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Dans la mythologie grecque, la mere d’Achille, Thétis, souhaitait a tout prix rendre ses
enfants immortels, ce qui la conduisit a plonger Achille dans les eaux du Styx, en omettant
malheureusement son talon, et la suite est bien connu, il deviendra le point faible d’Achille.
Cependant, une autre version de I’histoire existe, elle raconte que pour rendre son fils
immortel, Thétis 1’enduisit d’ambroisie et le plongea dans le feu pour briler sa part humaine.
Son pere le sauva a temps, mais Achille fiit briilé au pied et I’un de ses os en fiit endommaggé.
Le centaure Chiron alla alors déterrer le géant Damysos, connut pour sa grande rapidité,
préleva I’os nécessaire et le greffa a Achille qui acquit la vélocité du géant, ce qui explique
qu’il soit appelé « Achille au pied léger » dans I’llliade d’Homere. Ce mythe témoigne de
I’idée précoce de transplantation qui germe dans I’esprit humain a laquelle répond, comme un
écho, le principe de I’allogreffe qui consiste a prélever un greffon sur un donneur décédé pour

I’implanter ensuite et aider a réparer un tissu endommagé chez un patient.

Cependant, la progression des connaissances médicales permet de savoir aujourd’hui que
cette solution présente de nombreux inconvénients, dont les principaux sont les risques de
rejet et de contamination. Une meilleure solution consiste a prélever le tissu chez le patient
qui en a besoin, dans un site autre que celui a traiter (cette méthode est appelée autogreffe)
mais rencontre le probléme évident de la limitation des quantités disponibles. Une autre idée a
alors émergé, celle de ne pas prendre un tissu déja construit chez le patient, ou sur un
donneur, mais de le fabriquer en laboratoire en le faisant pousser a partir de cellules du
patient. Il est déja possible de cultiver de la peau pour traiter les patients atteints de brilures,
sur le méme principe les chercheurs ont pour projet de cultiver différents types de cellules afin
de synthétiser les différents tissus et organes humains, comme le tissu osseux qui est celui

auquel ce travail de theése s’intéresse.

Cette approche s’appelle I’ingénierie tissulaire et consiste en la culture de cellules d’un patient
sur un support, appelé « scaffold », a ’aide de facteurs de croissance. En amont de cette étape
de reconstruction, 1’apport des physico-chimistes est essentiel pour 1’¢laboration de ce support
qui doit posséder des propriétés spécifiques en fonction de I’organe ou du tissu visé, et c’est

sur ce point que porte ce travail de these.

Les criteéres de sélection d’un scaffold sont stricts, le matériau qui le constitue devant avant
tout ne représenter aucun risque de toxicité pour les cellules et ensuite pour 1’organisme hote.
Les candidats susceptibles de correspondre font partiec de la famille des biomatériaux qui
regroupe toutes les catégories de matériaux : polyméres, métaux, verres et céramiques,

matériaux naturels mais aussi composites. Parmi tous ces matériaux, les verres bioactifs sont
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particulierement prometteurs. Ils présentent de nombreux avantages tels que la capacité de se
lier a I’os par la formation d’une couche minérale de composition proche de celle de la phase
minérale de 1’0s ou encore leur capacité a étre résorbés par un milieu vivant. L’essor des
technologies sol-gel a de plus permis d’étendre les domaines de composition envisageables
pour ces matériaux en améliorant leur bioactivité et facilite le dopage par des éléments
présentant un intérét physiologique. De plus, I’utilisation de la voie sol-gel permet 1’obtention
de verres mésoporeux (comportant des pores de 2 a 50 nm). Par ce procédé, cette porosité
peut méme é€tre organisée et ainsi les propriétés de surface, qui régissent la réactivité des
verres, peuvent étre ajustées pour controler leur bioactivité. De plus, I’existence d’une
mésoporosité importante peut permettre 1’incorporation de molécules thérapeutiques dans le

matériau final pour obtenir un relargage local.

La premicre partie de ce travail permettra de présenter plus en détail les biomatériaux de 1’os
et plus particulierement les verres bioactifs €laborés par voie sol-gel ainsi que le principe de
I’ingénierie tissulaire et les voies de mise en forme de scaffolds. Cette partie présentera aussi
les différentes techniques qui seront employées pour la caractérisation des matériaux de

I’étude et en particulier I’émission de rayons X induite par particules chargées (PIXE).

La deuxieme partie portera sur 1’étude de mousses de verre bioactif contenant uniquement du
SiO, et du CaO, cette composition ayant fait ses preuves en termes d’activité biologique.
Cette partie s’attachera a déterminer une morphologie prometteuse grace aux analyses par la
méthode PIXE d’échantillons immergés dans un fluide biologique de synthése. Un deuxieme
objectif sera de tenter d’améliorer le procédé de synthése en supprimant un réactif hautement
toxique, mais aussi d’améliorer le matériau final par I’organisation de ses mésopores qui
permet de contrdler ses propriétés de surface. La méthode PIXE sera ensuite utilisée pour

étudier I’interface os - verre aprés implantation in vivo d’une mousse de verre bioactif.

La troisiéme partie aura pour objectif d’étudier I’effet de I’ajout d’un élément thérapeutique
dans le verre : le strontium. Cet élément est capable d’influer positivement sur la régénération
osseuse. Son influence sur les propriétés physico-chimiques du verre sera étudiée avant de
réaliser une mousse de verre bioactif au strontium dont la réactivité in vitro sera étudice grace
a I’analyse PIXE. Enfin, des premiers résultats de 1’étude par la méthode PIXE de I’interface

0s — verre au strontium apres implantation de poudres in vivo seront présentés.

La derni¢re partie de ce travail portera sur une voie différente pour I’élaboration de scaffolds
qui permet I’obtention de composites verre-gélatine a la porosité mieux contrdlée que celle

obtenue par moussage. Ces matériaux, de par leur nature de composites, devraient présenter
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des propriétés mécaniques améliorées par rapport aux scaffolds de verre. Pour finir, la

bioactivité in vitro de ce matériau sera étudiée par la méthode PIXE.
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Chapitre 1 Biomatériaux et

verres bioactifs

1.1.Les biomatériaux

1.1.1. Qu’est-ce qu’un biomatériau ?

Il n’est pas facile de donner une définition exacte d’un biomatériau, a I’origine défini comme
« un matériau non-vivant utilis¢ dans un systéme médical destiné a interagir avec des
systémes biologiques »', une deuxiéme définition, plus récente, affine la définition en « un
matériau destiné a interagir avec des systemes biologiques pour évaluer, réparer, augmenter,
ou remplacer, n’importe quel tissu, organe ou fonction du corps »2.

Il s’agit d’une définition assez large qui regroupe un grand nombre de systémes aussi
différents par la nature des matériaux employés que par leurs fonctions : lentilles de contact,
ceeur artificiel, vaisseaux sanguins artificiels, protheéses de hanche, fils de suture, prothéses
dentaires, etc... Il apparait donc que la notion de biomatériau recouvre une grande variété de
matériaux mais, s’il est une chose primordiale, c’est la notion d’interaction avec le vivant.
C’est en fonction de leur interaction avec les tissus vivants que les biomatériaux sont jugés et

classés.

1.1.2. Quels matériaux ? L'importance de la notion de

biocompatibilité

De nombreux matériaux peuvent étre utilis€és comme biomatériaux, mais une notion tres
importante doit étre prise en compte, il s’agit de la biocompatibilité. En fonction des réactions
ayant lieu a I’interface du matériau et du milieu vivant, différents types de matériaux sont
distingués™:

e Les matériaux bioinertes

e Les matériaux bioincompatibles

e Les matériaux biocompatibles
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Les matériaux bioinertes ne réagissent pas avec les milieux biologiques et induisent
généralement leur encapsulation par du tissu fibreux. Au contraire, les matériaux
bioincompatibles sont corrodés par le milieu biologique et libérent des éléments toxiques. Les
matériaux biocompatibles réagissent eux aussi avec le milieu, mais les produits de corrosion
ne sont pas toxiques, ou en quantité trop faible pour présenter une action négative sur les
tissus. Ces produits de corrosion peuvent méme avoir une action positive, par exemple celle

de favoriser 1’adhésion ou la croissance cellulaire.

1.1.3. Les matériaux bioactifs

En plus de leur biocompatibilité, certains matériaux peuvent étre bioactifs, c’est-a-dire qu’ils
ont la capacité de se lier aux tissus vivants grace a une série de réactions biophysiques et
biochimiques permettant la création d’une interface plus stable qu’avec les autres
biomatériaux”. Il existe deux classes de matériaux bioactifs appelées classe A et classe B. Les
matériaux de classe B sont uniquement ostéoconducteurs, c’est-a-dire qu’ils permettent la
migration des cellules osseuses, ils sont alors progressivement colonisés et se lient lentement
al’os’. Les matériaux bioactifs de classe A sont aussi ostéoconducteurs, mais ils sont de plus
ostéoinducteurs c’est-a-dire qu’ils induisent la différentiation des cellules osseuses par
stimulation biochimique (par les especes relarguées lors de leur dissolution), ils favorisent la
prolifération des cellules osseuses et peuvent ainsi se lier rapidement a 1’0s, et méme aux

tissus mous.

1.2.Les substituts osseux

11 existe donc différents matériaux utilisables pour des applications médicales, pour connaitre
les matériaux adaptés a la réparation du tissu osseux il convient tout d’abord de comprendre

comment ce tissu est organisé.
1.2.1. Description du tissu osseux

L’os est un tissu conjonctif rigide. Il possede quatre fonctions dans le corps humain :
e [l sert de support mécanique
e [l permet la locomotion

e [l fournit une protection aux organes (comme les os du crane ou de la cage thoracique)
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e [l constitue un réservoir métabolique en sels minéraux qui seront libérés ou stockés en

fonction de leur concentration dans le sang

L’os a une structure complexe sur plusieurs niveaux. Du point de vue macroscopique il existe
deux grands types d’os : 1’os cortical (os compact) qui est dense et I’os trabéculaire (os
spongieux) qui est poreux et donc beaucoup moins dense que 1’os cortical. L’os cortical est la
partie la plus résistante de 1’os, celle qui résiste aux déformations, elle se trouve généralement
a la périphérie de 1’os alors que 1’0os poreux se trouve a I’intérieur (Figure 1-1). Bien que
dense, 1’os cortical est parcouru par des canaux appelés canaux de Havers. L’os cortical est
fait de cylindres paralleles entre eux appelés ostéons au centre desquels se trouvent les canaux

de Havers qui permettent la vascularisation et donc la survie des cellules osseuses.

A 1’échelle microscopique, I’0s est principalement composé d’une phase minérale (~70%) et
d’une phase organique (~30%) qui est elle-méme constituée de collagéne a plus de 90%. Le
collagene est présent sous forme de fibres. La matrice organique, appelée ostéoide, est
synthétisée par des cellules appelées ostéoblastes et c’est a sa surface que va se produire le
processus de minéralisation au terme duquel la phase minérale est obtenue (Figure 1-2). C’est

cette minéralisation qui confere a I’os sa dureté et sa rigidité.

Le minéral osseux est un phosphate de calcium qui est souvent considéré comme
principalement constitué d’hydroxyapatite, dont la formule est : Ca;o(PO4)s(OH),. Cependant,
en toute rigueur d’autres phases peuvent étre présentes, telles que le phosphate octocalcique
(Cag(HPO4)2(PO4)4.5H,0) ou le phosphate dicalcique dihydraté (CaHPO4.2H,0), qui sont
d’ailleurs considérés comme des précurseurs possibles au cours de la formation d’apatite.
Associé aux fibres de collageéne, le minéral permet 1’obtention d’un matériau composite dans
lequel le collagéne est la matrice et le minéral est la charge qui confére ses propriétés
mécaniques a 1’os. La minéralisation du tissu osseux se fait via I’excrétion de vésicules par les
ostéoblastes, ces vésicules sont capables de fixer les ions Ca®' et PO43' et vont servir de
support au dépot d’hydroxyapatite. Les cristaux d’apatite croissent ensuite par un phénomene

d’accrétion.

L’os n’est pas un matériau figé et la minéralisation n’est pas la fin de son histoire. Il est
constamment remodelé griace aux cellules qui le composent : les ostéoblastes, les ostéocytes et
les ostéoclastes. Ce remodelage se fait selon les contraintes mécaniques appliquées ce qui
permet a I’os de mieux résister aux contraintes auxquelles il est soumis. La premiere étape de
ce processus correspond a une résorption de 1’os par les ostéoclastes (de maniere simplifice,

les ostéoclastes libérent des enzymes et des acides qui vont détruire le collagéne et libérer les
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sels minéraux contenus dans 1’0s). Les ostéoblastes vont ensuite construire 1’ostéoide et le

processus de minéralisation pourra s’opérer de nouveau.
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Figure 1-2 : Minéralisation du tissu osseux, d'aprés Young et al.®
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1.2.2. Description physico-chimique de I'os

Du point de vue chimique les os sont constitués d’éléments majeurs qui sont le calcium et le
phosphore (contenus dans I’hydroxyapatite) mais aussi de nombreux autres éléments présents

en plus ou moins grande quantité.

Si la formule de 1’apatite steechiométrique est Ca;o(PO4)s(OH),, un minéral ayant une telle
composition aurait une stabilité chimique trop importante pour permettre le remodelage
osseux au cours duquel la phase minérale est dissoute. Le réle de réservoir métabolique de
calcium et de phosphore serait d’ailleurs impossible a tenir. La phase minérale de I’os est
donc une « apatite » modifiée, faiblement cristalline, qui incorpore d’autres espéces dans sa
structure, et en particulier des ions carbonates, substitués aux groupements phosphates, ce qui
lui confeére une plus grande solubilité. L’apatite peut aussi incorporer de nombreux autres
¢léments pouvant se substituer au calcium (Strontium, Magnésium) ou encore aux hydroxydes
(Fluor, Chlore). Par ces substitutions, la composition de 1’0s n’est pas identique d’un individu
a l’autre (en fonction du sexe, de 1’age, de 1’alimentation) et méme d’un os a I’autre chez un
individu. Il est donc difficile de donner une description physico-chimique précise de 1’os. Le
Tableau 1-1 donne une idée des gammes de concentrations en différents éléments et montre la

grande variabilité de composition chimique des os.

Tableau 1-1 : Concentrations élémentaires (ug/g) dans de |'os cortical humain,

d’aprés Takata et al.’°

De 30 a 80 ans De 60 a 82 ans
Eléments
Moyenne Gamme Moyenne
Br 0,67 0,25 pg/g 0,29-1,12 ng/g 4,1 +4 ug/g
Ca 222+£2,6% 16,9 —26,7 % 21+4 %
Cl 538 £ 162 pg/g 322 -941 pg/g -
K 572 +£205 pg/g 237 -956 ng/g -
Mg 2379 £314 pg/g 1951 - 3147 pg/g 2600 £ 400 pg/g
Na 5342 £ 496 pg/g 4554 - 6172 pg/g 5400 £ 1000 pg/g
P 10 +2,8% 4,49 -16,9 % 88+2,2%
Sr 112 + 37 pg/g 49,8 — 184,6 ng/g 62+ 18 png/g
Zn 114 + 16 pg/g 85— 140,8 ng/g 180 + 44 pg/g
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1.2.3. Les biomatériaux de l'os

1.2.3.1. Intérét

Malgré ses formidables capacités de régénération, un organisme n’est pas capable de réparer
tous les dommages que peuvent subir les o0s. En effet, avec 1’age ses capacités de régénération
diminuent et la résorption osseuse devient plus importante que la formation ce qui conduit a
une diminution de la densité osseuse. Ce phénomene correspond a une maladie appelée
ostéoporose qui est trés souvent associée aux matériaux pour la régénération osseuse. Et il est
vrai que ces matériaux présentent un grand intérét pour aider a consolider les os des personnes
atteintes. Cependant, en plus de 1’ostéoporose, d’autres évenements peuvent expliquer une
perte de masse osseuse comme des traumatismes ou I’opération d’une tumeur. Toutefois,
contrairement a I’ostéoporose, qui conduit a une diminution de densité, ces cas conduisent a
I’existence de défauts importants qui sont littéralement des trous dans le squelette qui ne
peuvent se réparer naturellement, méme chez un individu en bonne santé, une greffe osseuse

devient nécessaire pour espérer régénérer 1’os abimé.

Plusieurs solutions existent pour la réalisation de ces greffes, les deux principales sont
I’allogreffe et ’autogreffe. L’allogreffe consiste a prélever de 1’os sur un donneur décédé. Le
probleme de ce type de greffe apparait alors évident, il présente un risque de rejet et de
contamination. L’autogreffe, qui consiste a prélever de I’os dans une partie saine du squelette
du patient, est considérée comme la meilleure solution, mais présente deux limitations
importantes : la quantité de greffon prélevée est tres limitée et pour la réaliser le patient doit
subir deux opérations en deux endroits différents ce qui peut étre lourd et augmente le temps

d’hospitalisation et de récupération'’.

Malgré ces inconvénients et d’aprés la Haute Autorité de Santé, environ 16000 allogreffes par
an ont été réalisées en France entre 2003 et 2008, c’est-a-dire dans des cas ou une autogreffe
était impossible. La demande en greffons osseux est donc trés importante et la possibilité
d’avoir des matériaux artificiels ne présentant pas de risque de rejet et disponibles en grandes
quantités pour la repousse osseuse justifie I’intérét croissant qui est porté aux biomatériaux

pour la régénération osseuse.

1.2.3.2.0Quels matériaux ?

A Torigine les matériaux utilisés en orthopédie appartenaient principalement a la famille des

métaux (le titane est particulierement utilisé, par exemple pour la réalisation de prothéses de
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hanche) choisis pour leurs propriétés mécaniques en raison de leur implantation dans des sites
sous charge. Ces matériaux peuvent étre classés comme bioinertes, ils sont donc destinés a ne
jamais étre remplacés par de 1’0os. Cependant, 1’avancée des connaissances sur 1’os (en
médecine et en biologie) et sur les matériaux (en chimie et en physique) et le travail conjoint
de chercheurs de disciplines différentes ont permis le développement de matériaux de plus en
plus intéressants pour la régénération osseuse. La similarité entre la phase minérale des os et
I’hydroxyapatite, une céramique qui peut étre obtenue en laboratoire, a conduit certains
chercheurs a s’intéresser aux céramiques pour servir en tant que substituts osseux. Parmi les
biocéramiques les plus utilisées il existe des matériaux inertes, tels que 1’alumine (Al,O3),
mais les plus intéressantes sont les céramiques bioactives au cceur desquelles les phosphates
de calcium tiennent une place importante. Il en existe de nombreux'' mais les plus répandus

pour aider a la régénération osseuse sont I’hydroxyapatite et le phosphate tricalcique.

L’hydroxyapatite (HA) étant la phase minérale la plus proche de celle de ’os, il est logique
que ce matériau soit parmi les plus étudiés dans le domaine des substituts osseux. Pouvant
étre utilisée seule ou en tant que revétement pour des prothéses métalliques, elle est
généralement synthétisée en laboratoire. Il est toutefois intéressant de noter que ce matériau,
existant dans la nature, peut étre obtenu & partir du corail'® ou par calcination d’os, par
exemple bovin, c’est ce qui est fait dans 1’étude d’Emadi ez al.”®, cependant, I’apatite obtenue
par ces chercheurs est ensuite recouverte de verre bioactif afin d’en améliorer la bioactivité et
la biodégradabilité. Ce point met en évidence I’inconvénient majeur de 1’hydroxyapatite qui
est sa trés grande stabilité chimique qui limite sa résorption par I’organisme. Le phosphate
tricalcique (plus connu sous 1’appellation TCP : tricalcium phosphate) est un composé de
formule chimique Ca3(PO4), qui est, contrairement a I’hydroxyapatite, biodégradable et peut
donc étre remplacé par de I’os. Cependant, sa vitesse de dégradation est tres rapide, parfois
trop par rapport a la vitesse de formation du tissu osseux. C’est pour cette raison que des
mélanges biphasiques de TCP et d’HA sont souvent réalisés, un matériau présentant la
biodégradabilité du TCP atténuée par la présence d’HA'* peut alors étre obtenu. Une autre
solution existe pour palier le probléme de la faible réactivité rencontré par les biomatériaux a
base d’hydroxyapatite, il s’agit de modifier le procédé de synthese généralement utilisé, qui
implique de travailler a haute température, pour travailler a basse température. Il est alors
possible d’obtenir des apatites nanocristallines plus proches du minéral osseux qui comportent
a leur surface une couche hydratée' favorisant la bioactivité et pouvant, de plus, servir de

, . . A . . r . 1
réservoir pour des ions d’intérét biologique ou encore pour des molécules organiques'®.
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Une autre céramique couramment employée est appelée apatite-wollastonite, il s’agit en fait
d’une vitrocéramique, un matériau constitué d’'une phase amorphe et d’une phase cristallisée
qui présente des propriétés mécaniques particulirement intéressantes'’. Enfin, parmi la
famille des biocéramiques, les verres bioactifs découverts en 1969 par Larry Hench'®, sont
trés intéressants pour leur grande bioactivité. Etant I’objet de cette étude, leur description

détaillée sera réalisée dans la suite de cette partie.

1.3.Les verres bioactifs

1.3.1. Les verres

Le verre est un solide non cristallin présentant un phénomeéne de transition vitreuse. A
’origine obtenu par la fusion d’oxydes suivie d’une trempe, il est donc constitué d’un réseau
non organis¢ d’oxydes qui, selon leur role dans ce réseau, vont étre répartis en deux
catégories. La premiere est celle des formateurs de réseau (SiO,, B,0;, P,Os, GeO,, V,0s,
Sb,0;3, etc...) qui forment des polyedres liés entre eux. Mais les verres de formateurs seuls
trouvent peu d’applications, exception faite de la silice, la majorité des verres sont faits en
ajoutant d’autres ¢léments dans la matrice, ces éléments sont appelés modificateurs de réseau
(Ca0, Na,0, LiO,, BaO, MgO, etc...). lls transforment les oxygenes pontants du réseau en
oxygeénes non-pontants a 1’image du sodium donné en exemple sur la Figure 1-3. De tels
changements dans la structure du réseau vont nécessairement induire une modification des
propriétés du verre. En effet, la diminution du nombre d’oxygenes pontants va avoir pour
conséquence une diminution de la viscosité du verre et va faciliter sa fusion. Mais ces
propriétés ne seront pas les seules a découler de I’affaiblissement du réseau, il est aussi a
I’origine de D’existence des verres bioactifs. Les verres obtenus par fusion ayant une
composition proche de SiO, seront ainsi quasiment inertes. En revanche, par 1’ajout de
modificateurs, Na,O et CaO, les réactions chimiques qui vont conduire a la liaison du verre

avec 1’os et a son action bénéfique sur la régénération osseuse deviennent possibles.

Toutefois, il existe une autre méthode d’élaboration des verres appelée méthode sol-gel, qui
va donner des verres aux propriétés différentes de ceux obtenus par fusion suivie d’une
trempe dont une plus grande réactivité. Etant la voie de syntheése choisie pour ce travail de

these elle sera détaillée par la suite.
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Figure 1-3: Incorporation de I'oxyde de sodium & un réseau vitreux de SiO,*°

1.3.2. Le processus de bioactivité

Les verres bioactifs ont la capacité de se lier au tissu osseux et sont résorbables, ce sont donc
des matériaux tres intéressants pour la régénération osseuse. Leur capacité a se lier au tissu
osseux peut étre expliquée par le processus de bioactivité proposé par Hench®’. En effet, ce
processus concerne a origine le Bioglass® 45S5, mais la plupart des études sur les verres
bioactifs obtenus par la voie sol-gel semblent corroborer ce mécanisme (Figure 1-4). Ce
mécanisme correspond a un échange des alcalins et alcalino-terreux contenus dans le verre
avec les ions H* du milieu conduisant & la formation de groupements Si — OH. Ces
groupements vont ensuite se condenser pour former des liaisons Si — O — Si et ainsi donner
naissance a une couche riche en silice. Cette couche va alors permettre la suite du processus
par l’adsorption des ions Ca?t et PO~ permettant la formation d’une couche
phosphocalcique amorphe qui va incorporer des ions OH™ et COZ~, va croitre et qui va
progressivement cristalliser. Des especes biologiques vont alors s’adsorber dans cette couche
qui va servir de support a I’adhésion et a la différenciation des cellules osseuses. Ces cellules

vont alors pouvoir former la matrice osseuse qui pourra ensuite minéraliser.

Les cinq premicres étapes de ce mécanisme sont donc purement physico-chimiques et ne font
pas intervenir de cellules. Cela permet d’expliquer une propriété trés particuliere des verres
bioactifs qui est de former une couche d’apatite lors de I’'immersion du matériau dans un
milieu de culture acellulaire. Cette propriété a d’ailleurs longtemps été considérée comme une
preuve de la bioactivité d’un matériau. En effet, lors de I’'immersion dans un milieu de
composition chimique minérale identique a celle du plasma sanguin, le SBF (Simulated Body
Fluid : simili fluide biologique), une corrélation a été observée entre la capacité d’un matériau

a former une couche d’apatite dans ce milieu acellulaire et sa capacité a créer une liaison avec
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I’0s lors d’essais in vivo. De plus, cette réaction peut étre reliée au niveau de bioactivité, plus

la couche se forme vite dans le SBF plus elle se formera vite in vivo™ .

La réaction dans le SBF des céramiques et des verres utilisés en régénération osseuse a donc
pendant longtemps été considérée comme un argument de poids dans I’affirmation de la
bioactivité de ce matériau. Toutefois, il existe un nombre non négligeable d’exemples de
matériaux formant une couche d’apatite dans le SBF mais ne se liant pas a 1’os ou encore des
matériaux ne formant pas d’apatite dans le SBF mais capables de se lier a 1’os. Kokubo et
Takadama®' ont compilé des données sur de nombreux matériaux bioactifs, parmi eux, le B-
TCP est I’exemple tres représentatif d’un matériau ne donnant pas lieu a la formation d’une

couche d’apatite dans le SBF et pourtant capable de se lier a I’os.

Ce modele montre donc certaines limites et ses détracteurs possedent des arguments
pertinents pour justifier de I’impossibilité de la réactivité¢ dans le SBF a prédire la bioactivité
d’un matériau. Ces arguments ont été exposés par Bohner et Lemaitre™ : le SBF est un milieu
sursaturé en calcium et en phosphore, I’ajout d’un matériau dans le milieu peut donc
provoquer une précipitation d’apatite sans que celui-ci ne soit bioactif. De plus, ces essais
sont réalisés sans controle de la pression en CO, qui est pourtant constante in vivo. Enfin, le
SBF comporte des différences de composition trés importantes avec le plasma puisqu’il ne
contient que des ions et pas de protéines et qu’il contient une quantité importante de TRIS
(Tris(hydroxymethyl)aminomethane), un tampon de pH qui n’est pas présent dans le milieu

vivant.

Si certains auteurs préconisent de n’utiliser que les essais in vitro cellulaires et les essais in
vivo pour déterminer la bioactivité d’un matériau a cause des tres grandes différences de
. . . , r 7 23 . b 3
conditions exprimées précédemment comme Pan et al.”, il n’en demeure pas moins que de
nombreuses études font état d’une corrélation entre « test du SBF » et bioactivité. Cet essai
reste donc une trés bonne premiere approche dans 1’étude d’un candidat potentiel pour une
application comme substitut osseux méme si les essais en présence de cellules seront toujours
nécessaires. De plus, le mécanisme de bioactivité de Hench est alors étudiable, au moins pour

les cing premieres étapes du processus, de maniere assez simple par 1’utilisation du SBF.
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Etapes de

réaction
11 Ccristallisationde la matrice osseuse
Flg 1 _ Générationdelamaticeosseuse
z |” ________ Différentiationdes cellulessouches
f o Adhésion des cellules souches
B T hiondemacophages
£|7 & Adsorptiondespeces biologique dans Ihydroxyapatite carbonatée
S 5 Cristallisation d’hydroxyapatite carbonatée
a | Adsorptiondes ions Ca**, PO3~, O3~
™ 3 | 777 bolycondensation SiOH + SiIOH > si-0si
182 Relargage de Na* et Ca** et formation des Si-OH

Verre bioactif

Figure 1-4: Les différentes étapes du processus de bioactivité ayant lieu a la

surface d’un verre bioactif, d’aprés Hench et al.?°

1.3.3. Influence de la composition des verres bioactifs

sur leurs propriétés et sur leur réactivité

1.3.3.1. Les éléments majeurs

La Figure 1-5 montre I’existence de différents domaines présentant des bioactivités
différentes en fonction de la composition du verre réalisé par fusion. Le domaine de liaison
avec les tissus mous étant assez restreint une variation de composition en ¢lément majeur
conduirait rapidement a diminuer la bioactivité du verre bioactif obtenu par fusion. Les verres
obtenus par la voie sol-gel présentent une bien plus grande amplitude de bioactivité et
permettent donc des variations importantes en éléments majeurs et de nombreuses

compositions peuvent alors étre étudiées (Tableau 1-2).

II est intéressant de remarquer que le sodium est rarement utilisé au cours des synthéses de
verre par voie sol-gel. En effet, le sodium est un modificateur de réseau. Son role principal est
de faciliter 1’élaboration du verre par abaissement du point de fusion, il permet d’augmenter la
réactivité du verre en diminuant la connectivité du réseau. Toujours présent dans les verres
issus d’une synthese par fusion, cet élément n’est pas nécessaire pour I’élaboration de verres
sol-gel qui présentent naturellement une plus grande surface spécifique et une plus grande
réactivité.

Le silicium est I’élément de base du verre, sa concentration joue sur la réactivité du verre.

Mais au-dela de sa contribution aux propriétés physico-chimiques du verre, le silicium
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relargué dans le milieu vivant pendant le processus de dissolution a une influence bénéfique
sur la régénération osseuse car le silicium est ostéoinducteur. Le silicium est, en effet, un
¢lément essentiel aux processus métaboliques pour la formation et la calcification du tissu
osseux’! car il favorise la formation de collagéne, la phase organique de l’os, et la
différentiation des ostéoblastes. Cela a d’ailleurs conduit a son incorporation dans des
biocéramiques comme [’hydroxyapatite dans [’objectif d’applications en régénération

OSSCU.SCzS.

Le calcium, quant a lui, est responsable de la premicre étape du processus de bioactivité en
s’échangeant avec les ions H du milieu mais il a aussi une influence sur les cellules osseuses.
En effet, plusieurs études, dont les résultats ont été compilés par Marie*®, montrent que les
cellules osseuses ont des récepteurs sensibles au calcium et que ces récepteurs régulent le
recrutement, la différentiation et la survie des ostéoblastes et des ostéoclastes. De plus, Maeno
et al*’ ont montré par des études in vitro que la réactivité des ostéoblastes dépendait de la
concentration en calcium dans le milieu. De faibles concentrations en Ca>" semblent favoriser
la prolifération et la différentiation d’ostéoblastes inclus dans des gels de collagene. Une

quantité trop importante semble toutefois s’avérer toxique pour les cellules.

En plus de ces deux éléments, de I’oxyde de phosphore est parfois ajouté. Salinas et al.®® ont
montré qu’un verre contenant uniquement du silicium et du calcium montre une réactivité
plus importante que des verres dans lesquels le SiO; a été substitué par du P,Os pour lesquels
une cristallisation plus rapide de la couche phosphocalcique en apatite est cependant observée.
Toutefois, avec le verre binaire 1’apatite semble se former plus vite et donner une couche de
plus grande épaisseur. Il s’en suit que ’utilisation du phosphore dans les verres bioactifs issus
du procédé sol-gel n’est pas nécessaire, ce qui explique le grand nombre de travaux réalisés

sur des verres sol-gel composés principalement d’oxyde de silicium et d’oxyde de calcium.

Tableau 1-2 : Exemples de différentes compositions de verres bioactifs obtenus

par voie sol-gel étudiées dans la littérature

SiO, CaO P,05 Na,O référence
70 mol% 30 mol% 0 0 29
0-25 mol% 20-40 mol% 45 mol% 0-25 mol% 30
60 mol% 35 mol% 5 mol% 0 31
70 mol% 30 mol% 0 0
70 mol% 26 mol% 4 mol% 0 2

30



) A = Liaison avec l'os
SiO, B = Pas de liaison (réactivité trop faible)
C =Pas de liaison (réactivité trop élevée)

S = liaison avec les tissus mous

. 3. .= E = composition du Bioglass ®
Vitro-céramiques A/W

(P20s variable)

6% P,O.

Figure 1-5: Diagramme de bioactivité pour un verre fusion en fonction des
pourcentages des différents oxydes de départ SiO,, CaO et Na,O pour un

pourcentage en P,0s fixé & 6%?8

1.3.3.2.Les éléments minoritaires et traces

1.3.3.2.1 Généralités

Si les éléments majeurs du verre vont déterminer la tendance générale du comportement de
ces verres, le faible ajout d’un autre élément peut avoir des répercussions importantes sur les
propriétés finales du matériau, tant du point de vue physico-chimique que biologique3 3 De
nombreux éléments peuvent étre ajoutés dans le verre de 1’état de trace jusqu’a quelques

pourcents (éléments minoritaires).

A I’image du silicium ou du calcium présentés précédemment, ces éléments peuvent avoir un
effet bénéfique sur la régénération osseuse, leur incorporation au verre permettant de les
relarguer localement lors de sa dissolution, c’est-a-dire 1a ou ils sont nécessaires. Parmi ces
¢léments 1’un des plus intéressants est le strontium qui sera étudi€ dans la suite de ce travail.
Mais de nombreux autres éléments ont déja ¢été utilisés pour leurs propriétés bénéfiques lors
de I'implantation in vivo. Les effets des éléments les plus utilisés sont répertoriés dans le

Tableau 1-3.
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Tableau 1-3 : Effets biologiques des principaux éléments chimiques utilisés

comme dopant dans les biomatériaux osseux??

Eléments Effets

7n - Effet anti-inflammatoire

- Stimule la formation osseuse

Sr - Stimule la formation osseuse
- Diminue la résorption osseuse
Mg - Stimule la formation osseuse

- Accroit I’adhésion des cellules osseuses

Cu - Promeut 1’angiogenése en association avec des facteurs de croissance

- Induit la différenciation des cellules mésenchymateuses

Ag - Effet antibactérien’

1.3.3.2.2 Le strontium

Le strontium est un élément naturellement présent dans les os, mais en tres faible quantité. 11
se substitue au calcium dans 1’apatite de 1’0s. La prise réguliére de strontium, a 1’origine sous
forme de lactate de strontium dans les années cinquante, puis sous forme de ranelate, semble
présenter un effet antiostéoporotique comme le montre les études reprises par Pors Nielsen™.
Le ranelate de strontium diminue la résorption et maintient la formation osseuse in vivo. Le
strontium permet 1’amélioration de la prolifération des ostéoblastes. Cet élément présente
donc un intérét tout particulier pour la conception de matériaux favorisant la régénération
osseuse. Un matériau capable de relarguer localement du strontium devrait donc avoir un effet

positif sur les ostéoblastes.

Toutefois, pris en trop grande quantité, une part trop importante de calcium des os est
remplacée par du strontium. Il peut alors présenter un effet rachitogénique®. Ce risque
explique le faible nombre d’études concernant des matériaux bioactifs contenant du strontium
jusqu’a il y a quelques années. A I’heure actuelle I’intérét des chercheurs pour le strontium est
ravivé et de plus en plus d’études portent sur ’intégration de strontium dans les matériaux et

en particulier dans les verres bioactifs™ ~'.

De méme que dans les os, dans les verres bioactifs, le strontium a tendance a se substituer au

calcium. Il est en effet généralement admis que le strontium est, & I’instar du calcium, un
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modificateur de réseau et que la substitution du CaO par du SrO ne devrait pas avoir une
grande influence sur la structure du verre. Doweidar n’observe d’ailleurs pas de différence
dans le volume des unités structurales d’un verre binaire au calcium ou au strontium, cela
semble attester d’un role trés analogue du calcium et du strontium dans la structure™.
Toutefois, plus gros que le calcium, I’atome de strontium devrait entrainer lors de la
substitution une dilatation du réseau et ainsi sa déstabilisation comme le souligne Xiang et
Du®’. La présence de strontium, en plus de son effet sur les ostéoblastes, devrait ainsi

promouvoir la dissolution du verre et augmenter sa bioactivité.

Cependant, d’aprés Goel er al.*’, la force de la liaison Sr-O, plus importante que celle de
Ca-O (389 et 351 kJ.mol respectivement), et la plus faible électronégativité du strontium par
rapport au calcium, devraient entrainer un échange plus lent des ions Sr*” du réseau avec les
ions H™ du milieu biologique. Or, cet échange étant a la base de la dissolution du verre et du
processus de bioactivité, ces deux phénomenes devraient étre ralentis. Cet effet de
ralentissement de la vitesse de dissolution du verre a été observé par Lao et al.”’ pour des

verres bioactifs obtenus par la voie sol-gel.

Toutefois, les études de Fredholm et al* et de O’Donnell et Hill*® sur introduction de
strontium dans le verre, en substitution du calcium, montrent des propriétés physico-
chimiques et des structures trés proches pour les verres contenant uniquement du calcium et
ceux dans lesquels du strontium lui a été partiellement substitué. La vitesse de dissolution ou

de formation d’une couche phosphocalcique ne devrait donc pas étre modifiée.

II ressort de ces différentes études un rdle encore controversé du strontium dans la structure
chimique des verres et un désaccord sur son influence sur les vitesses de dissolution du réseau
et de précipitation d’une couche phosphocalcique. Néanmoins, un facteur important reste a
considérer, parmi les études contradictoires, la méthode et les conditions de synthese des

matériaux différent.

I1 est donc envisageable de voir ici un role ambivalent du strontium qui pourrait s’ introduire
de maniere différente dans le verre selon les conditions de synthése et conduire a des

propriétés différentes de ces verres une fois immergés dans un fluide biologique.
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1.4.Syntheése de verres par la méthode sol-

ge|44

1.4.1. Principe de la méthode sol-gel

La méthode sol-gel a pour point de départ des espeéces en solution (a sur la Figure 1-6) qui
vont subir une suite de réactions d’hydrolyse et de condensation aboutissant a la formation
d’un réseau d’oxydes. Les précurseurs les plus utilisés sont les alcoxydes métalliques (Figure
1-7) méme si d’autres précurseurs peuvent étre utilisés comme des sels inorganiques®. Au
début du procédé, lorsque I’hydrolyse des précurseurs a débuté, il se forme des particules
solides colloidales en suspension dans un liquide. Ces particules sont assez petites pour que
les forces gravitationnelles ne s’exercent pas et que seules des interactions faibles existent.

Cette suspension est appelée sol (b sur la Figure 1-6).

Ces particules vont se condenser en créant des liaisons chimiques ce qui va avoir pour effet
d’augmenter la viscosité du sol jusqu’a la formation d’un réseau d’oxydes dans lequel le
solvant sera piégé. Ce systtme comprenant une phase solide continue (le réseau d’oxydes)
imbriquée dans une phase liquide continue (le solvant) est appelé gel (Figure 1-6 en c¢). Apres
polymérisation le solvant est éliminé par s€chage afin de ne conserver que le réseau d’oxydes.
Deux modes de séchage principaux existent : le séchage en conditions atmosphérique qui
conduit généralement a un effondrement du réseau et donne un verre appelé xérogel (d’ sur la
Figure 1-6) ; en conditions supercritiques le solvant est éliminé sans effondrement du réseau
ce qui donne généralement un verre moins dense appelé aérogel (d sur la Figure 1-6). Etant
issu de 1’agglomération de particules, les verres sol-gel présentent généralement un degré de
condensation plus faible que les verres issus d’une fusion suivie d’une trempe. Ceci explique

leur plus grande surface spécifique et leur plus grande réactivité.
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Figure 1-6: Schéma du processus de polymérisation sol-gel a) solution avant

hydrolyse b) sol c) gel d) aérogel d') xérogel (d’aprés*)
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Figure 1-7: Représentation des éléments de la table périodique qui existent sous

forme d’alcoxydes (éléments grisés dans la table)*’
1.4.2. Réactions chimiques lors de la polymérisation

La formation du réseau de verre résulte de réactions chimiques qui seront détaillées via
I’exemple des alcoxydes de silicium, qui d’une part correspond au cas le plus largement
étudié, et d’autre part est le cas qui concerne les verres bioactifs faits a base de SiO,. Le
précurseur employé pour la réalisation de verres dans le cadre de ce travail est le TEOS
(TetraEthOxySilane ou orthosilicate de tétraéthyle de formule Si(OCH,CHj3)s), mais le TMOS
(TétraMéthOxySilane ou orthosilicate de tétraméthyle de formule Si(OCHs)s) est aussi
fréquemment utilisé. Il est intéressant de noter qu’en comparaison des métaux de transition
fréquemment utilisés en synthése sol-gel (Ti, Zr), le silicium est moins électronégatif et donc
moins sujet aux attaques nucléophiles, les vitesses d’hydrolyse et de condensation sont donc
plus faibles. Lors de la synthése par voie sol-gel a partir d’alcoxydes de silicium, des

catalyseurs sont donc toujours employés.

1.4.2.1. Réactions d’hydrolyse
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Il est a noter que les alcoxydes de silicium ne sont pas miscibles a ’eau, pour réaliser
I’hydrolyse un co-solvant de 1’eau et de 1’alcoxyde est donc généralement utilisé. 11 s’agit
souvent de I’alcool dont dérive I’alcoxyde. La premiere étape du processus de polymérisation
du TEOS est une étape d’hydrolyse par substitution nucléophile qui dépend de la nature du
catalyseur utilisé. En catalyse acide (HCI, HNOs,...), comme montré sur la Figure 1-8, une
¢tape de protonation ayant pour effet d’augmenter le caractére nucléofuge du groupement
partant permet de faciliter I’attaque nucléophile par les molécules d’eau. Toutefois, une
exception existe parmi les acides, 1’acide fluorhydrique (HF) a une action spécifique qui sera
détaillée plus tard. En catalyse basique (NaOH, NH3;, KOH,...), ¢’est I’ion hydroxyle et non

plus I’eau qui est responsable de I’attaque nucléophile (Figure 1-9).

A la fin de la réaction d’hydrolyse, de 1’éthanol et une espéce hydroxylée instable sont
obtenus. Cette espece réactive est celle qui va donner lieu a des réactions de condensation.
Cette étape d’hydrolyse est fortement influencée par 1’utilisation de catalyseurs, acides ou

basiques, qui I’accélerent et la rendent plus compléte.

H +
OEt o EtH@/ OEtH OEt
| | L‘J/ \H H,0 ~ / |
Et0 — Si — OEt + H* —> Et0 — Si — Oft ———> Si— OFft| —> HO ——Si — OEt + EtOH+H"
—~
| | OEt |
OEt OEt OEt OEt

Figure 1-8 : Représentation des réactions s'opérant lors de I'hydrolyse du TEOS

en catalyse acide

OEt OEt OEt
| o . HO / H,0 |
Et0 — Si — OEt + O ——> Si— OEt| —> HO — Si — OEt + EtOH+OH
~
OEt
| |
OEt | OEt | OEt

Figure 1-9 : Représentation des réactions s'opérant lors de I'hydrolyse du TEOS

en catalyse basique

1.4.2.2.Réactions de condensation

La condensation correspond a 1’étape de formation des ponts entre les différentes unités du
réseau de verre. Cette réaction commence souvent avant la fin de I’hydrolyse. Deux réactions
différentes peuvent donc s’opérer soit par réaction d’une espece hydroxylée avec une

molécule de TEOS, qui forme de I’éthanol en sous-produit (Figure 1-10), soit par réaction de
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deux especes hydroxylées entre elles qui forme de 1’eau en sous-produit (Figure 1-11). Ces

deux réactions sont appelées alcoxolation et oxolation respectivement.

OEt OEt OEt OEt
| | | |

EtO — Si— OH + EtO — S5i— OEt ——>» HO —S5i — O — 51 — OEt + EtOH
b ke I

Figure 1-10 : Représentation de la réaction d’alcoxolation

OEt OEt OEt OEt
| | | |

EtO —Si—OH + HO —Si— OEt ——> HO — Si — 0 — §i — OEt + H,0
b b I

Figure 1-11 : Représentation de la réaction d’oxolation

1.4.2.3.Effet du type de catalyseur sur la

structure du gel

En ayant un effet sur les vitesses relatives d’hydrolyse et de condensation, le catalyseur
déterminera la morphologie finale du gel. Ainsi, en catalyse acide, I’hydrolyse est plus rapide
que la condensation ce qui favorisera la formation de chaines faiblement réticulées. En
catalyse basique les vitesses des réactions d’hydrolyse et de condensation sont assez
similaires ce qui conduit a la formation d’amas fortement condensés®™. Ces différences
s’expliquent par ’influence du pH sur la prédominance des réactions d’hydrolyse et de
condensation (Figure 1-12). Le pH va en effet avoir une grande influence sur les propriétés du
matériau obtenu.

Pour un pH inférieur a 2, ’hydrolyse prédomine sur la condensation, de petites particules
fortement hydrolysées sont alors obtenues et la faible solubilité de la silice a ce pH empéche
leur ionisation. Ainsi la croissance du gel se fait par agrégation des petites particules, il s’agit

d’une agrégation du type amas-amas, ce qui conduit a la formation d’un gel polymérique.

A pH=2, le point de charge de surface nulle et le point isoélectrique (pH auquel la mobilité

¢lectrique des particules de silice est nulle) sont trés proches.

A pH=7, la solubilité de la silice atteint son maximum et les particules se trouvent ionisées de

maniére importante.
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Pour un pH supérieur a 7, en raison de leur charge, les particules de silice réagissent
préférentiellement avec les monomeres pour former rapidement des particules de 1-2 nm de
diametre. Il s’agit d’une agrégation de type monomere-amas. La solubilité importante de la
silice pour ces valeurs de pH donne alors lieu a un processus de miirissement d’Oswald et a la
reformation continue de monomeres : les plus petites particules se dissolvent et servent a la
croissance des plus grosses particules. Leur agglomération conduit a 1’obtention d’un gel
constitué de petites particules qui est appelé gel colloidal. Ces particules ont une structure
compacte. Pour ces valeurs de pH, il est donc possible de réaliser des particules de silice

monodisperses, ce procédé s’appelle le procédé Stober™.

Pour un pH compris entre 2 et 7, le comportement est intermédiaire entre les deux cas
présentés précédemment et conduit a des structures intermédiaires qui tendent plutot vers une
agrégation en gel polymérique pour un pH inférieur a 4 et plutét en gel colloidal pour un pH

supérieur a 4.

lg Vv

Agrégation Hydrolyse Agrégation

amas-amas monomere-amas

Condensation
T T T T T
Q 2 4 6 8 10 12

Figure 1-12 : Représentation des vitesses relatives V d'hydrolyse et de
condensation en fonction du pH (graphique d’aprés*’, modéles d’agrégation
d’aprés**)

1.4.2.4.Influence des autres parametres sur

les cinétiques de réactions

En plus du pH, d’autres facteurs vont grandement influencer la structure de la silice obtenue.
Ces facteurs sont la proportion d’eau utilisée pour I’hydrolyse, le catalyseur ainsi que sa
concentration, le solvant, la température, la pression et la nature des ligands portés par le

siliclum. Ces facteurs vont en fait eux aussi jouer sur les cinétiques relatives des réactions

d’hydrolyse et de condensation comme le montre I’exemple de la quantité¢ d’eau et de la
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nature des ligands. Le taux d’hydrolyse r est défini comme le rapport entre la concentration en
eau et la concentration en alcoxyde :

[H0]

r= 2l (1-1)

[TEOS]

Ce parameétre va avoir une influence importante sur les cinétiques des différentes réactions. La
réaction d’hydrolyse en premier lieu sera fortement impactée par une modification de la
concentration en eau, mais la prédominance des réactions d’oxolation (Figure 1-11) et
I’alcoxolation (Figure 1-10) en sera aussi dépendante. La valeur stecechiométrique de r est de 2
et devrait, en théorie, permettre une hydrolyse compléte. Mais méme pour r >> 2, la réaction
n’est pas totale, ’augmentation de r entraine une accélération de la vitesse d’hydrolyse. En ce
qui concerne la condensation, pour une valeur de r << 2, la réaction 1’alcoxolation est

favorisée par rapport a la réaction d’oxolation qui elle est favorisée pour un rapport r > 2.

La taille du groupement alcoxyde porté par le silicium aura un impact sur la cinétique
d’hydrolyse, en effet un groupement plus gros ralentira la réaction d’hydrolyse de cinétique

ky comme le montre I’exemple du Tableau 1-4.

Tableau 1-4 : Cinétiques d'hydrolyse (ky) en fonction de I'alcoxyde de silicium

utilisé comme précurseur>°

Précurseur ky (L.mol.s.[H'])
Si(OC,Hs)s 51.10”
Si(O(CH;),CH(CH,);CH(CH;)CH,)s 3.10°7

1.4.3. Avantages et inconvénients de la méthode sol-

gel

La méthode sol-gel utilisée pour ’élaboration de verres bioactifs engendre une porosité de
surface importante et donc une surface spécifique élevée. Cette porosité de surface est appelée
mésoporosité et correspond a des pores compris entre 2 et 50 nm. Des pores de diameétre
inférieur seront appelés micropores alors que des pores de diametre supérieur a 50 nm seront
appelés macropores. Les propriétés de surface ont une grande influence sur la bioactivité du
verre, leur contrdle possible par le procédé sol-gel est donc un avantage certain dans
I’élaboration de matériaux bioactifs. En effet, la mésoporosité dépendra des paramétres de
synthése, i1l est d’ailleurs possible d’organiser les mésopores grace a I’utilisation de
tensioactifs ce qui permet d’atteindre des surfaces spécifiques trés importantes. La synthese

par voie sol-gel est réalisée a basse température, au moins dans un premier temps, ce qui
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limite les interactions avec le contenant au contraire de la synthése a haute température
(fusion suivie d’une trempe)’’. De plus, la méthode sol-gel ayant pour point de départ une

solution, il est généralement admis qu’elle permet d’obtenir des matériaux plus homogenes.

Toutefois, certains problémes d’homogénéité peuvent persister en raison des précurseurs
choisis. En effet, pour réaliser les verres bioactifs il est nécessaire d’introduire du calcium
dans le réseau, les précurseurs les plus courants sont des sels tel que le nitrate de calcium
méme si d’autres possibilités existent comme 1’utilisation d’un précurseur alcoxyde’”. Lin et
al. ont montré que l’utilisation de nitrates comme précurseurs ne permettait pas une
intégration du calcium pendant la polymérisation du réseau de silice. En effet, la
décomposition thermique du nitrate a lieu vers 350-400°C, il est donc nécessaire d’ajouter une
étape de calcination pour incorporer le calcium au réseau® (c sur la Figure 1-13). Lors de la
synthése, les nitrates de calcium solubles restent donc dans la phase liquide du gel. Ils se
déposent apreés séchage sur les particules de silice (b sur la Figure 1-13). La diffusion des
nitrates de calcium dans tout le matériau sera un facteur critique, une diffusion insuffisante
entrainera I’obtention d’un matériau inhomogene ou le calcium sera plus concentré en
périphérie. Pour limiter ce probléme, les solutions trouvées sont I'utilisation d’un moule a la
surface hydrophobe (téflon par exemple) et 1’utilisation d’une faible vitesse de séchage pour

permettre une bonne diffusion du nitrate®.
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Figure 1-13 : Evolution de la répartition du calcium au cours des différentes
étapes du procédé sol-gel (a) pendant la gélification (b) aprés séchage (c) apres
calcination®?
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Chapitre 2 L’ingénierie tissulaire

2.1.Principe

L’ingénierie tissulaire est une méthode de réalisation de greffons osseux basée sur
I’association de trois éléments : cellules osseuses, scaffold et facteurs de croissance (Figure
2-1). Les greffons obtenus ne présentent pas de risque de rejet et sont disponibles en quantités
importantes.

Les facteurs de croissance sont une famille de protéines impliquées dans le contrdle de

I’activité des cellules. De nombreux facteurs de croissance sont impliqués dans la régulation

et la différentiation des cellules du tissu osseux tels que™ :
e TGF-B : Transforming Growth Factor B (facteur de croissance transformant 3)
e IGF : Insulin like Growth Factor (facteur de croissance analogue a 1’insuline)
e PDGEF : Platelet Derived Growth Factor (facteur de croissance derivé des plaquettes)
e bFGF : basic Fibroblast Growth Factor (facteur de croissance basique des fibroblastes)
e BMPs : Bone Morphogenic Proteins (protéines morphogéniques osseuses)

De plus, il a été montré qu’une bonne vascularisation de I’implant était nécessaire, ainsi des
facteurs de croissance stimulant la croissance de vaisseaux, par exemple le VEGF : Vascular
Endothelial Growth Factor (facteur de croissance vasculaire endothelial), utilisés en addition
des facteurs ostéogéniques seraient un avantage certain’. Les biologistes travaillent donc
activement pour déterminer les facteurs de croissance les plus adaptés a la culture de cellules

0OSSCUsScEs.

Le scaffold est le troisieme ¢élément essentiel de cette méthode et fait lui aussi I’objet de
nombreuses études, cette fois plutdt portées par les physico-chimistes. C’est sur cet élément
essentiel pour I’ingénierie osseuse que porte ce travail de theése. C’est donc sur son élaboration

et sa caractérisation que portera la suite de ce rapport.
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Figure 2-1: Schéma de principe de l'ingénierie tissulaire
2.2.Le scaffold

2.2.1. Ses propriétés

Le scaffold idéal pour I’ingénierie tissulaire devra posséder certaines caractéristiques, a

savoir® >3 .

e ¢&tre biocompatible,

e présenter un réseau de macro-pores interconnectés pour permettre 1’invasion
cellulaire, la vascularisation et la diffusion des nutriments nécessaires a la survie des

cellules,
e former une interface solide avec le tissu hote,

e avoir des propriétés mécaniques proches de celles du tissu hote, suffisantes pour

supporter I’implantation et les contraintes mécaniques subies in vivo,

e se résorber a la méme vitesse que 1’os se reconstruit sans former de produits de

dégradation toxiques,
e pouvoir exister sous différentes formes pour s’adapter a celle du défaut osseux,
e stimuler et supporter la croissance des tissus.

Ces différents prérequis pour 1’élaboration d’un scaffold viable en ingénierie tissulaire
rencontrent une approbation générale et beaucoup d’entre eux sont satisfaits par les matériaux
bioactifs. Il est par contre plus difficile de décrire la porosité optimale méme si 1’étude de son

influence sur la régénération osseuse a donné lieu a de nombreux travaux. Il s’agit d’un
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facteur critique, en effet, de nombreuses études, compilées par Karageorgiou et Kaplansg, ont
montré qu’une porosité importante et des pores de taille importante semblaient favoriser la
croissance osseuse et I’ostéointégration de I'implant. Cela provient de la vascularisation,
possible grace aux larges pores, qui est nécessaire a la formation osseuse. Toutefois une
porosité importante implique une diminution des propriétés mécaniques du scaffold rendant
nécessaire de trouver le compromis entre pores suffisamment grands pour permettre

I’invasion osseuse sans dégrader de maniére trop importante les propriétés mécaniques.

Cependant, une divergence importante apparait entre les différents travaux portant sur le sujet
lorsqu’il s’agit de donner des valeurs chiffrées de tailles de pores et d’interconnexions
minimales (Tableau 2-1). Cette divergence peut s’expliquer tout d’abord par la diversité des
matériaux étudiés (verre bioactif, hydroxyapatite, etc...) qui peuvent présenter d’importantes
différences de comportement. De plus, les études sont menées soit par cultures cellulaires in
vitro soit par implantations in vivo. Mais les conditions expérimentales telles que le site
d’implantation, le type de cellules étudiées, etc... varient. L’'un des grands enjeux de
I’ingénierie tissulaire apparait ici, il s’agit du développement de scaffolds optimisés pour des

applications ciblées.

Toutefois une tendance générale peut étre dégagée de ce bilan : plus que la taille des pores
(qui doit étre de quelques centaines de micrometres) il semble que ce soit la taille des
interconnexions qui joue le rdle le plus important. Des interconnexions souhaitables devraient

avoir un diameétre supérieur a 50 um voire, si possible, a 100 um.

Tableau 2-1 : Tableau récapitulatif des valeurs proposées dans la littérature

comme porosité visée pour un scaffold

Diameétre Diamétre s L ex
”e . Porosité Référence
de pores d’interconnexions
100-200 pm - >90% 58
>100pum - 60
> 100 pm - - 61
- > 100 pm - 62
> 100 pm minimum - <90% 59
mais mieux si > 300 pm

- > 100 pm - 63
> 50-100 pm >50-100 pm - 64
>50 um 65
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2.2.2. Les différentes voies de synthese

N 66 - . . . , 4 ,
D’apres Vueva et al.”™ il existe trois grandes voies pour réaliser un réseau macroporeux de
verre bioactif : le moussage, 1’utilisation d’une empreinte rigide et la séparation de phase. A

cela s’ajoute une méthode a 1’essor important, le prototypage rapide.

2.2.2.1.U0tilisation d’'empreinte rigide

Le matériau est mis en forme grace a un support rigide qui sera éliminé dans un deuxi¢éme
temps. Dans ce cas, deux stratégies d’introduction de macroporosité sont possibles®” ®. Une
premiére approche consiste a utiliser un support poreux qui est recouvert par le matériau,
apres son €limination le matériau garde la forme du support, c’est le cas de I’'imprégnation des
mousses polymeres. Une deuxiéme approche est possible dans laquelle la porosité est créée

par I’élimination du support, c’est le cas avec I’utilisation d’empilements de billes.

2.2.2.1.1 Imprégnation de mousses polymeres

fmeei o 69 . 70, 71
Une poudre de céramique”, de verre obtenu par fusion"

ou de verre obtenu par voie sol-
gel72 est mélangée a une phase liquide pour réaliser une barbotine (une barbotine correspond
donc au mélange visqueux obtenu par mise en suspension d’une phase solide divisée dans une
phase liquide). Une mousse polymere (généralement en polyuréthane) est ensuite immergée
dans la barbotine pour I’imbiber (Figure 2-2). Une calcination est ensuite réalisée pour
enlever la mousse polymere et pour fritter le verre / la céramique. Ainsi, une réplique de la
mousse de départ (nonobstant une diminution de taille due au retrait qui s’opere pendant le

frittage) est obtenue par cette méthode.

Pour réaliser une mousse de verre bioactif dérivé de sol-gel, il est aussi possible d’immerger
la mousse polymére directement dans un sol. Ce procédé est trés largement utilisé pour
I’élaboration de matériaux hiérarchisés méso-macroporeux grice a un sol contenant un
tensioactif permettant 1’obtention d’une mésostructuration par le protocole EISA” qui sera
décrit plus loin dans ce rapport (5.1.2, Page 111). Un exemple de la morphologie obtenue est

donnée en Figure 2-3.
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Figure 2-2 : Schéma de principe de I'élaboration de scaffolds par imprégnation
d'une mousse polymere. La mousse polymere est immergée dans un sol / une
barbotine (A) puis la mousse recouverte de verre/céramique (B) est calcinée (C).

L'étape de calcination engendre généralement une rétractation de la structure

P

Del WD Exp 1 500 um

SE 1340 FESEM980217
V. ol | }

Figure 2-3 : Exemple de morphologie de mousse de verre bioactif (SiO,-CaO-

P,Os) mésostructuré obtenue par imprégnation d'une mousse polymére’*

2.2.2.1.2 Utilisation d’empilements de billes
polymeres
Une méthode permettant un bon contrdle des tailles de pores d’un scaffold est I'utilisation
d’un assemblage de billes polymeére. Cette technique est beaucoup utilisée pour la réalisation
de céramiques poreuses et permet d’obtenir une bonne organisation du matériau macroporeux
final. Une barbotine de céramique est coulée autour des billes, et en frittant I’ensemble il est
alors possible d’éliminer les billes pour obtenir une céramique poreuse (Figure 2-4). De
maniére a créer de I’interconnexion dans le réseau final, les billes peuvent étre soit
partiellement dissoutes dans un solvant”>, soit chauffées’ pour créer des points de contact

entre elles. L’utilisation de billes de taille importante est possible, jusqu’a plusieurs
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millimétres de diamétre pour de 1’hydroxyapatite’’. Différents types de billes peuvent étre
utilisés, ce sont généralement des polyméres tels que le polystyréne’, la paraffine”, ou

encore le polyméthacrylate de méthyle”, facilement éliminables par traitement thermique.

Ce procédé peut étre adapté aux verres bioactifs soit en réalisant une a base de poudre de
verre obtenue par fusion® ou par voie sol-gel, soit en immergeant les billes directement dans
le sol avant gélification. L’immersion dans le sol est généralement réalisée avec des billes de
petite taille (allant de la centaine de nanometres jusqu’au micrométre)gl’ 8.8 Avec ces tailles
de billes les diametres de macropores obtenus ne seront pas suffisants pour 1’application
visée. Les exemples d’utilisation de billes de taille plus importantes immergées dans le sol

4
sont plus rares™.

Ce principe d’empilement a été utilisé avec des particules de NaCl pour réaliser un verre
bioactif poreux ¥ ou avec des particules de sucre pour la réalisation d’un organogel poreux®’.
Il a ét¢ montré que I’utilisation de particules sphériques était plus intéressante que des
particules angulaires (cubiques par exemple). En effet, les particules sphériques permettent
d’obtenir un volume poreux plus important ainsi que des distributions de tailles de pores et

87, 88

d’interconnexions plus homogenes . Un exemple de la morphologie du matériau obtenu

est présenté en Figure 2-5.

AN Y Y ‘ ’ Y Vv
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Figure 2-4 : Schéma de principe de I'élaboration de saffolds par empreinte

inverse d'un empilement de billes polymeéres. Les espaces vides de I'empilement
de billes (A) sont comblés par une barbotine ou un sol (B) et apres élimination

des billes un scaffold de verre ou de céramique est obtenu (C)
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Figure 2-5 : Exemple de morphologie d'un verre bioactif (SiO,-CaO-P,0s)
mésostructuré macroporeux obtenu par empreinte inverse d'un empilement de

billes de polystyréne®’

2.2.2.1.3 Autres empreintes rigides

Selon le méme principe que I'imprégnation de mousse ou de billes polymeres, d’autres
procédés, plus anecdotiques, existent. Il est par exemple possible d’utiliser des matériaux
naturels qui présentent différents avantages comme le prix, I’abondance, le respect de
I’environnement et 1’existence de structures complexes comme support. Il est ainsi possible

d’obtenir des pores de 80 4 200 pm par imprégnation de tiges d’artichaut™.

2.2.2.2. Séparation de phase

La séparation de phase repose sur I'utilisation de polymeres organiques (PEO : polyéthylene
oxyde, PEG : polyéthyléne glycol ou du PAA : polyacrylique acide) mis dans un solvant
contenant un précurseur de silice le plus souvent. Pendant la polymérisation du réseau de
silice, le mélange déstabilisé va subir une décomposition spinodale le séparant en deux phases
distinctes : une phase organique et une phase vitreuse’. L’ajustement des paramétres
expérimentaux permet d’équilibrer les réactions de décomposition et de polymérisation de
maniere a obtenir deux réseaux imbriqués d’un dans I’autre. Ce procédé peut étre utilisé pour
I’élaboration de verre bioactif dérivé de sol-gel qui constitue la phase inorganique’, le
traitement thermique permettra de retirer la phase organique introduisant une porosité

importante dans le matériau final qui est visible sur I’exemple donné en Figure 2-6.
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Figure 2-6 : Exemple de morphologie d'un verre bioactif de composition 70%

SiO, - 30% CaO (% molaire) obtenue par séparation de phase par ajout de PEO®3

2.2.2.3. Prototypage rapide

Une alternative a [’utilisation de voies chimiques traditionnelles est la synthése d’objets
tridimensionnels assistée par ordinateur’. Le principe général de cet ensemble de techniques
repose sur la construction pas-a-pas d’un objet grace a 1’utilisation de la CAO (Conception
Assistée par Ordinateur). La manicere la plus répandue pour utiliser ce systeéme consiste a faire
passer une barbotine, ou un mélange d’une poudre de verre ou de céramique et d’un
polymere, a travers une buse d’injection dont le déplacement est contr6lé par ordinateur. Le
matériau désiré est ainsi réalisé couche apres couche (Figure 2-7). De nombreux exemples de
I’application de cette méthode pour 1’élaboration de scaffolds pour 1’ingénierie osseuse

95, 96, 97

existent dans la littérature . Un exemple de la morphologie du matériau obtenu est

présenté en Figure 2-8.

Figure 2-7 : Représentation du principe de I'élaboration d'un scaffold par

prototypage
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Figure 2-8 : Exemple de morphologie d'un scaffold macroporeux polymere
(polycaprolactone et acide lactique co-glycolique) obtenu par prototypage

rapide®®

2.2.2.4.Moussage

2.2.2.4.1 Principe

Le principe de moussage mis en place par Sepulveda et Binner consiste a 1’origine en un
moussage d’une barbotine de céramique en présence d’un tensioactif et figé par

T 99
polymérisation in situ de monomeres™ .

Cette technique, appelée « gel casting », est utilisée pour la mise en forme des céramiques et
peut étre utilisée de la méme manic¢re en formant une barbotine a partir de poudre de verre
formé par fusion'”’. Cependant, cette technique peut aussi directement étre adaptée au

1101, comme cela a été fait par Sepulveda, Jones et Hench, en introduisant

procédé sol-ge
I’étape de moussage avant la gélification, le sol pouvant étre polymérisé, il n’est alors plus
nécessaire d’utiliser des monomeres. Néanmoins, la polymérisation du sol serait trop lente
pour avoir un temps de moussage raisonnable sans 1’aide d’un catalyseur puissant. Afin
d’accélérer la gélification de I’acide fluorhydrique (HF) est ajouté. Le moussage est optimisé

A n . o 102, 10
grace a la présence d’un agent moussant, généralement le teepol'?> ',

2.2.2.4.2 Rbéle du HF dans la synthese

Le choix de I’acide fluorhydrique comme catalyseur lors de la synthése de mousses de verre
bioactif n’est pas anodin, en effet, afin de conserver la structure poreuse il est nécessaire que

la gélification du TEOS s’amorce pendant le moussage. Le catalyseur le plus efficace est le
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HF (Tableau 2-2), il est le seul a permettre d’avoir un temps de moussage raisonnable pour la
réalisation de la synthese. L’acide fluorhydrique donne lieu a un mécanisme de catalyse
différent des autres catalyseurs acides dans lequel ’ion fluorure joue un rdle analogue a celui

des ions hydroxyles en catalyse basique (Figure 2-9).

Tableau 2-2 : Efficacité des catalyseurs lors de la gélification du TEOS d'aprés*

Catalyseur Rapport molaire pH initial de Temps de gel
catalyseur : TEOS la solution (h)
HF 0,05 1,90 12
HCI 0,05 0,05 92
HNO; 0,05 0,05 100
H,S0, 0,05 0,05 106
HOAc 0,05 3,70 72
NH,OH 0,05 9,95 107
Sans catalyseur - 5,00 1000
oFt OEt OEt  OEt _ OFt
|I,[:/ N | H,0 N/ | -
B0 —Si— Oft +F~ —— | p— si—oft| —— | p-——- 8i--— OH,| ——> HO —Si — OFt + EtOH+F
| /N 7\ |
Ot OEt OEt OEt OEt OFt

Figure 2-9 : Mécanisme de la réaction d'hydrolyse du TEOS catalysée par du HF
2.2.2.4.3 Influence des parametres

La concentration en tensioactif joue un role trés important sur la taille des macropores (mais
pas sur celle des mésopores) puisque le tensioactif permet de diminuer la tension de surface
de linterface air-liquide stabilisant ainsi les bulles d’air qui sont a 1origine des
macropores . En dehors du tensioactif, d’autres paramétres sont importants pour
I’élaboration de mousses de verre. La température induit une gélification plus rapide ce qui
fait diminuer le temps d’agitation, le volume de mousse et la taille des pores'®”. Une
température de 25°C semble optimale pour le moussage. La concentration de 1’agent de
gélification (HF) détermine le temps de gélification et influence la taille de mésopores. La
quantité d’eau est un parametre critique pour le moussage car elle permet la stabilisation du

(A .- 0l06
film formé grace au tensioactif .

La température de calcination a aussi une influence importante sur les propriétés de la

mousse : pour des températures supérieures a 700°C, la surface spécifique ainsi que la taille

50



des mésopores diminuent de maniere importante, jusqu’a la perte de mésoporosité¢ a 1000°C
lorsque le verre commence a cristalliser. Cette diminution importante de la surface spécifique
entraine alors une diminution de la bioactivité. De plus, une élévation de la température de
calcination entraine une diminution de la taille des macropores, toutefois sans trop d’impact
sur la taille de leurs interconnexions, et ainsi une augmentation de la résistance a la
compression des mousses de verre a €té observée par augmentation de 1’épaisseur des murs de

la mousse'”’”. La température la plus adaptée pour la calcination semble étre de 700 & 800°C.

2.3.Conclusion

De toutes les techniques présentées précédemment pour 1’élaboration d’un support
macroporeux pour l’ingénierie tissulaire, aucune n’est reconnue comme étant la plus
prometteuse. Elles présentent toutes un certain nombre d’avantages mais aussi
d’inconvénients. L’imprégnation de mousses polymeres est une synthése comportant
généralement de nombreuses étapes d’imprégnation séparées par des phases de séchage de
plusieurs heures. La séparation de phase se montre généralement limitée dans les tailles de

pores qu’il est possible d’obtenir et le prototypage rapide demande un équipement important.

Pour ces différentes raisons, le moussage qui est plus rapide a mettre en ceuvre et qui permet
d’obtenir des porosités tres intéressantes est la technique qui a été choisie pour ce travail de

these.

Les empilements de billes représentent aussi une voie de synthése trés intéressante pour le
contrdle précis de la porosité qu’elle permet. Cependant, comme exposé précédemment, elle
est difficilement applicable a la synthese directe de scaffolds de verre ayant une porosité
suffisante pour 1’ingénierie tissulaire. Cette voie a donc été retenue dans la derni¢re partie de
ce travail, lorsque le verre est utilisé sous forme de poudre pour la réalisation d’architectures

composites.
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Chapitre 3 Techniques d'analyse

3.1.Méthodologie de I'étude

Pour caractériser les différents scaffolds de ce travail ainsi que leurs bioactivités, différentes
techniques ont été nécessaires, ce chapitre a pour objectif de les exposer. La méthode et les
techniques qui ont été utilisées au cours de ce travail pour déterminer I’intérét des scaffolds

obtenus pour 1’application visée sont détaillées dans la Figure 3-1.

Objectif : Elaboration d’'un matériau macroporeux
pour I'ingénierie tissuL/

[Synthése a base de verre bioactif dérivé de la voie sol-gej

Invasion cellulaire possible ?

[ Etude morphologique par MEB J

Surface spécifique (réactivité) ?

[ Adsorption d’azote ]

Bioactivité in vitro ?

l Immersion SBF + ICP-AES + p-PIXE ]

Bioactivité in vivo ?

L Implantation + p-PIXE + MEB ]

Figure 3-1 : Méthodologie de I'étude des scaffolds a base de verre bioactifs

réalisés au cours de ce travail

3.2.Analyses chimiques et structurales

3.2.1. ICP-AES

La spectrométrie d’émission atomique par plasma a couplage inductif ou ICP-AES

(Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectroscopy) est une méthode d’analyse
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des concentrations dans la globalité d’un échantillon. Elle va donc permettre au cours de ce
travail de déterminer la composition des verres étudiés ainsi que celle des fluides mis a leur
contact. Cette technique repose sur le fait qu’un atome libre excité émettra, en se désexcitant,
une radiation caractéristique. Ces radiations sont des radiations UV-visible (généralement

avec une longueur d’onde comprise entre 160 et 770 nm)log.

Les échantillons sont introduits dans une lampe a plasma via un syst¢eme de nébulisation. Cela
impose donc de travailler avec des échantillons sous forme liquide. Si I’on souhaite analyser

des échantillons solides il convient donc de les mettre en solution.

Dans ce systéme, le plasma a deux fonctions essentielles : il permet de casser les liaisons
moléculaires de 1’échantillon a analyser de maniére a obtenir des atomes libres et il sert a

exciter ces atomes.

Les rayonnements émis par les différents atomes de 1’échantillon vont ensuite passer a travers
un systéme dispersif qui permet d’isoler les différentes raies d’émission, puis ils vont étre
dirigés vers un détecteur qui transforme les photons en un signal électrique et permet ainsi de
mesurer ’intensité des raies d’émission. Ces intensités sont comparées aux intensités
mesurées pour des étalons de référence, il est ainsi possible de déterminer les concentrations

des différents ¢léments constitutifs de 1’échantillon a analyser.

Au cours de ce travail des échantillons liquides et solides ont été analysés. Les échantillons
liquides ne demandent pas de préparation particuliere. En revanche, les éléments constitutifs
des échantillons solides doivent étre passés en solution. Pour cela, le principe de fusion
alcaline est utilisé : un mélange de 500 mg de métaborate de lithium LiBO; et de 100 mg de
poudre de verre est chauffé a 1100°C a I’aide d’un four a induction magnétique. Le LiBO;
sert de fondant et permet d’obtenir un mélange liquide homogeéne en composition appelé
« perle » en abaissant le point de fusion de I’échantillon. Cette perle est ensuite dissoute dans
200 mL d’acide nitrique a 1 mol/L de maniere a réaliser une solution facilement analysable

par I’appareil et de manicre a neutraliser la solution rendue trés alcaline par le lithium.

3.2.2. Spectroscopie d’absorption infrarouge

La spectroscopie infrarouge est une spectroscopie vibrationnelle au méme titre que la
spectroscopie Raman. Elle repose sur I’interaction des molécules constitutives de I’échantillon
avec un rayonnement ayant une longueur d’onde de I’ordre du micrometre qui va entrainer le
passage de ces molécules de leur état fondamental vers un état d’énergie excité. Le domaine

des radiations absorbées en infrarouge (avec un nombre d’onde qui est compris entre 400 et
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4000 cm™) correspond aux énergies de vibration des molécules. L’atténuation du faisceau
infrarouge envoy¢ sur I’échantillon va alors permettre de détecter les modes de vibration des
différents groupes fonctionnels et ainsi de les identifier. Puisque les verres bioactifs sont
principalement composés d’un réseau de silice, les modes de vibration principaux de la silice
sont donnés dans le Tableau 3-1. L’existence de bandes de vibration Si-NBO provient de
I’existence d’oxygeénes non pontants (NBO : Non-Bridging Oxygen) dans le réseau qui
résulte, entre autre, de I’incorporation de calcium au réseau, deuxiéme élément majoritaire

entrant dans la composition des verres bioactifs.

Les échantillons ont été¢ analysés sous forme de poudre en préparant une pastille de

I’échantillon dilué dans du KBr.

Tableau 3-1 : Principales bandes de vibration de la silice®®

Bande de vibration Nombre d’onde (cm™)
Si-O-Si déformation 760 - 850 .%i(.
Si-O-Si balancement 450 -490 QB:{P
Si-O-Si étirement symétrique 1000-1300 .%
Si-O-Si étirement asymétrique 1000-1300 .w'/.
Si-NBO étirement 890-975 -
Si-2NBO étirement 840 -

3.2.3. Diffraction des Rayons X*°

Lorsqu’une onde de type rayon X est envoyée sur un échantillon, il se produit un phénomene
de diffusion di a ’interaction avec les €lectrons des atomes constitutifs de I’échantillon. Cette
diffusion peut conduire a I’obtention d’un rayonnement de méme longueur d’onde que le
rayonnement de départ, il s’agit d’une diffusion élastique. Elle peut aussi conduire a un
rayonnement de longueur d’onde plus importante (car il y a perte d’énergie), il s’agit dans ce
cas de diffusion inélastique. La diffusion élastique engendrée par un seul atome de
I’échantillon n’a pas une intensité importante, cependant, les ondes diffusées par des atomes
distribués périodiquement peuvent donner lieu a des interférences constructives. Dans ce cas

I’intensité du phénomeéne de diffusion augmente et le phénomene de diffraction a lieu. La
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diffraction a donc lieu lors de I’interaction des photons incidents avec des plans d’atomes

organis¢s dans le matériau a analyser.

Ces plans sont appelés plans réticulaires et sont notés graces aux indices de Miller : h, k et 1.
Dans un repére constitué par un nceud du réseau cristallin comme origine et de trois axes de
méme direction que les vecteurs unitaires a, b et ¢ de la maille, les plans réticulaires
croiseront ces axes a une distance égale a une fraction entieére des parametres de la maille
soit : a’h, b/k et ¢/l. Dans certaines directions de 1’espace le matériau peut donc étre considéré
comme une succession de plans paralléles entre eux et équidistants séparés d’une longueur

notée dpy.

Lorsque des photons X d’une longueur d’onde A provenant d’un tube a rayons X rencontrent
un plan dyy, il y a diffraction pour un angle d’incidence 0 du faisceau si la loi de Bragg est

satisfaite :
Zdhleine =nA (3-1)
Ou n est un entier positif non nul correspondant a 1’ordre de diffraction.

La diffraction des rayons X permet donc 1’étude des plans réticulaires, et donc 1’étude de
I’organisation des cristaux, il s’agit d’une méthode d’analyse structurale qui permet
d’identifier les familles de plans appartenant a une maille et ainsi d’identifier une phase
cristalline. Lors de ce travail, cette méthode va permettre de vérifier la présence éventuelle et

la nature des phases organisées qui peuvent résulter d’une cristallisation partielle du verre.

3.3.Analyses morphologiques par

microscopies électroniques*®

3.3.1. Production des électrons et optique électronique

I1 existe plusieurs sources utilisées pour la production d’un faisceau d’électrons incident en
microscopies électroniques. La plus courante consiste en un filament de tungsténe (cathode)
chauffé qui produit alors des €lectrons qui sont accélérés grace a une différence de potentiel

entre la cathode et ’anode.

La condition nécessaire a 1’utilisation d’un faisceau d’électrons pour la microscopie est
I’existence de lentilles permettant d’agir sur ce faisceau pour le focaliser et le diriger. Des
lentilles électromagnétiques sont utilisées puisqu’un champ électromagnétique va influer sur

la trajectoire des électrons en mouvement. Ce sont en fait des bobines parcourues par un
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courant, ce qui crée un champ magnétique symétrique autour de I’axe z de la lentille. Ce
systéme va permettre de faire converger un faisceau d’électrons arrivant selon cet axe. A
cause des aberrations importantes qui existent en optique électronique, des diaphragmes sont
utilisés pour éliminer les électrons qui s’¢loignent de I’axe du faisceau. Ce systeme permet

ainsi d’obtenir un faisceau d’électrons qui va servir a analyser 1’échantillon.

Deux grandes techniques de microscopies électroniques existent, en MEB (Microscopie
Electronique a Balayage) le faisceau est envoyé sur un échantillon massif et les émissions de
rayonnements en surface qui résultent de I’interaction avec la maticre constitutive de
I’échantillon sont analysées. En MET (Microscopie Electronique en Transmission),
I’échantillon est préparée sous forme de coupe fine et le faisceau d’électron est étudi¢ apres

passage a travers 1’échantillon.
3.3.2. Microscopie Electronique a Balayage

Cette technique de microscopie électronique repose sur les différentes émissions qui peuvent
résulter de I’interaction des électrons et de la matiere a analyser lorsque celle-ci est balayée
par un faisceau d’électrons. Lorsque des €lectrons sont envoyés a la surface d’un échantillon
ils pénétrent dans la matiere et s’y propagent dans toutes les directions sur quelques
micrometres délimitant une « poire » d’interaction, dont la taille dépend de la masse des
atomes de la cible. A D'intérieur de cette « poire » différentes émissions vont résulter de
I’interaction des électrons avec la matiere constitutive de 1’échantillon : émission d’électrons
Auger, d’électrons secondaires, d’électrons rétrodiffusés, de fluorescence X et de photons
lumineux. Chaque émission permet d’avoir acces a des informations différentes, mais chacune
d’elle requiert 'utilisation d’un détecteur adapté. Au cours de ce travail deux émissions

différentes ont été étudiées.

L’émission d’électrons secondaires provient principalement de I’ionisation des atomes de la
cible. Cette émission n’est observable que sur les premiers nanometres de la « poire »
d’interaction a cause de la faible énergie des électrons secondaires (< 50 eV) qui empéche
ceux émis en profondeur de sortir du matériau. Elle est donc trés sensible a la topographie de

I’échantillon et permet sont étude.

L’émission d’électrons rétrodiffusés correspond a des électrons d’un faisceau primaire
d’énergie importante qui ont subi une diffusion a un angle supérieur a 90° suite a une

interaction de type Coulombienne avec le noyau des atomes présents dans 1’échantillon. Plus
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les atomes de la cible seront lourds (Z élevé) et plus la quantité d’électrons rétrodiffusés sera

¢levée. Ce type d’émission permet donc de faire de I’'imagerie de contraste chimique.

Pour observer ces émissions, les échantillons a étudier son collés sur un support conducteur a
I’aide de scotch carbone puis observés a 1’aide d’un mini-MEB Hirox. Les clichés de
topographie des scaffolds sont réalisés a une tension d’accélération de 5 kV. A cette tension,
une métallisation des échantillons n’a pas été nécessaire. Les observations des coupes
histologiques par électrons rétrodiffusés ont été réalisées a 10 kV apres déposition d’une

couche de carbone a la surface des coupes.
3.3.3. Microscopie Electronique en Transmission

Comme expliqué précédemment, des électrons d’un faisceau incident sont envoy¢€s a travers
un €chantillon fin, les interactions entre les électrons et I’échantillon vont permettre d’obtenir
une image de 1’échantillon avec une excellente résolution (de ’ordre du nanometre). Les
¢lectrons sont produits par le canon a électrons, un jeu de lentilles électromagnétiques permet
d’ajuster la taille du faisceau et d’ajuster le grandissement. Avec cette méthode, il est possible
d’obtenir une image par contraste de diffusion des électrons transmis et/ou par diffraction

dans le cas de matériaux organisés.

Les échantillons pour la microscopie électronique a transmission sont broyés pour obtenir une
poudre fine qui est ensuite incluse en résine dans un tube eppendorf. Des coupes ultrafines (de
I’ordre de 100 nm d’épaisseur) sont préparées a 1’ultramicrotome et déposées sur une grille en

cuivre.

3.4.Analyse de porosité

3.4.1. Adsorption d’azote

3.4.1.1.Notation des pores en fonction de

leur taille

Les pores sont généralement classés en plusieurs catégories en fonction de leur taille. Les
pores de taille inférieure a 2 nm sont appelés micropores alors que les pores supérieurs a 50

nm sont appelés macropores. Les pores de taille intermédiaire sont appelés mésopores.

3.4.1.2. Principe général
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L’adsorption d’azote est une méthode d’analyse qui repose sur le fait que la surface d’un
solide est capable d’adsorber des molécules de gaz qui forme une couche a sa surface. En
connaissant la pression partielle de gaz il est alors possible de déterminer le nombre de
molécules adsorbées et, par connaissance de la taille des molécules de gaz, il est possible de
déduire la surface qu’elles recouvrent et donc la surface spécifique du matériau. La
connaissance de cette surface présente un grand intérét pour I’étude des matériaux bioactifs
puisqu’elle représente la surface de contact entre le matériau et le milieu biologique, elle va
donc fortement influencer sa réactivité. Le gaz qui s’adsorbe est appelé adsorbat et

I’échantillon solide est appelé adsorbant.

Selon les interactions qui se forment entre adsorbant et adsorbat, deux types d’adsorption sont
distingués. Des interactions de Van der Waals ou de type électrostatique donneront lieu a une
adsorption totalement réversible appelée physisorption. A I’inverse, des liens chimiques entre
adsorbant et adsorbat donneront lieu a une adsorption beaucoup moins réversible voir
irréversible, elle est alors qualifiée de chimisorption. L’analyse par adsorption d’azote repose

sur le principe de physisorption''".

3.4.1.3. Isothermes d’adsorption

Lors d’une analyse par adsorption d’azote, 1’azote est en équilibre entre la phase gazeuse et la
phase adsorbée. A température constante, il est possible d’obtenir une isotherme d’adsorption
qui est déterminée par I’ensemble des états d’équilibre compris entre zéro et la pression de
vapeur saturante du diazote. Le phénomeéne de physisorption étant réversible il est possible
d’étudier la désorption des molécules de gaz. Cela permet d’obtenir une isotherme
représentant la quantité de gaz adsorbée par unité de masse de 1’adsorbant en fonction de la

pression relative P/P° composée d’une branche d’adsorption et d*une branche de désorption.

Au cours de ce travail, les analyses ont été réalisées par adsorption d’azote a 77 K (appareils
Quantachrom Autosorb 1 et Micromeritics Tristar). Les échantillons ont été dégazés sous vide
a 120°C pendant une nuit pour enlever les molécules physisorbées. Les isothermes
d’adsorption / désorption sont enregistrées. La forme de la courbe ainsi obtenue renseigne sur

la porosité du matériau étudié, six familles d’isothermes existent (Figure 3-2)' 2.

Les isothermes de type I correspondent a des adsorbants microporeux (tels que des charbons
actifs ou des tamis moléculaires). Les micropores se remplissent a des pressions faibles d’ou

I’apparition rapide d’un palier de saturation.

59



| VE u - ux ou ux.
Les 1sothermes de type 1I sont observées pour des adsorbants non-poreux ou macroporeux. La
quantité d’azote adsorbée croit rapidement jusqu’a la fin de la formation d’une monocouche a

la surface, puis elle croit de maniére linéaire pendant 1’adsorption par multi-couches.

Les isothermes de type III et V se rencontrent rarement et correspondent a des cas tres
spécifiques présentant peu d’intérét ici.

Les isothermes de type IV correspondent a des échantillons mésoporeux qui donnent lieu a un
phénomene de condensation capillaire a I’intérieur des pores. Ce phénoméene n’étant pas
totalement réversible, les isothermes d’adsorption et de désorption ne sont pas identiques d’ou

I’existence d’une boucle d’hystérésis.

Les isothermes de type VI représentent une adsorption par paliers correspondants aux

multicouches d’adsorption se formant sur une surface uniforme et non-poreuse.

nm®

pip°

Figure 3-2 : Classification des isothermes selon leur forme (les branches de

désorption sont représentées par des lignes pointillées), d’aprés*!?

3.4.1.4. Calcul de surface spécifique par 1la

méthode BET

Pour déduire la surface spécifique d’un matériau a partir de I’isotherme d’adsorption, la
méthode la plus courante est I'utilisation du modéle développé par Brunauer, Emmett et
Teller, dit modéle BET''*. 1l permet d’exprimer le volume adsorbé sur une monocouche :

1 c-1 P

VmOTLO'C Vmono-C PO

Vags: 5~ D71 = (3-2)
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Ou: Voo est le volume de gaz nécessaire pour recouvrir la surface de I’adsorbant par une

monocouche
Vags est le volume de gaz adsorbé
P est la pression partielle de 1’échantillon
P’ est la pression de vapeur saturante de 1’adsorbat

C est la constante BET

PO -1 A x s , . .
Le terme (Vads.? — 1) est connu grace a I’isotherme d’adsorption, en tragant la fonction

c-1

et d’ordonnée a I’origine est

-1
PO P .

(Vads.— — 1) =f (—0), une droite de pente
p p mono- mono-C

obtenue. Voo peut alors étre calculé, et en connaissant le volume et la surface occupés par

une molécule d’adsorbat, la surface spécifique peut étre déduite :

Vmono-Na-A
SBET = ﬂ (3-3)

Ou: Sggrest la surface spécifique déterminée par la méthode BET
N, est le nombre d’Avogadro
Ay est la section utile de ’adsorbat (16,2 A2 pour 1’azote)

Vu est le volume molaire de I’adsorbat liquide (34,7 cm®/mol pour I’azote)

3.4.1.5. Etude de la distribution des tailles

de mésopores par la méthode BJH

Une premicre méthode d’estimation de la taille des pores assimile les pores a des cylindres de
rayon moyen 7,, ce rayon peut €tre estimé par la formule suivante :

2Vp

7 (3-4)

SBET

Ou: Sggrest la surface spécifique déterminée par la méthode BET
V,, est le volume poreux total, déterminé a la pression relative P/P%=0,995.

Cette méthode ne permet cependant que d’approximer une taille de pore moyenne qui n’a pas
forcément de réalité¢ physique si la distribution des tailles de pores est importante. Le
phénomene de condensation capillaire qui a lieu dans les mésopores (isotherme de type 1V)
peut étre utilisé pour estimer la distribution de taille des mésopores. La méthode qui permet
de réaliser cette estimation a partir des isothermes d’adsorption et de désorption s’appelle la

méthode BJH du nom de ses inventeurs : Barett, Joyner et Halenda'"”.
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Les mésopores sont considérés comme des tubes capillaires dans lesquels 1’adsorbat se

condense a la pression P, la loi de Kelvin, qui permet d’exprimer cette pression en fonction du

rayon de courbure 1, du ménisque liquide qui se forme, peut alors étre appliquée :

— poO _2¥Vm
P = P exp( R.T.rk)

Ou: vy estlatension superficielle de 1’adsorbat liquide a la température d’adsorption T

Vu est le volume molaire de 1’adsorbat liquide
R est la constante des gaz parfaits

Si le gaz utilisé est le diazote a 77K, la loi de Kelvin s’écrit alors :

o 0415
k= log(P/P%)

(3-5)

(3-6)

I1 est ainsi possible de connaitre la valeur de ry. Pour en déduire la valeur du rayon de pores rp,

il est nécessaire de connaitre 1’épaisseur de la couche multimoléculaire qui recouvrait déja la

surface interne du mésopore avant que le phénomene de condensation capillaire ne se

produise (Figure 3-3). Dans le cas de pores cylindriques, comme sur le schéma, r, s’exprime

de la maniére suivante : Te="T,+t

L’épaisseur t peut étre déterminée par 1’équation de Harkins et Jura :

0,1399 0.5
t(nm) = (O,(BTg(P/PO)))

t t t t
- - - -
2r,
—
O Vapeur
Condensation
2r, capillaire 2r, [ Liquide

(3-7)

(3-8)

Figure 3-3 : Représentation de la condensation capillaire de I'adsorbat dans des

pores cylindriques

3.4.2. Porosimétrie mercure

La porosimétrie mercure est une méthode de caractérisation qui va permettre de mesurer la

porosité d’un matériau a différentes échelles (de quelques nanomeétres a quelques centaines de

micrometres) qui repose sur le fait qu’un liquide non-mouillant peut, sous ’effet d’une

pression, envahir les pores d’un matériau. Plus le rayon de pore sera petit et plus il faudra

appliquer une pression importante selon I’équation de Washburn et Jurin''®:
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pr = —2ycos6 (3-9)
Ou: p estlapression appliquée au liquide
r est le rayon du pore
vy est la tension superficielle du liquide, ici le mercure
0 est I’angle de mouillage du liquide avec le matériau

En connaissant 1’angle de mouillage, la tension superficielle du mercure et la pression

appliquée il est alors possible de déterminer le rayon de pores.

Cette méthode est la plus répandue pour la caractérisation des macropores, et peut permettre
d’accéder a de nombreuses informations telles que la distribution de tailles de pores, la
porosité totale, la densité apparente ainsi que la surface spécifique. Toutefois, cette technique
posseéde un certain nombre de limitations dont la plus importante est qu’elle ne mesure pas
vraiment des tailles de pore mais le diametre de I’ouverture la plus large qui permet d’accéder
a ce pore depuis la surface, par conséquent la porosimétrie mercure montrera toujours des

tailles de pore plus petites que le MEB'"’

. De plus, elle est généralement limitée, en fonction
de P’appareil de mesure, a des pores d’un diametre de 200 a 350 micrometres. Ces deux

limitations rendent plus difficile I’étude de matériaux ultra-macroporeux par cette technique.

3.4.3. Mesure de porosité par traitement des images
MEB

La détermination des tailles des ultra-macropores et de leurs interconnexions (c’est-a-dire les
ouvertures qui permettent le passage d’un pore a I’autre) directement par 1’étude des images

d’un matériau poreux obtenues par MEB est régulierement utilisée pour déterminer une taille

118, 119, 120 1 o .
» 7 7 Afin de réaliser une distribution des tailles de pores et

121

moyenne de pores
d’interconnexions un grand nombre de mesures sont nécessaires, le logiciel ImageJ “* a donc
¢été utilisé pour faciliter ce travail. Des images ont été réalisées par MEB en différents endroits
du matériau et les pores et les interconnexions visibles sur ces images ont ét¢ mesurés (Figure
3-4). Les distributions de diametres de pores sont calculées sur environ 100 valeurs mesurées

alors que les distributions des diamétres d’interconnexions sont calculées sur environ 50

valeurs mesurées.

Les distributions ainsi obtenues ne représentent pas les distributions réelles de taille de pore et
d’interconnexions mais ont tendance a minimiser ces valeurs en fonction du plan de coupe par

rapport au diamétre des pores comme le soulignent Jones ef al.'*.
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Figure 3-4 : Cliché MEB et représentation des mesures des diameétres de pores et

d’interconnexions
3.4.4. Comparaison des deux méthodes

Pour réaliser cette comparaison la porosimétrie mercure ainsi que la mesure de porosité par
traitement des images MEB ont été utilisées sur les mémes échantillons. La Figure 3-5 montre
la superposition des résultats des deux méthodes d’analyse pour la mousse M75-B (4.1, Page
85). Si la méthode de mesure directe par MEB est critiquée, c’est qu’elle dépend de 1’axe de
coupe qui, s’il n’est pas sur le diametre des pores provoque une minimisation de la taille de
pores. Cette méthode permet donc de mettre en évidence ’existence de pores supérieurs a 300
um de diamétre (qui ne sont pas étudiables par porosimétrie mercure) qui semble plus
cohérente avec les mesures d’interconnexions pour la mousse M75-B. Les résultats pour la
mousse M75-A montrent la méme tendance avec de plus faibles tailles de pores déterminées
par porosimétrie mercure qui occultent une partie de la porosité de la mousse. Toutefois, les
deux méthodes s’accordent sur le fait qu’il existe une différence dans la distribution des tailles
de pore entre M75-A et M75-B. En effet, la porosimétrie mercure donne un diameétre de pore
moyen de 34 pm et de 123 um pour M75-A et M75-B respectivement alors que la méthode de
mesure par traitement des images MEB donne un diameétre de pore moyen de 161 um et de
356 pm pour M75-A et M75-B respectivement. La méthode d’observation directe en MEB
permet en plus d’obtenir un diametre moyen d’interconnexion de 38 pum pour M75-A et de
136 um pour M75-B. Ainsi, si aucune des deux méthodes ne semble parfaitement adaptée a
I’étude de la distribution de la porosité elles permettent toutes les deux de comparer des
matériaux aux macroporosités différentes. Devant la plus grande simplicité¢ de mise en ceuvre

de I’observation directe par MEB qui présente I’avantage d’étre non destructive et qui en plus
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permet de caractériser les pores de quelques centaines de micromeétres, qui sont les plus
intéressants pour I’ingénierie tissulaire, cette méthode sera utilisée pour caractériser 1’ultra-

macroporosité des scaffolds dans la suite de ce travail.
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Figure 3-5 : Distributions de tailles de pores et d'interconnexions par
porosimétrie mercure et par traitement des clichés MEB pour la mousse M75-B

3.5.Caractérisation de la bioactivité in vitro

Comme il a été montré précédemment (1.3.2, Page 27), il existe une corrélation forte entre la
capacité d’un verre a induire la précipitation d’une couche d’apatite a sa surface lorsqu’il est
immergé dans du SBF et sa bioactivité. Afin d’avoir une premiere idée du comportement des
matériaux destinés a des applications de régénération osseuse il est donc intéressant de

regarder leur comportement au contact du SBF.
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3.5.1. Préparation du SBF

Dans le but d’éviter la précipitation de phosphate de calcium dans le SBF qui serait préparé
trop longtemps a 1’avance les recommandations de Bohner et Lemaitre® ont été suivies, ¢’est-
a-dire que deux solutions différentes ont été préparées, la premiere contenant tous les sels
nécessaires a 1’exception du calcium qui sera dans la seconde solution. Toutefois, le tampon
de pH préconisé par Kokubo?' sera conservé : Tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS).
Pour les deux solutions de chacune 500 mL, soit pour I’élaboration de 1 L de SBF, le
protocole suivi est le méme, 350 mL d’eau distillée et 1 mL d’acide chlorhydrique a 2 N sont
thermostatés a 37°C puis les différentes poudres sont ajoutées successivement en attendant la
dissolution compléte de chacune d’elle avant I’ajout de la suivante. Les natures des produits
solides de départ ainsi que les quantités utilisées sont données dans le Tableau 3-2. Quand le
dernier solide est dissout, le pH est ajusté a 7,4 a 1’aide d’acide chlorhydrique a 2 N et le
volume de chaque solution est ajusté a 500 mL. Les solutions sont ensuite conservées au

réfrigérateur dans des bouteilles en polypropyléne.

Tableau 3-2 : Produits et quantités utilisés pour I'élaboration de SBF'%

Solides de départ Masse de solide ajoutée (g)
Formule Pureté Solution A Solution B
NaCl 99,5% 8,035 0
KCl 99% 0,225 0
K;HPO4.3H,0 99% 0,231 0
MgCL.6H,0 99% 0,311 0
Na,SOy4 99% 0,072 0
NaHCO; 99,5% 0,355 0
CaCl, 97% 0 0,292
TRIS 99% 3,059 3,059

3.5.2. Protocole pour I'étude de l'interaction entre un

matériau et du SBF

Au moment de lancer les interactions matériau / SBF, le SBF est préparé en mélangeant les
solutions A et B selon un rapport 1:1. Les échantillons de verre (sous forme de poudre ou de
scaffold) sont placés dans des flacons et du SBF est ajouté selon un rapport 1 mL de SBF pour

1 mg de solide. Les flacons sont ensuite placés sur un agitateur a plateau dans une étuve a
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37°C. Lorsque la durée souhaitée d’interaction est atteinte, le liquide est prélevé et filtré avec

un filtre de 0,2 pm puis analysé rapidement par ICP-AES.

En cas d’interaction avec un scaffold, le matériau est récupéré et lavé a I’acétone afin d’éviter
que la réaction ne se poursuive et afin d’éviter le dépot de sels tels que NaCl apres
évaporation du liquide qui pourraient perturber 1’observation éventuelle d’une couche de

phosphate de calcium.

3.5.3. Préparation des échantillons pour I’'analyse par

faisceaux d’ions

Les mesures réalisées par ICP-AES apportent des informations sur les concentrations dans la
globalité de 1’échantillon. Afin d’obtenir une évaluation plus fine du processus de bioactivité,
des observations et des mesures a I’échelle locale (de Iordre du micrometre) ont été
effectuées par micro-faisceau d’ions. Dans le but de réaliser ces analyses, les scaffolds
récupérés apres immersion dans le SBF sont lavés, séchés puis inclus en résine. Des coupes
qui permettront 1’observation de la surface mais aussi de I’intérieur des scaffolds peuvent
ainsi étre réalisées. Deux modes de préparations ont été utilisés pour préparer les coupes. Les
coupes de 500 um d’épaisseur (utilisées dans les Parties 4.1, 5.2 et 8.2) ont été réalisées a
I’aide d’une scie diamantée a faible vitesse (Figure 3-6), pour les coupes de 50 pm (pour les
échantillons des Parties 4.2 et 5.3) et de 20 um (pour les échantillons des Chapitres 10 et 11)

un microtome a été utilisé (Leica RM 2145).
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Figure 3-6: Représentation schématique de la préparation des cibles de 500 pm

pour |'analyse par PIXE
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3.6.Imagerie chimique quantitative par

micro-faisceaux d’ions

L’imagerie chimique quantitative par micro-faisceau d’ions a été largement utilisée au cours
de ce travail en raison de son intérét important pour 1’étude des phénomenes biomimétiques.
En effet, I’étude du processus de bioactivité requiert une analyse locale permettant de
comprendre les phénomenes de dissolution et de précipitation dans toute I’épaisseur du
matériau. De plus, la grande sensibilité de ces techniques permet 1’étude des éléments traces
qui peuvent avoir une grande influence sur les systémes biologiques. Le principe théorique de

cette méthode est décrit en Annexe, page 207.
3.6.1. Procédure analytique

3.6.1.1.Méthode d’obtention des spectres et

des cartographies

Le faisceau de particules incidentes est utilisé afin de balayer la surface de 1’échantillon. A
chaque point (qui correspond a la taille du faisceau) les fluorescences émises sont détectées ce
qui permet de connaitre la répartition des éléments dans 1’échantillon sur la surface balayée.
La résolution de I’image obtenue dépend directement du diamétre du faisceau mais aussi de
I’homogénéité de 1’échantillon en profondeur puisque la pénétration des ions dans la matiére
implique une analyse sur une profondeur de plusieurs micrometres jusqu’a la centaine de
micrometres. Dans le cadre de cette étude, une taille de faisceau de 1 pum sera suffisante.
Puisque 1’analyse est faite par balayage, a chaque point de la cartographie correspond un

spectre. A la fin de I’analyse le spectre somme de tous les points est obtenu.

Afin de représenter les cartographies et de réaliser des analyses qualitatives et quantitatives
par la suite, il convient dans un premier temps d’identifier les éléments. Pour cela un
¢talonnage en énergie est réalis€¢ sur un échantillon standard ce qui permet d’identifier les
raies caractéristiques des différents éléments. Lorsque les éléments sont identifiés, une
cartographie de la répartition d’un élément peut étre obtenue en isolant le pic d’émission
caractéristique a 1’aide du logiciel Supavisio comme montré sur la Figure 3-7: la contribution
du silicium au spectre total est isolée et permet d’obtenir la cartographie de répartition du

silicium sur la zone balayée par le faisceau.
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De plus, grace au logiciel Supavisio, il est possible de définir des régions d’intérét appelées
ROI (Region Of Interest) grace a des masques dessin€s sur les cartographies, ces masques
permettent d’isoler le spectre de fluorescence correspondant a cette zone. La Figure 3-8
montre en a) la ROI délimitée par le masque représenté en vert, le spectre total correspondant
a la zone délimitée est alors le spectre représenté en gris en b). L’intérét de définir ces ROI est
d’isoler le spectre correspondant a des zones différentes comme par exemple des couches de
phosphate de calcium dans notre cas pour étudier la bioactivité des matériaux. Les spectres
ainsi obtenus seront ensuite traités pour obtenir des mesures de concentrations (3.6.1.2, Page
70). Mais cela peut aussi servir a déterminer la composition d’une impureté dans un matériau,
la composition élémentaire des différentes phases d’un matériau, etc...

Si

a) _L

' Max

\ﬁ‘ |

Energie

1EQ3 + V

Figure 3-7 : Représentation de la méthode d’obtention des cartographies
élémentaires pour le silicium. a) La plage d’énergie correspondant a la raie
d’émission du silicium est sélectionnée de maniére a isoler cet élément sur la
totalité de la zone balayée par le faisceau. b) La distribution du silicium sur cette

zone peut alors étre obtenue
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Figure 3-8 : Représentation de la méthode d’obtention des spectres PIXE pour
une région donnée. a) une cartographie d’un élément chimique (ici le silicium)
est utilisée pour délimiter les zones d’intérét (ROI en vert) sur la zone balayée
par le faiceau. b) Le spectre correspondant (gris) peut alors étre isolé du spectre

total (noir) de la zone balayée par le faisceau.

3.6.1.2.Analyse gquantitative

3.6.1.2.1 Calcul des concentrations

Dans la partie précédente il a ét¢ montré qu’il est possible d’avoir des informations
qualitatives sur les éléments constitutifs de I’échantillon. Il devient alors nécessaire a partir du
spectre d’étre capable d’évaluer quantitativement la composition. La surface d’un pic est
proportionnelle a la quantité de photons X émis par I’élément correspondant, qui est elle-
méme proportionnelle a la quantité de cet élément dans 1’échantillon. Pour connaitre la
composition de I’échantillon il faut donc convertir le nombre de photons détectés en

concentration élémentaire.

Le nombre de photons émis dans un élément d’épaisseur dx de 1’échantillon dans lequel a lieu

I’interaction est donné par la relation :
dN = Ny,.Nj.of. dx (3-10)
Ou: Nz est la concentration de 1’élément de numéro atomique Z que 1’on cherche a
quantifier en atome/cm’
N, est le nombre de particules incidentes

o est la section efficace totale de production des rayons X (Annexe 1.3.3.2, Page

218)
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Il est possible d’exprimer la concentration Nz en concentration massique, dans ce cas la
formule précédente devient :

Nalz X dy (3-11)
Az

dNF = N,,.
Ou: N, est le nombre d’Avogadro (N = 6,023.10* atomes/mol)

C; est la concentration massique de 1’élément de numéro atomique Z (en g/cm’)
Ay est la masse atomique de 1’élément

Toutefois, tous les photons émis par 1’échantillon ne sont pas détectés, un certain nombre de
phénomenes imposent la prise en compte de parameétres d’atténuation, de détection et de
comptage qui conduisent & un nombre de photons détectés différent du nombre de photons

produits :
AN = Ny. 0¥ Teop. .- Ny. dx (3-12)

Ou: Qest’angle solide de détection

€ est I’efficacité du détecteur

Tyt est un paramétre lié a atténuation des photons par les différents matériaux se
trouvant sur leur trajet. I1 posseéde deux contributions, une liée a D’atténuation dans

I’échantillon (T¢) et 'autre liée a des filtres absorbants (Ta.s) éventuels placés devant le

détecteur.
Ttot = Taps- Tecn (3-13)
Tyor = e Habstabs g~Hech-tech (3-14)
Ou: preprésente le coefficient d’atténuation linéaire
t est I’épaisseur de maticre traversée

La concentration Nz de I’élément a quantifier peut alors étre déterminée a partir de la
connaissance du nombre de photons mesurés dNJ qui provient de I’intégration du pic
caractéristique de 1’élément Z. Il faut toutefois faire attention puisque, au cours de ce rapport,
tous les échantillons étudiés le sont sous forme de coupes épaisses. Par conséquent, il faut
prendre en compte les deux principaux effets de matrice qui sont la perte d’énergie des
protons dans la mati¢re (ralentissement voire arrét) et ’atténuation des rayons X émis en

profondeur.

. . . o . 4 A . dE e
Pour cela, il est nécessaire de faire intervenir le pouvoir d’arrét : = S(E), I’équation 3-10

devient alors :
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Q (0 of(E).Tech(E)
N5 = Ny.Ny .x. Taps- €4 Eo#d}i (3-15)

Différentes approches sont possibles pour connaitre les valeurs des différents termes de
I’équation telles que 1’utilisation d’un étalon de référence ou encore d’un étalon interne. Une
troisitme méthode, appelée absolue, consiste a utiliser des logiciels de traitement contenant
des valeurs tabulées des différents parametres. Cette derniere méthode sera celle employée

dans la suite de ce travail, le logiciel de traitement est le logiciel GUPIX.
3.6.1.2.2 Utilisation du code GUPIX

Le logiciel GUPIX permet de déterminer les concentrations des différents éléments
constitutifs de 1’échantillon a partir du spectre PIXE isolé grace aux masques. Pour cela, le
logiciel détermine I’intensité des pics caractéristiques en utilisant un spectre simulé construit a
partir de données expérimentales et tabulées puis cherche a reproduire au mieux, en plusieurs
itérations, le spectre expérimental en suivant la méthode des moindres carrés. Les données
tabulées concernent les énergies des raies caractéristiques ainsi que les rendements de
fluorescence et les intensités relatives de raies qui sont modifiées de mani¢re a prendre en

compte I’efficacité du détecteur, les effets d’absorption et les effets de matrice'*.

Cependant, le bruit de fond continu ne peut pas étre modélisé, le spectre simulé ne contient
donc que les pics caractéristiques. La stratégie utilisée pour pallier cette difficulté consiste en
I’application au spectre expérimental d’une fonction filtre symétrique appelée « chapeau haut
de forme » (Top-hat filter) composée d’un lobe supérieur central positif UW (Upper lobe
Width) et de deux lobes externes négatifs LW (Low lobe Width). Cette fonction filtre est
représentée sur la Figure 3-9 qui montre que ce traitement permet d’éliminer complétement le
bruit de fond linéaire.

Le spectre peut alors étre modélisé et ainsi, les intensités des pics correspondants aux
différents éléments peuvent étre déterminées. Un exemple de modélisation est donné en
Figure 3-10, les pics du spectre simulé débarrassés de la contribution du bruit de fond
permettent de connaitre les intensités des pics du spectre expérimental. Il est alors possible de
calculer les concentrations élémentaires par la formule :

__ 1
I+.Q.H.€;.Tqps

(3-16)

Cz
Ou: Cgzestla concentration de I’élément de numéro atomique Z

I¥est I’intensité expérimentale de la raie X d’émission de 1’élément Z

I; est ’intensité théorique calculée obtenue a la fin des itérations
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Q est la charge déposée par le faisceau

H est un parameétre instrumental

g est I’efficacité intrinseque du détecteur

Taps est le coefficient de transmission a travers les filtres placés devant le détecteur

Le parametre instrumental H dépend de la présence ou non de filtres devant le détecteur. En

leur absence, il représente I’angle solide et peut étre exprimé de la maniére suivante :
S
H =2n(1 — cosa) = = (3-17)

Ou: aest’angle d’ouverture du détecteur sur 1’échantillon
S est la surface du détecteur
d est la distance entre la cible et le détecteur

Si un filtre absorbant est utilisé, H ne représente plus I’angle solide et sa valeur varie en
fonction de I’énergie des photons X analysés. Une calibration est alors nécessaire, elle est
réalisée a I’aide d’un étalon de composition connue et qui contient & peu pres les mémes

¢léments que les échantillons a analyser.

Malgré cette calibration, la bonne connaissance de tous les parametres reste difficile,
notamment pour la valeur de la charge déposée. Pour s’affranchir de ce phénomene, et parce
que les éléments constitutifs des €chantillons analysés sont bien connus, il est possible de
normaliser les concentrations a 100%. En faisant cela, les valeurs de charge déposée et
Iefficacité intrinseque du détecteur peuvent €tre €liminées de 1’équation 3-16. Un point
important doit cependant étre considéré avec vigilance, certains éléments ne sont pas
détectables (carbone, oxygene, hydrogéne) mais ne doivent pas étre oubliés dans la
composition du matériau. Le logiciel GUPIX est toutefois capable de les gérer en tant
qu’éléments invisibles associés aux éléments visibles, dans la mesure ou ils forment des

composés stoechiométriques connus avec ceux-ci.
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Figure 3-9: Représentation de la fonction filtre Top-hat et de son effet sur un

spectre comprenant un pic Gaussien et un bruit de fond linéaire!?®
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Figure 3-10 : Spectre expérimental (en pointillés) et spectre simulé par GUPIX
(en trait plein) obtenus sur la couche phosphocalcique se formant a la surface

d’'une mousse de verre Si0O,-CaO
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3.6.1.3.Utilisation de filtres absorbants

(funny filter)

Il a été exposé précédemment qu’il était possible d’utiliser un filtre absorbant a ’entrée du
détecteur ce qui induisait la nécessit¢ d’une calibration supplémentaire. Malgré cet
inconvénient, I'utilisation de filtres absorbants peut étre d’une aide précieuse pour I’analyse
d’éléments lourds présents a 1’état de traces. L’interposition d’un filtre entre 1’échantillon et le
détecteur permet d’atténuer la composante basse énergie du spectre et d’améliorer la détection
des éléments lourds. Ceci sera nécessaire pour ’analyse des échantillons biologiques qui
contiennent des traces de Zn et de Sr dans une matrice de calcium et de phosphore
principalement, et pour les verres dans lesquels du SrO a été ajouté dans une matrice de
silicium, calcium et phosphore. De plus, le chlore présent dans la résine en quantité

importante pourrait aussi participer aux phénomenes parasites.

Néanmoins, les échantillons a analyser peuvent aussi contenir des éléments traces de faible
numéro atomique qu’il est intéressant de pouvoir doser, c’est le cas du magnésium par
exemple. L’utilisation d’un filtre absorbant empécherait I’étude de cet élément. Une maniere
de concilier les différentes exigences présentées est I'utilisation d’un filtre percé d’un trou en

son centre qui est appelé « funny filter ».

L’utilisation de ce filtre permet de diminuer 1’intensité des raies de basse énergie, mais laisse
passer, grice au trou, un nombre suffisant de photons provenant des éléments traces pour en
permettre la détection avec un taux de comptage acceptable. Les photons de plus hautes
énergies qui sont émis par les éléments lourds a 1’état de traces ne sont quasiment pas affectés

par la présence du filtre'*°,

L’utilisation de « funny filter » est donc trés appréciable pour la détection d’éléments lourds a
I’état de trace comme le strontium. Cependant, comme expliqué en 3.6.1.2.2, Page 72, le
facteur instrumental H va étre impacté par ’utilisation de ces filtres, il devra donc étre
déterminé expérimentalement grace a la réalisation d’une calibration sur un échantillon
standard connu (NIST (Standard Reference Materials) NBS 620). Un exemple de I’évolution
de H en fonction de 1’énergie des photons X, déterminée grace a 1’échantillon standard, est

donnée en Figure 3-11.
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Figure 3-11 : Evolution du paramétre H en fonction de I'énergie des photons X
pour un "funny filter" en aluminium de 100 um d'épaisseur et percé d'un trou de

2 mm de diametre

3.6.1.4. Résumé des parametres choisis

D’apres les différentes considérations exposées précédemment deux cas différents vont se
présenter pour 1’analyse de 1’ensemble des échantillons de ce rapport : les échantillons
contenant des éléments lourds a 1’état de trace (principalement le strontium) et ceux n’en

contenant pas. Ainsi deux jeux de conditions expérimentales seront possibles :
e Faisceau de protons de 1,5 MeV pour les verres binaires sans « funny filter »
e Faisceau de protons de 3 MeV pour les verres contenant du strontium ainsi que pour

les coupes d’échantillons biologiques et un « funny filter » d’aluminium de 100 pm

d’épaisseur avec un trou de 2 mm de diametre

Il faut noter que les conditions expérimentales proposées pour les échantillons au strontium
peuvent parfaitement €tre utilisées pour les échantillons n’en contenant pas, le contraire n’est
pas vrai. La premiére configuration ne sera donc utilisée que pour des sessions d’analyse ne

comportant aucun échantillon contenant du strontium ou du zinc.

3.6.2. Justification du choix de la PIXE par rapport a

une autre méthode d’analyse élémentaire

La méthode d’analyse PIXE est 'une des trois méthodes d’analyse liées a 1’émission de
rayons X due a une irradiation. Alors que la PIXE fait appel a I'utilisation des ions pour

exciter les atomes a analyser et provoquer une émission, les deux autres méthodes utilisent
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pour I’une des €lectrons (EDXS : Energy-Dispersive X rays Spectrometry) et pour 1’autre des

photons (XRF : X-Ray Fluorescence).

Le premier avantage de 1’utilisation d’un faisceau de protons et non d’électrons est que le

faisceau d’ions reste directif a la traversée de 1’échantillon comme le montre la Figure 3-12.

Mais I’atout principal de la PIXE, en comparaison des autres méthodes, est sa grande
sensibilité. En premiére approche, la sensibilité se défini comme la concentration minimale
détectable et les détecteurs Si(Li) peuvent détecter le signal émis par de trés faibles quantités
d’un élément (de Iordre de 10°g/g). Cependant, les éléments traces se trouvent toujours
contenus dans une matrice qui géneére un bruit de fond (Annexe 1.3.4.1, Page 219)
essentiellement constitu¢ du Bremsstrahlung. L’existence de bruit de fond va de fait imposer
une limite a la sensibilité qui devient la capacité d’un pic caractéristique de I’élément trace a
se distinguer de maniere significative du bruit de fond. La condition de détection d’un élément

est alors donnée par la relation :
Np >3 NB (3_18)
Ou: Npest le nombre d’impulsions détectées contenues dans le pic de 1’élément

Ng est le nombre d’impulsions dans le bruit de fond contenu dans un intervalle de

largeur égale a la largeur a mi-hauteur du pic.

La Figure 3-13 représente les concentrations minimales détectables et montre de manicre tres
intéressante qu’il est possible d’optimiser la détection de la plupart des éléments pour une
énergie de faisceau incident de 2-3 MeV. De plus, la quasi-totalité des éléments peut étre

observée a une concentration de I’ordre de quelques ppm.

La grande sensibilit¢ de la PIXE en fait donc son intérét dans de nombreux domaines
d’application ou les éléments traces revétent une importance particuliere tels que 1’art,
I’archéologie ou encore la géologie. Dans le cadre de ce travail de these, et plus généralement
dans le cadre biomédical'”’, la possibilité d’étude des éléments traces représente un atout

majeur en raison du réle important que jouent ces éléments au sein des organismes vivants.
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Figure 3-12: Représentation du parcours des particules incidentes dans

I’échantillon en fonction du type de faisceau utilisé!?®
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Figure 3-13: Représentation des concentrations minimales détectables en PIXE
en fonction du numéro atomique de I’'élément et de I'énergie des particules

incidentes!?®
3.6.3. Evaluation des effets d’irradiation

Le bombardement des échantillons par le faisceau de protons peut entrainer des dommages a
la surface du matériau en particulier il est possible d’observer une perte en éléments 1égers (H,
C, N, O). La variation de composition de la cible au cours de 1’analyse qui résulte de ce
phénomene risque de perturber les mesures de concentration réalisées. Pour vérifier
I’importance de ce phénomene, la variation de composition d’un échantillon au cours d’une
analyse a ¢été vérifiée. La Figure 3-14 montre de légeres fluctuations (< 6%) dans les
concentrations mesurées qui peuvent étre dues a la perte d’éléments 1égers mais également a
un déplacement de 1’échantillon lors de 1’analyse (dGi principalement a des variations de

température au niveau de la chambre d’analyse). Les mesures de concentrations au sein de
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I’échantillon sont toutefois peu impactées par la durée de 1’analyse et le courant utilisé qui est

de I’ordre de 100 pA sur cible.
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Figure 3-14 : Evolution des concentrations en Si, Ca et P en fonction de la durée
de I'analyse par p-PIXE avec des protons de 1,5 MeV (courant sur cible de l'ordre
de 100 pA) de la partie interne des murs d’'une mousse de verre bioactif de

composition Si0,-CaO immergée 5 jours dans du SBF
3.6.4. Présentation du dispositif expérimental

Les analyses par PIXE ont été réalisées au CENBG (Centre d’Etudes Nucléaires de Bordeaux-
Gradignan CNRS/IN2P3 UMR 5797) sur la plateforme AIFIRA (Applications
Interdisciplinaires de Faisceaux d’Ions en Région Aquitaine). Cette plateforme se compose de
différentes lignes d’analyse aux propriétés spécifiques qui permettent de multiples
applications telles que 1’analyse d’échantillons de taille importante (ne pouvant étre découpés)
graice a la ligne de faisceau extrait, cela permet, notamment, 1’analyse d’objets

archéologiques.

La ligne nano-faisceau qui a été utilisée au cours de ce travail sera décrite par la suite
contrairement aux autres lignes qui n’ont pas ¢été utilisées. Seule la partie commune
(production, accélération et sélection de particules), située en amont de I’aimant d’analyse
(Figure 3-15) sera décrite. L’aimant d’analyse permet de diriger le faisceau de particules vers
la ligne souhaitée, il est intéressant de noter que le faisceau ne peut étre dirigé que vers une

seule ligne et qu’il n’est donc pas possible d’en utiliser plusieurs en méme temps.
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Figure 3-15 : Représentation schématique de la ligne nano-faisceau du CENBG

3.6.4.1. Production, accélération et sélection

des particules

Les particules sont produites par un accélérateur électrostatique 3,5 MV - Singletron'”’. Cet
accélérateur permet de travailler avec différents ions (H', D" et He") et a des énergies

comprises entre 800 keV et 3,5 MeV '’

. L’accélérateur permet de produire un faisceau a la
stabilité énergétique et a la brillance nécessaires a 1’existence de lignes haute résolution et
donc plus particulierement a la ligne nano-faisceau qui a été utilisée au cours de ce travail de

these.

En sortie d’accélérateur des particules de natures et d’énergies différentes sont récupérées, un
aimant de sélection permet d’isoler le type et I’énergie des particules nécessaires a I’analyse.
En effet, les ions de méme rapport charge / masse vont étre défléchis selon une trajectoire
dont le rayon de courbure dépend également de 1’énergie. L’aimant d’analyse va ensuite

permettre de diriger le faisceau vers la ligne nano-faisceau.

3.6.4.2.La ligne nano-faisceau"'*

3.6.4.2.1 Acheminement du faisceau jusqu’a la
chambre d’analyse
Les particules sélectionnées grace a ’aimant de sélection sont dirigées par 1’aimant d’analyse
vers la ligne nano-faisceau ou le faisceau va étre focalisé et envoyé sur 1’échantillon. La ligne
fait 9,2 m de long et est fixée sur un bloc de granite qui permet d’éviter les vibrations

parasites. Le faisceau est focalis€¢ en utilisant un systéme de 5 quadrupoles magnétiques
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répartis en un doublet et un triplet. Cette étape permet 1’obtention d’un faisceau de diametre
¢gal ou inférieur au micrometre en fonction des conditions d’analyse. En analyse STIM cette

3 cependant, dans le cadre de cette étude, au

ligne a déja atteint une résolution de 200 nm'
regard de I’épaisseur des échantillons et des processus étudi€s, une telle résolution n’est pas
utile, un faisceau d’1 pm de diametre est suffisant. Cette plus faible exigence sur la résolution
permet de travailler avec un collimateur objet plus large (20 um de diametre) et donc d’avoir

un signal plus important lors de 1’analyse.

Le faisceau ainsi focalis€¢ va pouvoir étre envoyé sur I’échantillon, toutefois il doit encore
pouvoir étre déplacé afin de balayer la surface de I’échantillon, c’est dans ce but que des

plaques de balayages électrostatiques sont installées apres le triplet.

3.6.4.2.2 Chambre d’analyse

La chambre d’analyse est équipée d’un porte-échantillon motorisé permettant de déplacer
I’échantillon dans les 3 directions de I’espace ainsi que de deux microscopes permettant
d’observer I’échantillon en réflexion pour 1’un et en transmission (échantillon fin) pour

I’autre. Ce systéme permet donc un repérage facile sur la surface de 1’échantillon a analyser.

La caméra permettant 1’observation en transmission (MT sur la Figure 3-16) se situe sur un
porte objet motorisé comprenant aussi une cage de Faraday (CF) ainsi qu’un détecteur d’ions
transmis (STIM) ce qui permet de les échanger automatiquement et sans avoir a ouvrir la
chambre. La chambre a été créée de maniere a pouvoir y placer 4 détecteurs de rayons X

différents ce qui permettra dans les années futures de réduire le temps d’analyse.
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Détecteur PIXE

Porte-echantillon

Porte-objet (MT/STIM/CF)

Faisceau de protons

Figure 3-16 : Représentation schématique de la chambre d'analyse de la ligne
nano-faisceau (MT : microscope optique a transmission, STIM : détecteur pour la

microscopie ionique a transmission, CF : cage de Faraday)!*?

3.6.4.2.3 Détecteurs

Les photons X émis par I’échantillon qui a été frappé par le faisceau de protons vont étre
détectés grace a un spectrométre a dispersion d’énergie (EDS : Energy Dispersive
Spectroscopy). Les rayons X passent d’abord a travers une fenétre en béryllium de 12 pm
d’épaisseur qui permet la détection des éléments a partir du sodium. Ils arrivent ensuite sur un
semi-conducteur de silicium dopé au lithium et y créent des paires électron-trou dont le
nombre est proportionnel a 1’énergie des photons X. Un analyseur multicanal permet de trier
les différents évenements et de reconstituer le spectre. La résolution de ce détecteur est proche
de 150 eV dans la gamme des énergies utilisées au cours de ce travail. Les mesures ont été

réalisées avec un détecteur placé a 135° par rapport a I’axe du faisceau.
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Partie B Mousses de verre

binaire
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Chapitre 4 Etude de l'influence
de la macroporosité des mousses
de verre sur leur réactiviteé et
optimisation du procédeé de

moussage

4.1.Influence de la macroporosité sur la

réactivité
4.1.1. Synthése des mousses de verre bioactif

Les différents parametres expérimentaux de la synthése ont une influence sur la porosité
finale du matériau (2.2.2.4.3, Page 50). En particulier, la quantité de tensioactif semble étre un
parameétre tres influant. Deux mousses de verre bioactif de composition massique 75% Si10, —
25% CaO ont été synthétisées par le procédé développé par Sepulveda er al.** en faisant

varier la quantité de tensioactif.

La synthese est effectuée selon le protocole détaillé en Figure 4-1 en respectant les quantités
de réactifs indiquées dans le Tableau 4-1. Du TEOS est ajouté sous agitation forte a un
mélange d’eau et d’acide chlorhydrique (HCI) de maniére a forcer le contact entre le TEOS et
I’eau (qui ne sont en principe pas miscibles), et a permettre 1’hydrolyse du TEOS. En effet, la
synthése sol-gel comporte généralement 1’utilisation d’un co-solvant (souvent 1’é¢thanol) qui
permet de rendre miscibles I’eau et le TEOS. Pour le moussage I'utilisation d’éthanol est
impossible puisqu’il s’agit d’un anti-moussant. Du nitrate de calcium (Ca(NOs3),,4H,0) est
ensuite ajouté. Apres une heure d’agitation, un tensioactif (Teepol) et un catalyseur, 1’acide
fluorhydrique (HF), sont ajoutés et le sol est agité vigoureusement de manicre a y incorporer
des bulles d’air. L’opération est menée en conservant toujours la température a 25°C a I’aide
d’un bain thermostaté afin d’avoir un temps de moussage avant gélification reproductible. Au

fur et a mesure du moussage la viscosité du sol augmente et lorsque le point de gélification est
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approché, la mousse est versée dans des pots en téflon qui sont alors hermétiquement fermés

et mis a I’étuve a 60°C pendant 72 h puis a 125°C pendant 48 h.

Des cylindres de mousse sont récupérés et calcinés dans un four tubulaire selon le programme
suivant : 20 = 300°C (1°C/min), 300°C durant 2 h, 300 = 450°C (1°C/min), 450°C durant 2
h, 450 = 600°C (1°C/min), 600°C durant 2 h, 600 = 700°C (2°C/min), 700°C durant 24 h,
700 > 20°C. Un programme de calcination lent est utilisé pour éviter la création de
contraintes importantes qui engendreraient une fissuration du matériau. Les deux mousses

ainsi obtenues sont présentées en Figure 4-2.

| TEOS+HCO+H,0 |

N4

| Agitation 30 min I

@,_ ___________ Ca[NOs);.4H,0 |

| ngitationth |

g |_Teepol+tr_|
| Moussage I

¢

Gélification 48h, 60 °C
puis 24h, 125 °C

| calcination 2ah, 700 °C |

Figure 4-1 : Représentation schématique de la synthese de mousses de verre

bioactif

Tableau 4-1 : Quantités de réactifs utilisées pour la synthése des mousses de

verre
TEOS HzO HCI 2N Ca(NO3)2.4H20 VOloTeepol VOl.HF
(mL) (mL) (mL) (® (mL) (mL)
M75-A 13,94 13,48 2,25 5,2637 0,25 0,75
M75-B 13,94 13,48 2,25 5,2637 0,5 0,75

Figure 4-2 : Photographies des mousses obtenues aprés calcination (M75-A a
gauche et M75-B a droite)
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4.1.2. Caractérisation des mousses

4.1.2.1. Porosité totale
La porosité totale (P) des mousses est déterminée par la formule suivante :

P =100 x M (4_1)

Préel
Ou:  pgpp st la densité apparente de la mousse, obtenue par pesée de plusieurs cylindres de

mousse et mesure géométrique du volume de ces cylindres.

Preel €t la densité réelle du verre de composition massique 75 % SiO, — 25 % CaO,
elle a été¢ déterminée par pycnométrie hélium comme étant de 2,36 + 0,01 cm’/g sur de la
poudre obtenue apres broyage des mousses.

La mousse M75-A présente une porosité totale de 83 + 4 % et M75-B de 88 £ 2 % ce qui

montre qu’il n’y a pas de différence significative du point de vue de la porosité totale.

4.1.2.2.Etude de la texture par adsorption

d’azote

Les surfaces spécifiques, volumes poreux et diametres de pores moyens (Tableau 4-2) sont
comparables pour les deux mousses et les distributions de taille de pores (Figure 4-3) sont

assez similaires. M75-A et M75-B possedent donc des propriétés de surface identiques.

Tableau 4-2 : Comparaison de la texture des deux mousses (chaque synthése a
été répétée une seconde fois et caractérisée dans les mémes conditions que la

mousse d’origine afin d’affiner les valeurs)

Surface Volume poreux Diamétre de pores
Spécifique (m?/g) total (cm’/g) moyen (nm)
M75-A 158+12 0,50 = 0,05 6,3+0,2
M75-B 152+ 16 0,50+ 0,03 6,7+0,3
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Figure 4-3: Distributions de tailles de pores des deux mousses obtenues par la

méthode BJH sur la branche de désorption

4.1.2.3. Comparaison des ultra-macroporosités

des deux mousses

Puisque les deux mousses ont des mésoporosités identiques et un méme volume poreux total,
il reste a vérifier si la répartition de I’ultra-macroporosité est différente, ce qui semble étre le
cas sur les clichés MEB (Figure 4-4). Les mesures de distribution de tailles de pores et
d’interconnexions réalisées par traitement des images MEB montrent des différences
significatives entre ces deux mousses (Figure 4-5). En effet, M75-A présente 57% de pores
ayant un diametre compris entre 100 et 300 um et 4% de pores ayant un diametre supérieur a
300 um contrairement & M75-B qui présente 33% de pores avec un diamétre compris entre
100 et 300 um et 64% de pores supérieurs a 300 um. Du point de vue des interconnexions une
tendance identique se retrouve puisque M75-A possede 76% d’interconnexions ayant un
diametre inférieur a 50 um et 22% d’interconnexions comprises entre 50 et 100 pm. M75-B
possede 10% d’interconnexions avec un diametre inférieur a 50 pm et 59% d’interconnexions
supérieures a 100 um.

De cette étude, il ressort que M75-B posséde des pores de taille importante et que M75-A
semble plus dense, avec de plus petit pores et de plus petites interconnexions. Des pores et des
interconnexions plus petits devraient conférer de meilleures propriétés mécaniques au
scaffold, toutefois, une porosité trop €troite pourrait empécher 1’invasion cellulaire. En vue de

la réalisation d’essais in vivo sur ces mousses, une ¢tude préalable a été réalisée en milieu
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acellulaire in vitro pour tenter de déterminer la plus prometteuse des deux mousses ce qui

permettrait de diminuer le nombre d’essais en milieu vivant.

Figure 4-4 : Clichés MEB des mousses de verre bioactif (M75-A a gauche et M75-
B a droite)
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Figure 4-5 : Distribution des tailles de pores et d’interconnexions pour les
mousses M75-A et M75-B

4.1.3. Etude de la réaction de minéralisation en surface

des pores par micro-faisceaux d’ions

4.1.3.1.Variations de la composition du SBF
au cours de l1’immersion des mousses M75-A

et M75-B

Les deux mousses M75-A et M75-B sont immergées dans du SBF pendant 15, 30 et 45
minutes, 1 et 5 heures et 1,2 5 et 10 jours. Une fois immergées dans le SBF, les deux mousses
conduisent a des variations similaires de composition ionique de la solution (Figure 4-6). Les
concentrations en calcium et en silicium augmentent rapidement et aprés 1 jour d’interaction
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il n’y a plus de variation significative ni de la concentration de ces deux especes ni entre les
deux mousses. Les valeurs moyennes de ces paliers sont de 57 £ 2 ppm pour le silicium et de
250 + 4 ppm pour le calcium. Les concentrations en phosphore et en magnésium diminuent au
cours de I’immersion des mousses dans le SBF pour atteindre un palier a 0,5 + 0,1 ppm apres
5 jours d’immersion pour le phosphore et de 53,0 + 0,4 ppm pour le magnésium apres 2 jours
d’immersion. Ces diminutions semblent montrer un processus de précipitation d’une couche
de phosphate de calcium qui incorporerait du magnésium. Ce processus semble similaire pour

les deux mousses, ce qui est cohérent avec 1’observation de propriétés texturales équivalentes.
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Temps d’immersion dans le SBF (jours)

Figure 4-6 : Evolution des concentrations déterminées par ICP-AES en
phosphore, silicium, calcium et magnésium dans le SBF au cours de l'interaction

avec les mousses de verre bioactif M75-A et M75-B
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4.1.3.2.Cartographies élémentaires

Les échantillons obtenus aprés immersion pendant 1 et 5 heures et 1,2 5 et 10 jours ainsi que
les mousses avant immersion sont étudiées par PIXE. Les cartographies du calcium et du
silicium a 0 jour d’immersion (Figure 4-7) montrent une composition homogene des mousses
de verre. Les cartographies élémentaires a 10 jours d’immersion montrent des comportements
treés différents entre les deux mousses. Le processus de bioactivité devrait conduire a une
minéralisation homogene a la surface des pores comme c’est le cas pour M75-B (Figure 4-8)
avec la formation d’une couche de phosphate de calcium d’environ 5 pm d’épaisseur. A
I’inverse, pour M75-A (Figure 4-9) la minéralisation ressemble plus a la réaction d’un bloc
(monolithe) qui se transformerait progressivement depuis ’extérieur de la mousse vers

I’intérieur. Cela donne lieu a une réaction inhomogene.

Figure 4-7 : Cartographies élémentaires des mousses M75-A (haut) et M75-B
(bas) avant immersion (0 jour) dans le SBF. Ces cartographies élémentaires
obtenues sur des sections de mousse montrent en blanc des zones ne contenant
pas de Si ou de Ca, c’est-a-dire des zones sans verre. Il s'agit des pores dont la
forme sphérique est caractéristique. Les zones colorées contiennent du Ca et du

Si, c’est-a-dire du verre. Il s'agit des murs de la mousse.
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Figure 4-8 : Cartographies élémentaires de la mousse M75-B apreés 10 jours
d'immersion dans le SBF et superposition des cartographies du silicium (bleu) et

du phosphore (rouge)

Figure 4-9 : Cartographies élémentaires de la mousse M75-A aprés 10 jours
d'immersion dans le SBF et superposition des cartographies du silicium (bleu) et

du phosphore (rouge)
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4.1.3.3.Mesures locales de concentrations

L’évolution de la concentration en calcium dans la partie interne des murs (Figure 4-10)
montre une décroissance rapide de la concentration en calcium au cours des premiers instants
de réaction. Elle résulte de la dissolution du verre et est en accord avec le relargage de
calcium observé dans le SBF. Dans le méme temps, une augmentation concomitante de
silicium est observée du fait de la normalisation des concentrations. Aprés 2 jours
d’immersion, la concentration en calcium remonte faisant diminuer la concentration en
silicium. De plus, du phosphore est détecté dans les murs ce qui permet de mettre en évidence
un processus de diffusion de la périphérie du verre (qui est en contact avec le fluide contenant
du phosphore) vers 'intérieur des murs. De trés faibles quantités de magnésium sont aussi

détectées ce qui conforte la discussion précédente sur le processus de diffusion.

Les mesures de concentration a la périphérie des murs (Figure 4-11) montrent une diminution
de la concentration en silicium ainsi qu’une augmentation des concentrations en calcium et en
phosphore témoignant de la précipitation de phosphates de calcium avec un rapport molaire
de concentration Ca/P tendant vers celui de D’apatite (1,667) (Figure 4-12). Dans les deux
mousses, la quantité de magnésium augmente a la périphérie du verre puisqu’il est incorporé
en tant qu’élément trace dans le phosphate de calcium qui se dépose.

De plus, ce dépot progresse plus rapidement vers sa composition finale pour la mousse M75-
B que pour la mousse M75-A. Cela provient vraisemblablement de la réaction plus homogene
a la surface de la mousse M75-B, qui conduit a I’obtention d’une couche de phosphate de
calcium sur la majorité de la surface des pores alors que 1’autre mousse posséde des zones de
sa surface ayant moins réagi que d’autres. Dans les premiers instants de réaction, il est
difficile de déterminer des régions d’intérét puisque la couche d’apatite n’est pas encore
clairement identifiable. Des mesures sur des zones de la mousse M75-A ayant peu réagi
conduisent donc a une diminution de la valeur moyenne des concentrations en calcium et en
phosphore. Quand la zone riche en phosphore devient plus facile a identifier, la différence

entre les deux mousses s’estompe.

II est intéressant de remarquer que 1’incertitude sur la composition de I’intérieur des murs est
plus faible que pour la périphérie du matériau qui présente une forte incertitude (Figure 4-11).
Cela provient d’une inhomogénéité¢ de réaction sur toute la surface de la mousse, cette
incertitude est d’ailleurs généralement plus importante pour la mousse M75-A ce qui est
significatif étant donné I’'inhomogénéité de réaction en fonction de la zone considérée qui a

¢té mise en évidence par 1’étude des cartographies élémentaires.
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Figure 4-10 : Evolution de la composition de I'intérieur des murs des mousses
M75-A et M75-B lors de I'immersion dans le SBF

94



16
14
12
10

O N b OO

Concentration (% massique)

O I T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Temps d’immersion dans le SBF (jours)

Figure 4-11 : Evolution de la composition de la périphérie des mousses M75-A et
M75-B lors de l'immersion dans le SBF
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Figure 4-12 : Evolution du rapport Ca/P molaire de la couche de phosphate de
calcium a la surface des mousses M75-A et M75-B lors de I'immersion dans le
SBF (HA : Hydroxyapatite)
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4.1.3.4.Etude de la circulation du fluide

biologique dans les pores

Les observations réalisées précédemment sur les deux mousses montrent des réactivités trés
différentes : la mousse M75-B est conforme aux attentes car elle induit une précipitation a la
surface des pores. Par contre, une réactivité inégale a la surface de M75-A pourrait impliquer
que le fluide biologique ne pénétre pas a I’intérieur de la mousse. Pour le vérifier, un premier
essai a été conduit : les mousses ont été immergées dans du SBF dans lequel de I’encre noire a
été ajoutée afin de suivre 'imprégnation des mousses par le fluide biologique (Figure 4-13).

Les deux mousses témoignent d’une perméabilité au SBF.

Un deuxieéme essai a été réalisé pour déterminer la circulation du SBF a I’intérieur des pores,
les mousses ont été immergées comme précédemment dans du SBF auquel de I’encre avait été
ajoutée, mais cette fois il s’agit d’encre bleue, I’encre noire est ajoutée 5 minutes apres et les
flacons sont laissés sous agitation durant 3 heures. Le résultat apres séchage et découpe des
mousses est montré sur la Figure 4-14, cet essai indique qu’il existe une différence notable
entre les deux matériaux. En effet, la mousse M75-B est entierement noire alors que la
mousse M75-A présente une coloration interne bleue et une coloration externe noire. La
coloration bleue a I’intérieur de M75-A confirme les résultats du premier test, a savoir que le
SBF est effectivement capable de pénétrer a I’intérieur de la mousse, toutefois, ce SBF n’est
pas renouvelé, dans le cas contraire I’intérieur de la mousse serait noir comme pour M75-B.
Ce comportement semble pouvoir €tre reli€ a la perméabilité des scaffolds qui correspond a la
capacité d’un milieu poreux a conduire un fluide, il a déja été¢ montré qu’elle dépend de la
taille des pores et de la porosité'”. En effet, une augmentation de la porosité ou de la taille

des pores induit une augmentation de la perméabilité d’un matériau poreux.

Ainsi, ces tests mettent en évidence une perméabilité différente pour les deux mousses due a
leurs porosités différentes. Les deux semblent pouvoir é€tre imprégnées par un fluide
biologique. Néanmoins, 1a ou la mousse M75-B permet la circulation du fluide a 1’intérieur
des pores et I’échange possible avec le milieu extérieur, la mousse M75-A donne lieu a un
confinement du liquide ce qui risque de poser probléme pour la colonisation de 1I’implant par

des cellules osseuses.
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Figure 4-13: Protocole d'étude de la pénétration du fluide dans les mousses

%

Figure 4-14: Photographie de l'intérieur des mousses apres immersion (M75-B a
gauche et M75-A a droite)

4.1.4. Etude du processus de bioactivité de la mousse
M75-B

La minéralisation inhomogéne de la mousse M75-A semble en faire un matériau moins
prometteur pour des applications en ingénierie tissulaire puisque 1’invasion de 1’implant serait
limitée. En revanche, la mousse M75-B donne lieu a la formation d’une couche de phosphate
de calcium a la surface des pores (Figure 4-15) selon un processus traditionnel pour un verre
bioactif. La superposition des cartographies du phosphore et du silicium semble montrer une
superposition d’une partie de la zone riche en phosphore avec la limite de la zone riche en
silicium.

Afin de mieux comprendre les phénomenes mis en jeu, un profil de concentration est réalisé
en définissant différentes régions d’intérét depuis la surface de la couche CaP et jusqu’a 30
um de profondeur dans le matériau (Figure 4-16). La couche riche en phosphore n’est pas
homogéene en composition mais elle est plus riche en phosphate de calcium en surface et plus
riche en silicium vers I’intérieur. La couche de surface correspond effectivement a une couche
riche en phosphore et en calcium mais elle semble intimement liée au verre puisqu’elle
contient une concentration importante en silicium au moins a I’intérieur. Cette observation
n’est pas trés surprenante si I’on considére que le processus de bioactivité correspond a la
précipitation de phosphates de calcium apres la formation d’un gel de silice en surface du

verre.
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De plus, il est intéressant de remarquer que la partie interne des murs de verre montre une
concentration légérement plus faible en calcium a I’approche de la couche CaP. En effet, entre
25 et 30 um de profondeur le verre contient 6,0 + 0,2 % massiques de calcium alors qu’il en
contient 4,1 £ 0,2 % entre 9 et 18 um. Le calcium semble avoir été drainé depuis 1’intérieur
du verre et la zone la plus proche de la couche se retrouve apparemment appauvrie en calcium
pour alimenter la formation et la croissance des précipités phosphocalciques au sein de la

couche.

10 pm

10 pm

Figure 4-15 : Cartographies élémentaires de la surface d’un pore de la mousse
M75-B aprées 5 jours d'immersion dans le SBF et superposition des cartographies

du silicium (bleu) et du phosphore (rouge)
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Figure 4-16 : Profil de concentration a la surface de la mousse M75-B apres 5

jours d'immersion dans le SBF

4.2.Amélioration du procédé en vue d’éliminer

I'acide fluorhydrique

4.2.1. Stratégie de remplacement du HF

L’élaboration de mousses de verre bioactif par le procédé de moussage développé par
Sepulveda et al. semble donc permettre 1’obtention de scaffolds trés intéressants. Cependant,
comme le soulignent Wang et Jain'*®, ’utilisation de HF lors de la synthése risque de laisser
des résidus fluorés potentiellement toxiques tels que le CaF, qui a été observé dans les verres
synthétisés avec du HF par Yu er al."”’. De plus, le HF est un réactif chimique hautement
toxique qu’il serait préférable de ne pas avoir a manipuler. Son remplacement dans la
syntheése de mousses de verre bioactif serait donc trés souhaitable d’autant plus que le procédé
de moussage, en tant qu’agitation turbulente d’une solution, donne lieu a des projections,

augmentant ainsi le risque pour I’opérateur.

Une démarche similaire a celle adoptée par Chen er al."®ou Ortega er al.®® peut étre
envisagée ici. Leurs travaux portent sur la substitution de monomeres, utilisés dans la
synthése par polymérisation in situ dans une barbotine de céramique, par de la gélatine qui
sert d’agent gélifiant. La gélatine constitue une alternative intéressante puisqu’elle n’est pas

toxique et facilement disponible. De plus, la gélatine a déja montré des propriétés d’agent
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moussant et de stabilisation lors de moussages ayant pour objectif I’élaboration de composites
gélatine-céramique'*. Le moussage d’un sol contenant de la gélatine a déja été tenté pour
I’élaboration d’hybride gélatine-SiO,'*"' mais le HF était conservé. Le moussage d’un sol
contenant de la gélatine utilisée en remplacement du HF n’a jusqu’a maintenant pas ¢été tenté
et sera étudié¢ au cours de cette partie. Il est intéressant de noter que si la gélatine peut jouer le
role d’agent moussant, elle ne semble pas permettre 1’obtention de tailles de pores suffisantes

. 142 . .
a elle seule ™ le teepol sera donc conservé et seul le HF sera remplacé.

4.2.2. Synthése

Une mousse sans HF, de composition 75% Si0, — 25% CaO (pourcentages massiques), est
réalisée selon le protocole suivant (Figure 4-17) : 6,74 mL d’eau déionisée et 1,125 mL d’HCl
a 2N sont mélangés, 6,97 mL de TEOS sont ajoutés et le mélange est fortement agité pendant
30 minutes afin de maximiser la surface de contact entre les deux phases non miscibles et de
permettre I’hydrolyse du TEOS. 2,632 g de nitrate de calcium tetrahydraté sont ensuite
ajoutés. La solution est ensuite laissée sous agitation pendant 48 heures. 1,5 g de gélatine et 2
mL d’eau sont ajoutés et le mélange est agité pendant 10 min pour permettre la dissolution de
la gélatine. La solution ainsi obtenue est vigoureusement agitée afin d’y incorporer des bulles
d’air (moussage) et aprés 30 secondes, 0,25 mL de teepol sont ajoutés. La solution est
moussée pendant encore 30 minutes puis I’agitation est arrétée et le bécher est laissé a I’air
libre pendant 72 heures pour permettre en premier lieu le séchage de la gélatine, puis la
gélification du TEOS en réseau de verre. Ensuite, le scaffold « hybride » est calciné selon le
programme suivant : 20 = 300°C (1°C/min), 300°C pendant 12 h, 300 = 450°C (1°C/min),
450°C pendant 4 h, 450 - 600°C (1°C/min), 600°C pendant 2 h, 600 = 700°C (2°C/min),
700°C pendant 12 h, 700 - 20°C.

Cette étape de calcination permet d’éliminer la gélatine ainsi que le teepol et les nitrates
provenant du précurseur du calcium. La mousse ainsi obtenue est notée MG75 (Mousse

Gélatine 75% SiO5).

Afin de comprendre les effets des différents parametres expérimentaux trois autres syntheses
sont réalisées en faisant varier certains parametres (Tableau 4-3) : le temps de vieillissement
du sol avant moussage qui modifie la viscosité du sol et donc les propriétés finales de la
mousse obtenue, la quantité¢ d’eau ajoutée avec la gélatine qui est un paramétre important

impliqué dans la stabilisation des bulles d’air incorporées a la mousse. Enfin, la température
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ayant un effet important sur les cinétiques de gélification, I’'influence de ce parametre a aussi
été regardée.
e Au lieu de laisser la solution vieillir 48 heures avant 1’ajout de la gélatine, une mousse

est réalisée aprés 24 heures de vieillissement du sol. La mousse ainsi formée est

appelée MG75-24h
e La gélatine est ajoutée seule, sans eau, la mousse obtenue est appelée MG75-sH,O

e Le moussage est réalis¢ a une température de 50°C au lieu des 35°C utilisés pour les

autres synthéses pour obtenir la mousse MG75-50°C

Les clichés optiques des mousses MG75 et MG75-24h avant et apres calcination (Figure
4-18) montrent a premiere vue des structures a la porosité importante, particulierement pour

MG75-24h. Apres calcination la morphologie des mousses semble conservée.

| TEOS+HO +H,0 |
O
| Agitation 30 min |
g Ca[NOs),.4H;0 |

| Agitationash |
@ ---------- Gélatine + H,0 |

| Agitation 10 min |

‘@ __________ Teepol |

| Moussage |

<

| Gélification 72h, 25 °C |

| calcination 24h, 700 °C |

Figure 4-17 : Représentation schématique de la synthése de mousse binaire sans

HF par le biais d'une empreinte de gélatine formée in situ

Tableau 4-3 : Tableau récapitulatif des synthéses réalisées en faisant varier
différents parametres expérimentaux. Remarque : les temps de moussage sont
donnés a titre indicatif puisqu’ils dépendent de la forme et de la nature de

I'agitateur et du contenant

Temps de Volume eau  Température Temps de

vieillissement (mL) moussage moussage
MGT75 48h 2 35°C 30 min
MG75-24h 24h 2 35°C 30 min
MG75-sH,O 48h 0 35°C 16 min
MG75-50°C 48h 2 50°C 11 min
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Figure 4-18 : Clichés optiques de fragments des mousses MG75 (gauche) et
MG75-24h (droite) obtenus avant calcination (haut) et apres calcination (bas)

4.2.3. Caractérisation

4.2.3.1.Morphologie

Les clichés MEB des mousses obtenues apres calcination (Figure 4-19) montrent que les murs
ne semblent pas fissurés ce qui aurait pu étre le cas lors de I’élimination du support de
gélatine. Les différentes mousses présentent une porosité importante et de nombreuses
interconnexions, elles semblent trés prometteuses pour des applications en ingénierie
tissulaire. Les mousses MG75, MG75-50°C et MG75-sH,O présentent des pores et des
interconnexions de forme sphérique donnant lieu a une morphologie proche de celle obtenue
par le procédé de moussage développé par Sepulveda ef al. La mousse MG75-24h présente
une morphologie plus proche de celles obtenues par imprégnation de mousses polymeres
(2.2.2.1.1, Page 44). Ces observations montrent que les modifications des parametres
expérimentaux au cours de cette syntheése permettent d’obtenir des matériaux aux porosités
trés différentes. Ce procédé est donc particulierement intéressant dans 1’objectif de la

réalisation de scaffolds a la porosité ajustable.

Les distributions de tailles de pores (Figure 4-20 et Figure 4-21) montrent que 29% des pores
de MG75 ont un diamétre compris entre 300 et 500 pm et 49% entre 100 et 300 pm alors que
MG75-24h possede des pores qui ont tous un diametre supérieur a 300 um et qui dépassent le
millimetre pour 44% d’entre eux. 55% de la porosité de MG75-sH,0 est inférieure a 100 pm
et 44% se situe entre 100 et 300 pm. MG75-50°C présente une porosité relativement similaire

avec 63% de pores inférieurs a 100 pm de diametre et 35% entre 100 et 300 pm.
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En ce qui concerne les interconnexions, la différence est, 1a encore, trés notable puisque les
interconnexions de la mousse MG75 sont majoritairement inférieures a 100 pm de diameétre et
17% sont supérieures. MG75-24h présente une large distribution de tailles d’interconnexions
allant jusqu’a plus de 500 pum pour 5% d’entre elles. Les mousses MG75-sH,O et MG75-
50°C présentent toutes deux des interconnexions de faibles diamétres, respectivement 67 et
80% d’interconnexions inférieures a 50 pm et quasiment pas d’interconnexions supérieures a

100 pm.

Sans chercher a réaliser une étude compléte de I’influence des différents paramétres impliqués
dans la synthéese, cette étude montre qu’il est possible de jouer sur 1’ultra-macroporosité finale
des mousses en ajustant les parametres. Ce résultat est tres intéressant au vu de la nécessité
d’avoir un procédé d’élaboration de scaffolds qui permette d’ajuster la porosité en fonction de
I’application visée.

Les deux mousses les plus représentatives et les plus intéressantes en termes de macroporosité
sont donc MG75 et MG75-24h. Les deux autres mousses (MG75-sH,O et MG75-50°C), qui
ont une morphologie trés proche de MG75, mais des tailles de pores et d’interconnexions un

peu faibles, sont laissées de coté pour la suite de 1’étude.

Figure 4-19: Clichés MEB des mousses MG75-24h (A), MG75 (B), MG75-sH,0 (C)
et MG75-50°C (D) apres calcination
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Figure 4-20 : Distribution des tailles de pores et d'interconnexions des mousses
MG75-24h et MG75
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Figure 4-21: Distribution des tailles de pores et d’interconnexions des mousses
MG75-sH,0 et MG75-50°C

4.2.3.2. Texture

Les deux mousses étudiées adsorbent peu d’azote, voir quasiment pas pour MG75-24h. Les
surfaces spécifiques mesurées par application de la méthode BET sont donc trés faibles : 1,5

m?/g et 0,03m?/g pour MG75 et MG75-24h respectivement.

L’isotherme de la mousse MG75 (Figure 4-22) semble montrer une large distribution de
tailles de pores ce qui est confirmé par la distribution de tailles de pores obtenue par la
méthode BJH. De plus, I’isotherme ne présente pas d’hystérésis ce qui semble montrer qu’il
n’y a pas de mésoporosité. Une diminution de la surface spécifique par rapport aux mousses
obtenues par le procédé de Sepulveda et al. (qui ont une surface spécifique d’environ 100-150
m?/g) n’est pas ¢tonnant puisque le HF a une influence sur la surface spécifique comme

observé par Almeida ef al.'*. Leurs synthéses de scaffolds de verre bioactif par séparation de
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phase, réalisée avec et sans HF, montrent une surface spécifique environ deux fois plus élevée
pour les verres faits avec HF. Toutefois, cela n’explique que partiellement la faible surface
spécifique qui devrait vraisemblablement avoisiner les 30-50 m?/g. Ces résultats surprenant de

0,03 et 1,5 m?/g pour un verre bioactif semblent provenir de la gélatine.
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Figure 4-22 : Isotherme d’adsorption (gauche) et distribution de tailles de pores

obtenue par la méthode BJH (droite) pour la mousse MG75

4.2.4. Etude de la réaction de minéralisation dans le

SBF

4.2.4.1.Etude préliminaire de la biocactivité

Les matériaux obtenus possedent des surfaces spécifiques tres faibles en comparaison des
mousses de verres précédemment élaborées. Avant de réaliser une étude complete de la
réactivité de ces matériaux dans le SBF par ICP-AES et PIXE, une premicre évaluation de la
bioactivité de ces matériaux a été réalisée pour déterminer I’intérét éventuel d’une étude plus

poussée.

Ainsi, les deux mousses de morphologies différentes ont ét¢ immergées dans du SBF pour des
délais de 1 jour et 7 jours pour vérifier la dissolution du réseau et déterminer s’il y a
diminution de la quantité de phosphore dans le SBF qui donnerait une indication sur la
précipitation d’une couche de phosphate de calcium. Les mesures ICP-AES (Figure 4-23)
montrent dans les deux cas une diminution de la quantit¢ de phosphore ainsi qu’une
augmentation de la quantité de silicium et de calcium dans le milieu. Cela semble témoigner

d’un processus de dissolution précipitation, apparemment plus rapide pour MG75 qui atteint
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un minimum de concentration en phosphore dans le milieu de 3 ppm contre 9 ppm pour

MG75-24h a 7 jours d’immersion.

Les mousses ayant interagit 7 jours sont ensuite récupérées et observées par MEB afin de
vérifier la formation de précipités a la surface des mousses (Figure 4-24). Les clichés
montrent bien la présence de précipités a la surface des mousses'*’. Cependant, si ces
précipités se retrouvent sur la grande majorité de la surface de la mousse MG75, ils sont tres
disséminés sur la surface de MG75-24h. De plus, des trous sont visibles sur la surface de
MG75-24h, probablement du fait de la corrosion du verre. Il semble donc que la tres faible
surface spécifique de ce verre ne permette pas de recouvrir la surface d’une couche de
phosphate de calcium. Ce résultat est de mauvais augure pour 1’application visée puisque cette
couche est nécessaire a 1’établissement d’une interface avec les cellules osseuses. La
morphologie de la mousse MG75-24h semble donc inadaptée, celle de MG75 parait plus

prometteuse.

De maniére a vérifier I’homogénéité du dépdt sur la mousse MG75 a une échelle plus faible,
des morceaux de MG75 et de MG75 immergés 10 jours dans du SBF sont préparés pour une

analyse par micro-PIXE.
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Figure 4-23: Evolution des concentrations déterminées par ICP-AES en

phosphore, calcium et silicium du SBF lors de I'immersion des mousses MG75 et
MG75-24h

Figure 4-24: Clichés MEB de la surface des mousses MG75-24h (gauche) et

MG75 (droite) apres 7 jours d'immersion dans le SBF
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4.2.4.2.FEtude de la bioactivité de la mousse

MG'75

Les cartographies élémentaires du silicium et du calcium (Figure 4-25) montrent que la
mousse MG75 semble homogene en composition avec une structure différente des mousses
obtenues par le procédé de moussage de Sepulveda er al. qui présentaient des murs plus
compacts (4.1.3.2, Page 91). Ici, I’élimination de la gélatine semble créer des zones sans
matiere au sein des murs de la mousse. Toutefois, cet aspect particulier des scaffolds n’est pas
forcément un inconvénient du point de vue de I’application visée. En effet, cette porosité
supplémentaire permet d’obtenir deux échelles différentes de macroporosité : 1’une de
quelques micrometres a I’intérieur des murs et [’autre, une ultra-macroporosité issue du

moussage, de plusieurs centaines de micrometres de diameétre.

Aprés 10 jours d’immersion dans le SBF (Figure 4-26), les cartographies élémentaires
confirment la formation de précipités de phosphates de calcium a la surface du matériau.
Cependant, méme si du phosphore est détecté sur une grande partie de la surface, ces
précipités semblent se concentrer dans des zones disséminées a la surface de la mousse. Ils ne
donnent pas naissance a une réelle couche de phosphate de calcium et donc, une fois
implantée in vivo la mousse risque d’étre limitée dans la création d’une réelle interface entre
le matériau et I’0s. Ce probleme de réactivité est trés probablement le résultat de la faible
surface spécifique du matériau, afin d’améliorer la bioactivité il convient donc de modifier le

procédé dans le but d’accroitre la surface spécifique.

1 Max

Figure 4-25 : Cartographies élémentaires de la mousse MG75 avant immersion
dans le SBF
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Max

Figure 4-26 : Cartographies élémentaires de MG75 aprés 10 jours d'immersion
dans le SBF et superposition des cartographies du silicium (bleu) et du

phosphore (rouge)
4.3.Conclusion

L’étude comparative réalisée sur les deux mousses M75-A et M75-B conduit a deux
conclusions principales. La premiére concerne 1’intérét de 1’imagerie par micro-faisceaux
d’ions pour I’étude des mousses. En effet, la mise en évidence de la différence de

., . . L., . n . o . . 145
minéralisation n’a été possible que grace a ’utilisation d’une technique de mesure locale ™.

La deuxiéme conclusion qui découle de ce travail est que la mousse M75-A, si elle devrait
logiquement présenter de meilleures propriétés mécaniques que la mousse M75-B, semble
moins prometteuse du point de vue de I’invasion cellulaire puisque sa minéralisation est
inhomogene et que les fluides biologiques, apportant les nutriments nécessaires a la survie des

cellules, ne pourraient étre renouvelés a I’intérieur de I’implant.

De plus, un nouveau procédé d’¢laboration de mousses de verre bioactif a été développé avec
succes. Ce nouveau procédé possede 1’avantage de proposer une alternative a 1’utilisation de
HF qui est un composé chimique extrémement dangereux'**. La surface spécifique obtenue
est faible pour un verre bioactif dérivé de la voie sol-gel, ce qui altére sa bioactivité comme
I’ont montré les études in vitro. Des essais d’augmentation de la surface spécifique et de

mésostructuration seront donc proposés dans le chapitre suivant.
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Chapitre 5 Mousses méso-
structurées : vers une porosité

multi-échelle controlée ?

5.1.Mésostructuration des verres sol-gel

5.1.1. Intérét des verres mésostructurés

Les verres issus de la méthode sol-gel possédent une mésoporosité intrinseéque, ce qui
constitue d’ailleurs 1’'un de leurs avantages par rapport aux verres fusion. Cependant, cette
mésoporosité est anarchique car elle est constituée de pores aux tailles variables et non
ordonnés. Or, une organisation des pores conduirait a une plus grande surface spécifique et
devrait donc améliorer la bioactivité ou encore permettre 1’adsorption de molécules
médicamenteuses et in fine leur délivrance localisée. En effet, les verres mésostructurés
présentent une plus grande capacité de stockage de molécules thérapeutiques ainsi qu’un

‘ 1 146, 147
relargage plus lent que les verres non mésostructués

. De plus, des pores aux tailles plus
régulieres constitueraient une surface plus homogene pour la nucléation de précipités d’apatite

et permettrait un contréle de la réactivité.

Dans le but de contrdler avec finesse les propriétés du scaffold, et plus particulierement celles
de sa surface, de maniere a pouvoir s’adapter aux exigences des différents sites d’implantation
et contrdler la bioactivité si nécessaire, il peut étre intéressant d’essayer de réaliser la

mésostructuration des mousses de verre bioactif.

5.1.2. Méthode d’introduction d’'une mésoporosité

structurée

La mésostructuration est engendrée grace a 1’utilisation de tensioactifs qui ont la capacité de
s’organiser (Figure 5-1). En effet, il existe une concentration de tensioactif en solution
aqueuse au-dela de laquelle le tensioactif tend a isoler sa partie hydrophobe en formant des
structures sphériques ou cylindriques appelées micelles, cette concentration est appelée

Concentration Micellaire Critique (CMC). Si la concentration en tensioactif croit encore, ces
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micelles vont a leur tour s’organiser en phases cubiques, hexagonales ou lamellaires. Ces
phases organisées peuvent alors servir d’architecture pour la formation d’un matériau dans

lequel une porosité organisée sera obtenue apres élimination du tensioactif (Figure 5-2).

Cependant, il n’est pas nécessaire de partir d’une solution suffisamment concentrée en
tensioactif pour contenir des micelles organisées. L’approche généralement utilisée, connue
sous le nom de procédé EISA (Evaporation Induced Self-Assembly ou auto-organisation
induite par évaporation), prend pour point de départ une solution de tensioactif, en
concentration inférieure a la CMC, et les précurseurs inorganiques du matériau voulu dans un
mélange d’eau et d’éthanol. L’évaporation de 1’éthanol va progressivement concentrer la
solution conduisant a 1’auto-organisation du tensioactif autour duquel va se former le matériau

e N ‘ . ‘ 14
souhaité au fur et & mesure de la réaction des précurseurs'*.

Pour mettre en ceuvre cette synthese, différents tensioactifs peuvent étre employés, a 1’origine
il s’agit surtout de tensioactifs ioniques tels que le CTAB (cethyltrimethylamonium
bromide)'*’. Cependant, ces tensioactifs posent deux problémes principaux : 1) la finesse
importante des murs obtenus pour le matériau final et 2) une limitation dans les tailles de
pores obtenues' . D’autres tensioactifs ont alors été proposés pour résoudre ce probléme, il
s’agit de tensioactifs non ioniques, des copolymeres triblocs (PEO-PPO-PEO : polyoxyde

151

d’éthyléne - polyoxyde de propyléne - polyoxyde d’éthyléne) . Les deux tensioactifs de ce

type les plus utilisés sont le F127" et le P123'> employés seuls ou en association avec

. . 154,155
d’autres tensioactifs = 7",

A T’origine principalement utilisée pour 1’élaboration de silices mésoporeuses, cette voie de
synthése a été appliquée avec succeés a d’autres matériaux tels que des oxydes : TiO,, ZrO,,
Nb,Os, Al,O3, S1AlO,, AlzTiOy]56 ou encore des carbures : composite TiC-C"7 et des verres

. -0 158,15
bioactifs!®® 17,
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Figure 5-1 : Représentation de I'évolution de I'organisation d’un tensioactif avec

l'augmentation de sa concentration

Tensioactif organisé + Matériaux + tensioactif ~ Matériaux poreux obtenu aprés
précurseurs du matériau 44 ) organise élimination du tensioactif
Figure 5-2 : Représentation de la syntheése de matériaux mésoporeux a partir

d'un empilement organisé de micelles
5.1.3. Structures formées

Différentes organisations peuvent étre obtenues par l’utilisation du procédé EISA. Elles

dépendent du type de tensioactif utilisé¢ puisque 1’utilisation de P123 est souvent rapportée
comme conduisant a une organisation hexagonale des pores de type P6mm1é0  alors que

I’utilisation de F127 conduit a une organisation cubique de type Im3m161. Toutefois, Grosso

et al. ont obtenu des silices mésostructurées hexagonales en utilisant du F127'%

. La porosité
finale du matériau (taille de pores, organisation ...) dépend donc des différents parametres
expérimentaux tels que le type de tensioactif, sa concentration'® ou encore des solvants

utilisés.
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5.2.Moussage avec HF en présence d'un

tensioactif supplémentaire

5.2.1. Protocole de synthese

Pour que le procédé EISA puisse s’opérer il faut qu’il y ait une surface de contact importante
entre le verre et I’air de manic¢re a permettre 1’évaporation progressive du solvant. Cela ne
devrait pas poser de probléme puisque la mousse, grace a sa grande porosité et a la finesse de
ses murs, devrait présenter une surface de contact importante avec ’air. La plus grande
difficulté provient de I’impossibilité d’utiliser de 1’éthanol comme co-solvant puisque
I’éthanol empécherait le moussage. Pour régler ce probléme un sol est réalisé suivant le
protocole de Sepulveda et al., il est laissé sous agitation une nuit puis thermostaté a 40°C.
5,7059 g de F127 et 2 mL de HCI a 2N sont ensuite ajoutés. L’¢élévation de température du sol
et I’acide supplémentaire facilitent la dissolution du F127 dans le sol qui est rendue difficile
par I’absence d’éthanol. Le mélange est agité pendant 4 heures avant de réaliser 1’étape de
moussage avec 0,75 mL de HF et 0,5 mL de teepol. Le mélange est moussé dans un bécher
pendant 10 min puis le bécher est mis a 1’étuve pendant 48 heures a 60°C. De maniere a avoir
évaporation du solvant la mousse obtenue n’est pas placée dans un conteneur hermétiquement
fermé. L’étuve est ensuite réglée a 125°C pendant 24 heures pour finaliser le séchage. Une
¢tape de calcination similaire a celle précédemment réalisée pour les mousses M75-A et M75-
B (4.1.1, Page 85) permet d’éliminer le teepol, le HF résiduel, les nitrates et le F127. La
mousse obtenue par ce procédé¢ (Figure 5-3) est appelée M75-F127.

| TEQS+ HCl + Hy0 ]

9

| Agitation 30 min
[ P Ca[NOs).4H,0 |

| agitation12n |

G —————————— F127 + HCl |

| gitationah |
G ---------- Teepol+ HF |
| Moussage I
Il
h'd
Gélification 48h, 60 °C
puis 24h, 125 °C

g

| Calcination 24h, 700 °C ]

Figure 5-3 : Représentation schématique du protocole d'élaboration de la mousse
M75-F127
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5.2.2. Caractérisation de la macroporosité

Les observations par microscopie €lectronique a balayage (Figure 5-4) attestent de 1’obtention
d’une structure macroporeuse interconnectée pour la mousse M75-F127. La Figure 5-5
montre des distributions de tailles de pores et d’interconnexions assez similaires a M75-A. En
effet, 31% des pores de M75-F127 sont inférieurs a 100 um et seulement 8% sont supérieurs a
300 pm. 69% de ses interconnexions ont des diamétres inférieurs a 50 um et il n’y en a que

3% supérieurs a 100 pm.

Figure 5-4 : Cliché MEB de la mousse M75-F127

123 - _M75-F127 W | 160 _M75-F127
801 M75-A |4 140 M75-A |4
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g :g 1 100
2 1 80
o :

% 20 40
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Diamétre de pore (um) Diametre d’interconnexions (pm)

Figure 5-5 : Distribution de tailles de pores (gauche) et d'interconnexions
(droite) des mousses M75-F127 et M75-A

5.2.3. Caractérisation de la mésoporosité

5.2.3.1. Caractérisation par adsorption

d’azote
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Les isothermes d’adsorption d’azote ne semblent pas montrer de mésoporosité¢ (Figure 5-6),
pourtant ce matériau posseéde une grande surface spécifique (410 = 30 m?%/g). Il semble donc
qu’il y ait une porosité multi-échelle comme en témoigne ’allure de la distribution des tailles
de pores obtenue par la méthode BJH. Contrairement a 1’objectif visé, il ne semble pas y avoir
de distribution monomodale de la mésoporosité mais plutot I’existence d’une multitude de
pores aux tailles différentes. La forte surface spécifique associée a ce résultat conduit a
chercher un moyen de caractérisation supplémentaire pour mieux comprendre la porosité de

ce matériau, pour cela des observations par microscopie électronique a transmission sont

réalisées.
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Figure 5-6 : Isotherme d'adsorption et distribution de tailles de pores pour la
mousse M75-F127

5.2.3.2.0bservations par MET

Malgré la forte surface spécifique observée, les clichés obtenus par microscopie électronique
a transmission (Figure 5-7 et Figure 5-8) confirment 1’absence d’organisation de la
mésoporosité. Par comparaison avec une mousse similaire réalisée sans le tensioactif F127 :
M75-B (Chapitre 4, Page 85), il est intéressant de noter que les murs de la mousse M75-F127
présentent un aspect moins dense et plus fragmenté. L’existence d’espaces de 1’ordre de
quelques nanomeétres a quelques centaines de nanomeétres pourrait expliquer la forte surface
spécifique de M75-F127. En effet, il s’agit d’une porosité inter-granulaire dans laquelle les
molécules d’azote vont se condenser, cette porosité est d’ailleurs probablement a 1’origine des

pores de fort diamétre visibles sur la distribution obtenue par la méthode BJH.
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Cette morphologie, certes différente de celle espérée, devrait engendrer une réactivité
différente de celle des mousses binaires précédemment réalisées. L’étude de I’interaction de la

mousse M75-F127 avec du SBF a donc été réalisée.

Figure 5-8 : Cliché MET de la mousse M75-F127
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5.2.4. Etude de l'interaction de la mousse M75-F127
avec du SBF

5.2.4.1.Variation de composition du milieu

Afin de caractériser le comportement in vitro de la mousse M75-F127, des morceaux de
mousse ont ét¢ immergés dans du SBF pendant 30 minutes, 1 heure, 5 heures et 1 jour. Les
variations de composition du SBF sont présentées sur la Figure 5-9. Comparées a celles des
mousses binaires sans F127, les évolutions de composition du milieu sont tres différentes pour
M75-F127. En effet cette mousse montre une dissolution du réseau de silicium beaucoup plus
rapide que les mousses M75-A et M75-B qui engendraient une concentration d’environ 30
ppm de silicium apres 5 heures d’immersion alors que pour M75-F127 cette concentration est
de 48 ppm. Plus encore que la cinétique de dissolution, la vitesse de précipitation d’une
couche d’apatite semble trés rapide a en juger par la décroissance de la concentration en
phosphore dans le milieu. Apres 1 jour d’interaction une part trés importante du phosphore
initialement présent dans le SBF a déja été¢ consommée (dans la limite de solubilité de
I’apatite formée), le méme résultat était observé seulement aprés 5 jours d’immersion des
mousses M75-A et M75-B. Ces résultats confirment 1’importance de la surface spécifique

dans la vitesse de réaction des verres bioactifs.
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Figure 5-9 : Evolution des concentrations mesurées par ICP-AES en phosphore,

silicium et calcium dans le SBF lors de I'immersion de la mousse M75-F127

5.2.4.2. Cartographies élémentaires

Les cartographies du silicium et du calcium sur la mousse M75-F127 avant immersion dans le
SBF (Figure 5-10) montrent une répartition homogene des deux éléments. De maniere
cohérente avec I’observation d’une ultra-macroporosité comparable, M75-F127 semble réagir
de la méme maniere que M75-A (Figure 5-11) c’est-a-dire de maniére inhomogene et par

transformation progressive des murs et non pas sur toute la surface des pores.

La Figure 5-12 montre les cartographies élémentaires du matériau apres 1 jour d’immersion
dans le SBF. Contrairement aux mousses ayant une plus faible surface spécifique, une couche
ou une zone de phosphate de calcium n’est plus clairement visible. Les murs de la mousse
semblent étre totalement touchés par la transformation en phosphate de calcium puisqu’il y a
du phosphore jusqu’au cceur des murs comme le montre la correspondance des cartographies

du silicium et du phosphore.
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Figure 5-10: Cartographies élémentaires de la mousse M75-F127 avant

immersion dans le SBF (0 jour)
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Figure 5-11 : Cartographies élémentaires de la mousse M75-F127 apres 30
minutes d'immersion dans le SBF
[ Max
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Figure 5-12 : Cartographies élémentaires de la mousse M75-F127 apres 1 jour

d'immersion dans le SBF

5.2.4.3. Mesures locales de concentrations

Aux premiers instants de ’immersion dans le SBF, la concentration en calcium décroit au
niveau de la périphérie des murs en contact avec le fluide biologique (Figure 5-13). Ce

phénomene s’accompagne logiquement d’une augmentation de la concentration en silicium a
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cause de la normalisation des concentrations a 100%. Dans le méme temps, la précipitation
rapide de phosphate de calcium, dont témoigne 1’augmentation des concentrations en calcium
et en phosphore a la périphérie, conduit a la formation d’une couche contenant 8% de
phosphore et 18% de calcium aprés seulement 30 minutes d’immersion. La quantité de
calcium a I’intérieur des murs décroit trés rapidement pour atteindre 5,0 £ 0,7% massique
aprés 1 heure d’interaction. Ce résultat parait logique étant donné la trés grande surface
spécifique. Ainsi la diffusion depuis I’intérieur du matériau vers la périphérie et le SBF se fait
tres bien. La concentration en phosphore croit rapidement a 1’intérieur des murs pour atteindre
une concentration proche de celle de la périphérie. Cela témoigne d’une diffusion importante
du phosphore a I’intérieur du matériau, probablement grace a la mésoporosité. Ainsi la
mousse M75-F127 atteint, aprés seulement 1 jour d’immersion dans le SBF, une composition
identique au cceur et a la périphérie.

Une incorporation de magnésium a la couche phosphocalcique est aussi observée ainsi qu’une

diffusion vers ’intérieur du verre.
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Figure 5-13: Evolution des concentrations locales a la périphérie et au cceur des

murs de la mousse M75-F127
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5.3.Moussage sans HF en présence d'un

tensioactif supplémentaire

5.3.1. Protocole de synthese

Pour améliorer la bioactivité des mousses sans HF, ’utilisation d’un deuxiéme tensioactif, tel
que le F127, en plus du teepol apparait intéressante. Le protocole de syntheése est donc
modifié pour incorporer du F127 lors de la synthése (Figure 5-14). 6,74 mL d’eau déionisée et
1,125 mL d’HCI a 2N sont mélangés, 6,97 mL de TEOS sont ajoutés et le mélange est
fortement agité pendant 30 minutes afin de maximiser la surface de contact entre les deux
phases non miscibles et de permettre 1’hydrolyse du TEOS. 2,632 g de nitrate de calcium sont

ensuite ajoutés.

La solution est laissée sous agitation pendant 12 heures. 2,85 g de F127 sont dissouts dans le
sol thermostaté a 40°C ainsi que 1 mL d’HCI supplémentaire pour faciliter la dissolution.
Apres 30 min d’agitation, 1,5 g de gélatine et 1 mL d’eau sont ajoutés et le mélange est agité
pendant 10 min pour permettre la dissolution de la gélatine. La solution ainsi obtenue est
moussée pendant 30 secondes et 0,25 mL de teepol sont ajoutés. La solution est moussée
pendant 7 minutes puis I’agitation est arrétée et le bécher est laissé a 1’air libre pendant 24
heures puis placé 24 heures dans une étuve a 60°C. La calcination est réalisée selon le méme

programme que celui décrit précédemment (4.2.2, Page 100).

| TEOS+ HCl + H,0 ]

4

| Agitation 30 min I
o Ca[NO:J;.4H;0 |

| Agitation12h ]
[y P —— F127+ HO |

iL<--------- Gélatine + H;0 |

| Moussage I

N4

Gélification 24h, 25 °C
puis 24h, 60°C

| Calcination 24h, 700 °C ]

Figure 5-14 : Représentation schématique de la synthése d'une mousse de verre

binaire sans HF (MG75-F127) aux propriétés de surface améliorées
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5.3.2. Caractérisation

5.3.2.1. Morphologie

Les clichés MEB de la mousse MG75-F127 (Figure 5-15) montrent une structure poreuse et

interconnectée. Apres calcination, de nombreux débris et quelques fractures qui n’existaient

pas avant calcination montrent que 1’ajout de F127 lors de la synthése rend le matériau final

plus fragile qu’une mousse similaire obtenue sans F127. De plus, I’ajout de F127 a aussi une

influence sur la porosité du matériau (Figure 5-16). En effet, la mousse MG75-F127 possede

58% de pores d’un diametre inférieur a 100 um, les 42% restant étant compris entre 100 et

300 um. De plus, 90% des interconnexions ont un diametre inférieur a 50 pm.

Figure 5-15 : Clichés MEB de la mousse MG75-F127 avant (gauche) et apres

(droite) calcination
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Figure 5-16 : Distribution de tailles de pores et d'interconnexions des mousses

MG75 et MG75-F127
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5.3.2.2. Texture

L’isotherme d’adsorption de la mousse MG75-F127 (Figure 5-17) témoigne de propriétés de
surface tres différentes de celles de MGG75. En effet, la courbe obtenue présente une hystérése
caractéristique d’un matériau mésoporeux ainsi qu’un volume adsorbé plus important. La
surface spécifique mesurée par la méthode BET pour MG75-F127 est de 49 m*g ce qui
montre 1’efficacité¢ du F127 dans [’amélioration des propriétés de surface du matériau
(Tableau 5-1). De plus, 1’ajout de F127 donne une distribution monomodale de mésopores

centrée autour de 3,8 nm (Figure 5-17).
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Figure 5-17 : Isothermes d'adsorption des mousses et distribution de tailles de
pores obtenue en appliquant la méthode BJH sur la branche de désorption pour
la mousse MG75-F127

Tableau 5-1 : Comparaison des résultats obtenus par adsorption d'azote pour les
mousses MG75 et MG75-F127

Surface Spécifique Volume poreux Diamétre de
(m?/g) (cm3/g) pore moyen (nm)
MGT75 1,5 0,005 12,5
MG75-F127 49 0,043 3,5

5.3.2.3. Observation par MET

Au vue de la distribution trés resserrée des mésopores il est intéressant de réaliser des
observations par microscopie électronique a transmission. Ces observations montrent une
distribution réguliere des tailles de pore ainsi que leur organisation qui donne lieu a

I’existence de plans, visibles sur les clichés MET (Figure 5-18). Les transformées de Fourier
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des clichés confirment cette organisation selon des distances réguliéres entre plans. La taille
moyenne des pores sur les clichés MET est de 4,7 + 0,2 nm ce qui est plutdt cohérent avec les

tailles de pore mesurées par la méthode BJH.

L’organisation de la porosité de la mousse MG75-F127 s’avere assez surprenante compte tenu
de la surface spécifique d’environ 50 m?g alors que les verres mésostructurés atteignent des
surfaces de plusieurs centaines de m?/g '* ' 1l semble qu’une grande partie de cette porosité
ne soit pas accessible aux molécules de N, utilisées lors de 1’analyse par adsorption. Cela

pourrait étre dii & un dépdt de résidus organiques bouchant une partie de la porosité de

surface.

Figure 5-18 : Clichés MET de la mousse MG75-F127, les inclusions correspondent

aux transformées de Fourier

5.3.3. Etude de l'interaction avec du SBF

5.3.3.1.Evolution du SBF
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Les évolutions de composition du SBF (Figure 5-19) montrent une augmentation plus rapide
de la concentration en calcium dans le milieu pour la mousse MG75-F127 que pour MG75 ce
qui est cohérent avec la surface de contact plus importante entre MG75-F127 et le milieu.
Apres deux jours d’immersion dans le milieu, la concentration en calcium semble se stabiliser
pour MG75-F127 alors qu’elle diminue jusqu’a 10 jours d’immersion pour MG75 apres étre
passé€e par un maximum a 1 jour. L’évolution de la concentration en silicium dans le milieu
est assez similaire pour les deux mousses, bien qu’un peu plus rapide aux premiers instants
pour MG75-F127 ce qui est en accord avec les courbes d’évolution de la concentration en
calcium. Ensuite, la dissolution du réseau de verre semble ralentir pour MG75-F127,
probablement a cause de la formation rapide d’une couche de phosphate de calcium en
surface. En effet, la concentration en phosphore diminue plus vite au contact de la mousse
MG75-F127 qu’au contact de MG75 pour atteindre un minimum apres 2 jours et 10 jours
d’interaction respectivement témoignant d’une précipitation rapide a la surface de MG75-

F127.
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Figure 5-19: Evolution des concentrations mesurées par ICP-AES en phosphore,
silicium et calcium dans le SBF en fonction du temps d'immersion des mousses
MG75 et MG75-F127

5.3.3.2. Cartographies élémentaires

Les cartographies ¢lémentaires de la mousse MG75-F127 (Figure 5-20) montrent la méme
structure que pour MG75, c’est-a-dire des murs partiellement fragmentés qui contiennent

donc aussi une porosité de I’ordre de quelques micrometres.

Les cartographies élémentaires apres 10 jours d’immersion dans le SBF (Figure 5-21)
montrent la présence d’une couche de phosphate de calcium a la surface du matériau, ainsi
que la transformation presque totale des murs les plus fins. Cette réactivité beaucoup plus
homogene que pour la mousse MG75 témoigne de I’importance des propriétés de surface dans

la réactivité des verres bioactifs.
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Figure 5-20 : Cartographies élémentaires de la mousse MG75-F127 avant

immersion dans le SBF
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Figure 5-21 : Cartographies élémentaires de la mousse MG75-F127 apres 10
jours d'immersion dans le SBF et superposition des cartographies du silicium
(bleu) et du phosphore (rouge). Les cartographies dans le cadre vert

correspondent a des images 70 um x 70 um de la couche phosphocalcique
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5.3.3.3.Mesures locales de concentrations

L’évolution de composition de I’intérieur des murs (Figure 5-22) indique des comportements
assez différents pour les deux mousses. La composition interne varie assez peu pour MG75
alors que la concentration en calcium diminue fortement pour MG75-F127 passant de 12 a
2% massique apres 10 jours et s’accompagnant logiquement d’une augmentation de la
concentration en silicium. Cela semble témoigner d’un phénomeéne de drainage du calcium de
I’intérieur du matériau vers la surface pour participer a la formation de la couche de phosphate
de calcium. Il est intéressant de noter que 1’apport en calcium drainé depuis I'intérieur du
matériau peut expliquer la stabilisation de la concentration en calcium dans le SBF. En effet,
I’apport en calcium pour la formation de la couche de CaP de la mousse MG75 semble
provenir principalement du milieu, alors qu’il semble venir pour une part importante de

I’intérieur du matériau pour MG75-F127.

Globalement, les concentrations en phosphore a I’intérieur des murs sont tres faibles et sont
probablement le résultat d’une diffusion du phosphore qui reste néanmoins limitée par les
surfaces spécifiques assez faibles des verres en comparaison des mousses de Sepulveda et al.
L’hypothese d’une mésoporosité occluse semble donc se confirmer pour MG75-F127, surtout
si ’on compare avec les concentrations a 1’intérieur des murs observée précédemment pour

M75-F127.

L’évolution de la composition de la périphérie des murs des mousses (Figure 5-23) montre
globalement, dans les deux cas, une diminution de la concentration en silicium et une
augmentation des concentrations en calcium et en phosphore cohérente avec un processus de
bioactivité. Toutefois, cette évolution est plus rapide pour MG75-F127 qui montre méme dans
un premier temps une diminution de la concentration en calcium a sa surface, en accord avec
le relargage rapide de cet élément observé dans le SBF. De plus, la concentration en
phosphore augmente plus vite a la surface de MG75-F127 de méme qu’elle diminuait plus
rapidement dans le SBF. Ces résultats s’expliquent par la plus grande surface spécifique de la
mousse MG75-F127 qui donne lieu a un échange plus important avec le milieu, donc une
dissolution plus rapide, mais aussi a plus de sites de nucléation, d’ou une précipitation plus
rapide et plus homogene. En conséquence, la mousse MG75-F127 montre que 1’augmentation
de la surface spécifique, méme de quelques dizaines de m?/g, permet d’avoir une bioactivité
suffisante pour espérer la formation d’une interface efficace entre le verre et les cellules

0OSSCusScEs.
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Figure 5-22 : Evolution de la composition de I'intérieur des murs des mousses

MG75 et MG75-F127
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Figure 5-23 : Evolution de la composition de la périphérie des murs des mousses
MG75 et MG75-F127

5.4.Conclusion

L’organisation des mésopores des mousses de verre bioactif par le procédé EISA n’a pas pu
étre réalisée avec succes pour les mousses synthétisées avec du HF. Il est vraisemblable que
I’acide fluorhydrique, nécessaire a la gélification du TEOS et au maintien de ’architecture
macroporeuse, fige le réseau de silice avant que 1’évaporation du solvant ne commence et que
le tensioactif puisse s’organiser en micelles. L’utilisation du F127 permet toutefois
d’augmenter de maniére importante la surface spécifique du verre et des essais in vifro ont
montré la grande bioactivité de la mousse ainsi obtenue confirmant la possibilité de contrdler

la réactivité des mousses.

Malgré cela, il semble que la grande surface spécifique vienne en partie de 1’existence d’une

porosité supplémentaire (de quelques dizaines a quelques centaines de nanometres) résultant
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d’un fractionnement des murs de la mousse. Par conséquent, le risque de dégradation des

propriétés mécaniques est important.

Dans le nouveau procédé proposé sans HF, la gélification du verre n’est pas encore réalisée a
la fin du moussage, puisque c’est la gélatine qui se solidifie et sert de support a la formation
d’un réseau de verre macroporeux. Le procédé EISA peut donc s’opérer permettant ainsi de
réaliser une structuration des mésopores qui a été confirmée par microscopie électronique a

transmission.

La surface spécifique du matériau obtenu est, de manicre surprenante, assez faible (49 m?%/g)
pour un verre mésostructuré ce qui conduit a penser que la calcination de la gélatine et du
F127 laisse des résidus organiques. En effet, ces résidus se déposeraient en surface du
matériau et pourraient obstruer les pores et ainsi les rendre inaccessibles a la mesure par
adsorption d’azote. Avec une surface accessible de 49 m%/g, la mousse MG75-F127 présente
une réactivité bien plus prometteuse pour une application en ingénierie tissulaire que MG75.
Toutefois, au vue de la structure organisée de MG75-F127, il semble que la surface réelle soit
plus importante. Une amélioration de I’élimination des phases organiques devrait donc
permettre, en conservant la méme synthese, d’obtenir des matériaux a la réactivité encore
améliorée. Pour cela un lavage a I’aide d’un solvant ou une optimisation du traitement
thermique sont des solutions envisageables. Il serait méme peut-étre possible d’avoir une
réactivité suffisante pour la mousse MG75, qui présente une macroporosité plus intéressante

et une surface sans fracturations.
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Chapitre 6 Premiers essais in
vivo d'une mousse de verre

bioactif

6.1.Etude histologique

Apreés avoir déterminé que la mousse M75-B semblait plus apte a permettre 1’invasion
cellulaire que la mousse M75-A (4.1, Page 85), cette mousse a été taillée pour réaliser des
cylindres implantables dans des mandibules de mouton. Des implantations ont été réalisées en
collaboration avec le Laboratoire de Physiopathologie Orale et Moléculaire de 1’Université
Paris Diderot et L’Université Saint Joseph de Beyrouth. Des mousses de verre ont été taillées
en cylindres pour combler un défaut osseux de dimensions 10x5x4 mm’® réalisé dans une
mandibule de mouton. Le sacrifice a été réalisé¢ aprés 6 semaines. Apres récupération, les
¢chantillons sont fixés dans un tampon neutre de formaldéhyde a 10% puis sont enrobés dans
une résine aprés déshydratation a 1’éthanol. Des coupes sont réalisées et polies jusqu’a une
¢paisseur d’environ 60 um et colorées au Giemsa-Paragon pour des observations
histologiques en microscopie optique. Les coupes observées sont ensuite repolies pour
¢liminer la coloration afin de pouvoir les analyser par PIXE sans que les éléments de la

coloration interferent avec les mesures.

Les coupes histologiques (Figure 6-1) obtenues apreés implantation de la mousse M75-B
pendant 6 semaines montrent des grains noirs, qui sont les vestiges de la mousse de verre, et
le tissu osseux apparait coloré en rose. Du tissu osseux est visible au centre de 1’implant ce

qui témoigne d’une bonne invasion de la mousse par les cellules osseuses.

La Figure 6-2, qui est un agrandissement de la zone encadrée dans la Figure 6-1, montre deux
teintes différentes de rose, la partie rose pale correspond a de 1’os ancien qui va jusqu’aux
pointillés jaunes, cette ligne délimite la partie de I’os qui a été enlevée afin de créer le défaut
osseux pour ’implantation. Ce défaut a ét€ comblé avec la mousse M75-B, de 1’os récemment

formé s’y est développé et est visible en rose vif a droite de la ligne en pointillés jaunes.
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Figure 6-1 : Cliché obtenu par microscopie optique sur une coupe histologique
apres 6 semaines d’implantation de la mousse M75-B dans une mandibule de

mouton (grossissement x4)

Figure 6-2 : Cliché obtenu par microscopie optique sur une coupe histologique
apres 6 semaines d’'implantation de la mousse M75-B dans une mandibule de

mouton (grossissement X10)
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6.2.Cartographies élémentaires et images en

électrons rétrodiffusés

La Figure 6-3 montre les détails de la texture de la mousse apres 6 semaines d’implantation,
une porosité importante est observée, elle est probablement le résultat des étapes de
dissolution du verre et de la précipitation d’une phase minérale. Les cartographies chimiques
réalisées par I’analyse PIXE sur les coupes histologiques ne permettent pas de distinguer de
zone contenant du silicium, pouvant étre identifiées comme du verre. Cependant, des formes
réguliéres contenant du calcium et du phosphore se retrouvent sur ces cartographies, c’est-a-
dire des zones sont plus riches en ces deux éléments que le reste de I’échantillon (Figure 6-4).
Ces zones ont une géométrie trés proche des zones noires observées sur les coupes
histologiques et des zones blanches poreuses en électrons rétrodiffusés, il s’agit donc de ce
qui était a 1’origine la mousse M75-B. La matrice riche en phosphore et en calcium qui
entoure ces zones correspondrait donc a de I’os. L’image obtenue par électrons rétrodiffusés
sur la méme zone fait apparaitre les vestiges de mousse plus clairs que 1’0os environnant ce qui
confirme une quantité plus importante d’éléments « lourds » (Ca et P) qui les composent et
une densité plus élevée comparé a 1’os. L’os contient lui aussi une quantité¢ importante de
phosphore et de calcium, mais il contient aussi, pour une part non négligeable, une phase
organique (collagéne) qui se compose d’éléments légers. Ainsi, les observations de ces
différentes cartographies montrent que les vestiges de mousse contiennent plus de phase
minérale que 1’0s. Le verre s’est transformé en une phase minérale mais il n’est pas encore

transformé en véritable tissu osseux.

os

« verre »

Figure 6-3 : Cliché MEB de la mousse M75-B aprés implantation 6 semaines dans

une mandibule de mouton
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Figure 6-4: Cartographies élémentaires et cartographie par électrons
rétrodiffusés de deux coupes histologiques (A et B) de la mousse M75-B

implantée in vivo
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6.3.Mesures locales de concentrations

Des mesures locales de concentration sont réalisées sur les deux zones d’intérét présentées
dans la partie précédente, a savoir les vestiges de la mousse de verre M75-B (notés « verre »)
et ’os environnant, c¢’est-a-dire 1’os qui a poussé au contact du verre bioactif dans le défaut
créé avant implantation du matériau (os nouveau). De plus, d’autres cartographies ont été
réalisées sur une troisieme zone d’intérét, plus éloignée du défaut, celle de 1’os mature (os

ancien).

Les résultats des mesures locales de concentrations en éléments majeurs et mineurs (Figure
6-5) montrent que le « verre » et 1’0os nouveau contiennent moins de calcium et plus de
phosphore que ’0os ancien. Il n’est donc pas surprenant que ces deux zones présentent des
rapports molaires Ca/P plus faibles que celui de 1’os ancien. Le rapport Ca/P de I’os nouveau
est de 1,64 £+ 0,10, tres proche de celui de I’apatite, alors que celui de I’os ancien est plus
¢levé a 1,82 = 0,01. Le rapport est relativement faible pour le verre, 1,48 + 0,05. Ces
différences ne sont pas inquiétantes dans la mesure ou le rapport Ca/P varie en fonction du
site, du sexe et de 1’age. En effet, Zaichick et Tzaphlidou166 ont réalisé des mesures au niveau
de I’os cortical du col du fémur sur des patients d’age et de sexe différents, ils obtiennent ainsi
une variation non significative du rapport Ca/P entre 1,55 et 1,96. De plus, les valeurs
mesurées sur les coupes histologiques sont plutdt cohérentes avec la transformation de
scaffolds de verres bioactifs (45S5 et 13-93) en apatite observée par Bi et al. lors de
I’implantation dans des calvarias de rat. Ils obtiennent un rapport Ca/P inférieur a 1,67 pour

I’0s néoformé (de 1,5 a 1,55) et pour le « verre » (de 1,36 a 1,6)'%".

Les concentrations en magnésium montrent une différence significative entre I’os, qu’il soit
ancien ou nouveau, et les vestiges du verre d’origine, 1’0s incorpore plus de magnésium que le

Verre.

En regardant les concentrations en éléments traces (Figure 6-6), I’hypotheése faite
précédemment d’une quantité de phase minérale plus importante dans le « verre » que dans
I’0os se voit confirmée par la trés faible teneur en soufre dans le « verre ». A I’inverse, les
concentrations en soufre dans l’os sont plus importantes puisqu’il contient une phase
organique. Le soufre provient par exemple des ponts disulfures présents entre les chaines de
collagene. D’autres différences intéressantes apparaissent clairement au niveau des
concentrations en ¢léments traces puisque 1’0s, ancien ou nouveau, incorpore du zinc en

quantités comparables alors que le « verre » en incorpore environ deux fois moins. De plus, le
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« verre » contient des traces plus importantes de silicium, reste de la composition de départ de
la mousse M75-B. Les mesures montrent que le silicium a été efficacement éliminé du site
d’implantation, seules quelques traces subsistent, qui peuvent avoir un effet ostéoinducteur. Il
a en effet été montré par Xynos et al.'® que les produits de dégradation des verres bioactifs,
dont le silicium, stimulaient la prolifération des cellules osseuses. Enfin, le « verre » et 1’0s
nouveau incorporent des quantités comparables de strontium alors que ’0os ancien en a

incorporé environ deux fois plus.

42 21
Ca = P
41 A
20 -
40 A
39 191
38 A 18 -
- 37
17 A
g 36 -
A
g 35 4+ 16 +—
° "verre" o0s nouveau os ancien "verre" 0s nhouveau o0s ancien
§ 10 2.0 _
g Mg Rapport atomique Ca/P
s 0.8 A 1.8 -
% I
O 0.6 - 1.6 -
0.4 1.4 -
0.2 1.2 -
0.0 +— 1.0 1—
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Figure 6-5 : Mesures locales de concentration en éléments majeurs et mineurs et
rapports atomiques Ca/P dans les différentes zones d’intérét sur les coupes
histologiques
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Figure 6-6 : Mesures locales de concentration en éléments traces dans les

différentes zones d’intérét sur les coupes histologiques

6.4.Profil de concentration a l'interface os-

« verre »

Les profils de concentration en calcium et en phosphore a I’interface os-mousse M75-B

(Figure 6-7) ne semblent pas montrer de différence majeure entre le matériau minéral qui était

la mousse de verre a l’origine et 1’os qui D’entoure. Cette observation confirme la

transformation trés avancée du matériau qui est difficilement discernable de 1’os environnant

du point de vue du calcium et du phosphore. La trés bonne intégration du matériau au tissu

osseux implique 1’absence d’une fronti¢re nette entre les deux zones.
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Figure 6-7 : Profil de concentration a l'interface os-mousse de verre bioactif

apres implantation in vivo (Les masques ont une dimension de 35 ym x 7 uym)

6.5.Conclusion

La mousse M75-B a donc montré sa biocompatibilité et une ultra-macroporosité suffisante
pour permettre ’invasion cellulaire jusqu’au cceur du matériau et donc jusqu’au coeur du
défaut. Apres 6 semaines d’implantation le processus de bioactivité a transformé le verre en
phosphate de calcium qu’il est chimiquement difficile de distinguer de 1’0os. La nature
purement minérale du matériau obtenu permet de le distinguer de 1’0s (qui contient une phase
organique et des cellules) par coloration des coupes histologiques ou par imagerie en électrons
rétrodiffusés. Toutefois, si les compositions chimiques en éléments majeurs sont trés proches,
la grande sensibilité de la méthode PIXE a permis de mettre en évidence des différences au
niveau des ¢léments mineurs et méme des éléments traces. Ces résultats ont pu étre comparés
a la composition de 1’0os mature et ont mis en évidence des différences significatives avec 1’os
néoformé. L’absence de limite nette entre le matériau et 1’os a été confirmée par la réalisation
d’un profil de concentration en €léments majeurs. La réalisation d’un profil de concentration
en ¢léments traces ne donnerait pas de résultats précis en raison de la trop faible taille des

masques.

Ces résultats montrent donc que la mousse M75-B semble trés bien s’intégrer a
I’environnement vivant et se transforme pour atteindre une composition proche de celle du
minéral osseux, témoignant de sa bioactivité. Ce matériau apparait donc trés prometteur pour
des applications en implantation directe, mais aussi en ingénierie tissulaire puisqu’il permet

I’invasion cellulaire.
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Partie C Ajout d'un élément

thérapeutique : le strontium
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Chapitre 7 Verres au strontium :
relation cinétique de réactivite -

structure

7.1.Poudres de verre au strontium

7.1.1. Elaboration et caractérisations

I a été exposé précédemment que 1’ajout de strontium dans les verres bioactifs présentait un
intérét certain en raison de son effet bénéfique sur la croissance osseuse (1.3.3.2.2, Page 32).
Son incorporation dans des mousses de verre bioactif permettra son relargage local et devrait
avoir un effet bénéfique sur la régénération osseuse. Cependant, les différentes sources
bibliographiques, qui correspondent a des matériaux ou des voies de synthéses différents, se
contredisent sur 1’influence du strontium sur les propriétés physico-chimiques du verre. Il est
donc primordial de comprendre spécifiquement les effets de 1’ajout de strontium sur les verres
étudiés au cours de ce travail. Afin d’étudier I’influence de I’ajout de strontium dans les
verres bioactifs, différents échantillons contenant des quantités croissantes d’oxyde de
strontium, partiellement substitué a I’oxyde de calcium des verres binaires de méme
composition que ceux ¢tudiés au cours de la Partie A, ont été synthétisés sous forme de
poudre. Des poudres de verre au strontium ont été ¢laborées avec 2,5, 5, 10 et 20 % massique
d’oxyde de strontium. Afin de réaliser ces verres 13,48 mL d’eau et 13,48 mL d’éthanol sont
mélangés a 2,25 mL d’HCI a 2N puis 13,94 mL de TEOS sont ajoutés. Apres 30 minutes
d’agitation, les quantités de nitrate de calcium et de strontium indiquées dans le Tableau 7-1
sont ajoutées. Le sol est agité pendant 1 heure, mis a 1I’étuve a 60°C dans des conteneurs en
téflon pendant 24 heures puis mis a 1’air a 125°C durant 24 heures. Les poudres ainsi
obtenues sont ensuite calcinées pendant 24 heures a 700°C (chauffage de 25 a 700°C effectué

en 2 heures).

Les compositions réelles mesurées par ICP-AES sont données dans le Tableau 7-2. L’une des
raisons avancées dans la littérature par O’Donnell et Hill*® pour expliquer la différence de
réactivité observée par Lao er al.*' entre les poudres 75 et 75Sr5 est la différence de

connectivité de réseau (C.R.). Une connectivité plus importante implique une polymérisation
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plus importante du réseau et induit une diminution de la vitesse de dissolution. Ce paramétre,
purement théorique, a donc été calculé a partir des compositions des verres afin d’étudier son
effet, il peut étre exprimé par la formule suivante :

nombre de BO—nombre de NBO _

C.R.=2+ —24 2[Si0,]-2[Ca0]-2[Sr0]

nombre d' oxydes formateurs [Ssio,]

(7-1)
Ou: BO représente les oxygenes pontants (Bridging Oxygens)

NBO représente les oxygenes non pontants (Non Bridging Oxygens)

Les études expérimentales montrent que les verres possédant une connectivité de réseau
supérieure a 2,6 sont trés peu ou pas bioactifs en raison de leur résistance a la dissolution. Il
faut noter cependant que pour les verres sol-gel, la connectivité réelle ne peut Etre
correctement calculée au moyen de 1’équation 7-1 qui se base sur la composition nominale en
oxydes. En effet, la connectivité dans les verres sol-gel est plus basse qu’attendue en raison de
la présence de nombreux groupements silanols (SiOH) résiduels provenant de la température
de calcination plus basse que celle utilisée lors de 1’élaboration d’un verre par fusion. Les ions
H" des groupements silanols générent des oxygénes non pontants ce qui diminue d’autant la
connectivité de réseau et la résistance a la dissolution dans les verres sol-gel, ce qui est
favorable a la bioactivité. C’est pour cette raison que O’Donnell et Hill proposent de
retrancher 1 a la valeur de connectivité¢ des verres sol-gel. Toutefois, dans le cadre de ce
travail, le calcul de ces valeurs étant réalisé pour la comparaison de verres sol-gel entre eux,
les valeurs calculées par 1’équation 7-1 ne seront pas corrigées. La connectivité de réseau
augmente lorsque la quantité d’oxyde de strontium croit dans le verre (Tableau 7-2). Cela
provient du fait que la substitution du calcium par du strontium étant réalisée en pourcentage
massique, et les masses molaires de SrO et CaO étant différentes, cela revient a augmenter la
proportion molaire de SiO; et ainsi a augmenter la connectivité du réseau. Afin de vérifier si
cette augmentation a un effet significatif sur la réactivité, un échantillon de composition
71,5% Si0, - 18,5% CaO — 10% SrO a été élaboré. Sa connectivité (3,27) est proche de celle
du verre ne contenant pas de strontium (3,22). Le méme protocole de synthése que pour les
autres poudres a été employé en utilisant 12,85 mL d’eau et d’éthanol, 2,14 mL d’HCl, 13,29
mL de TEOS, 3,8951 g de Ca(NOs),.4H,0 et 1,0212 g de Sr(NO3)s.
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Tableau 7-1 : Quantités de nitrates impliquées dans la synthése des poudres de

verres binaire et au strontium

Ca(NO3)2.4H20 SI‘(NO3)2

Echantillons
(® (®
75 5,2637 0
75Sr2,5 4,7373 0,2553
75Sr5 4,2109 0,5106
75Sr10 3,1582 1,0212
758120 1,0527 2,0424

Tableau 7-2 : Compositions et connectivités de réseau des poudres de verres

binaire et au strontium (% massique)

75 75Sr2,5 75Sr5 75Sr10 75Sr20 71,5Sr10

% Si0, 73,4+0,7 73,6+0,7 742+0,7 749+0,7 752+0,7 71,4+0,7

% Ca0 26,6+03 238+03 21,0+02 16002 53+05  194+02

% SrO - 2,50 £0,03 4,80+0,05 9,1+09 195+02 9,20+ 0,09
C.R. 3,22 3,27 3,32 3,40 3,55 3,27

7.1.2. Caractérisation des verres au strontium

7.1.2.1. Propriétés texturales

L’évolution de la surface spécifique mesurée pour les différents verres au strontium (Figure
7-1) montre que 1’ajout d’oxyde de strontium dans le verre induit une diminution de la surface
spécifique qui n’est pas tres significative jusqu’a 5 % de dopage mais qui devient trés

marquée a partir de 10 % de SrO.

145



50
45 71,55r10 O

40 { 75—=755r20 —&—

Surface Spécifique (m?/g)

0 T T T
0 5 10 15 20

Pourcentage massique en SrO

Figure 7-1 : Evolution de la surface spécifique des poudres de verre en fonction

du pourcentage massique en SrO

7.1.2.2. Propriétés cristallographiques

Les propriétés cristallographiques des différents verres ont été étudiées par diffraction des
rayons X. Les diffractogrammes de rayons X des poudres 75 et 75Sr5 (Figure 7-2) sont
cohérents avec la nature vitreuse des matériaux étudiés qui présentent toutefois des pics de
cristallisation de faible intensité pouvant correspondre a Ca,SiOy4 (fiche JCPDS 33-0302'%).
En revanche, le diffractogramme de la poudre 75Sr20 montre de nombreux pics dus a une
cristallisation partielle du verre. Les phases formées semblent correspondre a des silicates de
strontium : Sr,SiO4 (fiche JCPDS 39-1256') et SrSiO; (fiche JCPDS 34-0099'""). 11 semble
donc que I’ajout de strontium dans les verres favorise leur cristallisation. L’observation d’une
diminution de la surface spécifique n’est, dans ce cas, pas surprenante puisque les matériaux

cristallisés possedent généralement des surfaces spécifiques plus faibles que les matériaux

amorphes.

11 est intéressant de relier ces observations aux résultats de I’étude par Résonance Magnétique
Nucléaire du strontium 87 de Bonhomme ez al.'”* qui a ét¢, en partie, réalisée sur la poudre de
verre 75Sr10 de ce travail de thése par le biais d’une collaboration avec le Laboratoire de
Chimie de la Matiere Condensée de Paris. Les propriétés de I’environnement local du
strontium et du calcium dans le verre 75Sr10 (Tableau 7-3) montrent des différences
significatives notamment dans le nombre de coordination moyen. De plus, le strontium dans

le verre 75Sr10 (74,9% SiO; - 16% CaO - 9,1% SrO) posséde un environnement chimique
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différent de celui du strontium dans un verre de composition 90,7% SiO, - 9,3% SrO (en
pourcentage massique), tels que 1’ont montré des calculs en dynamique moléculaire ; le degré
de polymérisation du réseau de silicate, mais surtout le nombre de coordination moyen du
strontium, sont tres différents. Cela implique que le strontium peut avoir une grande variété
d’environnements locaux différents. Le role du strontium dans le réseau de verre est donc
différent de celui du calcium ce qui est cohérent avec 1’observation de propriétés différentes

pour les verres au strontium par rapport au verre 75.

De plus, cette étude montre que dans les verres bioactifs, le strontium a tendance a engendrer
la formation de nanodomaines de silicate de strontium. Les quantités de SrO les plus
importantes, 10 et 20%, permettent d’ailleurs d’identifier ces domaines en diffraction des
rayons X. Le verre binaire 75 n’engendre quasiment pas de cristallisation a la température de
calcination utilisée (700°C). Il semble donc que 1’ajout de strontium dans le verre diminue la
température de cristallisation du verre, témoignant une fois encore de propriétés différentes

entre le strontium et le calcium.

Des pics ont déja été observés par diffraction des rayons X pour des verres bioactifs au

strontium obtenus par la voie sol-gel'”

. Cette étude a montré la présence d’especes
cristallines dans le verre avant calcination. La Figure 7-3 montre un diffractogramme de
rayons X de la poudre 75Sr20 avant calcination, les mémes phases cristallines que celles

173 . . .
/.7 se retrouvent, a savoir du carbonate de strontium, un

observées par Taherkhani et a
silicate de strontium (Sr,Si,04) et surtout des nitrates de strontium. Ces nitrates seront
¢liminés lors de la calcination. En revanche, méme si les phases observées sont différentes de
celles obtenues apres calcination, il est intéressant de noter que méme a basse température des
silicates de strontium sont observés. Il semble donc que le strontium a bien tendance a

favoriser I’organisation du réseau, méme a basse température.
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Figure 7-2 : Diffractogrammes de rayons X des poudres de verre 75, 75Sr5,
75Sr10 et 75Sr20 apreés calcination a 700°C
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Figure 7-3 : Diffractogramme de rayons X de la poudre de verre 755r20 avant

calcination
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Tableau 7-3 : Environnements locaux du strontium et du calcium dans le verre
75Sr10, d'aprés'’?

Sr Ca
Nombre de coordination (C.N.) moyen 6,4+0,5 5,5+0,1
Contribution au C.N. moyen :
Des oxygenes pontants 33,6 % 31,5%
Des oxygéenes non-pontants 66,4 % 68,5 %

7.1.2.3.Etude des verres par spectroscopie

infrarouge

Le spectre infrarouge (Figure 7-4) obtenu pour la poudre 75 montre les raies de vibration
caractéristiques d’un réseau de verre a base de silice. Les bandes les plus intenses
correspondent aux vibrations des liaisons Si-O-Si : balancement (~ 468 cm™), déformation
(~ 800 cm™) et ¢longation (~ 1080 cm™). Les verres contenant du strontium présentent les
mémes bandes de vibration puisqu’ils sont eux aussi majoritairement constitués par un réseau
de SiO,. Cependant, des bandes a 840 et 935 cm™ gagnent en intensité par rapport aux bandes
de vibration de la liaison Si-O-Si et deviennent clairement visibles. Cela montre que 1’ajout de
strontium dans le verre semble favoriser 1’apparition de certaines bandes de vibration, cela
témoigne d’une évolution de la structure chimique lors de la substitution. L’existence d’un
environnement différent pour le calcium et le strontium semble confirmée. Les bandes qui
s’intensifient correspondent a la vibration des liaisons Si-NBO (Tableau 7-4) et Si-2NBO,
c’est-a-dire les vibrations d’unités Si-O, la charge négative étant compensée par les especes

- 174
cationiques

. En effet, le rapport d’intensités des bandes de vibration des liaisons Si-O-Si
(symétrique) et Si-NBO montre une différence significative entre le verre binaire et les verres
au strontium qui ne sont, par contre, pas tres différents entre eux. Or les études RMN'" ont
montré que le strontium avait une coordination plus importante et s’entourait de plus
d’oxygenes que le calcium (nombre de coordination moyen de 6,4 pour le strontium et de 5,5

pour le calcium), il semble donc cohérent de voir apparaitre plus de liaisons non pontantes Si-

O en substituant une partie du calcium par du strontium.

Il est de plus intéressant de remarquer la présence de trois bandes de vibration des
groupements hydroxyles clairement visibles a 3417, 3479 et 3553 cm™. La présence d’une
structure fine résolue dans la méme zone du spectre a été observée par Yu ef al.'” sur le
spectre infrarouge de la Jennite hydratée, un silicate de calcium de formule

(Cag(Sig0,gH,)(OH)g)Ca.6H,0. Ces bandes résolues sont attribuées a la présence de
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groupements OH sur des sites ordonnés bien définis qui induisent I’existence de distances
bien définies pour les liaisons hydrogene des groupements Ca-OH et éventuellement Si-OH.
L’observation de bandes résolues a 3417, 3479 et 3553 cm™ est donc cohérente avec 1’analyse
par DRX et montre la présence de structures organisées de silicates de calcium et de
strontium.

Nombre d’onde (cm™)
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Figure 7-4 : Spectres infrarouge des poudres de verre 75, 75S5r5, 755r10 et
75Sr20 (les pics a 1481 et 1627 cm™ correspondent a I'eau résiduelle et a la

présence de groupements carbonates)

Tableau 7-4 : Rapport relatif des transmittances des groupements Si-O-Si

(vibration asymétrique) et Si-NBO

75 75Sr5 75Sr10 75Sr20
Si-O-Si (asymétrique) / Si-NBO 2,0+0,2 13+0,1 13+0,1 1,1+0,1
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7.2.Comparaison des cinétiques de réactivité

7.2.1. Modele d’'évaluation des cinétiques

7.2.1.1. Choix des éléments étudiés

I1 existe plusieurs fagons de considérer la cinétique de réaction d’un verre bioactif dans le
SBF puisque deux phénomenes ont lieu simultanément, la dissolution du réseau de verre et la
formation d’une couche de phosphate de calcium. Il est donc possible de regarder soit la
vitesse de dissolution des especes (calcium et silicium) soit la vitesse de formation de la
couche (précipitation du calcium et du phosphore). L’étude cinétique via la modélisation du
relargage en calcium a déja été réalisée’’® mais ne parait pas forcément idéale puisque le
calcium intervient a la fois dans les processus de dissolution et de précipitation. De plus, la
comparaison des cinétiques de dissolution pour des verres dans lesquels une partie du calcium
a ¢té substituée par du strontium souhaitant étre réalisée, une comparaison des vitesses de
relargage du calcium risque d’étre difficile du fait des différences importantes de
concentration en calcium dans les verres. Les deux meilleurs choix pour comparer les verres
sont donc 1’étude du relargage de silicium qui n’est initialement pas présent dans le milieu et
qui ne re-précipite pas, ainsi que 1’étude de la précipitation de phosphates de calcium via le
phosphore qui n’est initialement pas présent dans le verre. Les comparaisons des vitesses de
dissolution du verre se feront donc via 1’étude de la concentration en silicium dans le milieu,
les comparaisons de vitesse de formation d’une couche phosphocalcique se feront donc via

I’étude de la concentration en phosphore.

7.2.1.2.Modele d’'étude cinétique de

dissolution

La modélisation de la vitesse de dissolution du réseau par 1’étude du relargage de silicium a
déja été réalisée par Sepulveda et al'”’ en appliquant un modéle inspiré des travaux de

Douglas et El-Shamy sur la dissolution des verres en solution'”.

Ce modele permet
d’exprimer la variation de la concentration d’un élément libéré dans le milieu [A] en fonction
du temps d’immersion t :

aal _ g .-1/2 3
=kt (7-2)

L’intégration de cette équation et son application au cas du silicium donne :
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[Si] = [Si]o + kt1/? (7-3)
En modélisant par une droite linéaire 1’évolution de la concentration en silicium en fonction

de t1/2 il est alors possible de déterminer la constante cinétique k caractéristique de la vitesse

de dissolution du réseau de silice.

Certaines limites existent cependant pour ce modele qui n’est pas applicable sur I’ensemble
des points de I'interaction. En effet, Sepulveda ef al. ont montré que deux régimes existaient,
associés chacun a une constante différente'”’, I’une pour les premiers instants de réaction
(avant 1 heure pour le 45S5 et 30 minutes pour le 58S) et ’autre pour la suite du processus de
dissolution. Dans le cadre de cette étude, la modélisation a donc systématiquement été réalisée
apres au moins 30 minutes de réaction. De plus, aux délais les plus longs, un phénomene de
saturation du silicium en solution est généralement observé (Figure 7-5), il provient
probablement de la limitation du phénomene de dissolution par la couche phosphocalcique
qui se forme en surface des verres par le processus de bioactivité. Le modele de Sepulveda ne
prend pas en compte ce phénomene et n’est donc pas applicable aux temps longs sous peine
d’inconsistance (exemple du fit 1 sur la Figure 7-5). En revanche, ce modé¢le appliqué avant le
palier (fit 2 sur la Figure 7-5) fonctionne trés bien pour déterminer la cinétique de dissolution

du réseau de silice avant que le phénomeéne de saturation ne se produise.

100 _
© points expérimentaux +
1%} fitl fit 2
= 80 -
S
A2 60
5 2
o
§ T 40
2 E
<
n
= 20
Q
2
8 0

0O 05 1 15 2 25 3

Temps d’interaction (jours)
Figure 7-5 : Evolution expérimentale mesurée par ICP-AES et modélisation de la
concentration en silicium relargué dans le SBF pour un verre de composition 75%
SiO, - 25% CaO (pourcentages massiques) immergé dans du SBF. Le fit 1 est
réalisé d’apres le modele de Sepulveda sur I'ensemble des points expérimentaux,
ce qui n‘est pas satisfaisant. Le fit 2 se limite aux points avant saturation de la

concentration en silicium et est pleinement valide dans l'intervalle ainsi restreint
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7.2.1.3.Evolution de la concentration en

phosphore

L’étude a été réalisée sur des poudres de différents verres bioactifs immergés dans du SBF

pour des délais de :
- 30 minutes, 1 et 5 heures, 1, 2, 3 et 5 jours pour 755r2,5, 75Sr20 et 71,5Sr10
- 30 minutes, 1 et 6 heures, 1, 2, 3 et 6 jours pour 75 et 75Sr5
- 30 minutes, 1 et 6 heures, 1, 2, 3 et 7 jours pour 75Sr10

Dans cette partie I’évolution de la concentration en phosphore est utilisée comme témoin de la
formation de la couche phosphocalcique. La quantité de phosphore dans le SBF (Figure 7-6)
semble diminuer plus rapidement pour le verre binaire que pour tous les verres qui
contiennent du strontium. De maniére treés significative, le verre 71,5-Sr10, qui a une
connectivité de réseau a priori équivalente au verre binaire 75 suivant le calcul d’O’Donnell et
Hill, réagit beaucoup plus lentement que ce dernier. La connectivité de réseau pour les verres
sol-gel au strontium ne peut pas étre calculée suivant la formule proposée par O’Donnell et
Hill, mais nécessite d’étre déterminée expérimentalement, par exemple par RMN du silicium.
L’ajout de strontium semble donc ralentir la vitesse de formation d’une couche d’apatite et ce
phénomene est particulierement marqué pour les plus forts taux de substitution du calcium par
du strontium. Ce sont donc les verres partiellement cristallisés et ayant la plus faible surface
spécifique qui induise une précipitation de phosphate de calcium plus lente ce qui est cohérent

puisqu’ils possedent moins de sites de nucléation.

Il est intéressant de noter que la différence de vitesse de précipitation de la couche de
phosphate de calcium est surtout marquée pour les verres contenant 10 et 20% de SrO puisque
les verres contenant 2,5 et 5% de SrO conduisent a la consommation d’une grande partie du

phosphore du SBF apres 3 jours d’immersion, ce qui est comparable au verre binaire.
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Figure 7-6 : Evolution de la concentration déterminée par ICP-AES en phosphore
dans le SBF au cours de lI'immersion des poudres de verre bioactif binaire et au

strontium

7.2.1.4.Dissolution du réseau de silice

L’ajout de strontium dans les verres provoque une diminution de la cinétique de dissolution
du réseau de SiO, (Figure 7-7). Le verre 71,5Sr10 ayant une vitesse de dissolution

comparable a celle de 75Sr10 (25 £ 5 et 20 £ 6 ppm.j']/2

respectivement) malgré des
connectivités de réseau €loignées, ce parametre ne permet pas a lui seul d’expliquer le
ralentissement de la cinétique. En revanche, il a été montré précédemment que, contrairement
a de nombreuses observations faites sur des verres fusion, le strontium ne s’insérait pas
forcément de maniere identique au calcium dans le réseau d’un verre sol-gel, il génére un
environnement chimique différent. Cependant, les observations faites par spectroscopie
infrarouge d’un nombre de liaisons Si-NBO plus important pour les verres au strontium
devrait induire une dissolution plus rapide du réseau'” ce qui n’est pas le cas. La premiére
explication qu’il est possible d’apporter est celle d’une limitation de la vitesse de dissolution

par I’action de la couche phosphocalcique de surface. En effet, il a été¢ montré'™ que la

couche phosphocalcique qui se forme a la surface d’un verre bioactif contenant du strontium
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¢tait mieux cristallisée que la couche se formant a la surface d’un verre binaire limitant ainsi
la vitesse de relargage du silicium. Cela provient de la présence de strontium dans cette

couche qui entraine une augmentation de sa résistance chimique.

De plus, le strontium semble favoriser 1’organisation de domaines de silicate de strontium.
Les cristaux de silicate de strontium, obtenus pour les teneurs importantes en strontium, sont

observables par diffraction des rayons X.

Cette cristallisation pourrait €tre responsable de la diminution de la surface spécifique
observée précédemment. La question qui demeure est de savoir si la diminution de la surface
spécifique peut expliquer la diminution de la cinétique de dissolution. Cela ne semble pas
forcément le cas puisque le verre 75Sr2,5 n’a pas une surface significativement différente de
celle du verre 75 mais posséde une cinétique de dissolution différente. En revanche,
I’organisation en domaines de silicate de strontium pourrait expliquer la diminution de la

cinétique de dissolution.

70
71,55r10 ©

75—=>755r20 —8—

k (ppm.j"?)

O T T T
0 5 10 15 20

Pourcentage massique en SrO
Figure 7-7 : Evolution de la constante cinétique de dissolution du réseau de
silicium en fonction de la quantité de SrO dans les poudres de verre
7.3.Poudres de verre au strontium obtenues
par voie sol-gel catalysée au HF
L’objectif de cette partie étant la réalisation d’une mousse de verre au strontium, 1’acide
fluorhydrique sera utilisé au cours de la synthese. Le catalyseur jouant un réle trés important

sur les propriétés du verre (1.4.2.3, Page 37), il est important de comprendre son influence sur

la structure et la réactivité des verres au strontium. Afin de vérifier le role du HF sur la
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synthése de verres bioactifs au strontium, différentes poudres ont été réalisées selon le
protocole de synthese utilisé pour les poudres précédemment étudiées a la différence pres que
du HF (en quantité identique a celle utilisée pour la synthése de mousses) a été ajouté avant

gélification.

Les propriétés des poudres ainsi obtenues sont alors comparées (Tableau 7-5), ’utilisation du
HF comme catalyseur diminue la taille des pores, comme le montrent les distributions de
tailles de pores obtenues par la méthode BJH (Figure 7-8). Le HF a tendance a rendre la
distribution plus étroite et a la décaler vers des plus faibles valeurs de tailles de pores. En

effet, le catalyseur a une grande influence sur les propriétés finales du verre lors d’une

(182 1183

181 . . , .
1'®! en particulier sur la mésoporosité'**. He et a

synthése sol-ge ont compar¢ ’effet de
deux catalyseur, HCI et HF, sur la synthese de SiO, par voie sol-gel. Le HF utilis¢ comme
catalyseur provoque une augmentation de la porosité et une diminution de la taille de pores ce
qui va dans le sens des observations faites ici. Les auteurs avancent deux explications
possibles a ce role qui sont : 1) la capacité du HF a équilibrer les vitesses d’hydrolyse et de
condensation lors de la synthése sol-gel, conduisant alors a un gel colloidal au lieu d’un gel
polymérique (1.4.2.3, Page 37), la surface spécifique sera alors plus importante et 2) le
contrdle de la vitesse de formation des nuclei par réaction avec le SiO,. L’utilisation du HF
induit aussi une augmentation de la surface spécifique que la quantité de SrO soit de 5 ou de
10% massique. La conclusion la plus intéressante est que 1’ajout de HF modifie effectivement,
et de maniere importante, la vitesse de dissolution des verres contenant du strontium (Tableau
7-5).

Il a été¢ mis en évidence précédemment que le strontium ne jouait pas forcément le méme role
que le calcium dans la structure des verres, I’hypothése avancée est celle d’une organisation
en domaines de silicates de strontium créant un environnement chimique différent de celui du
calcium, cette organisation est particuliecrement marquée a partir d’un taux de SrO de 10%. La
vitesse importante de formation du réseau de Si-O-Si inhérente a 1’utilisation du HF comme
catalyseur pourrait empécher cette organisation. Les structures des verres 75Sr10 et
75Sr10HF ont donc été comparées pour vérifier cette hypothése qui semble confirmée par les
observations par diffraction des rayons X (Figure 7-9). En effet, la cristallisation induite par
I’ajout de strontium dans les verres qui a été observée précédemment ne se produit pas pour le
verre 75Sr10-HF. Cela suggere que I’utilisation de HF impose I’intégration du strontium au
réseau en tant que modificateur analogue au calcium et empéche la cristallisation du réseau.

Ainsi, la structure d’un verre catalysé avec du HF, dans lequel du strontium aurait été
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substitué au calcium, ne devrait pas tellement différer de celle d’un verre binaire obtenu par la
méme voie de synthése puisque le strontium devrait jouer un role analogue au calcium. Cette
hypothése semble validée par D’allure des spectres infrarouge comparés de 75Sr10 et
75Sr10HF (Figure 7-10). En effet, le spectre de la poudre 75Sr10-HF est tres proche de celui
de la poudre 75, c’est-a-dire que le type des liaisons rencontrées est similaire alors qu’il
existait des différences notables avec la poudre de verre 75Sr10 qui avaient été élaborées sans
HF. De plus, la structure fine observée a environ 3500 cm™ pour 75Srl0, attribuée a
I’existence de positions spécifiques provenant de 1’organisation du réseau, n’est pas visible
pour 75Sr10HF ce qui confirme que 1’ajout de HF empéche 1’organisation locale en silicates

ce qui est en accord avec le diffractogramme de rayons X.

Tableau 7-5 : Récapitulatif des propriétés des poudres au strontium, catalysées
avec du HCl ou du HF

Surface spécifique = Diameétre de pores o172
(m?/g) moyen (nm) k (ppm.j)
75Sr5 25 7,9 20£5
75Sr10 5 8,6 25+5
75Sr5-HF 130 5,3 70+ 10
75Sr10-HF 155 4,3 49 + 19
1 5 1 3
] 75Sr5 75Sr10
=< ] avec HF i
o ] 01 - avec HF
= 3
Q 4
= 0.1 5 ]
2 -
E ] 0.01 E -
= 1 17 ~.sans HF
z i SUR
0.01 T T T T T TTT 0.001 T T T T L |
30 300 30 300

Diamétre de pores (A)

Diameétre de pores (A)

Figure 7-8 : Distribution de tailles de pores obtenues par la méthode BJH pour

les poudres de verre binaire ou au strontium catalysées avec ou sans HF
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Figure 7-9: Diffractogrammes de rayons X des poudres 755r10 et 75Sr10-HF
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Figure 7-10 : Spectres infrarouge des poudres de verre 75, 755r10 et 75Sr10-HF
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7.4.Conclusion

L’étude menée ici sur I’influence de la substitution partielle du calcium par du strontium a
montré que cette substitution entrainait une cristallisation partielle, une diminution importante
de la surface spécifique, une diminution de la vitesse de dissolution du verre et une
diminution de la vitesse de précipitation d’une couche phosphocalcique (dont témoigne la
diminution de la concentration en phosphore dans le milieu). Une substitution importante
diminue donc a priori la bioactivité du verre. Ce résultat semble bien provenir d’une
différence dans la structure du verre qui est engendrée par le remplacement d’ions Ca*" par
des ions Sr2+, comme le confirme 1’existence d’un environnement local différent observé en

RMN.

Pour de faibles teneurs, a hauteur de 5% massique ou moins, la vitesse de dissolution est
ralentie en raison de modifications de la structure du verre mais la surface spécifique et la
vitesse de précipitation de la couche de surface ne semblent pas autant impactées. Un dopage
raisonnable en strontium, n’excédant pas 5% massique, semble donc plus approprié si 1’on
souhaite conserver une bioactivité proche du verre binaire mais en ajoutant les effets

bénéfique du relargage local de strontium.

De plus, les études réalisées en ajoutant du HF lors de la synthése montrent sa grande
influence sur la structure des verres au strontium dont la surface spécifique augmente et qui ne
cristallisent pas en comparaison des mémes verres obtenus sans HF. L’influence des
parametres expérimentaux est ici clairement mise en évidence, il est logique d’y voir
I’explication aux observations contradictoires trouvées dans les différents travaux de la
littérature pour lesquels les conditions expérimentales sont différentes. En particulier, il parait
envisageable de voir dans la polymérisation rapide induite par le HF, qui empéche
I’organisation du réseau en silicate de strontium, un effet analogue a celui de la trempe
utilisée pour I’élaboration de verres fusion. La trempe a pour effet d’empécher la
cristallisation ce qui explique des propriétés similaires pour les verres bioactifs obtenus par

fusion qu’ils soient substitués ou non au strontium.

Ce résultat est intéressant puisque, contrairement aux poudres de verre, une mousse de verre
au strontium réalisée avec du HF ne devrait pas voir sa cinétique de dissolution modifiée par

la substitution partielle de CaO par du SrO.
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Chapitre 8 Etude d’'une mousse

de verre au strontium

8.1.Elaboration et caractérisation d’'une

mousse de verre bioactif au strontium

8.1.1. Elaboration

Le protocole de synthese est identique a celui utilisé pour 1’élaboration de mousses binaires, la
morphologie obtenue avec 0,5 mL de teepol s’étant montrée plus prometteuse, la mousse au
strontium a été réalisée dans les mémes conditions que M75-B (4.1.1, Page 85). L’ajout de
strontium s’effectue sous forme de nitrate de strontium (Sr(NO;),) juste apres 1’ajout de
nitrate de calcium (Tableau 8-1). Le moussage est réalis¢ dans les mémes conditions que pour
M75-B et les traitements thermiques qui suivent sont identiques a ceux présentés pour

’élaboration des mousses binaires.

Tableau 8-1 : Quantités de réactifs utilisées pour les synthéses des mousses
M75-B et M75Sr5

TEOS H20 HCI1 2N Ca(NO3)2 SI‘(NO3)2 VTeepol VHF

(mL)  (mL) (mL) 4H,0 (g) (2 (mL)  (mL)
M75-B 13,94 13,48 2,25 5,2637 0 0,5 0,75
M75Sr5 13,94 13,48 2,25 4,5106 0,5106 0,5 0,75

8.1.2. Caractérisation de la texture

L’influence de 1’ajout de strontium dans la mousse de verre ne semble pas induire de
modification significative de la mésoporosité. En effet, la surface spécifique ainsi que le
volume poreux total et le diametre des mésopores sont identiques a ceux obtenus pour la
mousse binaire (Tableau 8-2). Les isothermes présentent une boucle d’ hystérésis
caractéristique de matériaux mésoporeux dans les deux cas, les distributions de tailles de

pores sont centrées a environ 10 nm de diameétre (Figure 8-1).
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Tableau 8-2 : Résultats des analyses par adsorption d'azote de M75-B et M75Sr5

Surface spécifique  Volume poreux

Diametre de pores

(m?/g) total (cm3 /g) moyen (nm)
M75-B 152+ 16 0,50 = 0,03 6,7+0,3
M75Sr5 174 + 11 0,51 +0,01 5,9+ 0,4
350 0.035
M75-B —+— 09 M75-8 ——
= 300 1 17555 --o- 003 1 myssrs -----
“2 250 - < 0.025 -
5 o
2 200 - § 0.02 - ;
g 150 - ~ 0.015 A n
e} @/ n
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> 0 —_— ° 0 .\
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Diamétre de pores (A)

Figure 8-1 : Isothermes d'adsorption et de désorption, et distributions des tailles

de mésopores obtenues par la méthode BJH pour les mousses M75-B et M75Sr5

8.1.3. Caractérisation de I'ultra-macroporosité

La mousse au strontium possede une structure macroporeuse fortement interconnectée (Figure

8-2). En comparaison de la mousse binaire (M75-B) réalisée dans les mémes conditions, la

mousse au strontium présente des tailles de pores et d’interconnexions similaires (Figure 8-3).

L’introduction de nitrate de strontium dans la synthése ne semble pas modifier la porosité

finale du matériau.
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Figure 8-2 : Cliché MEB de la mousse M75Sr5
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Figure 8-3 : Distributions de diamétres de pores et d’interconnexions des
mousses M75-B et M75Sr5

8.2.Etude de l'interaction entre les mousses
M75Sr5 et M75-B et le SBF

8.2.1. Evolution de composition du SBF

Le comportement in vitro de la mousse M75Sr5 a été caractérisé par immersion de morceaux
de mousse dans du SBF pendant 15 et 30 minutes, 1 et 5 heures, 1, 2, 5 et 10 jours. Les
analyses de composition du SBF (Figure 8-4) montrent, dans un premier temps, une
augmentation de la concentration en silicium et en calcium ce qui témoigne d’un processus de

dissolution du verre. Apreés 5 heures pour la mousse au strontium, et aprés 1 jour pour la
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mousse binaire, la concentration en calcium atteint un maximum a 195 + 24 ppm et a 264 +
25 ppm pour les mousses M75Sr5 et M75-B respectivement. La valeur maximale de la
concentration en calcium pour la mousse M75Sr5 est plus faible en raison de sa plus faible
teneur en calcium qui provient de la substitution partielle du calcium par le strontium. En
revanche, le relargage de silicium dans le milieu est sensiblement identique et conduit a un
palier a 57 + 2 ppm pour M75-B et 58 = 1 ppm pour M75Sr5. Cette dissolution du réseau de
verre conduit aussi au relargage du strontium dans le milieu, ce qui est I’objectif visé pour ce
matériau. En effet, cela montre la capacité de la mousse a libérer localement un élément
thérapeutique. L’évolution de la concentration en phosphore est similaire pour les deux
mousses, sa diminution importante témoigne d’un phénomene de précipitation qui est a relier
a la diminution de concentration en calcium dans le milieu qui s’explique par la précipitation

d’une couche phosphocalcique a la surface de la mousse.

Le chapitre précédent a montré que I'utilisation de HF devrait empécher la cristallisation du
réseau malgré I’ajout de strontium et donc ne devrait pas ralentir la cinétique de dissolution
par rapport a la mousse binaire M75-B. Il est intéressant de vérifier cette conclusion, le calcul
des cinétiques de dissolution pour les deux mousses donne 47 + 7 et 61 + 15 ppm.j™* pour
M75Sr5 et M75-B respectivement. La cinétique de dissolution du réseau de silicium pour une
mousse de verre bioactif obtenue en présence de HF n’est donc pas significativement

impactée par I’ajout de strontium, validant ainsi les hypotheses précédentes.
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Figure 8-4 : Evolutions comparées des concentrations en phosphore, silicium,
calcium et strontium dans le SBF au cours de l'immersion des mousses M75-B et
M75Sr5

8.2.2. Cartographies élémentaires

Les cartographies élémentaires avant immersion dans le SBF (Figure 8-5) montrent une
distribution homogeéne du calcium et du silicium dans les murs de la mousse M75Sr5. Par
contre, le strontium semble réparti de maniere moins homogeéne, sans toutefois former

d’agrégats, ce qui devrait conduire a un relargage identique a la surface du matériau.

Les cartographies a 5 jours (Figure 8-6) montrent la formation d’une couche de phosphate de
calcium a la surface des pores comme pour M75-B ce qui est cohérent avec les mesures de
taille de pores et d’interconnexions qui sont trés similaires pour les deux mousses. Le
strontium, présent en faible quantité a cause du relargage mis en évidence par les mesures de

concentrations dans le milieu, est peu visible sur cette cartographie large. En réalisant une
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cartographie rapprochée sur la couche de phosphate de calcium (Figure 8-7) il semble qu’il y
ait une accumulation de strontium dans cette couche. Pour vérifier cette hypotheése des

mesures locales de concentration sont réalisées sur la couche et a ’intérieur des murs.

Max

Figure 8-5 : Cartographies élémentaires de la mousse M75Sr5 avant immersion
dans le SBF (0 jour)

Max

Figure 8-6 : Cartographies élémentaires de M75Sr5 apres 5 jours d'immersion
dans le SBF et superpositions des cartographies du silicium (bleu), du phosphore

(rouge) et du calcium (rose)
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Figure 8-7 : Cartographies élémentaires de la couche de phosphate de calcium
obtenue aprés 5 jours d'immersion de M75Sr5 dans le SBF et superpositions des

cartographies de silicium (bleu), du phosphore (rouge) et du strontium (jaune)

8.2.3. Mesures locales de concentrations

Les mesures locales de concentrations a I’intérieur des murs (Figure 8-8) montrent une
diminution de la concentration en calcium et donc une augmentation relative de la
concentration en silicium. Elles montrent de plus ’augmentation de la quantité de phosphore
a I’intérieur des murs, probablement en raison d’un phénoméne de diffusion. Elles montrent
aussi une décroissance tres rapide de la quantité de strontium, atteignant une valeur trés faible

de I’ordre de 0,1 % massiques apres seulement 1 jour d’immersion dans le SBF.

La partie périphérique du matériau (Figure 8-9) subit également une perte rapide de strontium,
cependant, la valeur minimale atteinte dans la couche de phosphate de calcium est de 0,32 %
massique, soit environ trois fois plus qu’a I'intérieur des murs. Des précipités contenant du
calcium, du phosphore et du strontium apparaissent pour former, a 1 jour d’interaction, une
couche de composition massique : 14,63 % Si—27,26 % Ca - 12,53 % P - 0,49 % Sr - 0,31 %
Mg. La formation de cette couche est possible grace a la similitude entre le calcium et le
strontium qui permet une substitution facile dans les phases apatitiques. Elle est
particuliérement intéressante du point de vue de la régénération osseuse, en effet, elle sera

directement en contact avec les cellules osseuses et le verre étant supposé étre dégradé au
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cours du processus de régénération, un relargage continu de strontium pendant la régénération

est donc probable.

Cette mousse devrait donc combiner la trés bonne bioactivité in vivo de M75-B en raison des
grandes ressemblances qui existent entre ces mousses en termes de morphologie et de
réactivité, ainsi que I’effet bénéfique du relargage en strontium ce qui en fait un scaffold tres

prometteur pour la régénération osseuse.
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Figure 8-8 : Evolution de la composition de l'intérieur des murs de M75Sr5 lors

de I'immersion dans le SBF
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Figure 8-9 : Evolution de la composition de la périphérie des murs de M75Sr5

lors de I'immersion dans le SBF

8.3.Conclusion

Cette étude a montré qu’il est possible d’introduire du strontium dans les mousses de verre
bioactif en conservant une porosité¢ qui a montré son aptitude a permettre 1’invasion par des

cellules osseuses lors d’essais in vivo.

Les tests de bioactivité in vitro ont montré la capacité de la mousse M75Sr5 a relarguer
localement du strontium dés les premiers instants de I’immersion du matériau. Ce relargage
est certes rapide, mais de manicre intéressante il semble que la couche de phosphate de
calcium qui se forme a la surface du verre incorpore du strontium permettant ainsi la

formation d’un « réservoir » de strontium au niveau local'®*,
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Chapitre 9 Premiers essais
d'implantation in vivo de verre au

strontium

9.1.Etude des coupes histologiques

II a été montré précédemment que I’ajout de strontium dans les verres bioactifs jusqu’a 5%
massique de SrO ne modifiait pas trop la bioactivité in vitro (7.4, Page 159). De plus, le verre
75Sr5 a déja montré son effet bénéfique sur la différentiation in vitro des ostéoblastes'™, les
poudres de verre 75 et 75Sr5 ont donc été sélectionnées. Afin d’étudier le comportement in
vivo des matériaux, des implantations ont été réalisées en collaboration avec le Laboratoire de
Physiopathologie Orale et Moléculaire de 1’Université Paris Diderot et L’Université Saint

Joseph de Beyrouth.

Les poudres de verre ont été implantées dans des condyles fémoraux de lapin pendant 7
semaines, le défaut osseux réalisé est un défaut de taille de critique de 6 mm de largeur. Aprées
récupération, les échantillons sont fixés dans un tampon neutre de formaldéhyde a 10% puis
sont enrobés dans une résine aprés déshydratation a I’éthanol. Des coupes sont réalisées et
polies jusqu’a une épaisseur d’environ 60 um et colorées au Giemsa-Paragon pour des
observations histologiques en microscopie optique. Les coupes observées sont ensuite repolies
pour éliminer la coloration afin de pouvoir les analyser par PIXE sans que les éléments de la

coloration interférent avec les mesures.

Les coupes histologiques montrent que le défaut n’est pas encore totalement envahi par de
I’os et qu’il y a de nombreux grains de verre qui ne sont pas au contact du tissu osseux (Figure
9-1). Toutefois, il y a aussi présence de granules enrobés dans de 1’0s. De plus, sur cette
figure, la coloration fait apparaitre le tissu osseux au contact du verre plus foncé que le tissu a
proximité. Or, plus le tissu apparait foncé a la coloration et plus il est jeune. Cela pourrait
suggérer que le verre a induit la formation du tissu osseux plus foncé. Ce résultat reste a
confirmer sur des études plus étendues mais semble prometteur. L utilisation de grains de
verre semble moins efficace a induire la régénération osseuse que les mousses de verre, 1’un
des problémes principaux rencontrés avec les grains étant leur migration dans le défaut et

méme au-dela.
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Figure 9-1 : Clichés obtenus par microscopie optique sur des coupes
histologiques aprés 7 semaines d’implantation de la poudre de verre 75 dans un

fémur de lapin

9.2.Cartographies élémentaires obtenues par

faisceaux d’ions

La Figure 9-2 montre une zone de contact entre le verre et le tissu osseux. En effet, la partie
rose (riche en calcium et en phosphore) c’est-a-dire le tissu osseux, entoure le grain (riche en
silicium) en noir sur la coupe histologique comme en témoigne les superpositions des

cartographies élémentaires du silicium avec le calcium et le phosphore.

Le cliché de la coupe histologique en Figure 9-3 montre une zone de contact entre 1’o0s et le
verre 75Sr5 qui a pu étre cartographiée par PIXE. Les cartographies ¢élémentaires laissent
apparaitre un espace entre 1’os et le verre, des cartographies en électrons rétrodiffusés ont
donc été réalisées pour comprendre 1’existence de cet espace non remarqué sur la coupe
histologique. La cartographie par électrons rétrodiffusés laisse apparaitre des craquelures
autour du grain de verre qui n’étaient pas présentes sur la coupe histologique. Ces craquelures
proviennent vraisemblablement de contraintes mécaniques subies a I’interface fragile entre le
verre et 1’os pendant 1’étape de polissage nécessaire au retrait de la coloration. Cette zone est
donc bien une zone de contact os-verre malgré 1’espace apparu pendant la préparation de
I’échantillon. Les cartographies élémentaires obtenues par PIXE semblent montrer une
dissolution partielle du grain de verre. De plus il semble y avoir des zones plus riches en
strontium que d’autres. Il semble que les grains de verre contiennent encore une quantité

importante de strontium.
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Figure 9-2 : Clichés obtenus par microscopie optique d’une coupe histologique
apres 7 semaines d’implantation de la poudre 75 dans un fémur de lapin,
cartographies élémentaires correspondantes et surperpositions des cartographies

du silicium (bleu), phosphore (rouge) et calcium (rose)

Max

Figure 9-3 : Cartographie par électrons rétrodiffusés, clichés obtenues par
microscopie optique d’une coupe histologique aprés 7 semaines d‘implantation de
la poudre 75 dans un fémur de lapin et cartographies élémentaire d'une zone de

contact entre la poudre de verre 75Sr5 et I'os néoformé
9.3.Mesures locales de concentrations

Les mesures locales de concentrations en éléments majeurs (Figure 9-4) montrent que les

grains de verre, binaires et au strontium, ont des compositions comparables apres 7 semaines
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d’implantation. Ils contiennent encore des concentrations importantes en silicium (29 £+ 3 % et
33 + 6 % pour 75 et 75Sr5 respectivement) et contiennent en moyenne 3,5% de phosphore.
Les rapports molaires Ca/P sont similaires pour 1’os néoformé au contact des deux verres
bioactifs (1,8 £ 0,1 et 1,87 £ 0,04 pour 75 et 75Sr5 respectivement). Ces rapports ne sont pas
significativement différents de celui de I’os ancien (1,82 + 0,01). En revanche, les rapports
sont tres élevés, et trés éloignés de la valeur théorique de 1’apatite, a I’intérieur des grains de
verre (5,8 £ 0,9 et 4 £ 1 pour 75 et 75Sr5 respectivement). Cela peut s’expliquer par la
réaction incompléte de transformation des grains en phase minérale comme observée pour la
mousse bioactive implantée in vivo. Cela est d’ailleurs cohérent avec le fait qu’il reste encore

beaucoup de silicium a I’intérieur des grains de verre.

La différence remarquable entre ces deux matériaux provient du strontium (Figure 9-5). En
effet, les grains de 75Sr5 contiennent encore du strontium contrairement aux grains de poudre
75 qui n’en contenaient pas avant I’implantation. De plus, et c’est la le plus intéressant, I’os
néoformé a proximité de la poudre 75Sr5 contient plus de strontium (885 + 490 ppm) que 1’os
néoformé a proximité du 75 (115 + 33 ppm) qui est lui-méme a une teneur comparable a celle

de I’os ancien (136 + 40 ppm).

Ces mesures montrent que le strontium libéré de maniere locale par le verre a bien une
influence sur I’os formé a proximité. Un autre effet intéressant de ces verres est la présence de
silicium dans I’os néoformé en tant qu’élément trace (5600 + 2000 ppm et 2000 + 400 ppm
pour 75 et 75Sr5 respectivement) alors que 1’os ancien n’en contient pas'®® ce qui est tres
intéressant en raison de ’effet ostéoinducteur du silicium. Du zinc et du magnésium sont
observés dans I’os ancien et 1’0os nouveau. De manicre intéressante, il semble que 1’0s
néoformé au contact de la poudre de verre 75Sr5 contienne une proportion de zinc plus
importante que celui au contact de la poudre de verre 75. Ceci témoigne peut-&tre d’une
maturité plus importante de 1’os néoformé au contact de 75Sr5 ou la concentration en zinc est
¢quivalente a celle de I’os ancien. Le zinc et le magnésium se retrouvent aussi dans les grains
de verre, probablement dans 1’apatite qui se forme a leur surface ainsi qu’a I’intérieur par
diffusion. L’insertion possible de ces éléments au sein des réseaux de phosphates de

Calciuml% 187, 188

, et plus particuliecrement au sein du réseau d’hydroxyapatite , a déja été
démontrée. En effet, des études structurales sur des phosphates de calcium de synthése
¢laborés en présence de Mg ou de Zn montrent que ces €léments ont tendance a se substituer

au calcium dans les réseaux cristallins.
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Figure 9-5 : Mesures locales de concentrations en éléments traces dans les zones

d’intérét des coupes histologiques des poudres 75 et 755r5 implantées in vivo

9.4.Profils de concentration

Le profil de concentration réalis¢ a I’interface os-verre binaire (Figure 9-6) montre une
différence tres marquée entre les deux zones. L’os contient environ 40% massique de calcium,
17% de phosphore et ne contient pas de silicium. En s’approchant du verre, la quantité de
silicium augmente de maniére importante alors que celles de calcium et de phosphore
diminuent. Dans cette zone, le verre contient encore beaucoup de silicium et de calcium et
contient trés peu de phosphore. Le grain au strontium au contact de 1’os et sur lequel un profil
similaire a été réalisé (Figure 9-7) montre une réaction plus avancée puisqu’il contient moins
de silicium (7 a 20% comparés aux 30 a 35% du grain binaire) et une quantité¢ importante de

phosphore (aux alentours de 10%).

Le plus intéressant pour ce verre est I’étude du profil de concentration du strontium (Figure

9-8) qui montre la présence de strontium dans 1’0os et son augmentation importante a
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I’approche du verre qui contient encore une concentration importante, jusqu’a 1,4%, dans sa

partie interne.
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Figure 9-6 : Profil de concentration des éléments majeurs a l'interface os

néoformé-poudre 75 (chaque masque a une dimension de 55 x 12 um?2)
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9.5.Conclusion

Avant de conclure sur les résultats, il est intéressant de remarquer que le protocole d’étude
mis en place avec polissage des coupes pour retirer la coloration nécessaire aux observations
histologiques, associée a la possibilité de se repérer en PIXE grace a la présence d’un
microscope optique, a permis 1’observation d’'une méme zone par différentes techniques. En
effet, trois techniques différentes (histologie, électrons rétrodiffusés et PIXE) peuvent étre
combinées pour augmenter la compréhension des phénomenes se produisant a I’interface os -
verre bioactif. Les résultats de I’implantation de la poudre de verre 75 dans des fémurs de
lapin ont montré une intégration moins réussie que I’implantation d’'une mousse de verre de
composition similaire (M75-B). La poudre 75Sr5 a montré le méme probléme, présentant
certains grains inclus dans de I’os, mais aussi de nombreux grains n’ayant pas donné lieu a la
formation d’une interface avec le tissu osseux. Le défaut de taille critique n’a pas été comblé
par de 1’os néoformé, cela peut venir du modele ou encore du site d’implantation qui n’est pas
adapté. Cependant, le fait que certains grains, pourtant trés proches de zones osseuses, n’aient
pas donné lieu a une interface verre-os laisse supposer que l’'utilisation du matériau sous

forme de poudre n’est peut-€tre pas optimale.

Cependant, I’étude des coupes histologiques par PIXE a permis la réalisation de mesures
locales de concentration qui ont montré que 1’os néoformé au contact des grains de 75Sr5
contenait une quantité beaucoup plus importante de strontium que le méme os au contact de
grains de 75. Le strontium ainsi retenu localement devrait avoir un effet bénéfique durant tout

g s 185
le processus de régénération .
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Partie D Composites
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Chapitre 10 Scaffolds composites
poudre de verre dans une matrice

de gélatine

10.1. Vers une démarche biomimétique

dans I’élaboration des biomatériaux

10.1.1.Composites et hybrides

Les scaffolds en verre et en céramique pour 1’ingénierie osseuse représentent un terrain de
recherche tres attractif, comme en témoigne le grand nombre de publications qui y sont
consacrées chaque année. Cependant, ces matériaux, et principalement ceux a base de verre,
présentent un probléme récurrent qu’il est difficile de résoudre sans compromettre
I’architecture poreuse, il s’agit des propriétés mécaniques insuffisantes'®’. Une stratégie pour
améliorer les propriétés mécaniques des scaffolds s’inspire de la nature. En effet, I'os est
compos¢ de deux phases, une phase minérale et une phase organique, il s’agit donc d’un
composite, ce qui lui confére des propriétés mécaniques particulieres. L’association d’un
polymere biodégradable et d’un verre bioactif devrait permettre d’atteindre des propriétés

‘ . . . . 1
mécaniques plus compatibles avec les contraintes subies par ’0s'™".

Il existe deux manieres différentes d’associer un verre bioactif et une phase organique, la
premicre s’inspire trés fortement de 1’os avec la réalisation d’un matériau composite, c’est-a-
dire une poudre de verre dispersée dans une phase organique de la méme manicre que
I’apatite est dispersée dans le collagene de I’os. La deuxiéme maniere consiste a créer une
liaison plus intime entre le verre et le polymere, il s’agit de la formation de matériaux
hybrides. Cette deuxieme solution est plus difficile a mettre en ceuvre car a I’heure actuelle,
les syntheses de verre bioactif par voie sol-gel comportent un traitement thermique nécessaire
a I’élimination des nitrates provenant du précurseur de calcium. Les températures nécessaires
a ce traitement engendreraient la perte de la phase organique. Méme si la synthése d’hybrides
a base de verre et de gélatine a déja été tentée'”’, le probléme des nitrates résiduels n’a pas été
abordé. En effet, au cours de ces travaux le précurseur de calcium utilisé est le Ca(NOj3),,
cependant, 1’incorporation du calcium au réseau de verre ne se faisant qu’a la condition de
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chauffer le verre, il semble qu’ici seul un hybride SiO, - gélatine soit formé avec des nitrates
de calcium déposés en surface. Certains chercheurs ont tenté de résoudre ce probléme en

192 cependant I'intégration du

utilisant un autre précurseur de calcium, le chlorure de calcium
calcium au réseau de verre n’a pas été démontrée et il se dépose probablement encore sous
forme de sel a la surface du matériau. La voie composite, qui fait appel a une poudre de verre
qui a pu étre calcinée dans une étape précédente, parait donc plus simple a mettre en ceuvre, et
par conséquent cette voie a été choisie pour la réalisation de scaffolds aux propriétés

mécaniques améliorées.
10.1.2.Les polymeéres biocompatibles

De nombreux matériaux polymeres sont biocompatibles et couramment utilisés pour des
applications médicales. Certains de ces polymeres sont inertes, mais il existe aussi des
polymeres résorbables couramment utilisés, la plupart d’entre eux sont présentés dans le
Tableau 10-1. Différents polymeres synthétiques biocompatibles ont déja été utilisés en
association avec des verres bioactifs pour la réalisation de composites tels que le PVA
(Poly(alcool vinylique))'”, le polycaprolactone ou encore le PMMA (Polyméthacrylate de

194

méthyle) . Des polymeéres naturels peuvent aussi étre employés tels que le chitosan utilisé

. (o . . el 1
par exemple pour réaliser des dépdts composites sur des implants métalliques'®.

196 g \ . . o :
L’alginate ", la gélatine, ou encore le collagéne sont aussi des candidats intéressants parmi

les polymeres naturels.

Par rapport aux polymeres synthétiques, les matériaux dérivés de protéines (collagene,
gélatine, élastine, acide hyaluronique, efc...) présentent une meilleure biocompatibilité'’. La

198. 199 3 déja prouvé son intérét dans le domaine

gélatine associée a des phosphates de calcium
des substituts osseux. Ce biopolymere a donc été choisi en partie pour cette raison mais aussi
pour son faible coft, pour sa disponibilité et parce que la gélatine est un dérivé du collagene,

un matériau organique naturellement présent dans les os.

182



Tableau 10-1 : Polyméres biodégradables trouvant des applications médicales®®®

Matemizl class Mamufachmer Froduct name
Cellulosa acetata Mazmcchelli BIOCETA=
Flanes: Polymer EnviroPlastic®-Z
Copolyester BASF Ecoflex
Easman Easter Bio™
Palycaprolactone (PCL) Bimmingham Polymers Poly(e -caprolactone)
Plane: Polymer Enviroplastc®-C
Solvay CApA=
Ulnion Carbide TOHE®
Paly{aster antde) Bayer BAF 1095
BAF 2193
Paly(stiylene terepchalata) DPont Biomax®
Polyalycolide (P&EA) Alkermes Medisort®
Birmuinsham Polymers Polyzhycolids)
Boehringar Ingelhaim Flesommer?
PURAC FURASORE® PG
Bolyhydrosgralkanoates (FHA) Matzbolix FHA
Biomer Biomes™
Dlonsamto Biopal®
Paly(lactic acid) (PLA) Alkemers Medisorb®
Binmingham Polymers Poly(L-lactids) & Poly(DL-lactids)
Boehringar Ingelheim Flesomer?
Cargill Dow Pobmars EcoPLA®
Chronopal Haplan™
Hygail PLA
Hesta Poly(L-lactds)
PURAC PURASOEE® PLTDEDL
Boly(vimy] alochal) (FVOH) Tdroplast Hydrolens?
Honvon Aoqua-MOVORE
Danes Polymer Ampdrg™
Texzs Polymer Vime™

10.1.3. Quelle voie de synthese ?

La technique la plus employée pour la synthése de gélatine poreuse seule’®’ ou de composites
gélatine-céramique est la lyophilisation” dont un exemple de la morphologie obtenue est
présenté en Figure 10-1. Cependant ce procédé ne permet pas de controler les tailles de pores
et d’interconnexions, son inconvénient majeur étant de conduire a des tailles de pores faibles
pour des applications en ingénierie osseuse. Par exemple, Gentile et al. ont réalisé des
scaffolds, ayant pour phase organique un mélange de gélatine et de chitosan et pour phase
minérale un verre bioactif, par le procédé de lyophilisation®”. Ces scaffolds possédent des
tailles de pores majoritairement inférieures a 200 - 300 pm. Avec le méme type de
composites, Peter et al. ont obtenu des tailles de pores comprises entre 150 et 300 um204. De
plus, comme le montre la Figure 10-1, la forme des pores n’est pas réguliere et méme plutot

anarchique.

L’utilisation de billes de polymeres comme agent porogene serait préférable. En effet, cette
technique, utilisée avec des billes de plusieurs centaines de micromeétres, a montré une bonne
efficacité pour la synthése de céramiques probablement grice au frittage qui consolide le
matériau final (2.2.2.1.2, Page 45). L’¢laboration de composites devrait étre possible puisque
la phase organique (gélatine) devrait permettre une meilleure résistance aux contraintes

engendrées par 1’étape de séchage. Toutefois, contrairement a la majorité des cas exposés
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dans la littérature pour 1’élaboration de céramiques, 1’élimination des billes par traitement

thermique est impossible car cela éliminerait aussi la phase organique du matériau composite.

Pour appliquer cette méthode, il convient donc de trouver une association bille-phase
organique-solvant qui permette de dissoudre les billes sans endommager la phase organique
(choisie qui est de la gélatine pour sa grande bioactivité). Une association efficace a été
trouvée en associant des billes de PMMA, de 1’acétone et de la gélatine. En effet, 1’acétone est
un solvant du PMMA mais pas de la gélatine qui ne devrait donc pas étre altérée pendant

1’étape de dissolution des billes.

Figure 10-1 : Cliché MEB d'un composite de gélatine et de B-TCP obtenu par le

procédé de lyophilisation?®®

10.2. Etude préliminaire des composites

verre-gélatine

10.2.1.Elaboration et caractérisation

10.2.1.1. Voie de synthese

Les composites gélatine-poudre de verre sont élaborés selon le protocole présenté en Figure
10-2 et Figure 10-3. De la poudre de verre 75 (7.1.1, Page 143) est broyée avec un broyeur
planétaire et tamisée avec un tamis de 50 um. La poudre obtenue est ensuite mélangée avec
des billes de PMMA de diamétre compris entre 200 et 400 um. De la gélatine de porc (type
A) est ajoutée a de I’eau distillée a 35°C, aprés 10 minutes d’agitation permettant la

dissolution de la gélatine, la solution obtenue est prélevée et ajoutée au mélange poudre-billes.
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La concentration de la poudre de gélatine dans ’eau ainsi que la proportion de verre par
rapport a la gélatine sont ajustées pour réaliser trois scaffolds différents. Les scaffolds
composites, notés SC75, sont tous élaborés a partir d’'une poudre de verre de composition
75S10,- 25Ca0 (en pourcentage massique), les lettres A, B et C correspondent a trois
compositions différentes du composite final. (Tableau 10-2). Le mélange est versé dans des
tubes en polyéthyléne dans lesquels il est tassé¢ de maniere a compacter les billes et a chasser
le surplus de gélatine et de verre. Les tubes sont ensuite laissés ouverts a 1’air ambiant pendant
24 heures pour permettre I’évaporation de 1’eau et la gélification de la gélatine. Les
composites gélatine-billes-poudre sont ensuite immergés dans de 1’acétone pendant 6 heures
sous agitation, puis 24 heures dans de I’acétone renouvelé, toujours sous agitation, afin
d’éliminer les billes de PMMA par dissolution. Des scaffolds macroporeux aux murs

composés d’un mélange de gélatine et de verre bioactif sont alors obtenus (Figure 10-4).

| Gélatine+H,0 |
@
| Agitation 10min I | Poudre de verre + Billes PMMA I
B ."@
| Séchage 24h, 25°C I

<

| Acétonesh,25°C |

4

| Acétone2ah,25°C |

Figure 10-2 : Représentation schématique du procédé d'élaboration des scaffolds

composite verre bioactif-gélatine

27
02
q}i & Gélatine Acétone & verre
S AR -
i : \ +eau B sclatine
W Jih‘-b:

Figure 10-3 : Schéma des différentes étapes conduisant a I'obtention du scaffold
composite : dans un premier temps les billes et la poudre de verre sont
meélangées puis un mélange d’eau et de gélatine est ajouté et apres immersion

dans l'acétone les billes sont éliminées
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Tableau 10-2 : Quantités de produits utilisés pour la synthése de scaffolds

composites
Concentration gélatine Rapport massique
dans eau (g/mL) verre / gélatine
SC75-A 0,2 70/30
SC75-B 0,1 60/40
SC75-C 0,1 80/20

Figure 10-4 : Photographie et clichés MEB du scaffold composite SC75-B

10.2.1.2. Caractérisation de la

macroporosité

La Figure 10-5 indique une distribution de tailles de pores assez resserrée, entre 100 et 300
um, provenant de la distribution étroite des billes ainsi que des tailles de pores comparables
pour les deux composites SC75-A et SC75-B (les distributions pour SC75-C ne sont pas
représentées car elles sont similaires a celles des autres scaffolds et géneraient la lecture des
graphiques). Ces distributions étroites montrent 1’intérét de cette méthode d’élaboration de
scaffolds pour le contrdle fin de la porosité, et permet d’éviter la formation de pores au
diametre trop important qui ne présentent pas vraiment d’intérét biologique mais détériorent
les propriétés mécaniques.

Cependant, lors des observations par MEB, il semble ressortir que la proportion des
interconnexions n’est pas la méme pour tous les scaffolds. Afin d’estimer la réalité de cette
observation et 1’éventualité de son influence sur la réactivité du matériau il est intéressant de
connaitre la proportion d’interconnexions des scaffolds. Pour cela les interconnexions et les
pores visibles sur les clichés MEB sont comptés pour chaque cliché et pour chaque composite.

I1 en résulte un nombre d’interconnexions par pore de 0,5 = 0,1 pour SC75-A, de 1,3 = 0,03
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pour SC75-B et de 0,56 + 0,09 pour SC75-C. Cette différence provient vraisemblablement de
la plus grande viscosité du mélange obtenu pour SC75-A qui contient de la gélatine moins
diluée que celle de SC75-B lors de la synthése, de méme que la viscosité du mélange pour
SC75-C est plus élevée du fait de la proportion plus importante de poudre. Le compactage des
billes est donc moins aisé et conduit a la formation de moins d’interconnexions. La mise en
forme de SC75-B qui contient un mélange plus fluide (gélatine moins concentrée et fraction

inorganique moins importante) conduit a une structure plus interconnectée.
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Figure 10-5 : Distribution des diametres de pores (gauche) et d'interconnexions
(droite)

10.2.2.Etude morphologique

Afin de mieux comprendre la structure des composites a 1’échelle des grains de verre qui le
composent, les composites ont ét¢ inclus en résine, coupés en sections et analysés par micro-
PIXE. Les cartographies élémentaires montrent la répartition des grains de verre dans les
murs des trois composites (Figure 10-6, Figure 10-7 et Figure 10-8). Les cartographies du
calcium et du silicium permettent d’imager facilement les grains, par contre il n’est pas
possible de réaliser de cartographie de la matrice de gélatine, celle-ci étant constituée

d’éléments organiques non détectables avec le détecteur PIXE utilisé.

Les cartographies ainsi obtenues semblent montrer que les composites qui contiennent le plus
de verre (SC75-A et SC75-C) présentent des murs €pais qui contiennent de nombreux grains
alors que SC75-B possede des murs plus fins, souvent de la largeur d’un grain (Figure 10-7).
Le scaffold SC75-A qui a été réalisé avec le mélange gélatine - eau le plus concentré semble

montrer des murs plus compacts que ceux de SC75-C qui contient pourtant plus de verre.
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Figure 10-7 : Cartographies élémentaires d'une section de SC75-B (il est a noter
gue ces cartographies présentent une barre d’échelle différente de celles des
Figure 10-6 et 10-8)
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Figure 10-8 : Cartographies élémentaires d'une section de SC75-C
10.2.3.Premiers essais mécaniques

La Figure 10-9 montre les essais comparés de SC75-B et d’une mousse de verre bioactif
(4.1.1, Page 85). Cet essai a été réalisé avec un analyseur mécanique DMA 2980 (Dynamic
Mechanical Analyser) avec I’application d’une contrainte en compression suivant une rampe

de 1 N/min jusqu’a 18 N a 37°C.
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Une meilleure résistance a la compression pour le scaffold composite verre bioactif - gélatine
que pour la mousse de verre pur est obtenue confirmant I’intérét de I’utilisation de la phase
organique pour I’obtention de meilleures propriétés mécaniques. En effet, la mousse de verre
fissure par paliers, SC75-B présente un module d’Young comparable mais la contrainte limite

¢lastique est beaucoup plus élevée de méme que la capacité a se déformer.

0.6
Mousse de verre -

0.5 - SC75-B E—

0.4

0.3

0.2

Contrainte (MPa)

0.1

0.0

Déformation (%)

Figure 10-9 : Essais mécaniques en compression comparés d’'une mousse de
verre bioactif et de SC75-B

10.2.4.Réactivité et résistance a la dissolution

Les trois scaffolds sont immergés dans du SBF pour étudier leur résistance a la dissolution.
Apreés seulement 5 heures d’immersion SC75-B présente une diminution de volume
importante et un effondrement de la structure macroporeuse (Figure 10-11). A D'inverse,
méme apres 1 jour d’immersion dans le SBF, SC75-A a conservé sa structure macroporeuse
(Figure 10-10). Cette différence peut s’expliquer soit par la quantité de poudre de verre plus
importante soit par la plus grande concentration de la gélatine dans ’eau utilisée lors de la
synthese. L’aspect plutot effondré de SC75-C, qui contient plus de verre que SC75-A, apres 1
jour d’immersion (Figure 10-12) semble montrer une influence plus importante de la
concentration de la gélatine lors de la synthése qui augmente la tenue a la dissolution du
scaffold. Cet effet pourrait étre reli¢ a la morphologie des murs observée précédemment
puisque le composite résistant le mieux a la dissolution est celui ayant les murs les plus épais

(SC75-A) et les plus compacts alors que le scaffold qui résiste le moins bien est celui

189



possédant les murs les plus fins (SC75-B). SC75-C posséde une résistance intermédiaire
probablement grace a la quantité importante de verre qu’il contient. Cependant, la réactivité
ainsi observée est trés inhomogene puisqu’elle conduit a des murs totalement transformés et a
d’autres murs inaccessibles au fluide, probablement a cause de la plus faible proportion

d’interconnexions.

A%

P N L

Figure 10-10 : Cartographies élémentaires du silicium, du calcium et du

phosphore de SC75-A aprés 1 jour d'immersion dans le SBF

1 Max
0
Figure 10-11 : Cartographies élémentaires du silicium, du calcium et du
phosphore de SC75-B apres 5 heures d'immersion dans le SBF
1 Max
0

Figure 10-12 : Cartographies élémentaires du silicium, du calcium et du

phosphore de SC75-C apres 1 jour d'immersion dans le SBF
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10.3. Conclusion

Lors de la synthese de SC75-B une solution de gélatine plus diluée et une quantité moindre de
poudre de verre sont utilisées par rapport a SC75-A et SC75-C ce qui conduit & une structure
plus interconnectée et qui semble plus prometteuse pour des applications en ingénierie
tissulaire. En effet, SC75-A réagit de maniere inhomogeéne. Cependant, si SC75-A maintient
sa structure macroporeuse apres 1 jour d’immersion dans le SBF, vraisemblablement grace a
I’épaisseur plus importante de ses murs, ce n’est pas le cas de SC75-B qui présente un
effondrement de sa structure. Une voie de stabilisation de la gélatine permettant d’augmenter
sa résistance a la dissolution, ce qui est hautement souhaitable, sera donc recherchée et

étudiée dans la suite de ce travail.
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Chapitre 11 Etude in vitro du
scaffold composite a matrice

gélatine réticulée

11.1. Réticulation de la gélatine

Le scaffold SC75-B semble montrer une structure prometteuse mais sa faible tenue lorsqu’il
est immergé dans un milieu aqueux rend impossible son utilisation en 1’état. Le probleme
majeur de la résistance du scaffold tient au gonflement et au ramollissement de la gélatine
dans un milieu aqueux. Afin d’améliorer la résistance a la dissolution des composites, la
gélatine a été réticulée en immergeant SC75-B pendant 24 heures dans une solution aqueuse
de glutaraldéhyde (GA) a 1 % **.

La gélatine est une macromolécule biologique obtenue par hydrolyse du collagéne et
composée de différents acides aminés qui forment des chaines imbriquées les unes dans les
autres. Les différents acides aminés sont a 1’origine des différentes fonctions chimiques
portées par la gélatine (Figure 11-1) et par réaction de ces fonctions avec une espéce
chimique, appelée agent de réticulation, il est possible de créer des liaisons covalentes entre
les chaines. L’agent de réticulation utilisé au cours de ce travail est le glutaraldéhyde, porteur
de groupements carbonyles (-C=0) qui vont réagir par addition nucléophile avec les
groupements amines (-NH;) portés par la lysine (un des acides aminés de la gélatine) selon le

schéma présenté en Figure 11-2.

La réticulation correspond donc a la formation de liaisons entre des chaines polymeéres. La
réticulation des polymeres dérivés de protéines (collageéne, gélatine, élastine) permet donc
d’en augmenter la résistance mécanique ainsi que la stabilité structurale, et par conséquent, la

2% En effet, la vitesse de

dégradation rapide dans un environnement aqueux peut étre évitée
dégradation des biopolymeres diminue avec le taux de réticulation. Par exemple, Bulgarelli et
al. ont réalis¢ une étude des vitesses de dégradation de billes de gélatine et de caséine dans de
I’eau aprés réticulation dans du glycéraldéhyde®”’. La Figure 11-3 montre que la dégradation
diminue avec I’augmentation du temps d’immersion des billes dans I’agent réticulant et donc

avec le taux de réticulation.
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Une fois la réticulation réalisée, le scaffold est rincé a 1’eau et a I’acétone puis séché (Figure
11-4), il sera alors noté SC75-B+GA. D’autres agents réticulant auraient pu étre envisagés tels
que la génipine®®, des proanthocyanidiens oligomeriques™”, des carbodiimides ou encore des

dérivés de I’acide citrique.
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Figure 11-1 : Unité de base de la gélatine?*°
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Figure 11-2 : Mécanisme de réticulation de la gélatine par du glutaraldéhyde?!!
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Figure 11-3 : Vitesse de dégradation (mg/min) de billes de caséine et de gélatine

en fonction du temps de réticulation pour différents rapports gélatine / caséine®’

Figure 11-4 : Cliché optique d'un scaffold gélatine-verre bioactif avant (gauche)

et aprés (droite) immersion 24 heures dans une solution de glutaraldéhyde

11.2. Evolution du SBF lors de I'immersion

du scaffold composite

La Figure 11-5 montre qu’il n’y a pas de différence majeure d’évolution de la composition du
SBF que le composite soit traité ou non au glutaraldéhyde. Il est a noter que SC75-B ne
présente des points sur ce graphique que jusqu’a un jour puisqu’au-dela de ce délai, le
scaffold se disloque dans le SBF. Au contraire, une fois traité au glutaraldéhyde, 1’intégrité du
composite est conservée méme apres 5 jours d’immersion. Ces résultats montrent que le
traitement au glutaraldéhyde ne semble pas modifier la réactivité du composite mais permet
bien d’améliorer la résistance a la dissolution puisque le scaffold récupéré apres 5 jours

d’immersion a conserveé son intégrité.

Les courbes montrent que méme inclus dans une matrice de gélatine, le verre se dissout,

libérant ainsi du calcium et du silicium dans le milieu. De plus, la diminution de Ia
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concentration en calcium a partir d’1 jour d’immersion associée a la diminution importante de
la concentration en phosphore semble attester de la précipitation de phosphates de calcium a
la surface du composite. Cette couche semble incorporer du magnésium comme en témoigne

la diminution de sa concentration dans le milieu.
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Figure 11-5 : Evolutions des concentrations mesurées par ICP-AES en
phosphore, silicium, calcium et magnésium dans le SBF au cours de l'immersion

de SC75-B traité ou non au glutaraldéhyde

11.3. Cartographies élémentaires

Les cartographies ¢élémentaires du composite avant immersion dans le SBF (Figure 11-6)
montrent la répartition des grains dans les murs et I’importante porosité présente dans le
matériau. Les cartographies obtenues aprés 5 jours d’immersion dans le SBF (Figure 11-7)
montrent les murs de gélatine qui se recouvrent de phosphates de calcium ainsi que des grains

contenant encore beaucoup de silicium et de calcium, et des grains contenant surtout du
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phosphore et du calcium, cela semble attester de la bioactivité de SC75-B+GA. La réactivité

de SC75-B, attendue plus homogeéne que SC75-A au vu du plus grand nombre

d’interconnexions par pore, a conduit a le réticuler afin d’augmenter sa résistance a la

dissolution. Cet objectif a été atteint puisque la structure poreuse a ét¢ maintenue méme apres

5 jours d’immersion dans le SBF. De plus, la réactivité de SC75-B+GA est bien homogene

avec le dépdt d’une couche phosphocalcique a la surface des pores démontrant 1’influence du

nombre des pores sur la circulation du fluide en plus de leur taille.
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Cartographies élémentaires obtenues apres 5 jours d'immersion de

SC75-B+GA dans le SBF et superposition des cartographies du silicium et du

phosphore
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11.4. Mesures locales de concentration

Les mesures locales de concentration a I’intérieur des grains (Figure 11-8) montrent une
diminution rapide de la concentration en calcium jusqu’a 1 jour d’immersion du composite
dans le SBF. Cette diminution est cohérente avec 1’augmentation rapide de calcium observée
dans le SBF, elle est aussi responsable de I’augmentation de la concentration en silicium a
I’intérieur des grains de verre. Ces observations montrent que les grains de verre, malgré leur
inclusion dans une matrice de gélatine, peuvent réagir jusqu’a leur cceur en libérant des
¢léments d’intérét biologique, ici le calcium et le silicium, mais aussi éventuellement d’autres

¢léments tels que le strontium qui peuvent étre introduits dans la poudre de verre.

De plus, la quantité importante de phosphore présente a I’intérieur des grains de verre et la
présence de magnésium confirment cette capacité du verre a réagir de la méme maniere que
s’1l était immergé directement dans le SBF. L’incertitude de mesure (qui correspond a I’erreur
type sur la moyenne) sur cette concentration est importante apres 1 et 5 jours d’immersion
dans le SBF a cause de la différence de réactivité entre les grains qui ne sont pas identiques en
taille et sont inclus dans des murs de tailles différentes. Ainsi les grains les plus petits et les
grains contenus dans les murs les plus fins réagissent plus vite et plus en profondeur que les

plus gros grains.

Les évolutions de concentrations locales a la surface du composite (Figure 11-9) montrent
I’augmentation rapide des concentrations en calcium et en phosphore qui correspondent a la
couche de phosphate de calcium qui se forme a la surface du scaffold composite. Cette couche
incorpore aussi du magnésium. La concentration importante en phosphore a la surface du
scaffold apres seulement 1 jour d’immersion témoigne du potentiel bioactif important de ce

composite.
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Figure 11-8 : Mesures locales de concentrations au cceur des grains de SC75-B-
GA
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Figure 11-9: Mesures locales de concentrations dans la couche de phosphates de
calcium de SC75-B-GA

11.5. Conclusion

L’¢élaboration de scaffolds composites a la porosité contrélée a donc pu étre réalisée par
I’utilisation ingénieuse de 1’association gélatine-acétone-billes PMMA et une demande de

212 La bioactivité in vitro du

brevet d’invention a été déposée sur la base de ces travaux
composite a été mise en évidence par 1’étude de son comportement lors de I’immersion dans
le SBF. L’utilisation du glutaraldéhyde pour réticuler la gélatine permet effectivement
d’améliorer la tenue a la dissolution des scaffolds, puisque la structure poreuse et 1’intégrité
du scaffold sont conservées méme apres 5 jours d’immersion dans le SBF. Il est intéressant de
remarquer qu’une couche de phosphate de calcium se dépose a la surface de la gélatine qui

sert de matrice au composite mais que le verre a 1’intérieur des murs réagi lui aussi permettant

le relargage d’éléments chimiques ayant un intérét biologique.
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Conclusions générales et

perspectives
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Les besoins croissants en greffes osseuses sont a 1’origine de nombreux travaux de recherche
dans ce domaine. L’ingénierie tissulaire est une méthode permettant d’obtenir des greffes a
partir de cellules, de facteurs de croissance et d’un support appelé scaffold. Les
caractéristiques optimales du scaffold ne sont pas encore bien connues et peuvent varier en
fonction des cas (site d’implantation, taille et forme du défaut, patient, ...), ses propriétés
doivent donc pouvoir étre ajustées. Dans cet objectif, différents scaffolds ont été élaborés et

caractérisés au cours de ce travail.

Dans un premier temps des mousses de verre bioactif binaire aux macroporosités différentes
ont été comparées. L’ajustement de la macroporosité possible grace au procédé de moussage a
permis d’obtenir une mousse apparemment prometteuse grace a des essais in vitro et a
I’utilisation de la méthode PIXE. Un agent de gélification (la gélatine) a été proposé et utilisé
avec succes pour la réalisation de mousses de verre sans acide fluorhydrique (HF), un réactif
hautement toxique. Ce procédé présentant une gélification plus lente du réseau de verre a, de
plus, permis de mésostructurer la porosité¢ de la mousse de verre contrairement aux mousses
réalisées avec du HF comme catalyseur pour lesquelles la gélification rapide empéche
I’organisation des pores. Des premiers essais d’implantation in vivo d’une mousse de verre
binaire ont montré sa biocompatibilité et sa capacité a permettre I’invasion cellulaire. L’étude
par la méthode PIXE de I’interface os — verre a montré des différences significatives de
composition en éléments traces entre les vestiges de verre, 1’os néoformé et 1’os ancien, cette

¢tude n’étant possible que grace a la grande sensibilité de la méthode PIXE.

Dans un deuxiéme temps, du strontium a été introduit dans les verres bioactifs en tant
qu’agent thérapeutique pour sa capacité a stimuler la formation osseuse et a inhiber sa
résorption. La substitution d’une partie du calcium du réseau par du strontium conduit a une
diminution de la vitesse de dissolution du réseau en induisant une cristallisation partielle, ce
qui n’est pas le cas lorsque du HF est employé comme catalyseur. Ce résultat souligne la
grande influence du catalyseur sur les propriétés finales du verre, et plus particulierement du
HF qui, de plus, provoque une augmentation de la surface spécifique du verre. Pour les verres
réalisés sans HF, des ajouts trop importants de strontium (supérieure a 5% massique de SrO)
conduisent a une diminution notable de la vitesse de formation d’une couche

phosphocalcique.

Une mousse au strontium a ensuite ¢té réalisée, elle a montré sa capacité a relarguer
localement du strontium lors de sa dissolution. De maniére intéressante, le strontium

s’accumule dans la couche phosphocalcique qui précipite a la surface du verre créant ainsi un
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réservoir local pouvant servir tout au long du processus de résorption du verre et de
régénération de 1’0s. Ce résultat a priori prometteur pour des applications biologiques est a
relier a ’observation de la capacité d’une poudre de verre (contenant 5% de SrO) implantée in
vivo a agir localement en s’insérant dans 1’0os néoformé¢ au contact du verre. L’utilisation du

strontium dans les verres bioactifs semble donc trés prometteuse.

Dans la derni¢re partie de ce travail, une mise en forme différente des verres bioactifs a été
proposée par la réalisation de composites poudre de verre - matrice gélatine a la porosité plus
finement contrélée que par le procédé de moussage. L’utilisation d’une phase organique
permet ’amélioration des propriétés mécaniques de I'implant qui est le point faible des
scaffolds de verre. Ces scaffolds ont montré leur capacité a permettre la précipitation d’une
couche phosphocalcique a leur surface ainsi que leur capacité¢ de relargage des éléments
constitutifs du verre qui ont un effet bénéfique sur la régénération osseuse (calcium et

silicium).

De ce travail peuvent se dégager un certain nombre de perspectives tant du point de vue des
matériaux que de celui des techniques de caractérisation. En effet, les améliorations
constantes apportées a la ligne nano-faisceau du CENBG, permettront bientdt d’utiliser la
méthode PIXE en trois dimensions (tomo-PIXE), ce qui sera particulie¢rement adapté a 1’étude
de scaffolds. De plus, méme si une étude par analyse multimodale a été mise en place pour les
¢chantillons biologiques, D’intérét de cette approche encourage a poursuivre son
développement. Enfin, I’installation prochaine de deux détecteurs de rayons X
supplémentaires portera a quatre le nombre de ces détecteurs (deux vers I’avant de
I’échantillon et deux vers I’arriere pour les échantillons fins). L’angle solide sera alors
multiplié¢ jusqu’a quatre pour les échantillons minces ce qui permettra (en sommant les
résultats des détecteurs) de réduire le temps d’analyse, d’augmenter la qualité des images et

d’avoir une meilleure quantification des éléments traces.

Du point de vue des matériaux, les premiers essais in vivo montrent un comportement tres
prometteur des mousses de verre et I’implantation d’une mousse de verre au strontium
permettrait de confirmer I’intérét de 1’ajout de cet élément dans les verres bioactifs, de plus,
I’implantation sur des délais plus importants que ceux réalisés (jusqu’a 1 an) permettrait
d’évaluer le devenir a long terme du matériau. Au contraire du strontium qui est incorporé au
réseau, il est possible d’adsorber des agents thérapeutiques (comme des médicaments) dans

les mésopores d’un verre. Grace a la mésostructuration possible des mousses réalisées sans
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HF il serait possible de contrdler le relargage de ces espéces. Néanmoins, la surface
spécifique de la mousse obtenue est étonnamment faible pour un tel matériau. Une partie de la
porosité semble donc bouchée et des études sur 1I’élimination des phases organiques utilisées

au cours de cette synthése semblent nécessaires.

Enfin, de nombreuses études restent a faire sur les matériaux composites, la taille des
particules de verre utilisées pourrait étre réduite a quelques micrometres, voir pourrait étre
inférieure au micrometre dans le but de réaliser des nanocomposites dans lesquels les grains
de verre ne seraient pas discernables de la phase organique. L’étude des propriétés
mécaniques en milieu humide des scaffolds réticulés permettrait de confirmer 1’intérét de la
réticulation, qui de plus devra prouver son innocuité vis-a-vis de l’organisme hdte de
I’implant. Enfin, la gélatine elle-méme pourrait permettre 1’incorporation d’agents

thérapeutiques a relargage local.
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Annexe : Théorie de I'imagerie
chimique quantitative par micro-

faisceaux d’ions
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1.1.L’interaction ions - matiere

Lorsque des 1ons sont envoyés sur un matériau ils pénetrent a I’intérieur et interagissent avec
la mati¢re. De ces interactions peuvent découler des modifications des propriétés du matériau
et les faisceaux d’ions peuvent étre utilis€s dans cet objectif. Le but sera alors I’obtention d’un
matériau différent du matériau de départ. Il peut s’agir d’implanter des ions pour réaliser un
dopage, ou bien de générer un endommagement volontaire pour obtenir une amorphisation ou
une transformation de phase, de la lithographie peut aussi étre réalisée®’”. Les analyses par
faisceaux d’ions, quant a elles, regroupent toutes les techniques d’étude des particules ou des
émissions secondaires issues de 1’interaction entre les ions du faisceau et les noyaux ou les

électrons des atomes de ’échantillon.

I1 est intéressant de noter qu’au cours de leur trajet dans 1’échantillon les ions incidents vont
étre ralentis par deux phénomenes : les collisions nucléaires élastiques et les collisions
¢lectroniques inélastiqu65214. La prédominance de 1’'un de ces phénoménes dépend de la
vitesse de I’ion incident. Aux énergies utilisées couramment en analyses par faisceaux d’ions
(de 0.5 a 5 MeV) les ions ont une vitesse importante et interagissent principalement avec les
électrons conduisant a une forte ionisation. Leur grande différence de masse conduit a une
faible déviation du faisceau incident permettant d’avoir une trajectoire quasiment rectiligne.
Les ions sont donc progressivement ralentis et, en arrivant au terme de leur parcours, ils
interagissent avec les noyaux, ces interactions risquant cette fois de grandement modifier la

trajectoire du faisceau.
Le parcours des ions dans 1’échantillon dépend donc de ces deux interactions, cet effet est
exprimé par le pouvoir d’arrét S qui représente la perte d’énergie par unité de longueur

traversée (x en cm) soit*":
d ;
5 = %] en MeV.cm™ (1-1)
dx
Ou, en prenant en compte la densité du matériau :
_ 1|aE 2 1 B}
S = p |dx en MeV.cm”.g (1-2)

Puisque le ralentissement provient de deux interactions différentes le pouvoir d’arrét
correspond a la somme des pouvoirs d’arrét nucléaire et électronique :

dE (dE dE

= (1-3)
dx)électronique (dX)nucléaire

dx
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Le pouvoir d’arrét dii aux interactions nucléaires est négligeable aux énergies utilisées en

analyse par faisceaux d’ions.

Le parcours des ions dans la matiére R peut étre exprimé grace au pouvoir d’arrét :

_ 0 dE
~ JEo |dE/dx|

(1-4)

Ou E est I’énergie initiale de 1’ion incident.

Les pouvoirs d’arrét de nombreux éléments sont connus, toutefois, pour des matrices
comportant plusieurs éléments il convient d’appliquer une loi de Bragg qui considére que la
perte d’énergie dans la matrice est la somme des pertes d’énergies dues a chaque ¢élément
constitutif de la matrice proportionnellement a son abondance exprimée par la fraction
massique de 1’élément (w;) :

dE

§=Xkwi|Z]| (1-5)

dx

1.2.Les différentes techniques d’analyse par

faisceaux d’ions

Le parcours des ions dans la matrice va déterminer I’épaisseur de pénétration du faisceau dans
la matrice. Sur toute cette épaisseur, des réactions se produisent et donnent lieu a différentes

émissions secondaires (voir Figure 1-1).

Différentes techniques d’analyses vont correspondre a 1’étude de ces émissions. Le grand
avantage de ces techniques d’analyse par faisceau d’ions est que, ces émissions se produisant
simultanément, elles peuvent étre étudiées au cours d’une seule analyse. Correspondant a

aye r \ . . . . . r . 216, 21
différents phénomenes, il est alors possible d’obtenir des informations complémentaires® ® 2!,

= PIXE : Particles Induced X-ray Emission ou émission X induite par particules

chargées.

Cette technique ayant été utilisée au cours de ce travail de these, elle sera décrite de manicre

détaillée par la suite.

= RBS : Rutherford Backscattering Spectrometry ou Spectrométrie de rétrodiffusion de
Rutherford.

Cette technique est basée sur I’étude de la perte d’énergie de la particule incidente lorsqu’elle
subit un choc élastique au contact de I’atome cible. En effet, a cause des interactions avec le

champ coulombien électrostatique de I’atome cible, la particule perd de I’énergie et cette
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diminution est liée a la masse de I’ion incident ainsi qu’a la masse et a la profondeur de
I’atome cible dans la matrice. En mesurant le nombre et 1’énergie des ions rétrodiffusés il est
donc possible d’obtenir des informations sur la nature des atomes constitutifs de I’échantillon,

leur concentration et leur position en profondeur.

La spectrométrie de rétrodiffusion est généralement utilisée en couplage avec la méthode
PIXE afin de déterminer I’épaisseur de la cible ainsi que la charge déposée qui sont des
informations nécessaires a la quantification pour des échantillons semi-€pais. Au cours de ce
travail tous les échantillons ont été préparés sous forme de cibles épaisses. L’analyse par RBS

n’a donc pas été nécessaire.

» PIGE/NRA : Particles Induced Gamma-ray Emission ou émission gamma induite par

particules chargées / Nuclear Reaction Analysis ou analyse par réactions nucléaires

Des ions avec des énergies de I’ordre de quelques MeV sont susceptibles de passer la barriére
coulombienne des noyaux des éléments légers constitutifs de 1’échantillon. En effet, les
énergies des ions incidents ne sont pas suffisantes pour vaincre la répulsion coulombienne des
¢léments lourds. Dans ce cas des réactions nucléaires ont lieu et les énergies des particules
(NRA) ou des rayonnements y (PIGE) émis sont caractéristiques des ¢léments de 1’échantillon

cible.

» STIM : Scanning Transmission lon Microscopy ou Microscopie ionique a balayage en

transmission.

La méthode STIM repose sur 1’étude de la perte d’énergie que subit le faisceau en traversant
I’échantillon, cela impose évidemment de travailler avec des échantillons suffisamment fins
pour qu’ils puissent étre traversés par le faisceau. L’analyse de 1’énergie des ions traversant

permet de réaliser des cartographies en contraste de densité.

= ERDA : Elastic Recoil Detection Analysis ou Analyse par détection des atomes de

recul

Au contraire de la méthode RBS qui analyse le projectile rétrodiffusé aprés un choc élastique,
il est possible d’étudier les atomes de recul éjectés de 1’échantillon par ce méme choc. En
effet, initialement immobiles, les atomes de masses inférieures a celle du projectile vont se
voir transférer une énergie et vont étre éjectés de 1’échantillon. C’est le principe de la méthode
ERDA qui s’applique donc principalement a des éléments légers, elle est particulierement
utilisée pour I’étude de I’hydrogene.

= L :Ionoluminescence
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Lors du bombardement d’une matrice par des ions, des rayonnements visibles peuvent étre
émis, de manicre analogue au phénomene de cathodoluminescence qui a lieu lors de I’analyse
par faisceaux d’électrons. L’intensité et la longueur d’onde de ces rayonnements dépendent de

la présence de centres émetteurs tels que des substituants a I’état de traces ou encore de
défauts structuraux®'®,

Il est intéressant de noter que plusieurs de ces techniques sont complémentaires de la méthode
PIXE et ont déja été utilisées pour 1’étude d’os. Par exemple, la substitution du calcium par du
manganése dans du minéral osseux a ¢été étudiée par 1’association des méthodes PIXE et
d’Tonoluminescence”. De méme, les méthodes PIXE et PIGE ont été utilisées conjointement

r 7 : 22
pour I’étude d’ossements archéologiques™.
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Figure 1-1: Représentation des différents rayonnements / particules résultants

de l'interaction d’un ion incident avec une cible!?®

1.3.Principe de la méthode PIXE

1.3.1. Théorie

La méthode PIXE repose sur le principe de fluorescence X, mais contrairement a une analyse
par spectrométrie de fluorescence X, I’arrachement d’un électron dans les couches profondes

du cortege électronique des atomes composant 1’échantillon se fait par bombardement d’ions.

Suite au bombardement ionique, des lacunes électroniques peuvent étre créées, la position

interne de ces lacunes rend 1’atome instable et des transitions électroniques en provenance de
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couches plus externes vont s’opérer pour revenir a un ¢tat plus stable. Deux phénomenes
concurrents peuvent avoir lieux pour libérer le surplus d’énergie généré par la transition d’un
¢lectron vers une couche de plus basse énergie : I’émission d’un photon X ou I’émission d’un

¢lectron Auger.

Si la transition qui s’opére est radiative, le surplus d’énergie est directement émis sous forme
d’une radiation X (a sur la Figure 1-2). Si la transition n’est pas radiative, le surplus d’énergie
est utilisé pour éjecter un électron appelé électron Auger (b sur la Figure 1-2). Les transitions

radiatives permises sont celles autorisées par les régles de sélection suivantes :
An>1,Al=x1etAJ=x10u0
Ou  nestle nombre quantique principal
1 est le nombre quantique associé au moment angulaire orbital
J est le nombre quantique associ¢ au moment angulaire total

Dans le cas de I’analyse PIXE, seules les radiations qui donnent lieu a une émission de rayons
X, c’est-a-dire les transitions radiatives, sont intéressantes. Ces transitions sont représentées
sur la Figure 1-3. Elles sont classées en différentes séries en fonction de la couche dans
laquelle se situe la lacune, ainsi les raies K correspondent a des transitions d’une couche
supérieure vers la couche K. A I'intérieur d’une série, les raies sont classées en fonction de la
couche de départ de 1’électron qui effectue la transition. Il est intéressant de noter que les
transitions n’ont pas toutes la méme probabilité d’existence, ainsi, les raies Ka et K sont
généralement les plus probables, de plus, les raies Ka sont généralement plus probables que

les K.

L’énergie de la radiation émise est égale a la différence entre les énergies des deux niveaux
impliqués dans la transition. Les niveaux d’énergies ¢tant quantifiés, les énergies des
radiations observées sont dépendantes de la nature de 1’élément émetteur (de numéro

atomique Z) selon la loi de Moseley :

E=C(Z-5s)? (1-6)
Ou C et s sont des constantes dépendant du type de raie (Ka, KB, ...).
Ainsi chaque ¢élément de I’échantillon va émettre une série de raies, correspondants aux
différentes transitions possibles, I’étude de ces raies permettra 1’analyse de la composition de
I’échantillon. Cette étude se fera principalement grace aux raies K et L comme le montre la

Figure 1-4. Le choix de I’'une ou ’autre des raies est fait en fonction du numéro atomique des

¢léments constitutifs de I’échantillon ainsi que des caractéristiques du détecteur utilisé.
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1.3.2. Rendement de fluorescence

Comme expliqué précédemment, le phénomeéne d’émission d’une radiation X est en
concurrence avec I’émission d’un électron Auger. La prédominance de I'un des deux
phénomenes sur I’autre est caractérisée par le rendement de fluorescence wy. Ce parametre
correspond a la probabilité pour qu'une lacune créée dans une couche donne lieu a I’émission
d’un photon X. Il peut encore étre définit comme le rapport entre le nombre de photons émis
et le nombre de lacunes créées dans la couche. Il dépend de la nature de 1’é1ément ainsi que de

la couche impliquée.

De nombreuses mesures expérimentales du rendement de fluorescence de la couche K ont été
réalisées et ont permis 1’établissement d’une loi semi-empirique permettant son expression en
fonction du numéro atomique Z de 1’élément émetteur. Cette loi varie selon les auteurs, une

. " . 222,
version courante a été exprimée par Burhop™~:

( ©k )1/4 — A+ BZ+CZ3 (1-7)

1-wg
. . " 223 .
Plusieurs valeurs des paramétres A, B et C ont été obtenues™™. Les valeurs calculées par cette

(o - 1. 224,225
formule sont proches des valeurs expérimentales et théoriques compilées par Krause™™ “.

La Figure 1-5 montre I’évolution du rendement de fluorescence en fonction du numéro
atomique. Cette courbe montre que le rendement de fluorescence est faible pour les éléments

de faible numéro atomique et élevé pour les éléments de numéro atomique élevé, ainsi les
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¢léments lourds engendreront préférentiellement une émission de photons X alors que les

¢léments légers seront a 1’origine d’une émission majoritaire d’¢électrons Auger.

A partir de la couche L le rendement de fluorescence est plus difficile a déterminer car un
autre phénomene peut se produire. En effet, des transitions non-radiatives peuvent avoir lieu
entre les différentes sous-couches, par exemple entre la sous-couche L; et la sous-couche Ly;.
Ces transitions sont appelées transitions de Coster-Kronig. Il est alors possible de définir trois
types de rendements différents : o, le rendement de fluorescence ; a, le rendement d’émission
d’électron Auger et f, le rendement de Coster-Kronig pour lesquels la relation suivante est
vérifice :

o+a+f=1 (1-8)

0.8 -

0.6 -
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Figure 1-5: Evolution du rendement de fluorescence pour les différentes raies

d’émission en fonction du numéro atomique de I’élément émetteur 2%¢
1.3.3. Sections efficaces

1.3.3.1. Section efficace d’ionisation

La section efficace d’ionisation (g&) est liée & la probabilité d’ionisation d’une couche
atomique S. La Figure 1-6 montre la variation de la section efficace d’ionisation en fonction
du numéro atomique de 1’élément analysé pour différentes raies et différentes énergies de
I’ion incident. Elle peut étre calculée par différentes théories dont la plus utilisée est la théorie
ECPSSR (Energy Loss, Coulomb fields, Perturbation of the atomic Stationary States,
Relativistic effects). Elle est basée sur une théorie plus ancienne, I’approximation de Born en

ondes planes (PWBA : Plane Wave Born Approximation).
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La théorie PWBA montre déja une bonne corrélation avec les valeurs de sections efficaces

d’ionisation obtenues expérimentalement et prend en compte les observations suivantes (dont

les deux premicéres sont visibles sur la Figure 1-6) :

Pour une énergie de la particule incidente fixée, o5 décroit rapidement avec

I’augmentation de la masse de 1’atome.

Pour un atome donné, g¢ augmente avec I’augmentation de 1’énergie de la particule
incidente jusqu’a atteindre une valeur seuil correspondant a une vitesse de la particule

incidente proche de celle de 1’électron sur sa couche.

ot dépend de 1’énergie par nucléon de I’ion incident (E/A) et varie en (E/A)*. Cette
dépendance justifie I'utilisation de protons (particules plus légeres) dans le but

d’optimiser la section efficace d’ionisation.

Actuellement la théorie la plus utilisée, la théorie ECPSSR, apporte différentes corrections par

rapport a I’approximation de Born en ondes planes en prenant en compte™” :

La perte d’énergie pendant la collision (E)

La déflexion et le changement de vitesse de I’ion incident a cause du champ

coulombien (C)
La perturbation des états atomiques stationnaires par 1’ion incident (PSS)

Les effets relativistes (R)

Ce dernier modele montre une meilleure corrélation avec les valeurs expérimentales de

section efficace d’ionisation®*®.
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Figure 1-6 : Evolution de la section efficace d’ionisation en fonction du numéro

atomique de I’élément analysé pour des protons?®?!

1.3.3.2. Section efficace totale de production

des rayons X

La section efficace de production d’une raie X concernant une transition radiative ayant lieu
sur la couche S, notée g, est un paramétre influant le nombre de rayons X détectés lors de
I’analyse par PIXE, elle permet de mesurer I’efficacité de production des rayons X et peut étre

exprimée de la maniére suivante :
o = clwgk (1-9)

Ou: ¢ est la section efficace d’ionisation et ws le rendement de fluorescence, ces deux

termes ont été exposés précédemment
k est I’intensité relative d’émission de la raie X

La Figure 1-7, qui représente I’évolution de la section efficace de production des raies K en
fonction de 1’énergie des ions incidents, montre que des énergies de l’ordre du MeV
permettent d’atteindre une production optimale de rayons X pour les ¢éléments légers et
moyens. L’analyse par la méthode PIXE des verres contenant uniquement du silicium et du
calcium, ainsi que du phosphore et du magnésium provenant de leur réaction avec un milieu

biologique, sera donc réalisée avec un faisceau de protons d’énergie 1,5 MeV.
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En revanche, pour les éléments plus lourds, tels que le strontium, 1’énergie des ions du
faisceau devra étre plus importante afin d’optimiser la section efficace de production des raies
X. Dans ce but, les échantillons contenant du strontium seront analysés avec un faisceau de
protons de 3 MeV.
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Figure 1-7 : Sections efficaces de production des raies X en fonction de |I'énergie

des protons incidents pour différents éléments??!

1.3.4. Bruit de fond et interférences spectrales lors

d’'une analyse

Hormis les pics correspondants aux différentes émissions radiatives résultant de 1’ionisation
des éléments constitutifs de 1’échantillon, d’autres événements peuvent provoquer
I’observation d’un fond continu ou encore de pics a des énergies ne correspondant pas aux

¢léments présents dans 1’échantillon.

1.3.4.1.Bruit de fond continu

Le bruit de fond continu possede trois causes différentes:
e Lerayonnement de freinage (bremsstrahlung) des électrons secondaires

Cette contribution au rayonnement de freinage est la plus importante, elle provient de la

décélération des électrons éjectés par l’ionisation des atomes de la cible. Ces électrons
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secondaires sont acc€lérés, dans un premier temps, au voisinage des noyaux de la cible ce qui
provoque I’émission d’un rayonnement électromagnétique, 1’énergie de ce rayonnement est
prélevée sur I’énergie cinétique de I’¢électron résultant en sa décélération. L’énergie maximale

qu’un proton peut transférer a un électron lors de la collision est donnée par la relation :

_ AmgE

Emax - M (1'10)

Ou: M estlamasse de 1’ion incident
m, est la masse de 1’électron
E est I’énergie de I’ion incident.

L’intensité du spectre de freinage di aux électrons secondaires est tres élevée aux faibles
énergies mais décroit rapidement pour des énergies supérieures a E.x. Le rayonnement de
freinage des électrons secondaires & un comportement anisotrope et se trouve a son maximum
a 90° par rapport au faisceau de particules incidentes. Les mesures par PIXE ont donc intérét
a étre réalisées a un angle le plus élevé possible car une réduction significative du continuum
sera alors observée. De plus, la quantité d’ions rétrodiffusés risquant d’atteindre le détecteur

sera aussi a son minimum?>’.

e Le rayonnement de freinage des ions incidents

Aux plus hautes énergies, le phénomene prédominant est le rayonnement de freinage des
particules incidentes (voir Figure 1-8). Ce rayonnement provient de 1’accélération de 1’ion
incident lorsqu’il entre en collision avec les noyaux des atomes de la matrice. La section
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efficace de ce processus ¢ est donnée par la relation™" :

dEx  ~ EEx

do . Az%Z} (g _ @) (1-11)

- A A

Ou: E,est’énergie du rayonnement X émis

A, Z et E sont respectivement la masse, la charge et 1’énergie de 1’ion incident

A; et Z; sont la masse et la charge de I’atome cible.
Il est intéressant de noter dans cette relation que la section efficace est inversement
proportionnelle a 1’énergie de la particule incidente. De plus, le terme (Z/A - Z;/A;) s’annule
pour un projectile ayant le méme rapport charge / masse que l’atome cible. Pour de
nombreuses cibles ce rapport vaut Y5, I'utilisation de particule alpha ou bien encore d’ions
plus lourds tels que 1’oxygene, conduit a la disparition de cette contribution au bruit de fond
ce qui n’est pas le cas des protons. Une expérience réalisée par Folkmann er al.”*', consistant

a bombarder du carbone avec des particules alphas et des protons de méme énergie par
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nucléon, montre que la contribution basse €nergie due aux électrons est la méme pour les
deux particules, par contre, pour les alphas, le bruit de fond a haute énergie est trois fois
moins important que celui pour les protons. Cet effet est clairement visible sur la Figure 1-9

ou le bruit de fond a haute énergie est plus élevé pour le proton que pour 1’ion hélium.

e Des rayons gamma provenant de réactions nucléaires peuvent ensuite céder une partie

de leur énergie par diffusion Compton

Une particule incidente d’une énergie suffisamment importante pour exciter le noyau de
I’atome cible donnera lieu a I’émission d’une radiation y. Cette émission dépend aussi de la
nature de 1’échantillon analysé, certains éléments ayant une section efficace de production des
rayonnements y plus élevée. L’énergie de la particule incidente doit étre aussi basse que
possible afin de minimiser la contribution des radiations y au bruit de fond et I’utilisation de
protons est préférable puisque, pour une méme vitesse, des ions plus lourds auront une plus
haute énergie”’. Toutefois, pour des protons ayant des énergies inférieures a 3 MeV, ce
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phénomene est assez rare™ .
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Figure 1-9 : Spectres de rayons X obtenus par le passage de particules de 1,7

MeV/u a travers un film de mylar de 530 pg/cm2 (d’aprés°)

1.3.4.2. Fluorescence secondaire

Le phénomeéne de fluorescence secondaire apparait lorsqu’une raie est émise de manicre tres
intense par I’échantillon, les nombreux photons obtenus risquent d’interagir avec les atomes
de I’échantillon. Si I’énergie de ces photons est supérieure a 1’énergie d’ionisation d’autres
atomes de 1’échantillon, alors ces atomes peuvent étre ionis€s a leur tour (photoionisation) et
émettre une raie X appelée fluorescence secondaire. Négliger ce phénomeéne dans le
traitement des données conduirait a une erreur de calcul des concentrations des éléments de
I’échantillon, la fluorescence secondaire est donc un phénomeéne pris en compte dans les
logiciels de traitement de données et plus particulierement par le code GUPIX qui a été utilisé

dans le cadre de ce travail de thése et qui sera présenté par la suite (3.6.1.2.2, Page 72)*>.

1.3.4.3. Empilement et échappement

Deux autres phénomenes se produisant au niveau du détecteur de photons X peuvent étre a

I’origine de parasites sur les spectres enregistrés : I’empilement et 1’échappement.

Il y a empilement lorsque deux photons X arrivent en méme temps sur le détecteur. Leurs
deux énergies sont détectées en méme temps ce qui donne lieu a un pic correspondant a la

somme de ces deux énergies.

Il y a échappement lorsque les photons qui pénetrent dans le détecteur provoquent une

ionisation proche de la surface du détecteur au silicium. Dans ce cas, le photon X de 1’atome
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de silicium ionisé peut s’échapper avant d’avoir pu déposer son énergie dans le détecteur,
générant une collecte de charges incompléte. L’énergie mesurée correspond alors a I’énergie
du photon incident moins 1’énergie manquante du photon X caractéristique du silicium (1,74

keV).
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Résumé :

Les verres bioactifs sont des matériaux particulicrement intéressants en régénération osseuse
du fait de leur capacité a stimuler les cellules responsables de la croissance osseuse par les
especes qu’ils relarguent lors de leur dissolution et pour leur capacité a se lier a I’os. Au-dela
de leur role comme matériau de comblement de défauts osseux, ils pourraient servir de
support a la croissance en laboratoire de véritables greffons osseux cultivés a I’aide de
seulement quelques cellules d’un patient. Afin d’étre efficace, ce support doit posséder une
architecture macroporeuse interconnectée pour permettre I’invasion cellulaire ainsi que la
vascularisation, nécessaire a la survie des cellules.

Ce travail de theése a pour objectif la réalisation d’un tel support par 1’ajout d’une étape de
moussage au procédé sol-gel. Ce procédé a été utilisé pour la synthése de matériaux aux
porosités différentes permettant de déterminer une porosité plus prometteuse pour des essais
in vivo qui ont montré 1’invasion possible de cette mousse par des cellules osseuses. Ce
procédé a de plus été rendu plus sir par la mise au point d’une voie de synthése alternative
dans laquelle I’acide nécessaire au procédé de moussage, mais toxique, a ¢té¢ remplacé avec
succes. Cette voie alternative a de plus permis I’organisation de la mésoporosité de la mousse.
L’incorporation d’un élément d’intérét biologique, le strontium, a été réalisé et son influence
sur les propriétés et la réactivité du verre a été étudice. Enfin, une voie de synthése de
nouveaux matériaux composites a été proposée : la grande bioactivité des verres bioactifs est
conservée tout en ayant des propriétés mécaniques supérieures grace a l’utilisation de la
gélatine comme phase organique.

Mots clés : Biomatériaux, procéde sol-gel, verres bioactifs, macroporosité, mésoporosite,
strontium, micro-PIXE

Abstract:

Bioactive glasses are very interesting materials for bone regeneration because of their ability
to stimulate cells responsible for bone growth with ionic products released during dissolution
and for their bone bonding ability. Beyond their role as bone filling materials, they can be
used as support for growth of laboratory-made bone grafts cultivated from just a few cells of a
patient. This support, named scaffold, has to be an interconnected macroporous architecture in
order to allow cell invasion and vascularization which is essential to cell survival.

The aim of this thesis work is the realization of such a scaffold using the sol-gel foaming
process. This process has been used for the synthesis of materials with different properties
that were compared for determination of the most promising for in vivo implantation and was
indeed able to allow cell invasion. Moreover, this process was improved to be safer by
replacement of hazardous catalyst. This new process also allowed the structuration of the
mesoporosity inside the foams. Incorporation of a biologically active element (strontium) was
realized and its influence on the glass properties and reactivity was evaluated. Finally, the
synthesis of new composite materials has been proposed: the high bioactivity of bioactive
glasses is preserved while better mechanical properties are obtained thank to the use of gelatin
as organic phase.

Keywords: Biomaterials, sol-gel process, bioactive glasses, macroporosity, mesoporosity,
strontium, micro-PIXE



