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Glossaire des abréviations

AA : Aspirine

CaP : Phosphate de calcium

CDA : Hydroxyapatite déficitaire en calcium (Calcium deficient apatite)
CEMHTI : Conditions Extrémes et Matériaux : Haute Température et Irradiation
CEISAM : Chimie et Interdisciplinarité, Synthése, Analyse, Modélisation
CIRIMAT : Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des Matériaux
CP-MAS : RMN MAS par transfert de polarisation

DEAS : Diffraction électronique a aire sélectionnée

DTP : Désorption a température programmée

DRX : Diffraction des rayons X

EDX : Spectroscopie de rayons X a dispersion d’énergie

FC : Fibre de carbone

HAP : Hydroxyapatite stoechiométrique

HETCOR : RMN MAS de corrélation hétéronucléaire

HOST : Ostéoblaste (Human osteoblast)

iBV : Institut de Biologie Valrose

ICMN : Interfaces, Confinement, Matériaux et Nanostructure

IRCER : Institut de Recherche sur les Céramiques

IRM : Imagerie a résonnance magnétique

IRTF : Infrarouge a transformée de Fourier

MEB : Microscopie électronique a balayage

MET : Microscopie électronique a transmission

MP-AES : Spectroscopie d'émission atomique a plasma micro-ondes (Microwave plasma atomic
emission spectroscopy)

NPX : Naproxéne

OCP : Phosphate octocalcique

RMN MAS : Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire en rotation a I'angle magique
TC : Tétracycline

TFC : Tissu de fibres de carbone

W-CT : Microscanner (micro-computed tomography)


https://www.ircer.fr/
https://www.ircer.fr/
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Le carbone est I'un des éléments les plus abondants de I'univers. Il est a la base de la vie sur
Terre et 'un des principaux composants de tous les étres vivants. L'exploitation par 'Homme des
multiples propriétés du carbone commence dés I'antiquité et est plus que jamais présente dans notre
qguotidien. Ces derniers siécles, I'étude et I'utilisation du carbone n’ont cessé de croitre en raison de la
multitude de formes allotropiques qu’il offre et des propriétés physiques et physico-chimiques

associées [1].

L’étude des matériaux carbonés est un des axes de recherche du laboratoire ICMN (UMR 7374 CNRS —
Université d’Orléans). Au sein de cet axe, les activités de recherche se structurent autour de matériaux
carbonés fonctionnels, nanotexturés, fonctionnalisés, avec une démarche d’étude allant de
I’élaboration du matériau, a la modification de leurs caractéristiques de facon a les adapter aux
propriétés recherchées, a leurs caractérisations physico-chimiques, texturales et structurales, jusqu’a
leur intégration dans des systémes ; pour des applications dans des domaines aussi variés que la
protection de I'’environnement, I'aéronautique, la santé,... Parmi les matériaux carbonés étudiés, les
tissus de fibres de carbone activées sont utilisés, en particulier, en tant que matériaux adsorbants, du
fait de leur porosité tres développée, mais également pour leur propriété de conductivité électrique,

dans des procédés de dépollution de I'eau [2-5].

Les tissus de fibres de carbone, de par leurs caractéristiques physico-chimiques, texturales et
structurales spécifiques (porosité, chimie de surface, organisation multi-échelle, ...) et leurs propriétés
singuliéres (tenue mécanique, flexibilité et conductivité électrique), sont étudiés a I'lCMN depuis 2012

comme substrat de « biomatériaux » pour la régénération osseuse [6-8].

Actuellement, dans le domaine biomédical, les (nano)structures carbonées et les matériaux carbonés
sont utilisés, le plus souvent, en tant que constituant de matériaux composites, a titre d’exemples,
certaines prothéses sont constituées de composites C/C a base de fibres de carbone [9,10]; les
matériaux de valves cardiaques sont constitués de carbone pyrolytique, ... Dans le domaine de la
régénération osseuse, les fibres de carbone ont été notamment utilisées, ces dernieres années, comme

renfort mécanique de I’hydroxyapatite [11,12].

En ce qui concerne I"hydroxyapatite, et plus généralement les phosphates de calcium, ce sont les
substituts osseux les plus couramment étudiés et utilisés en réparation osseuse. Les développements
récents sur les biomatériaux de substitution osseuse concernent des matériaux avancés (des apatites
biomimétiques, a titre d’exemple), auxquels sont associées des molécules biologiquement actives dont
le relargage controlé pourrait permettre une administration thérapeutique tres locale au coeur des

zones a traiter.
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L’'objectif des travaux de recherche réalisés a I'lCMN dans le domaine des biomatériaux est d’utiliser
les tissus de fibres de carbone comme substrats sur lesquels sont déposés des phosphates de calcium
pour élaborer un biomatériau qui agira, non pas comme matériau de substitution d’'une lésion osseuse
(comblement osseux), mais comme matériau biocompatible et flexible qui servira de support a la
régénération osseuse. La flexibilité des tissus de fibres de carbone permet d’envisager une application

de ces nouveaux biomatériaux sur n’importe quel site osseux (adaptation du tissu a toute géométrie).

Dans un premier temps, les travaux de recherche se sont focalisés sur la possibilité de déposer a la
surface des tissus de carbone différents phosphates de calcium. Le matériau hybride obtenu étant
alors capable de délimiter la zone de reconstruction osseuse et de stimuler la régénération osseuse
dans la zone fracturée ou ayant un déficit osseux. Deux tissus de fibres de carbone ont été étudiés et
différentes voies de synthése des phosphates de calcium ont été explorées, ainsi que les mécanismes
réactionnels associés. Les objectifs étant d’obtenir a la surface de I'architecture du tissu de carbone,
poreuse, flexible, « biocompatible », une couche micrométrique ou sub-micrométrique de phosphate

de calcium, le plus biomimétique possible.

Dans un deuxiéme temps, de nouvelles voies de développement du matériau hybride (tissu de fibres
de carbone / revétement de CaP) ont été mises en ceuvre, elles font I'objet de mon travail de these.
Elles consistent a modifier les caractéristiques physico-chimiques et structurales, ainsi que les
propriétés du revétement de CaP par substitution du calcium par un ion connu pour ses propriétés en
régénération osseuse comme le strontium, mais également par adsorption de molécules
biologiquement actives, a la fois sur le substrat, et sur le dépot apatitique. L'objectif étant de conférer
au matériau hybride des propriétés qui soient additionnelles, telles qu’antalgiques, anti-
inflammatoires ou anti-infectieuses. Dans un troisieme temps, les propriétés de biocompatibilité des
matériaux hybrides élaborés sont évaluées. Cette étape est indispensable pour envisager leur

application en tant que biomatériau support pour la régénération osseuse.

Afin de répondre au sujet de recherche de la thése et a ces problématiques, une méthodologie
spécifique a été mise en place. Le travail de cette these a été divisé en cinq phases correspondant aux

cing chapitres autour desquels ce manuscrit s’articule.

Le premier chapitre permet, a travers une synthese bibliographique, d’expliciter le cheminement suivi
pour aboutir a la conception du matériau hybride constitué d’un substrat, un tissu de fibres de carbone,
recouvert d’'un phosphate de calcium, tel qu’il est élaboré lors de cette étude. Le choix du substrat, les
fibres et les tissus de fibres de carbone, sont en premier lieu décrits, puis les spécificités des

phosphates de calcium sont détaillées. Enfin, les notions élémentaires de régénération osseuse sont
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présentées pour donner une vision des attendues, en termes d’efficacité, de tels biomatériaux. Pour

terminer ce chapitre le positionnement du sujet de thése est explicité.

Le deuxiéme chapitre décrit les résultats obtenus concernant I'élaboration du revétement de
phosphate de calcium en surface de tissus de fibres de carbone et les caractérisations du matériau
hybride et de ses constituants. Un des objectifs du travail de thése a été d’optimiser les parametres du
procédé de sono-électrodéposition, afin de déposer en surface des tissus de fibres de carbone, un
revétement de phosphate de calcium (CaP) qui soit couvrant, homogéne et adhérent. Ce chapitre
rassemble également I'ensemble des résultats obtenus sur les caractérisations physicochimiques,
microtexturales et structurales des tissus de fibres de carbone et des revétements de phosphates de

calcium.

Le troisieme chapitre est consacré au développement des potentialités du matériau hybride selon deux
aspects. Un premier aspect consiste a « doper » le revétement de CaP en substituant le calcium par un
cation a visée thérapeutique, le strontium. L’élaboration et la caractérisation de ces nouveaux
matériaux hybrides ainsi dopés sont présentées. Le second aspect consiste a utiliser les propriétés
d’adsorption des deux matériaux constitutifs du matériau hybride, a savoir I'adsorption de principes
actifs, a la fois dans la porosité du substrat carboné et en surface du revétement de phosphate de
calcium. L’étude de I'adsorption de principes actifs a été réalisée individuellement sur un tissu de fibres
de carbone et sur une apatite biomimétique de référence, puis sur le matériau hybride. La réversibilité
de I'adsorption, permettant un relargage local des especes biologiquement actives préalablement

adsorbées, a également été évaluée.

Le quatrieme chapitre présente I’évaluation biologique in vitro des différents matériaux hybrides
élaborés dans les chapitres Il et ll. La viabilité et la prolifération d’ostéoblastes humains en présence
des matériaux hybrides ont notamment été évaluées. A la suite de ces expériences, deux matériaux

hybrides ont été sélectionnés pour I'expérimentation animale.

Le cinquiéme chapitre décrit I'évaluation in vivo chez le rat dans un modéle de petit défaut osseux pour
les deux matériaux hybrides sélectionnés. Les résultats sur la régénération osseuse sont présentés et

discutés.

Enfin, une conclusion générale présente une synthése de I'ensemble des résultats obtenus au cours
du travail de thése et les perspectives envisagées, tant dans le domaine de la synthése (développement
d’une nouvelle technique de dépot de CaP par « pyrolyse spray ») que dans la mise en ceuvre de
nouvelles techniques de caractérisation (technique « choc laser » pour I'étude des propriétés

d’adhérence des dépbts de CaP).
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A noter que cette étude a été initiée au sein du programme européen « ABREM » (Advanced
Biomaterials for REgenerative Medicine (2012-2016)) sous la coordination du Professeur Sergey
Mikhalovsky, Université de Brighton (UK). Elle s’est ensuite développée autour de deux autres projets :
« MatBioReOs » (Matériaux Bio-actifs hybrides pour la Reconstruction Osseuse (2014-2017)) et
« MatCCaP-Bio » (Matériaux hybrides flexibles bioactifs carbone/CaP aux propriétés anti-infectieuses
et antalgiques (2018-2020)), financés par la Région Centre-Val de Loire. Ces projets ont été

déterminants pour la mise en place des travaux présentés dans ce manuscrit.
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A. Les tissus de fibres de carbone

A.1. Introduction
Parmi les formes de carbone les plus connues, on peut citer, le diamant [13], le graphite [14], les
carbones désordonnés [1], les fullerenes [15], les nanotubes de carbone monoparoi [16] et multi-
parois , et le graphéne [17,18]. Des formes plus sophistiquées comme les nanocornes [19], les
nanofibres de carbone [20] et les nanocones [21] ont également été développées depuis les années

1990. Les principales formes du carbone (ou formes allotropiques) sont représentées sur la Figure I-1.

1
1
'
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'
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'
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'
'
'
'

Nanocornes Nanofibres

Figure I-1 : Principales formes allotropiques du carbone.

Ces matériaux carbonés ont, en regle générale, d’excellentes propriétés électriques, une dureté et

une résistance mécanique élevées, ainsi qu’une stabilité chimique et thermique importante [22].

Parmi les formes du carbone, les fibres de carbone (FC) tiennent une place importante, notamment en
tant que renfort de matériaux composites mais également en tant que constituant des architectures
textiles (nappes, tissus, feutres, ...). Elles sont utilisées, ainsi que les tissus de fibres de carbone (TFC),

dans des domaines tels que I'aéronautique et I'automobile [23].

Comme tous les carbones, les propriétés des fibres de carbone et des tissus de fibres de carbone sont
fortement dépendantes de leur mode d’élaboration. Afin de mieux comprendre I'organisation de ces

matériaux, il est nécessaire de connaitre leurs méthodes de fabrication. Quelques éléments quant a la

11
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fabrication des fibres de carbone et des tissus de fibres de carbone, ainsi que leurs principales

caractéristiques et utilisations, sont exposés ci-apres.

A.2. Fabrication des fibres et tissus de fibres de carbone
Un certain nombre de procédés industriels existent pour fabriquer des fibres de carbone et des tissus
de fibres de carbone, ils suivent tous les mémes grandes étapes de fabrication. Dans les paragraphes
suivants, seront décrites les principales étapes de fabrications des fibres de carbone puis des tissus de

fibres de carbone.

A.2.1. Procédé général d’obtention des fibres de carbone
Les fibres de carbone sont principalement utilisées comme matériau de renfort dans les matériaux
composites. Elles sont le plus souvent assemblées sous forme de feutres ou de tissés 2D, 2,5D, 3D, ...

selon 'application désirée.
On distingue plusieurs types de fibres de carbone que I'on peut classer selon divers criteres [24] :

- l'origine chimique du précurseur : polyacrylonitrile (PAN), résine phénolique, brai, cellulose,
lignine ou fibres générées a partir d’un gaz (fibres déposées en phase gazeuse (VGCF),

- le traitement thermique final, qui peut varier de 1100°C a 2800°C,

- les propriétés mécaniques : fibres ultra-haut module (module de Young E > 600 GPa), haut
module (E varie de 300 a 600 GPa, ¢ varie de 1,6 a 3 GPa ol o est la résistance a la rupture) et

haute résistance (E est d’environ 200 a 300 GPa, ¢ varie de 3 a 7 GPa) [25,26],

Les fibres de carbone les plus souvent utilisées sont celles obtenues a partir de précurseurs tels que le
polyacrylonitrile ou le brai. Pour les fibres de carbone activées, les précurseurs les plus souvent utilisés
sont la résine phénolique ou la cellulose ou la lignine. La Figure I-2 représente les différentes étapes
du procédé d’obtention des fibres de carbone a partir du polymere acrylonitrile (fibres dites ex-PAN),
a noter que le procédé permettant I'obtention des fibres de carbone ex-cellulose passe par des étapes

similaires.
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FILAGE

TRAITEMENT

STABILISATION CARBONISATION DE SURFACE ENSIMAGE BOBINOIR
PAN . + 180°C-300°C + 700°C-800°C puis, w
. * Air + 1200°C- 1500°C L.
Cellulose J . 1.2h N, FC de haute résistance (HR)
FRACE TRATEMENT ENSIMAGE  BOBINOIR
STABILISATION CARBONISATION GRAPHITISATION DE SURFACE

Vi

PAN * 180°C-300°C * 700°C-800°C puis, * 2500°C-3000°C
* Air ¢ 1200°C-1500°C * N,
Cellulose - 12 N, FC de haut module (HM)

Figure I-2 : Procédé de fabrication des fibres de carbone ex-PAN ou ex-cellulose.

En premier lieu, des méches (ensemble de fibres) de PAN sont fabriquées selon la technologie de
polymérisation et de filage des fibres acryliques a usage textile par voie solvant et coagulation. L'étape
de stabilisation permet de stabiliser le précurseur et de le rendre moins fusible lors des étapes
thermiques suivantes. En effet, lors de I'oxydation sous air, le précurseur est partiellement
déshydrogéné et des doubles liaisons se forment. Il est alors carbonisé sous azote a haute température
(750—-1500 °C). Au cours de ce processus, les fibres perdent environ 60 % de leur masse et contiennent
alors entre 90 et 97 % en masse de carbone, moins de 10 % d’azote et environ 1 % d’hydrogéne. Lors
de cette étape de carbonisation, le réarrangement des plans aromatiques, qui se produit de facon
continue, détermine directement les caractéristiques mécaniques de la fibre. Les propriétés élastiques
de la fibre varient en continu et il est donc nécessaire de maintenir une tension contrélée tout au long
du procédé. A l'issue de cette étape, la fibre est qualifiée de fibre a « haute résistance ». Une deuxiéme
étape en température peut étre réalisée, dite de graphitisation. Elle consiste a traiter a tres haute
température (2000 — 3000 °C) les fibres carbonisées graphitées sous atmosphére inerte et sous tension
mécanique controlée pendant quelques minutes. Les fibres contiennent alors 100 % de carbone et
comparées aux fibres simplement carbonisées, possedent une structure ol I'unité structurale de base
(USB) contient un nombre de feuillets aromatiques plus élevé, cela permet une croissance des feuillets
aromatiques ainsi que leur alignement le long de I'axe de la fibre. Les fibres de carbone perdent alors
en résistance a la traction mais gagnent en module élastique formant une fibre de carbone dite « de
haut module » (HM). Il est possible d’obtenir des fibres a « module intermédiaire » en jouant sur les

différentes étapes thermiques entre 1600 et 2400°C.

Il arrive souvent que des étapes supplémentaires soient réalisées sur les fibres de carbone. En effet, le
carbone est chimiquement peu réactif et présente donc naturellement une faible adhérence
notamment avec les matrices polymériques. Il est alors essentiel de rendre les fibres de carbone plus

adhérentes lors de I'obtention d’un composite. Pour ce faire, elles sont traitées par des procédés
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chimiques [27] ou physiques [28]. Les traitements de surface ont pour but d’améliorer I'affinité entre
la fibre de carbone, trés peu réactive, et les matrices polymeéres dans I'élaboration des composites C/C.
Ces traitements dits d’activation permettent d’activer les fibres de carbone. Ce procédé consiste a
ouvrir la porosité interne ainsi qu’a augmenter la surface spécifique de ces fibres. Les fibres de carbone
ainsi activées présentent alors une grande capacité d’adsorption utile dans des applications telles que

la dépollution de I’eau ou encore comme substrat pour le relargage controlé de principes actifs.

Une étape finale peut consister a revétir la fibre d’un film mince, appelée ensimage, en sortie de filiére
sur les filaments de fibres de carbone. L’'ensimage a pour fonction de lier les mono-filaments dans une
meéche et d’améliorer la résistance au frottement (effet lubrifiant). Il donne un glissant aux fils de fibres
et réduit les charges électrostatiques facilitant ainsi la mise en ceuvre des fibres de carbone lors des
opérations d’enroulement, de tissage ou de pré-imprégnation dans la matrice. Le choix de I'utilisation

de I'ensimage est déterminé par I'application envisagée pour les fibres de carbone.

A.2.2. Procédé général d’obtention des tissus de fibres de carbone
Les tissus de fibres de carbone (TFC) consistent en un assemblage de fibres dans de multiples
directions. Un grand nombre d’architectures est décrit dans la littérature, elles conférent aux tissus de
carbone ses propriétés. Les procédés utilisés afin de produire des tissus de fibres de carbone sont
directement inspirés de ceux de I'industrie du textile. L'étape de tissage est effectuée entre les étapes
d’oxydation et de carbonisation. En prenant I'exemple d’un tissu de fibres de carbone qui sera utilisé
dans ce travail, le tissu FM 50K® provenant de la société ZORFLEX®, le précurseur des fibres de carbone
constituant le tissu est la cellulose. Une série de traitements chimiques va conduire a former une
cellulose régénérée selon un procédé dit « viscose ». Celle-ci sera ensuite extrudée a travers une filiére
(voir Figure 1-2) pour former des fils précurseurs appelés « fils de rayonne ». Ces fils sont assemblés et
parfois torsadés, ils vont former « des meches » qui peuvent comprendre jusqu’a plusieurs milliers de
fibres (le nombre est variable selon le fabricant). Ces méches sont tricotées dans le cas du tissu
FM 50K® (mais peuvent étre tissées, cas du tissu KIP 1200®) suivant différentes armures (toile, satin,
sergé). Ces différents tissus sont ensuite carbonisés sous azote puis activés a la vapeur d’eau entre 850

et 950 °C.

A noter qu’il existe un grand nombre d’architectures, divisées en famille (non-tissé, unidirectionnelle,
2D et 3D) puis en sous famille. Lors de cette étude, le tissu correspond a une architecture de type 2D.
Cette famille est divisée en 3 sous familles qui sont : les tissées, les tricotées et les tressées. Un exemple
de chaque sous famille est donné dans la Figure I-3. L’architecture de type tissé représentée sur la
Figure 1-3 a) correspond au tissu KIP 1200® de la société DACARB®. L'architecture de type tricoté

représentée sur la Figure I-3 b) correspond au tissu FM 50K® provenant de la société ZORFLEX®. A noter
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que l'architecture tricotée confére au tissu une meilleure tenue physique des fibres et moins
d’effilochage du matériau. Les caractéristiques physicochimiques de ces matériaux seront décrites
dans le chapitre Il, paragraphe A.
ol _Neol
™
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Figure I-3 : Schémas des architectures des tissus : a) Tissu tissé de type armure toile, b) Tissu tricoté de type maille et c)
Tissu tressé de type cylindrique [20].

A.3. Caractéristiques des fibres et des tissus de fibres de carbone
Les FC et donc les TFC présentent généralement des propriétés mécaniques élevées ainsi que de
bonnes conductivités thermiques et électriques. C'est pour ces trois principales raisons que les fibres
de carbone sont trés utilisées dans les matériaux composites dits a « hautes performances ». Dans
certains cas, aprés activation, les fibres de carbone possédent une porosité multi-échelle. En définitif,
les caractéristiques des fibres de carbone sont principalement dépendantes du précurseur, du procédé
de fabrication, de I'histoire thermique de la fibre, des post-traitements, qui vont déterminer sa
morphologie, sa composition chimique, sa structure et sa microtexture. Les caractéristiques des fibres
de carbone vont gouverner leurs propriétés physiques (mécanique, thermo-mécanique, conductivités
thermique et électrique, résistance a I'abrasion, ...) et leurs propriétés interfaciales en fonction des
traitements de surface qu’elles vont subir. Toutes ces caractéristiques et propriétés en font des

matériaux utilisés dans de nombreux domaines d’activité.

Les deux principaux secteurs d’applications sont I'aéronautique et I'automobile [23]. Néanmoins,
I"utilisation des fibres de carbone et des tissus de carbone s’étend a d’autres secteurs, tels que ceux
de I'énergie [29], de I'environnement [2,5] ou encore de la santé [30]. Les fibres de carbone sont
parfois utilisées dans le domaine de la santé. On peut souligner qu’elles ont été testées, en tant que
substituts des tendons et ligaments [31,32], pour la régénération osseuse [11,12,33,34] et aussi en
tant que constituant de matériaux composites C/C utilisés comme prothéses osseuses [9,10]. Parmi
tous ces secteurs d’application, celui de la régénération osseuse a particulierement retenu notre

attention.
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A.4. Application des fibres de carbone et les tissus de carbone en régénération

osseuse
Les fibres de carbone et les tissus de fibres de carbone sont des matériaux biocompatibles et
bioinertes. Dans le domaine de la santé, ils sont majoritairement envisagés comme renfort fibreux
pour améliorer les propriétés mécaniques de I'hydroxyapatite tout en conservant les propriétés de
biocompatibilité et bioactivité de celle-ci [11,12,33—-36]. Les études concernant le renfort de I'HAP par
des fibres de carbone se sont principalement concentrées sur les voies de syntheses de ces matériaux
dits « hybrides » ainsi que sur les différences entre les propriétés mécaniques de I'HAP seule et de

I’hydroxyapatite renforcée en fibres.

Nous n’avons retrouvé aucune étude récente effectuée chez I'animal ou chez I’homme concernant
I'utilisation des tissus de fibres de carbone pour une application dans le domaine de la régénération
osseuse. D’un point de vue général, il existe trés peu d’études publiées sur I'utilisation in vivo des fibres
de carbone associées ou non a une hydroxyapatite et moins encore concernant |'utilisation seule des

tissus de fibres de carbone.

En 1978, les travaux d’Adams et al. ont montré la biocompatibilité, de fibres de carbone renforcées
par un dépot de carbone, in vivo dans des fémurs de rats sur une période de 14 semaines [37]. Les
résultats ont montré I'absence de réaction inflammatoire et une régénération osseuse normale

jusqu’au contact des fibres.

Dix ans plus tard, Makisalo et al. ont comparé I'effet de fibres de carbone et celui du polypropyléne,
chez 30 rats, apres implantation dans le canal fémoral [31]. Les résultats ont montré la formation d’un

tissu granulaire immature au contact des fibres de carbone.

Entre 1980 et 2000 [30,38,39], plusieurs études ont porté sur I'utilisation des fibres de carbone dans
le traitement des défauts ostéochondraux, modele de défaut créé a la surface articulaire de la rotule
de lapins. Carranza-Bencano et al. ont implanté des fibres de carbone et conclu a une utilisation

potentielle de ces matériaux pour la réparation cartilagineuse mais non osseuse [30].

A notre connaissance, I'utilisation des caractéristiques des fibres de carbone, notamment leur flexibilité
et leur porosité, n’a jamais été explorée dans le domaine de la régénération osseuse. Pourtant,
l'utilisation des fibres/tissus de fibres de carbone activées comme matériau d’adsorption et
d’élimination de molécules, telles que des pesticides, herbicides, produits médicamenteux, ..., dont des
principes actifs, est actuellement trés étudiée dans le domaine de I’environnement et notamment dans
celui du traitement des eaux [2,5]. Ces études nous ont incités a envisager d’utiliser les tissus de fibre

de carbone, a la fois comme support d’hydroxyapatite et comme vecteur de principes actifs, permettant
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de bénéficier, simultanément, in situ, au contact d’un défaut osseux, des propriétés de substitut osseux
de I’hydroxyapatite et des propriétés thérapeutiques d’un principe actif. La flexibilité intrinseque des
tissus de fibres de carbone permettait d’imaginer de I'apposer directement sur la surface a traiter.
Avant de développer toutes les potentialités d’un tel matériau hybride, une synthese bibliographique

sur les phosphates de calcium a été réalisée.
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B. Les phosphates de calcium

B.1. Introduction
Les phosphates de calcium (CaP) sont utilisés depuis de nombreuses années dans différents domaines
tels que I'industrie alimentaire [40], I'environnement [41,42] et plus principalement dans le domaine
de la santé [43]. En effet, les CaP sont tres utilisés en chirurgie dentaire et osseuse depuis les années
1980 [44,45]. Les CaP regroupent un grand nombre de composés résultants, pour la majorité, de la
neutralisation des différentes acidités de I'acide orthophosphorique. Les réactions acido-basiques ainsi

gue les constantes d’acidités correspondantes a 37°C sont données ci-apres dans la Figure I-4 [46] :

- PO
- [HPO,]
" K =7.50x 10" K, =6.20x10° K, =170x10"
- [HPO?] NN -\ 2- v 3-
. H3PO‘ = H2P04 _ HPOd === P04
- [PO}]
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figure I-4 : Concentrations ioniques en équilibre triprotique de I'acide phosphorique en solution en fonction du pH.

Les principaux composés formés sont regroupés dans le Tableau I-1, et classés selon leur rapport
. Ca Lt as . . £ e s
molaire - Cette caractéristique est souvent employée car elle inclut des caractéristiques

cristallographiques, morphologiques et chimiques des CaP, notamment leur stabilité/réactivité

chimique et leur cinétique de dissolution. En effet, la dissolution en milieu biologique est inversement

. Ca
proportionnelle au rapport -
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Tableau I-1 : Formules chimiques et rapports %a des principaux phosphates de calcium.

Rapport
Phosphate de calcium Formule chimique Ca
P
Phosphate de calcium monohydrate (MCPM) Ca(H2P04), H20
Phosphate de calcium anhydre (MCPA) Ca(H2PO4) 0>
Phosphate dicalcique dihydrate (DCPD) Ca(HPQ,), 2H,0
Phosphate dicalcique anhydre (DCPA) Ca(HPQ,) '
Phosphate octocalcique (OCP) de structure :
- Triclinique (OCPt) Cag(HPO4)2(P0O4)4, 5H,0
- Apatitique (OCPa) Cas(HPO4),5(PO4)3 s(OH)o s 433
- Amorphe (OCPam) Cag(HPQ4)2(P04)4, nH,0
Phosphate tricalcique
o - tricalcium phosphate (a-TCP) o-Cas(P04)2
p - tricalcium phosphate ([-TCP) [-Casz(P0a), 1,5
Apatitique Cas(P0O4)s(HPO4)(OH)
Amorphe Cas(P0O4)s, NH,0
Hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) Ca1o0x[]x(HPO4)y(PO4)s-,(OH),-, 1,5-1,67
Hydroxyapatite stoechiométrique (HAP) Ca1o(PO4)s(OH)2 1,67
Oxyapatite (OXA) Cai(P04)sO 1,67
Phosphate tétracalcique (TTCP) Cas(P0O4)20 2

Pour rappel, 'os est un composite organocéramique de structure complexe dont le principal
constituant minéral est un CaP. Les CaP synthétisés possedent de grandes similarités de composition
avec le minéral osseux, ainsi que des caractéristiques physiques, chimiques et biologiques
intéressantes et variées pour traiter les défauts osseux. lls ont en plus I'avantage de pouvoir étre

synthétisés par de nombreuses méthodes de synthése et de mise en forme, associées a un faible co(t.

Parmi tous ces composés, deux sont largement commercialisés comme substitut de comblement
osseux : I’'hydroxyapatite (HAP), le phosphate tricalcique (TCP, sous forme B- ou a-) ou un mélange des
deux pour former les phosphates de calcium biphasiques (BCP) [45,47]. Ces différents CaP sont
généralement commercialisés sous forme de poudre, de granules, de blocs poreux de différentes
formes et tailles, ou de pate modelable dont I'avantage est de s’adapter parfaitement a la forme de la
perte de substance osseuse. lls trouvent aussi des applications en revétement de pieéces massives

métalliques ou céramiques afin d’en améliorer I'ostéointégration, favorisant le développement du
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tissu naturel osseux sur le dispositif prothétique et contribuant a I'adhésion et a la prolifération des

cellules osseuses.

Dans la partie suivante sera détaillé un des deux substituts les plus couramment utilisés,

I’hydroxyapatite.

B.2. L’hydroxyapatite

B.2.1. Généralités
L’hydroxyapatite (HAP) de synthése est apparue sur le marché dans les années 1980 [44] et s’est
rapidement imposée comme un substitut osseux incontournable en chirurgie orthopédique, maxillo-
faciale etimplantaire [48-50]. L'HAP fait partie de la famille des « apatites » dont font partie les solides
ioniques de formule chimique Me1o(X04)sY2, oU Me est un cation divalent (Ca%, Pb%, Ba?*...), XO4 un
oxyanion (PO.%, VO4*~ SiO4*...) et Y un anion monovalent (F, CI, OH"...). Les apatites cristallisent dans
le systéme hexagonal P63/m. Dans le cas des hydroxyapatites, Me correspond a des ions calcium, XO4
a des ions phosphates et Y a des ions hydroxydes. La formule chimique correspondante a I'HAP est
donc la suivante : Caio(P0O4)s(OH),. On distingue trois principaux types d’hydroxyapatite : les HAP
stoechiométriques, les HAP déficitaires en calcium (CDA) et les HAP substituées. Dans un premier
temps, la description portera sur I’"hydroxyapatite stcechiométrique, une des formes les plus stables
de phosphate de calcium (la plus stable au pH physiologique (pH = 7,4)) et longtemps considérée a tort

comme la phase cristallographique du minéral osseux.

B.2.2. Structure cristallographique de 'HAP
L'HAP de formule Cas(PQO.);(OH) est le plus souvent représentée sous la forme Caio(POs)s(OH),. Le
groupe spatial de symétrie de I'HAP est P63/m. Les valeurs des paramétres cristallographiques de

maille, a, ¢ et B sont respectivement de 9,432 A, 6,881 A et 120°. Le volume de maille est égal 3 530,14
A3[51]. ’hydroxyapatite stoechiométrique correspond & un rapport molaire % = 1,667 et une densité

de 3,156. La structure cristallographique de la maille d’'HAP est présentée sur la Figure I-5.
Naturellement, I'HAP est partiellement substituée, ce qui favorise la forme hexagonale a température
ambiante [52]. Dans certain cas, 'HAP peut étre de symétrie monoclinique (P2:/b), mais ce cas

particulier ne sera pas traité dans ce manuscrit [53].
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Figure I-5 : Représentation schématique de la structure cristallographique de I'HAP.

La maille élémentaire est donc composée de 10 ions Ca?*, 6 tétraédres PO,>" et 2 groupements OH".
Les tétraédres PO,> définissent le squelette de la structure apatitique. Contrairement aux deux autres
sites Ca®* et OH, aucune lacune n’a jamais été observée sur ces sites. Cette maille cristalline fait

apparaitre deux types de tunnel, notés | et Il, perpendiculaires au plan (001) :

- Lestunnels de type | possedent un petit diametre (2,5-2,7 A) et sont occupés par quatre cations
Ca?* par maille, notés Ca. lls présentent une symétrie C, et sont en coordinence 9 avec les

atomes d’oxygéne des tétraédres PO,> uniquement.

- Les tunnels de type Il, quant a eux, ont un diamétre plus grand, compris entre 3 et 4,5 A. IIs
contiennent le reste des cations Ca?*, notés Cay, soit six cations par maille. Ces derniers sont
situés en périphérie des tunnels et présentent une symétrie de type C.. De coordinence 7, ils
sont entourés de six atomes d’oxygéne provenant des tétraédres PO, et du groupement

anionique OH".

L’hydroxyapatite, bien que possédant des caractéristiques chimiques et structurales trés proches de
celles du minéral osseux, n’est actuellement plus assimilée a la phase minérale de I'os. En effet, la phase
minérale est composée d’apatite nanocristalline [54]. Contrairement a [I’hydroxyapatite
steechiométrique, qui est synthétisée a haute température par différents procédés [55,56], les apatites
nanocristallines sont en général formées par co-précipitation en milieu aqueux a pH physiologique et a
température ambiante [57,58)]. Ces apatites, plus proches de la composition et de la structure de la

phase minérale de I'os, font I'objet de la prochaine partie de ce chapitre.
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B.3. Les apatites nanocristallines de synthese
Les apatites nanocristallines synthétisées sont faiblement cristallisées et non stoechiométriques
contrairement a I’HAP. Cette non-staechiométrie s’explique par la présence de lacunes sur les sites Ca%*
et OH, mais également par la substitution des ions phosphates PO;* par des ions
hydrogénophosphates HPO,> et/ou par des ions carbonates [59,60]. Dans le cas ou des lacunes sont
observées au niveau des sites Ca®, ainsi qu’une substitution des ions phosphates par des

hydrogénophosphates, I'apatite obtenue est désignée comme étant une HAP déficitaire en calcium
(CDA pour « Calcium Deficient Apatite »). Les CDA possedent un rapport atomique % inférieur a 1,67,

plus faible que celui de I'HAP. Ces hydroxyapatites modifiées possedent donc des propriétés de
solubilité plus importantes que I’hydroxyapatite stocechiométrique et plus intéressantes dans le cadre
de la régénération osseuse [61]. Leur formule chimique, plus proche de celle de la phase minérale de

I'os, peut étre donnée (dans un cas non carbonatée) sous la forme de : Caiox(PO4)s-x(HPO4)x(OH),—
avec 0 < x £2 [62]. Un autre cas courant de modification de I'HAP, donc de son rapport %, ainsi que

de sa solubilité, est I'apport de carbonate dans la structure. Pour rappel, la phase minérale de I'os est
naturellement carbonatée [63—65]. La substitution peut survenir au niveau des ions hydroxydes, des
ions phosphates ou des deux. Selon le type de substitution, I’hydroxyapatite obtenue est alors de type
A, B ou AB. Les différentes structures cristallographiques des HAP carbonatées sont encore discutées.

La structure peut étre représentée comme ci-dessous :

Ca(t)
| /Type B CO,z= site (PO,*)
)

@ PO4

/ Type A CO,% = site (OH')
Figure I-6 : Schéma de la structure de I'HAP substituée par les carbonates.

Généralement, les substitutions de type A sont caractéristiques d’une augmentation du parameétre de
maille a. Il est aussi théoriquement possible de substituer tous les ions hydroxydes [66]. Dans le cas
des substitutions de type B, le paramétre de maille a diminue, tandis que le parameétre ¢ augmente
légerement. Ce type de substitution ne peut étre que partiel. Dans les sites vacants, les carbonates

prennent la place d’une des quatre faces des tétraédres formés par les phosphates substitués, méme

22



Chapitre I. Syntheése bibliographique

si la position des carbonates serait dépendante de la température de synthése de I'HAP carbonatée
[67]. Enfin, dans le cas des substitutions de type AB, la localisation exacte des carbonates est assez
difficile a déterminer et dépend des procédés de synthése. Une formule chimique d’"HAP carbonatée

de type AB, synthétisée a hautes température et pression, a été proposée [68] :
Ca10(PO4)6-y(CO3)xs(3/2)y(OH)2-2x avec x = 0,7 et y = 0,6.

Que ce soit les CDA, les hydroxyapatites carbonatées, ou toutes autres apatites nanocristallines, elles
possédent en général une structure constituée d’un coeur apatitique ordonné et d’une surface non-
apatitique hydratée [6,57,62,69]. De méme, il a été montré que les cristaux d‘apatites biomimétiques
et biologiques étaient de tailles nanométriques et présentaient a leur surface une couche
phosphocalcique non-apatitique hydratée contenant des espéces ioniques [6,70-72]. La présence de
cette couche hydratée, ainsi que sa surface spécifique élevée, expliquent la grande réactivité de

surface de ces nanocristaux (Figure 1-7).

Surface non-
apatitique

désordonnée et
hydratée

Coeur apatitique
ordonné

Figure I-7 : Représentation schématique d'une particule d’apatite biomimétique.

La présence d’une surface hydratée permet de rapides échanges ioniques avec les fluides environnants
[60,69] et/ou I'adsorption de molécules d’intéréts biologiques ou médicamenteux [73,74]. Pour ces
différentes raisons, la synthése d’apatites nanocristallines biomimétiques est au centre des recherches
actuelles, notamment dans le domaine des matériaux de substitution osseuse (ciments osseux [75,76)],

revétements [77,78]) ou encore en tant que marqueurs pour I'imagerie médicale [79-81].

Afin de se rapprocher encore plus de la composition chimique de la phase minérale de I'os, d’autres
substitutions peuvent étre réalisées. En plus de cette similitude en composition chimique, I'ion substitué
peut apporter de nouvelles propriétés a I'apatite. Cette possibilité de modification de la structure de

I"apatite fait I'objet du prochain paragraphe.
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B.4. Substitution des apatites nanocristallines de synthése

B.4.1. Généralités
La phase minérale des os est associée a des cristallites nanométriques d'hydroxyapatite déficitaire en
calcium (CDA), et elle est partiellement enrichie avec une grande variété d'ions de substitution [82].
Afin d'améliorer I'efficacité des substituts osseux apatitiques, en particulier leur ostéointégration, leur
propriétés mécaniques et leur implantation, les céramiques de phosphate de calcium sont dopées avec
de petites quantités d'ions (par exemple Mg?*, Zn%, Sr¥*, F-, Mn?* et COs?), souvent présents dans I'os

naturel [83].

B.4.1. Cas du strontium
Plusieurs méthodes de synthése ont permis de synthétiser une hydroxyapatite dopée en Sr?* (Sr-HAP),
gue ce soit par procédés sol-gel [84,85], précipitation [86,87] ou hydrothermal [88]. D’autres méthodes
de synthese, comme le traitement par micro-arc [89], le laser pulsé [90] et le laser ablation [91], ont

été utilisées pour produire des revétements d’apatite dopées au Sr**.

Le Sr®* posséde un rayon ionique de 1,21 A et peut se substituer aisément dans la structure de
I’hydroxyapatite au Ca* qui a, quant a lui, un rayon ionique 1,06 A. Cette substitution peut se faire sur
toute la gamme de composition, provoquant alors une expansion linéaire des constantes de réseau.
Le degré de substitution dépend principalement de la concentration initiale de Sr** dans la solution
initiale [92]. Cette substitution entraine une augmentation, qui peut étre considérable, des paramétres
de réseau (a la fois selon I'axe a et selon I'axe c) [93-95]. Lors de la substitution, les atomes de Sr?*
peuvent occuper a la fois les deux sites du Ca?* (I et Il) [96]. A faible teneur en Sr?* (environ 1 % at.),
I’occupation du site (1) est préférentielle. Pour des quantités supérieures, le site (Il) devient préférentiel
[84,97]. Les taux d’occupation des sites par le Sr?* en fonction de la quantité introduite ont été prédits

par simulation et sont donnés dans la Figure I-8 [98].
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Figure I-8 : Représentation schématique des sites du Ca2* dans la structure de I'hydroxyapatite [92] ainsi que le taux
d’occupation du Sr?* en fonction des sites [98].

Il a également été montré que I'incorporation de Sr?* a une influence sur les propriétés mécaniques de
I'hydroxyapatite ou des composites la contenant. Une augmentation de la résistance a la compression

et de la dureté ont été mesurées pour des substitution de Sr** inférieure & 10 % [99,100].
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L'augmentation du taux de substitution est en lien avec une augmentation de I'incorporation d’autres
ions, tels que HPO,* et COs?%, dans la structure. Ceci a pour conséquence de réduire la cristallinité du

composé et d’augmenter sa solubilité [101].

Il a également été constaté que les particules d’hydroxyapatite dopées au Sr** peuvent se présenter
sous la forme de nanoparticules. Cette morphologie est privilégiée pour les systemes de vectorisation

de médicaments, en raison de leur plus grande réactivité de structure [93].

Pour conclure, le dopage au Sr** présente un intérét particulier en régénération osseuse car son
utilisation sous forme de ranelate de Sr** est trés répandue pour le traitement de déficiences osseuses
telles que I'ostéoporose post ménopausique. Suite a I'administration de ce médicament chez des
patients, on observe une augmentation de la densité osseuse qui est attribuée a deux effets distincts,

la stimulation de I'ostéoformation et I'inhibition de la résorption osseuse [83,102].

B.5. Combinaison apatite — principe actif
Le concept d'association de médicaments aux biomatériaux utilisés en ingénierie osseuse n'est pas
nouveau [103,104], mais I'utilisation d’apatites biomimétiques nanocristallines n'a pas encore été
grandement abordée [73]. Les apatites nanocristallines de synthése, dites « biomimétiques »,
apparaissent comme d’excellentes candidates en tant que biomatériau de support pour délivrer in situ
un antibiotique par exemple. Ces apatites osseuses présentent une réactivité de surface élevée
directement liée a la présence, sur les nanocristaux, d'une couche hydratée non apatitique contenant
des ions labiles [73,77,105]. Cette réactivité de surface permet de doper ces nanocristaux d'apatite
avec des molécules actives. |l est alors possible d’envisager de fonctionnaliser I’apatite avec de grand
nombre de molécules ou d’ions d’intéréts biologiques. En complément de son utilisation comme
support d’antibiotiques, [I'apatite est actuellement utilisée comme support d'enzymes
antibactériennes [106], de bisphosphonate [107,108], de facteur de croissance [77,109,110], d’ions
bioactifs [69,83,111-113] et plus généralement, d’un grand nombre de substances médicamenteuses
[114]. Les systémes basés sur l'apatite biomimétique posseédent déja d’excellentes propriétés
d’ostéointégration, de conduction et d’induction. La possibilité de leur conférer des fonctionnalités
supplémentaires peut étre considérée comme un moyen d'adapter les biomatériaux de régénération

osseuse aux besoins et bien-étre des patients [73,77].

Actuellement, cette démarche demande encore de nombreux efforts, notamment au niveau de la mise
en place des programmes de recherche transversaux allant de la chimie de synthéese aux traitements
des matériaux jusqu’aux tests cliniques, par le biais de la normalisation des évaluations biologiques et
thérapeutiques [115]. De plus, bien que I'utilisation de biomatériaux comme systeme d'administration

de médicaments soit bien développée pour les maladies cardiovasculaires (stents a élution
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médicamenteuse), cette approche est encore a ses débuts pour les applications osseuses en raison de

la réglementation [116].

De multiples dopages peuvent étre envisagés comme la substitution du calcium ou I'adsorption de
substances médicamenteuses/thérapeutiques [111-113]. La substitution du calcium par le strontium
est étudiée et détaillée dans le chapitre Ill, tandis que les effets biologiques du strontium sont étudiés
dans les chapitres IV et V. Le dopage d’apatite par adsorption de molécules a fort intérét thérapeutique
est également développé dans le chapitre Ill. De tels matériaux, multi-substitués et dopés en

médicaments, sont actuellement beaucoup étudiés en régénération osseuse (Figure I-9).
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Figure 1-9 : Schéma d'une CDA substituée (Zn2* ou Sr2* ou Ag*) et dopée en médicament (doxycycline) [111].
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C. La régénération osseuse

C.1. Introduction
Afin d’élaborer un biomatériau utilisable pour accélérer la régénération osseuse, il est essentiel de
comprendre les mécanismes naturels de reformation osseuse. C’est dans cette optique que sont

résumées sommairement les principales étapes du remodelage osseux.

L'os possede d’étonnantes propriétés d’autoréparation, le rendant souvent capable de se régénérer
spontanément en cas de |ésion. Apres fracture, le réalignement et le maintien du membre (platre)

suffisent généralement a obtenir la consolidation totale et la restauration fonctionnelle de I'os.

Cependant, environ une fois sur dix, des problemes mécaniques ou biologiques empéchent
I'autoréparation d’une fracture et la reconstruction de I'os doit étre assistée. C'est le cas des défauts
dits « critiques » dont la taille et/ou la géométrie empéchent une cicatrisation spontanée. Dans ces
types de situation, il est essentiel d’intervenir, le plus souvent chirurgicalement, afin de réaligner et
stabiliser les fragments osseux dans des conditions favorables a la réparation et d’'implanter des
matériaux de substitution. Malgré le développement d’'un grand nombre de substituts osseux, la

réparation des pertes osseuses de grande taille reste une difficulté majeure en chirurgie osseuse.

C.2. Le remodelage osseux
Le squelette humain est en perpétuel renouvellement (de I'ordre de 10 % par an a I’dge adulte) grace
au remodelage osseux qui assure la conservation de ses propriétés mécanique, protectrice,
métabolique et hématopoiétique. Le remodelage osseux permet aussi le maintien de la capacité
d’adaptation aux contraintes, la réparation des fractures et/ou des micro-dommages et la mise a
disposition du calcium. Il est assuré principalement par les ostéoclastes qui résorbent la matrice
osseuse, les ostéoblastes qui synthétisent une nouvelle matrice et les ostéocytes qui sont majoritaires
et jouent le role de mécanosenseurs. L'équilibre entre résorption et formation de I'os est régulé par
un réseau complexe d’interactions entre les cellules osseuses, les hormones systémiques et les

facteurs de croissance.

Le remodelage osseux peut étre trés rapidement décrit en cing étapes schématisées sur la Figure I-10.
On distingue 1) La quiescence : phase durant laquelle il n’y a pas d’activité de 'os. La surface de I'os
est occupée par les cellules bordantes, empéchant I'acces aux ostéoclastes et donc de la résorption.
Cette étape peut durer plusieurs années ; 2) L’activation : phase durant laquelle les ostéoclastes
migrent et adhérent a la surface de I'os [117]; 3) La résorption : correspond a la dégradation des
phases minérale et organique du tissu osseux grace, d’une part, a I’acidification du milieu (libération

d’ions H*dans une lacune de Howship) et, d’autre part, au relargage d’enzymes protéolytiques comme
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la cathepsine K. Cette phase peut durer de quelques jours a quelques semaines (2 a 3 semaines). La
Figure I-10 schématise cette étape de résorption ; 4) L'inversion : pendant laquelle les ostéoclastes se
détachent, meurent par apoptose et sont remplacés par les pré-ostéoblastes puis les ostéoblastes ;
5) La formation : ou les ostéoblastes synthétisent d’abord des couches lamellaires successives d’une
matrice organique non calcifiée a base de collagéne. Cette matrice, appelée « ostéoide », est ensuite
minéralisée afin d’obtenir un os néo-formé. Cette étape de minéralisation consiste a déposer des
cristaux d‘hydroxyapatite entre les fibrilles de collagénes afin de conférer une rigidité au nouveau tissu.
Aprés une dizaine de jours, la minéralisation atteint environ 70 % de son état final, c’est la
minéralisation primaire. Une minéralisation secondaire débute alors, beaucoup plus lente, qui s‘étend

au-dela de la durée de la phase de formation. Cette derniére phase dure en générale plusieurs mois

(3-4 mois).
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Figure 1-10 : Les cing étapes du remodelage osseux.
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C.3. Les substituts osseux
Dans le domaine de la reconstruction osseuse, les greffes synthétiques, et plus particulierement les
substituts en céramique, sont fréquemment utilisés. Ces matériaux de substitution osseuse sont

décrits dans la partie qui suit.

C.3.1. Les matériaux de substitution osseuse
Le terme de biomatériau, bien que couramment utilisé de nos jours, ne possede pas encore de
définition bien précise. Une des définitions les plus souvent citée reste tout de méme celle de
D. Williams proposée lors de la Conférence de Consensus, organisée par la Société Européenne de
Biomatériaux a Chester en 1986 : « matériau non vivant utilisé dans un dispositif médical destiné a
interagir avec les systeme biologiques » [118]. Afin de compléter cette premiere définition, il en
donnera une seconde en 1999 : « matériau prévu pour étre a l'interface de systémes biologiques dans
le but d’évaluer, de traiter, d’augmenter, ou bien de remplacer un tissu, un organe ou encore une
fonction du corps humain » [119]. Actuellement, le domaine des biomatériaux orthopédiques
constitue la plus importante application et cette domination du secteur devrait se poursuivre encore
quelques années. En effet, elle représenterait environ 40% du domaine des biomatériaux en

2023 [120].

Parmi les biomatériaux utilisés en pathologie osseuse, les substituts osseux sont parmi les plus
couramment utilisés et peuvent étre définis par la définition proposée par la Société francaise de

recherche orthopédique et traumatologique (SOFROT) en 2011 :

« Tout biomatériau d’origine humaine, animale, végétale ou synthétique :
- destiné a I'implantation chez ’'homme,
- dans la perspective d’une reconstitution du stock osseux,

- gu’il s’agisse du renforcement d’une structure osseuse ou du comblement d’une perte de
substance osseuse d’origine traumatique ou orthopédique, de la consolidation d’une fracture

ou de son équivalent.»

Les substituts osseux sont couramment utilisés en chirurgie orthopédique et odontologique.
Idéalement, les substituts osseux devraient étre remplacés a terme par un tissu osseux normal et donc
posséder |'ensemble des caractéristiques nécessaires a la croissance osseuse et a son

remodelage [121-126].
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Les substituts osseux peuvent étre classés selon :

- leur composition chimique : céramiques phosphocalciques, céramiques biphasées,
phosphates tricalciques, carbonates de calcium, sulfates de calcium, bioverres, polyméres et

tous les matériaux composites qui en résultent,
- leur origine : naturelle (humaine, animale et végétale) ou synthétique,

- leurs caractéristiques d’utilisation: comblement, confinement, soutien, résorbabilité,

injectabilité, durcissement, etc.

Dans la suite de ce chapitre, sera décrite trés rapidement la famille des matériaux de substitution qui

nous intéresse particulierement : les céramiques.

C.3.2. Les céramiques
La majeure partie des substituts osseux est composée, entierement ou partiellement, d’'une ou
plusieurs céramiques (dans environ 60 % des cas). Les céramiques peuvent étre classées en deux
groupes : les céramiques bioinertes et les céramiques bioactives. Dans le premier groupe, sont
retrouvées toutes les céramiques a base d’oxydes, de carbures ou de nitrures ainsi que les matériaux
carbonés. Le second groupe se compose principalement des céramiques a base de sels de calcium, des
bioverres et des vitrocéramiques. Ce sont les céramiques bioactives, et notamment les céramiques a
base de calcium, qui sont les plus étudiées et utilisées a I’heure actuelle. Elles peuvent se présenter
sous forme de phosphates de calcium, de sulfates de calcium ou bien de carbonates de calcium. En
raison des similarités de composition avec le minéral osseux, des nombreuses propriétés physiques,
chimiques, biologiques intéressantes et variées, mais également des nombreuses méthodes de
fabrication et de leur mise en forme a un faible co(t, I'utilisation des phosphates de calcium apparait
particulierement adaptée aux applications osseuses. Le choix et les caractéristiques physico-chimiques
des phosphates de calcium comme biomatériaux pour la régénération osseuse ont déja été développés

dans ce chapitre.

Dans notre étude, le revétement de phosphate de calcium a donc été choisi pour recouvrir le tissu de
fibres de carbone. L’élaboration d’un matériau hybride, tissu de fibres de carbone/phosphate de
calcium, est envisagée pour une application en chirurgie osseuse. Nous avons démontré qu’il était
possible de doper les différents constituants du matériau hybride. Le choix de dopage s’est porté, dans
notre cas, sur une substitution partielle du calcium par le strontium et une adsorption de principes
actifs, tels que I'aspirine, sur I’'un ou les deux constituants du matériau. Les intéréts thérapeutiques du

strontium et de I’aspirine sont discutés dans les parties suivantes.
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C.4. Effet du strontium sur la régénération osseuse
La présence d’ions, tels que Mg?*, Sr?*, F, CI ou HPO4> dans la structure cristalline de I'apatite,
influence le comportement biologique du matériau [87,127-129]. En particulier, le Sr** est strictement
lié au remodelage osseux, en favorisant la croissance de nouveaux tissus et en diminuant sa résorption
[130]. Il favorise la prolifération et la différenciation des ostéoblastes et inhibe I'activité des
ostéoclastes lorsque son pourcentage atomique est compris entre 3 et 7 % [83,90,92,94,131,132]. En
effet, & faible dose, le Sr** réduit la résorption osseuse en bloquant directement l'action des
ostéoclastes, sans présenter de toxicité pour ces cellules. Le Sr?* favorise également la prolifération
des cellules ostéoblastiques, augmentant ainsi la surface qu'elles occupent, c'est-a-dire le nombre de
sites de formation osseuse. Ainsi, en présence de Sr?*, la masse osseuse est augmentée sans altérer ni
le processus de minéralisation ni la composition chimique. De plus, |'effet stimulant du Sr?* sur la
synthése du collagéne osseux a été démontré dans la littérature [133]. Un autre avantage important
du Sr?* est qu'il est déja présent en quantités infimes dans le corps humain. Le niveau physiologique
du Sr** dans le plasma humain est compris entre 0,11 et 0,31 umol.L™* [134]. De plus, plus de 99 % du
Sr2* du corps humain s'accumule dans les os [135]. Ainsi, implanter du Sr?* a l'intérieur d'un site osseux
a une faible quantité revient a incorporer un élément "connu" du corps. L'organisme est donc capable
de le réguler par des processus physiologiques normaux. Des études ont montré que le Sr¥* suit la
méme voie physiologique dans le corps humain que le Ca?* [135]. Le Sr?* est actuellement utilisé en

Europe dans le traitement de |'ostéoporose post-ménopausique [136].

Le strontium apparait alors comme un ion de choix pour apporter de nouvelles propriétés au phosphate

de calcium déposé a la surface du tissu de fibres de carbone.

C.5. Effet de I'aspirine sur la régénération osseuse
Actuellement, les substituts osseux n’ont plus pour seule vocation la reconstruction osseuse. lls
peuvent étre utilisés comme vecteurs de principes actifs (PA), formant ainsi un systéme combiné. La
libération de principes actifs in situ améliore la biodisponibilité, I'efficacité et la tolérance du principe
actif par rapport a un traitement systémique. Les systemes combinés permettent de proposer une
solution thérapeutique locale aux situations pathologiques rencontrées en chirurgie osseuse (comme

la douleur, I'infection et la fragilité osseuse).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a trois principes actifs. Un des avantages d’un
matériau hybride tissu de carbone/CaP réside dans le fait que les deux composants du matériau

peuvent, a priori, accueillir des principes actifs.
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Il est alors envisageable d’utiliser ces matériaux hybrides comme vecteur sélectif d’'un ou plusieurs

principes actifs. Les trois principes actifs étudiés dans cette étude, ainsi que leurs applications, sont :

- la tétracycline (TC), antibiotique bactériostatique utilisé ici comme agent antiinfectieux ;

- le naproxéne (NPX), anti-inflammatoire non-stéroidien (AINS) pour réduire la douleur
(modérée) et potentiel activateur de la régénération osseuse ;

- I'aspirine (AA), anti-inflammatoire non-stéroidien (AINS), mais également accélérateur de la

régénération osseuse [137-141].
Le cas particulier de I'aspirine est décrit dans le paragraphe suivant.

L’aspirine (AA) est un agent anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) largement utilisé et peu colteux.
Ses effets pro-ostéogéniques ont été décrits trés récemment chez le rongeur ou il a été montré qu’elle
améliore |'ostéogenese et inhibe |'ostéoclastogénese en affectant de multiples voies biologiques
[137,138,140,141]. Les principaux effets biologiques de I’aspirine sont résumés dans la Figure I-11.
Chez la femme ménopausée, un effet bénéfique modéré sur la densité minérale osseuse a été constaté
[142,143]. L'utilisation de I'aspirine dans des systémes combinés apparait donc actuellement comme

une nouvelle stratégie possible pour améliorer la régénération osseuse.

A I'heure actuelle, l'effet de [I'aspirine sur la régénération osseuse n’est démontré qu’en
expérimentation animale ol aucun effet néfaste sur I'os n’a été signalé. Actuellement, I'effet chez
I'Homme reste encore sujet a discussion. De plus, aucun lien entre I'aspirine et la prévention des
fractures n’est démontré, comme régulierement suggéré dans la littérature. Néanmoins, des cas
d’augmentation de la densité minérale de I'os ont été observés, ce qui devrait conduire a de nouvelles

études sur la potentialité de I’aspirine sur la régénération osseuse chez 'Homme.
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Figure 1-11: Schéma représentant les principaux effets de [Iaspirine sur la formation osseuse.
RANKL est un ligand permettant la différentiation des ostéoclastes. OPG est une molécule produite par les ostéoblastes
engendrant la différenciation des ostéoclastes en se liant au RANKL.

Différents systemes de relargage de l'aspirine in situ ont été testés allant des membranes
collagéne/chitosan [138], aux hydrogels [141], jusqu’aux complexes protéiques [140]. Ces systémes

ont été testés in vivo chez le rat avec les résultats précédemment décrits.

Au vu des systéemes déja testés dans la littérature, I'utilisation d’un matériau hybride, tissu de fibres de
carbone/phosphate de calcium, apparait tout & fait appropriée pour délivrer de facon contrélée

I"aspirine a proximité d’une zone osseuse en reconstruction (Figure I-12).

Substrat Revétement:

Figure I-12 : Représentations schématiques des applications médicales du revétement de CaP et des tissus de fibres de
carbone (TFC). Schéma adapté de Szczes$ et al. [144]
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L’étude bibliographique réalisée durant ces travaux montre que peu d’études ont été menées sur
I'utilisation des fibres de carbone et des tissus de fibres de carbone comme biomatériaux. Il est a
souligner que la possibilité d’application des tissus de carbone en régénération osseuse a été proposée
en 2012 par le Pr S. Mikhalovsky, dans le cadre d’un projet européen. L'implication de I'ICMN dans ce
projet a contribué au développement de cette thématique de recherche au laboratoire. Les travaux de
recherche sur le développement de matériaux hybrides constitués d’'un revétement de CaP déposé sur
la surface d’un tissu de fibres de carbone dans un objectif de régénération osseuse ont débuté avec la

these de Q. Picard (2012-2015).

Le fondement de départ de ces travaux a résidé sur I’hypothése selon laquelle « L’utilisation d’un
matériau hybride, tissu de fibres de carbone / phosphate de calcium, en chirurgie orthopédique
permettrait le confinement d’un défaut osseux et par I'intermédiaire de ses constituants, induirait la

régénération osseuse et potentiellement I'accélérerait ».

En effet, contrairement aux substituts osseux, ce type de matériau hybride n’est pas destiné a étre
utilisé en tant que comblement osseux, mais comme « pansement osseux » qui serait appliqué a la
surface de I'os afin de confiner le défaut a reconstruire. L’apposition en surface de I'os du matériau
hybride pourrait également agir comme une sorte de « membrane » qui servirait de « guide » a la

régénération osseuse et permettrait de I'accélérer.

Pour mes travaux de these, la problématique s’est affinée et plusieurs objectifs ont émergé, compte
tenu de l'originalité de ce matériau hydride qui réside surtout dans ses potentialités. Celles-ci sont
liées a:

- I'architecture du matériau hybride, basée sur I'architecture du tissu de fibres de carbone, qui

doit permettre de préserver les échanges de fluides biologiques essentiels a la régénération osseuse ;

- la présence du revétement de CaP, qui doit permettre |'apport, a proximité du défaut, des

précurseurs calcium et phosphates essentiels a la reconstruction ;

- la possibilité d’incorporer des ions dans la structure du revétement de CaP (cas du strontium

dans cette étude), ions qui devraient également aider a sa reconstruction (vitesse, qualité de I'os, etc.) ;

- la possibilité de libérer in situ des substances thérapeutiques, dans I'objectif de diminuer les
risques fréquents d’infections et d’inflammations post-opératoires, mais également de potentialiser la

régénération osseuse (cas de 'aspirine).
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C’est ainsi que les objectifs de mes travaux de thése ont été fixées. lls ont résulté des caractéristiques

et des potentialités du matériau hybride.

Le premier objectif visé pour ce travail de thése est d’élaborer, de maniére controlée, un revétement

homogene de phosphate de calcium a la surface d’un tissu de fibres de carbone (Chapitre Il.).

Le second objectif est de démontrer la possibilité d’apporter de nouvelles propriétés, par dopage ciblé,

aux constituants du matériau hybride (Chapitre lll.).

Le troisieme objectif est d’arriver a évaluer les potentialités de tels matériaux hybrides sur la
régénération osseuse. Pour ce faire, des évaluations biologiques in vitro sur des cellules
ostéoblastiques ont été menées (Chapitre 1V.). Une étude pilote in vivo a été ensuite mise en place
pour étudier I'effet de deux matériaux hybrides sur la régénération d’un défaut osseux chez le rat

(Chapitre V.).

De ces objectifs, il en résulte la démarche expérimentale qui sera suivie au cours de ce manuscrit et

qui est résumée dans la Figure 1 présentée ci-apres.

Dopages

FM 50K® + CaP ?

Caractérisations
physico-chimiques
Structurales
microtexturales

Chapitre 11

Synthése par sono-
électrodéposition

In vitro
Biocompatibilité/Cytotoxicité ?

Evaluations
biologiques

Figure 1 : Démarche expérimentale globale de ce travail de thése.
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Chapitre ll.  Elaboration et caractérisation des matériaux hybrides :

Tissus de fibres de carbone / CaP
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Introduction

Dans le cadre de cette étude, les substrats utilisés, les tissus de fibres de carbone (TFC), ont été fournis
par les entreprises DACARB® et ZORFLEX® dans des quantités suffisamment importantes pour pouvoir
travailler sur les mémes matériaux tout au long de I’étude. Les syntheses de revétements de phosphate
de calcium (CaP) déposés a la surface du substrat, ainsi que la majorité des caractérisations physico-
chimiques et structurales des matériaux hybrides et de ses constituants ont été réalisées a I'ICMN.
Seules les caractérisations structurales par Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été
effectuées en collaboration avec le laboratoire Conditions Extrémes et Matériaux : Haute Température

et Irradiation (CEMHTI - CNRS UPR 3079, Orléans, France).

Dans ce chapitre, dans une premiére partie, les résultats de la caractérisation des deux tissus utilisés
comme substrat pour le dép6t de CaP seront exposés. Dans une seconde partie, la synthese du
matériau hybride TFC / CaP par sono-électrodéposition sera détaillée. Dans une troisieme partie, les
caractérisations du revétement de CaP, et du matériau hybride seront détaillées. La démarche

expérimentale suivie et exposée dans ce chapitre est schématisée dans la Figure II-1.

Tissu de fibres de

carbone
MEB, Dosage
potentiométrique,
I . ] porosimétrie Hg,

adsorption gaz

Sono-électrodéposition

phosphate de calcium (CaP)
(protocole, principe, optimisation)

| MEB, MET, IRTF, TPD, DRX,
RMN

Caractérisation du revétement
CaP

(recouvrement, morphologie, microtexture,
composition chimique, structure)

Matériau hybride :
TFC/CaP

Figure II-1 : Suivie de la Démarche expérimentale exposée dans ce chapitre II.
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A. Le substrat : Tissu de fibres de carbone

A.1. Caractéristiques des tissus de fibres de carbone
Deux tissus de fibres de carbone (TFC) ont été utilisés lors de ce travail. Ces tissus ont été sélectionnés
pour leurs différences de caractéristiques (précurseur, architecture, etc.). Les principales

caractéristiques de ces deux tissus de carbone sont les suivantes :

- Le KIP 1200® est fourni par la société DACARB®. Le précurseur des fibres de carbone
constituant le tissu est un polymeére synthétique : une résine phénolique. Les fils ex-résine
phénolique ont été assemblés puis tissés pour former un tissu de fibres « précurseur », qui a
ensuite été carbonisé puis activé a la vapeur d’eau. Le grammage du tissu est d’environ
140 g/m2. 'image MEB de la Figure 11-2 a) montre que les fibres de carbone constituant le tissu
sont cylindriques et ont une surface d’aspect lisse. Leur diamétre est compris entre 10 et
12 pm.

- Le FM 50K® est fourni par la société ZORFLEX®. Le précurseur des fibres de carbone constituant
le tissu est le fil de rayonne (cellulose régénérée (voir chapitre 1)). Le grammage du tissu de
fibres de carbone est d’environ 130 g/m?. Les images MEB de la Figure 1I-2 b) et ¢) montrent
que les fibres de carbone ont une surface rugueuse et lobée. Leur diametre est compris entre

8et12 um.

Figure 11-2 : Images MEB des TFC : a) KIP 1200°, b) FM 50K® et c) section transversale d’une fibre de carbone lobée du TFC
FM 50K®.

Les images MEB apportent des informations quant a la morphologie et I'organisation des fibres de
carbone au sein des tissus. Dans le cas du tissu KIP 12009, les fibres sont organisées sous forme de
meéches qui sont torsadées (Figure 1I-3 b). Ces meches peuvent comprendre jusqu’a plusieurs milliers

de fibres (le nombre est variable selon le fabricant, pouvant aller de 1 000 jusqu’a 48 000).

Dans le cas du FM 50K®, les fils ex-rayonne, précurseurs des fibres de carbone, ont été tricotés pour
former un tissu « brut », qui a ensuite subi une carbonisation puis une activation pour former un tissu
de fibres de carbone (Figure 1I-3 b). Cette architecture tricotée confere a ce tissu une meilleure tenue

physique des fibres et moins d’effilochage du matériau. Il est a noter que, pour le tissu FM 50K®, les
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fils de rayonne ont subi un « ensimage » qui a pour but de faciliter la mise en ceuvre des fibres lors des
opérations d’enroulement et de tissage. Dans le cas présent, I’ensimage est constitué d’'un mélange

d’oxyde de zinc et d’aluminium.

Tous les tissus de fibres de carbone sont conditionnés de la méme maniéere avant leur utilisation. lls
sont préalablement découpés aux dimensions du porte-électrode de la cellule électrochimique (2x3
cm) et lavés avec de I'eau distillée a reflux pendant 24 h dans un dispositif Soxhlet®, dans le but
d’éliminer les poussiéres et les impuretés. Les tissus sont ensuite séchés dans une étuve a 80 °C et a
une pression de 400 mbar. Ce protocole permet d’éliminer les éventuelles contaminations de surface

qui pourraient nuire a la biocompatibilité du tissu.

Compte tenu du peu d’informations fournies par les fabricants concernant les caractéristiques des
tissus de carbone, ils ont été analysés avant d’étre utilisés comme substrat des matériaux hybrides. Le
tissu KIP 1200°® a été caractérisé lors de la thése de Q. Picard [6]. Les principales caractéristiques sont
répertoriées dans la suite de ce chapitre. Les mémes caractérisations ont été effectuées lors de ce

travail pour le second tissu de carbone, le FM 50K®.

Figure II-3 : Organisation des tissu de fibres de carbone : a) Tissée de type "armure toile" pour le KIP 1200° et b) Tricotée
de type « maille » pour le FM 50K®.

A.2. Caractéristiques physico-chimiques des tissus de fibres de carbone

A.2.1. Composition chimique
Une analyse élémentaire, CHONS, est réalisée. Elle permet d’obtenir, a la fois, la composition chimique
et la composition massique globale des tissus. Le principe consiste en une séparation
chromatographique en phase gazeuse puis quantification des gaz issus de leur décomposition a I'aide
d’un catharométre. Les éléments C, H, N et S sont dosés par analyse des gaz produits (N2, CO,, H,0,
SO;) lors de la combustion « flash » sous oxygene a 950 °C de I’échantillon a analyser. Le dosage de
I'oxygéne se fait par analyse des gaz résultants de la pyrolyse a 1100°C sous flux d’hélium

(Cf. Annexe 1). Les résultats des analyses massiques sont donnés dans le Tableau II-1.
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Tableau II-1 : Composition chimique du KIP 1200° et du FM 50K® déterminée par analyse élémentaire (% massique).

Carbone Hydrogéne Oxygene Azote Soufre Total
TFC
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
KIP 1200® 92,4 0,6 1,6 0 0 94,6
FM 50K® 80,6 0,8 4,8 3,2 0 89,3

Les deux tissus, le KIP 1200° et le FM 50K®, sont majoritairement composés de carbone a plus de 90
et 80 % respectivement. lls sont également tous deux tres pauvres en hydrogéne 0,6 et 0,8 % et ne
contiennent pas de soufre. Par contre, le KIP 1200® est dépourvu d’azote et n’a que trés peu d’oxygene
(<2 %), contrairement au FM 50K® qui est constitué d’environ 3 % d’azote et 5 % d’oxygeéne. Pour les
deux tissus de carbone, la somme des pourcentages massiques n’est pas égale a 100 %. Pour le
KIP 12009, cette différence s’explique par le fait que quelques produits de décomposition ne peuvent
pas étre analysés en raison de la température du four qui n’excéde jamais les 1100 °C. Pour le
KIP 12009, le taux de cendre est de 5,4 %. Pour le FM 50K®, le taux de cendre élevé, de 10,7 %, résulte
du fait que les fibres du tissu présentent un ensimage métallique a leur surface. Un mélange d’oxydes
de zinc et d’aluminium a été déposé a la surface des fibres lors de leur fabrication. Cet ensimage a la
surface des fibres est visible sur les images MEB et confirmé par I'analyse EDX-MEB de la Figure II-4
(Cf. Annexe 2 pour ces techniques). Par corrélation entre les pourcentages massiques issus des
analyses élémentaire et I'analyse EDX-MEB, le tissu de carbone FM 50K® serait composé d’environ 4 %

d’aluminium et 3 % de zinc.

a 05 1 15 2 25 3 35 keV

Figure II-4 : Images MEB de la surface des fibres du tissu FM 50K® et son analyse EDX associée.
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Les fonctions chimiques de surface des tissus sont déterminées et quantifiées par dosage
potentiométrique, méthode d’analyse a la fois qualitative et quantitative des groupes acides de
surface, par mesure de leurs valeurs de pKa et par leur constante d’acidité (Cf. Annexe 3). La Figure
1I-5 a) représente la courbe d’affinité protonique qui correspond a I’évolution de la quantité de protons
consommeés en fonction du pH. La Figure 1I-5 b) représente la distribution des fonctions de surface en
fonction de leur pKa entre pH 3 et 11, les aires des pics étant proportionnelles aux différents

groupements acides dosés. Les principaux résultats de ces analyses sont regroupés dans le Tableau

11-2.
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Figure II-5 : a) Courbes d'affinité protonique en fonction du pH ainsi que b) les courbes de distribution des fonctions de
surface des tissus de carbone KIP 1200° et FM 50K®.

Les données du Tableau 1l-2 montrent que le FM 50K® est le tissu le plus riche en groupements de
surface avec 2,93 mmol/g de fonctions chimiques contre 0,48 mmol/g pour le KIP 1200°®. Ce dernier,
posseéde majoritairement des fonctions ayant un pKa > 7, ce qui correspond généralement a des
fonctions de type lactone ou phénol (pKa > 10). Ces données sont caractéristiques d’une surface

hydrophobe pour le tissu KIP 1200°.

Le FM 50K® se différencie également par un plus grand nombre de fonctions carboxyliques (pKa 3-7)
et dans une moindre mesure de fonctions lactones et phénols. Le FM 50K® possede une surface plus
hydrophile que le KIP 1200°®. Ces résultats sont en adéquation avec I'analyse élémentaire du Tableau
II-1 et les valeurs de pH de charge nulle du Tableau II-2. Le pH de charge nulle (pHcn) correspond au pH
d’une solution dans laquelle est plongé un corps solide dont la charge nette de surface est nulle. Ceci
signifie que, si le pHsolution < PHen, alors la surface du solide est chargée positivement et inversement.
Nous verrons dans les paragraphes suivants que le pH de la solution d’électrolyse utilisée est de 4,8,
de ce fait, la charge de surface des deux tissus de carbone sera positive, dans les conditions de dép6t

des revétements de CaP.
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Tableau II-2 : Dosage potentiométrique des fonctions de surfaces selon la distribution de leurs valeurs de pKa pour le KIP
1200° et le FM 50K®.

Distribution pKa (mmol/g)

TFC pHcn 3<pKa<? 7<pKa<1l Total
KIP 1200°® 9,4 0,05 0,43 0,48
FM 50K® 7,8 2,13 0,8 2,93

La présence d’'impuretés métalliques a la surface du FM 50K® peut interférer sur les dosages. La valeur
des fonctions de surface et la valeur du pHcn peuvent étre légerement différentes des valeurs réelles.
Cependant, au regard de la grande différence de valeurs entre les deux tissus, cela n’impacte

aucunement les conclusions concernant la nature des fonctions chimiques présentes en surface.

A.2.2. Caractéristiques texturales
Les tissus utilisés sont constitués de fibres de carbone activées du fait de leur activation a I'étape finale
de la fabrication. Les fibres activées se caractérisent généralement par une importante porosité
développée. Il est primordial de prendre en compte cette caractéristique, car elle peut jouer un réle
lors de la synthése du revétement d’hydroxyapatite a la surface des fibres du tissu de carbone. Cette
porosité, intrinseque aux fibres de carbone et a celle du tissu de carbone, est importante a prendre en
compte, notamment en post-implantation, car elle va gouverner les échanges entre les fluides
corporels, les molécules, les ions et tous les éléments présents dans notre organisme. Cette porosité

peut également servir de « réservoir » a des principe(s) actif(s) pour leur relargage controlé in situ.

La porosité se subdivise en trois grands domaines de taille de pores (nomenclature IUPAC [145])
représentés sur la Figure II-6 :

0.3

b

10 50 nm

r 3
L J

Macropores

E Y
L

Mésopores

Micropores

Figure 1I-6 : Nomenclature IUPAC des domaines de taille de pores [145].

La porosimétrie mercure est une technique d’analyse de la porosité qui permet d’accéder a des
données telles que la distribution du volume poreux, dans une gamme allant de 3 nm a 450 um, la
masse volumique et la compacité des matériaux analysés (Cf. Annexe 4). Concernant le volume poreux,

les informations portent essentiellement sur la macroporosité.
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Sur la Figure II-7 sont reportées les distributions du volume poreux des tissus KIP 1200® et FM 50K®
obtenues par porosimétrie mercure.

g =

®

+ KIP1200
Fmsok®

-dV/d (log D) (mL/g)

Diametre des pores (um)

Figure 1I-7 : Distribution du volume poreux (-dV/d(log(D)° en fonction du diamétre d’accés aux pores obtenue par
porosimétrie mercure.

La Figure II-7 montre, pour les deux tissus, une distribution du volume poreux comprise entre 0,8 et
450 um correspondant a des pores de taille macroscopique. On note que le KIP 1200® présente un
maximum de volume poreux vers 75 um, tandis que pour le FM 50K® le maximum se situe vers 95 um.
Ces valeurs correspondent a I'espace entre les meches de fibres de carbone constitutives des tissus.
Cette distribution du volume poreux permet également d’accéder a l'espace entre les fibres
constituant les meches qui est compris entre 0,8 et 60 um pour le FM 50K® et entre 10 et 60 um pour
le KIP 1200°. Il en résulte que les interstices entre les fibres d’une méche du tissu KIP 1200® sont de

taille supérieure a ceux du tissu FM 50K®.

Les données concernant la masse volumique, le volume poreux et la compacité des tissus, sont

reportées dans le Tableau II-3.

La masse volumique ainsi que le volume poreux sont calculés uniquement pour des pores de diametres

supérieurs a 0,8 um car, pour des pores de diamétre inférieur, le volume poreux est négligeable.

La compacité de I'architecture des fibres est déterminée ainsi :

p tissu

—— X 100
p fibre

Compacité =
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Tableau II-3 : Résultats de la caractérisation des tissus par porosimétrie Hg.

Ptissu Pribre Vpnreux Compacité
TFC
(g/cm’) (g/cm?) (em®/g) (%)
KIP 1200® 0,22 0,76 3,19 29
FM 50K® 0,24 0,98 3,14 25

Les caractéristiques des deux tissus sont proches, a I'exception de la masse volumique des fibres. Son
augmentation entraine une légere diminution de la compacité. On constate que la masse volumique
de la fibre du tissu FM 50K® est légerement supérieure, cette augmentation provient notamment du
procédé industriel utilisé pour la fabrication des tissus (type de précurseur, température d’élaboration,
type d’activation, forme et dimension de la filiere, etc.). Il en résulte que le FM 50K® posséde une

architecture plus compacte que le KIP 1200°.

La porosimétrie mercure ne permet pas d’avoir d’informations sur des pores dont la taille est inférieure
a 3 nm. Pour accéder a ces informations, les tissus de carbone sont caractérisés par adsorption de
diazote gazeux a 77 K ce qui permet d’obtenir des informations sur des pores ayant une taille allant de
0,7 a 50 nm (micropores et mésopores). lls sont ensuite caractérisés par adsorption de dioxyde de
carbone a 273 K, ce qui permet d’accéder au volume des pores de taille inférieure a 0,7 nm (ultra-

micropores) (Cf. Annexe 5).
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Figure 11-8 : Isothermes d'adsorption d'azote a 77 K (a) et distributions en tailles de pores (b) du KIP 1200° et du FM 50K®

obtenues par application de la méthode DFT (differential functional theory).

La Figure 1I-8 a) présente les isothermes d’adsorption N, a 77 K des deux tissus de carbone. Ces
isothermes sont tous deux caractéristiques d’un matériau microporeux [146]. Le traitement des
isothermes d’adsorption par des méthodes de calcul intensif et de simulation DFT (differential

functional theory) permet d’établir la distribution en taille des pores. Les courbes de distribution en
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taille de pores (Figure 11-8 b)) confirment que les deux tissus sont trés majoritairement microporeux
avec une distribution étroite. La taille des micropores est centrée autour de 1 nm et le volume poreux
total est de 0,68 et 0,51 cm3/g pour le KIP 1200°® et le FM 50K® respectivement (Tableau I1-4). Le
volume poreux est essentiellement composé, dans les deux cas, par le volume des micropores (0,51 et
0,41 cm3/g). L'application de la méthode Dubinin-Radushkevish (DR) pour la détermination du volume
microporeux confirme les résultats de la méthode DFT avec des volumes de micropores similaires.
L’adsorption de COza 273 Kindique que les micropores des deux matériaux sont pour la plupart des
ultra-micropores (< 0,7 nm).

Tableau I1-4 : Caractéristiques de la nanotexture poreuse déterminée a partir des isothermes d'adsorption d'azote a 77K
et de dioxyde de carbone a 273K pour le KIP 1200° et le FM 50K®.

Vmicro Vwmeso Vmicro Vuitra
Sger VroraL
TFC (N2, DFT) (N2, DFT) (N2, DR) (CO,, DR)
(m?/g) (cm®/g)
(cm®/g) (cm®/g) (cm®/g) (cm?/g)
KIP 1200® 1693 0,68 0,51 0,09 0,53 0,52
FM 50K® 898 0,51 0,41 0,07 0,41 0,55

Pour conclure, les deux tissus de fibres de carbone sont principalement composés de micropores, qui
sont essentiellement des ultra-micropores, avec un trés faible pourcentage de mésopores. Cependant
le KIP 1200°® se démarque par une plus grande surface spécifique qui est d’environ le double de celle de

FM 50K® (1700 contre 900 m%/g).
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A.2.3. Conclusion

Les principales caractéristiques des tissus sont résumées ci-dessous dans le Tableau II-5 :

Tableau II-5 : Résumé des principales caractéristiques physico-chimiques des deux substrats.

TFC KIP 1200® FM 50K®
Précurseur Résine phénolique Rayonne
Diameétre des fibres (um) 10-12 8-12
Ensimage Non Oui
%C 92,4 80,6
%H 0,6 0,8
%0 1,6 4,8
%N 0 3,2
%S 0 0
PHcn 9,4 7,8
Groupes acide de surface (mmol/g) 0,48 2,93
Compacité (%) 29 25
Surface spécifique (m?2/g) 1693 898
V poreux rora. (cm3/g) 0,68 0,51
Vwmicro (cm3/g) 0,51 0,41
Vwmeso (cm?/g) 0,09 0,07
Vuurra micro (€cm?/g) 0,52 0,55

Le KIP 1200® comme le FM 50K® possedent une microporosité et une faible compacité qui sont
intéressantes pour l'imprégnation des tissus par des fluides en milieu aqueux, que ce soit par
I’électrolyte lors de la synthése du revétement de phosphates de calcium, ou par des milieux ou fluides
biologiques lors des tests permettant d’évaluer la biocompatibilité du matériau. De plus, ces
caractéristiques, associées a leur propriété de conduction électrique, font de ces tissus des substrats

idéaux pour une synthése du revétement de CaP par sono-électrodéposition.

Cependant, les deux tissus different sur certains aspects. Tout d’abord, le KIP 1200® n’a pas subi de
traitement d’ensimage contrairement au FM 50K®. L’ensimage est constitué d’un mélange d’oxydes
(Al et Zn), qui peut entrer en jeu dans le processus de synthese des revétements de CaP mais également
jouer un role, bénéfique ou néfaste, sur la biocompatibilité du matériau. L'influence de I'ensimage sur
la synthese du revétement de CaP est présentée dans la partie suivante de ce chapitre tandis que

I’étude de la biocompatibilité est réalisée et discutée dans les chapitres IV. et V. de ce manuscrit.
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Les caractérisations physicochimiques ont montré que le KIP 1200® a un caractére hydrophobe, du fait
d’une faible quantité de groupements acides de surface (0,2 mmol/g) et d’un pourcentage d’oxygéne
trois fois inférieur a celui du FM 50K®. Etant donné que le milieu biologique est un milieu aqueux, donc
hydrophile et que la qualité du revétement dépend également de I'affinité a I'interface entre la fibre
et I'électrolyte, le FM 50K® posséde a priori des caractéristiques plus intéressantes. Les
caractérisations ont montré qu’il possede un taux d’oxygene plus élevé, un plus grand nombre de
fonctions acides de surface et est par conséquent plus hydrophile. De plus, il a été montré que
I'oxydation d’un tissu de fibres de carbone permet d’améliorer I'adhésion cellulaire et donc la
biocompatibilité du substrat [6]. A son avantage également, le FM 50K® posséde une architecture plus
resserrée qui peut étre intéressante, notamment pour une meilleure adhésion cellulaire. La croissance
des cellules sur un tissu se faisant de fibre en fibre, la proximité des fibres ne peut qu’améliorer

I’affinité substrat/cellules.

Déposer un revétement de CaP sur le KIP 1200® par sono-électrodéposition a déja été réalisé au cours
de la thése de Q. Picard [6,8]. Lors de mon travail de thése, I'étape de synthese d’un revétement de
CaP a consisté a optimiser le procédé d’électrodéposition afin d’obtenir un revétement avec un
contréle de ses caractéristiques, notamment de son homogénéité, structure, microtexture et
composition chimique sur 'ensemble de la surface du tissu de carbone. La transposition de la méthode
d’électrodéposition au tissu FM 50K® a permis d’étudier I'impact des caractéristiques intrinséques du
substrat fibreux sur la nature du revétement de CaP. Ce questionnement fera |'objet de la partie
suivante qui décrit les résultats obtenus lors de ce travail concernant les caractérisations physico-
chimiques du revétement de CaP élaboré dans des conditions expérimentales optimisées et celles des

matériaux hybrides résultants.

51



Chapitre Il. Elaboration et caractérisation des matériaux hybrides :
Tissus de fibres de carbone / CaP

B. Le matériau hybride : TFC / CaP

B.1. Protocole de synthése du revétement de CaP par sono-électrodéposition

B.1.1. Introduction
La sono-électrodéposition est une technique électrochimique simple a mettre en ceuvre. Elle permet
d’obtenir des revétements de morphologie et épaisseur contrblées, en solution aqueuse, sur des
substrats rugueux comme les tissus de fibres de carbone [6,8,36]. Pour la synthése de revétements de
CaP, le procédé consiste a plonger le tissu de fibres de carbone (électrode de travail) dans un
électrolyte consistant en une solution aqueuse d’ions précurseurs calcium et phosphates issus
respectivement du dihydrogénophosphate d’ammonium et du nitrate de calcium hydraté.
L’application d’une polarisation cathodique provoque I'électrolyse de I'eau qui conduit a une
augmentation locale du pH au niveau de I'électrode de travail (le tissu de carbone). Les ions OH™ ainsi
produits vont se combiner aux ions PO;*, HPO* et Ca?*, présents en solution, par un processus de co-
précipitation a la surface des fibres de carbone. Le procédé de synthése, ainsi que les phénomeénes
chimiques associés, seront plus amplement exposés dans la suite de ce chapitre. Le dopage du
revétement par des cations a visée thérapeutique peut-étre également mis en ceuvre en utilisant un

électrolyte adapté. Ceci sera détaillé dans le chapitre Ill de ce manuscrit.
Parmi les principaux avantages de cette synthese par voie électrochimique, on peut citer :

- la possibilité de recouvrir tous types de substrats conducteurs, qu’ils soient poreux,
rugueux avec des géométries simples ou complexes possédant des surfaces internes
difficilement accessibles par d’autres méthodes de synthése [147-149].

- la possibilité de contréler I'épaisseur et la microstructure du revétement pour une
composition chimique donnée [150].

- la possibilité de controler la composition chimique du revétement en modulant la nature

et la quantité des sels qui composent I'électrolyte [151].

L'application d’ultrasons lors de la synthése permet notamment d’améliorer I’homogénéité du

revétement [36].
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B.1.2. Dispositif expérimental

Le schéma de la Figure II-9 présente le montage expérimental utilisé lors de cette étude.

Electrode de référence : Hg/Hg,SO,
Galvanostat

Potentiostat Q

i Electrode de travail : TFC + Collecteur de courant (Pt)

Contre électrode : Panier de Pt

Electrolyte

Bain a ultrasons

Figure 11-9 : Schéma du dispositif expérimental de la sono-électrodéposition.

Le dispositif expérimental est un systéme a trois électrodes reliées a un potentiostat/galvanostat

VMP2 de la marque BioLogic’. Il se compose de :

- L’électrode de travail : TFC fixé sur un collecteur de courant (fil de platine + grille de
platine) plongé dans I'électrolyte. Cette électrode a été optimisée lors de la thése de Q.
Picard [6].

- La contre-électrode : panier de platine qui entoure I'électrode de travail. Cette contre-
électrode a également été optimisée lors de la thése de Q. Picard [6].

- L’électrode de référence : Hg/Hg,SO4 de la marque Radiometer Analytical’. Elle est placée
dans une allonge remplie de I'électrolyte afin d’éviter les dérives de mesure de |'électrode
de référence. Elle sert également a augmenter la précision et la stabilité de la mesure du
potentiel de référence, donc du potentiel mesuré. L'allonge garantit, en outre, I'absence
de diffusion de [I'électrolyte de I'électrode de référence et par conséquent la
contamination du milieu électrolytique de synthese.

- L’électrolyte utilisé est une solution aqueuse d’ions phosphate et calcium issus

respectivement du dihydrogénophosphate d’ammonium (NHiH,PO,4) et du nitrate de
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calcium tétrahydraté (Ca(NOs),, 4 H,0, Sigma Aldrich®). Le solvant est de I"eau ultra-pure

d’une conductivité de 0,055 pS/cm.

La cellule électrochimique (réacteur en verre de 150 mlL) est placée dans un bain a ultrasons
thermostaté TI-H-10 de la marque Fisherbrand®. Elle permet, entre autres, de fixer et de contréler la
température de la synthese (entre 40 et 80 °C), ainsi que la puissance et la fréquence des ultrasons (35

ou 130 kHz) [6].

B.1.3. Synthese de CaP par sono-électrodéposition

B.1.3.1. Principe
L'électrodéposition de CaP a la surface d’un substrat conducteur est un procédé de chimie douce
datant des années 1990 [152]. Il permet d’obtenir un revétement d’épaisseur contrélée et homogene
a température ambiante. De plus, cette méthode permet un controle des paramétres chimiques liés a
la solution électrolytique (concentrations des sels, température et pH de la solution) et un contrdle

des parametres électriques (tension entre les électrodes ou intensité du courant traversant le circuit).

L’électrolyte est préparé par dissolution d’un sel de calcium et d’un sel de phosphate en milieu aqueux.
Généralement, le nitrate de calcium tétrahydraté (Ca(NOs);,4H,0) et le dihydrogénophosphate

d’ammonium (NH4(H2PO4)) sont utilisés. Les réactions de dissolution en milieu aqueux s’écrivent :

Ca(N03)2, 4H20 (aq)

v

Ca* +2 NOs (eq. 1)

NH4(H2PO4) (aq)

v

NH4+ + H2P04+ (eq. 2)

La protonation des ions phosphate va dépendre du pH de I'électrolyte (Figure 1I-10). Au cours du
temps, différents ions phosphate pourront étre présents dans [I'électrolyte, [I’ion
dihydrogénophosphate H,POy, I'ion hydrogénophosphate HPO,> et I'ion phosphate PO.*, et réagir

lors de la précipitation entre les deux sels précurseurs.

- [HPOJ
- [HPO]

2 K =7.50x10° K,=6.20x10° K, =170x10"
- [HPO}] HPO . HPO . HPO* Z po*

3 4 2 4 4 4
= [Po*]
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figure 11-10 : Concentrations ioniques en équilibre triprotique de I'acide phosphorique en solution en fonction du pH [46].
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Pour le revétement de CaP, la technique électrochimique utilisée a consisté en I'application d’un
courant cathodique (polarisation négative) entre les électrodes provoquant |’oxydation et la réduction

de I'eau a la surface de la contre-électrode (eq. 3) et de I’électrode de travail, respectivement (eq. 4).

v

H,0 2H"+%0,+2¢€ (eq. 3)

v

2H0+2¢e 20H +H; (eq. 4)
Comme le pH initial est acide, la réduction des protons peut également avoir lieu :

2H*+2e > H, (eq.5)

La formation d’ions hydroxydes (eq. 4) a I'électrode de travail augmente localement le pH et entraine
la co-précipitation des ions calcium et phosphate a la surface de I'électrode. A partir du pH 5,5, la

formation des ions HPO4* va permettre le début de la précipitation d’'une phase phosphocalcique :

Phosphate dicalcique dihydrate (DCPD) :

Ca? + HPOLZ + 2 H,0 »  Ca(HPO.), 2H,0 (eq. 6)

A partir du pH 9,5, I'apparition des ions POs*> permet la formation de nouvelles phases comme par

exemple :

Phosphate octocalcique (OCP) :

8 Ca?* + 2 HPO4* + 4 PO,* + 2 H,0 > Cag(HPO4)2(PO4)4, 5H,0 (eq.7)
Hydroxyapatite stoechiométrique (HA) :

10 Ca** + 6 PO,* + 2 OH" > Ca10(PO4)s(OH), (eq. 8)
Hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) :
(10-x)Ca%* + xHPO4* + (6-x)PO*> + (2-x)OH" »  Caiox(HPO4)x(PO4)exOHax (eq.9)

En résumé, I’électrolyse de I'eau est la principale réaction de I’électrodéposition, mais d’autres
réactions peuvent avoir lieu lors du dépét. En effet, la présence d’espéces ioniques en solution, tels que
les ions nitrates et dihydrogénophosphates, provoque d’autres réactions électrochimiques aux
électrodes pouvant, entre autres, modifier le pH [147,151,153]. L’obtention d’un revétement de CaP
par sono-électrodéposition se déroule donc en trois phases : hydrolyse de I'eau et réactions

électrochimiques associées, réactions acido-basiques puis précipitation.
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B.1.3.2. Paramétres expérimentaux
La sono-électrodéposition est une technique de synthése qui permet d’intervenir sur un grand nombre
de parameétres. Parmi les parameétres importants qui vont influencer les caractéristiques du
revétement, peuvent étre cités la concentration des précurseurs dans I'électrolyte et le pH associé. Les
concentrations en précurseurs calcium et phosphate ainsi que le pH ont été optimisés lors des travaux
de these de Q. Picard et sont conservés pour cette étude [6,8]. Les concentrations en Ca(NOs); et
NH;H,PO, sont respectivement de 5 et 3 mmol/L. Le pH de I’électrolyte est le pH initial de la solution,

soit pH = 4,8, en dessous de la valeur de pH auquel la co-précipitation s’initie (pH = 5,5).

Lors de cette précédente étude, les électrodes avaient également été optimisées, tout comme la durée
de polarisation (jusqu’a 6 h). Cependant, le parameétre, sur lequel les travaux antérieurs s’étaient
focalisés, a été la densité de courant. En effet, différentes densités de courant avaient été appliquées,
de -25 mA/g a -500 mA/g, pour une durée de polarisation de 6 h. Des revétements de CaP aux
caractéristiques différentes, en termes d’homogénéité, quantité et épaisseur, microtexture, structure

et composition chimique avaient été obtenus selon la polarisation appliquée.

Les résultats obtenus dans la thése de Q. Picard [6], et qui ont servi de base a ce travail, sont regroupés
dans la Figure II-11. Cependant, aucun revétement n’était homogeéne sur I'ensemble du tissu de
carbone. En effet, pour les revétements synthétisés a des densités de courant allant de -25 et -50 mA/g,
un recouvrement non homogéne des fibres par le dépdt était observé avec une épaisseur du
revétement inférieure a 100 nm. Le revétement obtenu a -75 mA/g possédait un recouvrement
homogene et une épaisseur plus importante, comprise entre 250 et 600 nm, avec localement la
présence d’excroissances de CaP. Pour des revétements obtenus a-100 et -270 mA/g, le recouvrement
était de nouveau hétérogene avec une épaisseur variant fortement de 600 nm et 2 um. Des
excroissances de CaP au sein des revétements avaient également été observées ainsi que la présence

d’une phase secondaire (carbonate de calcium).

Pour mon travail de thése, un recouvrement homogeéne de CaP sur I'ensemble de la surface du tissu
de carbone, ainsi qu’une épaisseur controlée du revétement sont recherchés. Pour ce faire, un certain
nombre de parameétres électrochimiques seront ajustés afin d’optimiser la qualité du revétement de
CaP. C'est ainsi que trois nouveaux parameétres ont été optimisés : la durée de polarisation, le type de

polarisation (potentiostatique et galvanostatique), ainsi que la température de I'électrolyte.
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Dans la suite de ce chapitre, I'analyse des nouveaux revétements de CaP, déposés en surface du tissu

de carbone, sera réalisée pour évaluer :

leur homogénéité, le recouvrement de la surface du tissu de carbone ainsi que leur

épaisseur ;

la quantité (prise en masse) de CaP déposée, la composition chimique, la morphologie, la

microtexture et la structure des revétements de CaP.

I
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Figure 11-11 : Schéma récapitulatif des mécanismes réactionnels mis en jeu lors du dépot d’'un revétement de CaP a la
surface d’un tissu de fibres de carbone par procédé de sono-électrodéposition (réactions électrochimiques (bleu),
chimiques (vert)) et les structures qui en découlent (orange). Les caractéristiques d’homogénéité des revétements formés
(bordeaux) sont données en fonction du régime d'électrolyse [6].
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B.2. Optimisation de la synthése du revétement de CaP
L'optimisation a été réalisée, dans un premier temps, sur le tissu KIP 1200® puis transposée, dans un
second temps, sur le tissu FM 50K®, afin de vérifier si le changement de substrat affecte ou non les
caractéristiques du revétement de CaP. Les caractérisations MEB, IRTF et DRX sont réalisées sur les

deux types de matériaux hybrides.

B.2.1. Influence de la durée de polarisation
Le premier parameétre étudié pour optimiser les revétements de CaP sur tissu de carbone est la durée
de polarisation a courant constant (mode galvanostatique). Dans un premier temps, la densité de
courant de -75 mA/g, correspondant au revétement de CaP le plus homogéne des précédents travaux,
est sélectionnée. Des durées de polarisation supérieures a 6 h sont testées et les résultats des prises
de masse sont donnés sur la Figure 11-12 a). La courbe montre I’évolution de la quantité de CaP déposé
(gain de masse) pour des durées de polarisation allant jusqu’a 65 h. Le gain de masse augmente
pendant les 24 premiéres heures. A partir de 65 h de synthése, un tres faible gain de masse (<2,5 %)
est mesuré du fait d’une dissolution du revétement. En effet, une compétition entre précipitation et
dissolution a lieu dans le réacteur. Apres un certain temps, la quantité d’ions précurseurs de CaP a
proximité de la surface du tissu s’"amenuise et la dissolution devient prépondérante. Afin d’obtenir plus
d’information sur la durée optimale de synthése, la méme expérience est réalisée avec deux autres
densités de courant, -50 mA/g (faible densité de courant) et -270 mA/g (forte densité de courant) pour
une durée de polarisation maximale de 24 h (Figure 11-12 b)). On note qu’une dissolution du dépét a
toujours lieu aprés 24 h pour les densités de courant comprises entre -25 et -500 mA/g. La Figure 11-12
b) illustre une différence de gain de masse trés faible, voire négligeable, entre 10 h et 24 h pour les 3
densités de courant. A partir de 10 h de synthése, un plateau est atteint avec un gain de masse compris
entre 15 et 20 % pour des densités de courant de -75 et -270 mA/g et de 10 % pour la densité de
courant de -50 mA/g. Il est important de signaler qu’un des inconvénients possible d’un gain de masse
trop important, donc d’'une quantité de CaP importante, est que le revétement soit susceptible de
croitre massivement dans les espaces entre les fibres. Il se formerait alors un revétement continu et
rigide qui entrainerait une diminution de la flexibilité du matériau, ainsi que la production de débris
lors de sa manipulation. Une analyse par microscopie MEB est réalisée afin de vérifier le recouvrement

du revétement de CaP sur les fibres.
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Figure 11-12 : Evolution du gain de masse du tissu KIP 1200°® en fonction de la durée de polarisation a différentes densité
de couranta : a) - 75mA /g jusqu’a 65 h de durée de polarisation; b) -50, -75 et -270 mA/g jusqu’a 24 h de durée de
polarisation.

Une étude par MEB a permis d’analyser la répartition du revétement de CaP sur le tissu et les fibres,
ainsi que la morphologie du revétement sur les fibres. Les images MEB de la Figure 11-13 donnent une
illustration des revétements de CaP déposés sur les fibres pour des synthéses réalisées a -50 mA/g

pour des durées de polarisation de 6, 10 et 24 h.

Dans ces conditions de synthése, un revétement uniforme de CaP recouvre les fibres sans formation
de « ponts » entre elles. Sur les images a faible grandissement (Figure 1l-13 a)), une différence de
morphologie est déja bien visible, elle consiste en une augmentation des diamétres des fibres,
traduisant une augmentation des épaisseurs des revétements, qui s’'accompagne d’une évolution de
la rugosité de surface des fibres. Entre 6 h et 24 h I'épaisseur évolue de quelques centaines de
nanometres a plusieurs micromeétres (7 um au maximum). A plus fort grandissement (Figure 11-13 b)),
apres 6 h de synthése, on observe un revétement trés homogene de morphologie de type
« plaquettes ». Apres 10 h de synthése, on observe localement la formation d’excroissances sur le
dépot plaquettaire. Apres 24 h de synthese, le nombre d’excroissances augmente et celles-ci semblent
recouvrir totalement la surface des fibres. Il en résulte que, dés 6 h de synthese, le revétement de CaP
recouvre de maniere homogéne la totalité de la surface des fibres observées. Une fois cette premiére
couche déposée, la précipitation de CaP engendre la formation d’excroissances directement sur cette

couche homogeéne, et le nombre d’excroissances croit avec la durée des syntheses.

De ces observations on montre, qu’au-dela de 6 h de synthése, 'augmentation de la prise en masse
n’est pas due a une augmentation homogene de I'épaisseur du revétement mais a la formation de
nombreuses excroissances. De ce fait, pour la suite de cette étude, une durée de polarisation de 6 h a
été sélectionnée, temps minimal pour obtenir un revétement homogéne de CaP sur les fibres et le tissu

de carbone KIP 1200°.
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6h

10 h

24 h

a) b)

Figure 1I-13 : Images de MEB des revétements de CaP déposés sur le tissu KIP 1200® a une densité de courant de -50
mA/g a différentes durée de polarisation . Grandissements de : a) x1000 et b) x10 000.

B.2.2. Influence de la polarisation : mode potentiostatique

La formation du revétement de CaP repose principalement sur le mécanisme d’électrolyse de I'eau qui
conduit a un gradient de pH entre les deux électrodes. Au voisinage de I'électrode de travail, constituée
par le TFC, une augmentation de pH a lieu. Nous émettons I'hypothése que I'application d’'une
polarisation au voisinage du potentiel d’électrolyse de I'eau permettrait un meilleur contréle de la
synthése. D’ol notre intérét a travailler en mode potentiostatique et a étudier I'effet de la variation
du potentiel de polarisation sur les caractéristiques des revétements de CaP et a déterminer le
potentiel optimal pour revétir de CaP le tissu de fibres de carbone. Les trois valeurs de potentiels
investiguées ont été choisies de part et d’autre du potentiel de réduction de I'eau, situé a -0,94 V /
Hg/Hg,S04, soit : -0,8 V, -1V et -1,2 V vs Hg/Hg,S04 pendant 6 h sans contrdle de la température (Figure
11-14).
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Figure 11-14 : Courbes électrochimiques de I'électrodéposition de CaP sur le KIP 1200° en appliquant un potentiel constant
de-0,8V,-1V,-1,2V.

Les trois courbes électrochimiques se subdivisent en trois zones distinctes. Une premiére zone se
caractérise par une augmentation rapide de l'intensité de courant (phase 1), ce qui indique le
chargement de la double couche électrochimique en surface du tissu de carbone et qui traduit une
formation rapide de la couche barriere de phosphate de calcium sur la surface des fibres de carbone.
Le processus est controlé par le phénomene de transfert d'électrons. La deuxiéme zone (phase 2)
montre un début de stabilisation de lintensité; ceci correspond a une étape de nucléation
correspondant a la création de sites préférentiels a la surface des fibres. Cette phase est contrélée par
un processus mixte de transfert d'électrons et de transport de masse. Enfin, une stabilisation de
I'intensité est atteinte aprés une heure correspondant a la croissance de I'hydroxyapatite a la surface

du substrat (phase 3) ; le processus est contr6lé majoritairement par le transport de masse.

Le gain de masse a ensuite été calculé pour chacune des trois synthéses et les valeurs sont

représentées sur la Figure II-15.

Gain de masse (%)

i {
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Figure 11-15 : Evolution du gain de masse du tissu KIP 1200® en fonction du potentiel appliqué a I'électrode (mode
potentiostatique).
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Lorsque le potentiel décroit de -0,8 V a-1,2 V, le gain de masse augmente pour enregistrer une valeur
maximale de 6 % a -1,2 V. Plus le régime d’électrolyse de I’eau est important plus le gain de masse est
élevé et caractérisé par une élévation rapide du pH au voisinage de la surface du tissu de carbone. Le

gain de masse reste relativement faible pour les 3 conditions de valeur de potentiel (inférieur a 10 %).

Les morphologies des revétements de CaP sont ensuite observées par MEB. La caractérisation des
échantillons par MEB a mis en évidence la formation d’un dép6t plaquettaire pour les trois valeurs de
potentiel et une trés grande disparité en épaisseur et en quantité (Figure 1I-16) des revétements de

CaP.

a) b)

Figure 11-16 : Images de MEB des revétements de CaP sur les fibres de carbone du tissu KIP 1200® obtenus a des valeurs
de potentiel de:a)-0,8V, b)-1,0Vetc)-1,2V.

Les échantillons synthétisés a -0,8 V (Figure 11-16 a)) se caractérisent par la formation d’un revétement
trés mince déposé en surface des fibres et une répartition non homogéne du revétement. L'épaisseur
est trés faible, de I'ordre de quelques nanomeétres, et le revétement est peu adhérent aux fibres. Dans
ces conditions opératoires le régime d’électrolyse est trés faible, ce qui peut expliquer la lenteur du

processus de dépbt, la réaction d’électrolyse étant la réaction clé lors de I'électrodéposition.

Les échantillons synthétisés a -1 V (Figure 1I-16 b)) présentent des caractéristiques différentes. La
répartition du revétement a la surface des fibres est trés homogene, I'épaisseur du revétement est
trés mince, de I'ordre de 0,5 um. A -1 V le revétement montre une trés forte adhésion aux fibres de
carbone, ce qui n’a pas été remarqué pour les autres valeurs de potentiel. L'adhésion n’est pas
mesurée, elle est uniquement évaluée empiriquement lors de la manipulation du matériau. Il est alors

impossible de séparer le revétement de CaP de la surface des fibres sans arracher ces derniéres.

A un potentiel de -1,2 V, un maximum de gain de masse est obtenu avec un recouvrement total des
fibres de carbone par le revétement de CaP. Il est constitué de plaquettes de taille inférieure a celles
observées précédemment et le revétement peut atteindre une épaisseur de 1,2 um. Le revétement
ainsi formé est tres dense avec la formation d’un grand nombre d’excroissances. Ces excroissances
sont constituées d’agglomérats de plaquettes et conduisent a introduire une rugosité de surface du

revétement.
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Les revétements de CaP ont également été caractérisés en MET (Figure 1I-17). Cependant, le
revétement synthétisé a -0,8 V n’a pu étre analysé faute de pouvoir récupérer suffisamment de

matiere.

Figure 1I-17 : Images MET des revétements de CaP synthétisés a un potentiel de :a)-1,0 Vet b)-1,2 V.

L'analyse MET des échantillons élaborés a potentiel constant montre, pour les 2 valeurs de potentiel,
des morphologies constituées essentiellement de plaquettes de type lamelles planes, déposées a plat
et de plaquettes/lamelles enroulées sur leurs extrémités. En effet, naturellement les plaquettes
lamellaires ont tendance a s’enrouler sur leurs bords. Aucune différence de microtexture n’est
observée entre les deux revétements de CaP. Les dimensions des plaquettes sont estimées entre 20 et

800 nm.

Au regard de ces résultats, c’est la polarisation en mode potentiostatique qui a été choisie, avec une
valeur de potentiel de -1 V qui sera appliquée pour la suite des synthéses de dép6t de CaP. En effet, la
polarisation a un potentiel de -0,8 V ne permet pas d’obtenir un revétement suffisamment recouvrant,
homogene et adhérent sur le tissu et les fibres de carbone. Concernant la polarisation a un potentiel de
-1,2 V, méme si elle permet la formation d’un revétement de plus grande épaisseur, les excroissances
créent des hétérogénéités et rugosités de surface. Les excroissances créent localement des ponts entre
les fibres qui entrainent soit, une perte de la flexibilité du matériau, soit, lors d’une action mécanique,
la formation de débris. La faible quantité du revétement obtenue lors de la polarisation a un potentiel
de -1 V peut étre optimisée en jouant sur d’autres paramétres tels que la température de I'électrolyte
lors du dépét de CaP. L’influence de ce paramétre sur la nature du revétement de CaP n’avait pas été
envisagée dans les travaux antérieurs. On peut cependant noter que, lors des études citées dans la
littérature, les expériences de sono-électrodéposition sont réalisées a une température constante
comprise entre 37 °C et 70 °C, quel que soit le type de substrat [36,154-157]. On peut également
signaler une étude qui a montré que le dépét d’un revétement de CaP sur une plaque de titane par
électrodéposition a une température inférieure a 37 °C a entrainé la formation d’une phase amorphe

de CaP [154].
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B.2.3. Influence de la température de |’électrolyte
Cette partie est consacrée a I’étude de I'effet de la variation de la température de I’électrolyte sur les
caractéristiques structurales et physico-chimiques des revétements de CaP synthétisés a un potentiel
de -1 V pendant 6 h. Sans contrble de la température, celle-ci évolue de 22-25 °C (température
ambiante) a 40-45 °C sous l'effet des ultrasons. Afin, d’étudier I'influence de la température, cette

derniere est fixée a 50, 60, 70 ou 80 °C avant chaque synthése et controlée pendant toute la durée de

chaque synthese.

La courbe de la Figure 11-18 illustre la variation du gain de masse du tissu KIP 1200® en fonction de la
température de I'électrolyte pour les synthéses réalisées a 50, 60, 70 et 80 °C pour des conditions

expérimentales de polarisation identiques (valeur de potentiel de -1 V).

Gain de masse (%)
.
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Figure 11-18 : Evolution du gain de masse de CaP sur le tissu KIP 1200°® en fonction de la température de I’électrolyte, a
une valeur de potentiel de -1 V.

Le gain de masse de CaP augmente avec la température de |'électrolyte jusqu’a atteindre un maximum
de 6,5 % a 70 °C. A 80 °C une légére diminution du gain de masse est observée avec une valeur se
situant a 5 % environ. Cette diminution de la prise de masse peut s’expliquer par un changement de la
composition de I'électrolyte au cours de cette synthese. En effet, a partir de 80°C une importante
évaporation de I'électrolyte est observée en comparaison aux autres températures de synthése. De
plus, une partie du tissu de carbone n’est plus totalement immergée dans I'électrolyte. Ceci conduit a

un manque de revétement de CaP sur la partie non immergée du tissu de carbone.

Pour les 4 températures de I'électrolyte, les images MEB montrent que le revétement de CaP est
homogene sur I'ensemble du tissu (sauf a I'une des extrémités des échantillons synthétisés a 80 °C,
voir commentaire ci-dessus) ainsi que sur I’'ensemble des fibres avec une morphologie du revétement

de CaP de type plaquettaire (Figure 1I-19).
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A la température de 70°C, le gain de masse le plus important est obtenu. Le revétement de CaP est
homogene et déposé uniquement sur les fibres, et non pas dans les porosités inter-méches de fibres.
Les images de MEB (Figure II-19) montrent qu’a cette température la morphologie est toujours
constituée de plaquettes, mais elles sont de plus grande taille. Ces observations indiquent qu’a 70 °C
la vitesse de croissance des particules est plus rapide [158]. Ceci peut s’expliquer par une plus grande
mobilité des especes (précurseurs) qui entraine une forte probabilité d’interactions. Néanmoins, cette
déduction est valable uniquement jusqu’a cette température. En effet, a 80 °C, les plaquettes

observées sont de plus petite taille.

50°C

60 °C

70°C

80°C

a) b) c)

Figure 11-19 : Images MEB des revétements de CaP déposés sur le KIP 1200® aux différentes températures de synthése
pour des grandissements de : a) x3000, b) x10 000 et c) x20 000.

De ces résultats il en résulte que la température de 70°C a été sélectionnée pour la suite des synthéses.
Il est a noter que des températures supérieures a 37 °C ont déja été utilisées pour des procédés
d’électrodéposition d’hydroxyapatite sur carbone [36,159]. Nos résultats sont cohérents avec ceux de

la littérature.
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B.2.4. Conclusion

Les parametres de synthese qui ont été optimisés et qui seront utilisés pour la suite de cette étude
sont :

- Concentration des précurseurs : [Ca] =5 mmol/L et [P] = 3 mmol/L

- pHinitial : 4,8

- Polarisation cathodique en mode potentiostatique : -1 V / Hg/Hg>S04

- Durée de polarisation: 6 h

- Température de I'électrolyte : 70 °C

- Ultra-sons : fréquence de 35 KHz et puissance délivrée de 30 %
Les cinq différents matériaux hybrides élaborés a différentes densités de courant (-25, -50, -75 et - 270
mA/g) et a potentiel constant (-1 V) par dép6t de CaP sur le tissu KIP 1200® ont été photographiés dans

les mémes conditions afin de pouvoir étre comparés (Figure 11-20).

b) c) d) e)

Figure 11-20 : Photographies des différents matériaux hybrides (appareil photo numérique).
a) Tissu KIP 1200® brut b), c), d) et e) matériaux hybrides synthétisés a -25 mA/g, -75 mA/g, -270 mA/g et -1,0 V
respectivement.

a)

La photographie e) de la Figure 11-20 correspond a la synthése optimisée lors de ce travail. Elle montre
un revétement de CaP recouvrant de maniére homogene I'ensemble du tissu, contrairement aux
syntheéses a faible et a forte densités de courant (photographies a) et d)). |l apparait également comme
étant plus homogéne que celui obtenu a densité de courant intermédiaire (-75 mA/g, revétement
considéré comme homogéne dans les travaux antérieurs [6,8]). Les différences majeures entre ces
deux revétements « homogénes » (densité de courant intermédiaire de -75 mA/g et potentiel constant
de -1 V) résident essentiellement sur I'homogénéité de I'épaisseur du dépot de CaP et sur les

propriétés d’adhérence du revétement.

Le revétement de CaP obtenu a potentiel constant est nettement plus adhérent a la fibre et recouvre

de maniere totalement homogéne la surface des fibres et du tissu, ce qui répond aux objectifs fixés.
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B.3. Influence du substrat
Une fois les parameétres expérimentaux de sono-électrodéposition optimisés, la synthese du
revétement de CaP a été réalisée sur le second substrat, le FM 50K®, afin d’étudier 'influence d’un
autre tissu de fibres de carbone qui differe par sa chimie de surface (taux plus élevé de fonctions
oxygénées acides, d’ou un substrat plus hydrophile), sa compacité plus élevée et la présence d’un

ensimage a sa surface.

En tout premier lieu, les courbes électrochimiques (évolution de I'intensité du courant en fonction de
la durée de polarisation, a potentiel constant de -1 V) ont été comparées afin de vérifier que le
changement de substrat n’a pas d’incidence sur la synthese de CaP. Les courbes électrochimiques sont
identiques, ceci indique que les deux tissus de fibres de carbone ont des caractéristiques similaires en
tant que collecteur de courant. Il s’ensuit que les mémes réactions chimiques et électrochimiques sont

mises en jeu lors de la synthese de CaP sur ces deux tissus de fibres de carbone (Figure 11-21).

Substrat : KIP1200
— Substrat : FM50K
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Figure 11-21 : Comparaison de I'évolution de I'intensité du courant en fonction de la durée de polarisation a -1 V pour les
deux tissus de fibres de carbone KIP 1200® et FM 50K®.

Le gain de masse du revétement de CaP a été évalué pour chaque tissu en moyennant le gain de masse
sur dix échantillons de matériaux hybrides obtenus dans les mémes conditions. Pour ce faire, les
expériences sur les deux substrats ont été conduites en méme temps dans le méme bain a ultrasons
avec la méme solution précurseur. Les résultats montrent un gain de masse identique pour les deux
substrats de 6,5 + 0,9 % dans le cas du KIP 1200°® et de 6,5 + 0,6 % dans le cas du FM 50K®. Malgré une
surface spécifique 2 fois plus élevée pour le KIP 1200°® et des volumes poreux un peu plus importants,

aucune incidence de ceux-ci n’agit sur les régimes de dégagement gazeux lors de |'électrolyse de I'eau.

Il a également été effectué une analyse de la composition chimique des revétements de CaP par IRTF.

Les spectres IRTF du domaine v et L3 des phosphates montrent, pour les revétements de CaP déposés
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a potentiel constant sur les deux substrats, des spectres superposables (Figure 11-22). Une description

en détail du spectre complet d’un revétement de CaP par IRTF est présentée dans la partie suivante.

Substrat : KIP1200
Substrat : FM50K

Adsorbance (a.u.)

T T T T T T T T T 1
1150 1100 1050 1000 950 900
Nombre d'onde (cm™)

Figure 11-22 : Influence du substrat sur le spectre IRTF pour le domaine v; et v; des phosphates.

L'ensemble de ces résultats tend a démontrer que les revétements de CaP synthétisés sur les deux
substrats a potentiel constant de -1 V ont des compositions chimiques tres proches. Concernant
I’'homogénéité des revétements, les images MEB montrent que les fibres en surface des deux tissus
sont completement recouvertes de CaP de facon homogéne. On observe aussi quelques petites
excroissances pour les 2 tissus de carbone mais aucun comblement entre deux fibres n’est observé
(Figure 11-23 a) et b)). A fort grandissement (x10 K), pour les deux tissus, les revétements de CaP sont
constitués uniquement de plaquettes de dimension similaire, de quelques centaines de nanometres

(Figure 11-23 @’) et b’)).

Figure 1I-23 : Images MEB d’un revétement de CaP synthétisé par sono-électrodéposition a -1 V sur deux différents
substrats : a), a’) KIP 1200°® et b) b’) FM 50K®.
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Dans le cas du FM 50K®, certaines plaquettes de CaP semblent étre de plus grande taille. Ces plaquettes
de CaP appartiennent a une excroissance. Les plaquettes des excroissances sont synthétisées dans un
deuxieme temps, a la surface du revétement. L’hypothése émise quant a leur formation est la

suivante :

- Une premiére « couche » de dép6t de CaP bien couvrante est créée a partir de points de
nucléations en surface de la fibre et sert de support pour la croissance de nouvelles plaquettes.
Ces nouvelles plaquettes possedent initialement une base de dimension importante qui

s’élargirait au fur et a mesure de la croissance.

On peut signaler aussi I'analyse faite par diffraction des rayons X des revétements de CaP déposés sur
chaque type de tissu. Les données de I'analyse des diffractogrammes montrent la présence d’une seule
phase, I'hydroxyapatite. Dans le Tableau Il-6 sont reportées les valeurs en 26° (AKo. Cu = 0,154056 nm)
des principales réflexions observées correspondant a I’hydroxyapatite. La comparaison des positions

des réflexions montre que la méme phase de CaP est déposée sur les deux tissus.

Tableau II-6 : Position en 20° (AKo. Cu = 0,154056 nm) des principaux pics de diffraction des revétements de CaP déposés
sur les deux substrats, KIP 1200® et FM 50K®.

(002) (211) (112) (300)
Substrat Position en 20°
KIP 1200® 26,11 32,04 32,49 33,16
FM 50K® 26,11 31,98 32,45 33,13

Cette étude préliminaire a mis en évidence que les deux substrats utilisés, KIP 1200® et FM 50K®, n’ont
pas d’influence sur les caractéristiques du revétement de CaP. Dans la section suivante, les résultats
des caractérisations détaillées du revétement de CaP formé sur le tissu de fibres de carbone FM 50K®

dans les conditions opératoires optimisées seront exposés.
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C. Caractérisation du revétement de phosphate de calcium déposé sur le tissu

de fibres de carbone FM 50K® par sono-électrodéposition a -1V

Les caractérisations physico-chimiques du revétement de CaP sont réalisées directement sur le
revétement (ou sur la poudre de ce revétement) et/ou sur le matériau hybride dont le substrat est le
tissu de fibres de carbone, FM 50K®. Ce dernier a été sélectionné en raison de ses caractéristiques
physico-chimiques (voir paragraphe A de ce chapitre) et de sa meilleure biocompatibilité

(Cf. Chapitre IV.).

Pour rappel, le revétement de CaP est synthétisé par sono-électrodéposition en mode
potentiostatique a-1V durant 6 h a 70 °C. La concentration de la solution d’électrolyte est de 5 mmol/L
et 3 mmol/L en précurseurs de calcium et phosphates respectivement, pour un pH initial de 4,8. La

fréquence des ultrasons appliquée est de 35 kHz pour une puissance délivrée de 30 %.

C.1. Homogénéité du revétement de CaP
Afin d’observer la profondeur du revétement de CaP au sein du tissu de fibres de carbone, des coupes
du matériau hybride ont été réalisées par cryofracture. Pour ce faire, deux coupes perpendiculaires
ont été effectuées au centre du tissu afin d’observer le revétement selon deux directions,
parallélement et perpendiculairement a la direction de tissage. Ces sections transversales de fibres ont

ensuite été caractérisées par MEB dans les conditions habituelles d’observations (Figure II-25).

1 coupe =

Figure 11-24 : Coupes transversales réalisées par cryofracture sur le tissu de carbone FM 50K®.

Les images de MEB permettent, dans un premier temps, d’estimer I'épaisseur du matériau hybride,
qui est d’environ 600 um (Figure [I-25). Dans un second temps, elles permettent également de
confirmer les observations faites a I'ceil nu (Figure 11-20), a savoir, la présence d’un revétement

recouvrant, de facon homogéne, la totalité des deux faces du tissu. Ce recouvrement se fait
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uniquement la surface des fibres, sans pont de CaP entre elles. En effet, les sections transversales
montrent que le dépo6t de CaP recouvre uniquement I'ensemble des fibres, une a une (Figure 11-25). Ce
type de revétement, sans « ponts » entre les fibres, permet de préserver la flexibilité originelle du

substrat.

Figure 11-25 : Images de MEB de deux coupes transversales, perpendiculaires entre elles, du matériau hybride (FM
50K®/CaP) réalisées par cryofracture.

Les images MEB montrent également que le revétement de CaP n’est pas uniquement présent en
surface du tissu. En effet, le revétement ne se limite pas a envelopper les fibres qui se situent a la
surface du tissu, mais il recouvre également toutes les fibres a la surface d’'une méche (en rouge sur la

Figure 1I-26). Seul le coeur des meches posséde des fibres non revétues (Figure 11-26 c)).

Fibres
nues

Figure 11-26 : Images de MEB des méches de fibres de carbone du matériau hybride aprés cryofracture, a grandissement
a) x100, b) x300 et c) x7000.
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Ces images montrent qu’il sera difficile pour I'électrolyte d’accéder au coeur des meches de fibres de
carbone. En conséquence, trop peu de précurseurs de CaP se retrouvent au contact de la surface des

fibres au coeur de ces méches pour pouvoir précipiter et former un revétement de CaP.

Al’échelle de la fibre, une fibre de carbone revétue de CaP possede une forme cylindrique. Cependant,
elle est initialement lobée (Figure 11-27). Cette différence de morphologie entre la fibre nue et celle
recouverte vient du fait que le revétement s’adapte et compense la morphologie lobée de la fibre. Ce
qui conduit, au sein d’'une méme fibre, a une différence d’épaisseur du revétement de CaP. La variation
d’épaisseur est comprise entre 1,3 et 1,7 um pour toutes les fibres et dépend de la morphologie de
chaque fibre. Cette différence d’épaisseur est intrinseéque a la morphologie de la fibre et identique sur
tout le tissu. A noter que, lors des syntheses réalisées a courant constant, la variation de I’épaisseur
du revétement dépendait de la zone du tissu analysée. C'est pourquoi, I'épaisseur du revétement de

CaP synthétisé a -1 V est considérée comme plus homogene qu’a courant constant.

Figure 11-27 : Images de MEB, apres cryofracture, de fibres du tissu FM 50K® recouvertes du revétement de CaP synthétisé
par sono-électrodéposition a un potentiel de -1 V.

Pour résumer, le revétement de CaP synthétisé a un potentiel -1 V recouvre de facon homogéne les
fibres de carbone en surface du tissu FM 50K®. Le revétement recouvre également les fibres en surface
des méches dans la profondeur du tissu. L’épaisseur du revétement de CaP, estimée par MEB a partir
de coupes réalisées par cryofracture, est comprise entre 1,3 et 1,7 um. Pour rappel, le gain de masse

di au CaP ainsi déposé représente environ 6,5 %.
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C.2. Caractérisations texturales du matériau hybride — Influence du revétement

de CaP
Les caractérisations texturales du matériau hybride sont réalisées afin de comparer les données avec
celles du tissu brut (FM 50K®). Pour ce faire, les caractérisations par adsorption d’azote a 77 K ont été

réalisées et sont comparées a celles présentées précédemment (Cf. Chapitre II. A.2.2.).

Les courbes de distribution en tailles de pores sont reportées sur la Figure 11-28 :
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Figure 11-28 : Distributions en tailles de pores du FM 50K® et du matériau hybride FM 50K®+CaP, obtenues par application
de la méthode de calcul DFT.

Les courbes montrent que le revétement de CaP ne modifie que trés peu la microporosité. En effet,
une distribution de taille de pores étroite, ainsi qu’une taille de micropores centrée autour de 1 nm,
sont toujours observées. Lorsque les données d’adsorption de N, a 77 Ksont comparées (Tableau II-7),
tres peu de différences sont observées entre le FM 50K® brut et le FM 50K® recouvert de CaP. En effet,
seule la surface BET augmente dans le cas du matériau hybride, augmentation probablement liée a
I’'hétérogénéité de surface du revétement de CaP. L'application de la méthode Dubinin- Radushkevish
(DR) pour la détermination du volume microporeux confirme les résultats obtenus par la méthode de
simulation DFT (differential functional theory) avec des volumes de micropores similaires pour les deux

matériaux.
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Tableau II-7 : Caractérisation par adsorption de N2 a 77 K des matériaux FM 50K® et FM 50k®+CaP.

Vmeso Vmicro Vmicro
SBET
TFC (N2, DFT) (N2, DFT) (N2, DR)
(m?/g) . . ,
(cm?/g) (cm?/g) (em?/g)
FM 50K® 898 0,07 0,41 0,41
FM 50K®+-CaP 980 0,10 0,45 0,46

Pour conclure, le revétement de CaP déposé a la surface du tissu de carbone FM 50K® modifie que tres
peu les caractéristiques texturales du tissu. Le matériau hybride possede une surface spécifique BET
plus élevée, mais des volumes poreux trés similaires. La porosité des deux matériaux est principalement
constituée de micropores avec un trés faible pourcentage de mésopores. Le revétement de CaP
n’impacte pas la texture du matériau carboné qui conserve sa microporosité, elle est primordiale pour

permettre :

- Padsorption de principes actifs (Cf. Chapitre Ill.),
- les échanges de fluides biologiques (Cf. Chapitre IV. et V.).
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C.3. Caractérisations physico-chimiques du revétement de CaP

C.3.1. Caractérisation du revétement de CaP par spectroscopie infrarouge a

transformée de Fourier (IRTF).
Les analyses IRTF ont été effectuées sur un spectrometre Nicolet 6700 dans une gamme spectrale
comprise entre 400 cm™ et 4000 cm™?, en mode transmission, en réalisant une dispersion du matériau
hybride analysé dans des pastilles de bromure de potassium (KBr) a hauteur de 1 % en masse
(Cf. Annexe 6). Il est important de signaler la difficulté de réaliser des mesures par IRTF sur des
échantillons riches en carbone compte tenu de la forte absorption du carbone par le faisceau IR, ce qui

induit une perte de sensibilité (rapport signal/bruit) accentuée par une dérive de la ligne de base.

Les spectres IRTF du revétement de CaP déposé par sono-électrodéposition a -1V a la surface du tissu
de carbone FM 50K® sont donnés sur la Figure 11-29. Les attributions des principales bandes

d’absorption IR sont figurées sur les spectres.

v,(PO,)
_ c) B [ 1
a) — | b)
5 3
3 3
@ @
(%) o -
= =
[ [}
2 2
[} o
2 8 7
< <
T T T T T T T T T T 1 T T T 1
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400 625 600 575 550 525
Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)
] v,(PO,)
c) a0
o ©
2 2
@ @
g2 | 2
g v4(PO,} 2
5 G
w w
Ko} o
< <
1 v,{CO,) + HPO, >
T T T T T T T T T T T 1 T T T T T 1
1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950 900 B850 800 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300
Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)

Figure 11-29 : Spectres IRTF du revétement de CaP déposé par sono-électrodéposition a -1 V sur le tissu FM 50K® : a) spectre
total, b) spectre v, des phosphates, c) spectre v;-03des phosphates et d) spectre vs; des carbonates.
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Le premier spectre IRTF (Figure 11-29 a)), correspond au spectre global du revétement. Ce spectre est
caractéristique d’une hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée [160]. Ci-aprés seront
décrites ses particularités. Le spectre peut se découper en quatre grandes zones, caractéristiques des
signatures des phosphates et parfois des carbonates. Les quatre zones sont reportées dans le Tableau
1I-8, ainsi que l'attribution des bandes permettant de déterminer les phases en présence. Les

caractéristiques de chaque zone sont décrites ci-dessous.

Tableau II-8 : Description des attributions des bandes IRTF du revétement de CaP.

Position des bandes
Zone Assignation
Nombre d’onde (cm)

1 (Figure 11-29 b)) 450-800 L4 (PO4)
2 (Figure 11-29 c)) 800-1300 L1-V3 (PO,)
3 (Figure 11-29 d)) 1300-1600 s (CO3)
4 (Figure 11-29 a)) ~1600 et 2500-3700 H,0

La premiére zone, spectre compris entre 520 et 720 cm™ est représentée sur la Figure 11-29 b). Le
spectre IRTF montre les bandes caractéristiques vs des phosphates apatitiques. La double bande a 566
et 603 cm™? et I'épaulement a 580 cm™ sont attribués & leur déformation angulaire, tandis que
I’épaulement a 633 cm™ est attribué au mode de vibration des OH™ apatitiques. La convolution des
premiéres bandes caractéristiques v4 est présentée dans la Figure 11-30. En plus des bandes vs POs* et
OH-apatitiques apparaissent d’autres bandes caractéristiques de phosphates non-apatitiques (617 cm’

1), ainsi que celles des HPO4? apatitiques (545 cm™) et non-apatitiques (535 cm™).
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HPO,?

4 -ap

HPO,?
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|

640 620 600 580 560 540 520 500
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Figure 11-30 : Décomposition des bandes v, des phosphates et attribution des bandes caractéristiques du spectre IRTF du
revétement de CaP déposé sur le tissu FM 50K®.
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La seconde zone (Figure 11-29 c)) correspond a la bande la plus intense centrée a 1036 cm™, ainsi qu’a
I’épaulement & 1094 cm™, qui sont attribués au mode de vibration vs des PO, apatitiques. Le mode
v; des PO, est repéré par la bande de faible intensité située a 962 cm™. La bande d’absorption a
873 cm}, de trés faible intensité, peut étre également attribuée aux ions HPO42™ et/ou aux ions CO3%

en position de substitution de type A et/ou B, voire des carbonates labiles (carbonates de surfaces).

La troisieme zone, correspondant au domaine vs; des carbonates, permet de déterminer le type de
substitution des carbonates. Cette zone est détaillée sur la Figure 11-29 d). La bande d’adsorption
étendue observée entre 1410-1445 cm™ est caractéristique d’une carbonatation de type B, tandis que
celle comprise entre 1445-1470 cm™ est caractéristique d’une carbonatation de type A, B. Les deux
bandes centrées autour de 1500 et 1560 cm™ sont quant a elles caractéristiques d’une substitution A2,
c’est-a-dire d’une substitution A possédant une orientation alternative dans le tunnel apatitique [161].
Enfin, la bande centrée & 1545 cm™ est caractéristique d’une substitution de type A. Deux épaulements
sont également observés vers 1415 et 1480 cm™ (indiqués par des fleches bleus). Ils pourraient étre
attribués a des ions carbonates non-apatitiques. |l est également important de noter la bande fine et
intense des nitrates aux alentours de 1383 cm™ qui est due, a la fois, a la présence de nitrates liés au

précurseur, mais également aux nitrates liés a une contamination du KBr.

Lorsque le spectre est observé sur toute la gamme (Figure 11-29 a)), une quatriéme zone s’étend de
1600 a 4000 cm™. Les bandes larges situées entre 1600 et 1800 cm™, ainsi qu’entre 2500 et 3700 cm

sont dues, respectivement, a de I'eau de structure et a de I'eau adsorbée.

Le spectre IRTF du revétement de CaP est caractéristique d’une CDA carbonatée biomimétique. En
effet, la déconvolution des bandes caractéristiques de vs des phosphates montre la présence d'OH-
apatitiques, de PO,> non-apatitiques et également de HPO,> apatitiques et non-apatitiques typique
d’une apatite biomimétique. De plus, les bandes v et v3des phosphates décrites précédemment sont
caractéristiques d’'une CDA. Enfin, la présence des bandes vs; des carbonates indique une

carbonatation de type A, B.

En résumé, le revétement de CaP déposé sur le tissu de fibres de carbone FM 50K® par sono-
électrodéposition a un potentiel de -1 V est une hydroxyapatite déficitaire en calcium carbonatée de
type A, B. Cependant, une partie des carbonates pourrait également étre attribuée a I’existence d’une
ou plusieurs phases de carbonates de calcium, telles que I'aragonite, la vatérite ou la calcite. Afin
d’identifier les phases cristallographiques, le revétement de CaP a été caractérisé par diffraction des

rayons X (DRX).
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C.3.2. Caractérisation du revétement de CaP par diffraction des RX
La DRX a été réalisée en mode transmission sur équipement INEL® directement sur le matériau hybride
(FM 50K®+CaP), a I'ICMN et en collaboration avec le CEMHTI. L'appareil de diffraction possede un
générateur XRG 3000 2kW connecté a une source de cuivre qui fournit un faisceau de rayons X dont la
longueur d’onde est Akocy = 0,154056 nm. Le détecteur courbe est du type CPS 120. La durée
d’acquisition des diffractogrammes est de 3 h (Cf. Annexe 7). Les diffractogrammes du TFC (FM 50K®)

et du matériau hybride élaboré par sono-électrodéposition a -1 V sont représentés sur la Figure 11-31.
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Figure 11-31 : a) Diffractogrammes du substrat (en noir) et du matériau hybride (en rouge) (AKa. Cu =0,154056 nm). b)
Diffractogramme d’un carbone désordonné de structure turbostratique [162]. c) Diffractogramme du HAP commerciale
(Sigma, CAS No. 12167-74-7).

Le diffractogramme du tissu de carbone (FM 50K®) montre des réflexions caractéristiques d’un
matériau carboné de structure tres désordonnée. Pour comparaison sur la Figure 11-31 est donné le
diffractogramme d’un carbone désordonné de structure turbostratique [162]. Le diffractogramme du
tissu de carbone (FM 50K®) présente une réflexion (002) tres large, située aux alentours de 20 = 23° ce
qui correspond a un doo; voisin de 0,386, et de fait une réflexion (004) trés peu intense a 26 ~ 50° ainsi

que la réflexion qui correspond a la bande (10) a 26 ~ 45°,

Pour rappel, le FM 50K® est un tissu de fibres de carbone qui a subi un traitement d’ensimage a base
d’aluminium et de zinc, d’'ou la présence de réflexions supplémentaires qui correspondent a la

structure de I'aluminate de zinc (JCPDS 39-473).

Sur le diffractogramme du matériau hybride, les autres réflexions correspondent a celles du

revétement de CaP. Elles ont été indexées en référence avec la fiche JCPDS 74-0556 de |’hydroxyapatite
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stoechiométrique (HAP) de structure hexagonale dont le diffractogramme est donné sur la Figure
11-31 c). Les réflexions correspondant aux 10 pics de diffraction les plus intenses observés sont données

dans le Tableau II-9 et comparées aux valeurs de I'HAP :

Tableau 11-9 : Position en 20° (AKo Cu = 0,154056 nm) des principales réflexions du revétement de CaP synthétisé par sono-
électrodéposition a -1V et de ’HAP.

(002) (210) (211) (112) (300) (202) (130) (222) (213) (004)

20°

26,09 29,13 31,98 32,59 33,15 34,28 40,09 47,03 49,87 53,62
(CaP)
20°

25,88 28,92 31,77 32,20 32,90 34,06 39,79 46,69 4949 53,22
(HAP)

Par rapport a la structure de I'HAP stcechiométrique, on observe un décalage général en 26° des
positions des réflexions vers les plus grands angles, ce qui signifie que le revétement de CaP ne
correspond pas a une HAP stcechiométrique. Ce qui a été démontré dans le paragraphe précédent

avec les données d’IRTF et ce qui est confirmé en DRX.

Le décalage en 20° des positions des réflexions est souvent attribué a une carbonatation de type B. Les
carbonates possedent un volume stérique plus faible que les phosphates qui conduit a une diminution
du volume de la maille qui se traduit en DRX par un décalage des pics aux grands angles [163]. De plus,
toujours comparé au diffractogramme de [|'hydroxyapatite stoechiométrique, on observe un
élargissement des pics de diffraction ce qui est caractéristique d’un désordre cristallin (diminution de
la cristallinité). Ce désordre est d( a la non-stcechiométrie de I'hydroxyapatite qui résulte des
substitutions des ions phosphates et hydroxydes par les ions carbonates [163], mais également de la

dimension nanométrique des domaines cristallins [164].

Pour conclure sur I'apport de la diffraction des RX a la caractérisation structurale du revétement de CaP
déposé en surface du tissu de carbone, sa structure correspond a des nanocristaux de CaP de structure
apatitique (structure hexagonale, de groupe P63/m), non-stcechiométrique et carbonatée. Les
diffractogrammes ne présentent aucune phase secondaire, hormis celles du carbone et de I'ensimage
(aluminate de zinc). On peut en déduire que les carbonates présents dans le revétement de CaP sont

uniquement issus de la substitution de I'apatite.
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C.3.3. Caractérisation du taux de carbonate dans le revétement de CaP
Le taux de carbonate présent dans le revétement de CaP a été quantifié par désorption a température

programmée (DTP ou TPD en anglais) (Cf. Annexe 8) et par IRTF (Cf. Annexe 6).

Dans le cas présent, la DTP consiste a traiter thermiquement (jusqu’a 1200 °C) le matériau hybride
sous flux d’hélium. L’analyse des gaz de décomposition (H,0, CO et CO;) par spectroscopie de masse
permet de remonter au taux de carbonate dans le revétement. En effet, aprés avoir soustrait la
contribution des groupes de surface du tissu de fibres de carbone, il est possible d’obtenir les profils
de dégagement du CO et du CO; provenant des carbonates du revétement. En parallele, les profils de
dégagement du CO et du CO;, d’un étalon sont réalisés, dans notre cas le carbonate de calcium (Sigma,
CAS No. 471-34-1) sert de référence. A partir de ces profils de dégagements de gaz, le taux de
carbonate présent dans le revétement de CaP élaboré par sono-électrodéposition a -1 V peut étre

déduit.

Cependant, un des désavantages de la DTP est un temps d’analyse relativement long (une mesure, soit
un échantillon, par jour). Afin d’obtenir le taux de carbonate d’une apatite plus rapidement, I'IRTF peut
étre utilisée [65]. Grunenwald et al. ont validé une méthode de quantification des carbonates dans les
apatites par IRTF. Pour ce faire, ils ont démontré I'existence d’un lien entre le taux de carbonate et

I'aire sous les bandes v3 des carbonates et v;L3 des phosphates. La relation est donnée par I’équation :

[Aire v3(C03)]

wt. % CO3 X[A1re1)103(P04)]

+ 0,0843

A partir de cette relation, nous avons déduit le taux de carbonate contenu dans le revétement du
matériau hybride et comparé aux résultats obtenus par DTP. Les résultats sont regroupés dans le

Tableau 11-10 :

Tableau II-10 : Quantification du taux de carbonates par DTP et IRTF.

DTP IR-TF

CO; (wt. %) 2,3-5,5 1,8-5,5

Les conditions de synthése ne permettent pas un controle du taux de carbonatation, ce qui explique
la variation importante du pourcentage de carbonates selon les échantillons analysés (différents
revétements élaborés par sono-électrodéposition a -1 V). Néanmoins, le taux de carbonates dans le
revétement ne dépasse jamais les 6 % en masse (et est toujours supérieur a 1 %). Afin d’avoir un
contrdle sur le taux de carbonatation, il faudrait travailler sous atmosphére inerte et/ou en présence

de CO, afin de contrdler la source de carbonates et de voir comment celle-ci influence le taux de
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carbonates incorporés dans la structure. |l serait ainsi envisageable, soit de limiter la carbonatation,

soit de la contrdler.

La composition chimique du revétement, hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée de
type A, B, posséde un taux de carbonate variable mais toujours compris entre 2 et 5,5 %. Pour
information, le taux de carbonate dans les os humain varie entre 3,5 et 7,4 % [52]. Le taux de carbonate
est donc un paramétre qui devra étre contrélé afin d’obtenir des matériaux hybrides élaborés par sono-

électrodéposition a -1 V ayant une composition chimique toujours identique.

C.3.4. Caractérisation morphologiques et microtexturales du revétement de CaP
synthétisé a -1V
Afin d’accéder a la morphologie et a la microtexture du revétement de CaP synthétisé par sono-

électrodéposition a -1 V, une étude par microscopies électroniques MEB et MET a été réalisée.

Dans un premier temps, nous avons étudié la morphologie du revétement de CaP par MEB. Les images,
réalisées a différents grandissements (Figure 11-32), montrent un revétement de CaP se présentant
sous la forme d’un enchevétrement de plaquettes de dimension inférieure au micrométre (Figure
11-32 d)). Comme décrit précédemment, le revétement de CaP recouvre les fibres de carbone sur toute

leur longueur et de facon uniforme et homogene (Figure 11-32 a) et c)).

Figure 11-32 : Images de MEB : a) du tissu FM 50K® ; b), c) et d) du revétement de CaP synthétisé par sono-électrodéposition
a -1V déposé sur le tissu de carbone FM 50K® a grandissement x1 K, x3 K et x10 K respectivement.
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Dans un second temps, le revétement de CaP est récupéré par grattage du tissu de carbone, puis il est
broyé en poudre, déposé sur une grille en cuivre et observé en MET (voir préparation des échantillons
en Annexe 9). Les images de MET confirment la microtexture de type plaquettaire du revétement de
CaP. On observe en MET que les plaquettes sont constituées d’assemblages de particules lamellaires
de CDA carbonatée. Leur dimension est de quelques dizaines a quelques centaines de nanomeétres
(Figure 11-33). Ces particules lamellaires sont, soit planes, quand elles restent parfaitement posées a
plat (carré bleu de la Figure 1I-34 a)), soit elles s’enroulent sur leurs extrémités. Ces enroulements se
traduisent par des contrastes plus foncés sur les images, du fait d’'une épaisseur de matiére légérement
plus importante qui doit étre traversée par le faisceau d’électrons (Figure 11-33 et Figure 1I-34 a),

particules indiquées par des fleches blanches).

Figure 11-33 : Images de MET des empilements de particules lamellaires constituant le revétement de CDA synthétisé par
sono-électrodéposition a -1 V.

En réalisant des images a plus haute résolution (HR-MET) des bords des particules lamellaires
enroulées (les particules lamellaires sont alors vues sur leur tranche), on observe qu’elles sont
constituées d’empilements de feuillets élémentaires (Figure 11-34 a)et c)). Il faut que ces feuillets aient
une bonne orientation par rapport au faisceau incident, qu’ils soient exactement sous I'angle de Bragg,

pour pouvoir étre observés (Figure 11-34 c)).

A partir de ces images HR-MET, il est possible d’identifier les familles de plans réticulaires
correspondant aux franges de réseau observées, en réalisant des transformées de Fourier sur
différentes zones d’intérét de I’échantillon. Un exemple de transformée de Fourier, réalisée sur une

particule lamellaire de la Figure 11-34 a), est illustrée sur la Figure 11-34 b).
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Figure 11-34 : a), c) Images de HR-MET des particules lamellaires de CaP, visualisées posées a plat et vues sur leur tranches.
b) Transformée de Fourier des particules lamellaires et réflexions correspondantes. f) Représentation de la structure
hexagonale P63/m de I’hydroxyapatite.

Les distances interplanaires sont déterminées a partir des transformées de Fourier des images des
particules lamellaires. Elles ont été reportées dans le tableau II-11. Ces distances réticulaires calculées
ont ensuite été comparées a celles de I'HAP (fiche JCPDS 74-0566, Cf. Annexe 10). Les distances
calculées sont proches des distances réticulaires attribuées aux familles de plans de I’'HAP. Les données

sont regroupées dans le Tableau 1l-11 :

Tableau 11-11 : Comparaison des distances interplanaires calculées a celles de ’'HAP (fiche JCPDS 74-0566) et familles de
plans correspondant.

d(A) calculée 8,13 5,33 3,87 2,82
d(A) HAP 8,16 5,26 3,89 2,81
Plan (100) (101) (111) (211)
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Un exemple de diagramme de diffraction électronique a aire sélectionnée (DEAS) de ces empilements
de particules lamellaires est donné sur la Figure 1I-35. La zone de I'image analysée est d’environ de 300
nm. Le digramme DEAS correspond a un diagramme de « poudre » avec des réflexions de Bragg
ponctuées. La diffraction électronique est caractéristique de particules cristallisées en désordre

azimutal.

Figure 11-35 : Diagramme de diffraction électronique a aire sélectionnée (DEAS) de particules lamellaires du revétement de
CaP synthétisé par sono-électrodéposition a -1 V.

Les distances réticulaires des principales réflexions ont été déterminées et sont comparées a celles de
I’'HAP (fiche JCPDS 74-0566). Les données sont reportées dans le Tableau II-12, ainsi que les familles de

plans (hkl) correspondant.

Tableau 11-12 : Comparaison des distances interplanaires déterminées a partir diagramme DEAS a celles de 'HAP
(fiche JCPDS 74-0566) et familles de plans correspondant.

dnu(A) calculée 3,42 3,13 2,77
dna(A) HAP 3,44 3,17 2,78
Plans (hkl) (002) (102) (112)

Les images de MET réalisées a haute résolution ont permis de mettre en évidence que le revétement de
CaP est constitué de particules lamellaires, de dimension de quelques dizaines a quelques centaines de
nanometres. Elles se présentent soit posées a plat, soit elles s’enroulent sur leurs extrémités. Ces
particules lamellaires sont elles-mémes constituées d’empilements de feuillets élémentaires. Elles sont
également cristallisées, on peut parler de nanocristaux lamellaires. L’identification des réflexions, que
ce soit par l'intermédiaire de transformées de Fourier ou par analyse des diagrammes de diffraction

électronique a aire sélectionnée, correspondent aux familles de plans de I’HAP (Fiche JCPDS 74-0566).
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. . C
C.3.5. Détermination des rapports Fa par analyses EDX-MEB et EDX-MET
Afin d’analyser plus finement la structure du revétement de CaP, il s’est avéré intéressant d’analyser
sa composition chimique par l'intermédiaire du rapport atomique ?a . Pour rappel, ce rapport est

souvent employé pour classer les CaP. || permet ainsi d’obtenir des informations quant a la dissolution
possible du composé en milieu biologique. En premiére approximation, on négligera la substitution

des carbonates.

Afin d’obtenir les rapports % du revétement de CaP obtenu par sono-électrodéposition a -1 V, des
analyses EDX par microscopies électroniques (MEB et MET) sont réalisées (Cf. Annexes 2 et 9). Les

résultats d’analyse sont reportés dans le Tableau 11-13.

Tableau 1I-13 : Rapports Ca/P du revétement de CaP déterminés aprés quantification du taux de Ca et de P par :
EDX-MEB et EDX-MET.

Ca
P
Revétement de CaP analysé par
Solution précurseur
EDX-MEB et MET
1,67 1,4 + 0,1
1,67 1,4 + 0,1

. , . , ca , ..
Les deux techniques d’analyse donnent des résultats identiques avec un rapport ?a égala 1,4+0,1. La

valeur est largement inférieure a la valeur de 1,67 de I’hydroxyapatite stcechiométrique, ce qui
confirme le caractére non-stcechiométrique du revétement. D’un point de vue expérimental, le
revétement de CaP devrait avoir une capacité de dissolution plus importante et donc il serait plus

intéressant que I’hydroxyapatite stcechiométrique en milieu biologique.

C.3.6. Caractérisation de la structure du revétement de CaP par spectroscopie RMN

Haute Résolution Solide
Afin d’obtenir des informations sur la structure, I'environnement chimique et |'organisation du
revétement de CaP déposé par sono-électrodéposition a -1 V, il est caractérisé par résonance
magnétique nucléaire (RMN) du solide. La RMN du solide est une technique de caractérisation
intéressante pour I'’étude des biomatériaux a base de phosphate de calcium. En sondant l'ordre et le
désordre structural a I’échelle atomique, cette technique permet d’améliorer la compréhension des

biomatériaux notamment du point de vue de la nanostructure des composés.
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Dans I'étude des phosphates de calcium, la spectroscopie RMN en rotation a l'angle magique
(RMN MAS) permet de sonder les environnements chimiques locaux des noyaux 3!P et du H dans les
solides qu'’ils soient cristallins, désordonnés ou amorphes. Les spectres donnent ainsi des informations
guant a la nature des différentes phases présentes, leurs proportions relatives et I'ordre et le désordre
structural (a I’échelle locale) des phases présentes. Les matériaux solides présentent des spectres RMN
possédant des pics larges du fait d’interactions anisotropes dont il est difficile de tirer des informations
précises. Le fait de mettre I’échantillon en rotation (plusieurs kHz) a un angle de 54,7 ° (angle magique)
par rapport au champ magnétique a pour effet de moyenner (annuler) tout ou une partie des
interactions anisotropes (déplacement chimique, dipolaires homo- et hétéronucléaire) et ainsi

d’augmenter la résolution des pics.

Dans le cas des phosphates de calcium et en particulier des composés stocechiométriques et/ou
parfaitement ordonnés, comme I’hydroxyapatite stocechiométrique, la RMN MAS du 3!P donne des
signatures spectrales caractéristiques permettant I'identification et la quantification des phases. Afin
d’étudier plus précisément la nanostructure du revétement de CDA déposé sur le tissu de carbone
FM 50K®, dans un premier temps, I'environnement du phosphore est analysé par RMN MAS du 3P
(Cf. Annexe 11). La Figure 11-36 présente le spectre du revétement de CaP synthétisé a -1 V comparé a

celui de I’hydroxyapatite stoechiométrique (Sigma, CAS No. 12167-74-7).

-1V

HAP

15 10 5 0 -5 -10
6 (ppm)

Figure 11-36 : Spectre RMN MAS quantitatif 3P du revétement de CaP synthétisé par sono-électrodéposition a -1 V (rouge)
et d'une hydroxyapatite stoechiométrique commerciale (Sigma, CAS No. 12167-74-7). Expériences effectuées a 9,4 T a une
fréquence MAS de 10 kHz.

Pour les deux échantillons, les spectres présentent une raie unique avec un déplacement chimique

isotrope 3P de 2,7-2,9 ppm. Cependant, dans le cas du revétement de CDA, un important
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élargissement de la raie est observé en comparaison avec I’'HAP (largeur a mi-hauteur de I'ordre de
1,5 ppm pour la CDA contre 0,35 ppm pour I’"HAP). Cet élargissement est également caractéristique
d’une distribution des environnements chimiques des sites phosphates typiques d’une hydroxyapatite

non stoechiométrique carbonatée et nanocristalline [6,8,164—-166].

Le spectre 2D de corrélation hétéronucléaire (HetCor) 3!P-'H est enregistré pour le revétement
synthétisé par sono-électrodéposition a -1 V (Figure 1I-37). La cartographie présente les taches de
corrélation entre les différentes raies de résonnance 3!P et 'H qui traduisent directement les proximités

spatiales entre ces atomes.

o Unetache de corrélation intense (pointillés rouges) entre la raie du 3P située vers 2,8-2,9 ppm
(attribuée aux groupements phosphates de 'HAP) et le pic H situé vers 0 ppm (caractéristique
des OH" apatitiques) est observée.

o Une seconde tiche de corrélation (pointillés verts) entre la contribution large 3'P,
(caractéristique d’un environnement désordonné) et les signaux *H entre 5 et 15 ppm (associés

aux molécules d’eau et aux ions hydrogénophosphates) est également observée.

Ces corrélations sont caractéristiques de la structure nanocristalline d’'une apatite constituée d’un
coeur relativement bien ordonné et riche en ions hydroxydes (raie 3!P fine) et d’une couche de surface
désordonnée non-apatitique, riche en ions HPO,* et en molécules d’eau et appauvrie en ions

hydroxydes (raie 3P large) [6,8,166—170].

'H chemical shift (ppm)

20 1 ! I I : I
10 8 6 4 2 0 -2 4 -6 -8 -10
31P chemical shift (ppm)

Figure 11-37 : Carte de corrélation hétéronucléaire 2D H-3'P du revétement de CaP (CDA) déposé par sono-
électrodéposition a - 1V sur le tissu de carbone FM 50K®.
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Pour conclure, la spectroscopie RMN MAS nous indique la formation, par sono-électrodépositiona- 1V,
d’un revétement de CDA présentant une organisation des particules nanocristallines de type
« ceeur/coquille » caractéristique des apatites biomimétiques [54]. Le coeur des particules
d’hydroxyapatite déficitaire en calcium et carbonatée serait relativement bien ordonné et riche en ions
hydroxydes et leur surface serait de structure plus désordonnée, riche en ions HPO4* et en molécules

d’eau et appauvrie en ions hydroxydes.

D. Discussion et Bilan sur les caractéristiques du matériau hybride : TFC / CaP

Un des objectifs de ce travail de thése a été d’élaborer un matériau hybride consistant en un tissu de
fibres de carbone (TFC) sur lequel est déposé, par sono-électrodéposition, un revétement homogene

de phosphate de calcium (CaP).

Lors de précédents travaux a I'lCMN portant sur la synthése de ce revétement de CaP, il avait été
montré que la densité de courant appliquée lors du procédé de sono-électrodéposition était un
parametre clé lors de la synthése des matériaux hybrides CaP/TFC. En effet, la densité de courant
(mode galvanostatique) permettait d’avoir un controle sur le régime d’électrolyse du milieu
électrolytique qui agit sur la composition chimique, la microtexture et la structure des revétements de
CaP déposés sur le tissu de carbone. Les caractéristiques des revétements de CaP avaient ensuite été
reliées aux mécanismes réactionnels intervenant lors du procédé [6,8]. Ces travaux, résumés dans une
partie de la Figure 11-38, avaient mis en évidence que de fortes densités de courant favorisent la
croissance d’hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée, de morphologie aciculaire, alors
que, pour de plus faibles densités de courant, la méme phase CDA carbonatée, est observée, avec, en
plus, la présence d’une phase de phosphate octocalcique (OCP) ayant une morphologie plaquettaire.
Une des conclusions de cette étude avait été que la densité de courant régit le régime d’électrolyse du
milieu électrolytique. Il avait été démontré que pour un régime d’électrolyse rapide (fortes densités
de courant), la précipitation directe de CDA carbonatée sous forme d’aiguilles est favorisée. Pour un
régime d’électrolyse lent (faibles densités de courant), la croissance d’OCP plaquettaire est favorisée.
Dans ces conditions, un autre mécanisme intervient étant donné que le potentiel de réduction de |'eau
n’est jamais atteint. Dans un second temps, intervient I’hydrolyse directe des particules d’OCP en CDA
carbonatée qui aboutit a la formation de particules de CDA qui conservent la forme plaquettaire. A
courant intermédiaire, les différents phénomeénes ont lieu, ce qui entraine la formation d'un
revétement de CDA carbonatée sous forme d’aiguilles et de plaquettes. Cependant, le controle de la

densité de courant ne permettait pas d’obtenir un revétement homogene, en termes de recouvrement
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sur I’'ensemble du tissu, ainsi qu’en termes d’épaisseur. L'ensemble de ces résultats est résumé dans

la Figure 11-38.

En s’appuyant sur ces résultats, il a été décidé, pour ce travail de thése et dans une premiére étape,
d’optimiser la synthese du revétement de CaP. Dans |'objectif d’obtenir un revétement de CaP réparti
de maniére homogeéne sur I'ensemble du tissu de carbone et possédant des caractéristiques physico-
chimiques également homogenes. En ce qui concerne le procédé d’électrodéposition, de nouveaux
parametres expérimentaux ont été pris en compte. Dans un premier temps, dans la continuité des
travaux antérieurs, I'influence de la durée de polarisation en mode galvanostatique a été optimisée.
Dans un second temps, en rupture avec les travaux antérieurs, il a été décidé de changer le type de
polarisation et de passer en mode potentiostatique, afin de travailler au voisinage du potentiel de
I’électrolyse de I'eau, dans le but de mieux contréler les mécanismes réactionnels. Une optimisation
de la synthese du revétement de CaP a ainsi été réalisée en mode potentiostatique a un potentiel
constant (-1 V). Un autre parameétre expérimental a également été pris en compte, la température de
I’électrolyte lors de la synthése. C’est ainsi qu’une température constante de I'électrolyte (70 °C) pour
une durée de polarisation de 6 h en mode potentiostatique (potentiel constant de -1 V) se sont avérés
étre les parametres pertinents permettant d’obtenir un revétement homogéne de CaP en surface des

tissus de fibres de carbone. Les mécanismes réactionnels ont ainsi pu étre affinés.

Il a été ainsi montré que, travailler en mode potentiostatique a un potentiel constant de -1 V, au
voisinage du potentiel de I’électrolyse de I'eau, provoque une électrolyse du milieu électrolytique assez
lente et régulée. Ce controle de la diffusion du milieu électrolytique engendre un contrdle de la
précipitation des ions calcium et phosphates et agit sur la croissance cristalline des particules. Il en
résulte une couverture réguliére et uniforme de la surface du tissu de fibres de carbone par le

revétement de CaP lors des synthéses.

En considération des résultats antérieurs et des résultats apportés par les travaux de cette these, le
schéma de la Figure 11-38 résume les relations entre les mécanismes réactionnels (liés aux conditions
expérimentales mises en ceuvre lors du procédé d’électrodéposition) et les caractéristiques de tous les

revétements de CDA déposés sur les tissus de fibres de carbone KIP 1200® et FM 50K®.
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Sono-électrodéposition
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Figure 11-38 : Schéma récapitulatif des mécanismes réactionnels mis en jeu lors du dépot d’un revétement de CaP a la
surface d’un tissu de fibres de carbone (KIP 1200® et FM 50K®) par procédé de sono-électrodéposition (réactions
électrochimiques (bleu), chimiques (vert)) et les structures qui en découlent (orange). Les caractéristiques d’homogénéité
des revétements formés (bordeaux) sont données en fonction du régime d'électrolyse.
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Les résultats apportés lors de ce travail concernant les conditions expérimentales de synthese
optimisées et les caractéristiques des tissus de fibres de carbone et des revétements de CaP déposés
par sono électrodéposition a la surface des tissus de carbone (KIP 1200® et FM 50K®, ainsi que les

caractéristiques des matériaux hybrides sont résumés ci-apres.

Les caractérisations des deux tissus de fibres de carbone, le KIP 1200® et le FM 50K®, utilisés comme
substrat des matériaux hybrides, ont montré que ces deux matériaux sont flexibles et poreux
(essentiellement microporeux avec taille de pores centrée autour de 1 nm et un volume de 0,51 et
0,41 cm3/g respectivement). De plus, ils possédent, une faible compacité (29 et 25 % respectivement).
On peut souligner que leur flexibilité, microporosité et porosité multi-échelles, ainsi que leur faible
compacité, sont des caractéristiques tout particulierement intéressantes pour I'imprégnation des
tissus de carbone en milieu biologique et en font des matériaux tout a fait pertinents et adaptés pour
des applications en régénération osseuse. Cette microporosité est également trés adaptée et ciblée
pour une utilisation des tissus de carbone comme matériau d’adsorption et de libération de principe(s)
actif(s) (ceci sera détaillé dans le chapitre qui suit). Ces caractéristiques, associées a leur propriété de
conduction électrique, font de ces tissus d’excellents substrats pour une synthese de matériau hybride,
tissu de fibres de carbone / phosphates de calcium. Quel que soit le tissu, un revétement de CaP
uniforme et homogene en épaisseur est déposé en surface des fibres et du tissu lors du dép6t en mode

potentiostatique, a potentiel constant de -1 V.

La caractérisation compléte du revétement de CaP a été réalisée sur le matériau hybride composé du
tissu de carbone FM 50K® sur lequel le CaP a été déposé. Le revétement de CaP correspond a une

hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée. La carbonatation est de type A, B et est
TN . C . .
estimée a moins de 6 % en masse. Le rapport ?a de 1,4 + 0,1 confirme le caractére non-

stoechiométrique du revétement, il en résulte de ce fait, une solubilité du CaP supérieure a celle de
I’hydroxyapatite stoechiométrique. Cette CDA carbonatée cristallise sous forme de plaquettes,
constituées de particules lamellaires qui sont elles-mémes constituées d’'un assemblage de feuillets
élémentaires. Les dimensions des particules lamellaires vont de quelques dizaines a quelques
centaines de nanomeétres. Les plaquettes recouvrent I'ensemble de la surface du tissu de fibres de
carbone. Les caractérisations par RMN MAS montrent que ces plaquettes nanocristallines sont
organisées, avec une organisation de type « cceur/coquille », ou le coeur est constitué d’une CDA ayant
une structure plutét ordonnée et une surface de structure plus désordonnée et hydratée. Cette

organisation est typique d’une apatite biomimétique [54].
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Le matériau hybride, tissu de carbone FM 50K®/CDA carbonatée, ainsi obtenu et caractérisé, peut étre
modifié afin d’acquérir de nouvelles propriétés. L'étude du dopage avec le strontium, pour améliorer
ses propriétés en régénération osseuse, fera I'objet de I'étude décrite dans le chapitre suivant. De
méme, I'étude de I'adsorption de molécules biologiquement actives au sein du revétement de surface

et/ou dans la porosité du substrat carboné sera également décrite dans le chapitre suivant.
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Chapitre lll. Dopage par substitution et/ou par adsorption au sein

des constituants du matériau hybride
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Introduction

Le matériau hybride tissu de fibres de carbone (TFC) / revétement de phosphates de calcium (CaP) a
été synthétisé, il a été caractérisé, ainsi que ses constituants, dans le chapitre précédent. Un
revétement homogeéne d’hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) et carbonatée est déposé par
sono-électrodéposition a la surface des fibres de carbone. Le procédé étant maintenant totalement
maitrisé, il est alors intéressant de venir modifier ce matériau afin de lui apporter de nouvelles
fonctionnalités et propriétés. L’avantage d’un tel matériau hybride est qu’il est possible de doper
seulement le substrat (le tissu de fibres de carbone) ou seulement le revétement de CaP ou les deux

constituants.

Lors de ce travail de these, plusieurs voies de modification des caractéristiques, propriétés et
fonctionnalités du matériau hybride ont été mises en ceuvre. Une premiere a consisté a modifier
directement le revétement de CaP par un dopage en strontium (Sr?*). Une seconde a consisté a donner
de nouvelles fonctionnalités au revétement de CaP, mais également au tissu de carbone, par
adsorption de principe(s) actif(s) (PA). Les nouvelles caractéristiques physico-chimiques et biologiques
des constituants et/ou du matériau hybride seront décrites et analysées dans ce chapitre ainsi que

dans le quatrieme chapitre de ce manuscrit concernant I’évaluation in vitro du matériau hybride.

Dans le deuxieme chapitre, il a été montré que le procédé de sono-électrodéposition est une méthode
électrochimique qui permet de synthétiser un revétement de CaP, en ayant la possibilité de controler
sa morphologie, sa composition chimique et sa structure. Cependant, est-il possible avec cette
technique de réaliser des substitutions au sein de la structure cristalline de I'apatite ? Ou sera-t-il
possible de former uniquement une phase secondaire (sous forme d’agrégats), ou d’avoir a la fois ces
deux possibilités ? Pour répondre a ces questions, nous nous sommes intéressés, dans un premier
temps, a I'étude de I'incorporation du strontium dans la structure des revétements de CaP. Concernant
I'adsorption des principes actifs, il est connu que les TFC et les phosphates de calcium sont de bons
adsorbants [3,5,73,144,171,172]. L'originalité de ce travail a été d’étudier I'adsorption de principes
actifs au sein de chaque constituant du matériau hybride, puis au sein du matériau hybride, en
adsorbant des molécules actives aux propriétés thérapeutiques complémentaires. Cette possibilité de
conjuguer leurs capacités d’adsorption, en adsorbant une molécule dans la porosité du tissu et une

autre a la surface du revétement, apporte une double fonctionnalité biologique au matériau hybride.

La réalisation du dopage au Sr** des revétements de CaP, ainsi que les caractérisations physico-
chimiques et structurales des matériaux, ont été effectuées a I'lCMN. Seules les caractérisations
structurales par Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN MAS) ont été effectuées en collaboration

avec le laboratoire Conditions Extrémes et Matériaux : Haute Température et Irradiation
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(CEMHTI - CNRS UPR 3079, Orléans). Concernant I'étude de I'adsorption de PA, elle a été réalisée en
collaboration avec le Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des Matériaux (CIRIMAT
- UMR CNRS 5085, Toulouse) pour leur expertise sur la partie adsorption de principes actifs sur apatite

et a I'lCMN pour la partie adsorption d’aspirine sur le tissu et sur le matériau hybride.

La démarche expérimentale concernant I’étude du dopage par substitution du calcium par le strontium
ou par adsorption de principes actifs au sein des constituants du matériau hybride est explicitée ci-

dessous, dans la Figure IlI-1 :

Matériau hybride :
TFC/CaP

Dopage par Dopage par
substitution adsorption

Elaboration de matériaux hybrides dopés

Substitution : Ca%* & Sr%*

Synthése

Sono-électrodéposition

IRTE, TPD, MEB, MET, MP- Caractérisations
AES, DRX, RMN

Matériaux hybrides :
TFC/xSr-CaP

Adsorption de principe(s) actif(s)
(PA)

Adsorption :
Aspirine (AA)
Tétracycline (TC)
Naproxéne (NPX)

Apatite biomimétique

Matériau hybride :
TFC-PA,/CaP-PA,

Figure IlI-1 : Schéma présentant la démarche expérimentale suivie lors du dopage des constituants du matériau hybride.
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A. Synthese et caractérisations physico-chimiques des revétements dopés en

strontium

A.l. Introduction
La sono-électrodéposition permet de déposer de maniere controlée une CDA biomimétique a la
surface d’un tissu de fibres de carbone (Cf. Chapitre Il.). Ce procédé électrochimique pourrait
également permettre de modifier la nature du revétement par ajout d’un sel de strontium dans
I’électrolyte. Ce chapitre a pour objectif d’étudier le dopage au Sr** du revétement de CaP par procédé
d’électrodéposition, de la mise en ceuvre de la synthése a la caractérisation des revétements des CaP
dopés. La modification de la structure du revétement phosphocalcique via I'insertion d’un cation est
réalisée par ajout d’un sel correspondant dans I'électrolyte. Cette insertion peut étre résumée par

I’équation bilan suivante [173] :
(10-x)Ca?* + xM?* + yHPO,2 + (6-y)POs> + 20HF ———3  CazoxMx(HPO4),(PO4)s.,(OH)2

Le Sr?* a été sélectionné pour plusieurs raisons. Il est connu, d’une part, pour pouvoir substituer
facilement le calcium (Ca?*) et, d’autre part, pour ses propriétés intrinséques, notamment biologiques,
en particulier dans le domaine de la régénération osseuse (Cf. Chapitre I.). En effet, dans la littérature
il est décrit que, lorsque le taux de Sr?* en substitution dans des apatites est compris entre 3 et 7 %
(pourcentage atomique), I'activité et la différenciation des ostéoblastes augmentent tandis que celles

des ostéoclastes diminuent [94].

Dans ce travail, différentes conditions expérimentales ont été testées avec des taux de Sr**compris
entre 3 et 7 %. La caractérisation physico-chimique des matériaux hybrides dopés en Sr?* a ensuite été
réalisée. L'effet du Sr?* sur les propriétés biologiques (biocompatibilité, différenciation cellulaire) du
revétement de CaP a également été étudié et les résultats sont présentés dans la suite de ce manuscrit

(Cf. Chapitres IV. et V.).
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A.2. Protocole de synthése
Les revétements de CaP ont été déposés par sono-électrodéposition en utilisant le protocole de
synthése optimisé dans le chapitre précédent, c'est-a-dire, en mode potentiostatique, a potentiel
constant de -1V / Hg/Hg,SO,4 durant 6 h, sous ultrasons, a température constante de 70 °C et en milieu
aqueux. Le Sr?* est introduit dans I'électrolyte par ajout d’un sel de nitrate de strontium (Sr(NOs),),
choisi par similitude avec le sel précurseur de Ca%* qui est le (Ca(NOs),, 4H,0). Afin d’obtenir une teneur
finale en Sr?* comprise entre 3 et 7 %, deux teneurs initiales en Sr?* ont été sélectionnées. En supposant
qgue tous les précurseurs n’interviennent pas dans les mémes proportions dans la formation du
revétement, des teneurs en Sr?* légérement supérieures a celles souhaitées sont retenues. C'est ainsi

que, pour obtenir une teneur finale en Sr** comprise entre 3 et 7 %, la quantité des sels précurseurs

. )« . . . Sroo.
dissoute dans I'électrolyte choisie correspond a un rapport molaire . " initial de 5 % et 10 %

(Tableau IlI-1).

Tableau IlI-1 : Composition de I'électrolyte lors de la sono-électrodéposition pour I'obtention des revétements de CaP
dopés au strontium.

Solution  Ca(NOs),,4H,0 NH;H:PO, Sr(NOs); Ca+ Sr Sr
(mmol.L?) (mmol.L?) (mmol.L?) P Ca+Sr
0Sr-CaP 5,00 3,00 0 1,67 0%
5Sr-CaP 4,75 3,00 0,25 1,67 5%
10Sr-CaP 4,50 3,00 0,50 1,67 10 %

Les nouveaux matériaux de CaP dopés en Sr** sont désignés de la maniére suivante :

Nom du matériau = Nom du tissu + xSr-CaP
avec x : le pourcentage atomique initial de Ca®* substitué par Sr?* dans I'électrolyte compris entre 0 et 100 %.

Ex : FM 50K®+10Sr-CaP = Nom du tissu : FM50K® + 10 % de Sr?* dans I’électrolyte.
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A.3. Résultats des caractérisations des revétements de CaP dopés en Sr?*
A partir de chacune des trois solutions précurseurs préparées, un revétement de CaP dopé ou non en
Sr2* est déposé sur le tissu de fibres de carbone FM 50K®. La Figure 111-2 rassemble les spectres IRTF de
ces trois revétements. Dans une premiéere analyse, on observe que les trois spectres sont relativement
identiques. lls présentent les quatre principaux domaines décrits dans le Chapitre ll, ils sont surlignés
en couleur dans la Figure IlI-2.

v, et v3 PO

H,O
|‘ v; CO5*> v, PO
W
i H,0
10Sr-CaP —

7 5Sr-CaP {1l

| m//\\—\‘___i_ | ,__‘/".‘ l‘\_"'._;‘"‘ 5 wl"",.tl‘

Absorbance (a.u.)

7 0Sr-caP }‘" |

- T v T T T v T 1 y T v T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d’onde (cm™)

Figure IlI-2 : Spectres IRTF des revétements de CaP obtenus par sono-électrodéposition pour différents taux initiaux de
strontium dans I’électrolyte.

Une analyse détaillée des spectres IRTF montre que le domaine v; et vs des phosphates (surligné en
vert) présente a nouveau des signatures caractérisques de la CDA. La substitution du Ca?* par le Sr**
conduit généralement 3 des distorsions dans la structure cristallographique de I'apatite [174]. Le Sr**
posséde un rayon ionique supérieur au Ca? (1,21 A pour le Sr?* contre 1,06 A pour le Ca®*) ce qui
explique cette distorsion. Dans le cas présent, un trés faible déplacement du domaine v; et vs; des
phosphates (encadré vert sur la Figure 111-2), de 'ordre de quelques cm™, est effectivement observée
lorsque le taux initial de strontium dans I'électrolyte augmente. Ce résultat est décrit dans la littérature
comme correspondant a une incorporation de Sr?* dans la structure de I'apatite [95]. Cependant, ce
shift étant trés minime, cette interprétation nécessite d’étre confirmée par d’autres techniques

d’analyse.

Concernant la présence du domaine vs caractéristique des carbonates (en gris clair sur la Figure 1lI-3),
elle indique que la CDA est carbonatée de type A, B pour les 3 teneurs en Sr?* (Cf. Chapitre II.
Figure Il - 29).
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Figure llI-3 : Spectre IRTF caractéristique du domaine v; des carbonates.

En conclusion de la caractérisation par IRTF, Iincorporation du Sr** ne modifie pas les domaines
(phosphates, carbonates) caractéristiques du revétement. Quelle que soit la teneur en Sr** du matériau,
il y a formation d’une CDA hydratée (voir domaines surlignés en violet sur la Figure Ill-3) et Iégérement
carbonatée. Le taux de carbonate est quantifié par TPD et IRTF comme décrit dans le chapitre précédent
(Cf. Chapitre Il. C.3.3. ; Annexes 6 et 8). Comme pour le revétement sans Sr¥*, le taux de carbonatation

est variable et inférieur a 6 % en masse.

L’effet de I'incorporation de Sr?* sur la morphologie du revétement de CaP a été analysé par MEB

(Figure 111-4).

d)

Figure IlI-4 : Images de MEB des différents matériaux : a) FM 50K®, b) FM 50K®+0Sr-CaP, c) FM 50K®+5Sr-CaP et
d) FM 50K®+10Sr-CaP.

Les images MEB montrent un recouvrement total des fibres de carbone observé en surface du tissu,
quelle que soit la quantité de Sr** initiale dans Iélectrolyte, comprise entre 0 et 10 %. Il est impossible
de différencier a ce grandissement les différents revétements de CaP. A plus fort grandissement (Figure

I1-5), dans le cas des revétements contenant du Sr¥*, on obtient des images MEB similaires a celles
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observées pour le revétement sans Sr?*, c’est-a-dire un recouvrement total du tissu avec un
revétement constitué de plaquettes de CaP (Figure IlI-5 a)). L'épaisseur du revétement évaluée a partir

des images MEB est d’environ 1,5 um pour les trois échantillons (Figure I1I-5 b)).

Figure 111-5 : Images de MEB caractéristiques d'un revétement synthétisé a potentiel constant (-1 V, 6 h) avec un taux de
strontium initial dans I'électrolyte compris entre 0 et 10 %. a) Détail des plaquettes constituant le revétement de CaP. b)
Section transversale d’une fibre de carbone permettant de mesurer I’épaisseur du revétement de CaP dopé au strontium.

L'analyse chimique réalisée en MEB-EDX a permis d’obtenir des spectres en énergie d’analyse des
photons X. En sélectionnant sur ces spectres une fenétre intégrant les raies La.2 (2 1,80 keV) et L1
(3 1,87 keV), raies principales correspondant a I’énergie du Sr%, il est possible de réaliser des
cartographies d’émission X du Sr?* (Figure I1I-6), et ceci pour les différents revétements. Les deux
premiers correspondent aux échantillons 55r-CaP et 10Sr-CaP tandis que le troisieme correspond a un
revétement de type 10Sr-CaP mais synthétisé a courant constant de -270 mA/g. Ce dernier a été choisi
car, dans de précédents travaux, il a été montré, qu’a forte densité de courant (exemple : -270 mA/g),
d’autres phases que la CDA pouvaient se former, telles que les carbonates de calcium [6,8]. Par
similitude, I'ajout de Sr?* dans ces conditions expérimentales (densité de courant de -270 mA/g)
pourrait aboutir a la formation de carbonates de strontium. Effectivement, il a été montré, qu’a
-270 mA/g, lorsque du Sr?* est ajouté a I’électrolyte, des agrégats a base de Sr?* de type carbonate de
strontium se forment a la surface des fibres de carbone (Figure Ill-6 c), fleches rouges). Pour les
revétements synthétisés a potentiel constant, aucun agrégat de Sr** n’est visible a la surface des fibres.
Les images de cartographie EDX-MEB de la Figure Ill-6 a) et b) mettent clairement en évidence une
répartition homogeéne du Sr?* au sein des revétements de CaP qui recouvre totalement les fibres de

facon homogene.
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Figure llI-6 : Analyse EDX-MEB. Cartographies d'émission X du Sr2* des revétements : a) 55r-CaP, b) 10Sr-CaP et c) 10Sr-CaP
synthétisé a -270 mA/g.

Pour une caractérisation en MET des revétements de CaP dopés, les tissus de fibres de carbone ont
été tout simplement « grattés » et les poudres ainsi obtenues ont été déposées sur une grille de cuivre.

Les images MET des 3 échantillons sont illustrées sur la Figure III-7.

De nouveau, aucune différence n’est observée entre les revétements sans Sr?* (a) et avec Sr?* (b et c).
Ils sont tous trois constitués de particules lamellaires, leur dimension est de quelques dizaines a
quelques centaines de nanométres. Elles sont superposées les unes aux autres et enroulées sur leurs

extrémités (contraste noir sur les images), témoignant de leur flexibilité.

Figure IlI-7 : Images MET des revétements de CaP : a) sans Sr2*: 0Sr-CaP, b) avec Sr?*: 5Sr-CaP et c) avec Sr2*: 10Sr-CaP.
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Ca+Sr

Les analyses EDX réalisées en MEB et MET ont été utilisées pour calculer le rapport , ainsi que le

Sr
Ca+Sr

taux de Sr?* dans le revétement ( x 100). Pour vérifier la précision des analyses EDX du taux de

Sr?*, les revétements de CaP dopés en Sr?* ont été analysés par spectroscopie d’émission atomique a
plasma microondes (MP-AES : Microwave Plasma Atomic Emission Spectroscopy ; analyses réalisées a
I'lUT chimie d’Orléans). Cette technique permet de quantifier les ions Ca%* et Sr**présents dans les
poudres de CaP des 3 échantillons (Cf. Annexe 12). Les résultats des analyses sont regroupés dans le

Tableau I11-2.

ca+Sr N
dans le revétement est

Les résultats obtenus par EDX permettent de constater que le rapport

toujours égal a 1,4. Le caractére non-stoechiométrique du revétement n’est ni diminué, ni augmenté

par l'incorporation de Sr?* en diverses proportions.

Concernant la teneur de Sr?* dans le revétement, elle ne correspond jamais a la teneur introduite dans

Sr
Ca+Sr

I’électrolyte. Quelle que soit la solution électrolytique, le rapport du revétement est toujours
inférieur a celui introduit dans I'électrolyte (environ 60 %). En prenant en compte les trois analyses, le
taux de Sr** est proche de 3 % dans le cas du revétement 5Sr-CaP et il est d’environ 6 % dans le cas du

revétement 10Sr-CaP.
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Tableau I11-2 : Analyses des rapports caractéristiques des différents revétements de CaP.

Techniques
Echantillons Solution , revétement
d’analyses
Sr Sr
Ca+ Sr Ca+ Sr
Ca + Sr AT Ca + Sr AT
——— X ——— X
P P
(% at.) (% at.)
0Sr-CaP 1,67 0 1,4+0,1 0
5Sr-CaP 1,67 5 EDX-MEB 1,4+0,1 4,1+0,6
10Sr-CaP 1,67 10 1,4+0,1 6,8+0,8
0Sr-CaP 1,67 0 1,4+0,1 0
5Sr-CaP 1,67 5 EDX-MET 1,4+0,1 3,0£0,5
10Sr-CaP 1,67 10 1,4+0,1 6,6 +£0,8
0Sr-CaP 1,67 0 X 0
5Sr-CaP 1,67 5 MP-AES X 2,9+0,5
10Sr-CaP 1,67 10 X 55+0,4

Le but de ce dopage au strontium étant d’obtenir un revétement xSr-CaP dont la substitution du Ca*
par le Sr** soit comprise entre 3 et 7 %, les deux revétements 5 et 10Sr-CaP correspondent aux objectifs
quantitatifs recherchés. Cependant, les analyses réalisées jusqu’a présent ne permettent pas d’affirmer

si ce dopage correspond & une substitution du Ca®* par le Sr?*.
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Pour ce faire, la structure des trois revétements de CaP dopés en strontium est caractérisée par DRX
(Figure 111-8). Pour rappel, le tissu de fibres de carbone ayant été ensimé par de I'aluminate de zinc, le
diffractogramme de ce dernier est aussi représenté dans la Figure IlI-7 (indéxé en utilisant la fiche

JCPDS 39-473).

Les diffractogrammes des deux matériaux hybrides dopés au Sr?* sont assez proches de celui obtenu
sans dopage. Le dopage a faible quantité de Sr?* (inférieur a 10 % atomique) modifie, bien que peu, la
structure du revétement de CaP. Aprés indexation des réflexions liées a la structure de I’hydroxyapatite
(fiche JCPDS 74-0566), il est observé un déplacement en 26° de la position des réflexions en fonction
de I'augmentation de la quantité de Sr?*: plus le taux de Sr?* augmente et plus les positions des

réflexions se déplacent vers les petits angles (Tableau IlI-3).

Dans la littérature [95,174], il est souligné que la substitution des cations Ca?* par des cations
Sr*entraine des distorsions de la structure de I’hydroxyapatite qui se traduisent par un déplacement

des réflexions principales (002), (211) et (310) et une modification des parametres de la maille

hexagonale.
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Figure I11-8 : Diffractogrammes du tissu de fibres de carbone (TFC) et des matériaux hybrides sans Sr2* (0Sr-CaP) et avec Sr?*
(5Sr-CaP et 10 Sr-CaP) (A Ko Cu = 0,154056 nm).

Le traitement par affinement de Debye des diffractogrammes (en enlevant la contribution du tissu de
carbone) permet de déterminer les parametres de maille (a et c). La fluctuation de ces parameétres,
bien que faible, est significative (voir Tableau IlI-3) et correspond a une variation du volume de la maille
dont l'origine peut résulter d’une distorsion de la structure cristalline résultant de la taille plus

importante du cation Sr2*. Pour rappel, le rayon ionique du Ca?* est de 1,06 A et celui du Sr** de 1,21 A.
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Ces résultats sont caractéristiques d’une substitution du Ca?* par le Sr?*. De plus, aucune phase
secondaire pouvant contenir du strontium, se présentant sous forme d’agrégats, n’est observée sur

les diffractogrammes.

Tableau llI-3 : Valeurs en 20° des principales réflexions du revétement ainsi que les paramétres de maille associés a chaque
matériau hybride (A Ko Cu =0,154056 nm).

Ech. (002) (211) (310) Parametre de maille
Position, 20° Position, 20° Position, 20° a, A c, A
deg
0Sr-CaP 26,08 32,00 40,06 9,366 6,820
5Sr-CaP 26,05 31,97 40,03 X X
10Sr-CaP 26,02 31,92 39,94 9,379 6,834

Pour confirmer et préciser ces résultats, la spectroscopie de RMN en rotation a I'angle magique
(RMN MAS) a été utilisée. Pour rappel, cette technique permet de sonder les environnements
chimiques locaux du 3!P et du H dans des solides et de donner des informations sur l'ordre et le
désordre structural (a I’échelle locale) des phases présentes, en l'occurrence ici, des phases
d’hydroxyapatite. Les signatures spectrales observées par RMN MAS du 3!P vont étre affectées par la
présence d’'un désordre local, ce qui sera le cas si ce désordre résulte de substitution. Les signatures
spectrales vont également permettre d’obtenir des informations sur I’éventuelle évolution du

désordre en fonction de la teneur en Sr?* dans les revétements de CaP.

0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 -2 -3 4 5
P (ppm)

TN e e, o 10Sr-CaP

TN/~ 55r-CaP

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 -3 -4 -5
1P (ppm)

Figure 111-9 : Spectres RMN MAS quantitatifs du 31P des revétements de CaP ayant différents taux de Sr2*. En encart sont
représentés les trois spectres superposés.
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Dans un premier temps, la RMN MAS du 3P a été utilisée pour sonder I’environnement du phosphore
des trois revétements, sans Sr** et a teneur croissante en Sr?* (Figure I11-9). Les spectres de 3!P
possédent une raie intense avec un déplacement chimique isotrope autour de 2,8 ppm et une largeur
a mi-hauteur de I'ordre de 1,6 ppm. On note, d’une part, que cette raie se déplace trés légérement
vers des valeurs de déplacements chimiques plus élevées et, d’autre part, qu’elle s'élargit
progressivement avec 'augmentation de la quantité de Sr?* (largeur & mi-hauteur de la raie variant de
1,6 a 1,9 ppm). De plus, un élargissement a la base des raies est également observé en présence de
Sr?*. Ces évolutions sont visibles dans les spectres RMN MAS 3P (Figure 111-10), ou le signal principal
est déconvolué en différentes contributions. La raie fine (en vert) est associée a des groupes PO,* de
ceeur, et la résonnance large (en violet), qui forme un épaulement, est liée a des groupes de surface
de type POy et -HPOy [95,175]. Le déplacement de la raie fine vers des valeurs de déplacement
chimique plus élevées (initialement situéautour de 2,8 ppm) est caractéristique de la substitution du

Ca?* par le Sr** jusqu’au cceur ordonné de la particule d’apatite.

a)

b) | )
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Figure 111-10 : Spectres RMN MAS 3!P quantitatifs des matériaux hybrides : a) 0Sr-CaP, b) 55r-CaP et c) 10Sr-CaP. En bleu
sont représentés les spectres mesurés, en rouge les spectres simulés, en vert la contribution fine et en violet la contribution
large.

Les spectres 2D de corrélation hétéronucléaire (HetCor) 3!P-H ont été enregistrés pour les trois
matériaux (Figure 1lI-11). Ces cartographies présentent les taches de corrélation entre les différentes
raies de résonnance 3!P et 'H qui traduisent directement la proximité entre ces atomes. Pour les trois
échantillons, et comme vu dans le chapitre précédent, une tache de corrélation intense entre la raie
du 3P (2,8-2.9 ppm), attribuée aux groupements phosphates de la HAP, et la raie 'H, située vers 0 ppm,

est observée (pointillés rouges). Elle est caractéristique des OH™ apatitiques. Une seconde tache de
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corrélation entre la contribution large 3!P, caractéristique d’un environnement désordonné, et les

signaux 'H, entre 5 et 15 ppm, qui sont associés aux molécules d’eau et aux ions hydrogénophosphates,

est également observée (tirets verts). Pour rappel, ces corrélations sont caractéristiques de la structure

de nanocristaux d’"HAP. Les nanocristaux sont des plaquettes lamellaires (voir les images de MET de la

Figure 11-33) se présentant sous la forme d’un coeur de structure relativement bien ordonné riche en

ions hydroxydes et d’une couche de surface de structure désordonnée riche en ions HPO,%, en

molécules d’eau et appauvrie en ions hydroxydes [166—170]. L'incorporation du Sr** ne modifie pas

I’organisation des nanocristaux qui conservent leur caractere biomimétique [54,166].
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Figure IlI-11 : Spectres RMN MAS de corrélation hétéronucléaire 2D 'H-3'P des revétements de CaP synthétisés a différents

taux de SrZ* : a) 0Sr-CaP, b) 5Sr-CaP et c) 10Sr-CaP.
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A.4. Discussion
La problématique consistait a déterminer si I'ajout de strontium dans les revétements de CaP par voie
électrochimique, pour une teneur de Sr** inférieure a 10 % atomique, engendrerait une modification
de la structure cristalline de I’'HAP par substitution des ions Ca* par des ions Sr** ou se traduirait par

la formation d’une phase secondaire d’agrégats de strontium.

Les résultats de MEB-EDX, DRX et de RMN MAS montrent que le strontium n’est pas présent dans les
revétements de CaP sous forme d’agrégats de phase mono-cationique. Il est réparti de maniére
homogene au sein des revétements de CaP qui recouvrent totalement la surface des fibres de carbone.
Les caractérisations morphologiques, microtexturales et structurales des revétements de CaP non
dopés et dopés en Sr¥*ont montré que I'ajout de Sr**, quelle que soit sa teneur, ne modifiait pas la
structure plaquettaire des revétements de CaP. Les caractérisations IRTF montrent que les
revétements de CaP restent constitués d’hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée avec
ou sans ajout de strontium. L'IRTF a montré également des résultats pouvant suggérer un dopage par
substitution. Les premiers résultats plaidant en faveur de cette substitution ont été apportés par la
diffraction des RX avec le calcul des paraméetres de la maille qui met en évidence une distorsion de la
maille cristalline liée a la taille plus importante du Sr?* comparé au Ca®*. Quant aux résultats apportés
par la RMN MAS du 3!P et les spectres 2D de corrélation hétéronucléaire, ils ont été décisifs. La RMN
MAS étant extrémement sensible aux différents environnements chimiques d’un élément spécifique,
la présence en faible quantité d’ions substitués est percue comme un défaut ponctuel dans la structure
de I'Hydroxyapatite. L’ajout du Sr** conduit a I'élargissement a la base de la raie intense du spectre
RMN MAS du 3P ainsi qu’a un léger déplacement de cette raie qui témoigne que la substitution a lieu
jusqu’aux ions de Ca?* présents dans le cceur apatitique des particules des revétements de CaP. En
effet, les résultats de RMN ont montré que les revétements de CaP, avec et sans Sr?*, ont la méme
organisation. Ils sont constitués d’un cceur ordonné apatitique et d’'une surface hydratée et

désordonnée.

La conclusion de cette partie est que le procédé de sono-électrodéposition est une technique
intéressante et singuliére pour obtenir un revétement de CDA carbonatée et substituée en Sr¥* de
maniére contrdlée. Une seule phase cristalline est obtenue ol les cations Ca?* et Sr2* occupent des
positions similaires dans le réseau de la structure apatitique. La substitution des ions Ca?* par les ions
Sr?*, ayant un rayon ionique et une électronégativité différents, conduit a de légéres modifications
structurales mais ne modifie ni I'organisation des nanocristaux ni leur microtexture. Les revétements
de CaP constitués de nanocristaux de CDA carbonatée substituée en Sr** pourraient étre utilisés pour

administrer du Sr** aux tissus osseux et favoriser ainsi leur régénération osseuse [102].
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B. Couplage matériau hybride — principe(s) actif(s)

B.1. Introduction
L’'objectif de ce travail est d’étudier la possibilité et la potentialité d’adsorption de différents principes
actifs (PA) au sein du matériau hybride pour son utilisation comme biomatériau en régénération
osseuse. L'intérét majeur de ce matériau hybride est qu’il est constitué d’un tissu de fibres de carbone
(TFC), matériau reconnu et déja tres utilisé pour ses capacités d’adsorption, notamment pour le
traitement des eaux dans des problématiques environnementales. Un certain nombre de
micropolluants sont adsorbés par les tissus carbonés dont un grand nombre de principes actifs [3,5].
Le matériau hybride est également constitué d’un revétement d’hydroxyapatite déficitaire en calcium
(CDA), dont de nombreux travaux ont montré toute leur potentialité en tant qu’adsorbant de principes
actifs [73,107,115,116]. Dans ce contexte, il a semblé original et innovant d’envisager I'adsorption de
deux principes actifs ciblés au sein de chaque constituant du matériau afin de conjuguer leurs deux
efficacités pour, a titre d’exemple, une diffusion locale et rapide de certaines molécules actives et une
diffusion plus lente d’autres molécules actives lors de I'implantation du matériau hybride pour une

application en régénération osseuse (Figure I1l-12).

Libération

Figure 11I-12 : Concept d'un pansement osseux « Tissu de fibres de carbone / phosphate de calcium » dopé avec deux
principes actifs différents.

Concernant le revétement de CDA, suite a une étude bibliographique et a des discussions avec des
spécialistes des biomatériaux, deux molécules, pouvant étre adsorbées en surface du revétement de
CAP déposé sur le tissu de carbone, ont été sélectionnées. Il s’agit de la tétracycline (TC), antibiotique
a trés large spectre [73,176] et du naproxéne (NPX) anti-inflammatoire non-stéroidien fréquemment
utilisé lors du traitement du cancer des os [177-180]. Avant d’étudier I'adsorption de ces molécules
sur les matériaux hybrides, une étude préliminaire a été consacrée a étudier leur adsorption sur une
apatite biomimétique se présentant sous forme de poudre, ayant des caractéristiques physico-
chimiques tres similaires a celles du revétement de CDA carbonaté déposé en surface du tissu de
carbone. Les données obtenues permettront de déterminer I'affinité entre les principes actifs et

I'apatite biomimétique de référence, étape importante pour mieux comprendre ensuite les
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phénomeénes d’adsorption des principes actifs au sein de notre matériau hybride. L'adsorption de la
tétracycline ayant déja été étudiée sur un substrat d’apatite biomimétique, ce systeme sera utilisé
comme référence pour notre étude. En effet, Cazalbou et al. ont montré la possibilité d’adsorber la
tétracycline a la surface d’apatite biomimétique et le fait que ces molécules pouvaient étre ensuite
libérées progressivement [73]. Cette adsorption permettrait in fine un relargage (désorption et/ou
libération accompagnée d’une dissolution progressive du substrat) de TC sur le site d’implantation. Les
conditions expérimentales optimisées sur I'apatite biomimétique seront ensuite transposées sur les

revétements de CDA du matériau hybride.

Quant au TFC, testé pour pouvoir adsorber facilement des molécules hydrophobes en grande quantité,
il s'Tavere pouvoir étre un matériau de choix pour servir de « réservoir » capable ensuite de pouvoir
libérer de maniere controlée les principes actifs [5]. Le principe actif sélectionné, aprés discussions
avec N. Rochet, est I'aspirine (AA) (marque déposée par la société Bayer en 1899), reconnu pour son
action anti-inflammatoire. C’'est une molécule qui a fait I'objet de nombreuses études ayant démontré
ses multiples actions et effets. Son faible co(it, mais surtout ses effets sur la régénération osseuse
étudiées ces dernieres années en font une molécule intéressante dans le cadre de ce travail [137-142].
L’adsorption de I'AA a été étudiée, en premier lieu, sur le tissu de carbone « brut », sans revétement
de CaP, ce qui a permis d’optimiser les parametres expérimentaux d’adsorption. Les conditions

expérimentales optimisées sur le tissu de carbone ont été ensuite transposées sur le matériau hybride.

Afin de comprendre au mieux |'adsorption de deux principes actifs sur les matériaux hybrides,
I'adsorption des 3 principes actifs sur tous les constituants du matériau hybride a également été
étudiée. La démarche expérimentale et ses différentes étapes de travail sont résumées sur le schéma

de la Figure IlI-13 :

' Démarche expérimentale .

Matériau hybride
CDA

FM 50K®

Adsorption
PA,

Adsorption
PA,

FM 50K®

A
CDA-PA,

Matériau hybride

FM 50K®-PA,

= Etapes d’adsorption

Matériau hybride dopé

Figure IlI-13 : Schéma de I'objectif et des différentes étapes de la démarche expérimentale.
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B.2. Matériaux et principes actifs (PA)
Le matériau de référence est une poudre d’apatite biomimétique (en gris clair sur la Figure 111-13) non
carbonatée. Elle a été synthétisée par co-précipitation au CIRIMAT en suivant le protocole de référence
de Vandecandelaere et al. avec une durée de maturation de 1 mois [72]. Elle est ensuite filtrée,
lyophilisée et tamisée pour obtenir un diameétre de particules compris entre 200 et 400 um. Le choix
de cette poudre d’apatite résulte d’'une similarité de composition chimique avec le revétement de CaP
recouvrant le matériau hybride observée sur leurs spectres IRTF respectifs. Le second matériau
adsorbant étudié est le substrat, le tissu de fibres de carbone FM 50K® (en noir sur la Figure I11-13).
Ses caractéristiques physico-chimiques, notamment sa porosité multi-échelles, ont été détaillées dans
le chapitre précédent. Le matériau hybride, le tissu de fibres de carbone recouvert par sono-
électrodéposition d’'une CDA carbonatée, a ensuite été testé (en gris-noir sur la Figure 11I-13). Ses

caractéristiques ont également été détaillées dans le chapitre précédent.
Les trois principes actifs sélectionnés sont décrits brievement ci-dessous.

- L'aspirine (AA) (Figure 11I-14) utilisée dans cette étude est I'acide acétylsalicylique (Sigma,
CAS No. 50-78-2).
OH

0
Figure IlI-14 : Formule de I'acide acétylsalicylique (AA).
- Latétracycline (TC) (Figure IlI-15) est utilisée sous forme d’un sel de phosphate de tétracycline,
forme la plus soluble (Sigma, CAS No. 1336-20-5) : 100 mg du composé correspond a 82 mg de
TC.

| 0
OH O OH O O

Figure IlI-15 : Formule chimique de la tétracycline (TC).

- Le naproxéne (NPX) (Figure IlI-16) utilisé dans cette étude est sous forme de naproxene de
sodium plus soluble également (Sigma, CAS No. 26159-34-2) : 100 mg du composé correspond
a 91 mg de NPX.

Figure IlI-16 : Formule chimique du naproxene (NPX).
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B.3. Protocole d’adsorption

B.3.1. Adsorption sur apatite
Nous avons effectué cette étude d’adsorption au CIRIMAT a Toulouse. Elle a été réalisée dans les
mémes conditions que celles de Cazalbou et al. [73]. Pour ce faire, les 3 solutions de principes actifs
sont préparées dans du KCl 102 M a base d’eau désionisée, a pH neutre (7,4) et a température
ambiante (environ 22°C). Le pH de 7,4 est choisi afin de se rapprocher du pH de I'organisme, en vue de
I"application biomédicale de notre matériau. L'étude d’adsorption des trois principes actifs sur I'apatite
biomimétique de référence est effectuée en deux étapes : un suivi cinétique de I'adsorption puis la

détermination de I'isotherme d’adsorption.
Ce protocole d’adsorption sera nommé protocole 1.

B.3.2. Adsorption des principes actifs sur tissu de carbone et sur matériau hybride
Dans le cas de la tétracycline et du naproxene, les cinétiques et les isothermes d’adsorption sont
réalisées dans les mémes conditions, que ce soit pour I'apatite, pour la pastille de tissu de carbone ou

pour la pastille de matériau hybride (protocole 1).

Dans le cas de I'aspirine, le protocole d’adsorption est différent. Le tissu de carbone, ainsi que le
matériau hybride, sont d’abord dégazés sous vide dans un réacteur pendant 2 h. De |'eau désionisée
est ensuite introduite afin d’'imprégner toute la porosité des matériaux pendant 24 h. lls sont mis
ensuite dans un nouveau réacteur contenant 100 mL de solution d’aspirine & 10 M. Le pH est de
nouveau fixé a 7,4 et la température a environ 22 °C. La solution est mise sous agitation (420 rpm)
pendant 24 h puis renouvelée deux fois (3 cycles de 24 h). La quantité adsorbée d’aspirine aprés les 3
cycles est tres faible. Elle est méme considérée comme négligeable, car la quantité absorbée est du
méme ordre de grandeur que I'erreur sur la mesure. Le temps d’adsorption de I'aspirine dans ces

conditions est donc toujours de 72 h.

Ce protocole d’adsorption sera nommé protocole 2.
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B.4. Résultats

B.4.1. Adsorption de principes actifs sur I'apatite biomimétique

B.4.1.1. Adsorption de la tétracycline (TC)
Une solution de tétracycline de concentration 820 ppm (1000 ppm du principe actif commercial) est
préparée et sa cinétique d’adsorption sur apatite est suivie sur une durée de 2 h. La durée choisie pour
déterminer ensuite I'isotherme d’adsorption est alors sélectionnée en considérant le temps au bout
duquel la quantité adsorbée est stable, c’est-a-dire 1 h. Afin de réaliser cette isotherme, différentes
solutions de concentration allant de 0 a 820 ppm ont été mises en contact avec 20 mg d’apatite dans
un volume total de solution de 5 mL. Le dosage par spectrométrie UV-Visible du surnageant est réalisé
a 355 nm (maximum d’absorption), en relation avec une courbe d'étalonnage établie entre 0 et 820
mg/L de TC (coefficient de corrélation r? = 0,9996). Toutes les solutions sont dosées aprés avoir été

diluées 20 fois pour respecter la loi de Beer-Lambert (Cf. Annexe 13).

La cinétique d’adsorption (Figure 1lI-17 a)) montre une adsorption de la tétracycline assez rapide, avec
une quantité adsorbée maximum quasiment atteinte au bout de 30 min. La modélisation
mathématique (courbe en rouge) montre que I'adsorption peut, en premiére approximation, étre
décrite par un comportement de type cinétique d’Elovich. Généralement, I'équation d'Elovich (modéle
empirique) est associée a I'adsorption de molécules/polyélectrolytes sur des surfaces hétérogénes
[181]. L'utilisation de ce modele est donc judicieuse car I'adsorption sur I'apatite biomimétique est un
phénoméne relativement complexe du fait de I'hétérogénéité importante de la surface de la poudre

d’apatite [73].

L'isotherme d’adsorption de la tétracycline (Figure 1lI-17 b)) a une allure particuliere aux faibles
concentrations ou elle présente un point d’inflexion. Cette allure rappelle notamment celle obtenue
dans le cas d’une isotherme de Sips (Langmuir — Freundlich) avec un exposant « m » supérieur a 1.

L’équation de Sips est la suivante :

Q.45 : Quantité adsorbée
9 Q K x Cg’; Q. : Capacité d’adsorption maximum
= X ————
ads L C;g K, : Constante d'affinité

Ceq : Concentration a I'équilibre
avecm : exposant de Sips

La modélisation mathématique correspondant a notre cas est bien représentée par le modéle de Sips
(courbe en rouge). La valeur de m, bien supérieure a 1 (2,3 + 0,2), confirme ce résultat. L’adsorption
de la tétracycline suit une absorption dite de « coopération positive » (« positive cooperativity »),

c’est-a-dire que I'adsorption des premiéres molécules a la surface de I'apatite facilite I’adsorption des
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suivantes. Concernant les autres parameétres, une capacité d’adsorption maximum de 29,8 + 0,1 mg
par gramme d’apatite est obtenue et la constante d’affinité est d’environ 0,0034 (pour une
concentration en mg/L). Les données concernant I'isotherme d’adsorption de la tétracycline sont en
accord avec celles trouvées dans la littérature (m > 1, Qn=36,4 + 1,1 mg/g et Ks=0,0067 + 0,0014) [73].
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Figure 111-17 : Adsorption de la tétracycline sur une poudre d’apatite biomimétique : a) cinétique d’une solution a 820 ppm
et b) isotherme d’adsorption pour un temps de contactde1hapH=7,4eta 22 °C.

B.4.1.2. Adsorption du naproxene (NPX)
Une solution de naproxéne de concentration 250 ppm est préparée et sa cinétique d’adsorption est
également suivie sur une durée de 2 heures avant d’étudier son isotherme. La durée sélectionnée pour
réaliser I'isotherme d’adsorption est également de 1 h. Différentes solutions, allant de concentrations
0 a 250 ppm de naproxéne, ont été mises en contact avec 20 mg d’apatite pour obtenir I'isotherme
d’adsorption. Le dosage par UV-Visible du surnageant est réalisé a 262 nm (maximum d’absorption),
en relation avec une courbe d'étalonnage établie entre 0 et 250 mg/L de naproxéne (coefficient de
corrélation r> = 0,9996). Toutes les solutions ont été dosées aprés avoir été diluées 5 fois pour

respecter la loi de Beer-Lambert (Cf. Annexe 13).

La cinétique (Figure I1I-18 a)) montre une adsorption du naproxéne assez rapide, comme dans le cas
précédent pour la tétracycline. La modélisation mathématique (courbe rouge) montre que I'adsorption
du naproxéne semble de nouveau suivre un comportement de type cinétique d’Elovich. Les mémes

conclusions que pour la tétracycline peuvent donc étre avancées.

L'isotherme d’adsorption (Figure I11-18 b)) du naproxéne présente une allure similaire a celle de la
tétracycline. La modélisation mathématique de cette adsorption (courbe en rouge) est aussi
représentée par le modéle de Sips, comme précédemment avec la tétracycline. La valeur de m est de
nouveau supérieure a 1 (2,85), comme dans le cas de la tétracycline, elle est a priori caractéristique

d’une adsorption qui se déroule par « coopération positive » (« positive cooperativity »). Les premieres
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molécules de naproxéne adsorbées a la surface de I'apatite permettent ensuite une « meilleure »
adsorption des suivantes. A partir du modele, la capacité maximum d’adsorption a été estimée a
environ 0,73 mg par g d’apatite. Trés peu d’études sur I'adsorption du naproxéne ont été décrites dans
la littérature. Cependant, une étude se rapprochant des conditions opératoires décrites dans ce
chapitre a déja été réalisée. Il s’agit de I'adsorption du naproxene sur des particules d’os carbonisé
(« bone char »), qui consiste en un mélange de particules de carbone/hydroxyapatite d’un diamétre
d’environ 670 um [177]. En utilisant le modeéle de Sips, ils obtiennent : m = 2,005 et Qm = 2,7 mg/g.
Comparée aux résultats obtenus sur apatite, la capacité d’adsorption est certes plus importante

(environ 4 fois) mais reste relativement faible.
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Figure 111-18 : Adsorption du naproxéne sur une poudre d’apatite biomimétique : a) cinétique d’une solution a 250 ppm et
b) isotherme d’adsorption pour un temps de contactde 1 h,apH=7,4eta 22 °C.

B.4.1.3. Discussion

Afin de comparer I'adsorption des deux principes actifs sur I'apatite biomimétique, les deux isothermes
d’adsorption sont tracées sur le méme graphe, ou la quantité adsorbée est représentée en umol de
principes actifs par g d’apatite.
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Figure I1I-19 : Comparaison des isothermes d'adsorption de la tétracycline et du naproxéne sur apatite biomimétique a pH
=7,4eta22°C.
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Les isothermes d’adsorption (Figure 11I-19) montrent que, pour les trés faibles concentrations a
I’équilibre (jusqu’a 0,25 mmol/L environ), 'adsorption est identique pour les deux molécules. Ensuite
pour des concentrations supérieures, leurs comportements sont tres différents. Pour le naproxéne la
qguantité maximum d’adsorption est atteinte trés rapidement, dés 0,25 mmol/L ; tandis que pour la
tétracycline, la quantité adsorbée continue d’augmenter au-dela de 1,5 mmol/L. La quantité
adsorbable par I'apatite est nettement supérieure pour la tétracycline comparée au naproxéne. D’un
point de vue quantitatif, la tétracycline apparait étre un bon candidat en tant que molécule pouvant
étre adsorbée a la surface des matériaux hybrides, comparée au naproxene. En effet, ce dernier a une
adsorption maximum inférieure a 1 mg/g d’apatite. Pour rappel, la quantité massique de CDA déposée
a la surface des matériaux hybrides (2 x 3 cm) est inférieure a 10 mg, ce qui correspond a moins de
10 ug de naproxene adsorbé sur cette surface. Comparée aux données de la littérature, la dose de
naproxene adsorbée sur la surface apatitique du matériau hybride est tres largement insuffisante pour

espérer une action thérapeutique [178-180].

Les résultats obtenus sont schématisés sur la figure suivante, Figure I11-20 :

Protocole 1

Adsorption a :
pH=74
T=22°C

. Q_,, = 60 pmol Q,4, =3 umol
Spectroscopie UV PA/g apatite PA/g apatite

Figure 111-20 : Bilan des adsorptions de la tétracycline (TC) et du naproxéne (NPX) sur apatite biomimétique.

Pour la suite de cette étude, seule la tétracycline a été prise en considération pour les expériences
d’adsorption a la surface du revétement de CDA du matériau hybride, le naproxéne ne s’adsorbant que
trés peu. Le concernant, une adsorption par le tissu devra étre étudiée avant de I’exclure. En effet, il est
possible qu’il soit adsorbé compte tenu de la porosité multi-échelle du tissu de fibres de carbone. Cette
hypothese implique donc que I'adsorption de la tétracycline soit aussi testée sur le tissu. Pour ce faire,
les isothermes d’adsorption du naproxéne, mais également de la tétracycline, sur le tissu de fibres de

carbone ont été réalisées.
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B.4.2. Adsorption des principes actifs sur tissu de fibres de carbone

B.4.2.1. Adsorption de la tétracycline et du naproxéne
Dans cette partie, seulement les « isothermes » d’adsorption ont été réalisées. Le méme
protocole (protocole 1), que celui mis en ceuvre pour I'adsorption de principes actifs par I'apatite, est
appliqué, sauf que les 20 mg d’apatite en poudre sont remplacés par une pastille de tissu de fibres de
carbone de 1 cm de diametre et de 600 um d’épaisseur. La durée d’adsorption est de 1 h,
correspondant au temps également pris en compte dans le cas de I'adsorption de principes actifs sur
apatite. Les mesures sont effectuées sur les mémes gammes de concentration que précédemment, a

pH de 7,4 et a une température de 22 °C.

L’expérience d’adsorption, pendant un temps court (1 h) a été choisie afin de « comparer » les
guantités de principes actifs adsorbées sur le tissu de carbone avec celles adsorbées sur I'apatite. Il est
a noter que I'équilibre d’adsorption de molécules hydrophobes telles que le naproxéene ou la
tétracycline sur des carbones nanoporeux est généralement atteint au bout de plusieurs heures, voire
72 heures, pour les molécules les plus encombrantes. L'adsorption implique des interactions
hydrophobes de type donneur-accepteur entre les cycles aromatiques des plans des feuillets carbonés

du tissu de carbone et les cycles des principes actifs.

Les « isothermes » d’adsorption (tétracycline et naproxéne) sont reportées Figure l11-21 en umol de PA

par gramme de tissu.
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Figure I1I-21 : Isothermes d'adsorption de la tétracycline (TC) et du naproxéne (NPX) sur le tissu de fibres de carbone FM
50K®apH=7,4eta22"°C.

L’analyse de ces deux « isothermes » montre que le tissu de carbone adsorbe ces 2 principes actifs en
qguantité assez importante avec des cinétiques d’adsorption trés différentes. Dans le cas de la
tétracycline, la quantité adsorbée par le tissu est de 120 umol de TC/g de tissu pour une concentration

de la solution initiale de tétracycline de 1,5 mmol/L. Dans le cas de |'apatite, elle est de 60 umol de
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TC/g d’apatite pour une concentration de la solution initiale de tétracycline de 1,6 mmol/L (2 fois
supérieure). Dans le cas du naproxene, et contrairement a I'adsorption sur apatite, il y a une forte
adsorption du naproxéne par le tissu : la quantité adsorbée par le tissu est de 150 pmol de NPX/g de
tissu pour une concentration de la solution initiale de naproxéne de 0,7 mmol/L. Dans le cas de
I'apatite, elle est de 3 umol de NPX/g d’apatite pour une concentration de la solution initiale de
naproxéne de 1 mmol/L. Par ailleurs, les quantités adsorbées au bout d’une heure sont loin de la
guantité qu’il aurait été possible d’adsorber a I’équilibre. Les résultats d’adsorption sont regroupés

dans le tableau suivant :

Tableau l1I-4 : Quantités de tétracycline (TC) et de naproxéne (NPX) adsorbées par I'apatite biomimétique et le tissu de
carbone FM 50K® en suivant le protocole 1.

TC NPX
PA 800 ppm 250 ppm
1,8 mmol/L 1,1 mmol/L
Q ads (umol PA/g apatite) 60 3

Q ads (umol PA/g FM 50K®) 120 150
Transposition sur un matériau hybride composé a 94 mg de FM 50K® et a 6 mg de CDA

Q ads (umol PA/6 mg CDA) 0,36 0,02
Q ads (umol PA/94 mg FM 50K®) 11,28 14,10

Le naproxéne, malgré sa trés faible adsorption sur I'apatite dans nos conditions opératoires, n’est pas
exclu de cette étude car il est facilement adsorbé par le tissu de carbone FM 50K®. Le tissu de carbone
montre, en effet, une capacité d’adsorption importante pour de faibles concentrations en naproxene.
La tétracycline est également adsorbée par le tissu de carbone. Cependant, dans nos conditions
opératoires, la tétracycline a une capacité d’adsorption trés proche (mais plus faible) que celle du

naproxene et surtout a plus forte concentration.
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Un résumé des principaux résultats obtenus sur I'adsorption de la tétracycline et du naproxene sont

présentés sur la Figure I11-22.

Protocole 1

Adsorptiona:
pH=74
T=22°C

Qads =60 um°| chs =3 p'mOI
PA/g apatite PA/g apatite

Adsorption sur FM 50K®
(Pastille 1 cm @ = 10,4 mg)

Adsorption a:
E— Q4= 120 pmol Q4. = 150 pmol
Spectroscopie UV PA/g FM 50K® PA/g FM 50K®

Figure 111-22 : Bilan des adsorptions de la tétracycline (TC) et du naproxéne (NPX) sur une poudre d’apatite biomimétique
et le tissu de fibres de carbone FM 50K®.

B.4.2.2. Adsorption de I'aspirine
Pour rappel, I'aspirine est le principe actif sélectionné au début de cette expérience pour étre adsorbé
dans la porosité du tissu de fibres de carbone. Nous avons donc choisi un protocole d’adsorption
spécifique et adapté a cet adsorbant (protocole 2). C'est pourquoi I'adsorption de I’aspirine sur le tissu
de fibres de carbone, puis sur le matériau hybride, suit un protocole différent de celui jusqu’alors

réalisé pour les deux autres principes actifs (tétracycline et naproxene).

Avant d’analyser les données de l'adsorption de l'aspirine, la quantité théorique pouvant étre
adsorbée dans la porosité du tissu de carbone peut étre calculée. Pour ce faire, le volume théorique
de la molécule d’aspirine est estimé grace au logiciel ChemSketch. Le volume hydrodynamique
correspond au volume du parallélépipéde pouvant contenir la molécule d’aspirine. Dans le Tableau
IlI-5 sont répertoriées, en plus du volume hydrodynamique, les principales caractéristiques de
I’aspirine, c’est-a-dire sa masse molaire (M, g/mol), sa solubilité (S, mg/L) et sa polarité (Log D) a pH
de 5,5. Il est important de préciser que les calculs prennent seulement en compte le volume
hydrodynamique de la molécule d’aspirine et le volume microporeux du tissu de carbone FM 50K®
(soit 0,41 cm3/g). Le calcul ne prend en compte, ni la possible interaction entre deux molécules
d’aspirine, ni I'effet possible de la chimie de surface du tissu de carbone sur I'adsorption. On peut
signaler que le pHcn du tissu de fibres de carbone FM 50K® est de 7,8, il posseéde donc une surface

légerement chargée positivement en solution a pH 7,4.
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Tableau I1I-5 : Caractéristiques théoriques de I'adsorption de I’aspirine (AA) a partir du logiciel ChemSkectch.

Vhydrodynamique Vhydrodynamique Vhyd rodynamique

M S, H20 25°C R o o
pPKa2s:c Log D, pH=55 (A3) (A3) (A%)
(8/mol) (mg/L) .
mini max moy
180,16 3,49 4600 -0,84 139 293 155

Le volume hydrodynamique minimum donné par le logiciel ne prend pas en compte les orbitales, par
conséquent, la quantité de molécules qu’il est possible d’adsorber dans le volume poreux disponible
peut étre surestimée. Expérimentalement, les molécules d’aspirine s’adsorbent a I’état solvaté, c’est
a dire que le volume occupé est bien plus grand que le volume net des adsorbats. Lorsque deux
molécules solvatées vont s’adsorber dans la porosité du tissu de carbone FM 50K®, cela se fera alors a
plus grande distance. Ce qui laisse a penser que |'adsorption expérimentale des molécules d’aspirine
se situera entre les valeurs théoriques correspondant aux volumes moyen et maximum. Toutes les

valeurs de quantités théoriques adsorbées sont regroupées dans le Tableau IlI-6.

Tableau I11-6 : Quantité d’aspirine (AA) adsorbée par le tissu de fibres de carbone — valeurs théoriques calculées.

V hydrodynamiaue Q aas Q aas
(&) (mmol/g) (mg/g)
139 4,9 883
293 2,3 414
155 4.4 792

Les expériences d’une durée de 72 heures sont toutes triplées et toutes les 24 heures la solution
saturée en aspirine est renouvelée, comme décrit dans le protocole 2. Dans un premier temps, la
cinétique est réalisée (Figure I11-23). Elle confirme une quantité d’aspirine adsorbée maximum aprés
72 h. Les quantités adsorbées lors des 3 premiers cycles sont rassemblées dans le Tableau IlI-7 et

comparées aux valeurs théoriques.
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Figure 11I-23 : Cinétique d'adsorption de I'aspirine (AA) sur le tissu de carbone FM 50K®.

Apreés trois cycles de 72 h, environ 375 mg d’aspirine sont adsorbés par g de tissu de carbone
(FM 50K®). Les résultats expérimentaux se rapprochent des résultats théoriques et notamment de la

guantité adsorbée pour le volume hydrodynamique maximum (414 mg/g).

Tableau IlI-7 : Quantité d’aspirine (AA) adsorbée par le tissu de carbone—- valeurs expérimentales.

Qads Qads
Cycle
(mmol/g) (mg/g)
1 0,84 + 0,06 152 +11
2 0,78 + 0,01 140 + 2
3 0,5+0,1 81+21
Total 2,1+0,2 373+33

Le tissu de fibres de carbone FM 50K® adsorbe une grande quantité d’aspirine. Actuellement, les
différents biomatériaux contenant de I’aspirine, utilisés comme comblement pour la régénération
osseuse, sont dopés a hauteur de plusieurs centaines de ug [137]. A titre d’exemple, les matériaux

hybrides implantés chez le rat lors de cette étude (Cf. Chapitre V.) pourraient contenir jusqu’a 2 mg

d’aspirine dans ces conditions d’adsorption.
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B.4.3. Adsorption de principes actifs sur le matériau hybride

B.4.3.1. Introduction
Avant d’étudier I'adsorption des principes actifs sur le matériau hybride, le schéma de la Figure I1l-24

présente un bilan de I'ensemble des expériences d’adsorption de principes actifs qui ont été réalisées.

Adsorption sur FM 50K®
(Pastille 1 cm @ = 10,4 mg)

Protocole 2

Protocole 1

Adsorption a : Adsorption a :
pH=74 pH=74

T=22°C T=22°C

: Q,4, = 60 pmol Q4= 3 pmol Q_q4,= 2070 pmol .
Spectroscopie UV PA/g apatite PA/g apatite PA/g FM 50K® Spectroscopie UV

Protocole 1

Adsorption sur FM 50K®
(Pastille 1 cm @ =& 10,4 mg)
Adsorption a :

pH=74
T=22°C

: Q,, = 120 pmol Q4 = 150 pmol
Spectroscopie UV PA/g FM 50K® PA/g FM 50K®

Adsorption a :
pH=7,4
T=22°C

Spectroscopie UV

Figure 111-24 : Bilan des adsorptions de la tétracycline (TC), du naproxéne (NPX) et de I'aspirine (AA) sur une poudre
d’apatite biomimétique et sur le tissu de fibres de carbone FM 50K®.

Les différentes expériences ont permis de montrer la possibilité d’adsorber la tétracycline sur I'apatite
biomimétique et sur le tissu de carbone FM 50K® dans nos conditions expérimentales. Elles ont
également montré que le naproxéne, contrairement a la tétracycline, ne s’adsorbe que trés faiblement
a la surface de I'apatite biomimétique. Néanmoins, le naproxéne s’adsorbe également trés bien sur le
tissu de fibres de carbone FM 50K ®. Concernant le dernier principe actif étudié, I’aspirine, elle s’adsorbe

en trés grande quantité sur le tissu de carbone FM 50K®.

Pour rappel, le but de cette étude est d’adsorber un principe actif sur le revétement de CDA carbonatée
déposé en surface du matériau hybride et un second principe actif dans la porosité du tissu de carbone.
La tétracycline peut s’adsorber sur les deux constituants du matériau hybride, tandis que le naproxéne
ne s’adsorbe que dans le tissu de carbone. L’aspirine peut également s’adsorber sur le tissu de carbone,

mais peut-étre aussi sur le revétement de CDA carbonatée.
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B.4.3.2. Adsorption de I'aspirine sur le matériau hybride
La possibilité qu’un principe actif soit adsorbé par les deux constituants du matériau hybride a été
démontrée dans le cas de la tétracycline. La possibilité que I'aspirine soit également adsorbée par les
deux constituants du matériau hybride, ce qui n’avait pas été envisagée initialement, doit étre discutée
a cette étape de I'étude. Afin de répondre a cette interrogation, la cinétique d’adsorption de I'aspirine
a été réalisée. Une seconde interrogation pouvant étre également discutée concerne I'accessibilité des
principes actifs a la porosité du tissu de fibres de carbone recouvert du revétement de CDA. Pour ce
faire, la caractérisation texturale du matériau hybride a été réalisée avant de réaliser I'adsorption de

principes actifs.
a) Adsorption de 'aspirine sur I'apatite

Une solution d’aspirine a une concentration de 180 ppm (103 M), a pH 7,4 et a température ambiante
est préparée. Sa cinétique d’adsorption sur la poudre d’apatite utilisée comme référence est suivie
pendant une durée de 2 heures, en suivant le protocole 1. Le dosage par UV-Visible est fait a 277 nm
(maximum d’absorption) et est en référence a une courbe d'étalonnage établie entre 0 et 180 mg/L

d’AA (coefficient de corrélation r? = 0,996).

Q (mgAA/g apatite)

0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Temps (min)

Figure 11I-25 : Cinétique d'adsorption de I'aspirine (AA) sur la poudre d’apatite biomimétique de référence,apH=7,4eta
22 °C.

La cinétique d’adsorption de I'aspirine (Figure IlI-25) montre une rapide saturation de la quantité
adsorbée. La quantité d’aspirine adsorbée est trés faible et correspond a 2,7 mg d’aspirine/g d’apatite
apres 2 h. Apres 30 min d’adsorption, un plateau semble atteint et aprés 60 min, la quantité d’aspirine
adsorbée décroit. Compte tenu du manque de mesures intermédiaires (entre 30 et 60 min), il est
difficile de conclure a une réversibilité partielle de I'adsorption traduisant une adsorption impliquant

des sites de faible énergie. Peu de conclusions peuvent étre tirées de cette cinétique, si ce n’est de
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dire que les quantités d’aspirine adsorbées restent tres faibles (avec des barres d’erreurs trés grandes),

surtout si elles sont comparées a celles de la tétracycline (5 fois inférieure).

Un récapitulatif des résultats d’adsorption des trois principes actifs étudiés sur les différents

constituants du matériau hybride, selon le protocole utilisé, est donné sur la Figure IlI-26.

Adsorption sur FM 50K®
Protocole 1 (Pastille 1 cm @ < 10,4 mg) Protocole 2

Adsorption a:
pH=7,4
T=22°C

Spectroscopie UV

Adsorption a:
pH=7,4
T=22°C

Q,4, = 60 pmol Q,;, =3 pmol Q,,,= 2 070 pmol ]
PA/g apatite PA/g apatite PA/g FM 50K® Spectroscopie UV

Adsorption sur FM 50K®
Protocole 1 (Pastille 1 cm @ < 10,4 mg)

[ 4

Adsorptiona :
pH=74
T=22°C

T=22°C
. Q4= 120 pmol Q4. = 150 pmol Q4. = 12 pmol :
Spectroscopie UV PA/g FM 50K® PA/g FM 50K® PA/g apatite Spectroscopie UV

Figure I11I-26 : Bilan des adsorptions de la tétracycline (TC), du naproxéne (NPX) et de I'aspirine (AA) sur une poudre
d’apatite biomimétique et sur le tissu de fibres de carbone FM 50K®.

L’aspirine, tout comme le naproxéne, ne s’adsorbent que trés faiblement sur I'apatite biomimétique. Ils
apparaissent, dans nos conditions expérimentales, comme de « mauvais » candidats pour étre
adsorbés sur le revétement de CDA carbonatée déposé en surface du tissu de carbone. Néanmoins,
I’aspirine et le naproxéne peuvent étre adsorbées dans la porosité du tissu de fibres de carbone, sans
qu’il y ait compétition avec une absorption de ces deux molécules sur I’apatite. L’adsorption de ces deux
principes actifs par le matériau hybride devrait donc pouvoir étre ciblée. Afin de le vérifier, I’'adsorption
de I'aspirine par le matériau hybride est réalisée et les résultats sont confrontés a ceux obtenus sur le

tissu de carbone FM 50K?®.

b) Caractéristiques texturales du matériau hybride

Avant d’étudier I'adsorption de principes actifs sur le matériau hybride, il est intéressant de comparer
les caractéristiques du matériau hybride et du tissu de carbone « brut », sans revétement de CaP. Les
caractérisations par adsorption d’azote a 77 K du tissu de carbone FM 50K® et du matériau hybride ont
été réalisées et présentées dans le chapitre précédent. Les principales caractéristiques sont résumées

dans le Tableau IlI-8.
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Tableau I11-8 : Caractérisation du tissu de fibres de carbone FM 50K® et du matériau hybride FM 50K®+CaP par adsorption
d’azote a 77 K.

Vmeso Vmicro Vmicro
Sger
TFC (N2, DFT) (N2, DFT) (N2, DR)
(m?/g) ; ; ;
(cm*/g) (cm*/g) (cm/g)
FM 50K® 898 0,07 0,41 0,41
FM 50K®+CaP 980 0,10 0,45 0,46

Pour rappel, les résultats d’adsorption d’azote a 77 K apportent des données concernant la surface
spécifique et la répartition des volumes mésoporeux et microporeux. Les différences entre les deux
matériaux, le tissu de carbone sans revétement et le matériau hybride, sont peu significatives, montrant
que la porosité du matériau hydride aux échelles nanométriques reste globalement inchangée, échelle
de porosité correspondant au phénoméne d’adsorption des principes actifs. Le matériau hybride
possede donc les mémes aptitudes vis-a-vis de I'adsorption de principes actifs que le tissu de fibres de

carbone.

c) Etude de I'adsorption de I'aspirine sur le tissu de carbone et sur le matériau hybride

L’adsorption de I'aspirine sur le matériau hybride est réalisée dans les mémes conditions que celle
réalisée sur le tissu de carbone, c’est-a-dire une adsorption en 3 cycles de 24 h (protocole 2). Les
résultats d’adsorption par le matériau hybride FM 50k®+CaP sont comparés a ceux du tissu de carbone

dans le Tableau IlI-9.

Tableau 11I-9 : Résultats d’adsorption de I'aspirine (AA) par le tissu de fibres de carbone FM 50K® et le matériau hybride
FM 50K®+CaP.

Qads Qas
Echantillons
(mmol/g) (mg/g)
Tissu de carbone FM 50K® 2,1+0,2 373 +33
Tissu de carbone FM 50K®+CaP 2,08 £ 0,05 375+8

Dans nos conditions opératoires, les adsorptions de I’aspirine par le matériau hybride et par le tissu de
fibres de carbone sont similaires. Ceci est di au fait que les deux matériaux ont les mémes
caractéristiques texturales, en termes d’accessibilité aux volumes poreux (micropores et mésopores) et

de la trés faible adsorption de I'aspirine par I'apatite.
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B.4.3.3. Adsorption de 'aspirine et de la tétracycline au sein des 2 constituants du

matériau hybride
Notre objectif est de tirer parti de la spécificité de notre matériau hybride et de ses deux constituants
pour les « doper » par adsorption avec deux principes actifs différents, chacun ayant sa spécificité et
sa fonctionnalité. Dans les parties précédentes, il a été démontré que les trois principes actifs
possedent une affinité avec le tissu de fibres de carbone, mais que seule la tétracycline possede une
forte affinité avec I'apatite. Ces résultats nous ont conduits a étudier les capacités d’adsorption de

deux nouveaux matériaux hybrides :

- le premier matériau hybride, il est constitué du tissu de carbone FM 50K®, qui sera « dopé »

avec l'aspirine, sur lequel a été déposé le revétement de CDA, qui sera « dopé » avec la
tétracycline (FM 50K®-AA + CaP-TC),

- le second matériau hybride, il est constitué du tissu de carbone FM 50K®, qui sera « dopé »

avec le naproxene, sur lequel a été déposé le revétement de CDA, qui sera « dopé » avec la

tétracycline (FM 50K®-NPX + CaP-TC).

Dans cette partie, le matériau hybride dopé FM 50K®-AA + CaP-TC est étudié. Pour ce faire, dans une
premiere étape, le matériau hybride est saturé en aspirine en suivant le protocole 2, c’est-a-dire 3
cycles d’adsorption de 24 h d’une solution d’aspirine a 180 ppm, a pH neutre et a température
ambiante. Un autre cycle de 24 h est ajouté afin de s’assurer de la saturation en aspirine dans ces
conditions. Dans une seconde étape, un cinquieme cycle est réalisé mais cette fois-ci, la solution
contient a la fois de I'aspirine (de concentration 180 ppm) et a la fois de la tétracycline (de
concentration 820 ppm). Les quantités d’aspirine et de tétracycline adsorbées (Qags) sont ensuite
mesurées (Tableau 1lI-10) et analysées en comparaison avec les résultats précédents (Qads attendue)
donnant la quantité d’aspirine adsorbée par le tissu de carbone FM 50K® et la quantité de tétracycline

adsorbée par le revétement de CDA carbonatée.

Tableau I11-10 : Résultats d’adsorption des deux principes actifs, aspirine (AA) et tétracycline (TC) par le matériau hybride
FM 50K® + CaP.

AA TC
Qads Qads Qads Qads
(mmol/g) (mg/g) (mmol/g) (mg/g)
FM 50K® Apatite
FM 50K®-AA + CaP-TC 2,08 + 0,05 375+8 0,06 + 0,01 27+3
(Qaas attendue)
FM 50K® + CaP
FM 50K°®-AA + CaP-TC 2,1+0,1 370 + 19 0,07 + 0,01 33+3

(Qads mesurée)
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Dans nos conditions opératoires, la quantité d’aspirine en solution est toujours stable au cours des
deux cycles d’adsorption supplémentaires. Le matériau hybride est donc totalement saturé en aspirine
et aucun relargage de ce principe actif n’est détecté. La tétracycline, adsorbée dans une seconde étape,
est également adsorbée par le matériau hybride. Cette quantité adsorbée correspond a la quantité de
tétracycline adsorbée sur apatite. On en déduit que la tétracycline adsorbée par le matériau hybride
serait uniguement adsorbée par le revétement de CDA, a sa surface. Ce qui laisse présager la formation

du matériau hybride FM 50K®-AA + CaP-TC.

A ce stade de I’étude, aucune caractérisation de ce matériau n’a été réalisée afin de confirmer cette
déduction. Néanmoins, les deux principes actifs (aspirine et tétracycline) sont tous deux adsorbés par
le matériau hybride, on subodore une répartition : I’aspirine adsorbée par le tissu de fibres de carbone

FM 50K® et la tétracycline adsorbée en surface du revétement de CDA, ce qui reste a confirmer.

Les résultats de I’adsorption de deux principes actifs différents sur les deux constituants du matériau

hybrides sont présentés sur la Figure 111-27.

FM 50K®

Protocole 2

FM 50K®-AA

Protocole 2

(1 cycle)

FM 50K®-AA

Protocole 1
Adsorption a :

pH=74
T=22°C

FM 50K®-AA

CDA-TC

Qads

attendues

AA
Q.4 = 2080 umol
PA/g FM 50K®

AA
Q4= 2 080 pmol
PA/g FM 50K®

AA
Q4= 2 080 pmol
PA/g FM 50K®

Qads

obtenues

AA
Q,4,= 2 050 umol
PA/g FM 50K®

AA
Q4. = 2050 pmol
PA/g FM 50K®

AA
Q4= 2050 pmol
PA/g FM 50K®

Figure 111-27 : Bilan des adsorptions ciblées de I'aspirine (AA) et de la tétracycline (TC) dans les deux constituants du
matériau hybride, le tissu de carbone FM 50K® et le revétement de CDA.
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B.4.4. Réversibilité de |'adsorption des principes actifs par le tissu de carbone et
sur "apatite biomimétique

L’adsorption des trois principes actifs par les constituants du matériau hybride ayant été étudiée, il est
important de s’intéresser au relargage de ces principes actifs pour chacun de ces constituants. Lorsque
le matériau hybride est dopé avec deux principes actifs, il est important de connaitre leur processus
de libération. Pour ce faire, une étude préliminaire de désorption des principes actifs par le tissu de
fibres de carbone et la poudre d’apatite a été réalisée. L'étude du relargage de la tétracycline et du
naproxene par ces deux matériaux consiste a réaliser une désorption par dilution. Les isothermes

d’adsorption-désorption sont représentées sur la Figure I11-28.
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Figure 111-28 : Cycle adsorption-désorption : a) Naproxéne sur tissu de fibres de carbone FM 50K® et b) Tétracycline sur
apatite biomimétique.

La Figure 11I-28 illustre trés clairement deux régimes différents d’adsorption/désorption des principes
actifs adsorbés par le tissu de fibres de carbone et I'apatite. Dans le cas du tissu de carbone (Figure
111-28 a)), le cycle d’adsorption/désorption montre une importante hystérésis. Le fait que I’hystérésis
soit large décrit un processus de désorption qualitativement tres faible par rapport a I'adsorption et
ceci montre que le systéme naproxene-tissu de fibres de carbone reste hors équilibre (non réversible).
Au contraire, dans le cas de [I'apatite biomimétique (Figure 111-28 b)), le processus

d’adsorption/désorption est réversible.

Elaborer un matériau hybride avec deux principes actifs différents s’avére étre une combinaison tout a
fait intéressante, surtout lorsque chaque constituant du matériau hybride peut imposer une vitesse de
relargage différente du principe actif associé. En effet, I’étude préliminaire réalisée a montré que la
tétracycline se désorbait rapidement de la poudre d’apatite biomimétique, alors que la cinétique de
désorption du naproxéne adsorbée par le tissu de carbone était ralentie dans un premier temps, puis

s’accélérait dans un second temps.
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B.5. Discussion
Dans la deuxieme partie de ce chapitre, la démarche a été d’étudier I'adsorption de principes actifs
(tétracycline, naproxene et aspirine), dans un premier temps, au sein de chaque constituant du
matériau hybride considéré individuellement, puis, dans un second temps, au sein du matériau hybride
considéré dans sa globalité, mais en ciblant I'adsorption d’un principe actif au sein de chaque
constituant. En complément de ce travail sur les cinétiques et les isothermes d’adsorption des
principes actifs, une étude préliminaire a été réalisée, focalisée sur le mode de libération de deux
principes actifs, la tétracycline et le naproxene, qui ont été préalablement adsorbés, respectivement,
sur la poudre d’apatite biomimétique et sur le tissu de fibres de carbone. Cette démarche globale
résulte de discussions, puis d’une collaboration menée avec le CIRIMAT, ou C. Drouet et collaborateurs
ont montré l'intérét de principes actifs tels que la tétracycline (un antibiotique a trés large spectre)
pour sa capacité d’adsorption a la surface d’un substrat d’apatite [73]. Cette étude nous a incités a
envisager d’étudier I'adsorption de ce principe actif, mais également du naproxéne (un antalgique et
anti-inflammatoire non-stéroidien), au sein du revétement d’hydroxyapatite déficitaire en calcium
(CDA) déposé en surface du tissu de fibres de carbone. Pour ce faire, dans une premiere étape, une
étude préliminaire a consisté a étudier |‘adsorption de ces deux molécules sur une poudre d’apatite
biomimétique ayant des caractéristiques physico-chimiques tres similaires a celles du revétement de

CDA. 'adsorption de I'aspirine sur la poudre d’apatite a également été réalisée.

Par ailleurs, le tissu de fibres de carbone est reconnu pour ses remarquables capacités d’adsorption.
Des tissus, aux caractéristiques texturales et de chimie de surface assez proches de celles du tissu
FM 50K® utilisé dans notre étude, ont été étudiés et utilisés a I'lCMN pour I'adsorption de polluants,
en particulier médicamenteux (tels que I'ibuproféne, la carbamazépine, I'ofloxacine, le diclofenag, ...)
en milieu aqueux pour des problématiques environnementales [5]. Il nous a donc semblé important
de s’intéresser a I'étude des cinétiques d’adsorption des trois principes actifs (tétracycline, naproxéne
et aspirine) au sein du tissu de carbone FM 50K® avant de se focaliser sur I’adsorption de principes

actifs au sein du matériau hybride considéré dans sa globalité.

Le choix des principes actifs a adsorber au sein du matériau hybride a été effectué en en se basant sur
les performances d’adsorption des trois principes actifs au sein du revétement de CDA et du tissu de

carbone FM 50K®.

Les résultats des cinétiques d’adsorption de la tétracycline, du naproxene et de I'aspirine sur une
poudre constituée de nanocristaux d’apatite biomimétique (protocole 1) ont montré la possibilité
d’adsorber la tétracycline a hauteur de 60 umol par gramme d’apatite. Les résultats sont cohérents

avec ceux trouvés dans la littérature (a hauteur de 80 umol par gramme). A contrario, I'adsorption du
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naproxene sur cette méme poudre d’apatite conduit a des quantités adsorbées bien plus faibles, de
I’ordre 3 umol par gramme d’apatite. Quant a I’aspirine, son adsorption est a hauteur de 12 pumol par
gramme, soit 5 fois moins importante que celle de la tétracycline. Nous en concluons que, dans nos
conditions opératoires, la tétracycline est un bon candidat pour pouvoir étre adsorbée sur le

revétement de CDA du matériau hybride.

Nous avons ensuite étudié I'adsorption de ces trois principes actifs sur le tissu de fibres de carbone.
Les isothermes montrent une bonne adsorption des deux premiers principes actifs par le tissu de
carbone (tétracycline et naproxéne). Dans nos conditions expérimentales (protocole 1), la tétracycline
présente une adsorption de I'ordre de 120 umol, tandis que le naproxene présente une adsorption de
150 umol par gramme de tissu. L’adsorption de I'aspirine par le tissu de fibres de carbone a également
été réalisée (protocole 2). Les résultats ont montré la possibilité d’adsorber une grande quantité

d’aspirine, soit au maximum environ 2000 umol par gramme de tissu.

Ce travail a montré que la tétracycline peut étre adsorbée par les deux constituants du matériau
hybride. Une compétition entre les deux adsorptions pourrait donc avoir lieu lors de I'adsorption de
ce principe actif dans le matériau hybride. Quant au naproxéne, il n’est adsorbé, de facon quantitative,
gue par le tissu de carbone. Dans I'étude de I'adsorption ciblée des principes actifs au sein de chaque
constituant du matériau hybride, le naproxéne s’avere étre un candidat potentiellement intéressant.
Aux vues des différents résultats d’adsorption, il s’avére que I'aspirine est également un principe actif
tres intéressant a prendre en considération pour son adsorption par le tissu dans le matériau hybride.
D’autant plus que, lorsque nous avons caractérisé la microporosité du matériau hybride afin de la
comparer a celle du tissu de fibres de carbone brut, il a été montré que I'accessibilité a la microporosité
n’était pas affectée par la présence du revétement. Effectivement, I'adsorption de I'aspirine par le

matériau hybride est identique a celle par le tissu (Cf. Tableau 111-9).

En ce qui concerne le matériau hybride et I'adsorption de deux principes actifs différents, I'un étant
adsorbé dans le tissu, 'autre étant adsorbé dans le revétement d’hydroxyapatite déficitaire en calcium

et carbonatée (CDA), deux matériaux hybrides dopés ont été envisagés Figure I11-29) :

- celui ol I'aspirine est adsorbée au sein du tissu de carbone FM 50K® et ou la tétracycline est
adsorbée en surface du revétement de CaP : FM 50K®-AA + CaP-TC,
- celui ou le naproxéne est adsorbé au sein du tissu de carbone FM 50K® et ou la tétracycline

est adsorbée au sein du revétement de CaP : FM 50K®-NPX + CaP-TC.
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CDA-TC
a) FM 50K®-AA

CDA-TC
FM 50K®-NPX

b)

Figure 11I-29 : Représentation des deux matériaux hybrides dopés envisagés a la suite de cette étude.

Lors de ce travail, nous avons étudié uniqguement le premier cas (Figure 11I-29 a)). L’adsorption de
I'aspirine est tout d’abord réalisée dans le tissu de carbone, puis celle de la tétracycline en surface du
revétement de CDA. Le dosage des principes actifs est réalisé aprés chaque étape afin d’obtenir les
quantités exactes adsorbées par le matériau hybride. Les quantités d’aspirine et de tétracycline
adsorbées par les constituants du matériau hybride sont en cohérence avec celles adsorbées par les
constituants considérés individuellement On en conclut que I'objectif visé est atteint: I’aspirine
s’adsorbe dans le tissu de fibres de carbone FM 50K® et la tétracycline s’adsorbe en surface du

revétement de CDA.

En complément de ces études de cinétiques d’adsorption, une étude préliminaire de relargage des
principes actifs par désorption a été réalisée. Le relargage de la tétracycline, préalablement adsorbée
sur la poudre d’apatite et celui du naproxene, préalablement adsorbé au sein du tissu de fibres de
carbone, ont été réalisés. Les courbes de désorption montrent deux modes différents de libération des
molécules actives, avec une désorption réversible avec une cinétique rapide dans le cas de la
tétracycline adsorbée sur la poudre d’apatite biomimétique, et une désorption avec une cinétique
ralentie puis qui s’accélere dans le cas du naproxene adsorbé au sein du tissu de fibres de carbone. Le
fait que chaque constituant du matériau hybride puisse imposer sa cinétique de libération apparait

tres intéressant d’un point de vue applicatif.

La faisabilité d’élaborer un matériau hybride avec deux principes actifs différents et ciblés a été
démontrée. Disposer d’un tel biomatériau permet d’envisager une libération rapide d’un principe actif,
celui présent au sein du revétement de CDA, a titre d’exemple ce pourrait étre un antibiotique
(tétracycline) et une seconde libération plus lente d’un autre principe actif, celui présent au sein du
tissu, qui pourrait étre un anti-inflammatoire (aspirine ou naproxéne). Ce type de biomatériau
permettrait de diminuer les risques d’infections et d’inflammations post-opératoires et dans le cas de

I'aspirine, d’améliorer en plus, la régénération osseuse [137].

Dans la suite de ce travail, des tests in vitro ont été mis en place afin d’évaluer la biocompatibilité des

matériaux hybrides dopés en principes actifs (Cf. Chapitre IV.).
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Introduction

Cette étude a pour objectif de développer de nouveaux biomatériaux flexibles, biocompatibles et bio-
actifs se présentant comme des tissus facilement manipulables. Ces matériaux hybrides pourraient
étre utilisés en chirurgie osseuse comme sorte de « pansement osseux » pour accélérer la cicatrisation
de déficits osseux de petite taille ou comme traitement adjuvant de la pseudarthrose (retard de

cicatrisation de fracture) par exemple.

Les tissus de fibres de carbone (TFC) sont bio-inertes, souples et possédent une architecture poreuse
multi-échelle. Nous avons posé |'hypothése selon laquelle un TFC combiné a un revétement
phosphocalcique bioactif permettrait d’obtenir un matériau hybride biocompatible qui pourrait étre
apposé a la surface d’un os lésé pour accélérer sa régénération. Pour rappel, I'’hydroxyapatite (HAP)
est une céramique du type phosphate de calcium dont la composition chimique Caio(P0O4)sOH; est
proche de celle de la phase minérale de I'os. L'objectif, présenté dans la premiere partie de ce
manuscrit, était de déposer par sono-électrodéposition un revétement de phosphates de calcium (CaP)
sur un tissu de fibres de carbone. Les tissus de fibres de carbone recouverts de CaP sont nommés

« matériaux hybrides ».

La sono-électrodéposition est une technique qui permet d’obtenir des revétements controlés sur des
substrats rugueux en solution aqueuse. Le procédé consiste a plonger le tissu de carbone (électrode
de travail) dans une solution d’ions précurseurs Ca* et PO,*. L'application d’une polarisation
cathodique provoque I'électrolyse de I'eau ainsi qu’une augmentation locale du pH au niveau de
I'électrode de travail. Les ions OH™ ainsi produits se combinent aux ions POs*, HPO4? et Ca* en un
processus de co-précipitation a la surface des fibres de carbone. Le dopage du revétement par des

cations tels que le strontium (Sr**) a également été étudié.

Dans une précédente étude, il a été montré que la sono-électrodéposition est un procédé tres versatile
permettant d’obtenir des microtextures et structures variées de CaP [6,8]. Les revétements de CaP
sont nanocristallins et polyphasés. Selon les parametres expérimentaux, on observe la présence d’une
phase de phosphate octocalcique (OCP) et/ou d’une phase de HAP carbonatée déficitaire en calcium
(CDA) sous forme de plaquettes et /ou d’aiguilles. Ces phases hydratées et carbonatées sont

hautement biomimétiques (similaires aux apatites naturelles) [6-8].

Dans I'étude qui suit, le revétement de CaP est une phase CDA faiblement carbonatée (< 6 %) et
hydratée en surface sous forme de plaquettes (Cf. Partie I, Chapitre II). L'incorporation du Sr?* se fait

par substitution du Ca?* sans modification de la morphologie ni de la microtexture. La structure des
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nanocristaux est légeérement modifiée (augmentation des parameétres de la maille) en raison de la taille

plus importante du Sr?* (Cf. Partie |, Chapitre Ill).

Afin d’évaluer la biocompatibilité des TFC et des matériaux hybrides, c’est-a-dire TFC+xSr-CaP ou x est
le taux de Sr?* dans I'électrolyte, une étude de viabilité et prolifération d’ostéoblastes humains
primaires (HOST pour Human OSTeoblast) cultivés a leur contact a été réalisée. Les ostéoblastes sont
les cellules responsables de la formation du tissu osseux contrairement aux ostéoclastes qui le
dégradent. Pour ce faire, différents tests biologiques ont été mis en place. Le premier est un test semi-
guantitatif en fluorescence (Live / Dead) permettant d’observer la morphologie des cellules et leur
viabilité au contact des biomatériaux. Le second est un test enzymatique (XTT) permettant de
quantifier le nombre de cellules vivantes et d’en déduire la vitesse de prolifération des cellules. De
plus, sachant que le strontium est décrit comme un agent inhibiteur de la différenciation et de I'activité
ostéoclastique, I'influence du Sr** sur la différenciation de monocytes en ostéoclastes a été
abordée [94]. Pour cela, un test plus spécifique de la fonction des ostéoclastes, |'activité « Tartrate-

Resistant Acide Phosphatase » (TRAP), a été utilisé.

Tous les tests in vitro présentés dans cette partie ont été effectués a I'iBV (Nice), sous la direction de

N. Rochet.
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A. Matériels et méthodes

A.1. Matériaux utilisés
Les TFC référencés FM 50K® sont produits par la société Zorflex®. Ils sont composés de fibres de
carbone lobées de 8-10 um de diamétre ayant comme précurseur la viscose. Les fibres sont entrelacées
pour former des méches qui sont ensuite tricotées afin d’obtenir un tissu. Les revétements de xSr-CaP
a la surface du TFC sont obtenus par un procédé de sono-électrodéposition utilisant une polarisation
cathodique (Figure IV-1). Hg/Hg,S0, est utilisée comme électrode de référence et un panier en platine
comme contre électrode. L’électrolyte consiste en un mélange de calcium nitrate tetrahydrate
Ca(N0s),,4H,0, de strontium nitrate Sr(NOs), et d’ammonium dihydrogenophosphate NH4H,PQO,, avec
un rapport Ca/P ou (Ca+Sr)/P maintenu a 1,67, avec [Ca®*] et [Ca?" + Sr?*] = 5.10° mol/L a pH = 4,8 et
a 70°C. Dans cette étude, différents ratio Sr/(Sr+Ca) dans I'électrolyte sont étudiés : 0, 5, et 10 % (0Sr-
CaP, 5Sr-CaP, 10Sr-CaP). La polarisation cathodique de I'électrode de travail est appliquée en utilisant
un potentiostat/galvanostat (BioLogic VMP-2) avec un potentiel constant (-1V/Hg/Hg,SO4) pendant
6 h. Une sonication est appliquée durant la polarisation afin d’obtenir un revétement uniforme et

homogene sur les fibres de carbone.
Les matériaux synthétisés et testés biologiquement dans la suite de cette étude sont les suivants :

- FM 50K® <> TFC
- FM 50K®+0Sr-CaP

- FM 50K®+5Sr-CaP Matériaux hybrides

- FM 50K®+10Sr-CaP

Figure IV-1 : Images MEB des différents matériaux : a) FM 50K®, b) FM 50K® recouvert d’un revétement xSr-CaP et c) coupe
transverse d’une fibre FM 50K® lobée recouverte d’un revétement xSr-CaP.
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Le TFC et les matériaux hybrides synthétisés sont rincés a I’eau ultra pure puis séchés a I'étuve (60 °C)
pendant une nuit. lls sont ensuite découpés a I'emporte-piece (@ 8 mm) avant d’étre une nouvelle fois
rincés et séchés pour étre conditionnés dans une double papillote d’aluminium et stérilisés (chaleur

seche, 180°C, 2 h) avant d’effectuer les tests biologiques.

Afin de conférer de nouvelles propriétés a ces matériaux, différents principes actifs (PA) peuvent étre
adsorbés a la fois a la surface du revétement de CaP et/ou dans la porosité du tissu de fibres de carbone
(Cf. Partie I, Chapitre Ill). Notre hypotheése de travail était que la présence d’au moins un PA a l'intérieur
du matériau permettrait d’augmenter les potentialités de ce dernier grace a une diffusion locale, ciblée

et rapide de ce principe actif. Trois PA ont été sélectionnés pour cette étude préliminaire :

- I'Aspirine (Acide acétylsalicylique) — AA, utilisée ici comme antalgique, anti-inflammatoire mais
aussi comme accélérateur de la régénération osseuse selon certaines données de la
littérature [137-141] ;

- le Naproxéne (Naproxéne de sodium) — NPX, utilisé ici comme anti-inflammatoire non
stéroidien et potentiel activateur de la régénération osseuse ;

- laTétracycline (Tétracycline phosphate) — TC : antibiotique bactériostatique utilisée ici comme

agent anti infectieux.

Nous avons émis I’hypothése que ces agents pourraient respectivement accélérer la formation osseuse

(AA), réduire la douleur (AA, NPX) et lutter contre I'infection (TC).

Les PA ont été dissous aux concentrations indiquées dans le tableau ci-dessous dans 1 L d’eau
déionisée puis filtrée a 0,2 um pour stériliser les solutions. Des pastilles du matériau FM 50K®+0Sr-CaP
de 8 mm de diametre correspondant a une masse de 8,5 mg sont incubées pendant 1 h ou 24 h dans
10 mL de solution de PA afin d’obtenir deux charges (Tableau IV-1). Le relargage des PA apres 48 h
dans le milieu est également mesuré (par dosage UV-Visible, Cf. Annexe 13). Il est total pour tous les

matériaux et toutes les charges de PA.
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Le tableau ci-dessous récapitule les matériaux dopés ainsi que les doses de PA adsorbées

co rresponda ntes.

Tableau IV-1 : Tableau récapitulatif des doses de PA adsorbées dans les matériaux hybrides : (1) 24 h d’incubation et (2)
1 h d’incubation.

Conc. en PA de Dose de PA dans le Taux de relargage du
Dose de PA
Matériaux la solution matériau PA apres 48 heures
(mg / g de mat.)
(ppm) (ng) (%)
FM 50K® + 0Sr-CaP 0 0 0 N/A
FM 50K®+0Sr-CaP +
650 £+ 150 77 £ 18 100
AA(1)
180
FM 50K®+0Sr-CaP +
200+ 30 24+ 4 100
AA(2)
FM 50K®+0Sr-CaP +
600 £ 100 71+12 100
NPX(1)
250
FM 50K®+0Sr-CaP +
200 £ 50 24 +6 100
NPX(2)
FM 50K®+0Sr-CaP +
700 £ 75 82+9 100
TC(1)
1000
FM 50K®+0Sr-CaP +
500 + 130 59+15 100

TC(2)

A.2. Culture des HOST sur les matériaux
Afin d’étudier leur biocompatibilité, des pastilles de TFC et de matériaux hybrides stérilisées ont été
placées dans des puits de culture et pré-incubées avec 1 mL de milieu de culture complet (DMEM, 10 %
SVF (sérum veau feetal), pénicilline, streptomycine). Chaque échantillon est préparé en triple afin de
vérifier la reproductibilité interne des résultats. Apres 3 h de pré-incubation, le milieu est aspiré puis
remplacé par du milieu frais pendant 3 heures. Aprés aspiration du milieu, les tissus sont ensemencés
avec 1 mL de milieu de culture contenant 7000 cellules HOST qui sont cultivées pendant 2, 4 et 10 jours.
Le milieu est changé tous les 3 jours. La condition témoin consiste a ensemencer les cellules
directement sur le plastique des puits de culture. Les tests de viabilité et de prolifération sont réalisés

a2,4etl10jours.
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A.3. Différenciation ostéoclastique des monocytes sur les matériaux
Afin d’étudier la différenciation de monocytes en ostéoclastes (OC) a la surface des matériaux, des
pastilles de TFC et de matériaux hybrides stérilisées ont été placées dans des puits de culture et pré-
incubées avec 1 mL de milieu de culture. Chaque échantillon est préparé en quadruple afin de vérifier
la reproductibilité interne des résultats. Aprés 3 h de pré-incubation, le milieu est aspiré puis remplacé
et incubé a nouveau pendant 3 h. Apres cette nouvelle phase de pré-incubation, les tissus sont
ensemencés avec 500 plL de milieu contenant 60 000 monocytes cultivés ensuite pendant 9 jours en
présence de hM-CSF (human Macrophage Colony Stimulating Factor) a la concentration finale de
33 ng/mL et de hRANK-L (human Receptor Activator of Nuclear factor Keppa-B Ligand) a la
concentration finale de 66 ng/mL. Ce milieu est renouvelé une fois aprés 4 jours. La condition témoin

consiste a ensemencer les cellules directement sur le plastique des puits de culture.

A.4. Tests biologiques

A.4.1. « The Live / Dead Cell Double Staining »

A.4.1.1. Principe
Afin de visualiser les HOST a la surface des tissus et d’évaluer le pourcentage de cellules vivantes et
mortes, le test Live / Dead a été utilisé. Il s’agit d’un test en fluorescence qui permet de distinguer les
cellules vivantes des cellules mortes grace a deux molécules, la calcéine Am et I'éthidium-homodimer-

1.

La calcéine AM est une molécule non fluorescente ayant la capacité de traverser la membrane des
cellules vivantes. L'activité cellulaire transforme la molécule en une calcéine qui fluoresce et qui est
incapable de retraverser les membranes intactes. La calcéine s’accumule dans les cellules vivantes et

leur confere la propriété de fluorescer en vert.

L’éthidium-homodimer-1 est une molécule qui traverse la membrane endommagée des cellules

mortes et se lie a I’ADN, ce qui confére a la cellule une fluorescence rouge.

A.4.1.2. Méthodologie
Ce test a été réalisé apres différents temps de culture a J2, J4 et J10. Pour cela les TFC et les matériaux
hybrides ensemencés avec des HOST sont incubés pendant 20 minutes dans une solution de 250 uL de
PBS contenant 0,125 uL de calcéine-AM et 0,5 pL d’éthidium-homodimer-1. Apres 20 minutes
d’incubation, les biomatériaux sont observés grace a un microscope a fluorescence Zeiss (Observer Z1)

équipé de filtres FITC et Texas Red.
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A.4.2. « XTT Cell Proliferation Assay »

A.4.2.1. Principe
Ce test est un test enzymatique colorimétrique commercialisé par la société TREVIGEN. Le XTT ou 2,3-
Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)2H-tetrazolium-5-carbox-anilide est un sel soluble en milieu
aqueux (jaune) se transformant en formazan (violet) lorsqu’il réagit avec les enzymes mitochondriales
des cellules métaboliguement actives donc vivantes (Figure IV-2). Apres contact avec des cellules, la
mesure de la densité optique (D.0.) du formazan a 490 nm permet d’obtenir une estimation du
nombre de cellules vivantes par comparaison a une courbe d’étalonnage. Ce test a été réalisé aprés

différents temps de culture pour évaluer la viabilité et la prolifération ces cellules.

N N
R\\N/ N K s R\““N/ N a
\ Réduction H
NT”/N i i ) NT”/N
/+— Mitochondriale / —
R R
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Figure IV-2 : Réaction de réduction du XTT par les enzymes mitochondriales.

A.4.2.2. Méthodologie

Ce test comprend une solution de « Réactif XTT » a 0,9 g/L en XTT et une solution d’« Activateur XTT »
contenant du PMS (MethoSulfate de Phénazine) qui permet d’augmenter la vitesse et d’améliorer
I’efficacité du test. Une « solution XTT » est préparée en mélangeant 100 pL d’« Activateur XTT » pour
5 mL de « Réactif XTT ». Apres culture des HOST en présence des biomatériaux, le milieu de culture est
aspiré et remplacé par 200 uL de la solution XTT. Apres 1 h 30 a 37 °C dans l'incubateur de culture, on
effectue les mesures de la D.O. en prélevant 100 uL de la solution colorée et en la transférant dans
une plaque de 96 puits. La mesure de la D.O. est effectuée a 490 nm grace un spectrophotométre
d’absorption (iMarkTM, BIO-RAD). Ce test a été réalisé aprés différents temps de culture a J2, J4 et
J10.

A.4.3. Tartrate Resistant Acide Phosphatase (TRAP)

A.4.3.1. Principe
La différentiation des ostéoclastes peut étre évaluée grace a I'activité enzymatique « Tartrate Resistant
Acide Phosphatase » (TRAP, kit 386 A, SIGMA-ALDRICH). Ce test, qui s’effectue sur des cellules fixées,

permet de visualiser les ostéoclastes différenciés colorés en violet.
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A.4.3.2. Méthodologie
Une solution de fixateur est préparée en mélangeant 25 mL de la solution de citrate, 65 mL d’acétone
et 8 mL de formaldéhyde a 37 %. Dans les puits contenant les cellules cultivées en présence ou pas des
biomatériaux, le milieu de culture est remplacé par 200 uL de solution de fixation. Apres 30 secondes
les puits sont rincés 2 fois avec 500 plL d’eau distillée. La « solution de Fast Garnet GBC diazotée » est
préparée en mélangeant 250 L de solution de base de Fast Garnet GBC, 250 L de solution de nitrite
de sodium, 22,5 mL d’eau distillé a 37 °C, 250 uL d’une solution de naphtol AS-Bl phosphate, 1 mL de
la solution d’acétate et 500 uL de la solution de tartatre. Les cellules fixées sont incubées en présence
de 1 mL de ce mélange a I’abri de la lumiere pendant 1 h a 37 °C. Les puits sont ensuite lavés deux fois
avec 1 mL d’eau distillée puis les noyaux cellulaires contre colorés pendant 2 min dans une solution
d’hématoxyline. Aprés 2 lavages a I'eau courante puis séchage les cellules sont observées au

microscope optique.

B. Résultats

B.1. Choix du tissu de fibres de carbone
Afin de s’assurer de la biocompatibilité des matériaux hybrides, il a d’abord été nécessaire de vérifier
la biocompatibilité du tissu de fibres de carbone. Pour ce faire, nous avons comparé la
biocompatibilité, vis a vis de cellules osseuses, de différents tissus différant par leur précurseur, leur
mode de fabrication, leur architecture et leurs groupements de surface. Nous avons utilisé le test Live
/ Dead qui permet de visualiser la morphologie des HOST et d’évaluer leur viabilité a la surface du

biomatériau (Tableau IV-2).

Les images de microscopie a fluorescence montrent qu’il existe une différence de viabilité cellulaire
selon le tissu utilisé comme support de culture. Aprés 2,5 jours de culture on observe un plus grand
nombre de cellules vivantes (en vert) sur les fibres du tissu non activé et sur les fibres des tissus de la
gamme FM par rapport aux fibres des autres tissus. Ces cellules présentent une morphologie typique

de cellules fibroblastiques adhérentes.

Basé sur ces résultats, le tissu FM 50K® a été sélectionné comme substrat des futurs matériaux
hybrides. Il posséde notamment une meilleure tenue a la manipulation que le tissu non activé et que
les FM 10°®, FM 70® et FM 100® qui ont une architecture de type tissée et non tricotée. Il posséde

également une plus grande densité de surface comparé au second tissu tricoté FM 30K®.
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Tableau IV-2 : Viabilité des cellules HOST ensemencées a la surface des différents tissus testés aprés 60 h de culture.
Evaluation effectuée grace au test live Dead. Images obtenues par microscopie a fluorescence.

Image microcopie fluorescence Image microcopie fluorescence
TFC TFC
60 h de culture (x10) 60 h de culture (x10)

Non activé® CT 71°
KIP 1200® FM 10®
CT 13° FM 30K®
CSC 1200
FM 50K®
PW®
CSC 1200
o FM 70@
TW
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CT 27° FM 100°

CT62°

B.2. Caractérisation des propriétés d’adsorption des tissus de carbone
Les expériences préliminaires conduites lors du choix du TFC ont permis d’observer une décoloration
du milieu de culture plus ou moins prononcée selon le tissu aprés quelques heures d’incubation. La
Figure IV-3 illustre la décoloration observée (puits de gauche) par rapport a la couleur rouge/rose
initiale du milieu (puits de droite, coloration due a la présence du rouge phénol utilisé comme
indicateur de pH). Devant ces résultats nous avons testé I'hypothése selon laquelle d’autres molécules
pourraient étre adsorbées au cours de nos expériences et notamment 1) des molécules entrant dans
la composition du milieu de culture et nécessaires a la survie et a la prolifération cellulaire mais aussi

2) le formazan, indicateur coloré du test XTT.

Figure IV-3 : Photographie de 7 triplets de tissus différents montrant I'influence des tissus de carbone et de leur porosité
sur la décoloration du milieu de culture.

Dans le premier cas I'absorption des molécules du milieu de culture pouvait engendrer une inhibition
de la prolifération. Dans le second cas, I'adsorption du formazan pouvait conduire a une sous-
estimation du nombre de cellules vivantes. Nous avons testé ces hypotheses par deux types

d’expériences.
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B.2.1. Adsorption des molécules du milieu de culture
Les cellules eucaryotes sont maintenues en culture grace a des milieux définis qui contiennent des
nutriments et des facteurs de croissance. Nous avons comparé I'effet, sur la prolifération de cellules
HOST, d’un milieu de culture ayant été au contact des matériaux a celui d’'un milieu ayant été au

contact du plastique de culture pendant le méme temps.

Pour ce faire, du milieu de culture a été mis en contact avec les différents matériaux pendant 2 jours
ou en présence de plastique seul (condition contréle). Apres 2 jours, les différents milieux sont
récupérés et déposés sur des cellules HOST préalablement ensemencées sur plastique. Aprés 2 jours,

le test XTT a permis de comparer le nombre de cellules vivantes dans les différentes conditions.

Les résultats (Figure IV-4) indiquent que les milieux ayant été en contact avec le tissu brut (FM 50K®)
ont le méme effet sur la prolifération que le milieu contréle. En présence des surnageants des trois
matériaux hybrides XSr-CaP (0, 5 et 10 %), le nombre de cellules vivantes est légérement inférieur a
celui du contréle. Cette diminution peut s’expliquer non seulement par un phénomeéne d’adsorption
mais également par la présence de débris générés par le revétement, débris perturbant la prolifération

cellulaire.
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Figure IV-4 : Influence de I'adsorption des molécules du milieu sur le nombre de cellule.

Ces résultats suggérent que les propriétés du milieu de culture sont peu modifiées par la présence des

biomatériaux hybrides, au moins a court terme.

B.2.2. Adsorption du formazan
Nous avons mesuré la captation, par les matériaux, des réactifs colorés du test XTT (expérience
« controle XTT »). Pour cela des HOST ont été cultivés sur plastique afin d’effectuer un test XTT, de

collecter le milieu coloré en violet par le formazan et de mesurer sa D.O. avant (contrble) et aprés
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incubation en présence des différents matériaux pendant 1 h 30. Les résultats montrent une captation
du formazan par les matériaux. Cette captation est similaire pour les trois matériaux hybrides et
légerement supérieure dans le cas tissu brut. La différence de D.O. mesurée apres incubation du
matériau hybride augmente avec le temps de culture. Cette différence de D.O. correspond a environ

10% aJ2 et 20 % a J10 de la D.O. controéle (Figure I1V-5).

0,3

Temps de
culture des
HOST :

0,25

0,2
W 2 jours

O_ 0,15 | 4 jours
a I

W 10 jours
0,1

- -
0

Figure IV-5 : Différence de D.O. retranchée aux résultats du test XTT correspondant a la captation du formazan par un
matériau hybride (FM 50K®+xSr-CaP) selon le temps de culture des HOST.

En conséquence, tous les résultats du test XTT réalisés dans cette étude ont été corrigés par le taux

d’adsorption du formazan mesuré en paralléle.

B.3. Effets des matériaux sur la viabilité et la prolifération des HOST

B.3.1. Viabilité des HOST en périphérie des matériaux
Le tissu ne recouvrant pas la totalité du puits (environ 50 % de la surface), il existe une surface
résiduelle entre la pastille et le bord du puits de culture (Figure IV-6). Lors de I'ensemencement des

cellules, une partie de celles-ci se dépose sur le tissu et une autre sur le plastique.

Matériau

Surface résiduelle (Plastique)

Figure IV-6 : Photographie des matériaux déposés au fond des puits de culture.

Ceci a permis d’observer au microscope optique inverse |'état des cellules présentes sur le plastique a
proximité du matériau et de pouvoir détecter une éventuelle toxicité par relargage. Nous avons appelé
cette toxicité « toxicité a distance ». Une observation systématique de chaque puits a été réalisée pour

chaque biomatériau aux différents temps de culture (Tableau V-3 et Tableau 1V-4).
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Tableau IV-3 : Observation en microscopie optique inverse des cellules présentes a proximité des matériaux apres 2 et 4
jours de culture. Un seul des triplets de chaque biomatériau est présenté. Les cellules HOST sont indiquées par des fleches
vertes tandis que les débris de fibres de carbone sont indiqués pars des fleches blanches.

2 jours 4 jours

FM 50K®

200 pm

FM 50K®+0Sr-
CaP

FM 50K®+5Sr-
CaP

FM 50K®+10Sr-
CaP

Controle
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Tableau IV-4 : Observation en microscopie optique inverse des cellules présentes a proximité des matériaux aprés 10 jours
de culture. Un seul des triplets de chaque biomatériau est présenté. Les cellules HOST sont indiquées par des fleches vertes
tandis que les débris de fibres de carbone sont indiqués pars des fleches blanches.

10 jours FM 50K® FM 50K®+0Sr-CaP

FM 50K®+5Sr-CaP FM 50K®+10Sr-CaP

200 pm

En conclusion nous avons observé qu’aprés 2, 4 et 10 jours de culture et pour tous les matériaux, les
HOST adhérentes au plastique en périphérie du TFC possédaient une morphologie fibroblastique
fusiforme comparable a celle des HOST de la condition témoin (plastique sans tissu). Pour tous les
matériaux, le nombre de cellules adhérentes au plastique augmente au cours du temps suggérant une

prolifération cellulaire.
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B.3.2. Viabilité des HOST a la surface des matériaux
L’observation des cellules présentes a la surface des matériaux a été réalisée grace au test Live / Dead

(Tableau IV-5).

Apres 2 jours de culture, nous avons observé un grand nombre de cellules vivantes et trés peu de
cellules mortes a la surface de tous les matériaux. Les cellules sont fusiformes et suivent I'architecture
des fibres de carbone. Cependant la densité cellulaire est supérieure sur le TFC et est maximum sur le

matériau hybride le plus riche en strontium (FM 50K®+10Sr-CaP).

Tableau IV-5 : Images obtenues en microscopie a fluorescence illustrant les HOST a la surface des différents matériaux
apreés 2 jours de culture. Les cellules vivantes (vertes) et mortes (rouges) sont superposées sur la méme image.

2 jours Triplet 1 Triplet 2 Triplet 3

FM 50K®

FM 50K®+0Sr-
CaP

FM 50K®+5Sr-
CaP

FM 50K®+10Sr-
CaP
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La méme étude a été réalisée pour un temps de culture de 4 jours (Tableau IV-6). Aprés 4 jours de
culture, le pourcentage de cellules mortes (en rouge) est toujours faible pour les différents matériaux.
La densité cellulaire est augmentée par rapport a J2 et les densités les plus fortes sont observées sur
le TCF et les matériaux hybrides dopés au Sr?* d’une facon dose dépendante. Ces résultats indiquent

une prolifération des cellules a la surface des matériaux.

Tableau IV-6 : Images obtenues en microscopie a fluorescence des HOST a la surface des différents matériaux a 4 jours.
Les cellules vivantes (vertes) et mortes (rouges) sont superposées sur la méme image.

4 jours Triplet 1 Triplet 2 Triplet 3

FM 50K®

200 pm

FM 50K®+0Sr-
CaP

FM 50K®+5Sr-
CaP

FM 50K®+10Sr-
CaP

| 200 um! /<

Apres 10 jours de culture en revanche on observe peu de cellules résiduelles, quel que soit le matériau
(Tableau IV-7) avec une densité toujours supérieure sur les matériaux dopés en Sr** et de facon dose
dépendante. Nous avons noté que les cellules présentes sur les matériaux contenant du Sr?* avaient

une taille supérieure et un phénotype plus allongé.
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Il est important de signaler que nous avons eu de fortes difficultés a obtenir des images qui illustrent

parfaitement ce que nous avons observé au microscope.

Tableau IV-7 : Images obtenues en microscopie a fluorescence des différents biomatériaux aprés 10 jours de culture. Un
seul cliché représentatif de I'ensemble du matériau est représenté. Les cellules vivantes (vertes) et mortes (rouges) sont
superposées sur la méme image.

10 jours FM 50K® FM 50K®+0Sr-CaP

FM 50K®+5Sr-CaP FM 50K®+10Sr-CaP

B.3.3. Effet des matériaux sur la prolifération cellulaire
La courbe d’étalonnage du test XTT est représentée dans la Figure IV-7. Pour cela, le test XTT a été

réalisé sur des cellules HOST ensemencées sur plastique a des densités croissantes.

05

0 50000 100 000 150 000 200 000 250 000 300 000
Nombre de cellules

Figure IV-7 : Courbe d'étalonnage du test XTT.
La D.O. mesurée a une longueur d’onde de 490 nm est fonction du nombre de cellules vivantes dans le puits.
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Le nombre de cellules vivantes présentes dans les puits en présence et en absence des différents
matériaux a été quantifié aux différents temps de culture. Les résultats obtenus ont été corrigés par
I'adsorption du formazan par les matériaux. lls sont représentés dans les Figure IV-8 et IV-9.
L’expérience apres 4 jours de culture a été réalisée deux fois. Les tests XTT ont été réalisés sur le puits
total c’est-a-dire que la quantification du nombre de cellules vivantes inclut a la fois les cellules

présentes sur les matériaux mais également les cellules présentes en périphérie sur le plastique.

Les résultats de la Figure IV-8 indiquent que, quel que soit le temps de culture, la prolifération cellulaire
est trés diminuée en présence des matériaux quels qu’ils soient par rapport au plastique. On remarque
gu’apres 2 jours de culture en présence des biomatériaux, le nombre de cellules est inférieur au
nombre de cellules initialement ensemencées. Au contraire, dans la condition contréle, le nombre de
cellules vivantes est environ 5 fois supérieur. Ceci suggere que 80 % des cellules ensemencées en
présence des matériaux sont mortes entre JO et J2 apres ensemencement. Aprés 4 et 10 jours de

culture une prolifération faible est observée.

100000
w 80000
= m FM50K
T
z 60000 o FM50K + 0Sr-CaP
by FM50K + 55r-CaP
0
£ 40000 B FM50K + 105r-CaP
o
= M Contréle plastique

20000
., I .
0 2 4 4(2) 10

Temps (j)

Figure IV-8 : Nombre de cellules vivantes en fonction du temps de culture avec correction de I'adsorption du formazan par
les matériaux.
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Figure IV-9 : Nombre de cellules en fonction des différentes matériaux support avec correction de I'adsorption du formazan
par les matériaux.
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La Figure IV-10 représente I'augmentation de la prolifération entre JO et J10 jours et montre que la
prolifération mesurée a J10 est similaire pour les différents matériaux, environ 5 fois inférieure a la

prolifération mesurée sur plastique.

15

12

Prolifération entre
Oet 10 jours

FMB50K FM50K + 0Sr-CaP FM50K + 55r-CaP FM50K + 10Sr-CaP Contréle plastique

Figure IV-10 : Prolifération des HOST entre 0 et 10 jours de culture.

B.4. Observation au microscope électronique a balayage (MEB) des cellules

HOST a la surface des matériaux hybrides
L'observation des HOST a la surface des matériaux hybrides a été réalisée par MEB apres fixation dans
une solution de glutaraldéhyde. Les images présentées dans la Figure V-11 correspondent au matériau

hybride FM 50K®+0Sr-CaP aprés 4 jours de culture.

A faible grandissement (Figure IV-11 a)), on observe de longues trainées apparaissant plus foncées a
la surface des fibres de carbone (fleches rouges). Ces trainées sont caractéristiques d’objets
organiques, donc dans notre cas de cellules. Le grand nombre d’images de ce type présentes a la
surface du matériau, suggére que les HOST ont colonisé une partie de la surface des matériaux. A plus
fort grandissement (Figure IV-11 b) et c)), nous avons observé que les cellules s’étendaient de fibre en
fibre (fleche blanche) tout en se cofondant dans le revétement (fleche verte). Ces images montrent

I’adaptation des cellules HOST a la surface des matériaux.
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Figure IV-11 : Observation en MEB des HOST (fleches) présentes a la surface du matériau hybride FM50K®+0Sr-CaP apres
4 jours de culture. Grandissement : a) x250, b) x500 et c) x1000.

B.5. Effet biologique d’'un matériau hybride FM 50K®+0Sr-CaP dopé en
principes actifs (PA)
Nous avons testé trois biomatériaux chargés en principe actif, tous trois dérivés du biomatériau

hybride FM50K®+0Sr-CaP. Les trois principes actifs sélectionnés étaient : I'aspirine (AA), le

naproxene (NPX) et la tétracycline (TC). Deux doses différentes ont été testées.

B.5.1. Effet des PA sur la viabilité des HOST
Aprés 2 jours de culture, I'observation des cellules aprés marquage fluorescent (test Live/Dead)
indigue une densité cellulaire plus élevée sur les matériaux chargés en AA (dose 1 et 2) et en NPX a
forte dose (dose 1) par rapport aux autres matériaux chargés et a la condition FM 50K®+0Sr-CaP non
chargé (condition témoin)(Tableau IV-8). Il est intéressant de noter que les densités cellulaires

obtenues en présence de ces PA sont les plus élevées que nous ayons obtenues dans cette étude.

Concernant les autres matériaux chargés, aucune différence n’a été observée avec la condition témoin
pour le matériau chargé en NPX et en TC a faible dose (dose 2). Concernant la TC a forte dose (dose 1),

un grand nombre de cellules ayant un phénotype arrondi est observé.
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Tableau IV-8 : Images obtenues en microscopie a fluorescence des HOST a la surface des différents matériaux dopés en PA
apres 2 jours de culture.

FM 50K®+0Sr-CaP

(condition témoin)

FM 50K®+0Sr-CaP+AA

FM 50K®+0Sr-CaP+NPX

FM 50K®+0Sr-CaP+TC

B.5.2. Effet des PA sur la prolifération des HOST
La Figure IV-12 représente le nombre de cellules vivantes apres 2 jours de culture pour chaque
échantillon. La condition témoin (notée @) correspond au matériau hybride FM50K®+0Sr-CaP non

chargé.

L’analyse quantitative (test XTT) montre que le nombre de cellules vivantes aprés 2 jours de culture
est similaire pour tous les matériaux testés sauf pour le matériau contenant la plus faible dose (dose 2)
en NPX. Globalement, la présence de PA ne joue pas un role prépondérant sur la quantité totale de

cellules par puits, contrairement au nombre de cellules observées en surface des matériaux.
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Figure IV-12 : Nombre de cellules vivantes pour les différents matériaux chargés en PA apres 2 jours de culture.
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C. Discussion

La viabilité des ostéoblastes humains (HOST) a été comparée aprés ensemencement sur une dizaine
de TFC différents. Le choix final s’est porté sur le tissu nommé FM 50K® qui a servi de base aux

différents matériaux hybrides et chargés qui ont été testés par la suite.

Le FM 50K®, comme la plupart des TFC testés, posséde une grande capacité d’adsorption. Il s’est trés
rapidement avéré que le TFC pouvait adsorber des molécules du milieu de culture comme le rouge
phénol par exemple mais que ceci avait peu d’'impact sur la prolifération des cellules a court terme.
D’autres expériences seraient nécessaires pour savoir si cet effet d’adsorption pourrait jouer un réle a
plus long terme sur la viabilité et la prolifération cellulaires in vitro, ce qui pourrait expliquer la quasi
disparition des cellules en surface des matériaux aprés 10 jours de culture. Nous avons montré que
cette propriété avait un impact sur le test quantitatif XTT en raison de I'adsorption du formazan
(molécule responsable de la coloration). Ceci nous a conduit a corriger les résultats bruts obtenus en

tenant compte de cette adsorption.

Les observations faites au microscope optique inverse montrent pour tous les matériaux I’absence de
« cytotoxicité a distance » envers les HOST. Pour tous les temps de culture, la présence d’HOST a
proximité des matériaux sur la surface plastique est observable. Le matériau ne relargue donc aucune
substance toxique et la présence de débris de fibres de carbone n’empéche pas la prolifération
cellulaire. Cependant de tels débris pourraient in vivo représenter une source d’inflammation non

souhaitable.

Nos résultats indiquent qu’un grand nombre de cellules meurent aprés I'ensemencement, ce qui
suggere que les fibres de carbone représentent un substrat d’adhésion beaucoup moins favorable que
le plastique de culture. Apres 2 jours de culture nous observons la présence de cellules viables sur tous
les matériaux mais une densité cellulaire nettement augmentée et une répartition cellulaire plus
homogeéne en présence de Sr** de facon dose dépendante et en présence des principes actifs AA et
NPX (dose 1). Ces effets se confirment a J4. Nos résultats indiquent également que la prolifération des
ostéoblastes humains en présence des biomatériaux est nettement inférieure a la condition contréle
sur plastique. Il est probable que la mortalité cellulaire lors de 'ensemencement et le fait que les fibres
de carbone ne représentent pas un support de culture idéal, jouent un grand réle dans ce phénomene.
Une adsorption lente mais réguliere par les fibres participe peut-étre a cet effet délétére sur la
prolifération. D’autres études devront étre menées pour répondre a ces questions. Il est intéressant
de noter que dans tous les cas, les conditions ayant donné les meilleurs résultats sont les conditions

dopées, soit en strontium soit en aspirine et naproxene forte dose.
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L'ensemble de ces résultats montre que le dopage du matériau hybride en molécules thérapeutiques
comme le Sr?*, I’AA et le NPX joue un rdle bénéfique sur la viabilité des cellules osseuses méme si les
fibres de carbone par elles-mémes ne représentent pas, in vitro, un bon support d’adhésion et de
prolifération cellulaire. En perspective, le couplage d’un principe actif sur un matériau déja dopé au

Sr?* apparait prometteur dans I’espoir que leurs effets bénéfiques s’additionnent.

Une expérience préliminaire de différenciation ostéoclastique a été réalisée mais, en raison de
difficultés techniques, n’a pas été concluante. Cette expérience devra étre renouvelée. Néanmoins,

nous n’avons pas observé de toxicité des matériaux pour les cellules monocytaires.

En conclusion, nous avons posé I'hypothese que les matériaux hybrides pourraient étre utilisés comme
« pansement osseux ». A notre connaissance ceci n’a encore jamais été proposé en chirurgie osseuse.
Ce concept peut se rapprocher de celui de la « membrane induite » que I'on retrouve dans la
« technique de Masquelet » utilisée pour la reconstruction osseuse [182]. Pour ce faire, nous avons
mis en place une expérience pilote in vivo. Cette expérience a consisté a créer un défaut osseux a
I’'extrémité distale des deux fémurs d’un rat, a appliquer ou non un de nos biomatériaux a la surface

de ce défaut et a analyser I’évolution quantitative et qualitative de la régénération osseuse.
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Introduction

A la suite des tests effectués in vitro, un tissu de fibres de carbone (TFC, FM 50K®) et deux types de

revétement de phosphate de calcium (CaP) ont été retenus pour la suite de cette étude :

- FM50K®+0Sr-CaP, un revétement d’hydroxyapatite déficitaire en calcium carbonatée sur tissu
de fibres de carbone ;
- FM50K®+10Sr-CaP, un revétement d’hydroxyapatite déficitaire en calcium carbonatée enrichi

en strontium sur tissu de fibres de carbone.

Nous avons testé |'efficacité de ces biomatériaux sur la régénération osseuse in vivo chez le rat. En
effet, aucune technique de culture cellulaire ne peut reproduire de fagcon adaptée I'environnement
complexe d’un tissu en phase de régénération. C'est pourquoi une expérimentation animale a été

conduite.

Pour ce faire, un défaut osseux a été créé au niveau des deux fémurs chez 24 rats. Leur cicatrisation a

été analysée aprés 13 et 26 jours en présence ou en absence des biomatériaux.

A. Matériels et méthodes

A.1. Préparation des biomatériaux

Les biomatériaux FM 50K®+0Sr-CaP et FM 50K®+10Sr-CaP sont découpés au scalpel en patchs de

10 x 4 mm (Figure V-1). lls sont ensuite lavés a I'eau ultra-pure, séchés a I'étuve puis stérilisés dans

'IIII|IIII|II|I!IIII|II

0) il

Figure V-1 : Patch de biomatériau (tissu de fibres de carbone / phosphate de calcium).

de I'aluminium au poupinel.
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A.2. Expérimentation

A.2.1. Animaux

Au cours de cette expérience, 24 rats males Lewis pesant entre 300 et 400 g ont été utilisés.

L’expérimentation animale a été effectuée aprés approbation du « Comité Institutionnel d'Ethique
Pour I'Animal de Laboratoire » (CIEPAL) et du ministere (APAFIS3#11442-2017091413241724), réalisée
sous la direction de Nathalie Rochet et dans I’animalerie de la Faculté de Médecine — ZAC Tour Pasteur,
a Nice. L'apprentissage du protocole chirurgical a été possible grace a I’enseignement initial de Florian
Boukhechba. Ceci m’a permis ensuite de réaliser toutes les interventions chirurgicales (anesthésie
Nathalie Rochet), le suivi post opératoire des animaux, leur sacrifice, la majeure partie des analyses

sur les fémurs ainsi que toutes leurs interprétations.
Ce projet a été congu dans le respect de la regle des 3R :

- Remplacement : Il n‘existe pas aujourd’hui de méthodes permettant d‘éviter
I‘expérimentation animale pour tester le pouvoir ostéogénique de biomatériaux destinés a
accélérer la reconstruction osseuse chez 'Homme.

- Réduction : Ce modele de petit défaut osseux bilatéral permet d’opérer les deux pattes du rat
pour réduire de moitié le nombre d’animaux.

- Raffinement : Toutes les expériences et manipulations des animaux sont effectuées avec le
souci de préserver le bien-étre de I'animal. Les analgésies pré et post opératoires mises au
point dans I'’équipe de Nice permettent d’observer des suites opératoires simples et
notamment une reprise de I'appui sans boiterie des le réveil de I'animal. Comme mentionné
plus loin, les rats opérés sont traités pendant au moins 7 jours contre la douleur par voie orale
dans I'’eau du biberon. Le contenu du biberon est changé tous les jours et la consommation
d’eau de boisson est mesurée chaque jour. Si elle est excessive, elle peut indiquer une
souffrance. Dans ce cas-la ou devant d’autres signes de douleur lors de I'observation
quotidienne de I’'animal, la posologie des antalgiques peut étre doublée. Les animaux sont
suivis selon une grille d’évaluation prévoyant le recours a des points limites précoces et

adaptés (Cf. Annexe 14).

A.2.2. Protocole chirurgical
Tous les rats sont opérés sous anesthésie générale et analgésie adaptée dans des conditions optimales
de stérilité. Nous avons créé un défaut osseux de 2,7 mm au niveau de l'extrémité distale des deux
fémurs (Figure V-2). Pour cela, apres rasage, désinfection et incision cutanée, chaque fémur a été
exposé apres dissection douce des loges musculaires de la cuisse en prenant soin de respecter le nerf

sciatique. Le défaut osseux a été réalisé a I'aide d’'un micromoteur de la marque Synthes équipé de 3
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meéches de 1,1 ; 1,5 et 2,7 mm de diamétre (Advetis médical). La taille croissante des méches permet
de créer un défaut en 3 temps pour diminuer le risque de fractures. Une fiche de compte rendu

opératoire a été remplie pour chaque rat (Cf. Annexe 15).

La taille du défaut étant assez importante par rapport a la taille du fémur et étant donné les variations
inter individuelles, la localisation spatiale des défauts peut différer légerement d’un a I'autre. Cette
différence de position du défaut au niveau du fémur est prise en compte pour toutes les analyses et
les conclusions qui en découlent. Le biomatériau appliqué sur le défaut a été choisi selon la grille jointe
en annexe 16. Les trois groupes de 16 fémurs obtenus correspondent aux trois conditions étudiées

c’est-a-dire :

- Pas de biomatériau.
- Biomatériau : FM 50K®+0Sr-CaP.
- Biomatériau : FM 50K®+10Sr-CaP.

\

N

Figure V-2 : Photographies des principales étapes de la chirurgie et de I’application des biomatériaux sur les défauts
osseux de 2,7 mm de diameétre au niveau de I'extrémité distale du fémur. a) Réalisation du défaut osseux a I'aide d’'un
micromoteur ; b) Défaut osseux a I'extrémité distale d’un fémur gauche ; c) Apposition d’un biomatériau sur le défaut
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osseux et d) Suture cutanée.

Les biomatériaux sont maintenus en place sur le défaut sans qu’une suture soit nécessaire, par le
simple biais du quadriceps fémoral replacé délicatement sur le biomatériau. Le biomatériau est ainsi
bloqué entre le fémur et le muscle. Une radiographie des membres inférieurs de chaque rat est réalisée
en post opératoire immédiat pour vérifier la position du défaut et I'absence de fracture provoquée par

le fraisage.

A.2.3. Soins post opératoires et observations cliniques
En post opératoire les rats ont été traités au moins 7 jours contre la douleur par voie orale grace a
I’ajout, dans I’eau du biberon (40 ml d’eau/jour pour un rat de 400 g), de : 1) Buprenorphine (Buprecare
solution buvable stock 0,3 mg/ml) ; 2) Meloxicam (Metacam, stock 2 mg/ml) ; 3) Antibiotique (Baytril,
2,5% sol). Le biberon est controlé et changé tous les jours ; la quantité de liquide absorbée par I'animal
est mesurée et notée sur la feuille de surveillance (Cf. Annexe 17). Chaque rat est surveillé
guotidiennement, y compris les week-end et jours fériés. Sont évalués : son comportement, I'état de
la cicatrice et du pelage et la reprise de I'appui sur chaque patte. En cas de signes de souffrance (poil
hérissé, rat peu mobile ou prostré, craintif ou agressif) la posologie d’antalgiques est doublée. En cas
de non amélioration dans un délai de 24 h, une radiographie de controle sous anesthésie légere est
effectuée (induction a l'isoflurane puis injection IM de 50 pl de Xylasine) pour vérifier 'absence de
fracture ou d’infection. A I'occasion des radiographies un examen clinique est réalisé sur I’'animal
anesthésié. On note I'aspect des cicatrices, la longueur et la mobilité des membres, I'absence de
tuméfaction ou d’infection (abcés) a la palpation. En cas de fracture ou d’infection constatées a la

radio, I'animal est euthanasié par inhalation de CO,.

A.2.4. Sacrifice et dissection des fémurs
Six rats et dix-huit rats ont été sacrifiés respectivement aprés 13 et 26 jours post opératoires afin
d’étudier la régénération du défaut dans les trois conditions. Le sacrifice a été réalisé par inhalation de
CO; et une radiographie de controle a été effectuée. Les fémurs ont été disséqués et fixés dans du

formol 10 %.
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A.3. Techniques d’analyses
Tous les fémurs ont été analysés au microscanner (iBV, Nice et clinique St Jean, Cagnes sur mer) et en
histologie (iBV et CHU, Nice). Un seul fémur de chaque groupe a été analysé au microscope
électronique a balayage (MEB, CME — Orléans), en IRM (CEMHTI, Orléans) et en spectroscopie RAMAN
(CIRIMAT, Toulouse).

A.3.1. Microscopie électronique a balayage (MEB)
Les caractérisations réalisées en MEB ont été réalisées au Centre de Microscopie Electronique (CME)
de I'Université d’Orléans, sur un microscope électronique a balayage HITACHI S4200, équipé d’un
canon a émission de champ, sous une tension de 5 kV en imagerie. Les échantillons ont été au préalable

recouverts d’une fine couche d’or afin de les rendre conducteurs.

A.3.2. Microscanner a rayon-X (u-CT)
Les analyses ont été réalisées apres 13 et 26 jours post opératoires. Les fémurs ont été disséqués en
préservant le biomatériau puis fixés dans du formol et transférés dans de I'éthanol 70 % avant analyse.
Les acquisitions ont été réalisées dans deux tomographes de résolution différente. D’abord au SkyScan
UCT-1178 (Synergied, Evry, France, résolution 80 um, iBV, Nice) ; puis au SkyScan uCT-1173, (Synergie4,
résolution 6 um, clinique St Jean, Cagnes). L'acquisition des images a été réalisée respectivement a des

tensions de 60 kV, des courants de 615 et 133 pA, et des temps d'exposition de 800 et 776 ms.

A.3.3. Imagerie par résonnance magnétique (IRM)
Les images obtenues par IRM ont été réalisées au laboratoire CEMHTI en collaboration avec F. Fayon
et V. Sarou-Kanian (Orléans). L'IRM 'H consiste a réaliser des images des atomes d’hydrogénes
présents dans le matériau. Dans le domaine biomédical, I'IlRM sonde principalement les molécules
mobiles, telles I'eau ou les métabolites. Ici, nous avons utilisé une séquence IRM (ZTE [183])
permettant d’observer également les parties rigides du matériau (partie minérale de I'os). L’acquisition
des images a été réalisée sur un spectrometre Bruker Avance IlIHD disposant d’un champ magnétique
de 17,6 T (fréquence de Larmor de 750,13 MHz) avec une téte de mesure Bruker MicWB40 et un
systeme de gradient 3 axes Bruker Micro 2.5 (150 G/cm par axe). Les images tridimensionnelles ont
été obtenues avec un champ de vue de 15x12x12 (mm)?3 et une taille de voxel de 50x40x40 (um)3 pour
une durée d’acquisition de 40 h. L’échantillon a été placé dans un tube de 10 mm rempli d’'une huile
fluorée (Halocarbon oil 27) pour limiter I'inhomogénéité due aux gradients de susceptibilité

magnétique.
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A.3.4. Spectroscopie RAMAN
Les spectres RAMAN ont été réalisés par O. Marsan au laboratoire CIRIMAT (collaboration avec
C. Drouet, Toulouse). Cette spectroscopie est une spectroscopie vibrationnelle reposant sur un
processus de diffusion inélastique de la lumiere par la matiere. Les spectres ont été obtenus par
irradiation d’'un laser monochromatique typiquement de longueur d’'onde 532 ou 633 nm. Le
spectrometre utilisé est un microscope RAMAN confocal LabRAM HR800 (Horiba Jobin-Yvon). Dans le
cadre de cette thése, I'étude est réalisée sur les bandes RAMAN comprises entre 700 et 1300 cm™ ol
sont recherchés divers pics caractéristiques de la partie inorganique de |'os (apatite) et notamment la
bande v; des phosphates. La position et la largeur de cette bande peuvent donner des indications sur

les caractéristiques des phases apatitiques en présence, et parfois permettre de les distinguer.

A.3.5. Histologie
Les inclusions, les coupes histologiques et les colorations ont été réalisées grace au matériel mis a
notre disposition au Centre Hospitalier Universitaire de Nice dans le laboratoire central

d’anatomopathologie dirigé par le Pr J.F. MICHIELS.

Les fémurs disséqués sont fixés dans une solution de formol a 10 % et sont décalcifiés dans 5 L d’une
solution d’éthylenediaminetétraacétique (EDTA) 10 % a pH 8, a température ambiante et sous
agitation pendant 9 semaines en changeant le bain deux fois. Les os décalcifiés sont découpés au
scalpel autour de la zone opérée sur une longueur d’environ 5 mm. Les échantillons sont ensuite inclus
en paraffine. A partir des blocs de paraffine nous avons réalisé des coupes de 5 um qui ont été colorées

ensuite a I'hématoxyline, éosine et safran (HES) avant observation en microscopie optique.
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B. Résultats

B.1. Animaux
L'ensemble des 24 rats a été opéré suivant le protocole prévu et 23 animaux ont été sacrifiés en fin
d’expérience sans que soit survenu d’événement indésirable. Pour I'un d’entre eux nous avons
constaté une fracture du fémur opéré dans le groupe controle sans biomatériau. Au total nous avons
pu analyser 15 fémurs contréles (4 a J13 et 11 a J26) sans biomatériau et 16 fémurs dans chacun des

groupes avec un des deux biomatériaux (4 a J13 et 12 3 J26).

B.2. Caractérisation du devenir des biomatériaux
La premiere observation que nous avons faite concerne le devenir des biomatériaux aprés 26 jours
d’application a la surface des fémurs, en particulier 1) au niveau macroscopique I'absence
d’inflammation induite, le maintien en place sur le fémur et la tenue mécanique ; 2) au niveau

microscopique la dissolution du revétement de CaP (MEB) et la biocompatibilité (Histologie).

Apres le sacrifice de I'animal, les cicatrices cutanées et |’état des muscles recouvrant la zone du défaut
osseux ont été soigneusement inspectés et aucun signe d’inflammation des tissus environnants liés au
biomatériau n’a été détecté que ce soit a J13 ou J26. Apres dissection des fémurs nous avons observé
que les biomatériaux étaient bien en place et trés fortement adhérents a la surface osseuse (Figure
V-3). En effet, il a été impossible de les dissocier des fémurs sans disséquer les tissus biologiques

environnants.

lcm

Figure V-3 : Photographies illustrant un biomatériau fortement adhérent a la surface osseuse : a) Deux exemples de
biomatériaux fixés aux fémurs par I'intermédiaire des tissus biologiques (fleche rouge) et b) Forte adhérence a
'arrachement du biomatériau a la surface de lPos par lintermédiaire des tissus biologiques (fleche rouge).
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Deux biomatériaux (FM 50K®+0Sr-CaP et FM 50K®+10Sr-CaP) prélevés a J26 ont été analysés en

microscopie électronique a balayage (MEB).

Pour cela les biomatériaux ont été détachés de I'os par dissection délicate des tissus biologiques
périphériques. Nous avons observé que les tissus de carbone avaient perdu toute flexibilité et restaient
figés selon la forme de I'os. Aprés métallisation sur les deux faces ils ont été observés en MEB. Seules
les images du biomatériau FM 50K®+0Sr-CaP sont présentées sur la Figure V-4. Aucune différence n’a

été observée en MEB entre les deux biomatériaux.

Figure V-4 : Images MEB d’un biomatériau aprés 26 jours d’implantation (FM 50K®+0Sr-CaP). a) Face osseuse, b) Face
musculaire, c) Agrandissement de la face osseuse, d) Agrandissement au niveau d’une extrémité et e) Agrandissement sur
des fibres de carbone.

Aucune différence n’a également été observée entre la face osseuse (c6té os, Figure V-4 a)) et la face
musculaire (c6té muscle, Figure V-4 b)) du biomatériau. Chaque surface est totalement recouverte par
des tissus biologiques. La Figure V-4 b), montre également que les tissus biologiques ont envahi
I'intégralité du tissu. A plus fort grossissement (Figure V-4 c-e)), la colonisation des fibres et de tout le
biomatériau est observée. De plus, la forme lobée des fibres est clairement visible sur ces images, ce
qui suggeére la dissolution du revétement de phosphate de calcium. En effet, comme le montre la Figure
V-5 lorsque les fibres du FM 50K® sont recouvertes du revétement de CaP, leur morphologie lobée
n’est plus visible. La Figure V-4 d) illustre la présence d’un agrégat résiduel de dépot de CaP sur une

fibre. Ce dépdt ne présente ni la taille ni la morphologie du revétement initial (Figure V-5 b) et c)).

174



Chapitre V. Evaluation biologique — Etude in vivo

Figure V-5 : Images MEB du TFC : a) sans revétement de forme lobée, b) avec revétement de CaP de forme cylindrique et
c) en coupe transverse d’une fibre de carbone montrant la forme lobée de la fibre et la forme cylindrique du revétement
la recouvrant.

Le biomatériau FM 50K®+0Sr-CaP a également été observé en IRM *H. Pour rappel, cette technique
permet de visualiser les atomes d’hydrogene présents dans le matériau. De ce fait, le TFC possédant

trop peu de protons a la surface de ses fibres ne devrait pas étre visible par cette technique.

L'image présentée sur la Figure V-6, représente une coupe interne du biomatériau. Celle-ci permet de
distinguer nettement le négatif des motifs du TFC (gris clair). Ceci permet également de déduire que
le tissu carboné est envahi de matiere organique sans qu’il soit possible de déterminer s’il s’agit d’'une
imprégnation de fluide biologique ou d’une colonisation cellulaire puisque I'image visualise

principalement I'eau mobile dans le milieu.

Figure V-6 : Image IRM !H d’un biomatériau FM 50K®+0Sr-CaP.
Gris clair : Présence de protons et Gris foncé: absence de proton.
(Parametres séquence : TR= 8ms, NS =64).
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Tous les fémurs ont ensuite été analysés en histologie. Pour cela les biomatériaux n’ont pas été
dissociés de la surface osseuse et les coupes permettent d’observer le fémur comportant le défaut
osseux et le TFC en regard. La Figure V-7 représente une vue d’ensemble d’une coupe histologique du

biomatériau FM 50K®+0Sr-CaP apposé au fémur.
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Figure V-7 : Analyse histologique d’un biomatériau TFC/CaP a la surface d’'un fémur de rat a J26 postopératoire.
La moelle osseuse, la corticale fémorale, le périoste et le biomatériau colonisé par des tissus biologiques sont
respectivement observés.

Les fibres de carbone sont clairement visibles sous la forme d’amas de couleur noire a la surface du
périoste (le périoste est une membrane riche en cellules souches recouvrant la corticale osseuse). Le
biomatériau est totalement colonisé par un nouveau tissu biologique. Aucun signe d’inflammation
n’est observé. Un grand nombre de cellules géantes multinucléées de type ostéoclastique (fleches
blanches sur la Figure V-8) sont visibles, ce qui représente une réponse normale a I'implantation d’un
élément étranger et peut représenter une étape précoce de la formation d’un tissu osseux. A plus fort
grandissement, on observe la présence d’un grand nombre de néo vaisseaux sanguins (fleches rouges
sur la Figure V-8). La présence d’une vascularisation abondante répartie de fagon homogéne au sein

de fibres suggere une trés bonne intégration des TFC aux tissus environnants.
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Figure V-8 : Analyse histologique d’un biomatériau TFC/CaP a la surface d’un fémur de rat aprés 26 jours d’apposition.
Présence d’ostéoclastes (fleches blanches) et de vaisseaux sanguins (fleches rouges) a proximités des fibres de carbone.

L’ensemble de ces analyses a ainsi permis d’apprécier le devenir des biomatériaux in vivo aprés 26 jours,
a savoir une bonne tenue mécanique, le maintien en place en I'absence de fixation initiale, I'absence
de dégradation du TFC, et la perte de flexibilité en raison d’une colonisation par des tissus biologiques
et probablement d’un début d’ossification. Les trois techniques d’analyses, MEB, IRM et histologie, ont
permis d’observer I'envahissement du biomatériau par un tissu biologique fortement vascularisé de
méme que I'absence de réaction inflammatoire anormale et la dissolution totale du revétement CaP
sur 'ensemble du biomatériau. Ces résultats, obtenus sur un trés petit échantillon, suggérent la

biocompatibilité des biomatériaux TFC/CaP in vivo a J26 post opératoire.

B.3. Caractérisation de la régénération osseuse

B.3.1. Analyse de la régénération osseuse apres 13 jours
Six rats ont été sacrifiés 13 jours aprés la chirurgie soit 4 fémurs dans chaque groupe. Des clichés
radiographiques (Figure V-9) ont été réalisés immédiatement apres l'intervention puis apreés le
sacrifice. Les premiers clichés permettent de visualiser le positionnement des défauts osseux et de
vérifier I'absence de fracture qui pourrait étre provoquée par le fraisage (Figure V-9 a)). Les seconds

clichés permettent de vérifier qu’aucun événement indésirable n’a eu lieu (Figure V-9 b)).

Figure V-9 : Radiographies des défauts osseux : a) en post-opératoire et b) apres 13 jours de régénération.
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Apres dissection des fémurs a J13, I'analyse tomographique a basse résolution (80 um) et haute
résolution (6 um) a été réalisée et la taille du défaut cortical a été mesurée sur une coupe passant par

le centre du défaut.

La Figure V-10 représente une coupe tomographique a basse résolution du défaut osseux pour un
fémur sans biomatériau. A partir de ce type d’images, la taille du défaut cortical a été mesurée pour
tous les fémurs et le pourcentage de cicatrisation corticale calculé dans les trois conditions (Tableau

V-1 ; Cf. Annexe 18).

Figure V-10 : Images obtenues avec un microscanner basse résolution (80 um) pour un fémur de rat sans biomatériau a
13 jours post-opératoire.

Tableau V-1 : Effet des biomatériaux sur la régénération des défauts osseux mesurée par p-CT basse résolution (80 pm).

Taille Taille
Moyenne Médiane
minimum  maximum  Moyenne Médiane Défauts
Condition (n) % de % de
défaut défaut (mm) (mm) comblés
régénérat. régénérat.
(mm) (mm)
"] 4 0 2,70 1,60 1,85 40 31,50 1/4
FM
50K®+0Sr- 4 2,15 2,70 2,45 2,50 10 8,50 0/4
CaP
FM
50K®+10Sr- 4 2,25 2,55 2,40 2,35 12 13,00 0/4
CaP

De fagon inattendue c’est dans la condition contréle sans biomatériau que nous avons constaté le
pourcentage de régénération le plus élevé a savoir 40 % contre 10 et 12 % respectivement en présence
de biomatériau sans et avec strontium. En effet, dans le groupe contréle nous avons retrouvé un défaut
complétement refermé alors qu’en présence des biomatériaux aucun défaut n’était totalement
comblé a J13. En raison du faible nombre d’échantillon (n=4), aucune étude statistique n’a pu étre

réalisée.
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Trois fémurs de chaque groupe ont ensuite été analysés en tomographie a haute résolution (6 um)
(Figure V-11). Les deux échantillons choisis sur cette figure représentent les deux défauts possédant la

régénération la plus avancée observée dans leur groupe respectif.

Figure V-11 : Images obtenues par microscanner haute résolution (6 um) a partir de deux fémurs prélevés a J13
postopératoire: a) sans biomatériau et b) avec biomatériau (FM 50K®+0Sr-CaP).

Cette analyse plus fine a permis de visualiser des niveaux de régénération qui n’étaient pas visibles a
basse résolution. En effet, comme le montre la Figure V-11 b), on détecte une formation osseuse qui

n’était pas visible a 80 um (fleche blanche sur la Figure V-12).

Figure V-12 : Images obtenues a partir du méme fémur avec biomatériau (FM 50K®+0Sr-CaP) a J13 postopératoire par
microscanner : a) basse résolution (80 um) et b) haute résolution (6 um).
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Les résultats a haute résolution sont présentés dans le Tableau V-2.

Tableau V-2 : Effet des biomatériaux sur la régénération des défauts osseux a J13 mesurée par u-CT haute résolution
(6 pum).

Taille Taille
Moyenne Médiane
minimum  maximum  Moyenne Médiane Défauts
Traitement (n) % de % de
défaut défaut (mm) (mm) comblés
régénérat. régénérat.
(mm) (mm)
[} 3 0 1,12 0,70 0,98 74 64 1/3
FM
50K®+0Sr- 3 0 2,10 0,70 0 74 100 2/3
CaP
FM
50K®+10Sr- 3 0 0,99 0,33 0 88 100 2/3
CaP

Les résultats obtenus a haute résolution indiquent que le pourcentage moyen de reconstruction est
identique pour le groupe contrdle et le groupe FM 50K®+0Sr-CaP mais que le nombre de défauts
totalement comblés est plus élevé en présence qu’en absence de biomatériaux. De plus, ils montrent
qgue la régénération la plus forte est obtenue en présence du TFC enrichi en strontium avec
respectivement 88 % de régénération contre 74 % dans les deux autres groupes. Le nombre

d’échantillon étant trop faible (n=3), aucune étude statistique n’a pu étre réalisée.

La tomographie a haute résolution a permis également d’analyser d’autres parametres du processus
de régénération. En effet, sur la Figure V-11 on observe a J13 un os cortical néoformé fin composé d’'un

réseau discontinu de matiere minérale paraissant progresser de |'extérieur vers l'intérieur du défaut.

En réorientant les images pour positionner le défaut osseux de face et en se plagant dans le plan de
I'os cortical, il est possible d’observer I'orientation que suit la reformation osseuse. Les deux fémurs

de chaque groupe ayant les régénérations les plus avancées sont représentés (Figure V-13).
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FM 50K® FM 50K®
+ +

0Sr-CaP 10Sr-CaP

Plan inférieur

Figure V-13 : Images obtenues par microscanner haute résolution (6 um) a partir de deux fémurs de chaque condition
prélevés a J13 postopératoire. Analyse aprés orientation dans le plan de I'os cortical : a), b) sans biomatériau ; c), d) avec
biomatériau (FM 50K®+0Sr-CaP) ; e), f) avec biomatériau (FM 50K®+10Sr-CaP) et b’) sans biomatériau dans un plan inférieur
au plan cortical. Les fleches blanches indiquent le sens de la régénération. Les fleches rouges indiquent les zones non
régénérées.

Pour les fémurs de la condition controle (Figure V-13 a) et b)) nous avons constaté une reconstruction
incompléte de la surface corticale. Pour le premier fémur (Figure V-13 a)), I'os s’est reformé de maniére
centripéte (fleches blanches) mais incompléte puisqu’une zone centrale non reconstruite est toujours
observable dans ce plan (zone noire indiquée par une fleche rouge). Pour le second fémur (Figure V-13

b)), nous n’avons observé aucune régénération de la surface corticale mais une régénération

incomplete en profondeur dans le plan sous cortical, Figure V-13 b’).

En présence de biomatériau, FM 50K®+0Sr-CaP (Figure V-13 c) et d)) ou FM 50K®+10Sr-CaP (Figure
V-13 e) et f)), la régénération osseuse s’effectue également de maniére centripéte (fleches blanches)
mais compléete dans le plan cortical puisque nous observons une fine couche d’os néoformé a la surface

de I'ensemble du défaut. Pour tous les fémurs analysés, en présence d’'un biomatériau, la régénération
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s’effectue de fagcon homogene de I'extérieur vers l'intérieur du défaut en suivant le plus souvent la

courbure osseuse, et correspondant au plan de la surface profonde du biomatériau.

Un fémur des groupes contréle et traité avec le biomatériau FM 50K®+0Sr-CaP a été analysé par IRM
du H (Figure V-14). Les coupes ont été réalisées a la surface de I'os cortical qui ressort en IRM *H en
gris foncé (zone indiquée par des fleches oranges). Pour rappel, en gris clair sont retrouvés les tissus
biologiques. Le défaut osseux est tres nettement visible dans les 2 cas (sous forme de rond d’un
diametre de 2,7 mm). Sur ce plan, il est composé d’un mélange d’os néoformé (gris foncé) et de tissus
biologiques (gris clair). Une lecture attentive montre que la reconstruction de I'os néoformé procede
de I'extérieur vers l'intérieur du défaut (sens indiqué par les fleches blanches). En présence du
biomatériau (Figure V-14 b)), la régénération osseuse semble plus marquée. Cette différence de
contraste pourrait étre expliquée par une régénération légérement plus avancée et dans le plan de I'os

cortical comme observé sur les images de u-CT (Figure V-13).

Figure V-14 : Images obtenues par IRM a partir de fémurs dans les conditions : a) sans biomatériau ; et b) avec biomatériau
0Sr-CaP. Gris clair : Tissus biologiques et gris foncé : Os cortical. Fleche blanche : Sens de la reconstruction osseuse. Fleche
jaune : os cortical. (Parameétres séquence : TR= 8ms, NS = 64, Temps d’acquisition = 40 h).

En conclusion, les images obtenues a J13 grdce aux microscanners basse et haute résolution ont permis
de calculer le pourcentage moyen de reconstruction de I'os cortical. Dans les deux cas, au vu de la
grande dispersion des résultats et du petit nombre de fémurs analysés, nous avons obtenu peu
d’informations quantitatives définitives sur I'effet des biomatériaux sur la régénération osseuse.
Cependant, les résultats suggérent que le biomatériau enrichi en strontium induirait la meilleure
régénération. Les analyses au microscanner associées aux analyses IRM suggérent principalement que
la régénération induite est de type centripéte et que la régénération en présence d’un biomatériau se
fait plus facilement dans le plan de I'os cortical. En revanche, en I'absence de biomatériau la
régénération du défaut n’est jamais compléte dans le plan cortical mais peut étre observée en

profondeur.
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B.3.2. Analyse de la régénération osseuse apres 26 jours
Dix-huit rats ont été sacrifiés a J26 post opératoire. Les fémurs disséqués ont été analysés avec les
mémes techniques qu’a J13. L'analyse en tomographie a basse et haute résolution (80 et 6 um
respectivement) a permis de calculer le pourcentage de régénération par la mesure de la taille
résiduelle du défaut cortical sur une coupe passant par le centre du défaut. Les résultats sont présentés

dans le Tableau V-3.

Tableau V-3 : Effet des biomatériaux sur la régénération des défauts osseux a J26 par p-CT basse et haute résolution
(80 vs 6 um). La partie droite du tableau correspondant au nombre de fémur dans les différentes gammes de pourcentage
de régénération de la surface de I'os cortical associé a chaque condition a basse et a haute résolution.

% de régénération “:';‘)’ 0sx<50 50<x<75 75<x<100 100 (n)
0
£ ? 71 2 4 2 3 11
N
=3 ‘S
b FM 50K®+0Sr-CaP 76 2 2 4 0 6 12
- ©
H:’L FM 50K®+10Sr-CaP 85 E 2 1 0 9 12
N
e ? 69 ® 1 7 0 3 11
el
3 [J]
© FM 50K®+0Sr-CaP 87 5 1 1 3 7 12
=
5 o
% FM50K®°+10Sr-CaP =~ 88 2 0 3 2 7 12

A basse résolution, le pourcentage moyen de reconstruction mesuré a J26 est respectivement de 71 %
sans biomatériau, 76 %, et 85 % en présence des biomatériaux FM 50K®+0Sr-CaP et FM 50K®+10Sr-
CaP. La différence entre la condition controdle et les conditions FM 50K®+0Sr-CaP et FM 50K®+10Sr-CaP
est liée au nombre de défauts totalement comblés (3, 6 et 9 respectivement). Bien que nous n’ayons
pas trouvé de significativité statistique avec les méthodes utilisées, ces résultats suggerent fortement
que la reconstruction osseuse est améliorée en présence des biomatériaux et surtout en présence des

biomatériaux enrichis en Sr%*.

A haute résolution, les pourcentages moyens de reconstruction sont similaires a ceux obtenus a basse
résolution pour les conditions contrdle et FM 50K®+10Sr-CaP, avec respectivement 69 % et 88 %. En
revanche, pour la condition FM 50K®+0Sr-CaP, ce pourcentage est de 87 % au lieu de 76 % et devient
ainsi similaire pour les deux biomatériaux. Les moyennes obtenues ici suggerent que la régénération
est accélérée en présence d’un biomatériau et qu’elle est similaire quel que soit le type de revétement.

Les résultats obtenus a haute résolution (6 um) sont détaillés dans le Tableau V-4.
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Tableau V-4 : Comparaison des trois conditions sur la régénération des défauts osseux par pu-CT a haute résolution (6 um).

Taille Taille
Moyenne Médiane
minimum  maximum  Moyenne Médiane Défauts
Traitement (n) % de % de
défaut défaut (mm) (mm) comblés
régénérat. régénérat.
(mm) (mm)
"] 11 0 1,70 0,83 1,00 69 65 3/11
FM
50K®+0Sr- 12 0 1,70 0,35 0 87 100 7/12
CaP
FM
50K®+10Sr- 12 0 1,00 0,32 0 88 100 7/12
CaP

Au vu des différents parametres étudiés, nous pouvons conclure qu’a J26 la régénération osseuse est
améliorée en présence des biomatériaux par rapport aux contréles. Le fait que la dispersion des
résultats soit plus faible dans la condition FM 50K®+10Sr-CaP suggere une amélioration plus

reproductible de la reconstruction en présence de Sr*.
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Afin d’affiner I'analyse comparative de la régénération osseuse entre les 3 groupes et plus
particulierement entre les 2 biomatériaux, nous avons procédé aux analyses suivantes : 1) analyse de
la morphologie de la reconstruction, 2) comparaison des résultats de facon intra individuelle en
comparant 2 conditions différentes appliquées sur les fémurs d’'un méme rat; et 3) mesure de

I’épaisseur de I'os néoformé.

L'étude de la morphologie de la régénération a J26 nous a permis de distinguer 4 types de
reconstruction (Figure V-15) : 1) Persistance d’un défaut profond, 2) Régénération avec une dépression
de surface, 3) Reconstruction corticale totale de type « rectiligne » et 4) Reconstruction corticale totale

de type « naturelle » respectant la forme naturellement arrondie de la diaphyse fémorale.

Figure V-15 : Différentes morphologies de reconstruction de I’os cortical a J26.
N°1 : Défaut profond N°2 : Dépression de surface
N°3 : Régénération totale « rectiligne » N°4 : Régénération totale « naturelle »

La répartition des fémurs analysés entre ces 4 types morphologiques est reportée dans le Tableau

V-5.
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Tableau V-5 : Répartition des fémurs par type morphologique a J26.

Type n°

FM 50K®+0Sr-CaP

Traitement

FM 50K®+10Sr-CaP

Nombre de fémurs

Total

11

12

12

En I'absence de traitement, 73 % des régénérations ont une morphologie correspondant aux types 1

(n=4) ou 2 (n=4) et 27 % aux types 3 (n=1) ou 4 (n=2). En présence de biomatériau, 58 % des

reconstructions ont une morphologie de type 3 ou 4 (n=7). La comparaison des biomatériaux entre eux

montre que celui enrichi en strontium, FM 50K®+10Sr-CaP, favorise la morphologie de type 4

respectant la courbure naturelle du fit diaphysaire fémoral. En effet, nous avons constaté moins de

reconstructions de type 1 et plus de reconstructions de type 4 en présence de Sr*'.

La comparaison de deux conditions différentes appliquées sur le méme animal (comparaison intra

individuelle) est représentée dans le Tableau V-6. Ceci représente 15 cas sur les 18 rats sacrifiés a J26.

Tableau V-6 : Comparaison de deux conditions différentes sur le méme animal a J26. La comparaison est réalisée en
confrontant les pourcentages de reconstruction de I'os cortical correspondants.

1) 1) FM 50K®+0Sr-CaP
VS VS VS
FM 50K®+0Sr-CaP FM 50K®+10Sr-CaP FM 50K®+10Sr-CaP
FM 50K® FM 50K® FM 50K® FM 50K®
@ @
+ + + +
Cas 0Sr-CaP 10Sr-CaP 0Sr-CaP 10Sr-CaP
N°1 ND +100% - +100% =100%
N°2 - +100% =100% +100% -
N°3 _ + = - +100%
N°4 - +100% - +100% - +100%
N°5 - + - + - +
=: % reconstruction identique ; =100%: % reconstruction identique avec 100% de reconstruction;

+

: % reconstruction plus élevé ;

: % de reconstruction plus faible ;

+100% :
ND : Fracture fémorale.
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Lorsqu’une régénération sans biomatériau est comparée a une régénération en présence de
biomatériau (@ vs FM 50K®+0Sr-CaP et @ vs FM 50K®+10Sr-CaP), la régénération en présence d’un
biomatériau est toujours meilleure qu’en condition contréle. La comparaison des biomatériaux entre

eux suggere que la régénération est supérieure en présence de strontium.

Enfin I'analyse de I'épaisseur de I'os néoformé a été réalisée sur une coupe de u-CT passant par le
centre du défaut. L’épaisseur a été mesurée au centre et aux deux extrémités de la zone d’os néoformé

(Figure V-16).

Limite défaut
<«—> Mesure épaisseur

Figure V-16 : Mesure de I'épaisseur de I'os cortical néoformé a partir d'images obtenues par microscanner haute résolution.

Les résultats de la mesure de I'épaisseur de I'os cortical néoformé selon la condition sont regroupés

dans le Tableau V-7.

Tableau V-7 : Analyse tomographique de I’épaisseur de I'os cortical néoformé en fonction du traitement.

Epaisseur (um)

Traitement Extrémité G Milieu Extrémité D Moyenne
@ 385 200 370 320
FM 50K®+0Sr-CaP 395 285 435 370
FM 50K®+10Sr-CaP 460 330 470 420
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Ces résultats montrent que I'os cortical néoformé est plus épais en présence d’un biomatériau et qu’il
est plus épais en présence du biomatériau enrichi en strontium. L’augmentation d’épaisseur moyenne
est respectivement de 15 % et 30 % en présence du biomatériau FM 50K®+0Sr-CaP et FM 50K®+10Sr-

CaP par rapport a I'épaisseur de la reconstruction sans biomatériau.

Ces résultats montrent aussi que I'épaisseur mesurée au centre de la zone d’os néoformé est toujours
inférieure a I'épaisseur mesurée sur les bords du défaut et que cette différence est diminuée en
présence d’un biomatériau. En effet, I'épaisseur de la zone centrale est la plus impactée par la présence
d’un biomatériau avec +42,5 % et +65 % correspondant au biomatériau FM 50K®+0Sr-CaP et

FM 50K®+10Sr-CaP respectivement.

Nous avons cherché a savoir si ces différences pouvaient étre visualisées en IRM H. Pour cela, nous
avons analysé un fémur représentatif du groupe contréle et un fémur du groupe FM 50K®+0Sr-CaP. La
représentativité correspond, dans notre cas, a une reconstruction possédant une morphologie et une
épaisseur de I'os néoformé les plus souvent retrouvés dans sa condition. Les images IRM sont

présentées sur la Figure V-17.
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Régénération
totale en surface

Régénération
incompléte en
surface

FM 50K®+0Sr-CaP

Figure V-17 : Analyse par IRM de défauts osseux a J26 : a), a') sans biomatériau et b), b') avec biomatériau FM 50K®-0Sr-
CaP. a) et b) : coupe sagittale et a’) et b’) : coupe transversale. Les pointillés noirs indiquent la délimitation du défaut
osseux créé. Les fléches rouge et bleu indiquent deux zones, a l'intérieur et a I’extérieur du défaut, possédant un
envrironnement chimique proche (Parameétres séquence : TR= 8ms, NS = 64).

Les échantillons étant représentatifs de leur groupe, le défaut de surface est retrouvé sur le fémur sans
biomatériau (Figure V-17 a) et a’)) et une régénération complete est observée dans le cas du fémur

avec un biomatériau (Figure V-17 b) et b’)).

Les images IRM 'H permettent également de visualiser I'environnement chimique dans toute la
profondeur du défaut (Figure V-17 a’) et b’)). Dans le cas du fémur sans biomatériau (Figure V-17 a’)),
la différence entre I'environnement dans la zone du défaut (a I'intérieur des pointillés noirs) et celle
de la zone native (a I'extérieure des pointillés noirs) semble plus contrastée que dans le cas du
traitement avec un biomatériau. De plus, dans le cas du fémur avec un biomatériau (Figure V-17 b’)),
I'environnement sous I'os néoformé (fleche rouge) semble trés peu différenciable de celui de

I’environnement natif (fleche bleu).
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Enfin, nous avons exploré la nature chimique de I'os néoformé en fonction du traitement a I'aide d’un
microscope RAMAN confocal. Pour ce faire, dans chaque groupe nous avons sélectionné un fémur pour
lequel la régénération était complete et le défaut refermé. L'analyse a été effectuée sur une coupe de
fémur passant par le centre du défaut. Une analyse en profondeur du défaut a été réalisée et comparée
a une analyse sur os natif (Figure V-18). Les spectres ont ensuite été comparés afin d’obtenir des
informations sur la nature chimique de I'os en chaque point (Figure V-19). Les analyses détaillées
présentées sur la Figure V-18 et la Figure V-19 correspondent a un os ayant recu le pansement

FM 50K®+10Sr-CaP. Le comparatif des traitements est ensuite présenté Figure V-20.

800um

Oum

Figure V-18 : Différents points d’analyses effectués lors de I’analyse par spectroscopie RAMAN sur un fémur prélevé a J26.
Points vert a violet : Mesures ponctuelles dans la profondeur de I'os néoformé (800 um de profondeur). Point bleu : Mesure
sur I'os natif.
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Figure V-19 : Spectres RAMAN d’un fémur de rat du groupe FM 50K®+10Sr-CaP a J26. Spectres vert a violet : spectres
correspondant aux mesures ponctuelles dans la profondeur de I’os néoformé. Spectre bleu : spectre de I'os natif. Encart :
Zoom sur les pics superposés v; des phosphates.
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Les résultats indiquent que les spectres correspondant aux analyses réalisées en profondeur du défaut
ou sur I'os natif sont similaires. Aucun élargissement significatif de la v; des phosphates n’est observé
et aucun déplacement en nombre d’ondes n’est également observé entre les spectres. En conclusion,
pour un fémur de la condition FM 50K®+10Sr-CaP, quelle que soit la zone analysée, aucune différence

entre la nature de I'os néoformé par rapport a celle I'os natif n’a été observée.

Traitement : FM 50K®+10Sr-CaP

Traitement : FM 50K®+0Sr-CaP

Figure V-20 : Spectres RAMAN en différents points d’un fémur de rat selon le traitement appliqué.

L’analyse des trois conditions n’a montré aucune différence significative. La bande v; des phosphates,
la largeur a mi-hauteur et la fréquence de chaque bande sont identiques pour tous les échantillons
analysés. Les proportions carbonate et/ou amides ou proline sur phosphates sont également similaires

pour tous les échantillons.

En conclusion, lorsque la reconstruction est totale a J26, I'os néoformé est de méme nature chimique
dans les trois conditions et similaire a celle de I’os natif. La présence du biomatériau ne modifie pas la

composition chimique de I'os néoformé.
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Pour terminer, nous avons comparé deux images de tomographie haute résolution et deux images
d’IRM *H dans les mémes conditions 3 J13 et J26. La Figure V-21 illustre la différence de régénération

entre les deux temps de I'expérience.

D
D
.
.
.
.

* gt
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Figure V-21 : Différence de régénération entre J13 et J26 apreés apposition du biomatériau (FM 50K+0Sr+CaP). a), b) Images
par microscanner haute résolution (6 pm). c), d) Images par IRM du 'H (Paramétres séquence : TR=8ms, NS = 64).

A 126, les images de microscanner illustrent une reformation osseuse plus marquée qu’a J13 avec
notamment une épaisseur d’os néoformé beaucoup plus importante (zone indiquée en pointillés
blancs sur la Figure V-21 a) et b)). Les images d’IRM sélectionnées dans le méme plan, illustrent une
différence d’environnement chimique notable a I'intérieur du défaut entre les 2 temps (zone indiquée
en pointillés noirs sur la Figure V-21). En effet, I'environnement chimique dans le défaut a J13 (fleche
noire) est fortement différent de I’environnement a I'extérieur (Figure V-21 c)). En revanche a J26, la
différence d’environnement chimique entre I'intérieur et I'extérieur du défaut apparait plus nuancée

(Figure V-21 d)).
Ces images confirment que la régénération est bien plus avancée a J26 et confirment l'intérét d’avoir
mené I'expérience jusqu’a ce temps.
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C. Discussion

Dans cette étude, 24 rats répartis en trois groupes ont été opérés afin de créer un défaut osseux de
2,7 mm de diametre sur la partie distale de chaque fémur. Dans deux groupes, le défaut a été recouvert
d’un biomatériau correspondant soit au FM 50K®+0Sr-CaP soit au FM 50K®+10Sr-CaP. Dans le
troisieme groupe servant de contrdle, aucun biomatériau n’a été utilisé. Six rats ont été sacrifiés a J13
et 18 rats a J26. La régénération de 'os cortical a été analysée aux deux temps et le devenir des

biomatériaux a J26 uniquement.

Concernant la biocompatibilité du biomatériau a J26, I'observation des tissus biologiques environnant
n’a mis en évidence aucune réaction inflammatoire. Aucune différence macroscopique n’est observée
entre un membre inférieur ayant eu ou non un biomatériau. Lors de la dissection des fémurs, nous
avons constaté que tous les biomatériaux étaient restés en place, qu’aucun ne s’était déplacé hors de
la zone d'implantation. Tous les biomatériaux étaient recouverts d’une couche de tissu biologique qui
a da étre disséquée lorsque nous avons voulu récupérer le biomatériau pour analyse. Cette membrane
n’était pas inflammatoire a I'examen macroscopique. Aprés excision, nous avons observé que le
biomatériau était devenu rigide et possédait la morphologie de la zone osseuse qu’il recouvrait,
formant une sorte de moulure de la surface osseuse. Le biomatériau, lors de son implantation,
épousait donc parfaitement la surface de I'os permettant un contact fort avec la diaphyse fémorale.
Les images en MEB, IRM ainsi que I'analyse histologique ont confirmé la colonisation du biomatériau
par du tissu vivant et actif. Les images MEB montrent également qu’apres 26 jours d’implantation, le
revétement de CaP a disparu de la surface des fibres de carbone. Ceci suggére que le revétement s’est
dissout au cours du temps et a pu participer a la régénération de I'os cortical par I'intermédiaire des
précurseurs PO,*, Ca?* et éventuellement Sr?*. Ce relargage de précurseurs a pu favoriser voire
accélérer la régénération osseuse. Il aurait été intéressant de faire les mémes observations a J13 afin
de connaitre la cinétique de dissolution du revétement de CaP in vivo. L’analyse histologique confirme
la trés bonne biocompatibilité des biomatériaux. Elle a permis d’observer une invasion totale du
pansement par un grand nombre de cellules fibroblastiques, de nombreux néo vaisseaux ainsi que de

nombreux ostéoclastes. La présence d’ostéoclastes est une réaction normale aprés implantation d’un

élément étranger mais refléte aussi probablement un début d’ossification. La vascularisation est un

indicateur majeur de la bonne intégration d’un biomatériau.

Apres 13 jours, les 6 premiers rats sont sacrifiés et la reconstruction de I'os cortical est étudiée. La
régénération du défaut osseux est globalement incomplete et les résultats de tomographie ne
montrent pas de différences significatives entre les 3 groupes. Cependant, I'analyse aprés 13 jours

d’implantation a été propice a I’étude du processus de reconstruction. En effet, en tomographie, nous
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avons constaté que la régénération progressait de I'extérieur vers I'intérieur du défaut. Cependant,
dans les cas étudiés, lorsqu’aucun biomatériau n’est appliqué, aucune régénération n’est compléete
dans le plan cortical avec absence d’os néoformé dans la région centrale du défaut. Ces conclusions
sont confirmées par les images d’IRM. L’hypothese que nous émettons pour expliquer ce phénomene,
est que le biomatériau joue le role de « guide » de la régénération osseuse. En épousant la forme de
I'os il forme une « pseudo membrane » ou un « pansement » qui peut faciliter la reconstruction. En
d’autres termes, la régénération pourrait étre guidée par le biomatériau dans le prolongement de la

corticale.

Apres 26 jours, environ 25 % des défauts sont totalement refermés dans la condition témoin, contre
60 % dans les deux conditions avec biomatériau. Le pourcentage moyen de reconstruction augmente
d’environ 20 % lorsqu’un biomatériau est appliqué et les comparaisons sur un méme animal
(2 traitements différents sur un méme rat) confirment cet effet. L’application du biomatériau a
également un effet sur la morphologie de I'os néoformé puisque lorsqu’un « pansement » est
appliqué, la régénération adopte la forme naturellement arrondie de la diaphyse fémorale. Pour tous
les groupes, I'épaisseur centrale de I'os néoformé est toujours plus faible que I'épaisseur mesurée en
bordure du défaut mais I'influence des biomatériaux est plus importante au centre (+42,5 % et +65 %)
que sur les cotés (+10 % et +23 %). Cet effet sur I'épaisseur de I'os régénéré renforce la notion d’effet
« matrice » du biomatériau et ces résultats sont cohérents avec une régénération centripete. Les
images IRM confirment ces résultats et apportent de nouvelles informations notamment sur
I’environnement chimique a l'intérieur de I'os. En présence de biomatériau, I’environnement chimique
dans le défaut est proche d’un environnement d’os natif, contrairement a ce que I'on observe en
absence de biomatériau. Cependant, ces résultats IRM seront a confirmer du fait qu’ils ont été réalisés
sur un seul échantillon représentatif de chaque groupe. Enfin, des analyses par spectroscopie RAMAN
ont été réalisées sur un fémur de chaque groupe possédant un défaut totalement régénéré. Aucune
différence concernant la nature de I'os n’est visible, ni entre un os néoformé et un os natif, ni dans la
profondeur de I'os néoformé, ni entre les différents groupes. Les biomatériaux ne modifient pas la

Yo

nature chimique de I'os régénéré.

Il est important de rappeler que les analyses IRM H et RAMAN n’ont pas été réalisées sur les mémes
fémurs, ni méme sur des os ayant les mémes caractéristiques de régénération. Une comparaison des
résultats n’a donc pu étre réalisée. Cependant, ces premiers résultats montrent I'intérét de coupler
ces deux techniques pour étudier la cinétique de régénération des défauts en absence et en présence

des biomatériaux.
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Enfin, concernant I'effet du strontium sur la régénération de ces défauts, nos résultats suggerent que
le dopage en strontium (FM 50K®+10Sr-CaP) potentialise la régénération osseuse a la fois en surface
et en épaisseur avec une morphologie osseuse mieux respectée. Le Sr2*incorporé dans le biomatériau
pourrait jouer son réle en tant qu’élément favorisant la différenciation et la prolifération des
ostéoblastes [90]. L'analyse des coupes histologiques qui est en cours devrait permettre de savoir si

un plus grand nombre d’ostéoblastes sont présents entre le pansement et le défaut osseux.

En conclusion, les deux biomatériaux que nous avons appliqués comme des « pansements osseux », le
FM 50K®+0Sr-CaP et le FM 50K®+10Sr-CaP, ont eu un effet de guide de la régénération et ont permis

d’obtenir :

- Une augmentation du taux de régénération ;
- Une augmentation du nombre de défauts totalement refermés ;

- Une augmentation d’épaisseur de I'os néoformé ;

par rapport a une reconstruction « naturelle » et le Sr** semble étre un dopage prometteur pour

potentialiser ces effets.
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Conclusion

L'ensemble des différents résultats de ces travaux de these peuvent étre scindés en deux grandes
parties :
- I'élaboration et les caractérisations physico-chimiques, microtexturales et structurales des
matériaux hybrides ;

- I’évaluation du comportement biologique de ces mémes matériaux.

La premiére partie a consisté a élaborer, puis a caractériser, le matériau hybride ; tissu de fibres de
carbone / phosphate de calcium, mais également chacun de ces constituants d’un point de vue
physico-chimique, microtextural et structural. Ensuite, un dopage ciblé de chacun des constituants a

été réalisé.

La connaissance des matériaux de base a été indispensable pour appréhender les mécanismes de sono-
électrodéposition, mais également pour envisager, puis effectuer un dopage en principes actifs de
ceux-ci. Sans cette connaissance des matériaux, I'interprétation des résultats des tests in vitro n’aurait
pas été possible. De plus, afin d’envisager toute implantation chez I’'animal, et tout protocole
chirurgical, une vision compléte des caractéristiques du tissu de fibre de carbone et du revétement de

CaP est nécessaire.

Tout d’abord, la caractérisation des deux tissus de fibres de carbone (KIP 1200® et FM 50K®) a montré
gue chacun d’entre eux possedent une microporosité et une faible compacité. Cependant le FM 50K®
possede un ensimage en surface des fibres (Al et Zn) qui, a priori, nimpacte pas la biocompatibilité du
matériau. Il posseéde également un taux d’oxygeéne en surface bien plus important que le KIP 12009,
qui jouerait un role sur la meilleure adhésion et la biocompatibilité du tissu FM 50K®. A son avantage
également, le FM 50K® posséde une architecture tricotée qui est plus intéressante lors de sa

manipulation.

L’élaboration d’un revétement de phosphate de calcium sur tissu de fibres de carbone ayant fait I'objet
d’une précédente thése [6], une connaissance et une maitrise du procédé existait déja au démarrage
de cette étude. Cependant, aucun matériau hybride élaboré jusqu’a présent ne possédait une
homogénéité de revétement, que ce soit d’un point de vue recouvrement sur I'ensemble de la fibre
ou du tissu, mais également en termes d’épaisseur. C’est pourquoi, une nouvelle optimisation du
procédé d’élaboration a été mise en place. Les roles de la durée de polarisation en mode
galvanostatique, du mode de polarisation (potentiel constant en mode potenstiostatique) et de la

température de I'électrolyte ont donc été étudiés.
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En additionnant I'optimisation de ces trois parametres, c’est-a-dire 6 h, -1 V et 70 °C, un revétement
d’hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) et carbonatée, homogene sur I'ensemble du tissu, des
fibres de carbone et en épaisseur, a été obtenu (Figure 1). En comparaison avec les résultats antérieurs,
les mécanismes réactionnels intervenant au cours de la sono-électrodéposition ont été proposés, ainsi
qgue les relations entre ces mécanismes et I'ensemble des caractéristiques du revétement. Pour
résumer, 6 h est le temps minimum afin d’obtenir un recouvrement homogene sur la fibre de carbone.
Apreés 6 h, des excroissances apparaissent a la surface du revétement. Ces excroissances peuvent, en
plus de créer une hétérogénéité de surface, créer des ponts entre les fibres. Ceci entraine donc une
perte de flexibilité du matériau et augmente ainsi le nombre de débris de phosphate de calcium lors
de la manipulation de celui-ci. En mode potenstiostatique, le potentiel constant appliqué lors de la
sono-électrodéposition est un parametre clé permettant un contréle de I'épaisseur. En effet, en
dessous du potentiel de I'électrolyse de I'eau un revétement tres fin est obtenu (-0,8 V). Au-dessus de
ce potentiel un revétement tres épais est obtenu (-1,2 V). A la frontiere du potentiel de I'électrolyse
de I'eau (-1 V), un revétement intermédiaire est obtenu possédant une grande homogénéité au niveau
du tissu de carbones et des fibres de surface et surtout peu d’excroissances. Ces expériences
confirment que I'électrolyse de I'eau est la « clé » de la sono-électrodéposition et que travailler au plus
proche de cette électrolyse permet de contrbler les mécanismes réactionnels, afin d’obtenir un
revétement totalement homogéne. L'influence du substrat a également été étudiée. Dans ces
parameétres de synthése optimisés, le méme revétement est déposé sur les deux tissus. L'image MEB
présentée ci-dessous, illustre parfaitement un revétement d’hydroxyapatite déficitaire en calcium

(CDA) et carbonatée déposé par sono-électrodéposition a -1V pendant 6 h a 70 °C.

Figure 1 : Image de MEB d'un revétement homogéne de plaquettes de CDA carbonatée déposée par sono-
électrodéposition pendant 6 h, a potentiel constant de -1 V et a 70 °C sur le tissu de carbone FM 50K®.
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La caractérisation du revétement « optimisé » a ensuite été réalisée. Avec ces paramétres de sono-
électrodéposition optimisés, un revétement d’hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée
a été élaboré, aucune autre phase secondaire n’a été déposée. Dans notre cas, le taux de carbonates
présent dans le revétement varie entre 2 et 6 % en masse. Le revétement est composé de plaquettes,
elles-mémes composées de particules lamellaires nanométriques. En effet, la CDA synthétisée est sous
forme de nanocristaux, organisés sous la forme d’un coeur apatitique de structure ordonnée et d’une
surface non-apatitique, de structure désordonnée et hydratée, organisation caractéristique d’une
apatite biomimétique de type « coeur-coquille » (Figure 2). Ces résultats sont cohérents avec les
résultats obtenus lors de la précédente these, ol les revétements de CDA avait été obtenus en mode

galvanostatique, a courant constant [6,8].

Surface non-
apatitique

désordonnée et
hydratée

Coeur apatitique
ordonné

Figure 2 : Représentation schématique d’une particule lamellaire de CDA carbonatée biomimétique synthétisée par sono-
électrodéposition.

La connaissance compléte de chaque constituant, et donc du matériau hybride dans sa globalité, a
permis d’envisager I'apport de nouvelles propriétés a celui-ci. Deux voies de modifications ont été
sélectionnées lors de cette étude :

- un dopage par substitution du calcium par le strontium ;

- un dopage ciblé par des principes actifs dans chacun des constituants du matériau hybride.

Dans la premiére voie de dopage a été démontrée la possibilité d’utiliser la sono-électrodéposition
comme processus d’incorporation contrélé de strontium. En effet, il a été démontré la possibilité de
substituer des cations calcium par des cations strontium par simple ajout d’un sel de strontium dans
I'électrolyte pour les conditions optimisées. Une nouvelle fois, aucune phase secondaire n’a été
observée dans le revétement. Au final, deux revétements de Sr-CDA carbonatée ont été réalisés. Le
taux de strontium dans chacun des deux revétements est de 3 et 6 % correspondant aux taux visés. Ce
taux a été choisi car I'effet optimum du strontium, pour une application en régénération osseuse, est
un taux compris entre 3 et 7 % [90]. L'incorporation du strontium dans la structure de la CDA
carbonatée ne modifie ni la morphologie, ni la microtexture, ni I'organisation sous forme de « coeur-
surface » de la structure des particules lamellaires. Il a été également démontré que ce dopage se

faisait par substitution du calcium par le strontium jusqu’au coeur apatitique des nanocristaux.
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La seconde voie de dopage a démontré la possibilité d’adsorber différents principes actifs sur les deux
constituants du matériau hybride (tétracycline, naproxéne et aspirine). Le tissu de fibres de carbone
et le revétement de CDA apparaissent étre de potentiels systemes de vectorisation de ces principes
actifs. Il a également été montré la possibilité d’adsorber distinctement deux principes actifs ciblés sur
chacun des constituants du matériau hybride (aspirine sur le tissu de carbone et tétracycline sur le
revétement). L'intérét d’un tel systéeme est de délivrer de maniére locale et contrélée deux principes
actifs au niveau d’'un méme site d’implantation. De plus, deux différents modes de relargage ont été
détectés pour les deux constituants du matériau (Figure 3), ce qui apporte un avantage supplémentaire
a ce systeme de relargage. Dans le cas présent, on peut imaginer, dans un premier temps, un relargage
rapide de la tétracycline a partir du revétement CDA, dans le but d’obtenir une action anti-infectieuse
rapide au niveau du site d’implantation. Puis dans les jours suivant I'implantation, un relargage plus
lent de I'aspirine adsorbé dans les fibres du tissu de carbone. L’aspirine agirait alors par son action anti-

inflammatoire, mais son action sur la régénération osseuse est également a prendre en compte [137].

Relargage - mode 2

Figure 3 : Représentation schématique du matériau hybride comme systeme de relargage de principes actifs.

La seconde partie de ce manuscrit a été consacrée a |'évaluation biologique des différents matériaux

hybrides élaborés.

Dans un premier temps, le comportement de ces matériaux en présence d’ostéoblastes humains a été
testé. La viabilité de ces cellules a la surface d’une large gamme de tissus de fibres de carbone a été
évaluée, ce qui a permis de sélectionner le tissu FM 50K® comme substrat des matériaux hybrides pour
la globalité de cette étude. Les tests de viabilité et de prolifération effectués sur les différents
matériaux hybrides élaborés ont démontré I'absence de cytotoxicité. Cependant, il s’est avéré que ces
matériaux n’étaient pas de bons substrats pour la prolifération in vitro des ostéoblastes. Néanmoins,
ces expériences ont confirmé I'effet bénéfique du strontium sur les ostéoblastes, comme décrit dans
la littérature [90]. Pour des raisons techniques, I'étude analogue mise en place sur les ostéoclastes n’a

pas permis de conclure quant a un effet du strontium sur ces cellules. Les premieres évaluations de
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viabilité des ostéoblastes effectuées a partir des matériaux dopés en principes actifs ont confirmé
I'absence d’effet toxique sur les cellules. Au contraire, ces expériences suggérent que certains
matériaux dopés (aspirine et naproxéne) permettent une meilleure colonisation cellulaire de surface.
Cette observation n’avait encore jamais été observée sur ce genre de matériau. Le dopage par des

principes actifs ouvre donc la voie a de nombreuses et nouvelles évaluations a la fois in vitro et in vivo.

Dans un second temps, une expérience préliminaire chez le rat en site osseux a été réalisée. Pour ce
faire, des défauts osseux de 2,7 mm de diamétre et 5 mm de profondeur ont été créés dans la partie
distale de chaque fémur d’un rat. Les matériaux hybrides, sans et avec strontium (10 %), ont été
apposés a la surface des défauts et la régénération osseuse engendrée a été comparée a une

régénération témoin (Figure 4), en I'absence de matériau.

Traitements

Condition témoin : absence de matériau hybride

» Matériau hybride : FM 50K®+0Sr-CaP

Matériau hybride : FM 50K®+10Sr-CaP

Figure 4 : Représentation schématique de I’évaluation in vivo des matériaux hybrides chez le rat, en rouge, est
schématisée la représentation du défaut osseux.

La biocompatibilité des deux matériaux hybrides a tout d’abord été évaluée. Aprés 26 jours
d’implantation, I'analyse histologique montre que les matériaux hybrides sont colonisés jusqu’au cceur
des fibres par un tissu vivant richement vascularisé composé majoritairement de cellules de type
fibroblastique. Les matériaux hybrides (ainsi figés) ont gardé tout au long de I'expérience leur
emplacement initial a la surface des défauts démontrant la faisabilité d’une telle approche. De plus, il
a été montré la dissolution du revétement apatitique et donc son utilisation potentielle dans le
processus de régénération osseuse. Ces observations démontrent I’excellente intégration des tissus
de fibres de carbone recouverts d’hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée et la

possibilité de leur utilisation pour recouvrir un défaut osseux.

La régénération osseuse a été étudiée apres 13 et 26 jours d’application. Les résultats a 13 jours n’ont
pas apporté d’information quantitative statistique sur l'influence des matériaux hybrides sur la

régénération osseuse, en raison du petit nombre d’animaux et de la dispersion des résultats.
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Cependant, ils suggeérent que les matériaux jouent un role qualitatif sur la néoformation osseuse, en
jouant le role de « guide », et permettant a I’'os néoformé de préserver la morphologie originelle de la
surface osseuse. lls suggérent également qu’ils induisent une cinétique de régénération plus rapide

(Figure 5).

Condition témoin Matériau hybride

—_—
V'

VS

Sens de la reformation osseuse

I Défaut osseux

Figure 5 : Représentation schématique de la reformation osseuse en fonction du traitement appliqué - Role du matériau
hybride comme "guide" de la reformation osseuse.

Les résultats a 26 jours ont tres clairement montré l'influence des matériaux hybrides sur la
régénération osseuse. En leur présence le pourcentage moyen de la surface de reconstruction est
augmenté de 20 %, tandis que I'épaisseur moyenne est augmentée de 15 a 30 %, selon le matériau.
L'effet du strontium, comme lors de I'évaluation in vitro, a été démontré avec une épaisseur d’os
néoformé plus importante (+ 13,5 %) et une morphologie de reconstruction améliorée.

En conclusion, I'effet bénéfique des matériaux hybrides « Tissu de fibres de carbone / phosphate de

calcium » sur la régénération osseuse a été démontrée pour la premiere fois.

Les résultats de cette étude se révelent trés prometteurs concernant Iutilisation de tels biomatériaux
en régénération osseuse. L’approche multidisciplinaire de I’étude de ces biomatériaux hybrides, dont
les résultats sont résumés dans la Figure 6, a permis de démontrer tous leurs intéréts pour le domaine

spécifique de la régénération osseuse et de les envisager, chez ’lhomme.
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Figure 6 : Conclusions de I'approche multidisciplinaire de cette étude.
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Perspectives

La connaissance du matériau hybride, sa possibilité d’étre modifié aisément et ces premiers résultats
d’expérimentation animale encourageants font de ces matériaux des biomatériaux prometteurs pour
la régénération osseuse. Les résultats présentés dans ce manuscrit ouvrent le champ a de nombreuses
voies, mais également a quelques interrogations.
Un certain nombre de perspectives peuvent étre envisagées. Parmi toutes les perspectives, quelques-
unes ont attiré notre attention et sont discutées dans la suite de ce manuscrit. Elles sont séparées en
deux catégories :
- perspectives dites « directes » : perspectives découlant directement des résultats présentés,
- perspectives dites « indirectes » : perspectives comportant des études préliminaires menées

en paralléles des travaux présentés.

A. Perspectives « directes »

A.1. Dopage des constituants du matériau hybride
Une perspective qui apparait essentielle est la poursuite de I’étude concernant le dopage du matériau
hybride, que ce soit du point de vue de la substitution par des cations a visée thérapeutique ou bien

du point de vue de I'adsorption de principes actifs.

Il a été démontré la possibilité de substituer le calcium par le strontium de maniéere contrélée par sono-
électrodéposition a -1 V. Il apparait donc intéressant d’étudier la possibilité d’utiliser la sono-
électrodéposition comme processus d’élaboration permettant d’introduire, de fagon controlée, tous
types de cations a visée thérapeutique dans la structure de I'apatite (Mg%, Zn%*, Fe?*, Mn%, Ag",
Na*, ...). ll serait également intéressant d’étudier la possibilité de réaliser une multi-substitution, afin

d’additionner les propriétés de plusieurs cations.

Il a également été démontré la possibilité d’adsorber des principes actifs dans la porosité du tissu de
fibres de carbone et en surface du revétement de la CDA carbonatée. Néanmoins, la possibilité
d’adsorber un principe actif ciblé et distinct dans chacune des deux parties du matériau hybride n’a
pas été prouvée. Des expériences supplémentaires devront donc étre réalisées afin de pouvoir affirmer
I'adsorption sélective de chaque constituant. L'étude de relargage des principes actifs devra étre
poursuivie afin de connaitre précisément le mode associé a chaque constituant et également, en
fonction de la taille et de la charge de I'adsorbat. En complément, une étude sur I'importance du choix
du tissu de carbone pour I'adsorption de principes actifs ciblés pourrait étre menée. Analyser
I'influence de la porosité, mais surtout de la chimie de surface du tissu carboné, sur la quantité, mais

également sur la sélectivité du principe actif adsorbé, apparait pertinente au vu de nos résultats.
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A.2. Expérimentation animale
L'expérimentation animale présentée dans ce manuscrit a apporté certaines réponses concernant
I’effet possible des matériaux hybrides sur la régénération osseuse (augmentation du pourcentage de
surface de reconstruction et de |'épaisseur de I'os néoformé). Seuls les résultats des coupes
histologiques correspondant a la zone du défaut osseux n’ont pas été discutés dans ce manuscrit car

cette caractérisation est toujours en cours.

Cette étude appelle également un grand nombre de questions. Les trois questions qui nous

apparaissent les plus pertinentes a la suite de ces travaux, sont discutées ci-dessous :

1) Le tissu de fibres de carbone se dégrade-t-il ?
2) Le tissu de fibres de carbone seul, joue-t-il un réle de « guide » de la régénération ?
3) Le matériau hybride est-il un systeme de relargage efficace de I’aspirine pour obtenir un effet

sur la régénération osseuse ?

Afin de répondre a la premiéere question, une étude a long terme devra étre réalisée. Elle consisterait
a implanter les biomatériaux a la surface d’un os chez le rat (comme effectué lors de I'étude
préliminaire) et de sacrifier les rats a différents temps (par exemple : 1, 3, 6, 12 et 18 mois). Les rats
devront ensuite étre disséqués et le taux de carbone dans chaque organe mesuré. Dans le cas d’'un
déces prématuré, une dissection devra également étre réalisée afin de statuer sur son origine et,

notamment, si le tissu de fibres de carbone peut y étre associé.

Concernant la deuxiéme question, une expérience similaire a celle réalisée dans cette étude devra étre
réalisée en implantant le tissu de fibres de carbone seul (sans revétement). Les résultats concernant la
régénération osseuse associée a ce traitement seront confrontés a ceux obtenus en absence de
matériau et en présence d’un matériau revétu. Une expérience a 13 jours permettra de confirmer les
résultats présentés dans ce manuscrit et de déterminer le role du tissu dans le processus de

régénération osseuse.

Pour finir, une derniere étude consisterait a implanter ces biomatériaux dopés en aspirine. Différentes
concentrations d’aspirine pourraient étre testées afin d’évaluer I'effet possible de I'aspirine sur la
régénération osseuse et de conclure sur la possibilité d’utiliser le matériau hybride (tissu de fibres de

carbone / phosphate de calcium) comme systéme de relargage de substances thérapeutiques.

Afin de respecter la régle des 3R en recherche animale (réduction, raffinement, raffinement) et
notamment la régle concernant la réduction, ces trois études pourraient étre réalisées en parallele,
afin de limiter le nombre d’animaux. De plus, I'analyse de tous les os par microscanner, mais également

par IRM, RAMAN et par histologie, devra étre effectuée.
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Concernant, les multiples interrogations telles que :
- L'intérét des chirurgiens orthopédiques pour un tel biomatériau ?
- La praticité d'utilisation du biomatériau pendant une intervention chirurgicale ?
- La possibilité d’utiliser ce biomatériau comme systéeme de relargage de médicament
connaissant les contraintes liées a l'industrialisation de ces biomatériaux (notamment a la

stérilisation des produits) ?

Elles devront trouver des réponses a travers des discussions avec les principaux acteurs du domaine,
mais également, en confrontant toujours plus ces matériaux aux problématiques liées a Ia

régénération osseuse.

B. Perspectives « indirectes »

En parallele des travaux présentés, deux études préliminaires ont été réalisées :

La premiére concerne le développement d’'une seconde voie de synthése permettant de recouvrir la
surface d’un tissu de fibres de carbone par un phosphate de calcium. Une étude préliminaire a démarré
a I'lICMN portant sur la synthése de matériaux hybrides par pulvérisation thermique ou « pyrolyse
spray ». Ce procédé en température a pour but d’élargir la gamme de « type » de morphologie,

structure, composition chimique de CaP.

La seconde perspective concerne un parametre clé a étudier qui est I'adhérence du revétement sur le
tissu de fibres de carbone. Des expériences de nano-scratch et de nano-indentation ont été réalisées
en collaboration avec C. Richard (GREMAN, Tours). Aucun résultat probant n’a été obtenu. Pour cause,
la surface non planaire et trés hétérogene des matériaux hybrides qui est imposée par le tissu carboné
ne permet pas 'utilisation des techniques habituellement utilisées (nono-scratch, nano-indentation).
C'est pourquoi une nouvelle voie de caractérisation a été envisagée. Il s’agit de mesurer I'adhérence
par « choc laser » ou LASAT. Cette étude a été réalisée en collaboration avec C. Richard (GREMAN,
Tours), A. Debray et M. Jeandin (Mines ParisTech, Evry) et est présentée dans la suite de ces

perspectives.
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B.1. Autre méthode de synthese : Exemple de la « pyrolyse spray »

B.1.1. Dispositif et principe
La pulvérisation par pyrolyse ou « Spray Pyrolysis » est une technique simple et relativement peu
couteuse au regard du colt de I'équipement. Cette technique, qui ne requiert pas de substrats ou de
réactifs de haute qualité, est une méthode employée pour obtenir des dépots de films denses, poreux

ainsi que pour la production de poudre [184,185].

Le principe de la technique est basé sur la pulvérisation d’une solution de précurseurs au moyen d’un
gaz I'entrainant sous forme de fines gouttelettes. Les précurseurs de la solution réagissent ensuite
pour former, soit un dépot sur le substrat, soit une poudre. Pour obtenir une distribution de taille de
gouttelettes plus fines (micrométrique et sub-micrométrique), la solution précurseur est convertie en
gouttelettes par ultrasons. Les gouttelettes sont alors de tres petites tailles et distribuées de maniere
fine et homogéne avec peu d’inertie de mouvement (pas d’échauffement). Au cours du transport des
gouttelettes par le gaz, le solvant qu’elles contiennent se vaporise a mesure qu’elles approchent du
substrat chauffé. Les précurseurs se diffusent alors sur le substrat entrainant la réaction formatrice
d’un film déposé. La pyrolyse d’un aérosol produit par une pulvérisation ultrasonore est connu sous le

nom de procédé Pyrosol [186].

Formation de Réacteur Tube
I'aérosol en quartz
Hote
aspirante
Solution de
précurseur

Céramique = @a - : 5 ’_>
Piézoélectrique w,i |

Figure 7 : Installation du procédé « pyrolyse spray ».

Une solution de précurseurs (ex : calcium et phosphate) est placée dans le réservoir du Pyrosol. La
vibration de la céramique piézoélectrique entraine alors la formation d’un « brouillard » de
gouttelettes a l'interface liquide-gaz. Les effets de cavitation et les vibrations sur cette surface
entrainent la formation d’un aérosol. Le gaz porteur entraine alors I’aérosol vers le four, dans lequel
peut se produire I"’évaporation du solvant, la diffusion du composé, la formation du précipité et la

pyrolyse (Figure 7).
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Le procédé de pulvérisation par pyrolyse peut étre considéré comme un procédé dérivé de la

technique CVD (dép6t chimique en phase vapeur), divisée en trois étapes [187,188].

1: Evaporation de la solution prés du substrat,
2: Transport des espéces vers la surface du substrat,
3: Réaction/dép6t des espéces sur la surface su substrat.

La Figure 8, schématise les processus pouvant intervenir dans le cas d’'un dépét par la technique

Pyrosol. Ce schéma propose une classification du mécanisme de dépot intervenant en fonction de la

température.
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g & (B ) ST ° 3 Vapor
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Figure 8 : Schéma des différents procédés de dépot du procédé Pyrosol.

Processus n°1 : A faible température, les gouttelettes atteignent le substrat a I’état liquide. Le solvant

se vaporise apres I'impact en laissant un précipité sec dans lequel la décomposition a lieu.

Processus n°2 : Pour des températures supérieures, le solvant s’évapore avant que les gouttelettes

n’atteignent le substrat et le précipité atteint la surface a I'état solide.

Processus n°3 : Le solvant s’évapore lors du vol des gouttelettes vers le substrat, le précipité se sublime
et les vapeurs obtenues se diffusent alors sur le substrat ol ont lieu des réactions chimiques en phase

hétérogene. C'est le cas de la CVD.

Processus n°4 : Pour des températures plus élevées, la réaction chimique intervient lors de la phase
vapeur et le produit de la réaction est déposé sur la surface du substrat sous forme de poudre tres

fine.

Le dépot le plus homogene est obtenu lors du processus n°3. De plus, I'obtention de particules a partir
d’un aérosol présente plusieurs avantages comme le contréle de la taille des cristallites, la morphologie
et la composition des particules [189]. Il en résulte que toutes les gouttelettes se vaporisent au méme

moment, ce qui engendre également la formation d’un dépot plus homogéne.
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B.1.2. Parameétres expérimentaux
Dans cette étude préliminaire, quatre parametres expérimentaux ont été étudiés dans I'objectif de

comprendre l'influence de ceux-ci sur la nature chimique et la morphologie.

Le premier parametre étudié est la concentration de la solution de précurseurs. Deux concentrations
différentes de la solution de précurseurs ont été testées :
- La premiére concentration C; correspond a : 0,2 Ca(NOs),/ 0,12 NHzH,PO4en mol/L,

- Ladeuxiéme concentration C, correspond a : 1 Ca(NOs)>/ 0,6 NH4H,PO4en mol/L.

Le deuxieme parameétre est la température du four. La température du four est la température du
substrat au cours du dép6t, soit 500 °C (T1) ou 700 °C (T>). Cette variation permet d’étudier I'influence

de la température sur la quantité ainsi que la morphologie du dép6t.

Le troisieme parametre est le débit du gaz porteur. Le gaz porteur utilisé est I'azote. Les expériences
ont été réalisées avec des débits du gaz porteur de 200 cm3/min (D1), 400 cm3/min (D2) et 600 cm3/min

(D3). L’objectif est de voir I'impact de ce parameétre sur la quantité de dépo6t obtenue.

Le dernier parameétre est la durée de pulvérisation, c’est-a-dire dans le cas présent de 1 h, 3 hou 5 h.
Ces deux derniéres ont été testées pour examiner l'influence du temps sur la quantité ainsi que la

morphologie du dépot.

B.1.3. Résultats préliminaires
Apres optimisation de ces quatre parameétres, les parameétres optima sont : une forte concentration
en précurseurs (Cy), une température de 500 °C (T1), un débit de gaz porteur de 200 cm?®/min (D;) et

une durée de pulvérisation de 1 h.

Un dépot de CaP sous forme de « billes » micrométriques est observé par MEB sur un grand nombre
de fibres (Figure 9). La taille moyenne des « billes » se situe aux alentours de 3 um, mais une variation
du diametre allant de 2 a 9 um est observée. Néanmoins, le dépbt de CaP n’est pas homogene a
I’échelle de la fibre. Une seconde d’optimisation devra donc étre mise en place afin de recouvrir

I'ensemble des fibres constitutives du tissu.
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Figure 9 : Images de MEB de « billes » de CaP déposé par « pyrolyse spray » sur tissu de fibres de carbone.

Pour obtenir des informations sur la composition chimique de ces « billes » de CaP, une analyse EDX-

MEB est réalisée (Figure 10). A partir de ces spectres EDX, le rapport % des « billes » est déduit. Les

analyses effectuées sur un grand nombre de « billes » donnent un rapport % moyen de 1,67 + 0,04.
Ce rapport correspond a un phosphate de calcium de type hydroxyapatite steechiométrique. Ces
résultats sont cohérents avec la littérature qui indique la « pyrolyse spray » comme une voie de
synthése de I’hydroxyapatite stoechiométrique [190]. Des caractérisations physico-chimiques sont en

cours de réalisation.

Figure 10 : Analyse EDX-MEB d’une « bille » de CaP déposée a la surface d’une fibre de carbone par « pyrolyse spray ».
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B.2. Caractérisation mécanique : Exemple du « choc laser »

B.2.1. Principe du « choc laser »
Une impulsion laser tres intense et de trés courte durée est concentrée via une lentille puis dirigée
vers un échantillon. De cette maniére, des densités de puissance trés importantes en surface de
I’échantillon sont atteintes. Sous I'effet de cette puissance surfacique, une partie de la matiere exposée
au faisceau est brusquement transformée en plasma. Ce dernier effectue une détente tres rapide qui,
au contact de la surface de I'’échantillon, génére des ondes de choc qui se propagent dans |'épaisseur
de cet échantillon. Ces ondes de choc traversent I'épaisseur de I'échantillon jusqu’a atteindre sa face
opposée. En cet endroit, les ondes chocs sont susceptibles de décoller d’éventuels revétements ou
dépdts présents sur cette face de I'échantillon. Selon les caractéristiques du faisceau, de I’échantillon
et du résultat de cet essai, une estimation de I'énergie d’interaction entre le dépot et le reste de

I’échantillon peut étre possible.

Remarque : Afin d’obtenir le meilleur rendement du plasma, la zone de I'échantillon ou le faisceau est
dirigé peut étre couverte d’'un milieu dit de confinement, par exemple un liquide ou un revétement

transparent.

B.2.2. Caractéristiques techniques

Les différents parameétres utilisés lors de cette expérience préliminaire sont décrits ci-dessous :

- Durée de I'impulsion : 5,2 nanosecondes
- Longueur d’onde : 532 nm

- Puissance : Variable selon les essais (ici de 24 a 192 MW)

Energie

Pui =
uissance Temps de I'impulsion

- Puissance surfacique : Variable selon les essais (ici de 0,777 a 6,121 GW/cm?)

. . Puissance
Puissance surfacique = ————
Surface de contact

- Diametre de I'impulsion au contact de I'échantillon : 2 mm

Les échantillons sont fixés a un ruban adhésif afin de les disposer sur le montage expérimental (Figure

11). Ce ruban adhésif joue également le réle de milieu de confinement.
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Impulsion Laser

Ruban adhésif Echantillon

Support

Figure 11 : Schéma de principe du montage expérimental de choc laser

B.2.3. Résultats et discussions préliminaires
Les photos présentées Figure 12 sont celles des faces opposées a celles ayant été exposées a
I'impulsion laser. L’échantillon testé est un tissu de fibre de carbone recouvert d’'une CDA déposée a

densité de courant constante de -270 mA/g.

Figure 12 : Photographie de la face opposée a) avant I'impulsion et b) aprés 'impulsion laser.
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Les impulsions laser peuvent décoller une partie du revétement de CaP, mais une puissance surfacique
suffisamment importante peut endommager profondément I'échantillon (Tir n°3). A épaisseur de
revétement a priori semblable et puissance surfacique équivalente, les chocs laser semblent générer
des résultats similaires en termes de surfaces de dépét affectées (Tirs n°2 et n°3). A puissance
surfacique égale, le choc laser décolle moins bien le revétement dans les zones ou son épaisseur est
vraisemblablement plus importante (Tir n°1). Cependant, il semble que cette différence de résultats

s’amoindrisse lorsque la puissance surfacique des impulsions augmente (Tir n°4).

Le modele du choc laser se base sur la propagation des ondes de choc dans un milieu solide continu.
Les matériaux de support des échantillons se présentant sous la forme de tissus, ils n’entrent pas
exactement dans ce modele et il n’est donc pas a exclure que la propagation des ondes de chocs dans
le tissu differe de ce gu’elle serait dans un matériau « massif » et qu’une partie des décollements

observés soit due a des effets de « souffle » de plasma et/ou d’air traversant ce tissu.

Une voie pourrait étre envisagée pour s’affranchir de cet éventuel effet de souffle : intercaler entre le
ruban adhésif et I'échantillon un matériau adhésif opaque. Celui-ci générerait sous I'effet du laser un
plasma tout en empéchant le mouvement de ce dernier vers I'échantillon afin de permettre la
propagation d’ondes de choc. En s’affranchissant de I'effet de « souffle » et en utilisant le modeéle dans

un milieu solide continu, il serait possible de remonter a I'énergie d’interaction.

Au vu de ces premiers résultats et afin de remonter a I'énergie de liaison entre le revétement de CDA

et les fibres de carbone du tissu FM 50K® il est nécessaire :

- d’intercaler entre I'adhésif et le matériau hybride un matériau massif afin de s’affranchir de
I'effet de souffle et de se retrouver dans le modeéle de la propagation des ondes de choc dans
un milieu continu ;

- d'imposer une impulsion laser suffisamment puissante pour décoller le revétement
(supérieure a 0,8 GW.cm?) mais suffisamment faible pour ne pas déchirer les fibres de

carbone (inférieure 3 1,5 GW.cm™).
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Annexe 1 : Analyse élémentaire — CHONS

Les échantillons sont analysés au moyen d’un analyseur élémentaire Flash 2000 de la marque Thermo
Scientific®. Environ 1 mg de TFC finement broyé et préalablement séché sous vide primaire a 120°C est
pesé précisément et placé dans une nacelle en étain pour les analyses en C, H, N et S ou en argent pour
les analyses en O. Une calibration externe est réalisée grace a un réactif organique de pureté

controlée, le BBOT (Figure 1).

0 0y Teneur (% wt.) :
I‘.-':_'" ~ C:72,50%
\ 7/ H:6,10%
N :6,50 %
0:745%
$:7,45%

Figure 1 : a) Formule chimique du BBOT (C26H26N20,S) ;
b) Teneur en différents éléments du BBOT.

L'analyse élémentaire permet de quantifier le pourcentage massique des éléments (carbone,
hydrogene, oxygéne, azote et soufre) présents dans le tissu de fibres de carbone. La détermination de
la proportion en carbone, azote, hydrogene et soufre est effectuée par une combustion de
I’échantillon carboné a haute température (de I'ordre de 950 °C) en présence d’un exces d’oxygene.
Le carbone est transformé en dioxyde de carbone (CO,), I'hydrogéne sous forme de vapeur d’eau
(H20), le soufre en dioxyde de soufre (SO>) et I'azote est réduit par le cuivre présent dans le catalyseur
en diazote (N,). Les gaz ainsi générés sont entrainés par un gaz vecteur (Hélium) puis séparés par une
colonne chromatographique (colonne remplie) et détectés grace a un catharometre. Le pourcentage
massique en oxygene est obtenu par pyrolyse sous atmosphére d’argon ou décomposition thermique
de I'échantillon a haute température (de I'ordre de 1100 °C) en absence d’oxygene afin d’éviter
I’oxydation et la combustion de I’échantillon. Dans le cas de I'oxygéne, le pourcentage massique peut
étre évalué indirectement par la différence avec le pourcentage massique dii aux autres hétéroatomes
(C, H, N, S). Cependant, cela néglige la présence éventuelle d’autres éléments dans I’échantillon tels
que des éléments métalliques provenant d’un traitement de surface (ensimage) des fibres (zinc,

aluminium, phosphore ...) comme dans le cas de la gamme FM de chez ZORFLEX®.
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Annexe 2 : Microscopie électronique a balayage (MEB)

Toutes les caractérisations réalisées par MEB ont été mises en ceuvre au Centre de Microscopie
Electronique (CME) de I'Université d’Orléans, au moyen d’un microscope électronique a balayage
HITACHI S4200, équipé d’un canon a émission de champ, sous une tension de 5 kV en imagerie et 15 kV

en analyse EDX.

L'imagerie par microscope électronique a balayage (MEB) permet de reconstruire une image en relief
d’un échantillon. Cette technique utilise un faisceau d'électrons émis par un canon a électrons. Des
lentilles électromagnétiques permettent de focaliser le faisceau d'électrons sur I'échantillon. Ce
processus est réalisé en chaque point de I'échantillon par un balayage du faisceau. L'interaction entre
les électrons et I'échantillon provoque la formation de divers rayonnements (électrons secondaires,
électrons rétrodiffusés, rayons X, ...). Dans le cas présent, les électrons secondaires, de plus faible
énergie, sont récoltés, amplifiés puis détectés et convertis en un signal électrique afin de former par

la suite I'image en noir et blanc traduisant la topographie de I’échantillon.

Les échantillons a analyser sont préparés sous forme de pastille de 8 a 20 mm de diamétre et déposés
sur des porte-échantillons a l'aide de pastilles adhésives conductrices. Malgré le fait que les
revétements électrodéposés soient de mauvais conducteurs électriques, il n’a pas été nécessaire de

les revétir d’une fine couche conductrice métallique.

Le microscope est équipé d’un systéme de microanalyse X composé d’un spectromeétre a sélection
d’énergie (EDS) de marque EDAX constitué d’un détecteur a semi-conducteur silicium-lithium Si(Li)
refroidi a I'azote liquide qui permet la détection des éléments légers tels que I'oxygéne qui est un
élément important des phosphates de calcium. Ce spectrometre est associé a un systeme d’acquisition
et de quantification GENESIS (Eloise SARL, France) basé sur la méthode ZAF pour déterminer les
concentrations des éléments tels que le calcium, le phosphore et le strontium dans le cas des
revétements synthétisés lors de cette étude. Tous les résultats de caractérisation par microanalyse X
présentés dans ce travail ont été obtenus dans les mémes conditions expérimentales, a savoir une
acquisition de spectre X avec une énergie de 15 keV pendant 1 minute. Les analyses ont été répétées

plusieurs fois afin d’obtenir une valeur moyenne du pourcentage atomique en calcium, phosphore et

Ca+Sr
b .

. - ) . c
strontium pour chaque type de matériau afin de calculer les rapports atomiques ?a ou
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Annexe 3 : Dosage potentiométrique des groupes de surface du substrat

carboné

Le dosage potentiométrique est une méthode d’analyse a la fois qualitative et quantitative des groupes

acides de surface des tissus de fibres de carbone.

Expérimentalement, 100 a 200 mg de TFC est coupé finement, broyé et dispersé dans 75 mL d’une
solution de NaNOs a 0,1 mol/L préalablement dégazée pendant 3 heures minimum sous flux d’azote.
La dispersion de TFC est ensuite mise sous agitation pendant 3 jours dans un flacon fermé et
hermétique. Le pH est alors ajusté a pH 3 par ajout contrdlé d’acide chlorhydrique a 0,1 mol/L afin de
protoner tous les groupements acides. Enfin, les dosages potentiométriques par de la soude a
0,1 mol/L préalablement étalonnée sont réalisés au moyen d’un titrateur automatique 848 Titrino

plus, de la marque Metrohm®.

A partir des mesures expérimentales obtenues lors du dosage entre pH 3 et pH 11, la courbe dite
d’« affinité protonique » peut étre tracée. Elle représente I'évolution de la quantité de protons
consommeés présents sur le tissu en fonction du pH. La procédure numérique SAIEUS (Solution of
Adsorption Integral Equation Using Spline) permet de tracer la distribution des fonctions de surface en
fonction de leur constante d’acidité pKA [191-193]. L'intégration des pics permet de remonter aux

quantités de groupements acides de surface associés.
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Annexe 4 : Porosimétrie mercure

La porosimétrie mercure est une technique qui permet d’accéder a des informations concernant la

macroporosité ainsi que la mésoporosité (Figure 2) de nos TFC.

1 nm 10nm 100nm 1T um 0um 100 m 1mm
| I | | |
Pore size (Diameter) Mesopore Macropore
I I I I I

Figure 2 : Différenciation des pores selon la taille.

0.1nm

La technique repose sur les propriétés de mouillage du mercure. En effet, le mercure se comporte
comme un liquide non mouillant avec un grand nombre de matériaux notamment avec les carbones.
Afin de permettre au mercure de rentrer dans nos TFC (dans la porosité), une pression doit étre
appliquée. La différence de pression nécessaire pour faire entrer le mercure dans un pore permet alors

de remonter au diamétre d’accés des pores selon I’équation de Washburn :
D=-4ycos0/Ap

y : tension superficielle du mercure (yHg = 480 mJ.m-2)
9 : angle de contact entre le mercure et la surface solide (& = 140 °)

Ap : différence de pression nécessaire pour forcer le mercure a entrer dans le pore (Pa).

Le TFC, préalablement séché, est placé dans la cellule du porosimetre qui est mise sous vide puis
remplie de mercure. La pression est augmentée progressivement sur une gamme de pression
appliquée comprise entre 0,0035 et 400 MPa. Au-dela de 400 MPa, le mercure peut endommager le
matériau. Deux mesures sont effectuées lors de la montée en pression : la pression dans le systeme et
le déplacement de mercure dans le capillaire calibré. Ces mesures vont permettre de tracer une courbe
porosimétrique représentant, pour chaque Ap appliqué, le volume de mercure qui a pénétré dans les

pores, donc, la taille des pores.
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Annexe 5 : Adsorption de gaz

Afin d’obtenir des informations concernant la porosité des tissus de fibres de carbone et plus
particulierement des pores ayant un diametre compris entre 0,7 et 50 nm (micro et mésopores),
I’adsorption de diazote gazeux N, est utilisée. Cette analyse peut également étre faite par adsorption
de CO; et permet dans ce cas d’avoir des informations sur des tailles de pores inférieurs a 2 nm (ultra

et micropores).

Une fois les isothermes d’adsorptions obtenues, différentes méthodes de traitement peuvent étre
appliquées telles que des méthodes classiques BET, Dubinin-Radushkevich ou encore des méthodes

basées sur la théorie de la fonctionnelle de densité (modele DFT) [5].
Les données extraites de ces analyses sont :

= Sger (M?/g) : surface spécifique apparente obtenue a partir de I'isotherme d’adsorption
d’azote.

= Vyoraw (N2, DFT) (cm3/g) : volume poreux total obtenu a partir de I'isotherme d’adsorption
d’azote a P/Py = 0,95.

®=  Vwmeso (N2, DFT) (cm3/g) : volume mésoporeux obtenu a partir de I'isotherme d’adsorption
d’azote par application de la méthode DFT, diametres de pores compris entre 2 et 50 nm.

= Vmicro (N2, DFT) (cm3/g) : volume microporeux obtenu & partir de I'isotherme d’adsorption
d’azote par application de la méthode DFT, diamétres de pores inférieurs a 2 nm.

"  Vmicro (N2, DR) (cm3/g) : volume microporeux obtenu a partir de I'isotherme d’adsorption
d’azote par application de la méthode Dubinin - Radushkevich, diamétres de pores inférieurs
a2nm.

=  Vurma (CO;, DR) (cm3/g): volume des ultramicropores obtenu & partir de lisotherme
d’adsorption du dioxyde de carbone par application de la méthode Dubinin — Radushkevich,
diametres de pores inférieurs a 0,7 nm.

Les analyses par adsorption de gaz ont été réalisées sur deux appareils QUANTACHROME® :

- I'Autosorb - 1 pour la détermination des isothermes d’adsorption a I'azote ;

- le Quadrasorb pour le dioxyde de carbone.

227



Annexes

Annexe 6 : Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une spectroscopie vibrationnelle
donnant des informations sur la nature des liaisons chimiques et donc sur la composition chimique
d’une substance. Les phosphates de calcium présentent des bandes d’absorption qui permettent, dans
une certaine mesure, de discriminer les différentes phases de CaP. L'utilisation de IRTF pour la

caractérisation des phosphates de calcium est développée et discutée dans le chapitre | de la partie A.

Les spectres infrarouges ont été enregistrés en transmission avec un spectromeétre Nicolet 6700 de la
marque Thermo Scientific®. Les pastilles d’analyse d’environ 100 mg sont constituées du matériau
hybride dispersé a 1% en masse dans du KBr préalablement séché. Les spectres moyennés sont
obtenus par I'acquisition de 256 spectres enregistrés entre 4000 et 400 cm™ avec une résolution

ded cm™.

La spectroscopie IRTF permet également de quantifier le taux de carbonate dans les apatites.
Grunenwald et al. ont validé une méthode rapide par IRTF qui permet, en calculant le rapport de I'aire

sous le pic v3(COs) sur 'aire sous le pic L1V3(PO4), de remonter au taux de carbonate dans |'apatite

(Figure 3).
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Figure 3 : Méthode IRTF de quantification des carbonates : a) évaluation du ratio r/, entre I'intensité intégrée de la bande
L3(CO3) et celle de la bande vL;V3(PO.), et b) corrélation entre le ratio r/, et le taux de carbonatation (en % massique) de

différentes apatites (synthétisées et biologiques) [65].

Dans cette étude, nous avons estimé le taux de carbonate par IRTF en suivant cette méthode et en
utilisant I'équation obtenue (Figure 3 b)). Le ratio (r¢p) a été calculé a partir des spectres IRTF réalisés
dans les conditions décrites au début de cette annexe. L'intégration des aires sous les pics a été réalisée

sur le logiciel OriginPro 9.
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Annexe 7 : Diffraction des rayons-X (DRX)

La DRX est une technique d’analyse qui permet, entre autre, d’étudier les différentes phases
cristallines d’un matériau. Par cette technique, de nombreuses informations, notamment structurales,
sont mises en avant. L’enregistrement de l'intensité diffractée en fonction de I'angle 6 permet de
détecter les périodicités dne présentes dans le matériau sachant que la diffraction ne peut avoir lieu
que lorsque les conditions de la loi de Bragg sont satisfaites (dwe = A /2 sinB). Dans le cas d’un
revétement de CaP, cette technique de caractérisation permet de donner des informations sur la
nature des phases phosphocalciques présentes au sein des revétements ainsi que sur leur cristallinité
et leur degré d’ordre/désordre. Dans le cas d’une modification de structure par incorporation d’un
nouvel élément (ex : Sr?*), la DRX fournit des informations sur la modification de la structure cristalline

notamment sur la modification des paramétres de maille.

Les diffractogrammes ont été enregistrés directement sur le matériau hybride par transmission selon

le montage suivant Figure 4.

Détecteur
Porte échantillon

Source de rayon X —— Matériau hybride

Porte échantillon
Beam stop (couteau W)

Figure 4 : Montage DRX utilisé pour caractériser les matériaux hybrides.

L'appareil de diffraction des rayons X est un INEL® avec un générateur XRG 3000 2kW connecté a une
source de cuivre qui fournit un faisceau de rayons X dont la longueur d’onde est Akqcu = 0,154056 nm.
Le détecteur courbe est du type CPS 120. La durée d’acquisition des diffractogrammes est de 3 h entre

20 et 70 260(°).
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Annexe 8 : Désorption a température programmeée (DTP)

La désorption a température programmée est une technique d’analyse par traitement thermique sous
flux de gaz d’un échantillon suivant une rampe de température définie. Le but est de provoquer la
décomposition thermique de I’échantillon ou d’espéces adsorbées a la surface. Les effluents gazeux
peuvent alors étre analysés par différentes techniques telles que la spectrométrie de masse, la
spectroscopie infrarouge ou la chromatographie en phase gazeuse. Dans notre cas, une analyse des
gaz par spectroscopie de masse est effectuée. La DTP permet d’obtenir des informations qualitatives
et quantitatives sur la nature et la quantité des groupements de surface de carbones. Cette technique
permet également d’évaluer les énergies d’interactions d’'une espece adsorbée a la surface d’un
carbone activé en comparant les températures de décomposition des molécules organiques pures et

adsorbées [194,195].

H—aQq(3)

H TPD Ref (Temperature)
o 4) .
VZ [9] (523 K)
€4y —= CARBOXYLIC — = (O, [23] (3732673 K)
Non [18] (473 a 523 K)
0(3)
, . [10,24] (900 K)
) LACTONE o, (18] (623 a 673 K)
N0 (2) [25] (463 a 923 K)
(2)
OH — PHENOL Co (18] (8732 973 K)
. o(1) ———= CARBONYL. —— CO [25]1 (973 a 1253 K)
[18] (1073a 1173K)
/0(2)
C ( [26] (873 K)
0(3) [9] (500 K)
o/ ANHYDRIDE CO+C0; 110541 900 K)
N (18] (623 a 673K)
0(2)
——— ETHER Co [24] (973 K)
0

[25] (973 a 1253 K)
(18] (1073 a 1173 K)

CO

Figure 5 : Les différents groupes de surface d’un carbone activé et leurs produits de décomposition par TPD [196].

Les tissus de fibres de carbone possédant a leur surface d’'importants groupements oxygénés, les gaz
majoritairement émis durant la désorption thermique sont le dioxyde de carbone (CO,), le monoxyde
de carbone (CO) et la vapeur d’eau (H,0) (Figure 5, Tableau 1). Ces gaz sont facilement détectables par
spectrométrie de masse a des valeurs respectives de m/z de 44, 28, et 18 g/mol. Concernant le dioxyde

de carbone, il se décompose a deux températures bien distinctes. Tout d’abord, les groupements
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carboxyliques, qui se décomposent a plus faible température (T < 430 °C) puis les groupements
anhydrides et lactones qui se décomposent a plus haute température (430 - 630 °C). De maniéere
similaire, le monoxyde de carbone se décompose a deux températures bien distinctes a 630 et 830 °C
correspondant a des groupements phénols, éthers et carbonyles (Tableau 1). Dans le cas de la vapeur
d’eau, un premier départ a faible température est observé et correspond a la signature de l'eau
physisorbée. A plus haute température, 'eau analysée peut avoir plusieurs origines. En effet, I'eau
peut étre liée aux groupements oxygénés de surface par des liaisons hydrogéne, provenir de la
désorption thermique correspondant a des groupements phénoliques ou a des réactions de

déshydratation de groupes carboxyliques pour donner des anhydrides d’acides [191,192,197].

Tableau 1 : Températures de décomposition des groupes de surface d'un carbone activé par DTP et gaz détectés [191].

Groupements de Surface Dégagement gazeux T décomposition (°C)
Acides Carboxyliques CO, 200 - 250
Lactones CO, 350 - 400
Phénols co 600 - 700
Carbonyles co 800 - 900
Anhydrides CO + CO; 350 -400

Ethers co 700

Quinones co 800 - 900

Les analyses TPD ont toutes été réalisées sous une atmosphere d’hélium avec des prises d’essais
précises d’environ 25 mg de TFC avec une montée en température de 10 °C/min jusqu’a la température

maximale de 1200 °C.

Les analyses DTP sur les matériaux hybrides ont été réalisées exactement dans les mémes conditions.
Des contributions liées au revétement sont également analysées par spectroscopie de masse et en
particulier la décomposition des carbonates en CO et CO,. Apres soustraction de la contribution des
groupements de surface, seule la contribution des carbonates du revétement est obtenue. La
quantification du taux de carbonate peut alors étre déduite apres étalonnage dans les mémes

conditions du carbonate de calcium.

Un exemple de calcul du taux de carbonate par DTP est réalisé sur un revétement de type 0Sr-CaP.
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Pour ce faire, le carbonate de calcium (CaCOs), le tissu FM 50K® et le matériaux hybride FM 50K®+0Sr-
CaP sont analysés par DTP. Le thermogramme de I'étalon, le CaCOs;, est présenté sur la Figure 6 a). Il
montre deux températures de décomposition sur la courbe du CO et une température sur la courbe
du CO,. Les gammes de températures et les aires associées sont données dans le Tableau 2. Dans un
second temps, le thermogramme du tissu est soustrait du thermogramme du matériau hybride afin
d’obtenir uniquement la contribution du revétement (ici, 0Sr-CaP). Le thermogramme du revétement
est représenté sur la Figure 6 b). On obtient des pics CO et CO, pour des gammes de températures de

décomposition similaires a celles de I'étalon. L'aire sous les pics est alors estimée (Tableau 2).

a) b)
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Figure 6 : Thermogrammes obtenu pour le composé : a) CaCOs et b) 0Sr-CaP.

L’aire sous les pics étant proportionnelle au taux de carbonate, il est alors possible de déduire la
quantité de carbonate dans les revétements. Dans le cas présent, le taux de carbonate est de 3 % en

masse.

Tableau 2 : Parameétres pris en compte pour le calcul du taux de carbonate par DTP.

Ech. Temp (°C) Pic associé Aire associée Tot. % wt. CO3
110-675 co 4,25 x 10
CaCOs 675-835 co 3,08 x 10 3,67 x10° 60
560-980 CO; 2,94 x 10°
FM 50K®+0Sr-CaP 110-675 co 1,35x 10"
- 675-835 co 4,74 x 1011 1,86 x 101° 3,0
FM 50K® 560-980 CO; 3,78 x 102
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Annexe 9 : Microscopie électronique a transmission (MET)

Le revétement de CaP est isolé par simple « grattage » au scalpel des fibres puis est mis en suspension
dans de I'’éthanol absolu avant d’étre dispersé sous ultrasons. La suspension contenant la poudre est
placée sur une grille en cuivre de 3 mm de diameétre qui est recouverte d’'une membrane conductrice
en carbone de type Lacey. Apres évaporation de I'éthanol, la grille est observée au moyen du
microscope. Les images réalisées lors de cette étude ont été effectuées en fond clair contrasté sur un

microscope Philips CM20 opérant a 200 kV et équipé d’une pointe LaB6.

Le MET utilise un faisceau d'électrons émis par un canon a électrons a haute tension qui est ensuite
focalisé sur I'échantillon par un ensemble de « lentilles électromagnétiques et diaphragmes ». En
traversant I'échantillon et les atomes qui le constituent, le faisceau d'électrons produit différentes
sortes de rayonnements. En imagerie en fond clair contrasté, I'image est formée en faisant interférer
le faisceau transmis 000 avec le(s) faisceau(x) hkl. Selon I'épaisseur, la densité ou encore la nature
chimique locale de cet échantillon, les électrons sont plus ou moins absorbés. On observe ainsi en
placant le détecteur dans le plan image, une image agrandie de la zone soumise au faisceau
d'électrons. Afin d’obtenir des informations sur |'organisation cristalline des particules de CaP,

I'imagerie HR-MET est utilisée.

Des diffractions électroniques a aire sélectionnée (DEAS) ont été réalisées sur les différents
revétements analysés. Un diaphragme de sélection est placé dans le plan de Gauss afin de limiter la
région de l'objet dont on veut examiner le diagramme de diffraction électronique. Si on focalise les
lentilles de projection dans le plan focal image de I'objectif, on verra apparaitre sur |'écran la figure de
diffraction de I'objet, c'est a dire son diagramme de diffraction électronique. Les réflexions hkl sont
distantes du faisceau direct de D/2 = LA/dhkl ol LA est la constante de diffraction du microscope
(étalonnée a l'aide du graphite ou d'un cristal d’or) et dhkl la distance entre les plans réticulaires. La
DEAS donne des informations sur la structure cristallographique ainsi que sur la cristallinité des

particules de CaP.

Comme pour la microscopie électronique a balayage, des spectres EDX ont également été effectués.
La spectroscopie des rayons X étudie la désexcitation des atomes de I'échantillon par émission de
photons X. L’énergie des photons est caractéristique des atomes excités dont ils sont issus et sont donc
caractéristiques de la composition élémentaire de la matiére en surface du matériau. A noter, la
profondeur sondée du matériau est fonction de la tension d’accélération des électrons incidents mais

également de sa densité.

233



Annexes

Cette technique est utilisée dans le cadre de cette étude afin d’obtenir les pourcentages atomiques

des éléments caractéristiques de notre revétement c’est-a-dire calcium, phosphore et strontium. Les

Ca+Sr

. c P .
rapports atomiques ?a ou sont caractéristiques de la nature des phases phosphocalciques et

le rapport permet de remonter au taux de substitution du strontium dans la structure.

Ca+Sr

L'étalonnage quantitatif a préalablement été effectué a partir de la mesure du rapport atomique CaP
d’une hydroxyapatite stoechiométrique commerciale (Sigma Aldrich, CAS No. 12167-74-7). L’analyse
est répétée au minimum dix fois afin d’obtenir une moyenne représentative de nos échantillons et de

pouvoir y appliquer un écart type cohérent.
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Annexe 10 : Fiche JCPDS
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Annexe 11 : Résonnance magnétique nucléaire (RMN) pour les solides

La RMN utilise la propriété magnétique de certains isotopes des atomes (spin non nul) caractéristiques
de I’échantillon a caractériser. Lorsqu’un champ magnétique externe intense est appliqué, les noyaux
s’orientent autour d’un champ avec une certaine fréquence caractéristique dite de Larmor. La mesure
RMN consiste a émettre au niveau de I'échantillon un champ radiofréquence a la fréquence de Larmor
du noyau sélectionné puis d’en enregistrer le signal de résonnance généré par le retour a I'équilibre.
L'interprétation et la mesure de ces interactions permettent d'avoir des informations précieuses sur la
nature et le nombre d'atomes voisins des noyaux étudiés, la liaison chimique, la conformation
moléculaire, les distances interatomiques, la mobilité moléculaire, la configuration relative ou absolue

de certains centres chiraux, etc.

Dans le cas de la RMN du solide, les échantillons sont placés dans un rotor et sont mis en rotation a un
angle de 54,7° par rapport au champ (MAS : Magic Angle Spinning), ce qui a pour conséquence de
rétrécir la largeur des pics. En effet, la RMN MAS permet en général a haute vitesse de rotation
d’annuler la partie anisotrope des différentes interactions (déplacement chimique, quadripolaire et

couplage J) présentes dans les échantillons solides.

Durant cette étude, différentes expériences ont été réalisées par RMN MAS :

- La premiére a consisté a enregistrer les spectres du 3!P découplé du 'H afin d’obtenir des
informations quantitatives sur les phases de CaP.

- Ladeuxiéme a consisté en une détection du signal du 3'P par transfert de I"aimantation depuis
le proton *H vers celui du 3P en utilisant les couplages dipolaires résiduels en MAS (expérience
CP-MAS). Ce transfert d’aimantation, s’il existe, permet donc de donner des informations sur
les proximités spatiales qui existent entre les noyaux H et 3'P. Néanmoins, les spectres acquis
en CP-MAS ne sont pas quantitatifs.

- La derniere expérience a consisté a enregistrer les spectres de corrélation hétéronucléaires
31p- 4 (HETCOR). La représentation sous forme d’une carte de corrélation 2D entre les deux
noyaux permet d’attribuer les proximités spatiales entre les différents sites des protons et
ceux du phosphore des revétements de CaP étudiés. Comme pour le CPMAS, cette expérience
n’est pas quantitative.

Expérimentalement, le TFC et les matériaux hybrides sont enroulés et mis a I'intérieur d’un rotor. Le
spectrometre RMN utilisé est un Avance | équipant un aimant de 7T de marque Bruker, situé au

laboratoire CEMHTI (CNRS UPR 3079, Orléans, France).
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Annexe 12 : Spectroscopie d’émission atomique a plasma micro-ondes

(MP-AES)

Afin de déterminer la quantité de Ca?* et de Sr?* dans nos revétements, des mesures ont été réalisées
avec un spectrometre 4200 MP-AES d’Agilent Technologies. Les revétements sont mis en solution en
suivant le protocole suivant : le TFC recouvert par le revétement de CaP est plongé dans une solution
d’acide nitrique a 35 % (Sigma Aldrich®) pendant 3 h. Le tissu, sans son revétement, est sorti de la
solution et la suspension contenant le CaP est conservée. Elle est ensuite diluée afin d’obtenir une
concentration en acide nitrique de 0,5 % pour éviter la formation d’oxydes. La solution obtenue est
pulvérisée dans un plasma d'azote dont la température atteint 5000 °C. A ces températures, les atomes
dans I’échantillon nébulisé sont désolvatés, atomisés, ionisés et excités. L'émission est assez forte pour
la plupart des éléments ce qui permet ensuite de mesurer l'intensité de la lumiére émise. Cette
intensité émise est mesurée en utilisant la détection optique aux longueurs d'onde caractéristiques
des éléments d'intérét (Aca = 393,366 nm et As, = 407,771 nm). La détection et le comptage de ces
photons permettent de quantifier les éléments du liquide en comparant le signal mesuré a celui obtenu
pour une gamme d’étalon réalisée a partir des précurseurs. Les mesures sont réalisées au minimum
sur trois échantillons afin d’obtenir une moyenne significative des résultats.
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Figure 7 : Droite d'étalonnage du : a) calcium (Aca= 393,366 nm) et b) strontium (As,= 407,771 nm) entre 0 et 16 ppm.
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Annexe 13 : Spectroscopie UV-Visible

L’analyse par spectrophotométrie est basée sur la propriété de la matiere, et plus particulierement de
certaines molécules, a absorber certaines longueurs d'ondes du spectre UV-visible. Elle permet de
réaliser des dosages grace a la loi de Beer-Lambert qui montre une relation de proportionnalité entre

I'absorbance et la concentration.
Ar=g*1*c

Ou Axreprésente I'absorbance de la solution a une longueur d’onde donnée A, | la longueur du chemin
optique (cm) et c la concentration de principe actif (mol/L ou ppm). Les mesures ont été enregistrées

a I'aide d’un spectromeétre Cary 60 UV-Vis de chez Agilent Technologies.

Cette technique d’analyse est utilisée dans notre cas dans le but de mesurer les doses de principes
actifs adsorbées dans nos matériaux hybrides. Le dosage se fait de maniére indirecte par mesure de

I"'absorbance donc de la concentration de la solution de principes actifs avant et aprés adsorption.

Trois principes actifs ont été dosés lors de cette étude : la tétracycline (TC), le naproxene (NPX) et

I'aspirine (AA).

Le dosage par spectrométrie UV-Visible de la TC est réalisé a 355 nm (maximum d’absorption), en
relation avec une courbe d'étalonnage établie entre 0 et 820 mg/L (coefficient de corrélation r? =
0,9996). Toutes les solutions sont dosées aprés avoir été diluées 20 fois pour respecter la loi de Beer-

Lambert.

Le dosage par UV-Visible du NPX est réalisé a 262 nm (maximum d’absorption), en relation avec une
courbe d'étalonnage établie entre 0 et 250 mg/L (coefficient de corrélation r? = 0,9996). Toutes les

solutions ont été dosées aprés avoir été diluées 5 fois pour respecter la loi de Beer-Lambert.

Le dosage par UV-Visible de I'AA est fait a 277 nm (maximum d’absorption) et est en référence a une
courbe d'étalonnage établie entre 0 et 180 mg/L (coefficient de corrélation r? = 0,996). Aucune dilution

n’a été nécessaire dans le cas présent.

Dans les trois cas présentés, la droite d’étalonnage est réalisée a partir de la solution la plus concentrée
c’est-a-dire : 820 mg/L pour la TC, 250 mg/L pour le NPX et 180 mg/L pour I’AA. La solution est ensuite
diluée a plusieurs reprises (au minimum 5 fois). La mesure de I'absorbance est ensuite réalisée pour
toutes les solutions et la courbe (droite) correspondant a I’'absorbance en fonction de la concentration

est tracée.
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Annexe 14 : Grille d’évaluation
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Annexe 15 : Compte rendu opératoire

ETUDE D'EFFICACITE DE PANSEMENTS OSSEUX

| FICHE DE COMPTE RENDU OPERATOIRE |

DATE D' INTERVENTION {5704 ]20] ' OPERATEUR

t Sul ! L0, B
XylasmelM(38ul/100g) 1254l |+ k‘:-»: a 4/'-‘ 15
Kétamine IM QgleOOg) a9 L.Jc s i o

ANALGESIE PREOPERATOIRE = a
BUPRECARE pre operatoure 1P (12ul/100q) ~o}uL

MASQUE PENDANT INTERVENTION 02 2L/mm

CHIRURGIE |
FEMUR GAUCHE : oo proniin [FEMUR DROIT : @ 2%

Création du defaut &g and, 4 | fowilie pal 44N 55
Taille du defaut i -: i

ANALGEéIE POSTOPERATOIRE R R
BUPRECARE post operatonre P (12ul/1008) EopR

BLOC FEMORAL POST OPERATOIRE (Ropivacalne 2 mg/ml) 200pl ok L doly)
lNFILTRATlON (Ropivaicaine 2 mg/ml) 200ul (- Y 1Y

FERMEI‘URE
Nombre deplans: 2

COMMENTA|RES .
ek Gullit. 44495 - S0l 0die dai WA o Bl —apvPeciboR s L
_":'«‘_ Sebal idl X+ ".1('-.\.\.-. aNiaS. :

CONCENTRATIONS STOCK :
ROBINUL STOCK : 0,2 mg/ml AR ophuc __
XYLASINE STOCK : 20 mg/ml Aot w2 OF06 36 ¢5-20(8 i
KETAMINE STOCK : 100 mg/ml  LOU %% 6512 6(C 1% I
BUPRENORPHINE IP : BUPRECARE solution injectable & 0,3 mg/ml BF HO{6 Sp oS- Po20.
ROPIVACAINE : solutiona 2 mg/ml  J6E A LDRAL — ¢4-2050
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Annexe 16 : Grille de traitement
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Annexe 17 : Feuille de surveillance
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Annexe 18 : Analyse des images obtenues par microscanner

Les images obtenues par microscanner a basse et a haute résolution sont traitées a I'aide du logiciel
CTAn. Le défaut étant initialement circulaire, lorsque la taille du défaut mesurée est maximum, on
obtient théoriquement I'image représentant le centre du défaut. La mesure obtenue correspond alors
au diametre du défaut c’est-a-dire 2,7 mm a JO et a la taille du défaut pour J13 et J26. Cette recherche
est réalisée pour chaque fémur a chaque temps, ce qui permet d’obtenir le diametre moyen des

défauts c’est-a-dire la taille moyenne du défaut selon le temps de régénération.

Concernant le pourcentage de régénération, il est calculé a partir de la taille du défaut suivant la

formule suivante :

g initial — ¢ final

% régénération = S initial * 100

Un exemple est donné ci-dessous :

On obtient pour ce temps de regénération (J26) :

- une taille de défaut de 0,5 mm

- un pourcentage de régénération de 81,5 %

PR 2,7-0,5
% régénération = 5 * 100=81,5%
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Florian OLIVIER

Elaboration, caractérisation, dopages et évaluations biologiques in
vitro et in vivo de matériaux hybrides :
Tissus de fibres de carbone / Phosphates de calcium

Résumé :

Ce travail a consisté a optimiser la synthése de phosphates de calcium (CaP) déposés sur tissus de
fibres de carbone (TFC) par procédé de sono-électrodéposition afin d’obtenir des revétements
uniformes. Les paramétres électrochimiques clés optimisés sont le type et la durée de polarisation
cathodique ainsi que la température de I'électrolyte. Pour un potentiel constant de -1 V a 70 °C, un
régime d’électrolyse contrélé de l'eau conduit a la formation d'un revétement plaquettaire
d’hydroxyapatite déficitaire en calcium (CDA) carbonatée. Les plaquettes sont composées de particules
lamellaires (de quelques dizaines a centaines de nm) constituées de CDA carbonatée de structure
ordonnée au cceur et de structure désordonnée car hydratée en surface des particules, organisation
typique des apatites biomimétiques. Le matériau hybride a été dopé en strontium, engendrant la
formation de revétements ou les ions Ca?* sont substitués par des ions Sr?* de maniéere controlée,
conférant au biomatériau de nouvelles propriétés en vue d’une application en régénération osseuse. Ce
travail a aussi démontré la possibilité d’adsorber de fagcon sélective des principes actifs ciblés
(tétracycline, naproxéne, aspirine) dans chaque constituant du matériau hybride. Les courbes de
désorption ont mis en évidence deux modes de libération selon le principe actif.

Une évaluation biologique des différentes matériaux hybrides a été réalisée. L’étude in vitro a porté
sur la viabilit¢ et la prolifération d’ostéoblastes humains en surface des biomatériaux hybrides,
démontrant leur biocompatibilité. L’intérét d’'un dopage (Sr?*, aspirine et naproxene) sur l'activité des
ostéoblastes a été démontré. Une expérience pilote in vivo a été menée, consistant & créer un défaut
osseux dans des fémurs de rats et a étudier I'influence du type de biomatériaux TFC/CaP sur les
évolutions quantitative et qualitative de la régénération osseuse.

Mots clés : biomatériaux hybrides, tissu de fibres de carbone, hydroxyapatite déficitaire en calcium
carbonatée, sono-électrodéposition, dopage, principes actifs, biocompatibilité, régénération osseuse.

Synthesis, characterization, doping and in vitro and in vivo
biological evaluations of hybrid materials:
Carbon fiber cloths / Calcium phosphates

Abstract:

Optimization of the synthesis of calcium phosphates (CaP) on carbon fiber cloths (TFC) was
performed in using sono-electrodeposition process in order to obtain uniform coatings. The
electrochemical potential applied and the electrolyte temperature during the synthesis were determined
as being key parameters. For a constant potential of -1 V at 70 ° C, a controlled water electrolysis regime
results in the deposit of plate-like calcium-deficient apatite (CDA). This plate-like particles (from a few
tens to hundreds of nm in length) consist in an ordered structure of carbonated CDA in their core and in
a disordered structure in the hydrated surface, a typical organization of biomimetic apatites. The hybrid
material was doped with strontium, resulting in a carbonated CDA coating where the Ca?* ions are
controllably substituted by Sr?* ions, leading to new properties for a bone regeneration application. This
work has also shown the possibility of selectively adsorb targeted active molecules (tetracycline,
naproxen, aspirin) in each component of the hybrid material. The desorption curves revealed two modes
of release depending on the active molecule.

A biological evaluation of the different hybrid materials was carried out. The in vitro study investigated
the viability and proliferation of human osteoblasts at the surface of hybrid materials, demonstrating their
biocompatibility. The interest of a doping (Sr%*, aspirin and naproxen) on osteoblast activity was
demonstrated. An in vivo pilot experiment was conducted, through the creation of a bone defect in rat
thighbones to study the influence of TFC/CaP biomaterials on the quantitative and qualitative evolutions
of bone regeneration.

Keywords: hybrid biomaterials, carbon fiber cloth, carbonated calcium deficient apatite, sono-
electrodeposition, doping, active molecules, biocompatibility, bone regeneration.
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