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Abréviations

Différentes abréviations sont utilisées tout au long de ce manuscrit et sont définies ici :

HA : Hydroxyapatite

TCP : TriCalcium Phosphate (am : amorphous, o ou B)
BCP : BiCalcium Phosphate

OCP : OctoCalcium Phosphate

PCA : Poorly Crystalline Apatite

PCCA : Poorly Carbonated Crystalline Apatite

DCPD: DiCalcium Phosphate Dihydrate

MEB: Microscope Electronique a Balayage

EDX : Energy Dispersive X-ray Spectroscopy

FTIR : Fourier Transform InfraRed Spectroscopy, Spectroscopie InfraRouge a
Transformée de Fourier

DRX : Diffraction des Rayons X

SAA : Spectroscopie d’Absorption Atomique, technique de dosage

BET : Théorie Brunauer, Emmett et Teller, mesure de surface spécifique

ICP : Inductively Coupled Plasma, Spectroscopie a plasma a couplage inductif
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Introduction

Le vieillissement de la population enregistré ces derniéres décennies a fait apparaitre des
pathologies liées a l'dge ainsi que des problématiques de dépendance et d'autonomie
lorsqu'apparait une limitation fonctionnelle physique avec incapacité d'assurer les
activités de la vie quotidienne. C'est en vue d'améliorer la qualité de vie des patients et
de leur permettre de recouvrer une activité physique normale que les biomatériaux utilisés
comme substituts osseux ont vu le jour puis se sont largement développés. En France,
en 2011, 42778 substituts osseux ont été facturés et 60% d'entre eux étaient des substituts
osseux synthétiques, majoritairement a base de céramiques peu réactives telle que
I'Hydroxyapatite (HA). Il est cependant difficile d'obtenir un substitut idéal, a la fois
poreux, chimiquement similaire a l'os, ayant des propriétés mécaniques en compression
adaptées.. Des recherches prometteuses sont aujourd’hui réalisées afin de proposer des
substituts plus proches du minéral osseux, dotés d'une phase phosphocalcique
biomimétique permettant ainsi une ostéointégration plus rapide. Cette phase, bien que
proche des phases phosphocalciques couramment utilisées (HA, TCP..) est en réalité une
apatite mal cristallisée, carbonatée et tres réactive. Elle ne permet cependant pas encore
a échelle industrielle, d'étre mise en forme comme substitut massif ayant des propriétés
mécaniques et une porosité similaire a l'os.

Une autre stratégie favorisant la biointégration vise a déposer a la surface de dispositifs
existants un revétement biomimétique capable de modifier les caractéristiques physico-
chimiques et le comportement biologique de celui-ci. Des techniques par voie humide
permettent alors des dépots réactifs d'apatites biomimétiques ou des phases
phosphocalciques hydrolysables en apatite telles que la brushite (DCPD) ou les
phosphates octocalciques (OCP).

De nombreux travaux ont été réalisés dans ce sens. Certains, inspirés des travaux réalisés
par Kokubo ont permis de revétir des substrats d'une couche apatitique tres réactive a
partir de solutions métastables ' . Le C02 peut alors étre utilisé a la fois pour modifier le
pH des solutions métastables et éloigner ainsi le systéme réactionnel de sa zone
d'instabilité et modifier la composition des phases précipitées.

Ce procédé présente l'avantage de permettre le traitement de surfaces de formes
complexes mais souffre des difficultés liées a son utilisation a 1'échelle industrielle.

D'autres travaux réalisés au CIRIMAT dans le cadre de la thése d'Hélene Autefage *
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ont également proposé de modifier la surface de céramiques poreuses (HA/BTCP) en
déposant un revétement biomimétique réactif et nanoporeux par un procédé
d’imprégnation-séchage d’un nanogel phosphocalcique.  Cette technique a cependant

montré des limites notamment quant a I’adhésion du revétement au substrat.

De plus, les infections lors de 'utilisation de dispositifs classiques, sont devenues I'un des
risques majeurs liés aux interventions chirurgicales. Si les traitements prophylactiques
par voie intraveineuse ou per os restent d’actualité, ils n’en restent pas moins longs et
peu efficaces en raison du manque de pénétration intra-osseuse. De plus, en 2014, un
rapport publié par 'OMS dresse un tableau complet sur la résistance actuelle aux
antibiotiques qui entraine une grave menace pour la santé publique. La méme année, la
DGS (Direction Générale de la Santé), publie des directives destinées aux professionnels
de santé ainsi qu’aux patients sur le bon usage des antibiotiques. Elle souligne notamment
le fait que dans 30% a 50% des cas, les prescriptions d'antibiotiques dans les
établissements de santé peuvent étre inappropriées et que les infections par des bactéries
résistantes aux antibiotiques entrainent une morbidité et une mortalité accrues, ainsi
qu'une augmentation de la durée du séjour hospitalier.

C’est en vue de proposer de nouvelles alternatives que durant cette derniere décennie, les
recherches se tournent vers le développement de nouveaux biomatériaux capables de
libérer in situ des éléments actifs (ions ou principes actifs) susceptibles de prévenir ou
traiter certaines complications post-opératoires (infections, inflammations...) et d’éviter
I'utilisation excessive des traitements systémiques.

Les principes actifs (PA) associés aux matériaux de comblement sont alors : la
gentamicine, la vancomycine, la tétracycline ou 'acide fusidique pour prévenir les risques
infectieux et I'ibuproféne, 'indométacine ou 'acide salicylique pour prévenir les risques
inflammatoires. Ceux-ci sont associés aux matériaux existants : ciments, hydrogels ou
matériaux composites. Mais ces systémes de délivrance présentent certaines limites
ainsi ils ne permettent pas de prévenir ou de traiter a la fois les risques infectieux et les
risques inflammatoires et le manque de stabilité de certains PA limite la mise en forme
galénique.

Une autre option commence a émerger consistant a utiliser des ions métalliques
biologiquement actifs pour prévenir les risques liés a l'intervention mais aussi pour
favoriser la régénération osseuse °. Ainsi, les ions Ca?", Mg>", Sr*" sont connus pour
stimuler la formation osseuse, les ions Cu®", Ag" sont connus pour leurs propriétés
bactéricides et sont capables de prévenir les risques d’infection et I'ion Zn?*" possede entre
autre des propriétés anti-inflammatoires. Comme précédemment, ils sont associés a des

matériaux déja existants et leur libération dépend fortement de leur capacité a intégrer
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la structure apatitique (ce qui induit une libération extrémement lente liée a la résorption
de la matrice) ou de leur capacité a s’adsorber a la surface des nanocristaux apatitiques

conduisant a une libération plus rapide par échanges ioniques.

C’est en partant de ce constat que ce travail de theése propose une étude autour de
I’amélioration de la bioactivité de substituts phosphocalciques déja existants. Les
dispositifs étudiés ici seront des cubes poreux de céramique frittée d’'HA/BTCP (65/35%)
disponibles sur le marché sous le nom de Ceraform®. Ces céramiques présentent en effet
de nombreux avantages dans le domaine de la régénération osseuse (biocompatibilité,
bonne résistance mécanique, présence de macro et micro-porosité). Le procédé mis en
place vise a la fois a conserver leurs propriétés et a rendre leur surface plus réactive grace
a la précipitation d’un nouveau revétement phosphocalcique, mais également a conférer
des propriétés supplémentaires aux substituts via I'inclusion d’espéces ioniques, et ce en
une seule étape.

Dans cette démarche le CO, a haute pression a été choisi comme agent d’acidification du
milieu réactionnel et comme ion capable de participer aux réactions chimiques induites
par le traitement. Le CO, présente de nombreux avantages notamment pour le
développement de produits ou matériaux a usage biomédical. Etant gazeux en conditions
ambiantes, il ne laisse en effet aucun résidu dans les matériaux et peut étre recyclé. Le
CO; est déja utilisé dans ce domaine a des fins tres variées (mise en forme de matrices
poreuses, nanoparticules, carbonatation...). Porté en conditions supercritiques, il a déja
entre autre été utilisé pour la délipidation osseuse, étape nécessaire lors de traitement
d’allogreffes. Il a par aussi montré son intérét dans le domaine de la carbonatation
minérale, notamment des phosphates de calcium.

La premiere partie de ce mémoire permettra de présenter le contexte dans lequel se place
cette étude en définissant dans un premier temps le minéral osseux et ses analogues de
synthese. Les possibilités de fonctionnalisation des substituts osseux seront aussi
présentées ainsi que leurs techniques de mise en forme. Cela permettra de dégager les
pistes d’amélioration de la bioactivité des dispositifs déja présents sur le marché. Enfin
les utilisations du procédé COs choisi dans cette étude, autant dans le domaine des
biomatériaux que de la carbonatation, seront décrites. Les objectifs de ce travail seront
alors mis en place au regard de la littérature étudiée.

La partie matériaux et méthode permettra dans un deuxieme temps la description des
outils mis en place pour mener cette étude a bien.

Dans la troisieme partie, la possibilité de créer un revétement tres réactif sur des
céramiques, dont les surfaces le sont initialement tres peu, sera évaluée. Un milieu aqueux

étant nécessaire a la précipitation d’apatite biomimétique, les modifications seront
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amorcées dans de l'eau et en utilisant le C0, comme agent modificateur de pH. Cc travail
consistera donc a observer les possibilités de modification puis d'étudier les parameétres
du procédé influents sur ces derniéres.

Enfin la derniére partie permettra d'évaluer limpact. d'ajout d'espeéces ioniques au sein
du milieu réactionnel lors du procédé CO02 haute pression précédemment développé.
L'objectif sera de mettre en évidence l'éventuelle inclusion d'espéces a.etives durant le
procédé de modification surfacique. Différentes especes ont été choisies dans ce travail :
Ginc, argent, cuivre et strontium pour leurs propriétés énoncées plus haut. Leur
introduction lors du procédé méme de modification de surface pourrait permettre, en une
seule étape, a la fois un remaniement de surface mais aussi l'intégration d'especes
bioactives attribuant de nouvelles propriétés au matériau : réactivité de surface; anti-

inflammatoire, antibactérien, stimulant de la régénfration osseuse..
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Partie 1 : Analyse bibliographique

Le travail bibliographique présenté ici s’attachera dans un premier temps a présenter le
minéral osseux, son origine, sa composition. Les différents substituts osseux seront
détaillés par la suite ainsi que les différentes méthodes de fonctionnalisation. Enfin les
procédés utilisés pour mettre en forme ces substituts et leurs éventuels revétements seront
présenteés.

L’orientation du travail de theése proposé sera justifiée en fonction du contexte global
décrit dans cette premiere partie.

1.1 Le minéral osseux et ses analogues de synthese

Dans le regne du vivant de nombreux animaux présentent des tissus minéralisés. L’ivoire,
le bois de cerf ou les arétes de poissons peuvent étre évoqués mais aussi ’'os, I’émail ou
la dentine des vertébrés * °.. Ces tissus minéralisés forment, chez 'homme, un squelette.

Ce dernier a plusieurs fonctions. La premiere est mécanique, car il confére une structure
rigide au corps capable alors de se mouvoir sous I'action des muscles. Il protege également
les organes et surtout a une fonction métabolique de régulation du calcium et du
phosphore, minéraux primordiaux pour le bon fonctionnement du muscle cardiaque, entre

autres.
1.1.1 L’os

a. Les types d’os

L’os est lui-méme un terme générique pour qualifier différents tissus minéralisés. Ainsi
différents types d’os peuvent étre identifiés ¢ . Ils différent par leur taille, leur forme ou

encore leur composition.

Chacun est composé de plusieurs parties ayant elles-mémes des structures et compositions
parfois différentes :

-L’os cortical, aussi appelé os compact, est adapté pour résister aux contraintes
mécaniques et constitue la partie périphérique de l'os. Il a une structure lamellaire et est
constitué de groupes de cylindres concentriques formés de fibres. Au centre de chaque
groupe, appelé ostéon, se trouvent les canaux de Havers, dans lesquels se logent des

vaisseaux sanguins.
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-L’os spongieux (ou trabéculaire) se présente comme de minces plaques, séparées par la
moelle. Celui-ci est donc peu dense et possede une faible résistance mécanique. Il est
toujours enveloppé par de l'os compact. L’os spongieux étant riche en cellules
conjonctives adipeuses et en éléments sanguins, il permet les échanges métaboliques.

b. Le remodelage osseux

Les 206 os” que comporte le squelette humain sont en perpétuel remodelage. Chez
ladulte, ils se renouvellent en moyenne de 10% par an. Les cellules impliquées dans ce

mécanisme sont %9 :

-Les ostéoclastes qui sont des cellules géantes poly-nucléées responsables de la résorption
du tissu minéral.

-Les ostéoblastes dont la prolifération diminue avec 1'age et qui permettent la création
et la minéralisation de nouveaux tissus osseux. Il est a noter que leur activité, leur
capacité a minéraliser une matrice, est actuellement principalement évaluée par la
présence d’une enzyme : la phosphatase alcaline (ALP) 1.

-Les ostéocytes qui sont eux d’anciens ostéoblastes devenus matures, englobés dans l'os
qu’ils ont participé a créer. Ils font partie des éléments favorisant le maintien de la
matrice extra cellulaire.

Ce remodelage se fait sur de petites surfaces appelées Bone Remodeling Unit (BMU),
d’environ 100 pm de coté.

La régénération de l'os a lieu en quatre étapes :
e J’activation ;
e la résorption osseuse ;
e l’inversion ;

e [a formation.

Le remodelage osseux concerne aussi bien 1'os cortical que 1'os spongieux. Le cycle de
régénération commence par l'activation des précurseurs des ostéoclastes, suivie par la
différenciation des ostéoblastes.

Lors de la résorption osseuse, les ostéoclastes détruisent la matrice osseuse ancienne puis
s'autodétruisent selon le processus appelé apoptose.

Parallelement, la phase d'inversion a lieu, les précurseurs ostéoblastiques sont activés et
les ostéoblastes se différencient.

La formation osseuse fait intervenir les ostéoblastes. Cette étape permet de combler la
cavité qui vient d'étre formée avec de la matrice extracellulaire organique, dite matrice
ostéoide, minéralisée par la suite.

Les ostéoblastes sont d'une part détruits par apoptose et d'autre part transformés en
deux types de cellules : les ostéocytes, logés dans des cavités creusées dans la matrice
osseuse, et les cellules bordantes, précurseurs des ostéoblastes, recouvrant la surface de
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I'os et pouvant se différencier en ostéoblastes en sortant de leur état de sommeil appelé

état quiescent.

Grace a ces phénomenes, le capital osseux de chaque individu évolue au cours de la vie.
Alors qu’il est en augmentation jusqu’a 3 ans apres la puberté, il se stabilise pendant les
35 années suivantes. S’ensuit une phase de diminution, plus fortement marquée chez la
femme.

c. Composition
L’os est un tissu naturel composite, constitué de deux phases distinctes mais intimement
associées. L'une est minérale, représentant environ 70 % en masse, et est composée de
phosphate de calcium a structure apatitique et nanocristallin, responsable de la rigidité
et de la résistance mécanique.

La seconde phase est organique. Elle contient essentiellement du collagéne de type T (~
20 % massique), des protéoglycanes et des protéines non collagéniques qui conférent une
ductilité et une ténacité certaines au composite qu’est ’os. D’un point de vue mécanique,
le collagene (protéine formée de longues chaines d’acides aminés) étant présent sous forme
de fibres en triple hélice, il constitue une matrice organique tridimensionnelle, elle-méme
minéralisée. Ceci permet une étroite interaction entre les composantes minérales et
organiques du tissu osseux. Le collagéne amene par ailleurs une flexibilité dans la
direction des fibres alors que le phosphate de calcium permet d’améliorer les propriétés

du matériau en compression ' .

La Figure 1 indique, a titre indicatif, les différents constituants du tissu osseux classés
selon leurs proportions massiques moyennes au sein de la partie médiane d’un os humain

long, pour un individu d’age adulte (% massique moyen) 13 :

% massique

i | minéral (apatite) 64
i | collagéne de type I 22
iii | eau 9
iv | protéines non-collagéniques 3
v | cellules 2

Figure 1 Composition massique moyenne de 1’os long humain proposée d’aprées Legeros'? par Euw!!

Ce tissu tres spécifique differe en fonction de divers criteres tels que le type d’os, le sexe,
la condition physique (liée aux sollicitations mécaniques) ... Les nanocristaux de I'apatite

eux-mémes, thermodynamiquement métastables, évoluent aussi avec 'age ¢ .
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1.1.2 Les apatites biomimétiques

Des études ont montré que l'apatite était la phase cristalline phosphocalcique la plus
stable thermodynamiquement dans les conditions physiologiques *!7 . La phase principale
constituant le minéral osseux est ainsi une apatite phosphocalcique bien qu’elle présente
certaines spécificités dont un caractére nanocristallin et une sous-stoechiométrie en ions

hydroxydes et calcium.

a. Définition d’une apatite
Les apatites sont, de maniére générale, une famille d’oxydes complexes se caractérisant

par la formule brute suivante :
Me1¢(X04)6Y>

ou Me est typiquement un cation métallique bivalent, XO, un anion trivalent et Y un
anion monovalent (par exemple OH-, F- ou CI).

Parmi les phosphates de calcium, on identifie le composé stoechiométrique nommé
hydroxyapatite (HA) de formule Cai(POy4)s(OH),, caractérisé par un rapport molaire
Ca/P = 1,67. Ce composé cristallise généralement sous forme de maille hexagonale
comme représenté sur la Figure 2. Les parametres de mailles des cristaux sont
typiquement a = b = 9,432 A et ¢ = 6,881 A * . Les angles o et B sont égaux & 90° et
v est égal a 120°.

Figure 2 Structure cristallographique de I’hydroxyapatite '

b. L’apatite osseuse

L’apatite osseuse est une phase carbonatée, déficiente en calcium et en ions hydroxydes
(non-steechiométrique), faiblement cristallisée et constituée de cristaux de taille
nanométrique. Ils sont le plus souvent présents sous forme de plaquettes de I'ordre de 50
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nm de long, 25 nm de large et 2 & 5 nm d’épaisseur * . Une telle morphologie plaquettaire
est inattendue, puisque les syntheses in vitro conduisent généralement a une morphologie

sous forme d’aiguilles ou de batonnets 2! .

La composition du minéral osseux, bien que variable selon des parameétres déja évoqués
comme 1’age ou le sexe, a été évaluée. Elle est comparée dans le
Tableau 1 aux autres tissus minéralisés du corps humain 2 .

Tableau 1 Composition chimique de 1'os, la dentine et 1'émail d'un individu d'un dge indéterminé et d'une apatite

steechiométrique de synthese, obtenue par analyse chimique élémentaire®

Elément (% massique) Os Dentine Email Apmi,“' i
steechiométrique
Ca 34,80 35,10 36,50 39,60
P 15,20 16,90 17,70 18,50
Na 0,90 0,60 0,50 -
Mg 0,72 1,23 0,44
K 0,03 0,05 0,08
C inorganigue 1,48 1,12 0,7 -
F 0,03 0,06 0,01 -
Cl 0,13 0,01 0,30 -

Le ratio Ca/P est ici inférieur a celui de I'HA stoechiométrique, prenant par exemple des
valeurs de 1,33 et n’atteignant jamais 1,67. Etant carbonaté, il est plus approprié
d’exprimer non pas le rapport Ca/P mais bien le rapport Ca/(P+C). A titre indicatif, le
tissu osseux d’un os compact d'un homme de 57 ans présente un Ca/P de 1,77 . Cette
sur-stoechiométrie est justement due a la non prise en compte des carbonates. Le rapport
Ca/(P+C) est alors de 1,57. De maniere générale, in vivo, de 'apatite non maturée a
l'os, ce rapport évolue de 1,3 a 1,5 %%, La formule brute moyenne d’une apatite osseuse

peut s’exprimer comme suit '* :

Cag; DJ (PO4)s3 (HPO,,CO;), ;(OH, %2 coa)o.sDJ Equation 1

Dans cette apatite, une partie des ions PO} est substituée par des anions bivalents tels
que les carbonates CO3 ou hydrogénophosphate HPO% . La compensation de charge est

. . Ve . + —
alors principalement compensée par des lacunes en sites Ca® et OH™ .

Il est important d’évoquer la réactivité de l'apatite osseuse (ou encore des apatites
nanocristallines de synthese, dites « biomimétiques »). Les cristaux sont en effet
composés d'un coeur d’apatite faiblement cristallisée recouvert d’une couche ionique

18,26-29

hydratée labile riche en ions facilement mobilisables (Figure 3) . Cette couche

hydratée provient vraisemblablement des conditions de formation en solution de 'apatite
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en conditions physiologiques H et son hydratation permet de diminuer 1'énergie de surface

des nanocristaux et alimente de plus la croissance du coeur apatitique.

Ca2+
Po/- | :
HPO/-

col-

échanges . .

ioniques

D i D i y é Fluides
apatitique (envir 1s envir
non apatitiques)

Fignrn 1 : Schéma représfmtant une apatit.e hiomimétique avec le domaine apatiticple a gauche, la couche labile
l'alirnenla.nt et les échanges ioniques l'acilités avec le fluide l'entouranL.’n

Au sem de cette couche, les ions de surface non-apatitiques sont particulierement
< labiles », c'est-a-dire aisément mobilisables dans des réactions chimiques de surface.
Des échanges ioniques avec d'autres espéces en solution sont ainsi facilités et
essentiellement réversibles. Les ions CO.l peuvent ainsi remplacer des ions HPOi de

surface, les tdg’' peuvent remplacer les ions Ca’!.. 7%

. De nombreuses espéces ioniques
(Na* Cl, Mg?!, Cu’* Ba’, Zn*'.) présentes dans le plasma sanguin peuvent ainsi
intégrer la couche hydratée 32:3, voire a terme s'incorporer dans le coeur apatitique sous
forme de substitution de coeur. Ces échanges/substitutions peuvent se faire aussi bien
avec des ions biologiquement actifs (tel que Sr?*, anti-ostéoporotique ou Cu®*
antibactérien) qu'avec des ions toxiques (td que Pb?*). Les cristaux apatitiques
permettent de plus, de par cette réactivité, de participer a 1'homéostasie des liquides
physiologiques environnants avec, entre autre, un role de régulateur de pH en cas

d'acidose via la libération de carbonates et d'orthophosphates.

L'incorporation d'ions dans la structure apatitique peut mener, en fonction des
caractéristiques relatives des ions en question, a des modifications potentiellement
analysables. Par exemple, les données de DRX peuvent se trouver impactées par une
substitution au cceur des cristaux : il existe des modeles de prédiction de ces phénomenes
(équilibre électrique, création de lacune . ) i;ii. . De plus, les échanges ioniques de surface
peuvent parfois (ex : CO:l/HPCJ?) modifier les données spectroscopiques (FTIR,
Raman, RtIN ..).

La substitution la plus importante en masse est celle des ions carbonates (8% massique
de l'os humain en moyenne, bien que cette valeur évolue, notamment avec 1'dge). De
plus, les ions carbonates ont un role crucial dans la formation d'une couche en surface
des cristaux d'apatites : ces jons sont en effet connus pour étre des inhibiteurs de
croissance cristalline pour l'apatite (au méme titre que d'autres composés tels que les
ions pyrophosphates; magnésium..). En ralentissant I'évolution de l'apatite vers une

phase tres cristallisée; ils permettent le maintien de la phase non apatitique. Cette



incorporation modifie ainsi la solubilité et la taille des cristaux >?>%* . Les carbonates
peuvent intégrer la structure apatitique sur deux types de sites cristallographiques * :

-Les carbonates de type A se substituent aux ions OH™ .
-Les carbonates de type B se substituent aux ions PO3 .

En marge de cela, des carbonates labiles (non-apatitiques) peuvent aussi étre présents au
sein de la couche hydratée en surface des nanocristaux.

Ces différents types de carbonates sont présents dans l'apatite osseuse. Les phénomenes
de carbonatation synthétique seront détaillés plus loin dans ce manuscrit.

I est a noter enfin que I'apatite osseuse (ou ses analogues de synthése biomimétiques)
étant thermodynamiquement métastable, comme récemment quantifiée par calorimétrie
% celle-ci évolue inexorablement lorsqu’elle est en conditions humides vers une
composition plus proche de la stoechiométrie et des cristaux de dimensions plus
importantes®” . Ce processus est dénommé « maturation ». Il a notamment été étudié
via I’évolution d’apatites carbonatées de synthese en milieu aqueux. Au travers des
échanges ioniques, le phosphate de calcium semble tendre vers une structure plus stable

et plus cristalline dans le temps *7 4 .

Les carbonates présents dans la couche hydratée vont avoir tendance a intégrer la
structure cristalline avec le temps, particulierement sur les sites de type B. Il en résulte
une perte drastique des carbonates de la couche hydratée. On peut noter que de maniere
générale, leur présence initiale dans la couche hydratée diminue la vitesse de
cristallisation, le temps de maturation de I'apatite ** . Le pH de I'environnement dans
lequel Dapatite évolue aurait également une influence sur sa maturation en jouant

40

notamment sur la protonation des PO, environnants * . Ordinairement, avec le temps la

couche hydratée diminue et nourrit la phase mature et mieux cristallisée de I'apatite.

c. Minéralisation de la matrice collagénique dans 1’os
Dans l'os, la phase minérale semble suivre le motif collagénique en triple hélice. Comme
évoqué précédemment, les cristaux retrouvés dans 'os ont une forme allongée suivant
I’axe cristallographique ¢, parallele a celui de la fibre de collagene.
Cependant, la minéralisation de 'os est un mécanisme encore mal connu bien que de

nombreuses études aient déja été menées. Deux théories principales s’en dégagent :

Le premier modele consiste en la nucléation-croissance d‘apatite entre les fibrilles de
collagéne 3. La nucléation serait initiée a l'intérieur de vésicules extracellulaires : les
vésicules matricielles, présentes sur la membrane plasmique externe des ostéoblastes *4?
. Ce serait l'activité biologique de ces dernieres qui conduirait a I'augmentation locale de
la concentration en précurseurs ioniques (Ca**, PO3 ..). Cela créerait une sursaturation

pouvant induire une nucléation spontanée homogene de 'apatite. Suite a 'augmentation
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de la taille des germes ayant évolué en cristaux, les vésicules matricielles se dégradent.
C'est de cette maniére que les cristaux seraient expulsés au sein du fluide extra.cellulaire
et viendraient se déposer sur la matrice extra.cellulaire ' .

Suite a la docouverte d'apatitc au sein méme des fibrilles de collagéne, la deuxidomc
théorie, celle de nucléation hétérogene, a été développée. Ici, il y aurait création d'une
nouvelle phase de phosphate de calcium a partir de la solution métastable qu'est le
plasma sanguin. Initialement ce seraient des résidus peptidiques au sein des fibrilles de
collagéne qui permet.traient d'amorcer la nudéat.ion nH . C'est ce type de mécanisme qui
a pu inspirer par la suite les techniques de synthese des apatites biomimét.iques p .
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12 Les substituts osseux

Pour rappel, les os ont plusieurs roles primordiaux. Cependant, au cours d'une vie, on
peut subir des pertes osseuses pour différentes raisons : traumatiques, tumorales ou
dégénératives * .

Des biomatériaux, dont il convient de donner la définition, sont alors utilisés. D'apres la
Société Européenne des Biomatériaux, un biomatériau est un <<matériau congu pour
interagir avec les systémes biologiques, qu'il participe a la constitution d'un dispositif a
visée diagnostique ou a celle d'un substitut de tissu ou d'organe ou encore a celle d'un
dispositif de suppléance (ou d'assistance) fonctionnelle » (1986 et 1991, Conférence de
Chester (Royaume-Uni)). Ce serait donc un matériau, utilisé pour remplacer une partie
ou une fonction du corps de maniere stire et fiable, acceptable du point de vue économique

et physiologique “ et ce, de maniére pérenne.

Le marché des substituts osseux, toutes stratégies confondues, représente plus de 2
millions d'implantations par an dans le monde * et est en constante progression. Ils sont
utilisés dans de nombreuses chirurgies : orthopédique, dentaire, neurologique,
esthétique...

Méme si le dénommé « gold standard » est longtemps resté l'os naturel, humain (auto
ou allogreffe) ou animal (xenogreffe), il présente malgré tout plusieurs inconvénients. En
premier lieu, la gestion des banques d'os pour les allo et xenogreffes ainsi que leur
traitement demandent un suivi tres strict. De plus, les autogreffes, les greffes provenant
du patient lui-méme, multiplient les sites d'opérations et potentiellement d'infections,
c'est pourquoi les substituts synthétiques sont apparus comme une alternative
particulierement intéressante a développer.

Il faut cependant noter que les substituts osseux et leur cahier des charges ont évolué
dans le temps. Alors que dans les années 1960 les substituts de premiere génération
(métaux, polymeéres ou céramiques inertes) visent la restauration et la réparation, les
substituts de seconde génération (céramiques bioactives : matériaux apatitiques, bio-
verre) apportent la notion de bioactivité par libération d'ions calcium et phosphates. Les
substituts de troisiéme génération (substituts fonctionnalisés..) utilisés quant a eux deés
les années 1990 conférent une propriété supplémentaire : la volonté d'induire la
régénération de l'os et quelquefois de réduire les risques liés a la chirurgie (inflammations,
infections).

De manieére générale, les substituts osseux doivent présenter certaines propriétés
communes telles que la biocompatibilité, l'ostéointégration, l'ostéoconduction voire
l'ostéoinduction mais aussi la gestion de la résorbabilité. Tous ces parametres sont
primordiaux et définissent la capacité des matériaux a remplacer 1'os.
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1.2.1 Caractéristiques d'un substitut osseux

a. Biocompatibilité
La biocompatibilité est la capacité d'un matériau a remplir une fonction spécifique avec
une réponse de I'hote appropriée. Un dispositif biocompatible est composé d'un matériau
étranger ne provoquant pas de rejet, de réaction toxique, de lésion ou d'effets nocifs. Un
matériau biocompatible sera donc accepté par le systeme immunitaire ¥ * .En revanche,
un matériau non-biocompatible entrainera une réaction inflammatoire importante. Ce

parametre semble donc le premier a rechercher pour développer un substitut.

b. Bioactivité/ Ostéointégration
La bioactivité telle que la décrit L. Hench est la propriété d'engendrer des réponses
biologiques spécifiques a l'interface implant/tissu, résultant de la formation de liaisons
entre le tissu et le matériau ¥ .
De maniere plus spécifique, la bioactivité dans le domaine de la régénération osseuse est
souvent reliée a l'ostéointégration, qui représente la capacité d'un matériau a adhérer a
la surface de l'os hote sans production d'une couche de tissu fibreux *! .
Lors de l'implantation, de nombreux mécanismes biologiques interviennent. Dans un
premier temps et grace aux fluides biologiques environnants ou aux sécrétions cellulaires,
des molécules biologiques s'adsorbent en surface du matériau implanté. Ce sont surtout
des protéines présentes dans la Matrice Extra Cellulaire comme le collagéne. Les cellules
se lient par la suite a ces protéines via des récepteurs spécifiques. Elles vont ensuite
communiquer, proliférer et secréter différentes protéines pour créer une interface entre le
matériau et les tissus hotes * . C'est la force de liaison de cette interface qui va déterminer
l'ostéointégration du matériau. Si ce dernier n'est pas accepté par le corps, il subit une
encapsulation fibreuse °i’* . Cette couche épaisse est composée d'un tissu collagénique
anormal. Ce phénomeéne est favorisé par une interface a faible stabilité mécanique.
D'autre caractéristiques entrent en jeu telles que : la chimie de surface, sa structure ou
encore les contraintes mécaniques qui s'y appliquent.

c. Ostéoconduction/induction
L'ostéoconduction et l'induction sont deux propriétés a distinguer * .
L'ostéoconduction est la capacité qu'a un matériau implanté en site osseux a attirer le
matériel cellulaire et vasculaire du tissu osseux adjacent nécessaire, permettant ainsi une
meilleure intégration dans le corps. Il favorise I'invasion vasculaire et cellulaire du tissu
hote au matériau.

L'ostéoinduction est la capacité d'un matériau a promouvoir la différenciation cellulaire,
permettant la synthése d'une nouvelle matrice osseuse. Des tests d'implantation en site
non osseux permettent de mettre en lumieére cette propriété exceptionnelle. Certains
biomatériaux associés a des facteurs de croissance ont montré ces propriétés. Cependant
certains auteurs affirment que cette propriété peut étre controlée grace a la maitrise de
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certains parametres tels que la composition chimique, la géométrie de surface ou encore
la topographie de surface ° . Cela pourrait ainsi permettre d’optimiser les propriétés des
matériaux en les rendant ostéo-inductifs sans ajout de protéines ou facteurs de croissance,
dont l'utilisation est souvent complexe. On peut citer dans ce cadre la modification de
dispositifs de céramique HA/BTCP réalisée par Autefage et al. > . Grace a l'ajout de
nanocristaux d’apatite biomimétique en surface, ces substituts ont été rendus

ostéoinducteurs et non simplement conducteurs.

d. Résorbabilité

La résorbabilité est un facteur primordial des substituts osseux. Lorsque le substitut est
destiné a se résorber totalement pour laisser place au nouveau tissu osseux, sa vitesse de
résorption (liée entre autres a la porosité du matériau et a sa solubilité) doit idéalement
coincider avec la vitesse de formation de I’os nouvellement créé. Si la vitesse de résorption
est trop rapide, cela entrainera, d’une part, une perte du soutien mécanique et, d’autre
part, un épuisement rapide des especes ioniques libérées et potentiellement utilisées par
les ostéoblastes pour former la nouvelle matrice osseuse.

Concernant les substituts osseux a base de phosphate de calcium, il est possible d’ajuster
ce parametre. En effet, grace a des solubilités tres différentes, ils permettent, sous forme
de mélange, d’atteindre une résorbabilité tres controlée. Ainsi concernant les substituts
poreux, des mélanges massiques d’Hydroxyapatite/BTCP allant de 70/30 & 60/40 ont
été présenté de I'intérét *°® . Dans ce cas, c¢’est le RTCP qui a la solubilité la plus grande
et se dissout en premier sous action cellulaire en libérant des éléments favorables a la
néo-formation osseuse, alors que I’'Hydroxyapatite sert de support de germination et

permet au matériau de maintenir son intégrité ainsi qu’'un support mécanique continu.

Considérant les propriétés que doit posséder un substitut osseux, différentes stratégies
peuvent étre mises en place pour réaliser la substitution. Elles sont classées par matériaux
et détaillées dans les paragraphes suivants.

1.2.2 Substituts d’origine naturelle

L’autogreffe est souvent considérée comme le « gold standard » et 'une des meilleures
alternatives au remplacement d’une partie osseuse. Cela consiste a prélever de 'os du
patient lui-méme pour le réimplanter sur le site présentant un défaut osseux ayant besoin
d’étre comblé. Au regard du cahier des charges présenté précédemment, il semble en effet
correspondre au substitut idéal : il est ostéoconducteur, contient différentes cellules et
facteurs ostéoinducteurs et ne présente pas de risques de rejets.

Cependant des limitations existent. En premier lieu, la quantité d’os pouvant étre
prélevée est limitée. Cette solution ne peut donc pas s’appliquer a des défauts osseux
importants. Cette technique requiert également deux sites opératoires et donc démultiplie
les risques d’infections mais aussi une augmentation du temps d’opération * . De plus,
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la qualité osseuse n'est pas forcément suffisamment bonne pour permettre son utilisation
(cas des patients atteints d'ostéoporose par exemple).

Face a ces limitations, l'utilisation d'allogreffes et de xénogreffes a été développée. Les
allogreffes consistent en l'utilisation d'os d'un donneur différent du receveur mais faisant
partie de la méme espéce (banque d'os) alors que les xénogreffes utilisent des substituts
osseux provenant d'especes différentes telles que les os d'origine bovine ou le corail.
Cela peut cependant entrainer des problémes de réactions immunitaires voire de rejets.
Le fait que ces greffons puissent étre porteurs d'agents viraux tels que le VIH demande
également une vigilance toute particuliere et une gestion conséquente via des banques de
données trés contrdlées ainsi qu'un traitement complexe de ces matériaux qui sera détaillé
par la suite. Enfin, selon la préparation des greffons, les résultats semblent inégaux et les
propriétés (ostéoinductrices, mécaniques..) pas forcément conservées %' -

Au regard des défauts évoqués concernant ces deux types de substituts, la recherche s'est
naturellement orientée vers des substituts de synthese.

1.2.3 Substituts synthétiques

Parmi les substituts synthétiques développés, nous pouvons citer dans un premier temps
les biomatériaux a base de polymeres et de métaux. Ces deux types de matériaux sont
tous deux utilisés dans le domaine de la réparation osseuse mais leurs propriétés
mécaniques trés différentes font qu'ils sont utilisés pour des applications spécifiques
différentes (sites porteurs ou non..).

Les polymeéres peuvent étre d'origine naturelle, comme le collagéne, ou issus de la
pétrochimie. Ils offrent alors des possibilités bien différentes de par leur nature. Les
polyméres biosourcés (alginate, chitosan, collagéne) peuvent correspondre, de par leurs
propriétés, a la partie organique de l'os. Ils sont donc intéressants dans ce domaine. Ils
présentent cependant quelques limitations, notamment en termes de cotts et de facilité
d'acces..

Les polymeéres synthétiques (PLA, PGA, PCL..) ont eux aussi leur intérét, présentant
par exemple des propriétés de résorption modulables en fonction de la masse moléculaire.
Les possibilités de mise en forme trés variées en font des matériaux trés versatiles,
cependant la plupart ne sont pas considérés comme bioactifs. De plus, leur mise en forme
implique souvent l'utilisation de solvants toxiques pouvant rester a I'état de traces dans
le produit final. Certains encore, lors de leur dégradation in vivo, entrainent des
changements de pH importants pouvant donner lieu a des inflammations conséquentes.
Leur utilisation se fait donc souvent sous forme de composite ou ils sont alliés avec
d'autres matériaux.

Les métaux sont également largement utilisés dans le domaine des substituts osseux et
particulierement en orthopédie. En effet, leurs propriétés mécaniques en font d'excellents
candidats pour la réparation de sites sous fortes contraintes mécaniques ou d'articulation.
Cependant ils ne sont en aucun cas résorbables. En fonction de leur utilisation, ils sont
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destinés soit a rester de maniére permanente (prothéses de hanche, genoux...) soit a étre
retirés lors d’une seconde intervention chirurgicale (broches, plaques...).

Ces matériaux sont souvent qualifiés de bioinertes et c’est la raison pour laquelle De
Groot, des les années 1980, a proposé 'utilisation de certains métaux recouverts par un
dépot d’hydroxyapatite obtenu par revétement plasma % . Des lors, de nombreux travaux
se focalisent sur les revétements de matériaux métalliques destinés a améliorer leur
capacité d’intégration 6

Evoqués dans le cadre de revétements, les matériaux céramiques présentent bien plus de
possibilités dans le domaine de la régénération osseuses. Ces céramiques seront présentées
dans la partie suivante.

e Les céramiques

Les céramiques font partie des premiers matériaux utilisés par 'homme. Elles sont
aujourd’hui utilisées de différentes manieres et notamment dans le domaine de notre
étude qui concerne la régénération osseuse. Elles sont appelées dans ce cadre-la
biocéramiques.

Elles peuvent étre réparties en deux catégories : les céramiques bioinertes et les
céramiques bioactives, ainsi qu’en deux sous-catégories : les céramiques réhabitables
(poreuses) et non-réhabitables (denses).

1. Les céramiques bioinertes

Un matériau est défini comme bioinerte lorsqu’il n’interagit pas avec l’environnement
biologique auquel il est intégré tout en n’engendrant pas de rejet. Ce type de céramiques
a historiquement été le premier a avoir été développé. Alors que de nombreuses
céramiques sont testées, la premiere a se dégager comme substitut osseux est I’Alumine
(AlO3) % puis dans un second temps la Zircone (ZrO:)® qui est la plus utilisée
aujourd’hui. Ces céramiques ont une bonne biocompatibilité ainsi qu’une résistance a
I'usure certaine. Leurs propriétés mécaniques sont largement supérieures a celles des
céramiques en général et en font des candidats idéaux pour les protheses de téte fémorales
notamment. Bien que biocompatibles, elles ne sont cependant pas bioactives. De
nombreuses études visent aujourd’hui a leur amélioration, via notamment I'introduction
de porosité 7% ou la modification de I'état de surface qui, comme cité plus haut,
pourraient étre des facteurs induisant la bioactivité. Dans cette démarche, ces céramiques
sont parfois également utilisées avec d’autres céramiques dites bioactives.
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1. Les céramiques bioactives

Bien que de cristallinité différente et ayant des méthodes de mise en forme autres, de par
leur composition chimique similaire, les bioverres et autres céramiques, typiquement
phosphocalciques, présentent un intérét capital dans le domaine des substituts osseux.

% Leur bioactivité

Ces composés, dits bioactifs, ont été développés des les années 70
semble provenir de leur habilité a précipiter une couche d’apatite faiblement cristallisée
carbonatée a leur surface ® au contact des fluides biologiques. Selon le matériau étudié,

cette précipitation a lieu plus ou moins vite.

Les verres sont amorphes et principalement composés de SiO,/CaO/NasO/P-0s. Leur
vitesse de résorption peut étre modifiée notamment via la proportion d’oxyde de silicium
incluse . De méme, grace a l'ajout d’autres composés, il est possible d’engendrer une
précipitation partielle menant a des bioverres-céramiques. Cette famille de composés est
déja largement utilisée. Des travaux de recherches visent cependant a modifier leur
composition pour ajuster leurs propriétés, ou a diversifier les techniques de mise en forme
permettant la création de nouvelles architectures plus adaptées ™7™ .

D’autres matériaux similaires font eux aussi partie des substituts dits bioactifs et parmi
elles, les phosphates, sulfates et carbonates de calcium. Tous ont montré un intérét dans
le domaine de la régénération osseuse de par leur bioactivité mais aussi leur variété de
composition et leurs multiples méthodes possibles de mises en forme.

En raison de leur composition proche de celle du minéral osseux et pour tous les
avantages précédemment évoqués, les phosphates de calcium font plus particulierement
I’'objet de tres nombreuses recherches.

Leur résorption in vivo est I'un de leurs avantages principaux. Elle est caractérisée par
le taux et la vitesse de résorption. En fonction de ces critéres, une interface est créée en
surface du matériau et son intégrité détermine l'intégration aux tissus biologiques du
matériau implanté. La dissolution du substitut doit suivre la vitesse de la formation
osseuse, et, selon les sites d’'implantation, également maintenir des propriétés mécaniques
minimales.

Ainsi, la vitesse de résorption a-t-elle été un enjeu primordial du développement des
substituts phosphocalciques. Cette vitesse est conditionnée a la fois par I’environnement
dans lequel le substitut est établi et par la nature méme du matériau implanté. Il existe
deux mécanismes de résorption in vivo. Le premier repose uniquement sur la capacité du
matériau implanté a se résorber dans le milieu biologique. Ceci peut étre anticipé en
évaluant la solubilité des matériaux implantés. La seconde repose sur I'action cellulaire
et ne s’évalue qu’in vivo.

De méme la résorption d’un substitut dépendra de plusieurs criteres : sa nature cristalline
et sa composition chimique mais aussi sa structure (matériaux poreux, poudre..). On
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peut noter les différences de solubilité des phosphates de calcium dans les conditions
biologiques. Leur mise en forme aura également une influence, comme le frittage ™7 .
Un matériau phosphocalcique bioactif et biorésorbable implanté, soluble dans le milieu
biologique, libérera du calcium et du phosphate. Ces derniers migrant a la surface par
osmose viendront former une couche d’apatite biomimétique ™ . C’est elle qui permettra
I’adhésion a 1’os naturel.

La composition des phosphates de calcium peut varier via I'introduction d’autres ions ou
groupes ioniques dans la maille cristalline de certains d’entre eux, tels que du cuivre, du
zinc voire des carbonates métalliques. Ces éléments peuvent ainsi modifier leurs
propriétés physico-chimiques et biologiques.

Les phosphates de calcium purs (non carbonatés) sont souvent caractérisés par leur ratio
molaire Ca/P comme présenté dans le Tableau 2.

Tableau 2 Récapitulatif des Phosphates de Calcium utilisés dans le domaine des biomatériaux

Nom Abréviation Formule Ratio Ca/P _IO§5£(§*pé
Phosphate
monocalcique MCPM Ca(HoPOy),, H2O 0,5
monohydraté
Phosphate
monocalcique MCPA Ca(HsPOs), 0,5
anhydre
Phosphate dicalci
OpRate METEHE | BOPD (brushite) | CaHPO,, 2H,0 1 6,59 7
dihydraté
Phosphate dicalcique DCF)‘A CaHPO, ] 6.00 ™
anhydre (monétite)
Phosphat Cas(PO4)4(HPO,)2 .
oepRare OCP (POJAHPOI2, |y g | 9616
octocalcique 5H>0
Phosphat
| Lrospnare ACP Cas(POs)2, nH,O 15
Tricalcique amorphe
Phosphateﬁtmcalczque 6-TCP Cas(POL) 15 98,9 %
Phosphateatrzcalczque o TCP Cas(POL): 15 25 5
Hydrozyapatite
phosphocalcique HAP Caw(PO4)s(OH), 1,67 116,8 ™
steechiométrique
Apatite non Caiox(POus)s.
-HAP 1,34-1,66
steechiométrique - (HPO4,CO3)x(OH)o |
Phosphat
rospare TTCP Cau(POL):0 2 38 2
tétracalcique
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* Ksp : produit de solubilité, représente la constante d’équilibre de dissociation d’un composé ionique.

Lorsque sa valeur est tres faible, le pKsp = -log(Ksp) est utilisé.

Il est important de noter qu’ils ont tous des solubilités différentes en phase aqueuse. Ces
dernieres évoluent en fonction du pH et de la température du milieu dans lequel ils sont
immergés 32 .

La Figure 4 montre bien I'influence de la concentration de calcium et du pH sur la nature
des phases phosphocalciques précipitées. Ainsi en jouant sur ces deux parametres lors de
la synthese, il est possible de générer un phosphate de calcium précis.

Figure 4 Isothermes de solubilité des différents phosphates de calcium dans le systéme Ca(OH)oHsPOy
H,O 4 37 °C calculés avec le programme RAMESES*

Les paragraphes qui suivent décrivent plus spécifiquement les phases phosphocalciques

d’intérét dans cette étude.

e Les phosphates tricalciques (TCP)

Les phosphates tricalciques sont caractérisés par leur ratio Ca/P égal a 1,5 et leur
formule Cas(POu)2. Il est possible de discerner trois phases cristallines différentes :

- La premiére est la phase apatitique (Cag(HPO4)(PO4);OH). Elle est souvent la
phase intermédiaire menant par voie solide aux autres phases de TCP. Elle est
extrémement soluble et s’hydrolyse facilement en apatite biomimétique. Cette
propriété en fait un phosphate de calcium intéressant dans le domaine de la
régénération osseuse mais dont l'utilisation se limitera a certaines applications,
notamment celles ou le maintien des propriétés mécaniques a long terme n’est pas

nécessaire % .
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- La seconde phase est 'a-TCP. Cette phase, métastable a température ambiante,
est stabilisée entre 1120 et 1470°C * . Tres soluble, cette phase est notamment
utilisée dans les ciments pour sa capacité a s’hydrolyser en apatite * .

- Enfin la phase B-TCP (rhomboédrique), est obtenue par voie solide et est
stabilisée entre 850 et 1125°C. Moins soluble que I'a=TCP mais beaucoup plus que
I’HA, elle est souvent utilisée dans le domaine de la régénération osseuse, autant
dans les ciments que dans les substituts blocs ou poreux. Son alliage avec une
phase HA est fréquemment employé car leurs différences de solubilité permettent
I'obtention de substituts résorbables en différentes étapes * . Dans cette famille,
on peut notamment citer le produit CERAFORM®de la société Teknimed qui est
un substitut poreux composé de RTCP/HA avec un ratio massique 35/65 et qui
sera I'objet principal de notre étude.

e Brushite et Monétite

La brushite (DCPD) et la monétite (DCPA) sont appelées phases dicalciques et sont les
seuls phosphates de calcium a présenter un ratio Ca/P égal a 1 et fixe * . Leur différence
réside dans leur degré d’hydratation. Le phosphate de calcium anhydre ou monétite
(DCPA) s’obtient par chauffe du phosphate de calcium dihydraté ou brushite (DCPD)
a 180°C ou par précipitation directe en milieu acide a 60°C.

Il est intéressant de constater ’absence de DCPA dans les minéralisations biologiques or
ce dernier est plus stable en condition physiologique que le DCPD. Pourtant c’est le
DCPD qui est observé dans le corps humain. Cela est di a la différence de vitesse de
croissance cristalline ; en effet le DCPD croit plus rapidement que le DCPA. La cinétique
I’emporte donc sur la thermodynamique dans ce cas ** .

Nous nous intéresserons ici principalement au DCPD. Ce dernier peut étre un précurseur
du phosphate de calcium octocalcique (OCP) mais aussi de apatite. En effet, a des pH
compris entre 6,2 et 7,4 et des températures faibles (25-37°C), le DCPD en milieu aqueux
s’hydrolyse en OCP. A des températures plus élevées il s’hydrolyse directement en une
phase apatitique * . Il est également possible que le DCPD, au sein de fluides biologiques,
soit dissous pour re-précipiter en phosphate amorphe (ACP) qui cristalliserait ensuite en
OCP avant d’évoluer en apatite *" . La présence furtive et transitoire de ces différentes
phases fait qu’il est parfois difficile de les mettre en évidence.

Le Tableau 3 ci-dessous présente les différentes caractéristiques du DCPD et les
techniques de caractérisation permettant de les identifier.
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Tableau 3 Tableau d’assignation de la Brushite pour différentes techniques de caractérisation™

Brushite (DCPD)
Spectroscopie RAMAN | Spectroscopie Infrarouge DRX
Bande de Bande de .
) ) Groupements ) ) Groupements | Pics
vibration » vibration » . Plans correspondants
(em) associés (e ) associés ()
cm cm
1132 3000 13,57 020
1119 3600 OH- 24,36 021
\)3PO4
1079 1652 34,11 041
1061 1217 vs; Ca,HPO, | 35,58 -221
986 viPOy 1062 ve Ca,HPO, | 39,88 -220
588 985 vs Cap,HPO, Fiche JCPDS
\)4PO4
525 872 vs Ca,HPO, # 09-0077
411 526 vy Ca,HPO,
\)2PO4
381

e La phosphate octocalcique (OCP)

Le phosphate octocalcique (OCP) se caractérise par la formule suivante
Cas(PO4)s(HPOs)2, 5H20. Ce phosphate de calcium a un ratio Ca/P égal a 1,3.

Il peut étre synthétisé par précipitation par double décomposition ou, comme évoqué
précédemment, par hydrolyse d’une phase DCPD ** . De la méme maniere que le DCPD,
il fait partie des CaP dits acides. Cela signifie qu’il est plus soluble en milieu neutre par
rapport aux CaP ne contenant que des PO, ® . Cette dissolution engendrera une
diminution de pH liée a la libération d’HPO..

L’OCP serait une phase transitoire, précurseur de l'apatite du minéral osseux. Il
participerait a la minéralisation de la matrice collagénique. Cependant, sa présence a
difficilement été prouvée a cause de différents facteurs. En effet, les cristaux formés sont
de taille extrémement réduite, mais surtout ils se transforment treés rapidement pour
former l'apatite osseuse, le milieu biologique étant un environnement dans lequel ce
phosphate de calcium est métastable. De maniere générale, I’hydrolyse de cette phase est
conditionnée par plusieurs parametres : le pH du milieu, les concentrations en ions
présents, la taille des cristaux ainsi que la disponibilité des ions calcium. Elle se fait
d’apres les équations suivantes :
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CagHz(PO4)6, 5HQO + 2 Ca2+ —+ 4 HQO — Calo(PO4)6(OH)2 + 3 HQO +
4 H;0"

1,25 CagHz(PO4)G, 5H.O — CalO(PO4)6(OH)2 + 1, 5 HsPOys + 3 H.O

Equation 2

Equation 3

Le Tableau 4 ci-dessous présente les différentes caractéristiques de 'OCP et les
techniques de caractérisation permettant de les identifier.

Tableau 4 Tableau d’assignation de I’OCP pour différentes techniques de caractérisation %

OCP
Spectroscopie RAMAN Spectroscopie Infrarouge DRX
Bande de vibration Groupements Bande de Groupements | Pics Plans
(cm-1) associés vibration (cm-1) associés (°) correspondants
1112 1295 4,66 010
1079 1193 Fiche JCPDS
1052 1137 00-026-1056
1048 1121
v3PO4
1036 1103
v3PO4
1027 1077
1011 1055
1005 1037
966 1023
v1PO4
959 1000
619 962 v1PO4
609 627
591 v4PO4 601
577 575 v4PO4
523 560
451 524
427 466
v2P0O4 v2P0O4
409 449
353

e De I’hydroxyapatite aux apatites biomimétiques de synthése

Comme évoqué précédemment, les apatites représentent une famille de composés.

L’hydroxyapatite stoechiométrique cristallise sous forme hexagonale (groupe d’espace
P63/m). Sur la projection du plan (001), deux types de tunnels sont visibles : les premiers
occupés par des ions calcium et les seconds par des groupements OH- (Figure 5).
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Figure 5 Projection (001) de la structure cristalline de I’hydroxyapatite *

La synthese d’apatites, de par leur stabilité en milieu neutre a alcalin, est relativement
aisée. L’obtention d’une hydroxyapatite peut se faire par voie seche ou humide.
Cependant une phase pure et bien cristallisée requiert 1'utilisation de produits de départ
exempts d’impuretés et une calcination a haute température (1000°C) ** .
L’hydroxyapatite steechiométrique calcinée est peu soluble a pH physiologique ® et, par
conséquent, chimiquement tres stable.

On peut alors s’interroger sur la question de leur résorption in vivo. Elle a été prouvée
comme existante mais d’évolution tres lente, notamment lors d’études sur des
revétements de prothese métalliques. Sur ce type de matériau, comportant une couche
fine d'HA (60+/-15 pm) cette derniere a été considérée comme complétement résorbée
autour de 8 ans apres l'implantation ® . Des études ont également été menées sur des
substituts composés uniquement d’HA, ou de mélanges d’'HA/BTCP tels que les
substituts poreux BCP (BiCalcium Phosphate). Alors que le BTCP se résorbe plus
rapidement, 'HA s’est ici également montrée tres lente a se résorber %9 .

Ce phosphate de calcium est surtout utilisé pour sa composition chimique proche de celle
du minéral osseux et notamment pour ses propriétés ostéoconductrices *, qui en font un
matériau privilégié pour la régénération osseuse.

En spectroscopie infrarouge, RAMAN comme en DRX, I’hydroxyapatite possede une
signature singuliere. Les bandes et pics correspondants sont répertoriés dans le Tableau
5 ci-dessous.
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Tableau 5 Tableau d’assignation de I’'HA avec différentes techniques de caractérisation * .

Hydroxyapatite
Spectroscopie RAMAN | Spectroscopie Infrarouge DRX
Bande d Bande d
,an e. ¢ Groupement .an e' ¢ Groupements | Pics
vibration By vibration L, . Plans correspondants
S associés associés ()
(cm™) (cm-1)
1077 3572 30 2
OH
1064 630 37 211
1057 1090 37,5 112
vsPO*
1048 vsPOy 1030 38,4 300
1041 960 viPO# 39,8 202
1034 600 ‘ 46,6 310
\)4PO4‘5’
1029 570 54,8 222
961 viPOy 474 voPO# 58,3 213
614 Fiche JCPDS
607 # 09-0432
\)4PO4
591
580
448
\)2PO4
433

L’hydroxyapatite n’est cependant pas la seule apatite a étre utilisée dans le domaine de
la substitution osseuse. Il a déja été évoqué que l'os est en réalité une apatite carbonatée,
faiblement cristallisée et sous-stcechiométrique. Ce type d’apatite est synthétisable en
laboratoire.

Alors que ’'HA peut étre synthétisé a haute température, les apatites biomimétiques ne
peuvent étre préparées qu’en solution. Selon la quantité et le type de substitution voulus,
deux types de syntheses sont possibles : la précipitation par double décomposition ou
I’hydrolyse de phosphates de calcium métastables tel que le phosphate de calcium
amorphe ou les phosphates dicalciques (dihydraté ou anhydre) 7 .

Il est possible d’ajuster leurs propriétés physiques, chimiques et biologiques et de moduler
leur vitesse de résorption et leur réactivité o . Il est & noter que les parametres de pH et
de température jouent dans ces syntheses un réle majeur *7 .

Alors que la synthese par double décomposition forme directement I'apatite au ratio
Ca/P désiré, la synthese par hydrolyse est plus lente et ne permet jamais d’atteindre la
stoechiométrie. Dans le cas de ce type de synthése, on peut souligner que la vitesse de
formation de I'apatite biomimétique est tres lente comparée a ses précurseurs comme le
DCPD ou I'OCP. Bien que thermodynamiquement plus stable que ces phases, sa
cinétique de formation est beaucoup plus lente.
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Il est important d'évoquer les difficultés de caractérisation de cette phase apatitique
faiblement cristallisée; surtout en cas de mélanges de phosphates de calcium et en
particulier en présence d'autres phases hydratées comme 1'OCP. Cette apatit.e étant mal
cristallisée; il est difficile de I'observer en DRX notamment. On peut cependant noter la
présence de la couche ionique hydratée sur les spectres FTIR par la détection de bandes
spécifiques. Les décompositions de la zone 650-500 cm-' permettent ainsi de mettre en
valeur la présence de deux bandes, a 530-534 et 617 an-!, respectivement témoin d'ions
HPO? et PO? non apatitiques IB(donc non observées sur le spectre de I'hydroxyapatite
stccchiométrique). Ces groupes ioniques font partie de la couche hydratoc présente sur cc
type d'apatite.

Il est possible d'aller plus loin dans le domaine de la régénération osseuse en allant vers
I'ajout de composés - ioniques ou moléculaires - et ayant des propriétés spécifiques aux
matériaux décrits ci-dessus. Ainsi, le domaine de la fonctionnalisation des matériaux est
un domaine de recherche en expansion, permettant de moduler encore plus avant les
potentialités des substituts en fonction des applications médicales visées.
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13 Fonctionnalisation des biomatériaux

La fonctionnalisation des substituts répond a une évolution de ces derniers. En effet, pour
aller plus loin et leur conférer de nouvelles propriétés telles que des propriétés capables
de réduire les risques liés a l'intervention chirurgicale (inflammations, infections..) ou
pour libérer localement des ions bioactifs capables d'impacter l'activité cellulaire (ex :
stimuler les ostéoblastes), de nombreuses stratégies ont été mises en place.

1.3.1 Les problémes post chirurgicaux

L'un des premiers risques lors d'une chirurgie est le risque infectieux.

Lors par exemple des chirurgies de l'appareil ostéo articulaire, des risques d'infections
dites <<nosocomiales » existent. Les infections nosocomiales désignent des infections
contractées dans une institution de santé (INSV 2009). Les sources peuvent étre a la fois
endogeénes ou exogenes et certains facteurs accentuent les risques (l'age, les traitements,
la pathologie.. ).

La prévention d'infections sur les sites d'implantation osseuse semble donc primordiale.
Différentes stratégies antibactériennes sont ainsi développées, certaines passives en
empéchant les pathogeénes d'adhérer a la surface * d'autres actives avec l'intégration
d'agents anti bactériens.

Il est important de souligner que la nature du matériau utilisé joue un role de méme que
son état de surface ' .

Un second probléeme pouvant nécessiter un traitement en cas de chirurgie de l'os est
l'inflammation. Celle-ci, lorsqu'elle est peu importante, peut étre considérée comme un
processus bénéfique. Le phénomeéne peut étre défini comme suit : lors d'une lésion, le
corps doit réagir vite. Il forme alors un caillot puis augmente le volume sanguin aux
alentours afin d'y amener différents types de cellules a la fois de défenses immunitaires
mais aussi de cicatrisations. Cela forme un gonflement, appelé hématome, qui se résorbe
avec le temps. Si dans les tissus mous ce phénomeéne est bénéfique, lorsqu'il s'agit de 1'os,
I'hématome peut rester beaucoup plus longtemps et étre de taille tres importante.
Douloureux, ce phénomeéne pourrait étre diminué tout en gardant son intérét biologique
101 .

Lors de l'implantation d'un substitut phosphocalcique, une légére inflammation diminue
le pH local en engendrant une dissolution superficielle de l'implant avec une libération
locale d'ions qui seront utilisés par les ostéoblastes pour former la néo-matrice osseuse.
Cette inflammation et les cellules l'accompagnant pourraient également jouer un rdle
important dans la vascularisation de l'implant ' -
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a. Introduction de principes actifs

i.  Agents antibiotiques

En vue de résoudre les problématiques d’infection lors de la chirurgie, différentes
stratégies peuvent étre mises en place. Bien entendu, des solutions systémiques existent
mais elles nécessitent des traitements au long cours et restent peu efficaces en raison du
manque d’accessibilité.

Parmi les solutions locales classiquement utilisées, la plupart utilisent des antibiotiques
classiques : la gentamicine, la tobramycine, la vancomycine... ' . Dans ce cadre, les billes
de PMMA chargées d’antibiotiques sont particulierement utilisées. Elles sont placées a
I'intérieur du corps, en contact avec la zone a risque avant suture.

D’autres recherches visent a ajouter les antibiotiques directement aux phosphates de
calcium. Différents supports a base de phosphates de calcium ont été utilisés. Des études
portant sur l'ajout d’actifs via un mélange de solutions d’antibiotiques ont été réalisées

104106 D’autres ont porté sur adsorption sur des granules et blocs

avec les ciments
poreux de B-TCP ou d’HA via des imprégnations/séchages de fluides 1% (eau, sang,
fluides « Bone Marrow Aspirate »...) riches en antibiotiques. Permettant d’amener les
actifs directement sur sites, ils évitent ainsi les surdoses et I'utilisation abusive de ce type
de substances. De plus, les phosphates de calcium ont montré dans ce domaine une
capacité a réguler le profil de libération des molécules et permettent ainsi une libération
prolongée. Certains travaux ont également intégré les antibiotiques dans les structures
phosphocalciques grace a des revétements de polymeres, modulant ainsi le profil de

relargage 1 .

Bien que l'utilisation ciblée, grace aux dispositifs décrits ci-dessus, soit une avancée qui
permette de mieux gérer les doses administrées, 1'usage d’antibiotiques pose aujourd’hui
de plus en plus question car celui-ci est souvent inapproprié ou inefficace. De plus, les
surdoses et l'utilisation systématique de ces produits conduisent a des problemes
d’antibiorésistance, devenus une préoccupation majeure de santé publique ' .

1. Agents anti-inflammatoires

Comme évoqué antérieurement, I'inflammation peut devenir rapidement un probleme en
cas de chirurgie de l'os c’est pourquoi des composés anti-inflammatoires sont
systématiquement prescrits. Cette solution est dite systémique puisqu’elle consiste a
prendre des comprimés par voie orale, le principe actif étant alors diffusé dans I’ensemble
du corps, y compris dans la zone a risque. Les molécules utilisées de maniere générale
sont des corticoides, anti-inflammatoires stéroidiens. En effet, les anti-inflammatoires dits
non stéroidiens, les plus courants et largement utilisés -voire en vente libre- , auraient
des effets négatifs sur la régénération osseuse ! .

Il serait donc intéressant de développer des substituts possédant intrinsequement des
propriétés anti-inflammatoires pour une action locale. Ainsi dans les ciments notamment
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des recherches ont été menées pour évaluer les propriétés anti-inflammatoires de
composés directement liés a des phosphates de calcium tels que de 'acide salicylique et

de 'Indométacine 2 .

b. Introduction d’ions bioactifs
Comme il a été dit, les questions d’antibiorésistance sont au cceur des préoccupations de
santé actuelles. Une des stratégies développées pour contourner ce probleme est
I'utilisation d’éléments métalliques. Ces derniers ont en effet un large spectre d’action,
les rendant d’un intérét certain. Des espeéces se dégagent comme le cuivre, I'argent, le

zinc...
i.  Les agents métalliques anti-infectieux

e L’argent

L’argent peut conférer différentes propriétés aux matériaux auxquels il est ajouté. Son
action est a la foi inhibitrice de la formation de biofilm'® ! et de la prolifération

U120 ot anti-virale '*' . Son efficacité anti-bactérienne serait méme supérieure

bactérienne
a celle observée pour les composés similaires dopés au cuivre ou au zinc. Bien que de
nombreuses recherches soient menées sur ce composé, il s’avere que ses mécanismes
d’action sont encore mal connus. Il est communément admis que 'argent a une affinité
particuliere avec des groupements de protéines. Il interviendrait ainsi directement sur la
synthese de I’énergie au sein des bactéries ' mais aussi sur la perméabilité de leur

membrane ou encore leur ADN, rendant ainsi impossible toute réplication 12124

Des doses bien définies de cet agent sont donc bénéfiques pour le genre d’application
envisagée ici. L’argent est le seul dopant utilisé dans cette étude qui ne soit pas présent
naturellement dans 'organisme. Son activité bénéfique antibactérienne doit étre mise en
regard avec sa cytotoxicité. En effet, alors qu’une quantité de seulement 35 ppb montre
déja des activités antibactériennes '*!, une dose trop importante peut étre létale pour les
cellules. La concentration maximum dans les fluides biologiques aux abords de matériaux
dopés ne doit donc pas dépasser 2,5ng/mL 19 . Le profil de libération de cette espece est
alors un élément clé qu’il faut maitriser. Il faut également prendre en compte la nature
du milieu dans lequel I'argent est libéré. Des études ont montré qu’au-dela de 1ppm ’Ag
se complexait avec le chlore et perdait ses propriétés antibactériennes ' .

Des phosphates de calcium substitués a 'argent sont déja utilisés. Les substitutions
semblent se produire entre les calciums de type I et 'argent. Sa charge ionique est de 1
et non de 2 contrairement au Calcium, ce qui entraine un déséquilibre de charge limitant
son taux d’intégration au sein de la structure. La quantité maximale d’Ag introduit
semble étre tres dépendante du mode de syntheése (sol-gel, co-précipitation, échange
ionique...).
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Lors de syntheses par co-précipitation, le pH environnant serait également un parametre
important quant a la nature du composé argenté se formant * . Les conditions acides
favorisent la formation d’AgsP Oy alors que des conditions alcalines permettent d’obtenir
des apatites nanocristallines monophasées enrichies en argent bien qu’a des taux plus
faibles qu’a pH neutre. Alors que le taux théorique de remplacement de Ca?" par Ag*
dans une hydroxyapatite a été défini comme étant de 20% %, le taux expérimental, bien
que variant beaucoup dans la littérature, a pu n’étre que de 1,8% sans apparition de
phase secondaire comme un phosphate d’argent par exemple *7 .

Contrairement a des especes comme le zinc ou le cuivre, la présence d’argent

n’influencerait pas la croissance cristalline des phosphates de calcium * .

Enfin, il est a noter que ce composé n’ayant pas les mémes dimensions que le calcium
(rayon atomique), son ajout a la maille cristalline a une influence sur le volume de cette
derniere ' . Cela a donc également une influence sur les pics de diffraction, les raies

(hk0) se décalant vers les hauts angles alors que les (001) se décalent vers les bas angles
126

e Le cuivre

Le cuivre est un élément naturellement présent dans le corps humain. Il est essentiel pour
le métabolisme osseux ' et participe a la production de radicaux libres dans les tissus
régénérés . Un adulte a dans son corps 100-150 mg de cuivre et doit maintenir un
apport journalier de 30pg/kg. Ses os en contiennent en moyenne 0,6pg/g ' .

Dans le cadre de la régénération osseuse et de I'accélération de ce processus, cet élément
a largement été étudié depuis quelques années, permettant une alternative peu cotiteuse,
plus stable et plus siire que les approches génétiques ou les facteurs de croissance *? . Ses
activités sont multiples : il serait a la fois antibactérien, stimulant de l'angiogenese
(création de nouveaux vaisseaux sanguins) et de la production d’ostéoblaste 13213 |
Concernant son activité antibactérienne, différents mécanismes sont mis en jeu, c’est
pourquoi, bien que certaines études ¥ aient montré une possibilité de résistance
antibactérienne, cet élément reste préférable a des traitements antibiotiques par exemple.
Le cuivre sous sa forme ionique peut réagir avec certaines protéines et ainsi mettre en
135,136

danger la perméabilité membranaires des bactéries . De méme il peut intervenir sur

I’alimentation en énergie et la pression interne de la bactérie, mais aussi directement sur

BT Sous forme ionique, son activité

son ADN empéchant ainsi sa reproduction
antibactérienne serait encore plus puissante sur les bactéries a Gram positif % .

Une quantité trop importante de ce dopant peut cependant étre nuisible a la production
d’ostéoblaste ¥ . Introduit sous forme CuCl,, le cuivre a montré une cytotoxicité plus

10 1 est nécessaire de souligner que l'activité est surtout

importante que celle du zinc
dépendante de la cinétique de libération du cuivre dans le milieu et non de la quantité
intrinseque dans le matériau. De méme, la forme sous laquelle est intégré le cuivre est

tres importante. Des études menées sur des phosphates de calcium contenant des oxydes
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de cuivre ont montré une certaine cytotoxicité due a I'augmentation du pH environnant
134 11 est & noter que ce phénomene pourrait aussi étre lié a la présence d’oxyde quel
qu’en soit le type.

Cet élément peut étre intégré de deux manieres dans la structure méme des phosphates

BLULI2 oy par échange ionique

de calcium : lors de la synthese par co-précipitation
postérieurement a la synthese 131145144

Il existe différents principes de substitutions du cuivre dans les apatites. Cet élément se
substitue principalement sur les sites de Ca(II) **!% ou par mécanisme interstitiel & des
températures élevées (>100°C) B .

Il intégrerait parfois les lacunes et/ou tunnels hexagonaux ** . Plus la quantité de cuivre
intégrée est importante, plus la composition de l'apatite formée est éloignée de la
stoechiométrie, ceci étant indiqué par une baisse du ratio Ca/P 1** .

Les parametres a et ¢ de la maille cristalline de I'apatite diminuent légerement et par
conséquent, son volume également lorsque la quantité de cuivre intégrée augmente. Une
légere baisse de la cristallinité est également constatée 157146 ce qui est cohérent avec
le fait que le rayon atomique du cuivre est plus petit que celui du calcium. Cet élément
peut donc étre considéré comme inhibiteur de la croissance cristalline, ce qui s’avérera

étre un parametre déterminant de notre étude.

1. Le zinc, agent anti-inflammatoire

Le zinc est lui aussi un élément indispensable du métabolisme humain. Le corps d’un
adulte peut contenir jusqu'a 1300-2300 mg dont 28% est stocké dans la masse osseuse.
Ses actions sont multiples. Il accélérerait la croissance osseuse, aiderait a la différenciation
des cellules *7 et aurait méme une activité anti bactérienne. Des études ont également
montré une activité anti-inflammatoire, le différenciant des autres éléments métalliques
habituellement utilisés.

Les études concernant son activité sur les cellules osseuses montrent une fois de plus un
effet dose-dépendant important. Une trop grande quantité peut en effet entrainer une
inflammation des tissus alentour. En revanche une dose adaptée agit directement sur les
facteurs de croissance de l'os. Il a d’ailleurs été prouvé que le zinc est un élément

148 Une déficience chez I'enfant peut causer de graves

nécessaire a la croissance humaine
retards de croissance. Il inhiberait les ostéoclastes ** et stimulerait la croissance des
ostéoblastes 414  De manieére générale il augmente la vitesse de cicatrisation en
favorisant la multiplication cellulaire. Il reste 1’élément métallique le moins cytotoxique.
L’effet du zinc est plus bactériostatique qu’antibactérien, contrairement au cuivre et a
137

Pargent ™ . Cet élément intervient directement sur PADN des bactéries . 1l peut

également se lier & la membrane et mettre en péril la perméabilité "' _ bloquer la
respiration 2 et diminuer la fertilité des bactéries.
De la méme maniere que d’autres éléments métalliques, il existe deux voies d’intégration

du zinc aux phosphates de calcium, lors de la synthese de ces derniers via un procédé de
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co-précipitation ou de post précipitation avec échange ionique. La place que le zinc vient
prendre au sein de la structure apatitique fait encore débat.

Certains auteurs proposent l'intégration du zinc sur les sites OH au coeur de la maille
hexagonale °%1° | D’autres auteurs positionnent la substitution du zinc sur les sites de
calcium de type II 7 | Le rayon atomique du zinc étant plus petit que celui du calcium,
la maille cristalline serait alors modifié. Les parametres a et ¢ diminuent ainsi que le
volume de la maille ** . Il en découle des cristaux de plus petite taille et une diminution
de la cristallinité.

1.3.2 La stimulation

La médecine régénérative est devenue un enjeu majeur ces dernieres années. Le domaine
de la régénération osseuse est le domaine s’étant développé le plus tardivement vers ces
tendances.

Malgré tout, 'ingénierie tissulaire osseuse ' a enfin pris son essor. Ainsi, dans ce cadre,
il a été défini que le substitut osseux idéal serait la combinaison d’un support et
d’éléments favorisant son activité. Ces derniers peuvent étre intégrés au support sous
forme ionique tels que les supports phosphocalciques, ou d’origine biologique tels que des
cellules souches ou spécialisées 1 .

L’étude des cellules de la régénération osseuse a permis de découvrir la protéine BMP
(Bone Morphogenetic Protein). Cette derniére permet de déclencher la cascade
d’interactions biologiques menant a la création d’une nouvelle matrice osseuse. Son étude
a mené a différentes stratégies, notamment cellulaires ! ou géniques ' | visant a stimuler
la régénération osseuse.

Cependant, 'utilisation de ces techniques, bien que pouvant étre favorable, est a nuancer,
notamment sur certains sites peu vascularisés. Les questions de gestion et de sécurité de
ce genre de matériel biologique sont également a évoquer- un suivi, stockage, transport
et des exigences réglementaires tres spécifiques étant appliquées- c’est pourquoi il est
intéressant de développer des substituts synthétiques amenant par eux-mémes une forte
ostéogenese. Dans le cadre de I'utilisation de supports phosphocalciques, différentes
especes ioniques, déja connues par le corps humain, présentent donc un intérét évident.

a. Le strontium

Le strontium est un élément naturellement présent dans le corps, en particulier dans le
plasma humain ' (0,11-0,31pmol.L!). La plupart des réserves de cet élément se trouvent
dans l'os. Cependant, selon I’age ou 'activité physique, sa teneur peut varier de maniere

significative 104165

Des études ont montré son role dans la formation osseuse et la re-minéralisation d’ou son

38,165,166

intérét thérapeutique certain Il aurait la capacité d’inhiber l'activité des

ostéoclastes et d’augmenter celle des ostéoblastes d’ou le fait qu'on I'a proposé comme
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traitement contre les effets de l'ostéoporose. Il améliorerait également la synthése du
collagéne dans l'os 1971

Cne quantité trop importante peut a l'inverse diminuer la densité osseuse et inhiber
l;absorption du calcium.

Dans les apatites, le strontium se substitue de maniére préférentielle au calcium de type
I w . Le strontium venant également modifier la structure cristalline, son intégration
est notamment visible lom d'ana.lyses aux rayons X. Des modifications sur les bandes des
groupements hydroxyles sont également nettement visibles en IR ™ . Bien que cela
dépende du taux d'intégration du strontium, cc dernier semble avoir une influence sur la
vitesse de cristallisation de 'OCP mais également et de maniére plus marquée sur celle
de I'HA. 1l allongerait aussi la durée de maturation de I'OCP vers l'apatitc
Concernant les PCA, lors d'immersions en solution riche en strontium, il a été montré
que le strontium peut intégrer la phase cristalline en faible quantité mais reste
principalement dans la couche hydratée, en proportion variable selon la maturation du
cristal. Quoique de diamétre atomique plus important que certains composés comme le
magnésium, il :-yintégre bien mieux a la structure apatitique. Il est alorn révernible en cas
d'échange ionique inverse avec du calcium in .

Comme l'intégration de cet ion métallique -comme d'autres- déforme la maille de
l'apatite, il augmenterait également la solubilité du matériau en phase aqueuse m .
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b. Magnésium
Le magnésium est le quatrieme cation le plus présent dans le corps humain avec 1mol
pour un corps de 70 kg. La moitié de ce magnésium est stockée dans les os. La
concentration des fluides extracellulaires est de 0,7-1,05mmol/L et cette homéostasie est
maintenue grace aux intestins et aux reins. Si cette concentration est trop importante
(>1,05mmol/L), elle peut entrainer des paralysies musculaires, de 1'’hypotension ou
encore des détresses respiratoires '™ .
Ce métal aurait la propriété de stabiliser 'TADN et ’TARN mais aussi et surtout un effet
stimulant sur la régénération osseuse 177 .
Ainsi il est utilisé dans le domaine de la régénération osseuse. Il a été étudié sous
différentes formes, la plupart du temps pures, sous forme métallique et comme matériaux
poreux. Sous son aspect poreux, il présente des propriétés mécaniques similaires a 1’os et
semble alors une solution bien adaptée dans le cadre de la régénération osseuse de sites
porteurs. Cependant, de nombreux problemes de corrosion en font un objet d’étude a
largement approfondir et optimiser '™ .
Il est parfois allié aux phosphates de calcium dans le but d’améliorer leurs propriétés
stimulantes dans le domaine de la régénération osseuse. Il peut étre intégré,
principalement lors de co-précipitation, sous forme d’ions a la structure apatitique sur
les sites Ca(I) et Ca (II) bien que de maniére préférentielle sur le I. La quantité intégrable
est limitée a 13%mol '™ . Lors d’échanges ioniques de courtes comme de longues durées,
dans le cas d’apatite, le Mg n’integre pas le coeur apatitique. Cela pourrait étre di a sa
tendance a s’entourer de molécules polaires telles que les molécules d’eau. Les complexes
ainsi formés auraient du mal a pénétrer dans la couche hydratée et a s’y fixer. De plus,
il est possible qu’une fois fixés ces complexes empéchent la diffusion d’autres ions * .
De maniere générale, le magnésium aurait une forte propension a inhiber la cristallisation

180182 Nous verrons par la suite que cela en fait un mauvais

des phosphates de calcium
candidat comme agent dopant dans le cadre de notre étude dans laquelle la cristallisation

d’une nouvelle phase de phosphates de calcium sera un enjeu majeur.
Apres avoir défini les phosphates de calcium et étudié les différentes especes qui

pourraient y étre intégrées pour leur conférer des propriétés supplémentaires, les
différentes possibilités de mises en forme de ces matériaux vont étre présentées.
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14 Procédés de mises en forme des phosphates de

calcium

Les phosphates de calcium sont largement utilisés dans le domaine de la régénération
osseuse, notamment pour leur facilité de mise en forme. Ainsi sont-ils utilisés sous formes
de ciments, de revétements, ou encore comme dispositifs (<<scaffolds ») denses ou poreux
rntt . Ces différents produits ont chacun des spécificités et donc des applications
différentes.

Les substituts sur lesquels nous nous focaliserons dans cette étude sont des substituts
solides poreux. Ce type de produits possede les propriétés des phosphates de calcium
frittés : ils permettent de maintenir des propriétés mécaniques en compression et de
remplir des défauts importants, mais permettent également une invasion cellulaire de par
une porosité controlée adaptée a la réhabilitation osseuse. Différents parameétres ont été
déterminés comme primordiaux pour ce genre de substituts denses poreux.

Un des facteurs essentiels conditionnant les propriétés de ces substituts est leur
architecture '’ et leur porosité. En effet, la maitrise de cette derniére autorise la migration
et la prolifération des ostéoblastes ainsi que des cellules mésenchymateuses et favorise la

185, Cet envahissement cellulaire est 1'une des clefs de votte

vascularisation des implants
qui conduit a l'ostéointégration des biomatériaux osseux. Néanmoins, le volume poreux
et/ou le diameétre des pores optimum qui permettraient une réponse biologique de
l'organisme la plus favorable possible ne peuvent pas étre définis a priori avec précision.
En effet, la diversité des tissus osseux vivants (de densités variables) et la variété des
matériaux de substitution (de solubilité et résorbabilité variables) ne permettent pas de
déterminer des parametres structuraux généraux utilisables a I'ensemble des matériaux
de comblement osseux. Ceux-ci devraient, idéalement, pouvoir étre adaptés au site
d'implantation en tenant compte des caractéristiques physico-chimiques et mécaniques
du tissu hote.

En revanche, de nombreux travaux portant sur l'importance des parameétres structuraux
des biomatériaux ont permis de mettre en évidence quelques regles dimensionnelles a
respecter. Ainsi, Hulbert et al. '*® ont montré que les pores doivent présenter un diametre
supérieur a 100 pm pour permettre d'accueillir les cellules osseuses mais de nombreuses
études ont exposé qu'un diametre de pores supérieur a 300um permettait d'améliorer
l'ostéogéneése. De plus, cette porosité doit idéalement étre interconnectée '*7.** . La
présence de micropores (de diametre inférieur a 10 pm) et de nanopores joue par ailleurs
un role important dans l'efficacité de reconstruction de ces matériaux, notamment sur
leurs propriétés ostéoconductrices et/ou ostéoinductrices '**'*" . De par leur taille, ces
pores ne peuvent pas accueillir de cellules mais peuvent servir a leur ancrage dans
I'implant. Webster et al. '*? ont découvert que les ostéoblastes adhéraient mieux sur des
céramiques nanoporeuses, alors que les fibroblastes y adhéraient moins bien.

Il est possible que ces pores agissent comme un réservoir de biomolécules et facteurs

193196

biologiques a l'origine de la formation de néo matrice osseuse . Ils pourraient
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également simplement augmenter la surface disponible grace a une importante surface
spécifique %197 pour la reprécipitation de 'apatite, premiere étape de 'ostéointégation.
Enfin, ils pourraient générer une force capillaire 9% | Cette derniére permettrait
I'invasion des fluides au cceur de la matrice et favoriserait ainsi une meilleure distribution
de la matrice néo-formée ainsi qu'une épaisseur plus importante in vivo.

De récentes études ont ainsi montré la présence de collagene, de cellules, voire de minéral

osseux dans les micropores des matériaux de phosphates de calcium 22

1.4.1 Mise en forme des céramiques poreuses

De nombreuses méthodes ont étés développées pour produire des matériaux poreux de
céramiques phosphocalciques HA pure, BTCP ou HA/TCP (Biphasic Calcium
Phosphate-BCP). Ces techniques sont adaptées selon la porosité visée tout en optimisant
les propriétés mécaniques en compression, élément essentiel pour ce type de produit.
Parmi les méthodes développées il est possible d’évoquer le freeze casting *™, le gas
foaming *® ou plus récemment le foaming in situ *° . Ces techniques visent a stabiliser
une émulsion avant la phase de frittage finale, faisant coalescer les grains de céramiques
207

L’impression 3D est I'une des techniques actuellement étudiée. Elle pourrait permettre
d’améliorer le compromis : propriétés mécaniques/pourcentage de porosité, cette
problématique étant l'une des plus compliquées a satisfaire ** . Comme cité
précédemment, une porosité maximale est souhaitable mais également le maintien des
propriétés mécaniques en compression. Ce type d’impression pourrait aussi permettre la
production de formes beaucoup plus complexes voire personnalisées pour le patient.
Différentes techniques d’impression 3D sont actuellement développées.

La technique « lit de poudre » permet a I’aide d'un laser de venir fritter localement la
couche de poudre préalablement répandue. Des techniques a base d’extrusion de mélange
céramique et liant organique sont également étudiées. Ces procédés tres prometteurs sont

29 De tres récentes recherches envisagent méme une double

encore a optimiser
impression, métallique puis céramique, ce qui permettrait d’obtenir des substituts
parfaitement personnalisés et dont les propriétés, notamment mécaniques, pourraient
étre grandement améliorées 21 .

Des travaux ont également permis la production de substituts de RTCP a la porosité

21 Ces derniéres

parfaitement contrdlée grace a un réseau de billes de polymere (PMMA)
sont partiellement dissoutes en surface pour former un réseau plus ou moins dense de
polymere. Cette empreinte est ensuite imprégnée d’un mélange eau/céramique puis
frittée, cette derniere étape permettant d’obtenir le réseau poreux final.
L’interconnectivité et la porosité sont ajustables en fonction de la taille des billes utilisées.
Cette technique permet un excellent controle de ces deux parametres et la possibilité de
produire des substituts avec différentes porosités permettant d’imiter au plus pres la

structure osseuse naturelle.
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Bien que prometteuses, ces techniques ne sont pas encore réellement présentes a 1’échelle
industrielle.

Le moyen de mise en forme de matériaux poreux le plus répandu dans le domaine
industriel reste aujourd’hui la réplication de substrat obtenu par imprégnation. En
mousses polymeres, ces substrats permettent des taux de porosité importants avec une
tortuosité et une gamme de pores controlées mais aussi interconnectées *7 . Cette
technique de mise en forme est également facilement mise en ceuvre, ce qui en fait une
technique tres utilisée dans le domaine industriel.

Les mousses polymeres, souvent en polyuréthane, sont pressées afin d’évacuer lair
présent puis trempées dans un mélange dit « barbottine ». Cette barbottine est
composée d’un mélange liquide, contenant notamment du PEG (Poly Ethylene Glycol)
et une poudre de céramique. Les proportions de poudre dans ce mélange font partie des
parametres pouvant faire varier la porosité du substitut obtenu. Une fois imprégnées, les
mousses sont séchées puis frittées (Figure 6). Lors de la derniére étape, les hautes
températures permettent d’enlever toutes traces de polymere tout en rendant integre la
phase céramique.

Figure 6 Procédé d’imprégnation de mousse polyuréthane

C’est cette derniere technique qui a été employée afin de préparer les substituts utilisés
dans cette étude. Ce sont des cubes de 3x3 mm d’"HA/RTCP (65/35) a la porosité définie
(100-400pm), qui seront décrits en détail dans la partie suivante.

De tels substituts présentent des macroporosités maitrisées mais ’ajout de microporosités
ou de porosités additionnelles de tailles nanométriques pourrait conférer des propriétés
d’ostéointégration supplémentaires. De plus, les matériaux utilisés sont des céramiques
biphasiques constituées d’'un mélange 35% HA et 65% RBTCP (m/m). Or il a déja été
évoqué que ces phosphates de calcium ne sont pas les plus bioactifs.

L’objectif de cette étude est donc de modifier la surface lisse et peu réactive de ces
matériaux poreux de maniere a obtenir une porosité nanométrique en surface créée par
I’enchevétrement et 'arrangement de nanocristaux hautement réactifs.

Une modification de surface pourrait également permettre une fonctionnalisation des
céramiques traitées par ajout d’agents biologiquement actifs (anti-infectieux, anti
inflammatoires ...).
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Les différentes techniques de modification de surface des céramiques sont présentées ci-
apres.

1.4.2 Revétements

Le substrat étudié ici étant des céramiques, seules les techniques permettant la
précipitation de phases d’intérét telles que le DCPD, 'OCP ou I'apatite biomimétique

seront présentées.

a. Plasma a froid

Les techniques de revétement par plasma s’adressent uniquement aux substrats
métalliques. Alors que le revétement par torche a plasma 2 est une technique de
revétement maintenant largement étudiée, elle ne permet cependant pas la création de
revétements d’apatites biomimétiques sur des matériaux céramiques. En effet, dans ce
procédé les poudres de céramiques, avant d’atteindre le support, passent par une torche
a plasma dont l'atmosphere chargée possede une température comprise entre 5000
et 10000°C. Ainsi l'utilisation de températures élevées ne permet pas l'emploi de
composés thermiquement instables comme les apatites biomimétiques.

Selon les parametres appliqués, il est possible de faire une projection de la sorte tout en
minimisant la chauffe de I'apatite. C’est le principe de la projection plasma a froid. Cela
permet de projeter de la méme maniere la poudre et de créer un revétement uniforme. Si
des apatites biomimétiques sont employées, elles pourront ainsi garder en partie leurs
propriétés bioactives et notamment l'intégrité de leur couche hydratée 2 .

b. Procédés par immersion
Ces procédés se font a basse température et en milieu aqueux. Ils permettent le
revétement de formes complexes par différents types de phosphates de calcium selon les
conditions de synthese : de ’OCP a I'apatite carbonatée 24215
Plus que de formes complexes, les substrats ainsi revétus peuvent étre de multiples
natures : céramiques ' , métalliques *** , polymeres 2! | composites ?'7 ...
Ce procédé est décliné en deux types : des immersions successives de bains de calcium

puis de phosphate ou une immersion simple souvent en milieu métastable.

c. Immersions successives
Le plus souvent utilisé sur des hydrogels **, polymeres *¢ et plus récemment sur des
matériaux métalliques 2 | ce procédé consiste en une immersion, dans un premier temps
dans un bain de sel de calcium ou de phosphate, puis d’un ringage avant la plongée dans
le bain contenant ’autre ion, avant d’étre séché et rincé de nouveau. Ce procédé présente
I’avantage d’évoluer dans des milieux stables ne précipitant que sur le substrat riche en
ion complémentaire, permettant de précipiter un phosphate de calcium.

d. Immersions simples - Slurry
Pour ce type d’immersion, le substrat est trempé dans le mélange d’une phase liquide, le
plus souvent organique, et d’un gel solide particulaire. L’utilisation de phases organiques

50



se justifie par leur rapidité d’évaporation, parametre primordial de cette technique. Ces
mélanges et syntheses de phosphates de calcium sont souvent réalisés par voie sol-gel 2

Les éléments a revétir sont immergés ou centrifugés dans le mélange a vitesse constante.
221

Le nombre de trempes déterminera I'épaisseur du revetement
e. Immersion simples - Solution métastable
Beaucoup de techniques de revétements d’apatite biomimétique impliquent I'usage d’une
solution métastable venant précipiter en surface du substrat.
Ces techniques reposent sur la déstabilisation du systéeme métastable permettant
d’atteindre une valeur critique de concentration menant a une précipitation 2 .
Le substrat est introduit dans la solution métastable qui sera déstabilisée par la suite.
Différents milieux et techniques de déstabilisation sont utilisés aujourd’hui. La premiere
des méthodes développées a été I'immersion dans un liquide similaire en concentration
de différents sels au plasma sanguin (Simulated Body Fluid ou SBF') dont la composition
est donnée dans le Tableau 6.

Tableau 6 Concentrations ioniques du Simulated Body Fluid #2222

Concentration (mM)
Plasma Humain | SBF
Na* 142 142
K* 5 5
Mgt 1,5 1,5
Ca?* 25 25
Cr 103 148,8
HCO; 27 42
HPO 1 1
SO,” 0,5 0

Cette solution métastable riche en phosphates et en calcium permet, a température et

pression ambiantes, la précipitation d’apatite !

et ce, sur tout type de support (Figure
7). Ce procédé simule une minéralisation naturelle et prend un certain temps, de plusieurs
jours a plusieurs semaines. Cette mise en ceuvre est, de plus, compliquée par la nature
métastable de I'environnement utilisé qui précipite tres facilement sur toute surface. Un
nettoyage de tous les éléments post-précipitation est donc nécessaire, le phosphate de
calcium se formant sur le substrat mais aussi sur l'intégralité du dispositif. D’autres

méthodes ont donc été développées afin de rendre ce milieu plus facilement manipulable.
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l.igmc 7 I'n\:ipiU: d'a.patilc sm du Tilallc grllec 1 immersion dalls le SEFW 2

Certaines méthoclc:s ntifiiicnt des solntiomi dc phosphates de calcinm et c'EDTA #2 . Cc
dernier se lie an calcium, k rendant ainsi inclisponibk pour une évcntndk précipitation.
Le milieu est. alors stable e peut. étre manipulé facilement. Cne fois chauffé, 'EDTA
libére le calcium et la précipitat.ioll a lieu. Les phosphates de calcium aim:i précipités Lort
en général bien cristallisél,,.

D'autres techniques encore jouent. sur les difforences de solubilit¢: a haute et basse
t.empératnres d0s phosphatOs d0 cakinm. Le snbstrat :mr kqucl on sonhait.e former le
revétement. est chauffé o plongé daim les solutions saturées maillt.ellues a des

températures faibles »., .

DOs variantes de la tcchniqlw d'immersion dans le SDF existent. également, notamment
ks immersions successives clans d0s bains d0 SDF différents. Le premier bain permet la
précipitation de phospha.les de calcium amorphes. Le second, dans une solution sur-
concentrée, permet la cristallisation d-autres phases qui Hudéellt. sur les CaP
précédemment. formés, ces <leniiers agissant connue del, nudei 'Y 51" . Afiil d'obt.ellir cl,
rcvé'ternents d'{:paisseur consdqucnte et une procipit.ation rapide, il faut augmenter au
maximnm k gnantité de Ca et P présents dans k milien réactionnd mais des limites
apparaissent. alors a cause de la solubilité de ces derniers dans k solution. Tl faut. de ce
fait modifier le pH des solutions employées pour augmenter la solubilit¢ des CaP et par
conséquent la concentration maximale qu'il est possible d'atteindre.

Cn0 d0s techniques envisagées pom modifier k pH de k solution environna.nte est
l'utilisation d'un bullage de CO" pour acidifier le milieu clqueux initialement. saturé el
éviter la précipit.a.tion immédiate de phosphatel,, <t calcium. Lorsque le Imllage est. 1.toppé,
la solution libére le CO2 dissous ell exces et le pH augmente progressivement jusqu a la
neutrnlit.6, cc qui provoque la procipitation. Cependant, d'apr<is les trnvamc prolirninaires
de Antefagc et al 2 cette tcchniqlw ne scmhle pas adaptée aux clispositifs poreux
HA/TCP (biphasiques) a la slruct.ure complexe, présentés dans cetle élude.
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Bien que relativement nouvelle, 'utilisation de C02 dans le domaine des biomatériaux,
et plus particulierement son utilisation comme agent acidifiant réversible, est
particulierement pertinente pour plusieurs raisons que nous allons détailler par la suite.
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15 Le CO02 supercritique

Le CO02 est largement présent sur terre. De maniére générale dans le domaine des
procédés, lorsqu'il est utilisé comme solvant ou réactif, il est considéré comme non
toxique, non inflammable et non corrosif. Etant disponible en grande quantité, il est peu
onéreux en comparaison des nombreux solvants organiques liquides pouvant étre utilisés.
De maniére générale, le C02 supercritique est reconnu comme solvant GRAS (Generally
Recognized As Safe). On peut également souligner la facilité d'élimination de ce composé

apres utilisation par simple changement d'état (retour aux conditions atmosphériques).

Le CO02 peut se trouver et étre utilisé sous différentes formes : liquide, solide, gaz mais
aussi supercritique (Figure 8). Dans ce domaine, situé au-dela de sa température et de
sa pression critique (31 C et 74 bar, Figure 7), il a des propriétés particulieres et a été
largement ¢étudié dans de nombreux domaines, notamment en tant que solvant

d'extraction, jusqu'a l'échelle industrielle.

Supercritical
region

T

Figure 8 Diagramme de phase, le point critique du C02 est 304,25 K et 72,9 atm™

Sous cette forme, le C02 a des propriétés intermédiaires entre celles du liquide et du gaz.
En effet, il posséde une masse volumique proche de celle du liquide et sa viscosité, sa
compressibilité et son coefficient de diffusion sont plutdt de l'ordre de grandeur des gaz
2 Sa faible masse volumique lui permet d'avoir des propriétés de solvant alors que sa
faible viscosité lui confére une certaine diffusivité. Le C02 fait partie des gaz les plus
utilisés en condition supercritique de par sa température critique trés basse (31°C), en
comparaison d'autres composés d'intérét, notamment l'eau (374 C). Cela permet
d'atteindre cet état avec un apport d'énergie raisonnable mais également de pouvoir
utiliser cette technologie sur des matériaux thermosensibles particulierement dans les
domaines pharmaceutique, cosmétique ou alimentaire et de privilégier des procédés a
basse température.

Il existe de nombreuses revues ou ouvrages présentant un état de l'art des applications

de ce composé, que ce soit a 1'échelle des laboratoires ou méme industrielle.

54



En lien avec ce travail, nous détaillerons plus spécifiquement par la suite les applications
liées au domaine des biomatériaux, ainsi que la mise en ceuvre de C02 en tant qu'agent
de carbonatation de phases minérales.

1.5.1 Le CO02 et les biomatériaux

De par les différents avantages évoqués précédemment, le C02 a été utilisé dans de
nombreux procédés, allant des applications visant le traitement chimique a la mise en
forme dans le domaine de la régénération tissulaire.

Le CO02 supercritique est par exemple employé dans le domaine agro-alimentaire. Il sert
ainsi a l'extraction de la caféine, d'huiles essentielles ou d'hydrolats 29 La stérilisation
de certains produits peut, dans ce cadre, étre faite avec ce processus également.

Cette technologie, trés versatile, peut aussi étre évoquée dans l'extraction 230m

23

notamment lipidique ** , dans différents types de syntheses, 233 barfois en tant que

catalyseur %° ou encore dans le domaine des bioraffineries 2207

Dans le domaine biomédical, en plus de sa destination a des fins de stérilisation 3B
différents usages du C0: haute pression ou supercritique ont été développés, l'utilisation
principale dans ce domaine restant la purification et surtout la mise en forme des
biopolymeres 2%

En plus de la mise en forme de polyméres poreux, on peut citer l'electrospinning sous
CO02 supercritique permettant de produire des fibres poreuses. D'autres techniques visent
a l'obtention de particules de biopolymeres (lécithine, caséine..) a la forme et a la taille
ajustables, chargées d'éléments actifs tels que des lysozymes, de l'insuline 27 .. D'autres
techniques encore ont été envisagées grice au CO02 pour imprégner des dispositifs
médicaux polymériques en agents actifs Al On peut évoquer les travaux de Masmoudi
et al 282% dont I'objectif est d'imprégner des lentilles de contact en PMMA avec une

drogue antibiotique.

Nous orienterons ici l'analyse bibliographique sur le domaine spécifique des substituts
concernant la régénération osseuse puis la capacité de carbonatation du CO02. Dans ce
cadre, le C02 a alors été utilisé a la fois pour traiter des substituts d'origine naturelle
mais aussi comme facteur de mise en forme pour des dispositifs poreux ou encore des
synthéses de nanoparticules.

1.5.2 Délipidation osseuse

Une étude sur la délipidation osseuse a été menée dans les années 1990. Elle a donné lieu
a un brevet actuellement exploité par la société Biobank via le procédé Supercrit’ (Figure
9). Les matériaux de 2™¥® génération ne sont alors que peu développés et les allo- et
xénogreffes sont encore un enjeu majeur. Dans le but de trouver une solution aux

difficultés de traitement des allo- et xénogreffes, le CO: est utilisé sous forme

55



supercritique afin de retirer toute trace de lipides des os. En effet, apres prélevement des
os humains ou d'origine animale, il est nécessaire de les traiter avant implantation afin
d'enlever les facteurs immunitaires pouvant provoquer un rejet mais aussi tout risque
d'infection.

Figure 9 Téte fémorale avant, pendant et aprés le procédé de nettoyage supercritique Supercrit? de

l'entreprise Biobank

De plus, une bonne mouillabilité des substituts étant souhaitable pour l'invasion
cellulaire ainsi que l'accés aux microporosités, il est d'intérét d'enlever la phase lipidique.
De fait, cette étape est automatiquement réalisée suivie de la déprotéinisation mais a
l'aide de solvants chimiques, potentiellement adsorbés en surface et nocifs. C'est pour
cette raison que l'utilisation du CO; supercritique, excellent solvant des molécules non
polaires comme les lipides, a été développée dans ce cadre 234 |

1.5.3 Synthese de dispositifs poreux

Ainsi que vu précédemment, les dispositifs poreux sont excellents pour la régénération
osseuse. Différentes techniques impliquant plusieurs matériaux ont été mises au point.
Parmi elles, certaines mettent en jeu le CO: supercritique : l'inversion de phase, le
moussage, l'imprégnation... Ces deux derniéres techniques proposent la mise en forme de
polymeres. La plupart des procédés visant a mettre en forme ces matériaux utilisent des
solvants organiques potentiellement dangereux. De la méme manieére que pour la
délipidation, l'usage de CO; permet ici d'éviter leur usage.

Le moussage 2°

consiste a utiliser le CO, comme agent porogeéne. Les polymeres utilisés
sont souvent amorphes et ont de bonnes affinités avec le CO,.Une fois placé dans une
enceinte fermée, le CO; est injecté et atteint des pressions pouvant aller jusqu'a 250bar.
En se solubilisant dans le polymere, le CO2 modifie la température de transition vitreuse
de ce dernier. La mise sous pression mais aussi la vitesse de décompression ainsi que la
température sont des parametres influant sur la mise en forme des polymeres et
I'architecture des pores obtenus. Ainsi, en ajustant les paramétres de pression et de
température, il est directement possible d'obtenir l'architecture désirée. De nombreux
polymeres ont été mis en forme de cette maniere (Cellulose, PLA, PLGA, PCL..) afin de
développer un matériau poreux pour la régénération tissulaire en général #4647 | Des
composites polymeéres/céramiques ont également été mis en forme de cette fagon, alliant
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ainsi du PLA avec des poudres d’"HA et BTCP dont le mélange avait été assuré par une
248

étape d’injection préalable (Figure 10)

Figure 10 Effet de la pression de saturation sur la morphologie de la mousse de PLA a. 150 bar; 5.1°C/s;
12.1 bar/s; b. 242 bar; 4.4°C/s; 13.3 bar/s**®

L’inversion de phase consiste a réaliser une émulsion de deux phases, I'une contenant le

29 Cette derniere a une grande affinité avec le

polymeére, non miscible avec une seconde
CO.. Une fois placée dans une enceinte et mise en contact avec différents bains successifs
de COs liquide, la phase miscible sera retirée du milieu et le polymeére récupéré sous forme
de structure poreuse. De la méme maniere, le controle des parameétres de mise sous
pression ainsi que de dégazage est essentiel afin de ne pas écraser la structure des mousses.
Ici aussi, de nombreux polymeres ont été utilisés (PMMA, PLLA..).

Le CO; a également permis la mise en forme de polymere via le moussage par extrusion.
Ce procédé consiste a introduire le CO, avant extrusion dans le polymere. Ce dernier
agira alors comme un plastifiant, permettant 'utilisation de polymeres sensibles a la
dégradation thermique dans de telles conditions, mais aussi d’agent porogene lors de la
dépressurisation *° .

De récentes recherches montrent méme l'utilisation de polymeres d’origine naturelle
contenant des facteurs de croissance particulierement intéressants pour la régénération
tissulaire : le lysat plaquettaire *!' . Ce dernier est en fait directement issu de la
centrifugation/sonification de sang humain.

Enfin et dans l'objectif d’aller vers des substituts fonctionnalisés, le CO, supercritique
peut étre utilisé comme solvant d’imprégnation. Afin d’apporter des propriétés
supplémentaires au substitut, des especes actives y sont intégrées. Grace a ses propriétés
de diffusion favorables, le CO, supercritique semble étre un candidat idéal pour ce type

d’application. Les matériaux utilisés sont des polymeres. Il faut alors que le principe actif
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soit soluble dans le CO, et que le polymere ait des affinités particulieres avec le COs,

227

comme pour le moussage . Concernant les matériaux poreux, on peut évoquer des

recherches visant a mettre en forme et imprégner des mousses PLA de molécules

22 yia une seule étape en atmosphere CO, supercritique.

anticancer
Le CO; a permis de mettre en forme de nombreux substituts aux différentes propriétés.
Or, des recherches ont également montré qu’il pouvait avoir un effet stérilisant %25 .
En effet, il a été découvert que cette technologie avait la capacité de tuer la plupart des
microorganismes et d’inactiver les virus, ceci incluant la plupart des souches pathogenes
humaines ** . Il est a noter que I'inactivation de virus demande 1'utilisation de conditions
extrémes, ol notamment la dégradation de protéines n’est pas un enjeu. Cette propriété
a été prouvée sur des lots d’os de bovins puis humains %7 .

Différents types de bactéries se sont révélés impactées voire totalement neutralisées. De
maniere générale, elles peuvent étre divisées en deux groupes : les gram+ et les gram-.
Ces deux groupes ont des membranes différentes et réagissent de manieres distinctes a
leur environnement. Le CO, a montré sa capacité a neutraliser ces deux groupes sur

différents supports, notamment Bacillus subtilis dans le cas d’os cortical humain 2324

1.5.4 Agent de carbonatation minérale

Le phénomeéne de carbonatation minérale a lieu naturellement et peut étre décrit par
I’équation 4 :

MO + C0O, & MCO3 Equation 4

Ce phénomene naturel est subi dans un grand nombre de cas mais peut également étre
mis a profit dans le cadre de certaines applications. Cela se produit notamment dans le
cas du stockage de CO2 en poches rocheuses ** .

Il est important de souligner le fort impact de CO, en milieu aqueux. En se solubilisant
dans Deau, il forme de Pacide carbonique qui se dissocie selon 'Equation 5, 'Equation 6
et la Equation 7, modifiant le pH de l'eau jusqu’a des pH de l'ordre de 3 (Figure 12).
Des études expérimentales et de modélisation ont permis de corréler de maniere précise
le pH de I'eau saturée en CO- en fonction de la température et de la pression. En effet,
dépendant de ces parametres, la solubilité du CO, évolue et donc le pH #° . C’est
d’ailleurs sur ce principe que reposent les techniques de revétement évoquées avec le SBF
sursaturé 2 .

Selon le PH, différentes especes sont prédominantes dans le milieu eau/CO, comme décrit
sur la Figure 11.
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Figure 11 Domaine de prédominance du CO, dans I’eau

Figure 12 Valeurs expérimentales de pH de I'eau & différentes températures en fonction de la pression®’

CO,; + H,0 - H,CO;3 Equation 5

- +
H,CO; - HCO; +H Equation 6

HCO3z - Cog_ +H* Equation 7

En outre, le CO, a été utilisé pour synthétiser des carbonates de calcium ou bien
carbonater des minéraux comme des apatites. Il a été montré *' que l'introduction de
carbonates de calcium dans les matériaux de la régénération osseuse semble étre un pas
de plus vers des substituts plus similaires a ’os. De plus, de nombreuses études portent
sur leurs syntheses sous atmosphere de CO,. Des structures morphologiques tres
similaires a celles présentées dans ces travaux de these ont également été observées c’est
pourquoi leur synthese sera abordée dans la suite de ce travail bibliographique.

99



a. Synthese de carbonates de calcium
Les carbonates de calcium ont de multiples applications, a la fois dans la dépollution
262263 des sols, l'industrie du tabac ** mais aussi la cosmétique 227 | le domaine
pharmaceutique 2% ou encore la régénération osseuse 2 . Pour cela différentes
méthodes de synthese ont été mises au point. La premiere est appelée par double
décomposition et consiste en un mélange de deux solutions, I'une de chlorure de calcium
et 'autre de carbonate de sodium a différentes températures selon le carbonate de calcium

20 D’autres méthodes consistent a faire circuler un flux de

désiré (vatérite, aragonite...)
CO; dans des composés (solide ou liquide) contenant du calcium. Il existe notamment
trois techniques utilisant ce gaz : une en voie solide-gaz et deux autres en voie humide.
La voie solide-gaz consiste a simplement faire circuler un flux de CO, contenant de I'eau
dans de la poudre de Ca(OH);seche a 50°C et 100bar *™, la saturation du CO; en eau se
faisant via le passage dans une chambre de saturation contenant de 'eau distillée. Cette
technique a 'avantage de conduire a un fort taux de conversion et de produire une poudre
non agglomérée sans solvant.

Les deux voies humides sont : [’emulsion templating et le bubble templating *™*™ . Le
COs sous sa forme supercritique a été prouvé comme accélérant ces syntheses en milieu
aqueux, ce dernier étant trente fois plus soluble qu’a température et pression ambiantes
274

La technique du bubble templating notamment permet de synthétiser des spheres de
CaCOs. Un mélange de solution d’ammonium et de chlorure de calcium est utilisé, dans
lequel du CO, gazeux est injecté. Selon le pH initial de la solution il a été montré que
différents mécanismes de formation sont mis en jeu. Pour des pH plus bas, inférieurs a
10, il semblerait que les nuclei originaux coagulent alors que pour des pH plus élevés,
supérieurs a 10, il y ait un phénomeéne de croissance des nucléis originaux. Il est a noter
que la quantité de COs influe également sur la cinétique de précipitation > . Dans le cas
de synthese de spheres, des spheres incompletes ont notamment été observées. Différents

parametres influent sur la taille des objets obtenus par cette méthode (flux de CO2,
pH...).
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Figure 13 Particules de CaCQOj; produite & des pH initiaux de a. 10 et b. 9.7 27

b. Carbonatation de minéraux

De nombreux minéraux ont fait 'objet d’études de carbonatation pour différentes raisons,
notamment l'olivine (Mg,Fe), et la serpentine ((Mg,Fe Ni);Si>O5(OH)s). Ces dernieres
ont pour but principal la séquestration de CO- et ne seront donc pas développés ici.

La carbonatation du béton a également été largement étudiée > . Non volontaire, elle
induit un vieillissement prématuré des bétons amenant a une dégradation importante.
Elle se produit dans les pores initialement créés a cause de 'excédent d’eau utilisé dans
le mélange. Lorsque le béton seche et perd cette eau, les pores se remplissent d’air,
contenant du COs, ce qui entraine la réaction de carbonatation. Les bétons initialement
saturés en eau voient la propagation de ce phénomene limitée par la formation de calcite
bouchant le réseau éventuel de pores et empéchant le gaz d’aller plus loin.

Par des phénomenes identiques, le CO; est utilisé dans le domaine de la carbonatation
minérale pour des applications biomédicales. Comme décrit précédemment, I'os est un
phosphate de calcium carbonaté immature et réactif. Ainsi, le développement de
structures similaires a l'os dans le but de le régénérer est important. La synthese de
phases carbonatées immatures obtenues a partir de matériaux minéraux existants
permettrait d’obtenir des matériaux réactifs capables de favoriser voire d’initier la

formation osseuse.

Il a été défini dans la section 1.1.2 que deux types de substitutions, type A et type B,
étaient possibles dans ce minéral. A celles-ci s’ajoute la formation des carbonates de la
couche hydratée qui ne seront pas discutés ici et ne concernent que les apatites
biomimétiques. Ainsi, différentes syntheéses peuvent mener a des apatites uniquement de
type A ou de type B ainsi que des apatites mixtes, selon les conditions du procédé.
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Les apatites de types A (substitution des ~OH) sont plus faciles & produire. En plus de
la synthese par réaction simple de composants, dite par double décomposition, il est
possible d’introduire des ions carbonates dans de 'hydroxyapatite. Cela peut étre réalisé
sous flux continu de CO, a des températures allant de 900 a 1000°C sur des temps longs
compris entre 15 et 144 heures *%27 _ Cette solution nécessitant une quantité d’énergie
importante, d’autres techniques ont été développées, notamment la trempe dans un
milieu aqueux saturé en CO, pendant un temps long (2 mois) & des température
ambiantes *™® .

Les apatites substituées de type B sont plus complexes a obtenir. En effet, alors que la
balance des charges est maintenue pour la substitution de type A (Equation 8), elle ne
I’est pas pour la substitution B. Les différentes méthodes d’inclusion de carbonates de ce
type impliquant des especes substituantes du Ca, il est difficile d’obtenir une phase pure
(Equation 9). En général leur synthese se fait par précipitation controlée via des solutions
contenant du calcium, du phosphate et des ions carbonates a pH élevés. Ce dernier est
au-dessus de 8 et peut étre maintenu grace a de 'ammoniaque > .

Cay0(P04)6(OH)z + xCO3 > Ca19(P04)6(OH)2-2x(C03)x + xH,0  Equation 8

Cayo-xNa (PO, ey (CO3)x (OH), ou Na* + CO?~ & Ca?* + po3~ FEdquation 9

Des méthodes de synthese d’apatite carbonatée a la fois en A et en B a ’'aide de CO, ont
également été étudiées™, les apatites co-substituées étant les plus ressemblantes a 'os
naturel.

Il est possible d’incorporer des carbonates dans la structure apatitique fraichement
précipitée grace a un processus d’échange ionique. Ceux-ci permettent d’intégrer des
groupements COs;* dans la couche hydratée mais aussi au sein de la phase mieux
cristallisée, principalement sur les sites B % .

Une autre méthode consiste dans la modification de plusieurs parametres de la synthese
classique en milieu aqueux de ces apatites 2 . Du calcium a été mis en exces afin de
favoriser la formation d’une apatite substituée par des carbonates, probablement de type
B dans ces conditions, et de tendre vers un ratio Ca/(P+C) de 1,67. Les carbonates ont
été introduits grace a un bullage de CO, dans I'eau. Cette synthese se différencie des
syntheéses classiques 2 qui introduisent les carbonates sous forme de carbonate de sodium
ou d’ammonium mettant en solution des ions non nécessaires.

Par la suite, lors d’éventuelles phases de frittage, un flux de CO, permanent a été imposé.
Cela a également permis de passer outre un autre verrou : celui de la perte des carbonates

intégrés lors du frittage *! .

Il a été montré ici que le CO, est d’intérét dans le domaine des biomatériaux en partie
grace a son caractére biocompatible et grace aux parametres de procédés qu’il propose
comme l'utilisation de faible température.

Il s’est avéré étre utilisé pour différentes raisons comme dans le domaine de la mise en

forme avec les mousses polymeres ou son utilisation en tant que modificateur de pH lors
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de synthese, principalement de phosphates de calcium. Enfin, sa capacité a apporter ou
synthétiser des carbonates a été soulignée.

Ainsi, l'emploi de CO semble prometteur pour notre étude dont les objectifs sont
détaillés ci-dessous.



1.6 Les objectifs de ce travail

Les substituts poreux d’HA/BTCP sont des substituts osseux largement utilisés
aujourd’hui. Cependant et comme montré dans cet état de lart, ce mélange de
céramiques, bien qu’a dissolution controlée, ne permet pas un bon processus
d’ostéointégration. La surface lisse et peu réactive chimiquement limite leur bioactivité.

Le travail présenté se propose de modifier les dispositifs déja existants et
commercialisés afin d’en améliorer la bioactivité par un remaniement
chimique de surface. L’utilisation de CO2 en milieu aqueux et porté a haute
pression sera étudiée comme procédé permettant de modifier la surface de ces structures
initialement biphasiques.

L’objectif est ici d’évaluer I'intérét de ce procédé pour produire un revétement d’une
nouvelle phase de phosphate de calcium dont la composition chimique est plus proche de
celle de la phase minérale de 1’'os comme de I'apatite carbonatée déficiente en calcium ou
une des phases intermédiaires d’intérét telles que le DCPD ou I'OCP. De plus, une
modification de la morphologie de surface par création d’une nanoporosité engendrée par
I’enchevétrement des nanocristaux biomimétiques pourrait également induire une
capacité a favoriser et initier la formation osseuse (caractére ostéoinducteur?).

Le procédé étudié pourrait permettre, par une simple étape supplémentaire
apres production des dispositifs céramiques, d’améliorer la bioactivité de ces
substituts. Le CO,, bien que déja utilisé dans le domaine de la synthese et de la
carbonatation ainsi que de la mise en forme pour les biomatériaux, n’a que rarement été
utilisé comme agent modificateur de pH pour créer un revétement. Les études ayant
présenté ce type d’utilisation partaient de solution métastable dont le pH était modifié
par le COs, limitant ainsi son role a la régulation du pH et utilisant une solution
difficilement industrialisable. Pour cette raison, le revétement d’un phosphate de calcium
grace a un environnement simplement aqueux semble d’intérét.

De plus, dans le cadre d’une fonctionnalisation, la possibilité d’intégrer différentes especes
ioniques au substitut sera évaluée. Les especes ont été choisies en fonction de leurs
propriétés et de leurs capacités a s’intégrer aux phosphates de calcium, comme vu dans
cet état de l'art :

- Le zinc pour son aspect anti-inflammatoire

- Le cuivre et I'argent pour leurs propriétés anti bactériennes

- le strontium pour ses propriétés stimulant la régénération osseuse.

Le but de la deuxieme partie de cette étude est donc d’évaluer la possibilité d’intégrer
ces especes ioniques au sein du revétement pendant sa formation. Le procédé étudié
pourrait ainsi permettre en une seule étape de conférer une bioactivité grace a un
revetement de phosphate de calcium davantage biomimétique mais aussi différentes
activités biologiques selon les especes utilisées.
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Partie 2 : Matériaux et méthodes

Cette deuxieme partie s’attache a présenter les outils expérimentaux et d’analyse mis en
ceuvre dans cette étude. Dans un premier temps, les matériaux utilisés y sont décrits. Le
procédé expérimental ainsi que les différents protocoles le sont dans un deuxieme temps.
Enfin, les méthodes d’analyse et de de caractérisation employées sont détaillées.

2.1 Matériaux

Deux formes de matériaux a base de phosphates de calcium ont été utilisées pour la
totalité de 1’étude : des poudres et des céramiques macroporeuses. Les poudres ont
d’abord été utilisées afin de mieux comprendre les modifications induites par le procédé
lorsqu’elles sont mises en contact avec un environnement aqueux sous haute pression de
COs. L’application de cette technique sur des cubes poreux déja commercialisés a ensuite

été envisagée.
Poudres :

Différentes phases de phosphates de calcium sous forme de poudres ont été utilisées : des
poudres d’hydroxyapatite (HA) commerciales, des poudres que nous avons synthétisées
au CIRIMAT (phosphate de calcium amorphe (amTCP) avec Ca/P=1,5) et un mélange
HA/amTCP en proportions massiques 65/35). L’entreprise Teknimed a fourni la poudre
d’HA stoechiométrique (Blocky®).

La poudre de Phosphate Tricalcique (phosphate de calcium amorphe, amTCP) a été
synthétisée au laboratoire en utilisant la méthode de co-précipitation du TCP développée
par Heughebaert®? avec un rapport Ca/P=1,5. Une partie de cette poudre a été traitée
thermiquement a 1000°C pendant 2H et une DRX a permis de vérifier la présence unique
d’une phase de BTCP. La poudre synthétisée correspond donc bien a un amTCP.

Les analyses des poudres commerciales et synthétisées au laboratoire (micrographies
MEB, surface spécifique, diagrammes DRX et spectres FTIR) sont présentées dans les
Figure 14, 2 et 3.
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MEB Surface spécifique

BETKrypton
HA
8,.9 mZ’.g
amTCP
573 m¥g
HA/amTCP
47,6 m¥g

Figme H Images :\IEB et surfaces spécifiques (BET Krypton) des poudres utilisées dans ce travail.

Les images :\1EI3 de la poudre <tHA montrent de larges grains d'une a plusieurs centaines
de lun (Figure 14). L;amTCP présente des grains majoritairement plus petits de hmlre
du pm, avec une surface spécifique bien plus importante.

Dans le mélange des deux phases, on retrouve des particules des deux tailles et une
surface spécifique élevée, inforieure a celle de ParnTCP, du fait de la présence d:HA.

HA/amTCP
v
ity -l- VL~V Xl
10 20 30 40 50

28(9

Figure 15 Diffractogrnmmes des poudres brutes obtenus par DRX

Le diffractogramme de la poudre d:HA montre bien une poudre bien cristallisée d'HA,
confirmée par la présence des pics référencés (JCPDS : 00-009-0432) (Figure 15).
L'a.rnTCP étant un composé amorphe, aucun pic n'est visible en DRX. Enfin dans le cas
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du mélange des deux, la phase d’amTCP étant minoritaire, on retrouve la phase bien
cristallisée d’HA.

Figure 16 Spectres FTIR des poudres brutes

Enfin les spectre FTIR de 'HA et de 'amTCP correspondent également a ce qui est
attendu ® | avec une absence de carbonate (Figure 16). Concernant le mélange des
deux poudres, le spectre est similaire a celui de ’'HA, seul un élargissement au niveau

des v3 POy est constaté.
Cubes de céramique :

Les céramiques biphasiques commerciales d’HA/RTCP sous forme de cubes ont été
fournies par la société Teknimed. Ce sont des cubes macroporeux (diametre des pores de
100 & 400 pm) Ceraform® d'HA/BTCP (proportions massiques 65/35) de 3 mm de coté.
Pour certaines expériences décrites dans la partie 3, ces cubes ont également été broyés
au mortier afin d’obtenir une poudre fine de céramique pouvant étre plus facilement
analysée notamment par DRX et spectroscopie d’absorption infrarouge en mode

transmission avant et apres traitement COs.
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Figure 17 Ca.ractérisa.tion des cubes de Cernform a Surface spécifique (Bl<:T Krypton), b. micrographies
.VIElJ, ¢ Porogrammc (Porosimélrc a J:Vicrcurc).

Les substituts étudiés présentent une surface lisse caractéristique des céramiques frittées
(b. Figure 17). Ces derniers ont une surfa.cc spécifique faible, <1 m2/g (a. Figure 17)
nécessita.nt l'utilisation de Krypton pour les mesures BET.

Les porosités inférieures a 30000 nm ont été évaluées. Deux gammes de porcs se
dégagent :l'une entre 30000-1000 nm et la seconde, plus importante, entre 1000-10nm.

Oubes de cérnrnigne broyés :

Afin d'étudier la faisabilité de modification des cubes avec le procédé C02 haute pression:
des essais sur des poudres issues de ces dernieres ont été réalisés. Les cubes ont été broyés
au mortier. La poudre obtenue a une surface spécifique de 11:3 m?/g, du méme ordre de

grandeur que celle de la poudre (i:HA.
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2.2 Méthodes

2.2.1 Procédé CO,

a. Dispositifs — Sécheur CO. supercritique

Le dispositif utilisé pour le traitement des céramiques est une enceinte initialement
congue pour réaliser du séchage par CO, supercritique (E3100) de la société Quorum
Technologies-UK (Figure 18 et Figure 19). Cette enceinte est régulée en température
grace a une double enveloppe dans laquelle circule de I'eau, régulée en température grace
a un Crysostat Isotemp Fischer Scientific-USA.

La chambre est remplie a basse température de maniere a ce que le CO, dans ’enceinte
soit liquide. Elle est ensuite chauffée ce qui fait varier la pression dans la chambre. Si la
pression est trop élevée la vanne de sortie est utilisée pour évacuer une partie du COs et

obtenir la pression de traitement souhaitée.

Figure 18 Schéma du sécheur a COs supercritique appliqué aux cubes de céramiques immergés dans une

solution aqueuse

Figure 19 Photo du sécheur CO, supercritique
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b. Description du protocole opératoire
Poudres non dopées :
Le procédé de modification des poudres par le COs se fait en plusieurs étapes.
Dans un premier temps, une masse de 0,1 g de céramique est répartie de la maniere la
plus homogene possible au fond d’un bécher. L’eau désionisée (10 mL) est ajoutée avec
un rapport massique Liquide/Solide égal a 100 (L/S = 100) avant la mise en place du

bécher dans la chambre. La température du sécheur est régulée a 5°C.

Figure 20 Parameétres (température et pression) mis en ceuvre au cours des différentes étapes du
traitement des poudres au CO, supercritique [1- Pressurisation, 2-4 h de traitement, 3- Décompression,
4- Précipitation , 5-Début de la phase de séchage 24 h]

Le COs, liquide a 5°C, est introduit dans la chambre. Une fois remplie au %, ’enceinte
est montée en température jusqu’a la température désirée (40°C) (Etape 1, Figure 20 et
Figure 21). Lors de cette montée en température, la pression augmente graduellement
dans la chambre. Le CO; passe en phase supercritique des que les 31°C et 74 bar sont
atteints. La pression est régulée grace a la vanne de sortie si nécessaire pour atteindre
la pression voulue (80 bar). Les parameétres de pression et température sont maintenus
pendant un temps donné (généralement 4 h) (Etape 2, Figure 20 et Figure 21 ). Ce temps
a été déterminé via une étude préliminaire comme étant le temps minimum pour un
rendement maximum de carbonates, a partir de solutions concentrées d’acétate de Zinc
mis en contact avec du CO2 a 80 bar et 40°C. Ces especes pouvant étre d’intérét dans
notre cas, ce temps a été conservé pour la plupart des essais de ’étude. La pression est
ensuite réduite progressivement jusqu’a atteindre la pression atmosphérique en 30 min
(Etape 3, Figure 20 et Figure 21). A cette étape, le bécher est récupéré et une partie de
la poudre est toujours visible au fond, elle est appelée Non dissoute. Le bécher est alors
mis a 'étuve & 50°C pendant 1 h. Une nouvelle phase apparait alors en surface (Etape
4, Figure 20 et Figure 21). Elle est prélevée et appelée Précipitée. Les deux poudres sont
séchées pendant 24 h a I'étuve a 50°C (Etape 5, Figure 20 et Figure 21) pour analyses.
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Figure 21 : Schoma du protocole de modification des poudres a I'aide du s6chcur a CO0» supercriliquc

Poudres dopées :

Le procédé permettant d'obtenir les poudres dopées est identique a celui utilisé
précédemment. et seul 1'échantillon initial est. préparé différemment.

Ici la poudre de céramique sera uniformément répartie au fond du bécher puis recouverte
avec une solution aqueuse d'acdatc du métal d'intérét que nous souhaitons utiliser
comme dopant (acétate de zinc, acétate de Sr..). Les acétates de Zinc, Cuivre, Argent
et Strontium ont été achetés chez Sigma Aldrich.

Trois concentrations de métal ont été utilisées pour chaque ion métallique dopant choisi,

dénommées : Minirnmn, Intermédiaire et Mai:irnmn (Tableau 7).
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Tableau 7 : Détails des solutions dopantes d’acétates d’ions métalliques utilisées dans ce travail.

Concentration Concentration
Espéce ionique d’espéce ionique R d'acétate
active active dans solution Nom utilise correspondante
initiale (mg/L) (g/L)
88 Zn Minimum 0,25
Zinc 175 Zn Intermédiaire 0,5
350 Zn Maximum, 1
88 Cu Minimum 0,25
Cuivre 175 Cu Intermédiaire 0,5
350 Cu Mazimum 1
88 Ag Minimum 0,14
Argent 175 Ag Intermédiaire 0,27
350 Ag Mazimum 0,54
88 Sr Minimum, 0,21
Strontium 175 Sr Intermédiaire 0,41
350 Sr Maximum 0,82

Le contre-ion acétate a ici été privilégié. En effet, 'introduction des espéces désirées
aurait également pu se faire sous forme notamment d’autres sels métalliques solubles
(chlorure, nitrate...). Cependant, afin de ne pas endommager les parois du sécheur au
cours du traitement (libération de chlorures) ou former des complexes peu respectueux
de 'environnement au cours du traitement (notamment dans le cas des nitrates), nous

avons privilégié des sels d’acétate.

c. Cubes de céramique
Traitement des cubes sans dopage :
Le protocole CO, de référence utilisé pour les cubes macroporeux de céramique suit les
mémes étapes que celui utilisé pour les poudres.

Un certain nombre de cubes (10 g) sont mis dans un bécher et recouverts d’eau désionisée
(20 g) avec donc un rapport L/S égal & 2.

Un rapport L/S plus petit a été choisi ici. En effet, n’ayant pas besoin de prélever les
poudres en surface et souhaitant obtenir une modification surfacique importante, il a été
choisi de diminuer la quantité de liquide présente. Cela pourrait permettre de concentrer
au maximum les especes issues de la dissolution et possiblement favoriser un revétement
plus important. Ce parametre fera cependant ’objet d’une étude afin d’évaluer au mieux
son influence.

Une fois le bécher placé dans la chambre du sécheur, cette derniere est régulée a 5°C. Le
CO, est ensuite introduit jusqu’aux % de la chambre. Les étapes de montée en
température et pression sont identiques a celles qui ont été décrites précédemment,
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comme le montre la Figure 22 : Schéma du protocole de traitement des cubes

macroporeux de céramiques Figure 22. Les cubes une fois sortis du sécheur sont conservés

dans le liquide utilisé pour le traitement pendant une heure (1 h) (Etape 4, Figure 22).
Ils sont ensuite séchés a I'étuve pendant 24 h a 50°C (Etape 5, Figure 22).

(2)
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Figure 2 : Schorna du protocole de traitement des cubes macroporeux de céramiqucs

Comme il sera présenté dans la partie 3, l'influence des parnmoétres du procédé sur la
modification des cubes de céramiques a été otudiéc.

Comme évoqué précédemment, le rapport liquide/solide a 6té choisi comme paramoétre a
évaluer (0, 2, 20). Le temps de contact sous pression (4h, 100h) et le temps de repos dans
le milieu apreés le procédé (0, 30min, 24H) ont également été modifiés.

Enfin, des parametres opératoires tels que la pression (60, 80, 100bar), la température
(40, 50, 80°C) ou la durée de décompression (2min, 30min, 24h) ont également fait 1'objet
d'é¢tude. Uensemble des parametres opératoires et leur gamme d'étude sont rassemblés
dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Détails des paramétres du procédé pour les différentes expériences réalisées sur les cubes

céramiques
Telups de Teulps de repo- Telups Vicie
Pressiou Telllpérature
L/S traite111e11t | clans le lllilieu po-t (bar) @ clépressurisatiou poet- i\lilieu
ar
(heur<') procéclé (1P11re) (u1iitT) pro% &
Protocole de

référence 2 1 1 80 0 do I Eau

2 1 80 50 30 / Enll

Telupérature
2 “ 1 80 80 30 / Enu
. 2 —1 1 60 =10 30 / Eall
Pressiou

2 4 1 10Q -0 30 Eml

Temps de traiteweut 2 100 1 80 =10 30 / Eau

Sec - 1 80 = 30 / Enu

fiitpport L/S

20 -1 1 80 —10 30 / E.ttl

Telups de repo-; clam; le 2 ~1 0 80 =10 30 / Litt

uiilieu po,t procédé 2 ] pa| 80 =10 0 / Eall

Teulps de 2 &~ 1 80 —10 2 / E11l

d éolupressiou 2 -1 1 80 —10 1440 / Eatl

Vide 1Ixist procéclé 2 4 1 80 -0 30 Oni Eall
i\lilieu 2 4 1 80 10 30 / SBF

Traitement des cubes avec dopage in-situ

Le protocole de traitement des cubes avec dopage in situ a été réalisé selon le protocole
de référence décrit précédemment pour les cubes sans dopage, en utilisant les mémes
solutions d'acétates que celles qui ont été utilisées pour le dopage des poudres (Tableau

7).

2.2.2 Méthodes de caractérisation

Différentes techniques de caractérisation ont été mises en ceuvre afin d'effectuer une
caractérisation physico-chimique la plus fine possible des produits obtenus apres les
différents types de traitement. Les poudres non dopées ont été analysées par
spectroscopies vibrationnelles (FTIR et RAMAN), DRX et MEB. Les poudres dopées
ont été en plus analysées par EDX.

Dans un premier temps, les cubes ont été broyés. La poudre a par la suite été traitée afin
d'appliquer le protocole de modification des poudres et ainsi d'évaluer la possibilité de
modification de la céramique composant les cubes. Par la suite, les blocs poreux non
broyés ont directement été traités puis caractérisés par MEB, porosimetre a mercure et
BET Krypton. Lorsque les analyses FTIR-ATR et DRX n'ont pas donné de résultats
concluants, d'autres techniques ont été utilisées afin d'identifier la nouvelle phase de
solide formée par précipitation comme la RMN du solide et les échanges ioniques.
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Les cubes dopés ont également été analysés par EDX. Enfin leurs propriétés biologiques
ont pu étre évaluées via des tests préliminaires antibactériens ainsi que des tests de
viabilité et de mesure d’ALP (phosphatase alcaline, un des marqueurs de l'activité
cellulaire).

Finalement certains des milieux aqueux utilisés pendant le procédé ont également été
analysés par ICP afin de disposer a la fois des compositions de la solution et du solide
(céramique). L’ensemble de ces méthodes est présenté dans la section ci-dessous.

2.2.3 Microscopie électronique a balayage

Les observations ont été réalisées a I’aide d’un microscope FEG JSM 7100F TTLS (Fiels
Emission Gun, JEOL, Japon). La distance de travail utilisée est de 10 mm et la tension
d’accélération de 2 kV en raison de I'accumulation des électrons (augmentation de la
charge) sur la surface isolante des matériaux céramiques méme une fois métallisés. Avant
analyse, les échantillons ont été collés sur un scotch carbone double face puis métallisés
a lor grace a un évaporateur SI50B Sputter Coater (Edwards, UK) pendant 90s. Des
clichés ont été pris a différents grossissements.

2.2.4 Spectroscopies vibrationnelles FTIR et Raman

La spectroscopie vibrationnelle est particulierement utile dans cette étude puisqu’elle
permet de sonder les liaisons chimiques covalentes en présence dans le matériau étudié.
La spectroscopie FTIR nous permet d’évaluer globalement la composition du matériau
en mode transmission (préparation d’une pastille de 1’échantillon dans du KBr) et la
microspectroscopie Raman permet de cibler ’analyse sur une zone définie de 1’échantillon.
Il est important de souligner que, concernant 1’étude de la modification des cubes de
céramiques biphasiques macroporeuses, ces analyses n’ont pas pu étre réalisées en raison
de la faible épaisseur de la couche modifiée a la surface mais aussi du fait que le substrat
comme la couche modifiée sont constitués de phosphates de calcium ; il a été tres difficile
de les distinguer de la structure initiale, que ce soit avec la spectroscopie Raman comme
la spectroscopie FTIR en mode réflexion totale atténuée (ATR). En revanche, la poudre
issue de cubes broyés modifiée a bien pu étre analysée via ces techniques (FTIR en mode
Transmission, Raman). Ces méthodes d’analyse sont décrites plus en détails ci-dessous.

a. Spectroscopie Infra rouge

Le spectrometre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) utilisé ici est un
spectrometre Nicolet 5700 (Thermo Electron). Les analyses ont été réalisées dans une
gamme spectrale de 400 a 4000 cm™ avec une résolution de 2 cm™ et 64 accumulations
en soustrayant le bruit de fond instrumental.

Des pastilles ont été élaborées avec 1 mg de poudre du matériau a analyser et 300 mg de
KBr (qualité spectroscopique) et mises en forme a l'aide d’une presse et d’une pression
de 8 tonnes.
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Les données spectroscopiques ont été traitées grace au logiciel OMNIC.9.6. La ligne de
base a été tracée ainsi qu'une normalisation sur la bande v3POs. Cette normalisation a
par la suite permis de quantifier les aires sous la courbe des bandes carbonates sur la
gamme spectrale de 1580-1380 cm™. Elle a également permis, grace au logiciel Labspec
6, la décomposition des bandes dans la gamme 650-500 cm™. En utilisant les assignations
de la littérature et en faisant une décomposition Gauss/Lorentzienne, cela a permis de
mettre en valeur la présence d’une couche hydratée de l'apatite en présence. Cette
derniere est en effet visible dans cette zone via la présence de bandes caractéristiques de
groupes ioniques labiles qu’elle contient tels que PO, ou HPO.*, respectivement 617
and 530 cm™.

b. Micro-spectroscopie Raman

Les spectres Raman ont été obtenus grace au microscope confocal Raman Labram HR
800 Yvon Jobin (HORIBA YVON JOBIN- Japon). Le laser utilisé est dans le vert
(longueur d’onde 532 nm) avec un réseau 600 traits, un grandissement optique de 100,
une ouverture de 100% et 3 accumulations pendant 15 s.

Afin de distinguer autant que possible les phases, et bien que l‘analyse soit plus longue,
des essais a 1800 traits, 3 accumulations de 60 s chacune ont été également réalisés. Bien
qu’ils conduisent a une perte d’intensité, la résolution est bien meilleure et permet ainsi
une analyse plus fine des différentes phases en présence.

Les spectres ont ensuite été traités avec le logiciel Labspec 6. La ligne de base a été tracée
pour chaque spectre. De la méme maniere que pour les spectres FTIR, des décompositions
ont été faites. Des bandes ont été assignées en fonction de la littérature et des
décompositions Gauss/Lorentziennes ont ensuite été imposées permettan