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1. INTRODUCTION



1. Introduction

Les dernieéres données épidémiologiques font état de 400 accidents de décompression

(ADD) par an en France [1] , selon la Fédération Frangaise d’Etude et du Sport Sous-

Marin on observe 1 ADD pour 5000 plongées en plongée loisir, 1 ADD pour 30 000 en

plongée militaire.

Ces dernicres années furent importantes vis a vis de la compréhension du mécanisme

physiopathologique des ADD [2] [3] avec d’une part :

Le phénomeéne bullaire initial conduisant a des événements pro-thrombotique local,
régional et a distance. [4]

D’autre part ’accident bullaire initial, véritable état thrombotique par interaction
entre :

o Les bulles et le plasma responsable d’une activation du systéme de contact. [5]

[6]. A l'interface gaz-bulle se produit un réarrangement des macromolécules
entrainant une modification de 1’équilibre des charges électriques, avec création
d’une couche électronégative capable d’activer le systéme de contact : le facteur
XII (facteur de Hagemann) s’adsorbe sur cette surface et active du facteur XI, du
facteur VII (premiere étape de la coagulation), du plasminogene (précurseur de la
plasmine, enzyme centrale de la fibrinolyse) et du systéme du complément. Des
élévations de la concentration des fractions C3a, C4a et C5a ont été mesurées
aprés bullage in vitro dans du sang complet et retrouvées in vivo. L’activation de
ce systeme pré-coagulant rend disponible le facteurs VIla qui, en présence de
facteur tissulaire (normalement non exprimé a la surface vasculaire de

I’endothélium), conduit a la fibrinoformation.

Les bulles et les plaquettes responsables d’une activation des plaquettes avec
augmentation du PF4, sécrétion d’ADP et de TXA2. [7] [8]. Des variations du
taux de plaquettes circulantes ont été rapportées dés 1969 dans les phénomenes
de décompression. L’activation débute lorsque la plaquette entre en contact avec
la matrice sous-endothéliale (VWF essentiellement), ou avec des activateurs
solubles. Les glycoprotéines transmembranaires GPIIb-Illa se lient au

fibrinogene, permettant aux plaquettes d’agréger entre elles. Parallelement,



s’installe une activité pro-coagulante liée a I’expression du facteur tissulaire a la
surface de la membrane. La dégranulation des granules denses libére de 1’ADP.
Ainsi se trouve constitué un systeme d’amplification et de transmission du
message d’activation aux autres plaquettes. Un changement de conformation des
phospholipides membranaires entraine une grande affinit¢ pour les facteurs
vitamine K-dépendants de la coagulation responsable de 1’activation du facteur
X, et la conversion de prothrombine en thrombine (qui active d’autres plaquettes)

favorise la polymérisation de la fibrine et stimule la production de NO et de PGI.

Les bulles et ’endothélium vasculaire responsable d’une agrégation plaquettaire
avec génération de thrombine. [9] [10] [11]. Les bulles ont un effet abrasif sur
I'endothélium, mettant & nu le collagéne de la lame basale, dont les protéines
(laminines, fibronectines, collagénes, facteur de von Willebrand) sont reconnues
par des intégrines plaquettaires (glycoprotéines ), entrainant ’adhésion des
plaquettes au sous-endothélium et leur activation. Ce phénomeéne engendre

¢galement une activation des cellules endothéliales devenant alors thrombogénes.

Cet ensemble de réactions aboutissant a une thrombopénie de consommation en relation

directe avec I’importance du phénomene bullaire et la sévérité de I’ADD.

Diminution du nombre des

plaquettes (%)

20
15 | . y=-0l,39x+3,88
R‘=026

10 &

5 . * p<0.001 n=31

&

-15 » : "
_20 i
-25 * ”
'30 T T T T

0 10 20 30 40

Niveau de bules circulantes (Score KISS)

Figure 1 - Relation entre la diminution du nombre de plaquettes et I’importance du phénomene bullaire [12]
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Figure 2 - Relation entre sévérité de I’ADD et 1’agrégation plaquettaire [13]

On sait que cette agrégation reléve d’'un mécanisme en trois étapes (adhésion, activation,
agrégation) aboutissant a la formation de thrombi bullo-plaquettaires :
- L’adhésion étant induite par I’interaction bulles / plaquettes.
- L’activation, faisant suite a 1’adhésion, avec synthése d’ADP, expression des
glycoprotéines IIb-Illa et la sécrétion de TXA?2.

- L’agrégation par liaison du fibrinogene circulant au GPIIb-IIIa.

Si ’importance du phénomene bullaire lors de la décompression est étroitement liée a une
augmentation du risque de survenue d’une telle pathologie, les éléments figurés du sang et
plus particulierement les plaquettes sanguines gardent une place non négligeable dans la

pathogénie de ce type d’accident de plongée.

Le traitement des accidents de décompression constitue une urgence médicale
associant I’inhalation d’oxygene des 1’apparition des premiers signes, une recompression
thérapeutique en enceinte hyperbare et 1’administration d’un traitement médicamenteux.
La précocité du délai d’administration de ce traitement conditionne le pronostic évolutif
de la pathologie. En effet, la prise en charge initiale sur les lieux méme de la plongée est
essentielle mais la médicalisation précoce ne doit pas retarder I’évacuation vers un
centre hyperbare hospitalier. Les différentes modalités du traitement visent a combattre
ou a limiter les conséquences du phénomene bullaire, c’est-a-dire de I’hypoxie tissulaire
engendrée par l’interruption de la circulation artérielle ou veineuse, ainsi que les
phénomeénes cytotoxiques de la maladie de décompression. Les plaquettes sanguines,

véritables effecteurs de [’économie humaine, vont ainsi participer a 1’entretien,



I’aggravation et la complication de la pathologie et justifient par conséquent la validation

d’un traitement anti-thrombotique efficace délivré lors d’une prise en charge médicale.

Les essais réalisés sur différentes molécules ne montrent pas pour le moment d’application

concréte quant a la diminution des fonctions plaquettaires dans les ADD, a savoir:

- Les antiagrégants :

o L’aspirine (Kardegic®), qui agit par inhibition de la production de TXA2 en
inhibant la Cox, ne montre pas de réduction du risque. [14]

o Le clopidogrel (Plavix®) dont le mécanisme d’action est I’inhibition de la fixation
de ’ADP, montre des résultats encourageants chez le rat, cependant aucune étude
n’a été réalisée chez I’homme. [15]

o Le ticagrelor (Brilique®), antagoniste sélectif réversible de récepteur plaquettaire
P2Y12, pas d’étude publiée a ce jour.

o Le prasugrel (Effient®), analogue du clopidogrel mais dont le métabolisme
dépend peu du cytochrome P2C19, pas d’étude publiée a ce jour.

o Les anti-GPIIbllla type abciximab (Réopro®) et eptifibatide (Integrelin®)
montrent une baisse significative du risque de survenue d’ADD mais 1’inégalité

de la balance bénéfices — risques ne permet pas sa mise en application pratique.

- Les anticoagulants :

o Les Héparines Non Fractionnées (Calciparine®), cofacteurs de I’anti-thrombine
sont inhibitrices des facteurs lia, VIla, IXa, Xa, ne montrent pas d’efficacité. [16]

o Les Héparines de Bas Poids Moléculaire (Lovenox®) de méme mécanisme
d’action mais avec une activité anti-Xa prépondérante a ’activité anti-Ila ne sont
pas plus efficaces. [17]

o Les Anti-Vitamine K (Coumadine®, Previscan®) qui inhibent la synthése
hépatique des facteurs de la coagulation vitamine K dépendant (facteur II, V, VII,
IX ; protéine C et S) ne montrent pas d’intérét en pratique du fait du mécanisme

d’action. [18] [19]



- Autres :

o Nouveaux anticoagulants oraux type dabigatran (Pradaxa®) inhibiteur direct de la
thrombine et rivaroxaban (Xerelto®) inhibiteur du facteur anti-Xa, aucune étude
publiée ce jour.

o Fondaparinux (Arixtra®) activité exclusive anti-Xa, pas d’étude publiée ce jour.

o Bivalirudine (Angiox°®), inhibiteur direct de la thrombine, pas d’étude publiée ce
jour.

o Héparinoides de synthése type danaparoide (Orgaran®), pas d’étude publiée ce
jour.

o Lidocaine, elle montre une efficacité dans la prise en charge des ADD mais pas
en préventif. [20]

o Sidenafil, inhibiteur de la 5-phosphodiesterase, réduit la sévérit¢ des ADD
neurologique. [21]

o Corticoides

Différentes études se sont penchées sur I’action de 1’Oxygénothérapie Hyperbare (OHB)
sur l’agrégation plaquettaire avec des résultats parfois encourageants montrant une
diminution de 1’activation des plaquettes [22], parfois discordants [23] [24], mais les
protocoles utilisés sont tres variables.

Parmi ces études, une montre une diminution de 1’agréabilité plaquettaire par diminution
de ’ADP et du collagéne chez le lapin apres exposition a une séance d’OHB a 2,4 ATA

pendant 90 minutes, effet qui disparait apres 20 séances [25].

L’intérét de notre étude est de vérifier si une exposition aigiie a une séance d’OHB chez
I’humain induit une diminution de 1’agrégation plaquettaire et permettre ainsi de pouvoir
effectuer d’autres études pour voir si ’OHB peut €tre proposée en prévention primaire des
ADD avec une application plutdt orientée vers les plongeurs professionnels : militaires,
TEK et offshores ; mais également dans la prise en charge des affections thrombotiques :

TVP, EP, infarctus du myocarde, etc.
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2. MATERIEL & METHODE
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2. Matériel & Méthodes

2.1. Descriptif de I’étude

Cette recherche biomédicale est un essai clinique comparatif en cross-over sur une
série de 4 groupes de patients, chaque patient étant son propre témoin, elle est
unicentrique, analytique. Elle inclue une visite de controle pour I’inclusion des
patients selon des critéres prédéfinis ainsi qu’un examen médical standard avant et
apres une séance d’hyperbarie de 30 minutes a 2,5 ATA a 100% d’oxygene.

Les biais sont de ce fait minimisés du fait que chaque patient est son propre témoin.
Les patients ont été randomisés dans 4 groupes différents : 1’'un pour 1’analyse du
compte plaquettaire, I'un pour les tests d’agrégation, I’'un pour la mesure du temps
d’occlusion plaquettaire par PFA100 et le dernier pour 1’étude des microparticules.
Les patients ne sachant pas a quel test ils allaient étre soumis. L’analyse des résultats
fit soumise a un opérateur différent dans un lieu différent avec des résultats
informatisés, les différents échantillons sanguins étaient anonymes et disposaient

d’une numérotation spécifique.

Deux études principales initient cette recherche : 1’une montre une diminution de
I’agréabilité plaquettaire par diminution de I’ADP et du collageéne chez le lapin apres
exposition a une séance d’OHB a 2,4 ATA pendant 90 minutes, effet qui disparait
apreés 20 séances [25]. La seconde met en évidence une diminution de 1’activation

plaquettaire chez I’homme aprées des séances d’OHB [22].

Cette étude n’apporte aucun bénéfice individuel direct pour les patients se prétant a
cette expérience. Les effets secondaires de I’OHB, apres exclusion des patients ayant
une contre indication sont minimes : barotraumatisme (oreille, sinus), claustrophobie,

et pour les longues expositions toxicité de I’oxygeéne avec crise convulsive.

Les risques encourus par le patient sont restreints comme le montre la conclusion du
rapport HAS de Janvier 2007 sur les effets indésirables de I’OHB : « L analyse de la
littérature ne recense pas de complication sévere liée a I’OHB. Les complications les
plus fréquentes sont la claustrophobie (incidence 14,3%) et le barotraumatisme de
I’oreille moyenne (incidence de 2 a 6,6 %). Si la séance dure moins de 120 minutes,

I’OHB n’induit pas de complication [26]. »

12



2.2. CPP et comité d’éthique

L’étude est enregistrée aupres de 1’ Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des
produits de santé (ANSM) pour la Recherche et Collection Biologique sous le n° 2013-
A00807-38 (cf. annexe n°1)

Elle est également enregistrée auprés de I’EudraCT sous le n°2013-002448-10 et du
CNIL : 1676218 (cf. annexe n°2)

La participation des sujets se prétant a cette étude se fait sur la base du volontariat
apres information libre et éclairée des objectifs de 1’étude, des risques éventuels et des

résultats escomptés. Le recueil du consentement est effectué sur un formulaire dédié.

L’¢étude est réalisée apres avis du Comité de Protection des Personnes et du comité

d’éthique.

2.3. Population étudiée

Cette ¢tude étudie une population de plongeurs militaires professionnels entrainés

pouvant €tre considérés comme sains.

2.4. Critéres d’inclusion

L’¢tude porta sur des volontaires sains, majeurs, de tous sexe, exergant la plongée a un
niveau professionnel, ayant entre 18 et 50 ans, ne présentant aucune contre-indication
formelle ou relative a une séance d’hyperbarie, sans comorbidité associée, n’ayant pris

aucun traitement médicamenteux dans les 21 jours précédant I’étude.

Pour pouvoir participer a cette recherche, tout sujet doit étre affili¢é a la Sécurité
Sociale.
Les sujets participant a 1’étude seront inscrits au fichier national des personnes qui se

prétent a des recherches sans bénéfice individuel direct par le médecin investigateur.
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La totalité des séances se dérouleront sous la responsabilité du 1I’hopital Sainte-Anne a
Toulon.

Tous les plongeurs sélectionnés auront effectué¢ des plongées équivalentes au profil de la
séance proposée, a savoir 2,5 ATA pendant 30 minutes, au minimum des dizaines de fois

sans jamais avoir présenté le moindre incident.

2.5. Critéres d’exclusion

Les critéres d’exclusions reprenaient les contre-indications classiques de I’OHB, celles de
la plongée bouteille ainsi qu’une prise médicamenteuse dans les 21 précédant I’étude, une
plongée enregistrée dans les 72 heures précédentes, une activité physique le jour méme de
I’étude, la consommation de tabac dans les 2 heures précédant la séance.

L’OHB est contre-indiquée de maniére absolue dans 1’épilepsie mal équilibrée, le
pneumothorax non drainé, I’emphyséme majeur, la cardiopathie ischémique non stabilisée,
I’otite aigué.[]Les contre-indications relatives sont : I’asthme non contr6lé, la grossesse, le
kyste osseux, I’emphyséme modéré.

La plongée en scaphandre est contre-indiquée dans les cas suivants (cf. annexe n°3),

excluant ainsi le patient de 1’¢tude

2.6. Matériel

2.6.1. Caisson hyperbare

Caisson 6 places, situ¢ a 1’école de plongée de la Marine Nationale a Saint Mandrier Sur

Mer avec une équipe médicale et paramédicale formée a I’hyperbarie.

2.6.2. Méthode de préléevement, NFS

Un prélévement sanguin veineux sera réalisé avant et apres les sessions expérimentales.

Ce prélévement sera effectué par un médecin expérimenté selon les reégles en vigueur dans
les locaux de l’infirmerie de 1’école de plongée de la marine nationale : pas de pose de
garrot, prélévement de sang veineux au pli du coude a I’aide d’une aiguille de gauge 21
soit dans un tube EDTA soit dans un tube citraté a 3,8% de 4ml.

Pour I’analyse NFS et agrégométrie 3 tubes de 4 ml seront prélevés a chaque ponction

veineuse, soit 6 tubes pour chaque journée expérimentale (24 ml), soit un volume de 72 ml

14



de sang pour chaque plongeur durant la journée de 1’étude. Un tube est destiné a la mesure
de la NFS, les deux autres tubes serviront a 1’agrégométrie.

Pour I’analyse du TOP un tube citraté sera prélevé avant et aprés exposition, pour les tests
des microparticules, un seul tube EDTA est nécessaire avant et apres la séance ;

La conservation et ’acheminement des tubes se déroulent selon les normes en vigueur.

2.6.3. Agrégométre

Le test d’agrégation plaquettaire (agrégométrie) consiste a évaluer la formation d’agrégats
plaquettaires in vitro apres activation des plaquettes par des agonistes variés.

Ce test est effectué¢ classiquement sur du plasma riche en plaquettes (PRP), issu de la
centrifugation a faible vitesse du sang prélevé dans un tube contenant un anticoagulant
adapté (citrate). L agrégation plaquettaire est mesurée par une technique photométrique sur
un agrégométre puis traitée par un logiciel dédi¢. Le résultat est exprimé en pourcentage de

plaquettes agrégées en fonction du temps, ce qui sera notre critére principal.

Pour ce faire, nous réalisons la centrifugation des échantillons sanguins a 190G pendant 10
minutes avec récupération du Plasma Riche en Plaquette (PRP) que nous re-centrifugeons
a 250G pendant 10 minutes avec récupération du Plasma Pauvre en Plaquette (PPP) pour
calibrage de 1’agrégométre.

Nous déposons dans une éprouvette siliconée, 270ul de PRP puis nous ajoutons 30ul de
réactif pro-agrégeant pour catalyser I’agrégation des plaquettes. Nous réalisons cette étape
avec les réactifs suivants : ristrocétine 1,5 — TRAP 6,25 — TRAP 12,5 — epinéphrine —
collagéne — ADP 2,5 — ADP 5 — ADP 10 - acide arachidonique.

Les résultats sont analysés par un logiciel spécifique.

2.6.4. Temps d’occlusion plaquettaire

Appareil de la gamme Siemens® Healthcare qui analyse un échantillon sanguin total non
traité et mesure le Temps d’Occlusion Plaquettaire (TOP) dont la norme se situe entre 68 et
121 secondes. Le réactif utilisé pour enclencher 1’agrégation plaquettaire est une cartouche

d’ADP/collagene. Ce test est un équivalent de la mesure du temps de saignement.

15



2.6.5. Dosage des microparticules

Elles ont été observées la premicre fois dans le sang en 1967 par P. Wolff qui utilisa le
terme de « poussiére de plaquette ».

P.S. Sims & S.J Shatill montrent dans les années 1990 la génération de microparticules
durant ’activation plaquettaire. Ces MP plaquettaires sont pro-coagulantes, elle lient le
facteur Va et soutiennent I’activité prothrombinase ainsi que la liaison du facteur VIII.

La plupart de ces microparticules sont issues des plaquettes, mais un certain nombre
provient des différents éléments : leucocytes, cellules endothéliales,...

Leur dosage se fait par cytométrie de flux.

Les MP exposent a leur surface la phosphatidylsérine et le facteur tissulaire qui initient la
cascade de coagulation [29].

2.7. Protocole

2.7.1. Déroulement
Réalisation dans le caisson hyperbare de Toulon de 4 sessions différentes, une séance se
déroulant sur une journée avec comme variable commune la pression de 2,5 ATA pendant
30 minutes dans le méme caisson avec oxygene pur.

1-Etude de la numération plaquettaire

2-Etude de I’agrégation plaquettaire

3-Etude du temps d’occlusion plaquettaire

4-Etude des microparticules

Nous réalisions un prélévement sanguin directement avant et aprés chaque séance.

2.7.2. Recueil des données

Chaque séance était précédée d’un entretien avec le patient a la recherche d’un critére
d’exclusion.
Les informations relevées de fagon anonyme et informatique dans un tableau comportent la

biométrie du patient ainsi que la variable étudiée avant et aprés chaque exposition.

16



2.7.3. Procédures

Tout patient peut sur demande aupres de I’investigateur stopper sa participation a 1’étude
sans en préciser le motif.

De plus, toute constatation médicale d’un effet secondaire de I’OHB, d’une pathologie
diverse au cours de 1’étude ou tout changement vis a vis des critéres d’exclusion exclue
définitivement le patient de la recherche.

Une levée d’insu est prévue en cas de constatation fortuite d’un trouble de la coagulation

chez un patient.

L’arrét de I’étude peut survenir a I’issue de la constatation médicale d’un effet secondaire
majeur d’une séance d’OHB :

- Accident de décompression de type 2,

- Barotraumatisme pulmonaire.
Afin de détecter I’apparition de toute manifestation pathologique, les sujets feront 1’objet
d’une surveillance médicale permanente placée sous la responsabilit¢ du médecin
investigateur. Il pourra a tout instant interrompre 1'étude s'il juge qu’un risque particulier

pour la santé ou la sécurité des sujets vient d’apparaitre.

Enfin, I’infirmerie de 1’école de plongée est active en journée et est capable de prendre en

charge sur le plan thérapeutique un accident de désaturation.
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2.7.4. Risques

2.7.4.1. Liés au caisson

2.7.4.1.1. Accidents de désaturation

Le risque d’accident est treés faible en raison de la maitrise de la décompression. Les
séances seront peu saturantes compte tenu de la profondeur (2,5 ATA) et de la durée
retenues (30 min). Ces séances concernent une population de plongeurs médicalement

aptes et entrainés.

2.7.4.1.2. Barotraumatismes

Le risque n’est pas supérieur a celui d’une plongée sportive de loisir réalisée en club. Par
ailleurs, il s’agit de sujets sélectionnés, aptes médicalement.

Les séances réalisées s’inscrivent strictement dans le cadre admis aussi bien par la
FFESSM que par la Marine Nationale, c’est-a-dire qu’elles sont réputées ne pas provoquer
d’accidents de plongée. Tous les plongeurs sélectionnés auront effectué des plongées
équivalentes au profil de la s€éance proposée au minimum des dizaines de fois sans jamais

avoir présenté le moindre incident.

2.7.4.2. Liés aux prélévements

Les prélévements seront réalisés selon les procédures habituelles et avec du matériel a
usage unique (type Vacutainer®) ; les risques sont donc limités a I’hématome au point de
ponction. Une compression suffisante sera donc maintenue aussi longtemps que nécessaire
aprés la ponction. L’emploi d’aiguilles fines, associé¢ avec du matériel a réserve de vide,
permet de limiter la douleur au minimum. Enfin, la spoliation sanguine liée aux
prélévements est inexistante, puisqu’au total ceux-ci ne représentent qu’un volume
maximal de 24 ml par sujet pour une journée expérimentale et de 72 ml pour la totalité de

I’expérimentation.
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2.8. Analyse statistique

Chaque partie correspond a une population étudiée différente. La logique de I’analyse est
cependant toujours la méme, visant a comparer certains critéres (numération, temps
d’occlusion plaquettaire, dosages liés a certains réactifs...) avant et aprés la thérapie

hyperbare.

Pour les variables qualitatives : elles sont décrites en terme d’effectif et de pourcentage ici

il n’y avait pas lieu de faire des tests de comparaison.

Pour les variables quantitatives : les résultats sont exprimés a I’aide de moyennes avec leur
intervalle de confiance a 95 % (ICos%) dans le cas ou la distribution de la variable était
gaussienne. Le test de comparaison de moyennes utilisé est le test de Fisher en cas
d’égalité des variances, sinon on usait du test de Welsh.

En cas de distribution non paramétrique, nous avons donné médiane et intervalle
interquartile [IIQ]. Le test associ¢ est le test de Wilcoxon, ici appliqué sur des groupes
appariés, puisque c’est la méme population qui est étudiée avant et apres 1’expérience. Cela

confére aux tests une plus grande puissance statistique.

L’applicabilité de ces tests est limitée par les cas d’égalité entre les populations comparées,

mais il n’existe pas a notre connaissance de moyen simple de s’en affranchir ici.

S’agissant de la significativité des différences observées, nous avons posé¢ un seuil de
premiére espece a a 0.05, avec la convention d’écriture suivante

- NS :p>0.2, non significatif

- INT:p€]0.05;0.2] : valeurs de p intermédiaires, on peut éventuellement discuter

de « tendances »

- *:p€]0.01;0.05]

- ¥ p€1]0.001;0.001]

- FR p<0.001
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2.9. Critéres de jugement principal et secondaire

La recherche se concentre sur I’agrégation des plaquettes in vitro, en partant des études
réalisées chez I’animal. Cette expérience a pour but de montrer si 1’oxygénothérapie
hyperbare induit une variation des fonctions des plaquettes dans le sens d’une
hypoagrégabilité. Cet élément représente le critére de jugement principal de I’étude, via les
tests d’agrégométrie qui expriment le pourcentage du nombre de plaquettes ayant coagulé

en fonction du temps sous 1’effet d’un agent pro-agrégeant.

Les parametres secondaires recherchés se basent sur les autres axes d’exploration de la

plaquette :

- Numération plaquettaire,
-  Temps d’occlusion plaquettaire, équivalent standardis¢ du temps de saignement
permettant ainsi d’explorer ’hémostase primaire,

- Dosage des microparticules par cytométrie de flux.
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3. Résultats

3.1. Compte plaquettaire

La distribution est non normale, que ce soit avant ou aprés la THB. L’étude est donc basée

sur des tests non paramétriques, on s’intéressera a la médiane et a I’intervalle interquartile

(11Q).

Population totale Avant THB Apres THB

N=11 Médiane Médiane 11Q |

PRP en G/1 (n = 11) 436 [381; 479] 397 [310;446]  0.0067**

Leucocytes GB (n = 8) 6.69 [5.76 ; 9.03] 6.15 [5.58; 7.87] 0.039*
GR (G/I) (n = 8) 4.85 [4.55 ; 5.01] 4.81 [4.65 ; 4.9] 0.38

Hb en g/dl (n = 8) 14.65 [14.2 ; 15.2] 14.5 [14.2 ;14.7] 0.042*

Hématies en % (n = 0.042*
8) 42.9 [42.0; 43.5] 41.95 [41.6; 43.3]
PLT en G/1 (n = 8) 203.5 [189 ; 265] 186 [179 ; 249] 0.014*

Tableau 1 : Analyse de la Numération Formule Sanguine

Une exposition hyperbarique a 2,5ATA en oxygéne pur réduit de facon significative la
numération leucocytaire et plaquettaire aussi bien sur les plaquettes totales que sur le
Plasma Riche en Plaquette.
Cette exposition entraine donc une consommation plaquettaire ne pouvant pas étre
expliquée par les phénomenes bullaires qui sont absents dans ce type de plongée. Les
principales hypothéses concernant cette diminution semblent étre :

- Une formation de micro-agrégat plaquettaire ?

- Une destruction des plaquettes induite par le stress oxydatif ?

- Séquestration splénique ?

- Activation plaquettaire ?
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On observe des différences relativement faibles, sur de petits effectifs. Pourtant, il est

fréquent que les valeurs critiques soient basses, et les différences significatives. Cela est da

au fait que les séries sont appariées (avant / apres thérapie hyperbare). Par exemple, le test

effectué ici pour le PRP est significatif, car presque tous les participants ont vu leur PRP

baisser (10 sur 11 participants), ce qui représente une situation peu probable sous

I’hypothése que la THB n’ait pas eu d’influence sur le dosage de la PRP. Cela peut aussi

s’illustrer par le graphe ci-apres.
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La distribution des différences des variables (GR avant — apres, par exemple) n’était pas

d’avantage normale, et ne permettait donc pas I’utilisation de tests paramétriques

classiques.
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3.2. Temps d’occlusion plaguettaire

L’IMC, I’age et le TOP ont des distributions considérées comme normales (histogramme
ci-dessous), on s’intéressera donc a sa moyenne avec ICos % dans 1’étude de cette variable

quantitative.

Frequency
2
1

I T T T
60 70 80 90

T T
100 110

as.numeric(THB_TOP$TOP_avt)

Description de la population

SEXE N=14 100
femmes 4 28.6
hommes 10 71.4
Tabac = oui 4 28.6
Plongée 15/30m = oui 3 214
Prise de paracétamol 48 H plus tot : 1 patient
(les autres n’auraient pris aucun 1 7.1%
médicament)
Sport
48 1 7.1
50 1 7.1
60 2 14.3
Aucun 10 71.4
Moyenne 1Cos
AGE (en années) 30.57 [25.88 ; 35.27]
IMC (en kg/m?) 23.78 [22.23; 25.34]

Population totale Avant THB

N=14 ‘ Moyenne ICo504
TOP 95 [84.5; 101.3]

Apres THB

Moyenne
98.5

ICos9,
[86.8 ; 109.8]

0.27

Tableau 2 : Analyse du temps d’occlusion plaquettaire

La différence observée entre la moyenne du temps d’occlusion plaquettaire avant et apres
THB (95 [84.5; 101.3 vs 98.5 [86.8 ; 109.8], p = 0.27 > 0.05), n’est pas statistiquement
significative. Soit le test manque de puissance statistique ici (effectif n = 14), soit il n’y a

pas de différence.
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3.3. Agrégométrie

Aucune des variables ne semble avoir une distribution gaussienne, et I’effectif est de toutes
facons trop petit dans ce tableur pour appliquer d’autres tests que non paramétriques.

Etude des différents Avant THB Apreés THB
réactifs
Population totale Médiane 1 (0] Médiane 11 (0]
Risto 15
Vélocité manuelle 134 [125 ; 140] 135 [122; 161] 0.95
Vélocité automatique 151 [148 ; 182] 168 [148; 177] 0.64
Agrégation maximale 94 [85 ; 95] 93 [92;99] 0.11INT
Trap 6,25
Vélocité manuelle 34 [23; 39] 30 [21; 49] 0.65
Vélocité automatique 39 [25; 41] 30 [22 ; 49] 0.48
Agrégation maximale 14 [7;16] 12 [6;27] 0.59
Trap 1,25
Vélocité manuelle 119 [94 ; 141] 108 [93; 111] 0.12
Vélocité automatique 124 [108; 143] 114 [107; 117] 0.20
Agrégation maximale 84 [81 ; 84] 80 [76 ; 85] 0.59
Epinéphrine
Vélocité manuelle 16.5 [12.75; 31.5] 21 [12; 46.25] 1
Vélocité automatique 55.5 [44.25 ; 60.25] 55 [43.25 ; 61.5] 0.95
Agrégation maximale 69 [64 ; 81] 75 [51;77] 0.89
Epinéphrine
Vélocité manuelle 95 [79; 109] 87 [74 ; 91.36] 0.086
Vélocité automatique 108 [93; 111] 88 [77 ;99] 0.075
Agrégation maximale 84 [78 ; 86] 82 [78 ; 85] 0.62
Collagéne
Latence 315 [27.5; 35] 30.5 [24.8 ; 36.8] 0.67
Vélocité manuelle 100.5 [80.3; 106.8] 89 [81.25; 94.8] 0.94
Vélocité automatique 107 [86.3; 125] 95 [91; 104.3] 1
Agrégation maximale 77 [75 ; 85] 82 [74 ; 83] 1
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Etude des différents Avant THB Aprés THB

réactifs
Population totale Médiane 1 (0] Médiane 1100}
Vélocité manuelle 56.5 [55.3 ; 63.8] 56 [53.5; 75] 0.83
Vélocité automatique 56 [53.8; 68] 64 [54.5; 78] 0.78
Agrégation maximale 25.5 [23.5; 62] 28.5 [24.8 ; 64.5] 0.56
ADP 5
Vélocité manuelle 86 [84.5 ; 96] 80 [72 ;93] 0.30
Vélocité automatique 88 [85 ; 103.5] 84 [77 ; 102.5] 0.58
Agrégation maximale 77 [69; 81] 68 [67;77] 0.34
ADP 10
Vélocité manuelle 92 [81.8;94.8] 90 [81.3;98.5] 1
Vélocité automatique 93.5 [84.8 ; 99] 97 [83.3;100] 0.64
Agrégation maximale 76.5 [74.8 ; 78.3] 79.5 [71.8 ; 84] 0.67

Tableau 3 : Analyse de I'agrégation plaquettaire

Les différences observées entre la médiane avant et aprés THB ne sont pas statistiquement
significatives. Soit le test manque de puissance statistique, soit il n’y a pas de différence.
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3.4. Dosage des microparticules

Population totale: N =
15,
aucune donnée
manquante ici

Avant THB
Médiane
(min / 11(0)

max)

Apreés THB

Médiane

(min / max)

1Q

MP plaquettaires 652 . 320 ) 6.10-
(MP/ql) (51 / 4390) [349; 1417] (41/728) [120; 435] e
MP endothéliales 46 19
. . -3kkk
(MP/l) (8/158) [15; 55,5] (2 et 48) [10,5;29,5] | 8.10
MP érythrocytaires 240 ) 241 )
totales (MP/pl) (132/21a1) 180L:4461 [ 107 o [19753111 1 011
83,6 _ 92 _
STAR (55.1/103.1) [74,5 ; 95,8] (78.8/100.7) [81,8;94,8] 0.12
: 20,3 - 27,5 _
Velocity-MP reagent (8.6 et 70.3) [16,8 ; 24,3] (3.3 et 89.1) [12,5; 37,8] 0.33

Tableau 4 : Analyse des microparticules

Cette analyse permet de mettre en avant une diminution franche et significative a la
fois des microparticules plaquettaire et endothéliales qui jouent un réle important

dans la coagulation, la formation des thrombus, I'inflammation, et 'angiogeneése .

Les MP plaquettaires, véritable agent pro-agrégeant, sont diminué de facon tres
significative aprés une séance d’'OHB. De méme que les MP endothéliale qui jouent un
role dans les phénomenes inflammatoire.
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4. Discussion

Les résultats montrent d’une part une diminution significative du compte plaquettaire lors
d’une exposition hyperbarique en oxygene pur, cependant les valeurs plaquettaires restent
dans la normalité. L’oxygénothérapie hyperbare n’induit donc pas une thrombopénie
suffisamment marquée pour avoir une répercussion sur leur fonction d’hémostase.

La médiane étant de 203,5 G/L avant exposition a 186 G/L en post-exposition soit une
diminution de 7,5% en moyenne.

Se pose la question du devenir de ces plaquettes. Existe-t’il une majoration de la
séquestration splénique, une consommation vasculaire, une lyse par stress oxydatif, une

activation plaquettaire ?

On retrouve cette non-action de I’OHB sur les fonctions plaquettaires en analysant le
temps d’occlusion plaquettaire et I’agrégation plaquettaire induite par différent agents
catalyseurs : il n’existe pas de résultat significatif et ’OHB ne semble pas agir sur ces
différents parameétres.

De ce fait, ’OHB n’induit pas d’hypoagrégabilité plaquettaire.

Cependant, on note que ces séances hyperbariques produisent un effet significatif sur les
microparticules a la fois plaquettaires et endothéliales.

La baisse de sécrétion des microparticules endothéliales provient probablement de I’effet
anti-inflammatoire de I’OHB. Cette effet s’exerce sur les cellules endothéliales en
majorant leur action anti-thrombique ou plutot en inhibant leur fonction pro-thrombique.
La diminution de ces microparticules, bien que significative, ne semble pas étre assez forte

pour perturber les fonctions des plaquettes.

I1 semble judicieux d’envisager d’autres voies d’exploration afin de prévenir ces accidents
de décompression :
- L’enseignement et la formation des plongeurs en premier lieu avec une maitrise

totale des tables de décompression.
- Réduire le nombre de bulles circulantes

o Parséances d’OHB [22]

o Utilisation de plateformes vibrantes
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o Activités sportives avant la plongée [27]

- Exploration d’autres agents pharmacologiques :
o Clopidogrel
o Ticagrelor
o Prasugrel
o Dabigatran

o Rivaroxaban

- Mener d’autres études avec :
o Des profils de plongée différents

o L’exploration d’autres marqueurs plaquettaires

Concernant les biais de 1’étude, la population étudiée est une population de plongeurs
entrainés, militaires, ayant une exposition réguliére a de I’hyperbarie, ce qui peut rendre
notre protocole inefficace. On peut supposer que les fonctions plaquettaires varient
différemment sur une population n’ayant jamais subit d’OHB.

La population est également non représentative de la population générale car elle comporte
plus d’hommes que de femmes et les mécanismes plaquettaires doivent certainement varier
selon le sexe du patient.

Enfin, le nombre de sujets étant faible, des différences peuvent exister mais 1’étude
manque de puissance a ce niveau.

Pour finir, il aurait été préférable d’effectuer tous ces tests dans le méme temps chez les
mémes patients plutét que de diviser 1’étude en quatre blocs ce qui aurait favorisé la
fiabilit¢ et la reproductibilité des résultats en s’affranchissant de la variabilité

interindividuelle.
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5. Conclusion

L’¢tude met en évidence de fagon franche une action de la thérapie hyperbare sur la
diminution du nombre de plaquettes circulantes ainsi qu’une diminution de la sécrétion des
microparticules endothéliales et plaquettaires.

Cette action combinée sur ces différents facteurs devrait entrainer une hypo-agrégation des

plaquettes que I’on ne retrouve pas en pratique.

La conclusion la plus logique consiste a penser que la diminution du nombre de plaquettes
est insuffisante pour avoir une action efficace, mais que I’OHB a une action indirecte sur
les plaquettes via la diminution de la synthése des microparticules du fait de 1’action anti-

inflammatoire de I’OHB sur les cellules endothéliales.

Ces deux actions conjointes sont insuffisantes pour perturber les fonctions plaquettaires et
avoir réellement une hypoagréagation.

La physiologie plaquettaire est tellement riche et complexe que les modifications induites
par I’OHB ne provoquent pas de variation sur ces fonctions selon les paramétres de cette

étude.
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Annexe n°1 : Enregistrement ANSM

| Agmnce naticnaole

poshaapsintindpiaioct o BORDEREAU D'ENREGISTREMENT
RECHERCHES ET COLLECTIONS BIOLOGIQUES {RCB)

1. INFORMATIONS SUR LE DEMANDEUR
Raison sociale : Mr PONTIER Jean Michel
{ou nom s'il ne s'agit pas d'une personne morale)
Adresse : Hopital d'Instruction des Armée de 5t Anne
Ville : Toulon
Pays : France
Nom du contact : Monsieur Roussel
Téléphone : 0620795159

2. INFORMATIONS SUR LE DOSSIER
Titre complet de la recherche

Effet de l'oxygénothérapie hyperbare sur l'agrégation plaguettaire
Numéro ID RCB : 2013-A00807-38
Type RCB : Autres recherches biomédicales

Type de dossier : Dossier initial
Référence interne du demandeur : JMPOTNR

Date : 29/05/2013

Catégorie : Institutionne!

Code postal : 83800

Mail : nicolas.roussel112@gmail.com
Fax : 0561756774
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P pes de diaal 5y les OGO prés.Ess [ la i0i = nigTrangue e Bnemés »
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Annexe n°3 : Les contre-indications de la plongée scaphandre

FFESSM. CMPN

Edition du 4 jarmer 2012

CONTRE-INDICATIONS & la PLONGEE en SCAPHANDRE AUTONOME
Cetin lisle ws! incicatien al non lmitative, Les. problivmes coheenl Stre aboeiés au cas pir cax, éventusliement avec un bikan aupnés dun spbcialsts, 1 décson lenant
COMghe du Niveny MCHUG (Sdoulant, plongeur cosfiemi cu ancadvani].
Er caas e bbge, Ln déGison fnale doit éim soumise & la Commission WMidicals o ds Prévention Asponale,
pots an appal, & la Commission Médcak of do Priventon Nasonas.

Contre indications définitives Contre indications temparaires
Cardiopethie congénitale Hypertensicn artériglle non contrélée
Insulfisance cardiaque symplomatique Coronaropathies : 4 éveluer™)
Cardiomyopatiig oostructive Péricardite
Pathclogie avec nsque de syncops Traltement par antl-arythmique :& évaluer])
Cardiologle Tachycardie parcxystique Traitement par béta-bloquants per vole générale
BAV Il cu complet non appareillés ou locale: & évaluer (%)
Maladie de Rendu-Caler Snunt O G découven aprés accident de
Walwulopethies(®) gécompression & symptomatologie cérébrale ou
cochléo-vestioulaire(*)
Cophose unilatérale Chirurgie ctologique
Evidamant pétromastoidien Episods infectiaux
Osaiculoplastie Polypose nesosinusienns
Trachéocsiomie Difficuttés tubo-tympaniques pouvant engendrer un
Laryngocéle vertige alterno-barique
Oto-rhing- Déficit audio. biletéral & avaluer (7 Crise vertigineuse ou au décours immédat d'une
I plogle Otospongiose opérée criga )
anmg Fracture du rocher Tout wertige non &tiqueté
Destruction labyrinthigue uni ou bilatérale Azymétne westibulaire sup. ou égake & 50%:(8micts)
Fiatule peri-lymphatique Pearforation tympanique (et adrateurs trans-
Déficit vestibulaire non compensé tympaniques)
Barotraumnatismes de l'oraille inteme
| ADD labyrinthique +shunt 0-G @& évaluer(*)
Irsuffisance respirataire Pathologie infectieuse
Prieumopathie fibrosarte Fleurésie
‘Vascularite puimaonaire Treumatisme thoracique
Pneurnologie Asthme & évaluer ()
Prieumothorex spontend ou maladie bulleusa,
méme opéréd | & Evelwen])
Chirurgle pulmoneire
Pathologle vasculsine de la rétine, de la Affections algues du globe ou de ses annexes
choroide, ou de la papille,non stebilisées, Jumqu'a guérison
suscaptbles de salgner Protokératectomie réfrective et LASIK : 1 mols
Ophtaimalogie Kéretocine au dela du stade 2 Pracoémulsification-trabéeulectomie et chirurgie
Prothéses oculaires ou implants creux vitro-rétinienne : 2 mols
Pour les N3, N4 | et encedrants : vision Grafle de comée : 8 mals
binoculaire avec cormection=513 ou sl un Traitement par béta bloguants par vole locale @ &
El<110,'sutre <610 evelwar|
Epllepsie Trewmnatisme crinien greve & évaluer
Syndrome déficitaire sévine
Pertes de conneissance fératives
Heurologle Effraction méningée
neurcchirurgicale, OAL ou treumatique
Incapecité mofrice cérébrale
Afection peychiatngue séverns Treitemant entidéprasseur, arxiolytique, par
Psychiatrie Etnyllsme chronique neuroleptigue ou hypnogéne
Alcoolisetion algus
Thromioopénie penphérigue, thrombopathies Prnlébite non explonéa
congénitales.
Phiébites & répétition, froubles de |a crase
Hématologle senguine découverts lars du blan dune
phiétute.
) | Hémophilas @ & évaluer (7)
G loqle Grossesse
Cuabéte trafté par nsuline © 4 dvabuear [*) Tétanie | Spasmophile
Cuabéte traité par antdiabétiques oraux [normis
Métabolisme biguanides)
Troubles métaboliques ou endocriniens séveres
Dermatolagia Dittérentes affections peuvent entrainer des contre-indicatons temporaires cu définitives
salon leur intensité ou lewr retertissement pulmonaine, neurclogique ou vasculere
Gastro-Entéralogia Manchon anti-rafiux I;Iwanr::::rname ou reflux gastro-cesophegien &
Toute prise de médicament ou de substance susceptible de modifier le comporternent peut &tre une cause de contre-
Indication
La survenue d'une malede de catte liste nécessite un nouvel examen
Toutes les pathologies affectées d'un (*) dolvent faire I'objet d'une évaluation, at le certifical médical de non contra
Indication ne peut &tre délivré que par un médecin fédéral
La reprise de |la plongée aprés un accldent de désaturation, une surpression pulmonalre, un passage en calssan
hyperbare ou autre accldent de plongéde sévére, nécessitera Mavis d'un Médecin Fédéral ou d'un médecin spécialied
selon le régiement Intérleure de la C.M.P.N.
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Nom : Roussel Prénom : Nicolas

Effet de I’oxygénothérapie hyperbare sur la fonction plaquettaire

A Toulouse, le 16/12/2014

Il s’agit d’un essai clinique visant a étudier la fonction plaquettaire avant et apres
exposition a une séance d’OHB avec le protocole suivant : plongée en oxygéne pur a 2,5
ATA pendant 30 minutes. L’étude porte sur différentes analyses.

Tout d’abord on constate une diminution significative du compte plaquettaire de 7 points
en moyenne sans provoquer de thrombopénie.

Secondairement, on constate que OHB n’a pas d’effet sur le temps d’occlusion
plaquettaire.

Ce protocole ne montre pas de diminution de [’agrégation plaquettaire, les tests
d’agrégométrie réalisés ne varient pas de facon significative.

Enfin, on note une baisse significative des microparticules plaquettaires et endothéliales
que l'on peut expliquer par [’effet anti-inflammatoire de I’OHB sur I’endothélium
vasculaire.

Au total, selon ce protocole, I’OHB n’influence pas la fonction plaquettaire.

Discipline administrative : MEDECINE GENERALE

Mots-Clés : OHB — essai clinique — fonction plaquettaire — agrégation — plongée —

microparticules — temps d’occlusion plaquettaire.
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Directeur de thése : Dr PONTIER Jean-Michel
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