un débridement manuel ou ultrasonique
du biofilm bactérien, afin d’assurer un passage sous une forme planctonique, dans le but de

s’affranchir de cet « effet bouclier ».

En poussant le raisonnement et en sachant que la régénération parodontale est grandement
conditionnée par une élimination significative des pathogenes de sites traités (21)(22), nous
pouvons dire que 1’usage de plasmas froids atmosphériques semble pouvoir étre utilisé¢ tres

largement en parodontologie.

Le temps d'exposition pendant lequel l'inactivation de P. gingivalis par 1'hélium (5,7,9 et 11
minutes) a eu lieu, était plus long que celui nécessaire pour inactiver d’autres bactéries. Dans
I'é¢tude de Lee et al (23), une réduction de 10 % du nombre initial d' E. coli (bactéries a Gram
négatif), de S. aureus (bactéries a Gram positif), de S. cerevisiae (levure) et de B. subtilis (spores
bactériennes endogames) a été obtenue apres 18 secondes, 19 secondes, 1 minute 55 secondes

respectivement, d'exposition au jet de plasma atmosphérique.

Au cours d’un traitement plasma, les espéces réactives générées vont diffuser en direction de
la surface a traiter. La surface sur laquelle elles diffusent est supérieure au diameétre du jet de
plasma. Une fois la concentration en RS suffisante, les bactéries vont étre inactivées. Selon la
durée de vie des RS, le temps pour atteindre la concentration minimale inhibitrice sera plus ou
moins long. Afin de diminuer le temps de traitement, il est nécessaire d’augmenter la quantité
d’espéces réactives produites par le jet de plasma. L’une des solutions consiste a générer un

plasma dans un mélange de gaz contenant un gaz moléculaire tel que de I’oxygéne (O5) ou de
I’azote (N,). Suivant la composition du gaz, la concentration de bactéries inactivées va €tre

différente. Les mécanismes d’inactivation dépendent de la concentration en ROS tels qu’ozone

03, les métastables de Oy ou I'oxygéne atomique. Les espéces les plus réactives pourraient

conduire a une peroxydation de la bicouche lipidique dans la membrane bactérienne, entrainant
la réaction de réticulation de la chaine latérale des acides gras formant des pores transitoires
dans la membrane cellulaire suivie d'une dépolarisation et d'une perméabilisation de la

membrane cellulaire et une lyse bactérienne (24).
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(a) untreated (b) 60 s argon plasma treatment

(c) 180 s argon plasma treatment (d) 300 s argon plasma treatment

Figure 10 : Images au microscope a balayage de cellules de L. acidophilus de (a) contrdle non traitées ; (b)
traitement plasmatique a I'argon de 60 s; (c) traitement plasmatique a 'argon de 180 s; et (d) traitement

plasmatique a l'argon de 300 s. (25)
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2.3 Action sur la muqueuse buccale.

La stérilisation au plasma attire une attention croissante dans la communauté dentaire pour le
jet de plasma a pression atmosphérique pouvant étre appliqué aux pathologies bucco-dentaire
et buccales. Cependant, il est encore douteux que les plasmas puissent effectivement tuer les
bactéries pathogeénes dans la cavité buccale, sans produire d’effet nocif sur les muqueuses
orales. L'objectif de I’¢tude de Liu et al (26) a été d'évaluer I'effet antibactérien dans les biofilms
contenant une monoespece de bactéries (Porphyromonas gingivalis souche ATCC 33277),
comme dans 1’étude de Mahanesh et al, en ajoutant de facon conjointe, 1’étude sur des
éventuelles modifications pathologiques de la muqueuse buccale, apres traitement plasmatique.
Pg a été incubé pour former les biofilms in vitro, et les échantillons ont été répartis de fagon
aléatoire sur des lapins blancs japonais males pour illustrer I’expérimentation animale (26).
Aprés incubation, Pg a été inoculé au niveau de la lévre maxillaire gauche, sur la muqueuse
buccale gauche et la muqueuse de la surface ventrale de la langue (0,5 cm % 0,5 cm), les
mugqueuses controlatérales servant de controle témoin. Les muqueuses des lapins ont été traitées
par jets de plasma froids atmosphériques pendant 10 minutes sous anesthésie générale. Les
résultats de la microscopie confocale a balayage laser, aprés sacrifice des animaux, mettent bien

en évidence I’effet destructeur des jets de plasma sur les bactéries.

Figure 11 : Analyse microscopique confocale par balayage laser des biofilms formés par Pg (x40) A: Groupe A;

B: Groupe B (groupe traité par plasma jet pendant 10 min) (26)



31

La viabilit¢ de Pg dans les biofilms a été analysée, aprés coloration a 1'acide nucléique avec
SYTO 9 et iodure de propidium (PI), par la microscopie confocale a balayage laser. Les cellules
bactériennes étaient étroitement disposées, et toutes les cellules présentaient une fluorescence
verte traduisant une impossibilité d’entrée dans toutes les cellules. Apres traitement, (groupe
B), la plupart des cellules bactériennes présentaient une fluorescence jaune ou rouge traduisant

des membranes cytoplasmiques vieillissantes et altérées.

Sur le plan de I’expérimentation animale, les manifestations cliniques telles que 'hyperhémie,
I’cedéme, et des traces d’ulcére n’ont pas été trouvées. De plus, les résultats histopathologiques

(figure 12) ont montré, qu’il n’y n’avait aucune apparition d'irritation de la muqueuse (27)

Figure 12 : Images de coupes histologiques de la muqueuse buccale du coté gauche et de la muqueuse de la
surface ventrale de la langue (teinture HE, x20) (26)
A : muqueuse buccale normale ; B : muqueuse buccale 1 jour apres le traitement par le plasma ; C : muqueuse
buccale 5 jours apres le traitement par le plasma ; D : muqueuse normale de la surface ventrale de la langue ;
E : muqueuse de la surface ventrale de la langue 1 jour apres le traitement ; F : muqueuse de la surface ventrale de
la langue 5 jours apres le traitement. Les cellules inflammatoires sont indiquées par une fleche blanche, la couche

mugqueuse par une fléche noire.
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L’étude de Liu et al a démontré que les plasmas froids atmosphériques peuvent effectivement
tuer les bactéries dans les biofilms et ne causent aucun dommage a la muqueuse buccale du
lapin sur la base des observations cliniques et de I'examen histopathologique. De plus, Delben
et al (28) ont utilisé du plasma froid sur 1'épithélium oral reconstitué in vitro (culture de
kératinocytes oraux sur une matrice a base de collagéne) EpiOralTM et n'ont indiqué aucun
dommage cellulaire important et des niveaux de viabilité élevés. Cependant les études de Liu
et al, et de Mahanesh et al comportent certaines limites, comme l'utilisation d'une seule souche
de bactéries pathogenes. Enfin, d'autres études doivent &tre menées pour valider davantage

'efficacité et 'innocuité dans le traitement des troubles buccodentaires a 'avenir.
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2.4 Action sur le biofilm bactérien de la plaque dentaire

La cavité buccale est colonisée par un mélange complexe et hétérogéne de micro-organismes.
Ces micro-organismes sont noyés dans une matrice de polymeére extracellulaire. Les biofilms
sur les dents naturelles ou les implants sont intimement responsables de la formation des caries,
de parodontite ou de péri-implantite (28). L'élimination du biofilm est une condition préalable
a un traitement efficace des maladies parodontales associées au biofilm. L'efficacité
microbienne est influencée par le grand nombre de bactéries du biofilm intra-oral avec plus de
800 especes, l'interaction de la pellicule salivaire avec les bactéries et sa composition ainsi que
la structure et I'épaisseur du biofilm (19). L'environnement oral est extrémement difficile a
simuler en laboratoire. Bien qu'on ait décrit de nombreux modeles in vitro et in vivo pour
simuler le biofilm naturel, ces modeéles ne pouvaient que partiellement créer des conditions
naturelles (29)(30). On ne dispose que de peu d'informations sur I'application des jets de plasma
a basse température pour réduire les biofilms naturels cependant, certaines études ont montré
qu'il était possible d'éliminer ou de réduire les biofilms in vitro et ex-vivo de mono et multi-
especes en utilisant du plasma sous pression atmosphérique froid (31)(32). Cependant, 1’étude
de Jablonowski et al, s’est intéressée a évaluer la capacité des plasmas froids a éliminer les
biofilms naturels supra-gingivaux de dents extraites et a décrire la chimie de surface des dents
extraites avant et apres le traitement par plasmathérapie, le tout en comparant ce dispositif par

rapport a un dispositif sonique avec des temps d'application de 60s, 180s et 300s. (13)
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2.4.1 Réduction du biofilm dentaire.

Dans 1I’étude récente de 2017 de Jablonowski et al, le jet de plasma réduit le biofilm d’environ

89,0 % et cette réduction était comparable a celle du nettoyage mécanique sonique, qui a atteint

une réduction d'environ 86,2 % au bout de 300 secondes.

0.9 T
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—«— SoOnic brush

0.1 7 1 —— plasma

Predicted reduction, %

T T T
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Figure 13 : Pourcentage de réduction des points de coloration (grille avec 13 x 17 points de croix) sur la surface
des dents par un débridement sonique et le traitement plasma aprées 60 s, 180 s et 300 s de temps de traitement.

(13)

Figure 14 : Biofilm traité au plasma sur une dent extraite. (13)
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Figure 15 : Micrographies d'une dent avec traitement par plasma froid atmosphérique. Dans la premiére
colonne, les échantillons avant le traitement, dans la deuxiéme colonne, les échantillons aprés le traitement et
apres la nouvelle coloration dentaire. (13)

Etonnamment, le temps de traitement a dii étre augmenté a 300 s pour nettoyer une petite
surface coronaire de seulement 4,19 mm®”. La ténacité et la robustesse de la plaque dentaire
adhérente a la surface dentaire soulignent la différence entre un biofilm artificiel et un biofilm
naturellement mir et I'importance d'utiliser des biofilms naturels sur les dents extraites afin
d'étudier les limites, les demandes et les conditions d'élimination de la plaque, dans des
conditions quasi réelles a la différence des études faites sur des géloses avec un biofilm sous
forme planctonique (23) ou peu adhérant. De plus, dans cette étude, il n’y a pas eu de
comparaison entre une technique de débridement sonique associ¢ a du plasma versus plasma
versus débridement sonique. Ce qui au vu des résultats de Jablonowski et al pouvait étre

particulierement judicieux, dans une optique d’une future thérapeutique combinée.
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2.4.2 Modification chimique de la surface dentaire.

Actuellement, le traitement plasma est utilisé pour stériliser et modifier les surfaces afin de
changer leurs propriétés physiques et chimiques ou leur biocompatibilité (33)(34). L impact
biocide et la déstructuration du biofilm par les plasmas froids atmosphériques sont deux notions
ressortant de nombreuses études. Cependant, il semble trés important d’étudier I’impact des
especes réactives (RS) lors des traitements par plasmas froids atmosphériques sur les surfaces
dentaires. Il faudra regarder s’il y a des altérations et des modifications ou non sur le plan
structural, au niveau coronaire et radiculaire pour envisager un usage thérapeutique dans un

futur proche.

L’étude de Jablonowski et al, nous apporte un taux de réduction du biofilm comparable entre
une thérapeutique classique de débridement sonique versus une thérapeutique plasmatique non
thermique atmosphérique, mais elle apporte en plus une analyse spécifique de la structure de

I’émail apres ces deux thérapeutiques.

Figurel6a : Analyse microscopique a balayage de la surface des dents extraites avec des biofilms naturels encore
présents apres 60 s de traitement par débridement sonique. (13)



37

Figure 16b ~ Figure 16¢

Figure 16b : Analyse microscopique a balayage du biofilm des dents extraites apres 60s de traitement
plasmatique. Figure 16c¢ : apres 300 s de traitement plasmatique. (13)
Les fleches marquent les bords des prismes d’émail mis a nu.

Les images au microscope électronique a balayage (MEB) illustrent que le plasma a non
seulement ¢liminé le biofilm de la surface de 1'émail, mais qu'il semble également avoir éliminé
la pellicule surfacique présente sur 1’émail, contrairement au débridement sonique. Le
traitement au plasma semble libérer 1'émail d'un frottis protéiné. L'observation de ces prismes

d'émail est comparable a l'effet du blanchiment de 1'émail par le peroxyde de carbamide (35)

).

De plus, les analyses par spectroscopie de photoélectrons (XPS) ont corroboré cette
interprétation microscopique a balayage. Ainsi, aprés le traitement plasmatique, les
concentrations atomiques de C et N ont diminué, en sachant que les éléments C et N sont les
principaux composants des acides aminés protéiques et peptidiques, tandis que les
concentrations de O, Ca, P et F constituants de composants minéraux comme 1'Hydroxyapatite,
principal composant de la dentine et de 1'émail, ont augmenté (34). En revanche, le traitement
par débridement sonique n'a pas eu d'impact notable sur les concentrations ¢lémentaires de
I’émail dentaire. Le rapport Ca/P final obtenu était d’environ 1,3 aprés traitement plasmatique,
ce qui est proche de la valeur attendue car en raison des impuretés présentes dans 1'émail, le

rapport Ca/P normal retrouvé dans la littérature est de 1'ordre de 1,48 + 0,09 (35)(36).
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Les résultats en microscopie a balayage et 1’étude spectroscopique confirment que le traitement
du biofilm dentaire par plasma froid atmosphérique a une efficacité de nettoyage plus élevée
que le débridement sonique et que le plasma peut étre une modalité de traitement adjuvante
dans les cas ou I'élimination ou la réduction du biofilm joue un role décisif, comme dans les

parodontites et les péri-implantites.

Mots clés : plasma froids - biofilm bactérien

- Action Bactéricide rapide : anaérobie > aérobie

dentaire (écosystéme = pluri-especes)
- Action sur le biofilm supra-radiculaire.

- Effet anti-plaque du plasma > débridement sonique

- Future thérapie adjuvante
- Effets supérieurs ou égaux a une thérapeutique mécanique classique en parodontologie
- Caractére atraumatique vis-a-vis des tissus durs et des tissus mous

- Pas assez de recul clinique pour I’instant

- Difficulté de comparaison entre les différents systemes existants

- Action sur des flores bactériennes sous forme planctonique (monoespece) et sur du biofilm

- Possibilités d’utilisation dans diverses disciplines (endodontie, cariologie, parodontologie)
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2.5 Les plasmas froids et bain de bouche

L'utilisation d'un bain de bouche antimicrobien a été proposée comme un moyen efficace de
contrdler les niveaux de bactéries pathogeénes buccales. Parmi les bains de bouche actuels, le
gold standard est le digluconate de Chlorhexidine (CHX). Cependant, la CHX a un certain
nombre d'effets secondaires, tels que I'érosion des muqueuses, les colorations dentaires, la
perturbation du goftit (38). De récentes études, comme celle de Li and al, ont évalué les effets
antimicrobiens de 1'eau activée par plasma non thermique (PAW : plasma activated water), dans
le but de former un nouveau bain de bouche in vitro (39). Toujours dans une optique d’avoir
une action bactéricide, Li and al se sont intéressés au pouvoir d’inactivation de trois pathogenes

buccaux : Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus et Porphyromonas gingivalis.

L'effet d'inactivation a été évalué en utilisant la méthode de formation de colonies (CFU),
I’étude des changements morphologiques et structuraux par microscopie électronique a

balayage et par microscopie électronique a transmission (MET).

De nombreuses études antérieures ont réalisé que le plasma non thermique est une technologie
prometteuse en raison de I'existence d'especes ultraviolettes (UV), réactives a 1'oxygéne (ROS)
et d'espéces azotées réactives (RNS). L'eau activée par plasma (PAW) posseéde des fonctions
multibiologiques pouvant étre obtenues en exposant 1'eau distillée par décharges plasmatiques.

(39)
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Figure 17 : Schéma expérimental et photographie du processus de production d'eau activée par plasma (PAW)
avec plasma : argon (Ar) + oxygene (O9) = Ar/Oy (98%:2%; v/v) (39)
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L’étude de Li and al portant sur la diminution du nombre total de CFU des trois espéces de
bactéries sur une période de 60 s fait ressortir un taux de désinfection pouvant atteindre 99,99%.
Les résultats ont montré que l'effet de désinfection de PAW est unique pour chaque espéce de
bactérie, dans I’ordre : P. gingivalis> A. viscosus> S. mutans. Cette différence d'efficacité

pourrait étre attribuée a la structure et aux caractéristiques variables de la bactérie.
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Figure 18 : Evaluation de l'efficacité bactéricide par traitement de I'eau traitée a I'aide d'un plasma.(39)

Comme le montre la microscopie électronique a balayage (39), la morphologie de P. gingivalis
traitée par PAW indique une rupture cellulaire sévere tandis que A.viscosus et S. mutans
présentent un rétrécissement cellulaire. Les bactéries aérobies (S.mutans) semblent moins
sensibles que les bactéries anaérobies (A4.viscosus et P.gingivalis) lorsqu'elles sont exposées au
méme stress oxydatif, ce qui semble évident et correspond aux attentes expérimentales. La
couche de peptidoglycanes de la membrane plasmatique formant la paroi cellulaire des
bactéries Gram+, peut avoir jusqu'a 50 couches d'épaisseur, tandis que chez les bactéries Gram-,
on a une épaisseur d'une a trois couches seulement. La paroi cellulaire des bactéries Gram+ a

une plus grande résistance aux facteurs de virulence et permet le maintien de la morphologie
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cellulaire. La membrane bactérienne constitue un élément structurel clé pour résister aux effets

biocides des plasmas.

Ainsi les bactéries Gram- et anaérobie, telle que P.gingivalis, semblent étre plus sensibles aux
ROS et RNS par leur structure méme et leur caractére anaérobie. Nous pouvons extrapoler a
I’avenir que Porphyromonas gingivalis et Aggregatibacter Actinomycetemcomitans se

retrouvent étres les cibles privilégiées de cette nouvelle arme thérapeutique.

Les paramétres physiques importants a analyser pour un éventuel usage futur sont la
température de 1’eau sortant de 1’exposition plasmatique et le pH. La température du PAW a
augmenté avec un temps de traitement prolongé et il a atteint 1'équilibre a 29 °C apres 20
minutes. La température de culture de S. mutans, A. viscosus et P. gingivalis était de 37 °C.

Ainsi, l'effet d'inactivation de PAW n'a pas été causé par des effets thermiques.
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Figure 19 : Evolution des propriétés physico-chimiques de l'eau traitée avec du plasma d'Ar/O2 (98% : 2% ;
v/v). La température de I'eau était d'environ 29°C et le pH de 1'eau activée par plasma (PAW) est passé de pH 6 a

environ pH 3 aprés 20 minutes de traitement. (39)
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En outre, le mécanisme spéculé de la stérilisation des PAW est I’usage de ROS, en particulier

les radicaux libres tels que O, OH™ et H,O,, qui sont les agents germicides les plus importants.

Un pH faible est plus favorable pour qu'une espéce réactive pénétre dans une membrane
cellulaire. D'autre part, les conditions acides pourraient accélérer les réactions chimiques,
comme celles induites par les radicaux oxygénés ayant un fort pouvoir oxydant et initieront la
peroxydation des acides gras dans la membrane cellulaire (40). Streptococcus mutans et A.
viscosus sont considérés comme des agents pathogénes de la carie dentaire et présentent des
propriétés d'acidophile et de tolérance aux acides (41). Cependant, le pH optimal pour la
croissance de P. gingivalis est de pH 6,5-7,0 (42). Ainsi de I'érosion dentaire pourrait se
produire avec un pH faible avec un développement d’une flore cariogéne importante (43).
Considérant qu'un pH faible est préjudiciable pour les dents, les futures études devraient essayer
d'augmenter la valeur du pH des PAW afin de réduire les effets secondaires. Tkawa et al (44)
ont appliqué un tampon citrate de sodium pour neutraliser le pH du milieu, mais l'effet
inhibiteur a diminué une fois que la valeur du pH a dépassé un pH 4,8. Les études futures

devraient se concentrer sur 1'équilibre de la valeur du pH.

Tous les résultats suggérent que le PAW est prometteur en tant que nouveau type de bain de
bouche pour la lyse ou I’inhibition de la croissance des bactéries pathogeénes buccales. Mais en
sachant que la pénétration d’un bain de bouche sous gingivale n’est plus efficace au-dela de 2
mm de profondeur. Pourquoi ne pas privilégier dans un avenir proche, une solution d’irrigation
chargée en radicaux libre venant des PAW comme une solution d’irrigation sous-gingivale
profonde permettant d’appliquer directement les radicaux libres venant d’une thérapie par
plasma au plus prés d’une flore bactérienne majoritairement anaérobie, agressive et

parodontopathogene par exemple : celle retrouvée dans le complexe rouge (Pg et Aa) (19).

Pour aller encore plus loin dans une future application thérapeutique, nous pouvons imaginer
un changement de forme galénique de ce bain de bouche pour une forme de gel chargé en
especes réactives que I’on pourrait déposer au plus prés des sites infectés. On pourrait laisser
ce gel chargé en RS agir seul ou I’activer avec une pi¢ce a main avec une fibre optique contenant
un plasma froid dédiée a cet effet, dans le méme esprit que les thérapies photodynamiques

parodontales activant le bleu de Toluidine ou le bleu de méthyléne.
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Les futures études devraient aussi se concentrer sur I'évaluation de la biosécurité des PAW sur
le tissu oral et les effets de désinfection des PAW sur les biofilms bactériens plutot que sur les

suspensions bactériennes.

Des limites se posent a 'utilisation de PAW par rapport a la Chlorhexidine. Il ne semble pas
exister d’effet de rémanence (38) comme retrouvée avec la Chlorhexidine, du fait de la grande
instabilité avec les substances réactives ROS/RNS plasmatiques dans le temps. De plus la
faisabilité au quotidien et les temps d’applications pour un futur usage en bouche ne sont pas

encore explorés dans la littérature.

Mots clés : plasmas froids - bain de bouche

- Action Bactéricide rapide anaérobie> aérobie

- pH fortement acide

- Dispositif purement expérimental

- Pas d’informations sur le caractére rémanent

- Cinétiques d’éliminations des espéces réactives non connues

- Lourdeur expérimentale pour la création des PAW a 1’heure actuelle (laboratoire
hyperspécialisé)

- Préparation extemporanée

- Preuve de principe
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2.6 Actions des plasmas non thermiques sur les substances réactives RS en

parodontologie

On a constaté que la génération d'oxygeéne réactif et d'especes azotées (ROS et RNS) se
produisait au cours de procédures inflammatoires, d'ischémies cellulaires et dans divers
processus de développement cellulaire. En dentisterie, on peut trouver des ROS et RNS dans les
lasers, les agents photosensibilisants, les agents de blanchiment et les plasmas froids
contribuent tous a la génération des ROS et RNS. Le plasma froid a été utilis€ comme source de
(RS) pour des applications biomédicales et pourrait également étre utilisé avec les cellules
souches dentaires. Il existe différents types de cellules souches dentaires, mais leur utilisation
thérapeutique reste largement inexploitée, l'accent étant actuellement mis sur les cellules
souches ligamentaires parodontales. Les RS dans le corps humain jouent un réle clé dans les
voies de signalisation cellulaire. A de faibles concentrations, ils peuvent étre hautement
bénéfiques pour des processus tels que la réparation tissulaire et l'angiogenése, alors qu'a des

concentrations élevées, des 1ésions tissulaires et/ou des apoptoses peuvent se produire.

( ROS

At low/moderate At high
concentration concentration
(i) Angiogenesis
i (i) Apoptosis/cell death and disease
(ii) Tissue repair > ) . .
(ii) Carcinogenesis & mutagenesis

(iii) VEGF induced cell migration

(iv) Cell proliferation (iii) Mitochondrial dysfunction

Figure 20 : Activité ROS au sein des cellules. A de faibles niveaux, des effets positifs tels que la réparation
tissulaire et la différenciation cellulaire sont amorcés, alors qu'a des niveaux élevés, une activité cellulaire

incontrélée peut entrainer un dysfonctionnement mitochondrial, une mutagénése et 1'apoptose. (45)
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Les plasmas froids étant basés sur les principes de formation d’espéces réactives (ROS et RNS)
pourraient étre utilisés pour éliminer les pathogenes parodontaux. Des recherches considérables
ont été entreprises dans ce domaine, en montrant principalement les spécificités bactéricides.
Mais récemment, la thérapie par cellules souches est apparue comme une nouvelle option
thérapeutique pour rétablir les cellules et les tissus, et des efforts sont faits pour utiliser cette
modalité de traitement dans les thérapies parodontales. A 1'heure actuelle, on sait trés peu de
choses sur l'effet du plasma froid sur les cellules souches mésenchymateuses et d'autres cellules
souches dentaires (46) et la compréhension des effets pathologiques et thérapeutiques des
especes réactives libres est I'un des axes majeurs de la recherche avec des perspectives d'avenir
prometteuses sur cette technologie (47). Des efforts devraient étre faits pour accroitre la
recherche sur l'interaction des espéces réactives (RS) avec les cellules souches dentaires pour
accélérer la formation de cellules du ligament parodontal et la cicatrisation osseuse.

(47)(48)(49)

Une étude récente de Kalghagi et al a mis en cause l'implication de ROS dans la prolifération
des cellules endothéliales (51), de sorte qu'on peut présumer que ces especes sont impliquées
dans les effets induits par le plasma sur la prolifération et la différenciation des cellules souches
mésenchymateuse du ligament parodontal « APDL-CSM : human periodontal ligament — cells
stem mesenchymal ». Bien que la signification biologique a 1’aide de plasma non thermique
avec ces procédures n'ait pas encore été bien établie, elle pourrait étre utile a 1'avenir dans les

thérapies cellulaires a visées parodontales.
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2.7 Effets des plasmas froids sur les cellules souches mésenchymateuses du

ligament parodontal.

La parodontite est I'une des principales causes de détresse chez les chirurgiens-dentistes qui
rencontrent des patients souffrant de destruction osseuse chronique et de perte de dents due a
cette affection inflammatoire. La régénération du tissu parodontal perdu a toujours été le but
ultime de la thérapie parodontale, mais les procédures de régénération actuelles restent limitées
et difficilement prévisibles. La thérapie des cellules souches est une option novatrice et
prometteuse pour la régénération des tissus parodontaux, puisque ces cellules ont été utilisées
pour la réparation et/ou la régénération de tissus et d'organes défectueux comme les os, le
cartilage, et la moelle épini¢re. L'identification et l'isolement des cellules souches
mésenchymateuses dérivées pour 1'usage en dentisterie offrent des possibilités d'applications
intéressantes dans le génie tissulaire, ainsi que dans les thérapies géniques en dentisterie
reconstructrice. Récemment, des populations de cellules souches multipotentes ont été isolées
du ligament parodontal des dents extraites de la troisiéme molaire humaine, et les données
rapportées suggerent que ces cellules peuvent étre idéales pour des applications thérapeutiques
potentielles dans la régénération parodontale. L'identification et la caractérisation des cellules
souches mésenchymateuses (MSC) dentaires se sont avérées tres bénéfiques pour les thérapies
de régénération parodontale. A l'heure actuelle, les MSC sont définies comme des cellules
fibroblastiques multi-potentielles qui expriment CD73, CD105 et CD90 et sont négatives pour
les marqueurs hématopoiétiques CD14, CD34, CD38 et CD45. (50) (51)

Le traitement plasmatique non thermique atmosphérique est bactéricide et semble étre une
application prometteuse. Cependant, outre l'effet bactéricide rapide et efficace, le traitement
plasmatique peut affecter d'autres cellules de la région parodontale. (52) De la littérature, deux
¢tudes ressortent : celles de Nayansi and al et Miletic and al qui mesurent l'effet du traitement
plasma sur les cellules souches mésenchymateuses dérivées du ligament parodontal humain

(hPDL-MSC) et vérifient les effets sur la différenciation ostéogénique de ces cellules.
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Selon Miletic and al (46), les hPDL-CSM soumises au traitement par plasma atmosphérique

non thermique voient apparaitre des modifications sur le plan de leur croissance et de leur

différenciation. Les données obtenues indiquent que le dispositif plasmique non thermique

combine une activité spécifique avec des propriétés non destructives sur les #PDL-CSM, tout

en réduisant la prolifération et la migration sans affecter leur viabilité.
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Figure 21 : Effets du plasma non thermique sur la viabilité des APDL-CSM. Les cellules ont été traitées par trois

puissances plasmatiques différentes (0,15,0,9 et 1,6 W) ou uniquement gazeuses (He), combinées a deux

écoulements He différents (0,5 et 1slm) et quatre temps d'exposition (10,30,60 et 120 s) (46)

Les résultats de 1'essai sur la viabilité des APDL-CSM ont démontré qu'aux deux écoulements

gazeux, le plasma atmosphérique non thermique généré n'a montré aucun effet significatif sur

la viabilité cellulaire avec trois puissances testées, comparativement aux cellules témoins non

traitées et aux cellules témoins He-seulement traitées (figure 21). Cette constatation concernant

l'effet sur la conservation de la viabilité des A/PDL-CSM est d'une grande importance si l'on veut

envisager des applications potentielles en thérapie parodontale.
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1slm 0.5slm

Figure 22 : Effet du plasma non thermique sur la migration des CSM-hPDL. Aprés avoir atteint la confluence,

une égratignure a été faite dans la monocouche (t0) et les cellules ont été traitées par 1,6 W plasma (P1) ou gaz
seulement (He), a deux écoulements He différents (1 ou 0,5 slm) pendant 30 s et pendant 60 s. Les cellules de
contrdle ont été laissées non traitées. Aprés 24 heures supplémentaires de culture, la zone d'égratignure a été

photographiée. Les panels représentatifs de trois expériences sont présentés. (46)

Une fois la viabilité des cellules souches examinées d’autres tests doivent étre réalisés. Toujours
lors de I’étude de Miletic et al, le test d'égratignure in vitro a été réalisé afin d'étudier l'effet
plasmatique sur la mobilité et la migration des #PDL-CSM. Comme le montre la figure 22, le
traitement au plasma a considérablement réduit la capacité de migration des ~/PDL-CSM. De
plus, lorsque le pourcentage de la zone exempte de cellules a été quantifi¢, des différences
significatives ont été mesurées par rapport aux cellules témoins non traitées et aux cellules
témoins traitées uniquement par de I’Hélium ayant juste un réle de gaz de transport inerte sur

le graphique de la figure 23.
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Figure 23 : La zone d'égratignure non peuplée a été mesurée a 1'aide du logiciel TScratch® et est présentée

comme le pourcentage moyen de la zone sans cellule + MEB de trois expériences distinctes (46)
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Figure 24 : Effet du plasma non thermique sur la prolifération des #PDL-CSM (46)
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Les hPDL-CSM non traités ont présenté un taux de prolifération élevé, le nombre de ces cellules
ayant plus que décuplé au jour 6. (Figure 24). Cependant, aprés la méme période de temps, la
population cellulaire a seulement doublé¢ dans les cultures traitées au plasma, sans tenir compte
des différences de flux gazeux ou de temps d'exposition appliqués. Ceci montrant que la
prolifération cellulaire est plus faible avec une exposition plasmatique. Cette propriété va a

I’encontre d’une éventuelle régénération cellulaire parodontale.

Afin d'analyser l'effet du plasma non thermique sur le potentiel de différenciation des ZPDL-
SCM, le dosage des phosphatases alcalines (4LP) dans les surnageants de culture cellulaire des
cellules traitées au plasma a été quantifié. Cette forte production de phosphatase alcaline (ALP)
suggere fortement que le traitement plasmatique pourrait favoriser leur différenciation
ostéogénique. Ces résultats sont d’une certaine maniere, inattendus, puisqu'aucun effet nocif
sur la viabilité des APDL-CSM n'a été observé dans ces cellules. De plus, 1'augmentation de
phosphatase alcaline, comme marqueur précoce de la différenciation ostéoblastique, suggere
que le traitement plasmatique pourrait induire la différenciation ostéogénique sur les ZPDL-

CSM.

4.0

1 § 1 1 1 T | 1 ] 1 )

1 I Control o

3.5 [l He *%x

E Plasma 1
) 4

3.0 -

2.5

ivity relative to untreated Ctrl

ALP a

0.0 -
EXPOSURE 30s 60s 30s 60s

FLOW 1slm 0.5 slm

Figure 25 : L'activité de la phosphatase alcaline (ALP) des APDL-CSM apres un traitement plasmatique non
thermique. L'activité de I'ALP a été mesurée apres le traitement plasmatique, avec He seul et dans des cellules

témoins non traitées apres 10 jours de culture dans un milieu ostéogénique. (48)
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En général, la prolifération et la différenciation sont peu cohérentes et le processus de
différenciation est défini comme un événement suivant la prolifération cellulaire. Plus
précisément, lorsque des cellules souches ou progénitrices se différencient en cellules
spécialisées lors de la régénération ou de la reconstruction des tissus endommagés, les facteurs
et les signaux intracellulaires impliqués dans la croissance cellulaire sont également inhibés.
Par conséquent, nous pouvons supposer que la diminution induite par le plasma sur le taux de
croissance des APDL-CSM était probablement une condition préalable a leur induction

ultérieure de la différenciation.

A T'heure actuelle, a I'exception des effets découverts du traitement plasmatique sur I'apoptose
(53), lanécrose (54), on connait trés peu de chose dans la littérature sur I'influence du traitement
plasmatique sur d'autres fonctions cellulaires, en particulier sur les cellules souches
mésenchymateuses dérivant du ligament parodontal et leur capacité de prolifération et de

différenciation.

Bien que des études plus approfondies soient nécessaires pour étudier les mécanismes associés
a la différenciation ostéogénique par voie plasmatique des APDL-CSM, les résultats retrouvés
dans la littérature laissent entrevoir de nouvelles applications possibles des plasmas froids,
fournissant ainsi de nouvelles perspectives sur 1'établissement de stratégies thérapeutiques

cellulaires : les thérapeutiques de régénération osseuse guidée et régénération tissulaire guidée.

Les plasmas froids sont complexes a caractériser, & modéliser et a comparer. De plus, leurs
cibles biologiquement actives sont nombreuses. Il est difficile d'en étudier les effets, et encore

plus difficile d'en ¢lucider tous les mécanismes.
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Mots clés : plasmas froids — cellule souche mésenchymateuse du ligament

parodontal humain

- Caracteére non destructeur sur les CSM du ligament parodontal humain

- Diminution de la migration et de la prolifération cellulaire

- Différenciation ostéogénique de ces cellules.

- Viabilité cellulaire des CSM supérieure avec systeme Indirect > Direct
- Peu d’études et de recul clinique

- Compréhension complexe des effets pathologiques et thérapeutiques des especes réactives

libres
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2.8 Décontamination péri-implantaire

Ces derniéres années, avec le développement continu et I'application étendue de la technologie
des implants dentaires, la péri-implantite est devenue une préoccupation de plus en plus
fréquente dans les cliniques dentaires. La péri-implantite est un terme pour les réactions
inflammatoires avec perte de support osseux dans les tissus environnants et est un facteur de
risque de perte d'implant. Selon les données cliniques disponibles, I'incidence de péri-implantite
varie entre 28 et 56% (55). Ainsi, les maladies péri-implantaires sont incontestablement 1'un

des risques les plus importants d'échec.
Dans le cadre du traitement de la péri-implantite, deux problémes doivent étre résolus :

- Le nettoyage intra-oral de la surface de I'implant contaminée bactériologiquement.
- Le rétablissement des caractéristiques surfaciques qui favorisent la régénération

0Ssscuse.

Le traitement des implants avec péri-implantite est souvent infructueux, car une surface

instrumentée de I'implant et un biofilm microbien résiduel empéchent la ré-ostéointégration.
Les principales techniques utilisées pour le traitement de la péri-implantite comprennent :

- La chirurgie : curette (plastique, métal, carbone) pour curetage du tissu de granulation
+/- Brossette en titane.

- La chimiothérapie : antiseptique = digluconate de chlorhexidine 0,20 % ou H,0, 5%.

- Lathérapie au laser. laser Diode-CO,, laser Er : YAG.

- Air abrasion avec un aéropoliseur.

Au cours des derniéres années, les technologies plasmas froids et a propriétés chimiques
actives, ont fait I'objet d'une attention croissante dans le domaine des applications biomédicales.
Plus précisément, certaines études de Duske et Koban ont rapporté que les plasmas froids
pourraient avoir des applications potentielles dans le traitement de la péri-implantite (32)(56).
En particulier, ces recherches ont montré que les dispositifs plasmatiques pouvaient

endommager les membranes des microorganismes et favoriser une ré-ostéointégration.
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Mais il est important de noter que peu de recherches pertinentes sont disponibles sur 'utilisation

de plasma dans le traitement de la maladie péri-implantaire.

Dans une trés récente étude in vitro datant de février 2018 (57), des chercheurs chinois Yang
et al ont mené une recherche sur les modifications de composition ¢lémentaire de surface
implantaire, la rugosité, I'hydrophilie, les effets de stérilisation sur Porphyromonas gingivalis
et le taux de croissance relative sur les cellules osteoblastiques aprés traitements d’implants
dentaires avec un jet de plasma d'air sous pression atmosphérique froide (CAPAJ : Cold

Atmospheric Pressure Plasma Jet )

Les résultats ont montré que la CAPAJ pouvait considérablement améliorer le caractére

hydrophile et la rugosité de I’implant sans pour autant altérer son état de surface initial.
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Figure 23 : Changements dans 'angle de contact avec 'eau des échantillons de titane aprés le traitement

(CAPAJ) traduisant une augmentation des propriétés hydrophiles. (57)
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Figure 24 : Changements dans la rugosité de surface des échantillons de titane apres le traitement (CAPAJ) (57)

Ceci peut étre causé par le clivage des groupes fonctionnels d'origine et la formation de
nouveaux groupes hydrophiles sur la surface du titane (58). Par rapport a une surface lisse en
titane, la rugosité sur une surface peut améliorer 1'adhésion cellulaire, la prolifération et la

différenciation des ostéoblastes (59).
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Figure 25 : Le taux de croissance relative de 48 h des lignées d’ostéoblastes MG63 (a)
et MC3T3-E1 (b) apres traitement par

CAPAJ. (57)
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Typiquement, la modification de la surface des implants dentaires en titane, peut améliorer
l'ostéointégration et réduire le temps de cicatrisation (60) (61). En effet, le traitement par plasma
froid atmosphérique pourrait améliorer I'hydrophilie de surface et rétablir la rugosité des
implants. De plus lors de cette méme étude, une analyse bactériologique sur Porphyromonas
gingivalis montrent que les bactéries ont été complétement ¢éliminées en 6 min et les deux
lignées cellulaires d'ostéoblastes MG-63 et MC3T3-E1 étaient bien fixées a la surface modifiée
du titane marquant une recolonisation des cellules osseuses supérieure par rapport au groupe

contrdle.

CAPAJ)

Migher electron
density;
More RNOS;
Non-thermal;
Safety

P. gingivalis

' Fully killed in 6min

Improve cell
adhesion and
proliferation

Hydrophilicity
and  roughness
were increased;

Figure 26 : Tllustration schématique du CAPAJ pour le traitement de la péri-implantite. (57)

Dans les limites de I’étude de Yang et al, le traitement par plasmas froids en complément de la
thérapie conventionnelle semble &tre une approche simple, efficace et prometteuse pour le

traitement de la péri-implantite.
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Une autre étude in vitro allemande dirigée par Preissner et al (62) met en avant la supériorité
bactéricide des plasmas froids vis-a-vis d’une thérapie laser, le tout sans altération de 1’état de

surface des implants dentaires ce qui est bénéfique pour une recolonisation cellulaire.

Figure 27 : Irradiation plasmatique de la surface implantaire. (62)

Figure 28 : Rayonnement laser a diodes sur la surface de l'implant. (62)
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Dans la littérature une étude in vivo de Shi et al (63) évalue les effets du plasma froids dans
le traitement de la péri-implantite induite par des ligatures chez le chien Beagle. Ainsi six
Beagles ont regu 12 implants installés en position de la quatriéme prémolaire mandibulaire et
des péri-implantites induites par ligature ont été déclenchées 3 mois apres 1'implantation. Quand
environ 40% de 1'os de soutien a été perdu, les ligatures ont été enlevées et les implants ont été
traités par un détartrage sous une irrigation de digluconate de Chlorhexidine a 0,2% avec et
sans irrigation plasmatique. Trois mois plus tard, des analyses cliniques, radiographiques et
microbiologiques ont été effectuées. Des biopsies de blocs osseux ont été préparées et
analysées. Le résultat principal était la différence de cicatrisation osseuse sur des sites péri-
implantaires, et les résultats secondaires comprenaient des changements dans les parameétres
cliniques (indice de saignement - sulcus bleeding index SBI, profondeur de poche — probing

depth PD) et la détection bactérienne (P. gingivalis, T. forsythia, A. actinomycetemcomitans).

Time BHcr) (mm) BHj1y) (mm) RHim) (mm)

Plasma Control Plasma Control Plasma Control
Bascline 5.89 = 0.85 5.62 £ 0.70 - - - -
Month 3 7.22 £ 0.75%% 6.13 = 0.69 7.52 £ 047% 6.38 = 0.55 1.52 = 0.467 0.81 £ 0.37

Data are presented as mean =+ standard deviation.
*p < 0.05 versus bascline in each group.
“p < 0.05 versus control at the same points.

BH (cr1y, Bone height of CT analysis; BHn), Bone height of histomorphometric analysis; RHpay, Height of linear re-osseointegration.

Figure 29 : Le niveau osseux chez les chiens beagle atteints d'une péri-implantite traitée par un plasma non

équilibré au début et au bout de 3 mois. (63)



Figure 30 : Coupe histomorphométrique (bucco-linguale) de I'implant avec les tissus environnants au 3™ mois

(coloration bleu de toluéne a 1%). (a) Sections du groupe plasma. (c) Sections du groupe témoin. Points de

repére pour l'analyse histomorphométrique : B, c6té buccal ; L, c6té lingual ; barres d'échelle = 2,0 mm (a, ¢)

(63)
Time SBI PD (mm)
Plasma Control Plasma Control
Bascline 4 (3—5) 4 (3—5) 477 = 145 427 + 1.25
Month 3 1 (0—2)*7 1.5 (0—2)* 2.52 £ 0.70%7 3.29 + (.58*

Data are presented as median (range) or mean =+ standard deviation.
*p < 0.05 versus bascline in each group.

*p < 0.05 versus control at the same points.

SBI, sulcus bleeding index; PD, probing depth.

Figure 31 : Constatations cliniques chez les chiens beagle atteints de péri-implantite traités par un plasma non

équilibré au départ et au bout de 3 mois. (63)
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Time Pg Aa If

Plasma Control Plasma Control Plasma Control
Baseline 0.67 0.67 0.33 0.33 0.83 0.83
Month | 0.17*# 0.33* 0** 0.17 0.17*7 0.50*
Month 2 0.17*% 0.33* 0.17 0.33 0.33*7 0.50*
Month 3 0.33*# 0.50 0.21 0.33 0.33*7 0.67

*p < 0.05 versus bascline in each group.
“p < 0.05 versus control at the same points.
Pg = P. gingivalis, Aa = A. actinomycetemcomitans and Tf = T. forsythia.

Figure 32 : Le taux de détection des trois bactéries P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans et T. forsythia (63)

Il ressort des résultats de cette étude faite par Shi et al que ’adjonction de plasmas froids

entraine :

- Une meilleure cicatrisation osseuse et un meilleur gain osseux lors de la ré-
ostéointégration

- Des valeurs de I’indice de saignement et des profondeurs de poches significativement
plus faibles.

- Une plus faible détection de bactérie parodontopathogene (P. gingivalis, T. forsythia, A.

actinomycetemcomitans) au bout de 3 mois.

De plus, ces résultats corroborent d'autres conclusions antérieures selon lesquelles, aprés un
pré-traitement plasmatique, des implants peuvent améliorer la formation osseuse in vivo. (62)
(65). Ainsi selon la littérature, la thérapie conventionnelle associée a l'application de plasma
peut induire une ré-ostéointégration osseuse in vivo, mais la raison de ce phénomeéne n'est pas

claire et reste complexe.

En émettant toutes les précautions dues aux faibles nombres d’études existantes sur ce sujet,
nous pouvons conclure que I’apport des plasmas froids dans un futur proche semblerait étre une
possibilité thérapeutique majeure pour accentuer le succes du traitement de la maladie péri-
implantaire non standardisée a I’heure actuelle. Le besoin de trouver une solution thérapeutique
a la maladie péri-implantaire se pose maintenant comme une nécessité majeure a un probléme

de santé publique encore trop peu connu par le grand public.
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Mots clés : plasmas froids — maladies péri-implantaires

Détoxification des surfaces implantaires
Atraumatique pour les surfaces implantaires
Hydrophilie augmentée

Rugosité augmentée

Décontamination bactérienne

Induction ostéoblastique

Thérapeutique régénératrice et de soutien

Peu d’études in vitro et in vivo

Thérapeutique prometteuse de par I’importance des problémes péri-implantaires dans la

population.
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Conclusion

Forte de I’expérience résultant des travaux en oncologie et en dermatologie sur le sujet, la
thérapie par plasmas froids en odontologie se montre comme une thérapeutique novatrice qui
connait un trés fort attrait en recherche et développement. Il semble que dans un avenir tres
proche (5 a 10 ans), la place de la thérapie par Plasma médecine en parodontologie puisse étre

une nouvelle arme prometteuse au sein de I’arsenal thérapeutique déja existant.

La littérature met en avant principalement le caractére antibactérien puissant des plasmas froids
reposant sur la production d’especes réactives en azote et en oxygene, sans pour autant produire

de dommages structurels.

Les études expérimentales in vivo et in vitro en lien avec la parodontologie bien que peu

nombreuses mettent en avant principalement des effets bénéfiques sur :

- Ladestruction de bactéries planctoniques et de biofilms bactériens.
- Une innocuité vis-a-vis des tissus parodontaux.
- La régénération tissulaire.

- Un respect des surfaces implantaires avec une détoxification profonde.

Pour I’instant nombre de résultats expérimentaux ne peuvent étre qualifiés que de preuve de
principe car beaucoup de mécanismes d’actions restent non ¢élucidés. Peu d’études et d’essais
cliniques sont encore présents sur ce sujet en parodontologie. Des efforts de miniaturisation et
de standardisations des dispositifs plasmatiques seront néanmoins obligatoires a 1’avenir pour
que les plasmas froids se présentent comme un nouvel outil thérapeutique applicable en cabinet

dentaire afin d’endiguer et de stopper la maladie parodontale et péri-implantaire.

Le Président de Jury Le Directeur de these

Professeur Franck DIEMER Docteur Sara DALICIEUX-LAURENCIN
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Mots clés pour la stratégie de recherche :

Google Scholar | (« cold atmospheric plasma » OR « plasma pencil » OR « Plasma medicine »
OR « plasma jet ») AND (« porphyromonas gingivalis » OR « Oral
bacteria « OR « biofilm » OR « oral mucosa » OR « periodontal disease »)
Pubmed (« cold atmospheric plasma » OR « plasma pencil » OR « Plasma

medicine »OR « plasma jet » OR « Dentistry », OR « Reactive Oxidative
Species ») AND (« Apoptosis » OR « Necrosis » OR « sterilization ») AND
(« porphyromonas gingivalis » OR « Oral bacteria « OR « biofilm » OR « oral
mucosa » OR « disinfection » OR « oral pathogens » OR « surface
morphology change ») AND (« periodontal disease » OR « Wounds » OR
« Wounds healing » OR « extracted tooth ») AND (« dental implants » OR
« implant surface » OR « osteoblasts MG-63 » OR « surface preparation » OR

« periodontal ligament mesenchymal stem cells ») AND (« peri-implantitis »)
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Abréviations

DBD : Dielectric Barrier Discharge
FE-DBD : Floating Electrode DBD

CAP : Cold Atmospheric Plasma

CAPAJ : Cold Atmospheric Plasma Air Jet
RS : Reactive Species

ROS : Reactive Oxygen Species

RNS : Reactive Nitrogene Species

PAW : Plasma Activated Water

Pg : Porphyromonas gingivalis

Aa : Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Tt : Tannerella forsythia

PAL : Phosphatase Alcaline

SBI : Sulcus Bleeding Index

PD : Probing Depth

TNC : Thérapeutique Non Chirurgicale
MEB : Microscope Electronique a Balayage

hPDL-CSM : human Periodontal Ligament — Cells Stem Mesenchymal
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Les Plasmas froids en Parodontologie :

Une nouvelle approche thérapeutique

RESUME EN FRANCAIS :

La maladie parodontale est une maladie fréquente chez les chirurgien-dentiste et des efforts
nouveaux sont faits pour utiliser une nouvelle modalité de traitement dans les thérapies
parodontales.

La parodontologie est une spécialité s’ouvrant a un discipline médicale nouvelle : le Plasma
médecine.

L’objectif de cette thése est d’analyser la littérature sur les points clés des traitements
parodontaux en relation avec les plasmas froids (effets antibactérien, role sur le biofilm
bactérien, impact sur la cicatrisation et régénération tissulaire, forme galénique, innocuité sur
les tissus parodontaux et implantaires).

TITRE EN ANGLALIS : Cold Atmospheric Plasmas in Periodontology : A new therapeutic
approach

RESUME EN ANGLAIS :

Periodontal disease is a common disease well known by dentists and new efforts are being made
to develop a new approaches in periodontal therapy.

Periodontology is a speciality that underlies a new medical discipline : Plasma Medicine.

The objective of this thesis is to analyze the literature on the key points of periodontal treatments
in relation to cold plasmas (antibacterial effects, role on bacterial biofilm, impact on healing
and tissue regeneration, galenic form, safety on periodontal and implant tissues)
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