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Depuis plus de 40 ans, en plus de la guérison des patients, la medecine s’intéresse également a
I'amélioration de la qualité de vie et du confort de ces derniers. L’augmentation de I’espérance
de vie et la recherche du confort font augmenter considérablement ['utilisation des
biomatériaux. L’homme continu sa quéte de recherche pour remplacer les parties déficientes de
ses organes par des matériaux de diverses sources.

Le progres de la médecine durant les années soixante a imposé de réelles exigences sur le choix
des substituts utilisés. Le développement des matériaux, la compréhension de leurs propriétés
ainsi que leur adaptabilité sont devenus indispensables. C’est dans ce sens que le marché des
biomatériaux croit et donc les bioverres apparaissent comme tres prometteurs y compris en
matiére de régénération osseuse.

Les bioverres sont introduit pour la premiere fois, en 1969 par Hench [1]. Cette famille de
substituts est particulierement adaptée au comblement des défauts osseux, aux revétements
prothétiques en chirurgie orthopédique, maxillo-faciale, esthétique et dentaire. lls sont
également appliqués pour compenser un organe ou un tissu déficient en pathologie, traumatisme
ou vieillissement des tissus [2, 3].

En effet, lorsque les verres bioactifs sont en contact avec des fluides physiologiques ou des
tissus, ils engendrent une série de réactions physico-chimiques conduisant a la formation d'une
couche minérale de composition proche de celle de la phase minérale de 1’0s. Elle permet ainsi
au matériau d’étre utilis¢é comme implant osseux dans un organisme humain [4].

La méthode d'élaboration des verres bioactifs influence fortement sur la bioactivité et la
biocompatibilité. La technique sol-gel est la plus utilisée pour la synthese de verres bioactifs
[5]. Le processus sol-gel implique I'hydrolyse, la polymérisation, la gélification et le séchage.
Les gels sont généralement classés en aérogels et xérogels. Lorsque le solvant du gel est évaporé
a température ambiante, les gels solides obtenus sont appelés xérogels. Alors que, lorsque le
solvant du gel est extrait a I'état supercritique, ces matériaux sont appelés aérogels. Ils sont
généralement monolithiques et ont une densité et un rétrécissement plus faibles que les
xerogels. L’élimination du solvant au-dessus de son point critique se produit sans pression
capillaire car il n'y a pas d'interfaces liquide-vapeur. Ainsi, dans le processus d'aérogel, il y a
une force motrice considerablement reduite pour le rétrécissement [6, 7]. Les conditions de
séchage du gel et la température de frittage dans le procédé sol-gel sont également un facteur
important affectant la structure, la morphologie, la bioactivité et la biocompatibilité des verres

bioactifs. La bioactivite et la biocompatibilité dépendent des caractéristiques physico-
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chimiques des matériaux et en particulier de la composition chimique, de la cristallinité, de la
taille des particules, de la microstructure et de la rugosité de surface [8]

La fabrication des verres bioactifs a I'échelle nanométrique développée par la méthode sol-gel
ont attiré de plus en plus I'attention des chercheurs. Les verres bioactifs a I'échelle nanométrique
ont une surface plus grande et une solubilité plus élevée que les verres bioactifs conventionnels
(taille micrométrique), ainsi que leur réactivité et leur capacité a induire des caractéristiques de
surface nano-topographiques dans les matériaux composites [9].

Le premier objectif de ce travail est d’¢élaborer des verres bioactifs ternaires de composition
molaire 63 % SiO2, 28 % CaO et 9 % P»0s, connus sous le nom de verre bioactif 63S, par voie
sol-gel conduisant a des verres bioactifs xérogel ou aérogel, en fonction du mode de séchage
des gels. Dans la littérature, il existe de nombreux travaux sur le 63S obtenu par séchage a
pression atmosphérique [6], mais aucun par séchage supercritique, du moins a ma connaissance.
Cette partie compare I'évaluation de la structure et la morphologie des poudres de verre bioactif
xérogel et aérogel. L'influence de traitement thermiquement a différentes températures est
également évaluée.

Les produits de dissolution de ces verres bioactifs (silicium et calcium) conduisent a
I'expression rapide de genes qui régulent a la fois I'ostéogenése et la production de facteurs de
croissance et stimulent la prolifération cellulaire. Le schéma de formation osseuse a l'interface
du verre bioactif ressemble a une ossification intramembranaire, tandis que l'ossification
enchondrale est absente. Cette découverte conduit a la conclusion que le verre bioactif n'induit
pas une formation osseuse massive, mais provoque plutét la propagation des ostéoblastes et des
ostéocytes le long de la surface du verre, et que le matériau est principalement ostéoconducteur.
On pense que les facteurs importants pour I'ostéoinduction sont la composition chimique, la
morphologie de surface et les propriétés de dissolution spécifiques du bioverre. D'un point de
vue clinique, le biomatériau idéal agissant comme substitut osseux devrait posseéder des
capacités ostéoconductrices et ostéoinductrices, et il devrait avoir des propriétés mécaniques
importantes [10-12].

Cependant, tous les implants présentent un risque de problémes post-opératoires provenant de
I'adhésion microbienne a l'implant qui peut ultérieurement provoquer des infections et des
maladies, parfois difficiles a guérir par les antibiotiques. La demande des nanotechnologies est
devenue de plus en plus importante pour prévenir les conséquences catastrophiques de la
résistance aux antimicrobiens [13, 14]. Le verre bioactif de taille nanométrique a une activité
antimicrobienne contre une grande variété de micro-organismes qui peut s'expliquer par

l'augmentation de la pression osmotique et du pH due a la diffusion des ions de verre bioactif
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dans le milieu environnant. La capacité inhibitrice du verre bioactif est testée contre un large
éventail de bactéries aérobies et anaérobies, a la fois Gram positif comme Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis et les streptocoques et Gram négatif comme Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter. Les effets antibactériens des verres dépendent
du type de micro-organisme, de la composition et de la concentration du verre bioactif. Au fur
et a mesure que la concentration de I'échantillon augmente, une augmentation significative de
I'inhibition de la croissance des micro-organismes est observée [15, 16].

Le deuxieme objectif de ce travail est d’évaluer les caractéres bioactif, biocompatible et 1’effet
antimicrobiens des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel synthétisées et traitées a
différentes température. Les tests de bioactivité et de biocompatibilité sont réalisés en utilisant
une solution SBF, les cellules ostéoblaste humain MG63 et les cellules fibroblastes NIH/3T3.
Par ailleurs, les effets antimicrobiens sont obtenus sur deux bactéries tres courantes :
Escherichia coli a Gram négatif et Staphylococcus aureus a Gram positif et deux champignons :
Candida albicans et Candida krusei.

La plupart des implants orthopédiques sont métalliques en raison de leurs bonnes propriétés
mécaniques. Toutefois, les matériaux métalliques ne sont que bioinertes ou au mieux biotolérés
et différents types de traitements de surface sont nécessaires afin d’améliorer leur activité
biologique. Un dépdt de biocéramique sur des alliages métalliques peut améliorer le phénomene
de biointégration gréace a la reconstruction du tissu osseux. Parmi les techniques de dépdts de
matériaux biocompatibles, la technique de dépot électrophorétique (EPD) est parmi les plus
récentes. Elle est établie pour réaliser des revétements de matériaux biocéramiques a partir de
solutions aqueuse et non aqueuse. C’est un procédé rentable et efficace pour obtenir des dépbts
d’une épaisseur homogene [17].

Le troisieme objectif de ce travail consiste a élaborer des revétements prothétiques des poudres
de verre bioactif xérogel et aérogel synthétisées via la méthode d’électrophorése sur des
substrats en acier inoxydable 316L en utilisant la méthode d’électrophorése afin de remédier au
probleme de descellement.

Ce manuscrit est divisé en trois principaux chapitres :

Le premier chapitre est consacré aux généralités sur les biomatériaux et sur la problématique
étudiée. Au cours de ce chapitre, nous définissons plusieurs notions liées aux biomatériaux.
Nous nous intéressons ensuite aux verres bioactifs qui seront 1’objet de cette étude.

Le deuxieme chapitre détaille les méthodes et les techniques expérimentales mises en ceuvre au

cours de notre étude.
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Le troisieme chapitre pote I'ensemble des résultats obtenus et leurs discussions, il est également
divisé en quatre parties :

La premiere partie résume la méthode suivi pour la synthese des poudres de verre bioactif
xerogel et aérogel 63S via la méthode sol-gel et leurs caractérisation physico-chimique et
microstructurale.

La deuxiéme partie a pour objectif d’évaluer le comportement des poudres de verre bioactif
élaborées en milieux acellulaire et cellulaire. Le comportement de ces poudres est étudié grace
a des essais d’immersion dans une solution simulant les fluides biologiques et a travers des
travaux de culture cellulaire in vitro faisant appel a des cellules ostéoblastes MG63 et
fibroblastes NIH/3T3.

La troisieme partie porte sur 1’étude microbiologique in vitro, réalisée pour évaluer les
propriétés antimicrobiennes des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel élaborées vis-a-vis
de deux bactéries pathogénes, Escherichia coli a Gram négatif et Staphylococcus aureus a Gram
positif et deux champignons, Candida albicans et Candida krusei.

La quatriéme et derniere partie porte sur 1’étude des revétements des poudres de verre bioactif
xeérogel et aérogel sur des substrats en acier inoxydable 316L par la technique d’électrophorese.
Enfin, une conclusion générale synthétise 1I’ensemble des résultats et souligne quelques

perspectives pertinentes qui compléteront ce travail.
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Ce chapitre a pour objectif de situer notre travail dans un contexte plus général. La premiere
partie concerne les biomatériaux et plus particulierement les verres bioactifs, ensuite, nous
présenterons les différentes méthodes utilisées pour 1’élaboration des poudres de verre bioactif
en se focalisant sur la méthode sol gel puis nous présenterons quelques généralités sur les
cellules ostéoblastes et fibroblastes ainsi que les bactéries et levures qui infectent le corps
humain. Enfin, nous passerons a la présentation des revétements prothétiques de verre bioactif
sur des implants métalliques et nous terminerons par la présentation des différents procédes et
méthodes de dépbts en s’étalant plus sur la méthode d’électrophorese qui a retenu notre
attention.

I.1. Les biomatériaux

1.1.1. Définition

L'une des premieres définitions formelles du mot biomatériaux était «une substance inerte du
point de vue systémique et pharmacologique congue pour étre implantée dans des systémes
vivants ou y étre incorporée» et a été inventée par le conseil consultatif des biomatériaux de
I'Université Clemson en 1976. Cette définition n'a toutefois pas tenu compte des agents bioactifs
ou entités biologiques (cellules, fragments de cellules, protéines, acides nucléiques, hormones,
facteurs de croissance ou médicaments) véhiculés par des biomatériaux ou des systémes
biodégradables [1, 2]. La Société européenne des biomatériaux (ESB) a tenu deux conférences
de consensus en 1986 puis en 1991 et a retenu la définition suivante : les biomatériaux sont des
matériaux non vivants utilisés dans un dispositif médical destinés a interagir avec les systemes
biologiques pour évaluer, traiter, modifier les formes ou remplacer tout tissu, organe ou
fonction du corps [1-5].

Les biomatériaux ont été développés pour préserver I’intégrité et le confort de vie des personnes
souffrant de déficiences fonctionnelles graves ou victimes d’accidents. L’objectif de leur
développement est de permettre la fabrication de dispositifs d’assistance corporelle capables de
suppléer les fonctions des organes endommagés. Ces matériaux trouvent ainsi des applications
aussi bien en chirurgie cardiaque (valves cardiaques, stents), en ophtalmologie (lentilles de
contact) qu’en chirurgie orthopédique, maxillo-faciale ou dentaire (protheses, comblement

0sseux, substitution) [4, 6-9].
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1.1.2. Caractéristiques des biomatériaux pour comblement osseux

Le traitement des complications squelettales (fractures, perte osseuse), liées aux pathologies,
requiert I’emploi de substituts afin de réparer, consolider et combler les défauts engendrés,
restaurant ainsi la fonction de 1’os. Cependant afin de mimer la structure et la fonctionnalité
d'un os naturel, ces substituts doivent présenter un certain nombre de caractéristiques dont
certaines sont indispensables [1, 10]. Le substitut osseux idéal doit répondre a plusieurs criteres
dont :

1.1.2.1. Biocompatibilité

La biocompatibilité se référe a la capacité d'un matériau a fonctionner avec une réponse du tissu
hote approprié dans une situation spécifique. Cette définition traduit un impératif d’interaction
positive ou du moins neutre entre 1’implant et le tissu hote. En effet, un biomatériau, ou les
produits qui en sont issus ne doivent pas affecter 1’intégrité des tissus ou le fonctionnement de
I’organe. Par ailleurs, les réactions inflammatoires déclenchées par la toxicité fragilisent

I’interface de I’implant, et empéchent son intégration [3, 5, 8, 11-14].

1.1.2.2. Bioactivité

La bioactivité est définie comme la propriété de créer des liens chimiques étroits au niveau de
I’interface implant / tissu receveur. Elle est liée a la modification de la surface du matériau avec
la formation de I’hydroxyapatite carbonatée suite a la dissolution, précipitation et les réactions
d’échanges avec 1’environnement physiologique. Le lien formé entre le matériau et le tissu
vivant permet la fixation et la stabilisation de I’implant ou la prothése. Ainsi, I’implant est dit
bioactif lorsqu’il forme spontanément un lien avec I’environnement tissulaire sans interposition
du tissu inflammatoire [1, 2, 5, 15-17].

1.1.2.3. Ostéoconduction

L’ostéoconduction correspond & la propriété passive d’un biomatériau a recevoir la repousse
osseuse et a servir de support a la formation d’os natif au sein du site implanté, par invasion
vasculaire et cellulaire a partir du tissu osseux receveur au contact du matériau. Elle est en partie

liee a la rugosité, a la surface spécifique et a la porosité [2, 18-20].

1.1.2.4. Ostéoinduction

L’ostéoinduction d’un biomatériau implanté, permet de générer la formation osseuse en site
extra-osseux, grace a sa capacité d’induire une différenciation cellulaire et ainsi synthétiser une
matrice osseuse minéralisable. Il induit la différenciation de cellules mésenchymateuses en

cellules ostéoprogénitrices et éventuellement favorise I'ostéogenése [2, 18-20].
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1.1.2.5. Biorésorbabilité

Les biomatériaux placés dans 1’organisme sont altérés suite a des activités enzymatiques,
cellulaires, bactériennes et virales. Leur disparition s’effectue au profit d’un remplacement a
terme par les tissus osseux dont ils favorisent la croissance par ostéoconduction ou
ostéoinduction. La biorésorption implique d’une part une biodégradation du matériau qui
correspond a une perte des propriétés physiques du matériau par phagocytose par les
macrophages et résorption par les cellules ostéoclastiques, et d’autre part une biodissolution qui
est, en fait, une perte des propriétés chimiques du biomatériau. Les produits de dégradation du
matériau sont éliminés par voie rénale ou métabolisés. Ces réactions dépendent des criteres

physico-chimiques des implants : porosité, état de surface, cristallinité et composition [21-23].

1.1.3. Classement des biomatériaux

Historiquement, les premiers biomatériaux sont apparus au 16°™ siécle. Il s’agissait de cuir
bouilli, de bois de métaux ou encore d’or ou de platine. Ensuite, au 19°™ siécle, les premiéres
greffes naturelles sont tentées afin d’éviter une éventuelle amputation des membres. L’arrivée
du pétrole a permis le développement des polyméres au début du 20 siécle. Puis avec le
développement des techniques d’élaboration de matériaux, les alliages et les céramiques
apparaissent au cours des 70 derniéres années. Les biomatériaux peuvent étre utilisés en tant
que substituts osseux ou comme revétements prothétiques. Ils se déclinent en quatre types : Les
métaux et les alliages, les polymeéres, les céramiques, et les matériaux naturels (corail, nacre,...)
[3, 24, 25].

1.1.3.1. Matériaux naturels

Les matériaux d’origine naturelle, sont constitués essentiellement de piéces de tissus osseux,
appelés greffons. Les greffes sont de plusieurs types. Il s’agit d’une autogreffe lorsque le
greffon provient du receveur lui-méme. Elle correspond aux implants, qui potentiellement sont
les plus ostéoconducteurs et ostéoinducteurs, notamment grice a 1’absence de réponse
immunitaire. Les inconvénients proviennent surtout d’une quantité d’os limitée et des
complications liées au site donneur. Lorsque le greffon provient d’un autre organisme, les
transplantations sont désignées sous les termes d ‘allogreffes (donneur humain), ou xénogreffes
(espece animale). Dans ces cas, les traitements préalables sont obligatoires afin d’empécher le
risque de contamination. Les traitements peuvent étre : la congélation, la stérilisation par
rayonnement v, la lyophilisation ou le chauffage, qui peuvent aussi agir sur les qualités
biologiques et mécaniques de ces matériaux qui risque d’une part le rejet de I’implant aprés une

réaction immunitaire, et d’autre part dans la transmission potentielle d’agents infectieux (VIH,
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hépatite pour un donneur humain) ou de bactéries. De plus, I’insuffisance d’échantillons
disponibles et les grandes variabilités de comportement font que les matériaux naturels sont de
moins en moins utilisés, au profit des matériaux synthétiques [5, 6, 8, 22].

1.1.3.2. Métaux et alliages

L’utilisation des métaux et alliages a eu lieu depuis longtemps pour des applications
biomédicales. Les matériaux meétalliques sont surtout utilisés en chirurgie orthopédique
notamment pour des protheses, de hanche ou de genou, ou des outils de fixation tels que des
plaques, des vis ou des fils ou en stomatologie (protheses, implant dentaires). Des alliages
métalliques ont également été utilisés pour 1’élaboration de valves cardiaques, de prothéses
endovasculaires (stents) ou de stimulateurs cardiaques (pacemakers) (Figure 1.1). Il existe
principalement trois grandes familles d’alliages employés comme implants ou protheses : les
aciers inoxydables, les alliages a base de cobalt et les alliages a base de titane. Les principales
propriétés prises en considération lors de la sélection d’un matériau métallique sont la
biocompatibilité, les propriétés mécaniques et la résistance a la corrosion [3, 5, 26, 27].
Malgré leur excellente tenue mécanique, les métaux présentent de nhombreux inconvénients
pour I’'utilisation en clinique. Leur module d’¢lasticité étant plus élevé que celui de 1’os,
I’implant supportera la plus grande partie des efforts (phénomeéne de stress shielding). L’os
étant moins sollicité, il va se résorber, pouvant entrainer un descellement de I’implant. Les
métaux engendrent la présence d’artefacts avec 1’imagerie par résonance magnétique, rendant
I’intervention de révision compliquée. De plus, une seconde intervention peut étre nécessaire
pour retirer I’implant. Enfin les métaux sont des matériaux qui ne forment pas de liaisons avec
I’os [3, 27].
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Figure 1.1 : Exemples d’implants métalliques utilisés en chirurgie : (a) Prothése totale de
hanche, (b) prothese totale de genou, (c) vis fémorales, (d) valve cardiaque, (e) prothese
endovasculaire, (f) stimulateur cardiaque [28].

1.1.3.3. Polymeéres

Dans les applications médicales, une immense variété de polymeres peut étre trouvée, tels que
le polyéthyléne (PE), le polyuréthane (PU), le polyamide (PA), le polytétrafluoroéthylene
(PTFE), le polyméthylméthacrylate (PMMA), le polyéthylene téréphtalate (PET), le
caoutchouc synthétique (SR), polystyréne (PS), polyétheréthercétone (PEEK), acide
polylactique (PLA) et polyglycolide (PGA). Les polymeres actuellement utilisés peuvent étre
divisés en polymeres naturels (latex, cellulose, gommes, amidon, etc.), synthétiques et semi-
synthétiques, et peuvent étre subdivisés en biodégradables ou non biodégradables. Gréace a leur
usinage aisé sous diverses formes les matériaux polymériques sont largement utilisés en
implantologie : fibres, profilés, bandes, feuilles, fils, etc. Certains polymeres présentent une
forte ressemblance avec les composants polymériques naturels du corps humain, comme le
collagene. Ainsi, dans certaines situations la liaison entre un polymere synthétique et un
polymere tissulaire (naturel) devient possible. Grace a leur biocompatibilité, les polymeéres
adhesifs sont utilisés pour la suture ou la cicatrisation des blessures. Ils peuvent étre également
utilisés pour fixer les implants orthopédiques. Les polymeres doivent étre d’une part
fonctionnels cad sont susceptibles d’avoir une fonction chimique particuliére a 1’interface
matériau-tissu vivant ou bien avoir une capacité d’interaction avec les ostéoblastes favorisant
la croissance osseuse et d’autre part biorésorbables, on trouve, les copolymeres d'acide lactique

et d'acide glycolique qui sont utilisables en chirurgie orthopédique traumatologique, ou les
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polyanhydrides et/ou polyaminoacides qui sont utilisés dans les formes retard de médicaments
[3, 26, 27].

1.1.3.4. Céramiques

Une catégorie de matériaux trés intéressante pour la médecine est celle des céramiques. Leur
variété de structures, de compositions, de propriétés de surface et de porosité permettent une
large gamme d’utilisations en dépit de leurs propriétés mécaniques souvent faibles. Les
matériaux céramiques présentent des réactivités différentes vis-a-vis du corps humain. Ainsi on
distingue des biocéramiques inertes, actives en surface et résorbables [3, 5, 9, 26, 27] :

Dans le cas des biocéramiques inertes la biocompatibilité est assurée par la stabilité chimique
des matériaux qui sont peu solubles dans le milieu physiologique. Parmi les céramiques
bioinertes les plus utilisées on trouve 1’alumine et la zircone qui sont utilisées comme prothéses
de hanche et implants dentaires, en raison de leur faible coefficient de frottement, une excellente
résistance a la corrosion et une bonne compatibilité. Les mauvaises propriétés de fixation, sont
le point faible de ces matériaux : en effet, I’'implant est seulement maintenu par les irrégularités
de surface, emprisonnées dans I’os apres sa croissance (fixation morphologique) [5, 7, 27].
Les matériaux biorésorbables sont congus pour se dégrader progressivement sur une période de
temps donnée, afin d’étre a terme, remplacés totalement par le tissu hote. Ils sont utilisés dans
les applications de libération contrlée des médicaments ou dans les structures implantables
biodégradables, comme par exemple dans les sutures. Deux problemes principaux se posent :
le maintien d’une interface stable et résistante durant le processus de transformation, et des
vitesses de résorption adaptées au taux de réparation des tissus [7, 27].

Les biocéramiques actives possédent une surface tres réactive, permettant une liaison forte entre
I’0s et I’implant. Les céramiques bioactives plus couramment utilisées sont les céramiques de
phosphate de calcium, I’hydroxyapatite (HAP) et notamment les bioverres. Le phosphate
tricalcique (TCP) et les bioverres sont les matériaux biorésorbables les plus utilisés [2, 5, 27].
Le classement des biomatériaux peut se faire aussi en fonction de leur bioactivité. La figure 1.2
montre I’apparition de quelques biomatériaux au cours du temps et notamment I’apparition des

verres bioactifs en 1969.
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Figure 1.2 : Exemples de biomatériaux répertoriés en fonction de leur bioactivité [29].

Notre étude portera sur les céramiques bioactives et plus particulierement sur les bioverres qui

seront plus largement présentés dans les paragraphes suivants.

1.1.4. Les verres bioactifs

Les chirurgies dentaires et orthopédiques s’orientent depuis des années vers les matériaux
d’origine synthétique, dont les plus performants sont les céramiques phosphocalciques et les
verres bioactifs. Depuis leur premiére apparition en 1969, les verres bioactifs connaissent un
essor considérable dans le domaine des biomatériaux. En effet, il existe un besoin de plus en
plus grand en chirurgie orthopédique et maxillo-faciale, cet essor s’explique également par les
améliorations apportées au niveau de la conception, de 1’élaboration du biomatériau par de
nouvelles techniques. Les bioverres sont principalement utilisés comme revétements

prothétiques ou pour le comblement de pertes osseuses [2, 3, 30, 31].

1.1.4.1. Définition

Les verres bioactifs ou bioverres sont composés principalement d’oxydes de silicium (SiO2),
de sodium (Na20), de calcium (CaO) et de phosphore (P20s). Le premier verre bioactif a été
mis au point par L.L. Hench en 1969. 1l s’agit d’un verre composé en % massique de 45% de
Si02, 24,5% de Na)O, 24,5% de CaO et 6% de P20s, appelé le 45S5 de L.L. Hench
commercialisé sous le nom Bioglass®. Ce bioverre est classé sur toute la gamme des matériaux
bioactifs dans la classe A, qui correspond a I’indice de bioactivité le plus élevé. Cette bioactivité
est due a la capacité du bioverre lorsqu’il est immergé dans le milieu physiologique, de former
de I’hydroxyapatite carbonatée (HAPc). Cette couche d’HAPc permet un accrochage chimique
de I’'implant a I’os en seulement quelques heures (environ 12 h). La bioactivité du bioverre 4555
lui confére des propriétés d’ostéoconduction, d’ostéostimulation et de résorption. Les bioverres
trouvent actuellement des débouchés dans les domaines orthopédiques, dentaires, craniens et
dans la chirurgie du rachis. La résistance a la compression des bioverres est d’environ 500 MPa

ce qui leur permet de supporter de fortes contraintes mécaniques [1, 2, 9, 30-32].
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1.1.4.2. Structures atomiques des verres bioactifs

Les bioverres sont des matériaux amorphes, non cristallins et sans périodicité atomique
présentant un phénomeéne de transition vitreuse. Ils sont constitués d’un réseau non organisé
d’oxydes qui, selon leur role dans ce réseau, vont étre répartis en deux catégories. La premiére
est celle des formateurs de réseau (SiOz, P2Os, B203, GeOg2, V20, ...) qui forment des polyédes
liés entre eux. La deuxiéme est celle des ajouts d’autres éléments dans la matrice, ces éléments
sont appelés modificateurs de réseau (CaO, Na.O, MgO, CaF,, K>0,...) (Figure. 3). Les
bioverres obtenus par fusion ayant une composition proche de SiO, seront ainsi quasiment
inertes. En revanche, par 1’ajout de modificateurs, CaO et NaO, les réactions chimiques qui
vont conduire a la liaison du verre avec 1’os et a son action bénéfique sur la régénération osseuse

deviennent possibles [1, 31, 33].
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Figure 1.3 : Schématisation de la structure d'un verre : Les tétraédres [SiO4]* reliés par des
oxygenes pontants (Bridging Oxygen : BO) forment des chaines parfois rompues
(dépolymérisation) par des oxygenes non-pontants (Non-Bridging Oxygen : NBO). Les
compensations de charge nécessaires suite a la présence des NBO ou a la substitution de Si

par d'autres formateurs de réseaux sont réalisées par des ions modificateurs de réseau [33].

1.1.4.3. Principe de la bioactivité des bioverres

Les verres bioactifs ont la capacité de se lier au tissu osseux et sont résorbables, ce sont donc
des matériaux tres intéressants pour la régénération osseuse. Leur capacité a se lier au tissu
osseux peut étre expliquée par le processus de bioactivité proposé par Hench. En effet, ce
processus concerne a 1’origine le Bioglass® 45S5, mais la plupart des études sur les verres

bioactifs obtenus par voie sol-gel semblent corroborer ce mécanisme (figure 1.4).
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Ce mécanisme correspond a un échange des alcalins et alcalino-terreux contenus dans le verre
avec H* du milieu conduisant a la formation de groupements Si — OH. Ces groupements vont
ensuite se condenser pour former des liaisons Si — O — Si et ainsi donné naissance a une couche
riche en silice. Cette couche va alors permettre la suite du processus par 1’adsorption des ions
Ca?" et PO4> permettant la formation d’une couche phosphocalcique amorphe qui va incorporer
des ions OH™ et COz% qui va croitre et qui va progressivement cristalliser. Des espéces
biologiques vont alors s’adsorber dans cette couche qui va servir de support a I’adhésion et a la
différenciation des cellules osseuses. Ces cellules vont alors pouvoir former la matrice osseuse

qui pourra ensuite minéraliser [2, 9, 31, 32, 34].

Etapes de
réaction
11 Cristallisation de la matrice osseuse
S 10 4 Génération de la matrice osseuse
7{;\ 9 Différentiation des cellules souches
é", S 8 Adhésion des cellules souches
,é'? S 7 Action des macrophages
£ 6 Adsorption d’espéces biologique dans I’hydroxyapatite carbonaté
§7 5 Cristallisation d’hydroxyapatite carbonatée
. 4 Adsorption des ions Ca?*, PO4*, COz*
3 Polycondensation SiOH +SiOH —— Si— O —Si
1&2 Relargage de Na*et Ca®* et formation des Si - OH

Verre bioactif

Figure 1.4 : Séquence de réactions a ['interface du bioverre lors de son immersion dans le

milieu biologique conduisant a une accroche osseuse os-implant [2, 9, 34].

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

couche d’apatite dans ce milieu acellulaire et sa capacité a créer une liaison avec ’os lors

d’essais in vivo [2, 32, 34].
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1.1.4.4. Applications cliniques des verres bioactifs

Depuis les années 1980, les verres bioactifs ont été utilisés dans de nombreuses situations
cliniques. La premiére application clinique des bioverres débuta en 1984 en tant que prothése
de T’oreille moyenne. Les bioverres ont connu un vif intérét depuis 1’introduction et la
commercialisation de PerioGlas® en 1993, pour le traitement des pertes osseuses d’origine
parodontale. D’autres compositions de bioverres ont été utilisées aussi en dentisterie.
L’utilisation de verre bioactif a entrainé une réparation plus rapide et plus complete du défaut.
Les granules de bioverre ont montré une bonne ostéoconduction, mais également une
osteostimulation. De fagon intéressante, en plus de leurs capacités régénératrices, il s’est avéré
qu’ils possédent aussi des propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires. Plus récemment,
des bioverres (Bioglass®) ont trouve des applications en tant que revétement d’implants. En
revanche, il existe encore des problémes inhérents tels que la mauvaise cohésion entre I’implant
et le revétement. L’utilisation des verres bioactifs n’est pas limitée aux applications cliniques
classiques et 1’avenir est en faveur de 1’ingénierie tissulaire. Les verres bioactifs semblent

répondre aux exigences d’une matrice adéquate pour la formation tissulaire in vitro [35-41].

1.1.4.3. Méthode de synthése des verres bioactifs

Deux procédés d’élaboration sont les plus utilisés pour la préparation des verres bioactifs :
1.1.4.3.1. Méthode conventionnelle

La technique de fabrication de base consiste a mélanger une poudre de modificateur de réseau
(Na20 ou CaO, P20:s,...) associé a un oxyde formateur de réseau (SiO>). Les oxydes principaux
sont ensuite €laborés a haute température par fusion dans un creuset entre 1200-1500°C pendant
une heure, I’ensemble se transforment en liquide. Le liquide devient homogene lorsque la
température dite de fusion est maintenue suffisamment longtemps. Puis a lieu la phase dite de
moulage, pendant laquelle la poudre est maintenue a une température fixe de 400°C pendant 4
heures. La viscosité du liquide augmente de facon importante au cours du refroidissement,
jusqu’a une tempeérature critique dite de transition vitreuse, a partir de laquelle le matériau

devient solide. Le matériau peut ensuite étre broyé afin d’obtenir des granules [30, 42].

1.1.4.3.2. Synthese de verres par la méthode sol-gel

Des la premiere utilisation de la technologie sol-gel dans la conception de verres bioactifs, cette
voie de synthése a ouvert de nombreuses perspectives dans le domaine. Fondamentalement, le
processus impligque la synthése d'un réseau inorganique en mélangeant les alcoxides métalliques
en solution, suivie de I'hydrolyse, de la gélation et de traitement thermique a basse température

pour produire un verre. La capacité de modifier la structure de ce réseau est inhérente a ce
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processus en controlant les réactions d'hydrolyse et de polycondensation. En effet,
contrairement a la fusion, les températures utilisées sont basses. Il est par ailleurs possible de
s’affranchir des modificateurs de réseau (sodium, calcium...) et ainsi atteindre de nouvelles
compositions, une grande pureté et meilleure homogénéité du matériau. Cette technique permet
la maitrise et la mise en ceuvre d’une palette trés large de mises en forme et de morphologies :
particules, fibres, mousses, couches, ou composites hybrides bioactifs. Aussi, le processus sol-
gel offre des avantages potentiels pour faciliter la production de poudre, un plus large intervalle
et un meilleur contrdle de la bioactivité en changeant la composition ou la microstructure par
un traitement des parameétres. Ainsi, un changement de processus de vieillissement a basse
température améliore le contréle de la porosité, la surface spécifique et la cinétique de
dissolution de réseau de gel-verres. Le processus sol-gel permet d’avoir des bioverres avec une
grande surface spécifique et une structure poreuse et facilite la formation de couche riche en
silice qui sont des éléments critiques essentiels pour la formation de la couche de HAPc [2,30,
32, 42-44].

1. Principe de base de la méthode

L’utilisation de la méthode sol-gel dans la préparation des céramiques et des verres n’est pas
récente. Le mot « sol », accordé a Jergensons et Straumanis, décrit la dispersion des colloides
dans les liquides. Les colloides a leur tour sont décrits comme des particules solides avec un
diamétre entre 10-1000A, qui contient 10%-10° atomes. Quand la viscosité de la solution
augmente suffisamment, a travers la perte partielle de leur phase liquide, il devient rigide. Ce
matériau rigide est nommeé «gel ». Les meilleurs matériaux de départ pour les préparations de
sol-gel sont probablement la classe de matériaux connus sous le nom d'alcoxydes métalliques.
Tous les métaux forment des alcoolates et répondent a la formule générale suivante : M (OR)x
Ou M est le métal, R est un groupe alkyle et x est I'état de valence du meétal.
Tous les alcoolates métalliques sont rapidement hydrolysés en hydroxyde ou oxyde
correspondant.

La méthode sol-gel a pour point de départ des espéces en solution qui vont subir une suite de
réactions d’hydrolyse et de condensation aboutissant a la formation d’un réseau d’oxydes.
Apreés la gélification, le gel contient deux phases : le réseau solide et le liquide (l'alcool +I'eau).
Au cours du séchage classique (évaporation de liquide), des forces capillaires effondrent la
structure du squelette de gel, donnant lieu a un verre dur appelé xérogel avec un retrait trés
important. En outre, le séchage induit la formation de fissures et de cassures au niveau du
matériau formé. L’objectif du séchage hypercritique est d’éliminer les forces capillaires

produites entre la surface (vapeur+ liquide) et la partie solide du gel. Cela permet 1’expulsion
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du solvant sans dégradation de la structure de la phase solide. Ce type de séchage conduit par
conséquent a des matériaux trés poreux appelés aérogels [2, 44-47]. 1l existe plusieurs types de
séchage permettant d’obtenir des types de matériaux différents. La figure 5 suivante résume les

étapes de procéde sol gel :

Séchage

conventionnel

Fibres /_> Poudres

P0|ymérisc1’rion Séchage Gel sec

coagulation  vEm lent Frlttagel Matériaux
. humide denses

\_’ Aérogels

Séchage
Films et supercritique
couches minces

Sol

Figure 1.5 : Schéma du processus de polymérisation sol-gel.

2. Réactions chimiques lors de la polymérisation

Le précurseur employé pour la réalisation de verres bioactifs faits a base de SiO> utilisé dans
ce travail est le tetraethoxysilane ou tétraethyle orthosilicate [TEOS, Si(OC2Hs)4]. Le silicium
est moins électronégatif et donc moins sujet aux attaques nucléophiles, les vitesses d’hydrolyse
et de condensation sont donc plus faibles. Lors de la synthése par voie sol-gel a partir
d’alcoxydes de silicium, des catalyseurs sont donc toujours employés [44-46, 48, 49]. On peut

décrire les réactions de I’hydrolyse et de la polymérisation comme suit :

2.1. Réactions d’hydrolyse

Les alcoxyde de silicium ne sont pas miscibles a I’eau, pour réaliser 1’hydrolyse un co-solvant
de I’eau et de I’alcoxyde est donc généralement utilisé. Il s’agit souvent de 1’alcool dont dérive
I’alcoxyde. La premiere étape du processus de polymérisation du TEOS est une étape
d’hydrolyse par substitution nucléophile qui dépend de la nature du catalyseur utilisé. Lors de
la catalyse acide (HCI, HNOs,...), la protonation des groupements alkoxydes chargés
négativement est rapide, augmentant ainsi le caractére nucléofuge du groupe partant, ce qui
induit une diminution de la densité électronique associée au silicium. Par conséquent, les

attaques nucléophiles par les molécules d’eau sont favorisées par le caractere électrophile du
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silicium (réaction 1.1). Lors d’une catalyse basique (NaOH, NH3z, KOH,...), I’ion hydroxyde
remplace 1I’eau comme agent nucléophile et accélére la premiére étape réactionnelle en raison
de sa plus grande réactivité (réaction 1.2). A la fin de la réaction d’hydrolyse, de 1’éthanol et
une espece hydroxylée instable sont obtenus. Cette espece réactive est celle qui va donner lieu

a des réactions de condensation [44, 45, 48, 49].

H +

OFt O‘Etﬁ_’,--"--.__‘_b OFtH OEt
| | N / |
Et0 — Si — OFt + H* ——3> Et0 — 5i — OFt ————% Si — OFt| ——> HO — Si — OFEt + EtOH+H"
/
| I ot |
OEt OEt OEt OEt

Réaction 1.1. Mécanisme des réactions d’hydrolyse du TEOS en catalyseur acide

OEt OFt OEt
7 el )| ke |
Et0 — Si — OEt + O —> §i — OEt| ——>* HO — Si — OFt + EtOH4+ OH
—
| orr \ |
OEt OEt QEt

Réaction 1.2. Mécanisme des réactions d’hydrolyse du TEOS en catalyseur basique

2.2. Réactions de condensation

La condensation correspond a I’étape de formation des ponts entre les différentes unités du
réseau de verre. Cette réaction commence souvent avant la fin de I’hydrolyse. La réaction de
condensation se fait selon deux mécanismes possibles, soit par réaction d’une espece
hydroxylée avec une molécule de TEOS, qui forme de 1’éthanol en sous-produit (réaction
d’alcoxolation) (réaction 1.3), soit par réaction de deux espéces hydroxylée entre elles qui forme

de I’eau en sous-produit (réaction d’oxolation) (réaction 1.4) [44, 45, 48, 49].

OEt OEt OEt OEt
| | | |

EtO0 —Si— OH + Et0 —Si— OEt ———> HO —5i— O — 5i— OEt + EtOH
b b IS

Reéaction 1.3. Représentation de la réaction d’alcoxolation

OEt OEt OEt OEt
| | | |
Et0 — S5i—OH + HO — 5i— OEt ——» HO —Si — O — 5i — OEt + H,0
| | | |
OEt OEt OEt OEt

Réaction 1.4. Représentation de la réaction d’oxolation
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3. Paramétres influencant les synthéses sol-gel
Plusieurs paramétres peuvent influencer la structure et la morphologie du matériau obtenu par
la méthode sol-gel [44, 47- 50] :

» Catalyse
- En milieu acide (0 <pH< 7), I’hydrolyse est rapide par rapport a la condensation ce qui conduit
a la formation d’une solution polymérique. La libération des monomeéres conduit a une
formation rapide de petites particules qui s’agrégent pour former des amas polymeériques et la
viscosité du milieu devient importante et le liquide finit par se figer.
- En milieu neutre ou modérément basique, la condensation est plus rapide que I’hydrolyse,
alors le polymere est alimenté progressivement en monomeéres. Ce mécanisme conduit a la
formation de particules denses de taille allant jusqu'a plusieurs centaines de nanomeétres.
Puisque ces particules sont chargées négativement, les répulsions électrostatiques empéchent
une nouvelle agrégation entre les particules. Pour couper ces interactions coulombiennes, on
ajoute des sels ioniques ou on bascule le pH (vers un pH acide).
- Pour un milieu trés basique (pH>11), la dépolymérisation (rupture des ponts siloxanes)
I’emporte et dans ce cas la silice est transformée en silicate soluble.
Pour les mémes concentrations en catalyseur, la catalyse acide permet une hydrolyse plus rapide
que la catalyse basique. Ainsi, I’hydrolyse en milieu basique donne un gel formé d’un ensemble
de particules sphériques, alors que celui préparé en milieu acide a une structure fibreuse [44,
49, 50].

» Quantité d’eau
La quantité de I’eau ajoutée : 1’augmentation ou la diminution de la concentration de 1’eau
affecte I’avancement de la réaction d’hydrolyse suivant un sens ou I’autre. Le taux d’hydrolyse
« h » peut étre défini par : h = [H20] / [M(OR)x]. Trois domaines principaux se distinguent [44,
49-51] :
h < 1: La condensation est principalement gouvernée par I’alkoxolation. Les précurseurs de
faible fonctionnalité (n=1) ne permettent pas la formation d’un réseau polymérique infini, mais
seulement de clusters moléculaires. Aucune gélification ne peut alors se produire.
1 <h <n: Dans ce domaine, les mécanismes d’oxolation et d’alkoxolation sont en concurrence.
Un réseau faiblement réticulé constitué de chaines polymériques linéaires peut se former.
h>n: L’excés d’eau permet la formation d’un réseau polymérique ramifié¢, d’un gel ou d’un

précipité.
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» Nature des ligands
Le comportement chimique du précurseur est trés lié¢ a la nature des ligands entourant 1’atome
central. Cette influence peut étre soulignée a travers deux exemples [44, 47-49] :
- La cinétique d’hydrolyse décroit lorsque la taille du ligand augmente. En effet, cette
augmentation de la taille entraine une diminution de la charge partielle positive sur les centres
métalliques, et la sensibilité des alkoxydes a 1’hydrolyse diminue donc elle aussi.
- La fonctionnalité du précurseur peur étre maitrisée pour orienter la croissance du réseau. Ce
dernier peut par exemple étre linéaire lorsque le précurseur a une fonctionnalité de 2, empéchant
ainsi I’interconnexion des chaines inorganiques.

» Température de la réaction
L’augmentation de la température accélére les réactions d’hydrolyse et de condensation [44,
49].
La figure ci-dessous résume les différentes étapes des deux procédés d’élaboration des verres

bioactifs :

Glass-ceramic
synthesis

Reactants Reagents

Drying

D i - -
e Gel powder Monolithic gel
Monolithic S wder Heat-treatment
glass
W Pressing
Pressing
Densification

Casting Fritting
(in a mould) (into water)
Grinding
Hout: Glass pellet
&

Rinsing
Annealing
Sieving Glass powder Monolithic glass
treatment Glass pellet
Crystallization

Densification
&
Crystallization

v

Glass-ceramic

Figure 1.6 : Principales étapes de la synthése des verres bioactifs par fusion et méthode sol-
gel [52].
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1.2. Os et substitution osseuse

Le systéme osseux forme une charpente ou s’assemblent les organes du corps. Le r6le des os
est de supporter le poids du corps généré par la gravité, de fournir la rigidité nécessaire au
mouvement et de servir de points d'attache pour les muscles, les tendons et les ligaments. La
structure osseuse joue également un réle important dans la protection des organes internes
(comme le cerveau ou la moelle épiniére). L'os a également des fonctions métaboliques, telles
que la formation de cellules sanguines ou encore une fonction de réservoir pour le calcium et
les phosphates inorganiques [53, 54].

1.2.1. Composition du tissu osseux

Le tissu osseux est le principal composant du systéme squelettique. C’est un tissu conjonctif
hautement spécialis€¢ composé d’une substance organique minéralisée. Il comprend une matrice
osseuse, constituée d’une fraction organique et d’une fraction minérale (inorganique) qui
confére a 1’os sa dureté et sa résistance, des cellules osseuses (les ostéoblastes, les cellules
bordantes, les ostéocytes et les ostéoclastes) ainsi que d'autres structures telles que le cartilage,
les surfaces articulées des articulations, le périoste, les nerfs et les vaisseaux [55, 56].

1.2.1.1. Matrice osseuse

La matrice osseuse est une structure dure, caractérisée par une charpente protéique collagene,
une substance fondamentale (chondroitines sulfates, acide hyaluronique, kératanes sulfates :
qui posséde une trés grande affinité pour les sels de calcium) et des sels minéraux (calcium,
phosphore, magnésium, ...). Ce sont ces substances qui conferent a l'os sa flexibilité et sa
grande résistance a des forces de tension, de traction et de cisaillement. Le calcium osseux est
fixé sous forme de cristaux d’Hydroxyapatite (en aiguille ou en plaquette) qui sont situés entre
les fibres de collagéne ou a I’intérieur de celles-ci. Les ions Ca?* et PO.* situés en surface des
cristaux participent a des échanges rapides avec le liquide interstitiel et donc avec le courant
sanguin. Ces constituants minéraux forment pres de 65% en volume de la matrice. Le calcium
est un élément important pour le corps et les os sont le réservoir. 1l est impliqué dans le
fonctionnement de plusieurs phénomeénes dans le corps (contractions musculaire et cardiaque
et transmission de I’influx nerveux) [57,58].

1.2.1.2. Architecture osseuse

Les 213 os qui composent le squelette adulte sont divisés en trois principales catégories en
fonction de leurs formes (court, plat et long). Les os courts (vertébres, phalanges) sont
composés d'un noyau d'os spongieux entouré d'une corticale ou os compact. Les os plats
(sternum, c6tes, omoplates, os cranien) sont constitués de deux couches d'os compact, les tables

externe et interne, enfermant une couche d'os spongieux. Les os longs (fémur, tibia, humérus)
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sont constitués de plusieurs éléments : la diaphyse, les épiphyses et les métaphyses. Leurs
formes et leurs fonctions sont liées de telle sorte que chaque forme catégorique d'os a une

fonction distincte [59,60]. La figure suivante présente quelques sortes de tissus osseux que 1’on

peut rencontrer dans un os type os long.

Cartilage
/ articulaire \

Epiphyse /— Os compact
proximale Y
[ Endoste

épiphysaire

Périoste Endoste

Os compact J'

Cavité

médullaire

(tapissée (b)

ASS d’endoste
N > ! r:se;:fse jaune - o =
| V-
Os compact ———— ~. -
Périoste )y 1
Fibres de .
Sharpey
™~
Artéres
nourriciéres
Epiphyse v
distale

(a) (c)

Figure 1.7 : Schéma de la structure d’un os long et des tissus osseux qui le composent [61]
Macroscopiquement, on distingue deux architectures ; 1’os cortical ou compact et 1’0s
trabéculaire ou spongieux, I’ensemble étant entouré d’une enveloppe externe, le périoste, sauf
au niveau du cartilage articulaire et aux endroits d’insertion de tendons et de ligaments [62]. La
classification en os cortical et trabéculaire est basée sur le degré de porosité (5 a 30 % pour 1’os
cortical qui constitue surtout la « paroi» compacte de la diaphyse des os longs et de 30 a 90 %
pour I’os trabéculaire situé surtout au centre de la diaphyse et dans les régions métaphysaire et
diaphysaire, ainsi que dans les os courts et plats [59, 63, 64].

a- Tissu osseux compact ou cortical

Il représente 80 a 85% de I’ensemble du tissu osseux. Il forme la couche externe de tous les os
du squelette et la plus grande partie de la diaphyse des os longs. Il soutient les os et permet a
ces derniers de résister & la pression du poids. Il est constitué principalement d’ostéones ou
systéeme de Havers. Le canal de Havers est occupé par du tissu conjonctif constitué de fibres de
collagene et de fibroblastes, englobant des capillaires, des artérioles et des veinules. Ces canaux

sont reliés entre eux par des canaux plus petits appelés canaux de Volkman [59, 65, 66].

p- 22



| CHAPITRE I: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

b- Tissus osseux spongieux ou trabéculaire

Il est constitué de lamelles osseuses disposées en travées contenant des ostéoplastes et leurs
canicules ainsi que des ostéocytes. Entre les travées existent des cavités de forme irréguliere
(forme trabéculaire), interconnectées, contenant de la moelle hématopoiétique, un capillaire ou
une veinule. Cet os spongieux représente la forme minoritaire du tissu osseux dans le squelette
avec 20% de la masse totale de celui-ci [59, 66].

La structure microscopique des os compacts et spongieux est illustrée dans les figures suivantes:

Os compact Os spongieux

Cavité médullaire
Canal perforant de I'os compact
contenant des vaisseaux sanguins

Endoste tapissant les canaux osseux
et recouvrant les travées

Canal
central de I'ostéon

.~ Os compact
— Os spongieux

h— Os compact

Ostéon

Lamelles ——————

circonférentielles Le vaisseau sanguin rejoint la cavité

médullaire qui contient la moelle.

Va8 Fibres de Sharpey

<5 —— Vaisseau sanguin du périoste

—— Périoste \
g i — Travées de I'os

spongieux

Nerf ——_
Veine e
Artére
Canalicules — 2
Ostéocyte ———— i ! - [ G T
dans une lacune Lamelles Lacune (avec un

intersitielles ostéocyte)

Figure 1.9 Structure microscopique

Figure 1.8 : Structure microscopique de l’os compact [61] de tissu osseux spongieux [61]

1.2.1.3. Cellules osseuses

Aprés implantation, ce sont les ostéoblastes qui se fixent en premier par adsorption sur
I’implant, puis ils se transforment progressivement en 0stéocytes lorsqu’ils sont emprisonnés
pas une matrice osseuse. Tout au long de la vie du patient un équilibre se crée entre la génération
d’os néoformé par les ostéoblastes et la résorption osseuse par les ostéoclastes. Ce mécanisme
ne peut se faire sans une irrigation sanguine importante.

a- Osteoblastes

Les ostéoblastes sont des cellules mononuclées de 20 a 30 um de diamétre. Ces cellules ne sont
jamais isolées mais des alignements épithélioides d’ostéoblastes sont rencontrés a la surface
osseuse. Ce sont des cellules chargées d’une part de la synthése de la nouvelle matrice osseuse
(appelée ostéoide) et d’autre part de la calcification (germination de cristaux d’apatite) [58, 60,
66].
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b- Ostéocytes

Les ostéocytes sont des ostéoblastes completement entourés par la matrice osseuse minéralisée.
Ce sont les cellules osseuses mares qui assurent I'entretien de I'os, la logette d’emmurage est
appelée ostéoplaste, et elles ont un réle fondamental dans la régulation du remodelage osseux.
Les osteocytes constituent environ 1% de la masse du tissu osseux. La mort des ostéocytes
semble signifier la mort du tissu osseux [58, 60, 66, 67].

c- Ostéoclastes

Les ostéoclastes sont des cellules géantes de 100 um de diametre, multi nucléées, d’origine
hématopoiétique (véhiculée par le sang) et généralement disposées au contact d’une zone de
matrice osseuse minéralisée. Ils sont responsables de la résorption du tissu osseux calcifié :
dissolution du minéral et dégradation de la matrice organique [58, 60, 66, 67].

d- Cellules bordantes

Les cellules bordantes sont des ostéoblastes au repos, et si nécessaire, elles peuvent redevenir
des ostéoblastes actifs. Elles recouvrent les surfaces osseuses qui ne subissent pas de formation
ou de résorption osseuse a un moment donné. Ce sont des cellules aplaties et allongées,
possédant peu d'organites et sont connectées les unes aux autres et aux ostéocytes voisins par

des jonctions communicantes [68, 69].

a Hematopoietic Mesenchymal
stem cells stem cells
' B

Pre-osteoblasts

Pre-osteoclasts
Lining cell

Osteoclasts

-

Figure 1.10 : Cellules du tissu osseux [69, 70]

1.2.2. Remodelage osseux
Que ce soit dans I'os compact ou trabéculaire le tissu osseux est en constant renouvellement que
I'on appelle remodelage. Le remodelage osseux est un mécanisme physiologique complexe, qui

fait intervenir des cellules, une matrice extracellulaire calcifiée et des facteurs de régulation
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systémiques et locaux. Ce mécanisme de restructuration permet un renouvellement permanent
du tissu vivant tout au long de la vie d'une personne. Cette capacité de renouvellement permet
également aux os de se réparer et de s'adapter aux contraintes auxquelles ils sont
perpétuellement soumis. Au niveau cellulaire, les principaux acteurs de ce remodelage sont les
cellules osseuses (ostéoblastes, ostéocytes et ostéoclastes). Ces cellules subissent I’influence de
facteurs mécaniques, ioniques (Ca, P), systémiques (hormones) et locaux (cytokines, facteurs
de croissance, protéines de la matrice extracellulaire). Les différentes phases du cycle de
remodelage osseux sont [60, 71, 72] :

1- Phase d’activation

Le remodelage commence par la phase d'activation, qui est déclenchée par une stimulation
mécanique (dommage structurel de la matrice) ou chimique (hormonale, comme les
estrogenes). Dans le cas de la stimulation mécanique, ce sont les ostéocytes, cellules imbriquées
dans la matrice minérale osseuse, qui percoivent les changements mecaniques grace a leurs
nombreuses extensions cytoplasmiques et sécretent les facteurs nécessaires pour la formation
d’ostéoclastes.

2- Phase de résorption :

La deuxiéme phase est celle de résorption, qui est caractérisee par la réponse des ostéoblastes
aux signaux des ostéocytes et la sécrétion de chémoattractants par les ostéoblastes en réponse
au recrutement et a la prolifération d’ostéoclastes. Ces derniers peuvent alors effectuer la
résorption de la matrice osseuse.

3- Phase intermédiaire ou d’inversion

Cette phase, aboutit par le biais de cellules macrophagiques, au lissage de la surface résorbée,
a la formation de la ligne cémentante. C’est au cours de cette phase que s’effectue le couplage
entre la résorption et la formation, par transmission du signal inducteur de la formation osseuse.
4- Phase de Formation

La prochaine phase est celle de formation de la matrice osseuse, initiée par les éléments libérés
par la dégradation de la matrice signalant le recrutement des ostéoblastes. Il s’installe alors un
équilibre, de sorte a avoir une quantité égale de matrices formée et résorbée.

5- Phase de quiescence

Lorsque le remodelage prend fin, les ostéoblastes peuvent s’insérer dans la matrice et se
différencier en ostéocytes, sinon elles s’inactivent et se posent a la surface de la matrice osseuse.
On les appelle alors les cellules bordantes et elles semblent servir de précurseur pour de
prochaines séances de remodelage. La balance osseuse qui est a I’équilibre chez 1’adulte a

tendance a devenir négative (ostéoporose).
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Figure 1.11 : Différentes étapes du remodelage osseux [73]

1.3. Infections bactériennes des implants orthopédiques

Le matériel chirurgical orthopédique est utilisé de facon croissante pour les fixations de
fractures, les arthrodéses et surtout la mise en place de prothéses articulaires. Les infections
bactériennes sur ces matériels prothétiques implantés représentent un des problémes majeurs
de santé publique et une des premiéres causes de bactériémies nosocomiales. Par ailleurs, il
apparait que ces infections ne répondent pas toujours au traitement classique par les
antibiotiques ce qui rend alors I’explantation de la prothése nécessaire pour éradiquer
I’infection. Afin de pallier a ces problémes, plusieurs stratégies sont proposées et/ou sont encore

a 1’étude ; parmi celles-ci la conception d’un biomatériau antibactérien, 1’imprégnation
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d’antibiotiques ou le greffage de polymeres bioactifs .... [74-76]. L’adhérence bactérienne sur
une surface implantée dépend de différents parametres [74] :

« Les facteurs de I’hote (age, immunodéficience, état physique) ;

« La nature de la souche (les micro-organismes qui sont impliqués dans le développement des
infections sur corps étrangers sont trés nombreux) ;

* Les propriétés physicochimiques de la surface (le type de matériau, la tension de surface
I’hydrophobicité, la rugosité de surface, la présence ou non d’un film organique ou inorganique,
la composition chimique de la surface.).

Les infections d’implants peuvent survenir par inoculation directe dans la plaie chirurgicale
pendant I’opération (infection péri-opératoire), par le transport sanguin de microbes dus a une
bactériémie secondaire a un foyer infectieux distant (infection hématogéne), par contact direct
avec un foyer infectieux adjacent ou par plaie pénétrante (infection contigué) [77, 78].

1.3.1. Germes responsables des infections

Les microorganismes les plus couramment impliqués sont les bactéries Gram-positives
Staphylococcus aureus, les Staphylocoques a coagulase négative, Streptococcus sp, suivi de
bactéries Gram-négatives telles qu’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
spp et également des levures telles que Candida Albicans et Candida Krusei [79-81]. Dans le
cas des infections a staphylocoques, 1’adhérence bactérienne est fortement influencée par les
protéines de I’hote adsorbées sur la surface de I’implant. Les mécanismes moléculaires a
I’origine des interactions qui se développent entre Staphylococcus aureus et les protéines de
I’hote adsorbées sur les dispositifs médicaux, impliquent des protéines spécifiques de la surface
bactérienne communément appelées adhésines [74, 82].

Les microorganismes utilisés dans ce travail sont : S. aureus (Gram positive), E. coli (Gram
négative), Candida albicans et Candida krusei (levures), le tableau suivant montre quelques
caractéristiques de ces bactéries :

Tableau 1.1 : Les microorganismes utilises dans les expériences

Organismes Pertinence Clinique Source

Staphylococcus aureus | Infections cutanées, infections des plaies, abces, | [83-85]
infections chirurgicales, ostéomyélite, maladie

entérique

Escherichia coli Infections intestinales (entérites, diarrhées) et | [86-88]
extraintestinales (infections urinaires, septicémies,

méningites).
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Candida Albicans Infections cutanées, des infections systémiques | [89-91]
potentiellement mortelles, infections systémiques

nosocomiales, candidose buccale ou vaginale

Candida Krusei candidose invasive, infection de la circulation | [92-94]
sanguine, infections cutanéo-muqueuses et
unguéales, infection nosocomiales, infections

fongiques disseminées, Pneumonie

1.3.2. Adhérence de la bactérie : Formation de biofilm bactérien

1.3.2.1. Définition d’un biofilm

Le terme de biofilm a été proposé en 1978 pour désigner une communauté de microorganismes
enrobent une matrice hydratée, riche en polymeres extracellulaires, et en contact avec une
surface. Leur développement a de nombreux effets négatifs sur les procédures industrielles ainsi
qu’en médecine humaine, la formation de biofilms bactériens sur les prothéses et cathéters
contribuent au développement des infections liées aux soins [95, 96].

1.3.2.2. Mécanisme de formation de biofilm bactérien

L’adhérence initiale d’une bactérie sur une surface est d’abord conditionnée par ses propriétés
physicochimiques (hydrophobie et charge électrostatique). Elle fait ensuite intervenir des
macromolécules de I’enveloppe bactérienne - souvent appelées adhésines - qui interagissent de
maniere spécifique ou non avec les surfaces. Des polysaccharides entrant dans la composition
de la matrice extracellulaire assurent également une cohésion mécanique entre les bactéries et
contribuent au passage de la vie libre a la vie fixée. Apres leur adhérence au substrat, qui peut
survenir dans les secondes qui suivent le contact avec une surface, les bactéries s’agregent, se
multiplient et forment des microcolonies. Si les conditions du milieu le permettent, le biofilm
connait une phase de maturation qui se traduit par une croissance en épaisseur. A ce stade,
I’incorporation de bactéries d’espéces différentes ou d’autres microorganismes meéne a la
formation de biofilms polymicrobiens ou mixtes. Le biofilm mature peut connaitre une phase
de dispersion, libérant des bactéries isolées ou des fragments de biofilms qui pourront, a leur

tour, enclencher la formation d’un biofilm sur une autre surface (Figure 1.12) [77, 78, 95, 96].
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Figure 1.12 : Formation d’un biofilm sur la surface d’'un implant [95]
En quelques jours, une structure complexe en trois dimensions de microbes (25%) et de matrice
extracellulaire (75%) se forme sur la surface.
1.3.3. Critere antibactérien des verres bioactifs
La présence d'une infection n'est pas seulement un probleme sur le site de I'implant médical,
mais dans les structures et tissus environnants. Les infections osseuses chroniques comme
I'ostéomyélite peuvent résulter d'une infection des tissus mous environnants, ajoutant plus de
complications aux infections contractées aprés une chirurgie ou l'implantation d'un dispositif
médical [97, 98].
Actuellement, afin d'inhiber I'activité bactérienne apres une chirurgie implantaire, des doses
élevées et des traitements antibiotiques a long terme sont couramment utilisés. Celles-ci
peuvent entrainer des effets secondaires potentiellement graves et une prévalence croissante de
souches bactériennes résistantes, telles que le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
[76, 99].
D’autre part, une combinaison de traitement antimicrobien systémique et local en remplissant
la cavité osseuse avec des porteurs d'antibiotiques tels que le polyméthylméthacrylate (PMMA)
est aussi utilisée. Cependant, le PMMA chargé d'antibiotiques présente certaines limites.
Comme il n'est pas biodégradable, son utilisation nécessite plusieurs interventions
chirurgicales, qui peuvent entrainer une perte de masse osseuse. De plus, la surface du polymére
peut servir de substrat pour la formation de biofilms, conduisant a une réduction de I'efficacité
des antimicrobiens [80, 100].
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Ainsi, il devient de plus en plus important de développer des stratégies et du matériel de
traitement alternatifs pour les infections difficiles a contréler.

En raison de leur biocompatibilité, les verres bioactifs sont prometteurs en tant que matériaux
pouvant étre utilises pour les implants médicaux et peuvent réduire le risque d'infection [96].
Les verres bioactifs comme S53P4 (53% SiO», 23% Na2O, 20% CaO, 4% P,0s) et 45S5 (45%
SiO2, 24.5% Na20, 24.5% CaO, 6% P20s % mas) sont les derniers matériaux a étudier, leurs
propriétés présentent des solutions a certaines faiblesses du traitement actuellement préconise
avec le PMMA ou le ciment [80, 100].

L’action antibactérienne des verres bioactifs repose sur plusieurs facteurs, notamment un pH
¢levé et des effets osmotiques causés par la concentration non physiologique d’ions dissous du
verre bioactif, ¢’est-a-dire que 1’action antibactérienne d’un verre bioactif est influencée par sa
composition chimique et les conditions de dissolution dans son environnement. Cela permet a
la fois l'inhibition de la croissance bactérienne par le biais du déséquilibre osmotique et acido-
basique généré sans dépendre d'antibiotiques et la formation d'une nouvelle matrice osseuse, ne
nécessitant pas d'autres procédures de retrait d'implant. [80, 100-103].

Le dopage des verres bioactifs avec d'autres ions, tels que l'argent, I'yttrium, le sélénium,
gallium et l'iode, présentent également un potentiel d'activité antimicrobienne contre E. coli,
Bacillus anthracis, Pseudomonas pyocyanea, P. aeruginosa, Candida albicans, Salmonella sp.,
Streptococcus sp., et S. aureus [97].

Dans ce travail approfondi, nous évaluons l'efficacité antibactérienne des poudres de verre
bioactif 63S (63% SiO2, 28% CaO, 9% P.Os % mol) élaboréses par la méthode sol-gel sur
quatre microorganismes (S. aureus, E. coli, Candidat albican et Candidat kresie).

I.4. Les implants prothétiques

Un implant est une substance ou un matériel introduit dans le corps humain a des fins de
traitement ou de remplacement d’organe. Il peut étre provisoire ou permanent. Une prothese
remplace un élément manquant. Il existe des endoprotheses qui remplacent un élément interne
(prothése de hanche) et des exoprothéses qui remplacent un membre amputé. Les implants
orthopédiques peuvent étre statiques (vis, clous, tiges, plaques) pour consolider une fracture ou
dynamiques (protheses) pour remplacer une articulation ou un ligament [104]. Selon leurs
comportement dans l'organisme vivant, les implants sont classés comme étant : inertes
morphologiquement fixée dans I'organisme, résorbable qui sont complétement résorbés dans
I'organisme, et bioactifs qui sont capables de stimuler ostéogenése et de I'accrétion de I'os [105].
Les prothéses articulaires sont largement utilisées en chirurgie orthopédique. Elles sont utilisées

pour reconstruire des articulations telles que la hanche, le genou, 1’épaule ou les doigts, qui sont
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endommagées par des fractures et sont souvent aggravées par des pathologies dégénératives
telles que I'arthrose ou I'ostéoporose [106].

Méme si les matériaux céramiques et 1’os artificiel sont tres utilisés en orthopédie, leurs faibles
propriétés mécaniques ne permettent pas d’applications sans un support métallique. Les
premiéres prothéses, implantées au début du siecle passé, ont été fabriquéees en acier allié au
vanadium et depuis, plusieurs matériaux métalliques ont été essayés, comme les aciers
inoxydables, les alliages cobalt-chrome ou le titane et ses alliages. L’acier inoxydable est encore
largement utilisé. Son intérét dans ce domaine réside dans ses propriétés mécaniques
intéressantes [105, 106].

1.4.1. Substrats métalliques

Les métaux sont les matériaux les plus couramment mis en ceuvre car ils présentent des
propriétés mécaniques adaptées. On peut notamment citer le titane pur et ses alliages, les
alliages a base de cobalt ainsi que les aciers inoxydables car ils sont biocompatibles, ils peuvent
supporter des charges importantes, résister en fatigue, subir une déformation plastique avant
rupture et présentent une résistance a la corrosion. La limite élastique ainsi que la résistance en
fatigue de ces matériaux dépendent du type d’alliage et de ses traitements ultérieurs [107].
1.4.1.1. Alliages de titane

Le titane et ses alliages, utilisés a l'origine en aéronautique, sont devenus des matériaux de
grand intérét dans le domaine biomédical (en orthopédie, en chirurgie cardio-vasculaire, en
chirurgie orale et maxillo-faciale, implants dentaires...), en raison de leurs excellentes propriétés
mécaniques. L’alliage de titane le plus largement utilisé est le Ti6Al4V. C’est un alliage a
structure biphase a — B, a. étant une phase hexagonale et B une phase cubique. L’aluminium joue
le rGle de stabilisateur de la phase a.. Quant au vanadium, il stabilise la phase 3. Ainsi, les deux
phases peuvent coexister. Le titane et ses alliages peuvent s'intégrer étroitement dans I'os. Cette
propriété améliore considérablement le comportement a long terme des dispositifs implantés,
diminuant les risques de descellement et de défaillance. L'excellente résistance a la corrosion
des alliages de titane est due a la formation d'une couche adhésive d'oxyde TiO> a leur surface.
D'autres propriétés de surface telles que l'usure sont trés médiocres en raison de la faible
résistance au cisaillement. Bien que le titane et ses alliages combinent une gamme d'excellentes
propriétés, a savoir propriétés mécaniques, résistance a la corrosion, résistance a la fatigue-
corrosion, faible densité et module d'élasticite relativement faible, leur traitement n'est pas
facile qu'il s'agisse d'usinage, de forgeage ou de traitement thermique. Malgré leurs propriétés
anticorrosion et toxicologiques attrayantes, le titane et ses alliages présentent généralement une

mauvaise résistance au frottement et a I'usure, ce qui induit a la mauvaise intégrité de la couche
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passive de TiO.. De plus, la libération de débris d'usure peut entrainer des lésions cellulaires,
induisant une inflammation ou une encapsulation de I'implant par un tissu fibreux [26, 108,
109].

1.4.1.2. Alliages de chrome-cobalte

Les alliages de chrome-cobalt sont commercialisés sous les noms de Stellite®, Vitallium®,
Dentitan®, etc. Le principal avantage de ces alliages est leur grande résistance a 1’usure. Cette
caractéristique leur vaut d’étre utilisés dans des applications ou le frottement est important,
comme les protheéses de la hanche et les valves cardiaques. Cependant, leur colt est Iégérement

superieur a celui des aciers inoxydables et ils sont difficiles a usiner [26, 110, 111].

1.4.1.3. Acier inoxydable

L'acier inoxydable a été découvert en 1904 par Leon Guillet. L'utilisation de I'acier inoxydable
dans les applications chirurgicales a commencé en 1926 lorsque Strauss a breveté l'acier
inoxydable 18Cr-8Ni contenant 2-4% de molybdéne. Les aciers inoxydables peuvent étre
classés en fonction de leur microstructure a savoir martensitique, ferritique, austenitique ou
duplex (composé de phases ferrique et austénitique). L'acier inoxydable le plus largement utilisé
dans les applications médicales est le type austénitique 316L, un alliage principalement de fer,
de chrome et de nickel dont la composition est indiquée dans le tableau 1.2. Le constituant
d'alliage le plus important dans l'acier inoxydable est le chrome, qui doit avoir une concentration
d’au moins 12% pour que l'acier développe a sa surface un film d'oxyde de chrome Cr203
adhérent passif nécessaire a la résistance a la corrosion [26, 111, 112].

Tableau 1.2 : Composition chimique de [’acier 316L (Stainless steel SS) (% en poids) [111].
Elément C P S Cu |N |[Si Mn | Cr Ni Mo | Fe

Composition | <0.03 | 0.03 1 0.03|05 [0.1|0.75|2 17-20 | 12-14 | 2 - 4 | balance
(%)

L'utilisation de l'acier inoxydable en chirurgie orthopédique a ouvert un large éventail de
nouvelles possibilités dans le traitement des fractures osseuses. Aujourd'hui, I'acier inoxydable
est le matériau le plus utilisé pour la fixation interne. Sa biocompatibilité a été prouvée par une
implantation humaine réussie pendant des décennies. En outre, le matériau d'implant en acier
inoxydable présente une bonne combinaison de résistance mécanique, de ductilité, de rentabilité
et de réponse de fabrication. Ces dispositifs peuvent se présenter sous la forme de fils, broches,
vis, plaques et tiges (Figure 1.13) [110, 112, 113].
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Figure 1.13 : Exemples de différents dispositifs orthopédiques en acier inoxydable. [114].
Les implants en acier inoxydable (SS) ont traverse différentes générations en raison de certaines
déficiences inhérentes a ces matériaux pour une utilisation dans le corps, en particulier la
libération d'ions métalliques toxiques (fer, chrome et nickel), I'augmentation de la vitesse de
corrosion dans des environnements biologiques et la mauvaise oseointégration qui peut retarder
la cicatrisation osseuse apres chirurgie [115].

Le tableau 1.3 ci-dessous regroupe quelques caractéristiques mécaniques de ces différents
matériaux.
Tableau 1.3 : Propriétés physiques et mécaniques des implants métalliques couramment utilisés

par rapport au tissu osseux [116]

Matériaux Module Limite Résistance a | Densité | Coefficient  de
d’Young | élastique |la  traction | (g/ cm?®) | dilatation
(GPa) (MPa) (MPa) thermique (1078

/°C)

Alliage chrome- | 210 - 253 | 448 - 1606 | 655 - 1869 8,3 15,1

cobalt

Titane 110 485 760 4,51 8,5

Ti-6Al-4V 101-120 | 795-1034 | 860-1103 4,43 8,7

Acier 200 221-1213 | 586 - 1351 8,03 19,5

inoxydable

316L

Os cortical 15-30 30-70 70 - 150 1,75 27,5
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1.4.2. Revétements des verres bioactifs sur implants et protheses

La plupart des implants orthopédiques qui doivent étre soumis a de fortes contraintes en
traction, flexion ou cisaillement sont métalliques. En général, ces matériaux sont bioinertes ou
au mieux biotolérés. Cependant, au cours du temps, les sollicitations mécaniques auxquelles ils
sont soumis peuvent conduire a leur détérioration. Ils sont également soumis a la corrosion
chimique du milieu vivant. Ainsi, la dégradation de I’'implant peut conduire a la libération
d’ions métalliques qui peuvent nuire a I’organisme.

Ces raisons ont conduit a une solution astucieuse, celle du recouvrement des implants
métalliques par des matériaux biocompatibles qui peuvent assurer la formation d’une liaison
naturelle entre I’implant et 1’os tout en empéchant la dégradation du matériau métallique et la
libération des ions dans I’organisme. L'utilisation de revétements de la prothése métallique avec
des verres bioactifs pourrait étre un moyen de combiner de bonnes propriétés mécanigues,
résistance a la corrosion, bioactivité et biocompatibilité dans un méme matériau. Ces
revétements serviraient a améliorer I'ostéointégration des implants, protéger le métal contre la
corrosion des fluides corporels et le tissu contre les produits de corrosion des alliages. Les
bioverres permettent a la prothése de s'adapter a la cavité osseuse, empéchent la formation de
tissu fibreux a l'interface prothése-os et favorisent une forte liaison chimique entre I'implant et
le tissu de liaison [117]. D'un point de vue géneral, les revétements biocéramiques peuvent étre
fabriqués par une grande variété de méthodes que nous décrivons dans la section suivante.
1.4.3. Techniques d’élaboration de revétements prothétiques

L'un des processus de modification de surface les plus courants est le dépdt d'un ensemble de
matériaux, appelé revétement. Cependant, la gamme de ces matériaux étant large, différentes
méthodes ont été introduites. Ces procédés sont sélectionnés en fonction du matériau du
substrat, des applications du matériau revétu et de I'épaisseur de la couche de revétement. Il
existe de nombreuses méthodes de revétement offrant chacune des capacités différentes,
cependant, seules quelques-unes de ces techniques sont suffisamment fiables pour étre
appliquees a des fins de bio-application. Ces techniques fournissent simultanément une
résistance a la corrosion et une amélioration de la biocompatibilité du substrat [118]. Parmi les
méthodes de revétement de surface, on distingue :

1.4.3.1. Vaporisation par torche a plasma

L'une des méthodes de dépdt de matériau les plus étudiees est un revétement par torche plasma.
Gréce a sa capacité a deposer des alliages métalliques, des oxydes et des céramiques, ce procédé
offre une large gamme d'applications dans les revétements de biomatériaux et d'implants

corporels. Le principe de cette technique consiste a créer un plasma en injectant un flux de gaz
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(mélange de gaz inertes tel que I’argon (Ar) ou I’hélium (He) et de gaz diatomiques tel
qu’hydrogene (H2) ou azote (N2)) dans une chambre ou il est ionisé par un arc électrique. On
produit un plasma a haute température (10000 a 30000K). Puis, les matériaux a vaporiser sont
introduits sous forme de poudre dans le jet de plasma. La poudre chauffée est fortement
accélérée (100 a 350 m /s) vers le substrat sur lequel les particules du matériau perdent leur
énergie cinétique et thermique, constituant ainsi la couche de revétement. Le passage trés rapide
des grains dans le plasma, entrainat leur fusion en surface, permet de produire une trés forte
liaison avec le substrat lors de I’impact (figure 1.14) [118, 119]. Cependant, les problemes cités
avec les revétements projetés au plasma comprennent la variation de la force de liaison entre
les revétements et les substrats, une mauvaise adhérence a l'interface et des altérations de la
structure. De plus, a notre connaissance, il n’existe aucune preuve montrant que le revétement
par projection plasma prolongerait la durée de vie des implants ou améliorerait la fiabilité par

rapport aux implants non revétus [120].

Injecteur de poudre
! Revétement

Substrat

Figure 1.14 : Schéma simplifié du principe d’une torche de projection plasma [118].

1.4.3.2. Dépdt par ablation laser (PLD)

Le dépbt par ablation laser (Pulsed laser deposition PLD) est un outil expérimentalement
destiné a la fabrication d’une large gamme de films minces et de structures multicouches. Cette
méthode est basée sur ’interaction de la lumiére d’un laser avec les solides. En principe, en
PLD, un faisceau laser de trés courte durée (20-30 ns) et de forte intensité fuse et vaporise sous
vide ou dans une atmospheére gazeuse a basse pression la surface d’une cible (en général solide) ;
le matériau évaporé est dirigé et collecté sur un substrat au moyen d’un plasma panache (Figure
1.15). L'énergie électromagnétique laser absorbée par la surface est d'abord convertie en énergie
d'excitation électronique, puis convertie en énergie thermique, en énergie chimique et méme en
énergie mécanique, entrainant I'évaporation, I'ablation, I'excitation, la formation de plasma et

I'exfoliation [120-122]. Trois étapes principales du processus PLD peuvent étre retenues :
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1. L’irradiation de la cible par le faisceau laser qui engendre la vaporisation du matériau et la
génération d’un plasma ;

2. Le développement et I’expansion du plasma ;

3. La condensation du matériau vaporisé sur le substrat.

Comparé a d'autres méthodes de dépo6t, le PLD est facile a utiliser et permet la croissance du
revétement a une température plus basse mais son développement industriel nécessite la
résolution de certains problémes liés a la mauvaise cristallinité du revétement déposé, au
manque d’uniformité des dépdts sur des surfaces complexes (angles, trous, etc..), a

I’augmentation de 1’épaisseur du dépot, et enfin a 1’¢limination des particules liquides [120].
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Figure 1.15 : Schéma de ['installation expérimentale PLD [121].

1.4.3.3. Dépdt par la méthode dip-coating a partir d’une solution préparée par sol-gel

Le procédé sol-gel permet 1’élaboration de couches minces d’épaisseurs entre Inm et 20 um.
Cette variation d’épaisseur est possible grace a la souplesse du procédé. L’¢élaboration de
couches minces par la voie sol-gel regroupe deux techniques qui sont le dip et le spin coating.
Le principe de la technique du dip-coating (trempage-retrait) consiste a immerger plusieurs fois
les substrats dans une suspension. Chaque trempage est suivi d’une étape de séchage. Les
échantillons recouverts sont ensuite frittés. Le procédé de dip-coating comprend généralement
trois étapes essentielles. L’immersion, le temps de séjour et 1’extraction (Figure 1.16). En
revanche, la technigque du spin-coating consiste a centrifuger une solution déposée en exces sur

un substrat. Cette methode nécessite également un traitement thermique de la piéce revétue. En
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géneral, les dépots obtenus par sol-gel sont chimiquement purs et présentent une bonne

cohésion [123].
i -

dipping wet layer formation solvent evaporation

Figure 1.16 : Etapes du procédé de dip-coating [123].

1.4.3.4. Dépdt chimique en phase vapeur

Le dépdt chimique en phase vapeur (Chemical Vapor Deposition CVD) est une technique utilisé
pour plusieurs applications telles que la fabrication de revétements, de films minces, de poudres,
de fibres et de composants uniformes. Dans la technique CVD, un gaz précurseur s'‘écoule dans
une chambre, sur les substrats chauffés a revétir, et le dép6t de films minces sur la surface se
produit en raison de la réaction chimique en phase vapeur. Ce procédé peut étre défini comme
un processus atomistique ou les espéces primaires déposées sont des atomes ou des molécules
ou une combinaison des deux (Figure 1.17). D'autres procédures de dép6t courantes
comprennent la technique de dépdt physique en phase vapeur (PVD), qui utilise I'évaporation,
la pulvérisation cathodique et d'autres processus physiques pour produire des vapeurs de
matériaux au lieu de processus chimiques [124, 125].

Malgré le progres que connait cette méthode et la possibilité d’avoir des dépots fins et
nanostructurés, les dépdts obtenus sont souvent biphasés et I’utilisation de solvants
inflammables et/ou toxiques limite 1’utilisation de cette technique pour des applications

médicales.
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Figure 1.17 : Illustration des diverses étapes du procédé CVD [125].
1.4.3.5. Dépot par électrophoreése (EPD)
L'électrophorese est un phénomene de grande importance en biologie, biochimie, science des
matériaux, sciences pharmaceutiques, biotechnologie et chimie pour la manipulation de
matériaux biologiques (protéines, enzymes, cellules,...) ainsi que colloides, polymeres et
particules inorganiques solides. L'intérét de I'EPD repose non seulement sur sa grande
polyvalence a utiliser avec différents matériaux et combinaisons de matériaux, mais également
parce que I'EPD est une technique rentable nécessitant généralement un équipement et une
infrastructure de traitement simples [126, 127].
1. Principe de la méthode d’électrophorése
Le dépobt electrophorétique (EPD) est une technique spéciale de traitement colloidal qui utilise
le mécanisme d'électrophorése pour le mouvement des particules chargées en suspension dans
une solution sous un champ électrique, pour les déposer de maniéere ordonnée sur un substrat
pour développer des films minces et épais et des revétements. La technique de dépdt par
électrophorese repose également sur la migration d'especes chargées, ici de particules
dispersées dans un milieu liquide, sous I’effet d’un champ électrique appliqué entre deux
¢lectrodes. Comme I’illustre le schéma de la figure 1.18, le signe de la charge, positif ou négatif
des particules, conditionne leur sens de déplacement vers 1’électrode de signe opposé, la
cathode ou I’anode ; on parlera alors ici de cataphorése ou d’anaphorese respectivement [126-
129].
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Figure 1.18 : Cellule de dépot électrophorétique (EPD) montrant des particules chargées

positivement en suspension migrant vers I'électrode négative [126].

L'électrophoréese offre la possibilité de réaliser des dépdts homogenes sur divers substrats
conducteurs ou semi-conducteurs, avec des épaisseurs variables. Les métaux, polymeres,
céramiques, verres et leurs composites peuvent étre déposés par EPD. Aprés 1’opération de
dépot électrophoreétique, les dépbts subissent la plupart du temps un posttraitement thermique
de polymeérisation (particules organiques) ou de frittage (particules céramiques) conduisant a

une consolidation du dépot vis-a-vis du substrat [126, 130].
2. Facteurs influencant les dépots électrophorétiques

La loi de Hamaker est un modéle mathématique bien connu prédisant la cinétique EPD des
matériaux particulaires. Il prédit que la masse dépendant du temps du dépdt, w(t), a une relation
directe avec la mobilité électrophorétique des particules, u, la force du champ électrique, E, la
surface des électrodes, A, le coefficient d'efficacité du dép6t, f (< 1, tenant compte du fait que
seule une fraction des particules qui entrent en contact avec la surface de I'électrode se dépose)
et la concentration de particules en suspension, C, comme illustré dans les équations (1) et (2)
[129, 131]:

w(t) = tf. WE.A.C.dt (1)

to
En intégrant (1) par rapport au temps, Eg. (2) est obtenu:
w(t) =f.WwE.A.C.t (2)
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Ainsi, deux contributions expérimentales peuvent étre extraites de cette équation. La premiere
est relative aux caractéristiques et aux propriétés de la suspension (concentration en particules
C, mobilité électrophorétique ) ; la seconde repose sur des parametres relatifs au procédé de
dépbt (champ électrique E, temps de dépot t et surface de 1’électrode A) [129, 131].

Cependant, d'autres facteurs peuvent affecter indirectement les termes de cette équation. Par
exemple, la mobilité électrophorétique de la particule, i, dépend du constant diélectrique, er, de
la viscosité de cisaillement du milieu de dispersion, n et du potentiel zéta de la particule, ¢, qui
dépend de la charge de surface de la particule [131]. Les parameétres intrinseques au procédé
électrophorétiqgue comme le champ électrique appliqué entre les deux électrodes, sa durée
d’application, la nature, la géométrie et la distance entre électrodes, seront également des points

clés a prendre en compte dans la formation d’un dép6t par EPD.

2.1. Parametres liés au milieu

En ce qui concerne les propriétés de la suspension, de nombreux paramétres doivent étre pris
en compte, tels que la nature physico-chimique des particules en suspension, le milieu liquide

et I'influence du type et de la concentration des additifs [131].

a- Charge de surface - potentiel zéta

Le potentiel zéta des particules est un facteur clé dans le processus de dépot électrophorétique.
Il est impératif d'obtenir une charge superficielle élevée et uniforme des particules en
suspension. Le pH du milieu induit une variation de charge de surface des particules. Cette
charge de surface peut, en fonction du pH, étre négative ou positive générant ainsi un potentiel
électrique de surface, nommé potentiel zéta, et conditionnant la mise en ccuvre des dépots
électrophorétiques. Pour des raisons de stabilité de la dispersion, il est souhaitable de
sélectionner les conditions de pH permettant 1’obtention d’un potentiel zéta le plus élevé
possible en valeur absolue. Plus la valeur de ce potentiel est élevée, plus la répulsion entre les
particules sera grande et plus la suspension sera stable. Au contraire, si les particules sont
faiblement chargées, un phénoméne de floculation intervient. La valeur du potentiel zéta

témoigne donc de la stabilité des particules en suspension [127-129].

p. 40



| CHAPITRE I: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

b- Concentration en particules (C)

La concentration en particules est un parametre important dans la formation d'un dépot par
EPD. Les cinétiques de dep6t sont fortement influencées par la dilution de la solution. Il a été
démontré qu’une méme épaisseur est obtenue plus rapidement dans des suspensions non
diluées. Néanmoins, il est important de noter que la concentration en particules joue également
un réle sur le processus de gélification du sol et donc sur la viscosité, ce qui peut aussi affecter
la mobilité électrophorétique des particules et leur cinétique de dépot [128, 129].

c- Viscosité du milieu de dispersion

La viscosité d’une suspension est également un paramétre susceptible de modifier la mobilité
électrophorétique des particules. En EPD, une suspension plus visqueuse ou une charge de
surface plus faible entrainera une mobilité électrophorétique plus faible qui a son tour donnera
une faible vitesse de dép6t. Une suspension de faible viscosité sera préférée de facon a obtenir
une mobilité électrophorétique plus élevée. En effet, la mobilité électrophorétique des particules

u est inversement proportionnelle a la viscosité du milieu de dispersion [128, 129, 131].

2.2. Parametres liés au procédé électrophorétique
De facon géneérale, la technique de dépdt par électrophorése montre la nécessité d’optimiser

tous les paramétres, qu’ils soient relatifs a la suspension, ou au procédé de dépét lui-méme.

a- Champ électrique appliqué entre les deux électrodes

Le champ électrique est un parameétre important, puisqu'il fournit la force motrice nécessaire au
déplacement des particules pour aboutir & la formation d'un dépét a 1’électrode. Le champ
électrique appliqué est néanmoins dépendant de la nature du milieu électrophorétique. Lorsque
ce champ est trop faible, les particules acquiérent une force motrice insuffisante pour permettre
la formation d'un dépot d’épaisseur satisfaisante. Réciproquement, I'application d'un champ
électrique trop important peut déstabiliser le flux de particules a proximité de 1’électrode
perturbant ainsi la microstructure du film final. Un compromis doit ainsi étre trouvé de fagon a
pouvoir d’une part déplacer les particules et d’autre part s’assurer de la formation continue d’un
dépbt homogene et dense. L'amplitude et la forme du champ électrique appliqué entre les deux

électrodes peuvent donc fortement influencer la morphologie des dépots [128, 129, 131].
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b- Durée du dépot électrophorétique

Un autre parametre qui peut affecter la microstructure des films EPD est le temps de dépét. Il
a été rapporté que I’épaisseur du dépét a une relation linéaire avec le temps. Ce phénoméne se
produit principalement dans le cas d'un champ électrique constant. Cependant, le champ
électrique influencant I'électrophorese diminue avec le temps de dép6t en raison de la formation
d'une couche isolante de particules céramiques sur la surface de I'électrode. Une augmentation
du temps de dép6t au-dessus d'un certain niveau peut conduire a un dépdt de revétements épais
non uniformes avec une fixation insuffisante au substrat, ou avec une porosité variable. En effet,
il existe un temps optimal de dépot au-dela duquel la masse déposée a 1’électrode n’augmente

plus linéairement mais atteint une saturation quel que soit le potentiel appliqué [129, 131].

c- Electrodes
Le choix des électrodes (caractéristiques, conductivité, géomeétrie, etc.) détermine également
les conditions de formation des dép6ts par électrophorese. L'état de la surface du substrat est

également un facteur pouvant affecter la cinétique de dépot [126, 129].

Conclusion et objectif de ce travail

Le point de départ de ce travail est le constat du peu de travaux accomplis jusqu'a présent et du
manque d'études approfondies sur les poudres de verre bioactif élaborées par la méthode sol gel
a partir d’un aerogel. L’objectif de ce travail consiste donc d’une part, a préparer deux types de
poudres de verre bioactif dérivées xérogel et aérogel via la méthode sol gel afin de pouvoir
établir des comparaisons entre les deux poudres. Une fois les propriétés physico-chimiques des
poudres sont bien caractérisées (structure et morphologie), I'étude portera sur la bioactivité, la
biocompatibilité et 1’activité antibactériennes des poudres élaborées. D’autre part, nous nous
intéresserons aux dépots des poudres de verre bioactif optimisés dans la premiére partie, par le
procedé d’électrophorése sur des substrats en acier inoxydable 316L et ce en vue d’améliorer
la qualité des dépdts (résistance a la corrosion, rugosité, épaisseur, ...) pour des applications

orthopédiques et/ou dentaires.
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CHAPITRE IlI. MATERIAUX, APPAREILS ET METHODES EXPERIMENTALES
D’ANALYSES UTILISEES

Ce chapitre présente brievement la méthode de synthese adaptée a la préparation des poudres
de verre bioactifs ternaire dont le systeme est SiO»-CaO-P20Os via la méthode sol gel et
I’élaboration des revétements des poudres synthétisées sur des substrats en acier inoxydable
316L par la méthode d’électrophorése. Les moyens d’analyse utilisés pour caractériser les
matériaux elaborés sont décrits dans ce chapitre, ensuite une étude in vitro du comportement
des poudres en milieu physiologique simulé (SBF) ainsi qu’une étude de biocompatibilité in
vitro est menée par culture de cellules ostéoblastiques humain MG63 et les cellules
fibroblastiques 3T3 a la surface des poudres. Par ailleurs ; les différentes étapes utilisées pour
I’évaluation de leur activité antibactérienne vis-a-vis de quatre microorganismes pathogenes
tres fréquents, a savoir les deux bactéries : Eschérichia coli a GRAM négatif, et Staphylococcus
aureus a GRAM positif et les deux Candida : Candida Albicane et Candida Krusei sont
présentés au cours de cette étude. En fin, les tests de corrosion, de rugosité et d’épaisseur des
revétements en bioverre sont aussi décrits. Les différentes techniques de caractérisations
utilisées pour déterminer les propriétés physicochimiques et morphologiques des poudres

synthétisées sont présentées vers la fin de ce chapitre.

11.1. Elaboration des poudres de verre bioactif ternaire
Parmi les deux méthodes de synthéses décrites dans le premier chapitre, la voie sol-gel a été

choisie pour mener notre étude.

11.1.1. Synthese des poudres

La synthese des poudres de verre bioactif est réalisée par voie sol gel en milieu éthanol [1]. Des
solutions colloidales (sols) de composition 63S (63 % SiO2, 28 % CaO, 9 % P05 (% mol)) ont
été préparées en mélangeant I'eau distillée, I'acide chlorhydrique (HCI) 2N, le tétraéthyle
orthosilicate (TEQS), le triéthyle phosphate (TEP) et le nitrate de calcium (Ca(NO3)2.4H20).
a- Préparation du sol

Le procédé initial consiste a mélanger 28 ml de TEOS avec 40 ml d’éthanol en tant que milieu
alcooliques sous agitation pendant 10 min. Ensuite, I'eau distillée est ajoutée a la solution avec
un rapport molaire H:O/TEQS de 4:1 afin d’initier la réaction d’hydrolyse. Aprés 30 minutes
d’agitation, 2,3 ml de TEP est ajoutée a la solution et apres encore 30 minutes, 12 g de nitrate

de calcium sont ajoutées comme source de phosphore et calcium, respectivement. L'acide
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chlorhydrique (HCI) est utilisé comme catalyseur et la solution est alors agitée pendant deux

heures additionnelles.

b- Gélification et vieillissement
Dans cette étape les solutions sont chauffées a une température de 60°C durant 10h. Les ions

issus des précurseurs sont dissous dans le sol avant la transition sol-gel.

c- Séchage

L’¢étape de séchage permet 1’évaporation des solvants (eau, éthanol). Deux types de séchage
sont utilisés, la premiére solution est chauffée a 60°C pendant 10 heures, puis séchée a 130°C
pendant 20 heures pour obtenir une poudre de verre bioactif xérogel notés XG et la deuxiéme
solution est chauffée a 60°C pendant 1 heures puis transmit dans un autoclave sous conditions
supercritique d’éthanol (pression de 69 bars, température de 245°C) pour obtenir une poudre

de verre bioactif aérogel noté AGE.

d- Calcination

Les poudres obtenues sont broyées et calcinées a différentes température a savoir 400°C, 600°C
et 800°C pendant 2 heures avec une vitesse de chauffe de 5°/min. Les poudres de verre bioactif
a partir de xérogel calcinées a 400°C, 600°C et 800°C sont notées XG-400, XG-600 et XG-800,
respectivement. Les poudres préparées a partir d’aérogel calcinées a 400°C, 600°C et 800°C
sont notées AGE-400, AGE-600 et AGE-800 respectivement.

Afin d’étudier I’influence de type de solvants sur la microstructure et la morphologie des verres
bioactifs aérogel deux autres solvants sont utilisés dans ce travail : I’acétone et le méthanol ainsi
calcinées a 600°C sont notées AGA-600 et AGM-600, respectivement.

L’objectif de cette étape est double. Premiérement, a partir de 300-400°C, la décomposition des
nitrates a lieu. Deuxiemement, a partir de 600°C, intervient la densification pendant laquelle le
réseau 3D macroscopique est formé. Cette étape est rendue possible grace a la fusion des
particules secondaires, via un flux visqueux dd a la température relativement haute du
traitement thermique [2,3]. Les étapes suivies pour élaborer les poudres de verre bioactif sont
représentées dans la Figure 11-1.
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Figure 11.1 : Schéma récapitulatif de la synthese des poudres de bioverre par voie sol-gel.

11.2. Evaluation de la bioactivité des poudres de bioverre

11.2.1. Préparation du SBF (Simulated Body Fluid)

Il est clairement établi que la capacité des matiéres biologiques a se lier aux tissus vivants
dépend de leur capacité a : 1) libérer certaines substances ioniques a des concentrations
appropriées, et 2) former une couche apatitique au contact de fluides biologiques imitant le
plasma sanguin. Par conséquent, les tests in vitro sont un outil puissant pour évaluer I'activité
biologique des matériaux.

Kokubo et ses collegues [4, 5] ont développé un fluide corporel simulé acellulaire SBF
(Simulated Body Fluid) qui a des concentrations d'ions inorganiques (partie minérale) similaires
a celles du fluide extracellulaire humain (plasma humain), afin de reproduire la formation
d'apatite sur des matériaux bioactifs in vitro. Le fluide corporel simulé est souvent abrégé en

solution SBF ou Kokubo. Les concentrations ioniques du SBF sont données dans le tableau 11.1.

Tableau I1.1 : Concentrations ioniques du fluide corporel simulé SBF et du plasma sanguin

humain [4, 5].
Eléments Na* | K* | Mg?* | Ca?* | CI" | HCOs | HPO4* | SO4*
Concentration | SBF 142 |5 |15 2,5 | 1478 |4,2 1 0,5
mmol/L Plasma humain | 142 |5 |15 |25 |103 |27 27 0,5
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La solution SBF est préparée selon le protocole standard proposé par Kokubo et al. [4, 5]. Les
produits utilisés (sous forme de poudres) sont dissous un par un, suivant 1’ordre indiqué dans le
tableau I1.2, dans 750ml d’eau déminéralisée placé dans un flacon de 1000ml sous agitation et
a une température de 37°C. Le mélange est ensuite tamponné au pH normal du plasma humain
(pH=7,4) a I’aide de Tris et de I’acide chlorhydrique et complété a un litre avec de 1’eau
déminéralisée. Il est ensuite refroidi jusqu’a 20°C puis conservée dans un flacon en
polyéthyléne a une température située entre 5 et 10°C afin qu’il n’y ai pas précipitation des

réactifs.

Tableau 11.2. Ordre d’addition et quantités de réactifs pour la préparation de la solution SBF

Ordre | Réactifs Formule Quantité

1 Chlorure de sodium NaCl 7,996¢

2 Hydrogénocarbonate de sodium NaHCO3 0,350g

3 Chlorure de potassium KCI 0,224

4 Hydrogénophosphate de potassium trihydraté | K.HPO4.3H20 0,228g

5 Chlorure de magnésium hexahydrate MgCl..6H.0 0,305

6 Chlorure de calcium CaCl; 0,278¢g

7 Sulfate de sodium Na2SO4 0.071g

8 Tris (hydroxyméthyl)-aminométhane (CH20H)3CNH: 6,057g

9 Acide chlorhydrique HCI Ajuster le pH

11.2.2. Mise en évidence de la bioactivité des poudres de bioverre
Pour étudier la bioactivité, les poudres de verre bioactif ont été broyées et tamisées a une
granulométrie de 38um et pressées a I’aide d’une presse sous forme de pastilles (15 mm de
diamétre et 2 mm d'épaisseur et d’une masse de 200 mg) afin de tester leur activité biologique
in vitro. Ensuite, les pastilles ont été immergées dans un fluide corporel simulé (SBF). Le
volume de solution SBF a ajouter dépend de la surface apparente (Sa) des échantillons selon
I’expression suivante [4, 5] :

Sa

Vsgr = T Equation II. 1

La surface apparente des pastilles étant de 1’ordre de 450 mm?, le volume de solution SBF
nécessaire pour réaliser les essais de bioactivité est de 45 ml. L’ immersion des échantillons se
fait dans des flacons en polyéthyléne de 50 ml avec bouchon. Les flacons sont ensuite placés
dans une étuve a 37°C pendant les temps d’immersion de 1, 3 et 7 jours. Le pH de la solution

SBF utilise est tamponné a 7,4. La solution SBF des échantillons est rafraichie tous les deux
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jours. A I’issue de ces différentes immersions, les pastilles ont été, rincées avec I'eau distillée
puis séchées sous atmosphere ambiante. Les solutions SBF aprés immersion des échantillons
sont récoltées et conservées a 5°C afin d'étre dosée en ICP-AES. Les pastilles sans immersion
dans la solution SBF sont notes (0 J). A I’issue de I’immersion en milieu SBF, la surface des
pastilles est analysée par diffraction des rayons X et par spectroscopie infrarouge en mode ATR.
La surface des pastilles est également observée par microscopie électronique a balayage et
spectroscopie a dispersion d'énergie (EDS) pour I'analyse élémentaire. Le pH des solutions SBF

récoltées aprés immersion est mesuré a 1’aide d’une sonde pH.

- ,,.-— Pastille avant

meson V

Figure 11.2 : Immersion des pastilles de poudres de verre bioactif dans la solution SBF

11.3. Etude du comportement des poudres en milieu cellulaire
La cytocompatibilité est déterminée en étudiant le comportement des ostéoblastes MG63
cultivés directement sur la surface des pastilles de verre bioactif et le comportement des

fibroblastes 3T3 en utilisant le contact indirect sur les poudres de verre bioactif.
11.3.1. Essais d'adhésion cellulaire et de prolifération des cellules MG63

11.3.1.1. Culture des cellules MG63

Les cellules ostéoblastes MG63 obtenues de la Faculté de médecine dentaire, Université de
Porto-Portugal, ont été cultivées dans du milieu essentiel a-minimal (a-MEM) additionné de
10% de sérum feetal bovin (FBS), 1% de pénicilline, 1% d'acide ascorbique et 1% de Fungizone

a 37°C sous une atmosphere humidifiée de 5% de CO> dans l'air. Les cellules sont ensemencées
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dans des flacons en T de 25 cm? jusqu'a confluence. Le détachement des cellules est obtenu par
une incubation de 5 min dans la trypsine, puis, on ajoute le milieu de culture aux cellules afin
de stopper la réaction. Ensuite, les cellules sont centrifugées pendant 5 min et remises en
suspension dans un milieu de culture frais. Le comptage des cellules est effectuée en utilisant
un mélange avec de bleu Trypan (1:1) et les cellules incolores (viables) sont comptées dans un
hémocytomeétre de Neubauer. Les cellules sont ensemencées sur les pastilles de poudres de
bioverre a une densité de 4 x 10* cellules/ml.

11.3.1.2. Caractérisation du profil de cytocompatibilité

L'adhérence et la prolifération des cellules de types ostéoblastigue MG63 ensemencées sur les
pastilles de poudres de bioverre sont évaluées en utilisant un test de viabilité des cellules avec
le test Resazurin qui donne une information sur la perméabilité de la membrane cellulaire.
Aprés une incubation de 1, 3 et 7 jours, I'activité d'oxydo-réduction dans le cytosol des cellules
viables est évaluée par la réduction de résazurine. 200 mg de chaque poudre de bioverre de
granulométrie inférieur a 38 pum est pressé sous forme de pastilles de diametre de 15 mm et
d’épaisseur de 2 mm sont stérilisées dans un autoclave. Les pastilles sont ensuite rincées avec
1 ml de milieu de culture et incubées a 37°C dans une atmosphére humidifiée de 5% de CO>
dans I'air pendant 1 h. Aprés lavage, les pastilles sont transférées dans des plaques de culture a
12 puits et les cellules MG63 sont ensemencées sur les pastilles a une densité de 4x10* cellules
par ml du milieu de culture complet et incubées a 37°C.

Trois essais de chaque échantillon sont utilisés pour les tests cellulaires et les pastilles avec un
milieu de culture cellulaire et sans cellule sont utilisées comme témoins. Apres une incubation
de 1, 3 et 7 jours, le milieu de chaque puits est éliminé et remplacé par un mélange de 1000 pl
de milieu de culture frais et 10% de solution de réactif résazurine. Apres incubation des cellules
pendant 3 heures, 100 ul de surnageant cellulaire est transféré dans une plaque a 96 puits et la
fluorescence est lue & 530 et 590 nm pour I'excitation et I'émission, respectivement, dans une
plaque de lecture (Synergy; BioTek). La viabilité des cellules a été obtenue en comparant la

fluorescence du surnageant des cellules cultivées sur les matériaux a celle des controles.
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11.3.1.3. Microscopie électronique a balayage

La morphologie des pastilles de poudres de verre bioactif avec et sans cellule est analysée par
MEB. Afin d’évaluer I'adhérence et la structure de la croissance cellulaire. Les cellules
ostéoblaste MG63 sont ensemencées sur les pastilles de verre bioactif comme décrit
précédemment. Au bout de 1, 3 et 7 jours de culture, les pastilles sont fixées avec 2,5% de
glutaraldéhyde dans du PBS a 4°C puis, les pastilles sont rincées deux fois avec de I'eau distillée
et déshydraté dans de I'éthanol gradué de 70, 80, 90 et 100% pendant 10 minutes dans chaque
solution. Les pastilles de poudres de verre bioactif sont revétues d'or/palladium avant

I'observation au MEB.

11.3.2. Evaluation de la cytotoxicité par contact indirect des poudres en utilisant le test de
rouge neutre (RN)
Des cellules NIH 3T3 (fibroblastes d'embryons murins) sont utilisées pour étudier la

biocompatibilité in vitro, selon les normes internationales [6, 7].

11.3.2.1. Culture des cellules fibroblastes NIH/3T3

Les cellules fibroblastes embryonnaires murins NIH/3T3, obtenues du Centre de recherche sur
les nanomatériaux et les nanotechnologies (CINN), El Entrego, Espagne, sont cultivées dans uu
milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium), supplémenté
de 10% de sérum feetal bovin (FBS, Fetal Bovine Serum), 1% d’une solution antibiotique
pénicilline-streptomycine et 1% de L-glutamine a 37°C sous une atmosphere humidifiée a 5%
de COx. Les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture cellulaire de 25 cm?. Les
cellules sont incubées sous une atmosphére humide a 5% de CO> jusqu’a pré confluence. Le
milieu de culture est renouvelé tous les deux jours. Les cellules sont rincées deux fois avec la
solution tampon phosphate salin (PBS, Phosphate-buffered saline) puis détachées avec 1’ajout
de quelques ml de la trypsine et incubées entre 5 a 20 min. Ensuite, 5ml de milieu de culture
est ajouté aux cellules afin de stopper la réaction et le mélange est centrifuge pendant 5 min.
Enfin, les cellules coagulées sont remises en suspension dans un milieu de culture frais. Le

comptage des cellules est effectué dans un hémocytomeétre de Neubauer.

11.3.2.2. Préparation de la suspension de poudre de bioverre
200 mg de chaque échantillon de poudre de verre bioactif sont stérilisés a 121 °C pendant 20
min. Ensuite, 2 ml de DMEM supplémenté avec 5% du sérum de veau nouveau-né bovin

(NBCS, Newborn Bovine Calf Serum) et 1% de la solution antibiotique pénicilline-
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streptomycine sont ajoutés a chaque échantillon de poudre et incubés a 37°C dans une
atmosphere humidifiée & 5% de CO2 pendant 24, 48 et 72 h.

11.3.2.3. Viabilité cellulaire ; Test du rouge neutre (NR)

Apres chaque période spécifiée (24, 48 et 72h), les surnageants sont retirés, centrifugés et dilués
par des facteurs de 1, 1/2, 1/10, 1/100 et 1/1000 en utilisant du milieu NBCS (100pl/puits) et
chaque dilution est transférée dans une plaque a 96 puits contenant des cellules ensemenceées a
une densité de 10° cellules/puits. Les plaques contenant les cellules et les dilutions sont incubées
pendant 24 h puis, le milieu NBCS a éteé éliminé et les cellules sont rincées deux fois avec une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS). 100 ul de solution de rouge neutre (NR, Neutral
Red) sont ajoutés a chaque puits et incubés pendant 3 h afin de réagir avec les cellules. Apres
3 h, les solutions de NR sont éliminées et les plaques sont rincées deux fois avec du PBS ; puis,
150 pl de réactif de désorption (50 % d’éthanol absolu, 49 % d’eau distillée et 1 % d'acide
acetique glacial) sont ajoutés a chaque puits pour arréter la réaction. Apres avoir ajouter le
réactif de désorption, l'absorbance a une longueur d'onde de 540 nm, qui est directement
proportionnelle au nombre de cellules vivantes en culture, est mesurée en utilisant un lecteur
de microplaques BIO-RAD modele 680. Tous les tests sont réalisés en triplicité. Trois contréles
sont utilisés dans ce test : un contrdle positif, des puits contenant des cellules et un milieu de
culture NBCS avec 2% de Triton X-100 ; un contrdle négatif, des puits contenant des cellules
et un milieu de culture NBCS et un témoin blanc, puits vides contenant du milieu de culture
NBCS.

11.4. Evaluation de I’activité antibactérienne des poudres de verre bioactif

Pour cette éetude, deux souches de bactéries couramment impliquées dans I'infection
hospitaliére, apparues apres la chirurgie sont sélectionnées pour tester I'activité antimicrobienne
des poudres de verre bioactifs. Escherichia coli (E. coli) bactéries Gram-négatives, pathogénes
conditionnes extrémement résistants aux antibiotiques et Staphylococcus aureus (S. aureus)
bactéries Gram-positives pathogénes, présentant le risque le plus élevé d'infection
postopératoire en chirurgie prothétique et en reconstruction osseuse [8, 9]. Deux levures,
Candida Albicans (C. albicans) et Candida Krusei (C. krusei) ont également été étudiées [10].

Ces quatre microorganismes utilisés dans ce travail sont présentés sur la figure 11.3.
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Figure 11.3. Microorganismes pathogénes utilisés : a- Escherichia coli, b-Staphylococcus

aureus, c- Candida Albicans et d- Candida Krusei.

En bref, une seule colonie d'Escherichia coli DH10B ou Staphylococcus aureus a été inoculée
dans le milieu Luria Bertani (LB) (composition LB : 1% de tryptone; 0,5% d'extrait de levure;
1% de NaCl et 1,5% de gélose) pendant 12h a 37 °C. De la méme maniére, une seule colonie
de Candida albicans ou Candida krusei a été inoculée dans du dextrose d'extrait de levure
(YEPD). Le pH des milieux de culture est de 7. Chaque culture (10 ul) a été diluée dans du
milieu frais (1 ml) et cultivée & 37°C pendant 6h. Cette suspension a été diluée dans du milieu
LB ou YEPD frais pour obtenir une concentration bactérienne de 10° CFU / ml ; enfin, 100 mg,
50 mg, 12.5 ml et 6, 75 mg de chacune des poudres de verre ont été inoculés avec cette culture
(1 mL). Une culture sans particules de verre a été utilisée comme témoin. Des échantillons ont
été prélevés a0, 24, 48 et 72 h pour déterminer les bactéries viables exprimées en unités formant
colonie (Colony Forming Units ; CFU / ml). Le nombre de cellules bactériennes viables qui ont
survecu a été déterminé en placant des dilutions en série sur des plaques de milieu LB solide.
La limite de détection était de 10> CFU / mL. Les suspensions ont été centrifugées et le

surnageant a été prélevé et utilisé pour les mesures de pH.
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Figure 11.4 : Incubation des poudres de verre bioactif avec les bactéries E. coli en milieu LB.

11.5. Elaboration des revétements prothétiques a partir des poudres de verre bioactif par
I’électrophorése

Les poudres de verre bioactifs aerogel et xerogel calcinées a 600°C ont été sélectionnées pour
1’élaboration des revétements prothétique sur des substrats en acier inoxydable 316L en utilisant

la méthode d’électrophorése.

11.5.1. Prétraitement de surface des substrats d’acier inoxydable 316L

Afin d’améliorer la biocompatibilité et I’adhérence des dispositifs métalliques en modifiant les
caractéristiques de leur oxyde de surface (topographie, rugosité), les biomatériaux métalliques
ont subi divers traitements de surface (polissage mécanique par abrasion, lavage aux ultrasons
et séchage). Ceux-ci éliminent les irrégularités causées par 1’usinage précédent et nettoient la
surface afin d’éliminer les impuretés présentes sur la surface des substrats métallique. Comme
ils réduisent également la rugosité et produisent des surfaces homogenes riches en oxydes de

fer et de chrome. Les étapes de traitement sont décrites ci-dessous :

Polissage : Les substrats en acier inoxydable 316L sous forme de plaques de dimensions de
30%10%x2 mm, sont polis en utilisant une polisseuse, menée d’un disque pour la fixation des
différents papiers de polissage (papier abrasif Si-C) de dimensions de 120, 400, 600, 800 et
1000 dans le but d’étudier I’influence de 1’état de surface sur la morphologie des dép6ts de

bioverre.

Lavage : Aprés I’étape de polissage, les plaques d’acier 316L sont nettoyées a une température
ambiante dans un bain & ultrasons. Le traitement ultrasonique des plaques s’effectue par un

lavage dans de I’eau distillée, 1’acétone, 1’éthanol et 1’eau distillée respectivement pour un
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temps de 15 min dans chaque solvants, afin de retirer les débris de polissage (traces de papier
abrasif : Si et C) ainsi que toute particule de poussiére et substances organiques résiduelles.
Séchage : les plaques sont séchées sous air dans 1’étuve a une température de 150°C durant 10

min et conservées pour I’utilisation dans les dépéts électrophorétique.

11.5.2. Détermination du potentiel zéta des suspensions de poudres de bioverre

Les Zetasizer Nano offre la possibilité de mesurer trois caractéristiques de particules ou de
molécules dans un milieu liquide. Ces trois parametres fondamentaux sont la taille des
particules, le potentiel z&ta et le poids moléculaire. La technologie unique du systéme Zetasizer
permet de mesurer ces parametres sur une large gamme de concentrations [11]. La charge de
surface des particules de bioverre est caractérisée par la mesure du potentiel zéta  en utilisant
le Zetasizer ZS (Malvern Instruments, Malvern, Royaume-Uni). Le temps d'analyse était
d'environ 1 minute a 25°C. Des mesures du potentiel zéta ont été effectuées pour différentes
suspensions (poudre de bioverre et 1’ammoniac) afin d’expliquer la charge de surface des
particules de bioverre. L'agrégation des particules est moins susceptible de se produire en raison

de la répulsion électrostatique pour les particules chargées avec un potentiel zéta optimal.

11.5.3. Procédés de revétement électrophorétique

Le processus d’électrophorése est réalisé en mélangeant une masse de poudres de bioverre (5%)
avec de I’eau distillé. La solution est agitée pour homogénéisation dans un ultrason durant 30
min. Le pH a été ajusté entre (12,5 et 13) avec une solution d’ammoniaque (NHsOH) & une
température ambiante. La plaque du substrat de 316L (cathode) est plongée verticalement dans
la suspension entourée d’une grille en acier inoxydable 316L (anode). Le test d’électrophorése
est réalisé sous agitation magnétique en appliquant des voltages de 10V et 5V pendant une
période du temps qui varie entre 15 min et 60 min.

La figure 11.5 montre une vue globale du montage expérimental que nous utilisons au
laboratoire. Celui-ci est constitué d’une cellule d’électrophorése ; constituée d’un bécher en
téflon contenant une suspension dans lequel sont plongées deux électrodes : une cathode
(plaque en acier inoxydable 316L de dimension égale a 30x10x2 mm) considéré comme

électrode de travail et une anode (grille en acier inoxydable 316L), et d’un générateur électrique.
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Figure 11.5 : Montage expérimental utilisé pour [’élaboration de revétements prothétiques

par électrophorese.

Les dépots réalisés sont séchés a température ambiante puis calcinés sous vide a 500°C pendant

1h afin d’éliminer les résidus de précurseurs et améliorer leur adhérence au substrat.

11.6. Caractérisation des poudres et revétements de bioverre
Les différentes techniques de caractérisation physico-chimiques, structurales, morphologiques

et biologiques des poudres et revétements elaborés sont décrites dans la section suivante.
11.6.1. Diffraction des rayons X (DRX)

11.6.1.1. Principe

La diffraction des rayons X est une méthode d’analyse physico-chimique utilisée dans le but
d’accéder a des informations qualitatives et quantitatives sur I’arrangement atomique des
matériaux étudiés. L’identification des phases ainsi que 1’évaluation des parametres de mailles,
voir la détermination de la structure cristalline, sont autant d’informations accessibles par cette
méthode. On applique cette analyse soit aux poudres qui doivent étre finement broyées ou aux
échantillons massifs. La diffraction de rayons X consiste & observer l'interaction des rayons X
avec lamatiere. Lors du bombardement de la matiére par les rayons X, un rayonnement est émis
dans toutes les directions avec des ondes de méme phase et de méme longueur d'onde. Cette
diffusion entraine des interférences entre les ondes cohérentes diffusées par chaque plan
atomique formant ainsi une onde diffractée dont les caractéristiques dépendent de la structure

cristalline de la matiére.
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L'orientation du faisceau diffracte est donnée par la loi de Bragg [12, 13] :
nA = 2dyy; sin 0 Equation II. 2

Ou, A : longueur d’onde du faisceau de rayons X.

dni : représente la distance entre deux plans réticulaires (hkl).

0 : angle d’incidence des rayons X sur la famille de plan.

11.6.1.2. Protocole expérimental

Le caractere amorphe des poudres de bioverre, la caractérisation structurale de substrat et
I’identification de la nature des phases cristalline présentes dans les revétements
électrophorétiques ont été réalisée par diffraction des rayons X a I’aide d’un diffractométre de
type Bruker D8 Discover avec une radiation monochromatique du cuivre (CuKa) de longueur
d’onde A=1.5406 A. Les diffractogrammes des poudres de bioverres ont été enregistrés dans
I'intervalle 26 entre 5° et 80° a une vitesse de balayage de 0,04 °/s. Les phases en présence sont
identifiées par comparaison avec les références du fichier International Center for Diffraction
Data — Powder Diffraction Files (ICDD-PDF).

11.6.2. Spectroscopie d’absorption infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

11.6.2.1. Principe

La spectroscopie d’absorption infrarouge a transformée de Fourier (FTIR pour Fourier
Transformed InfraRed spectroscopy) est basée sur I'absorption d'un rayonnement infrarouge
par le matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons
chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau. Lorsque la
longueur d'onde (I'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de I'énergie de
vibration de la molécule, cette derniére va absorber le rayonnement, ce qui se traduit par une
diminution de Il'intensité réfléchie ou transmise. L'analyse s'effectue a I'aide d'un spectrometre
a transformée de Fourier qui envoie sur I'échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les
longueurs d'onde auxquelles le matériau absorbe et les intensités de I'absorption [14, 15].

On a utilisé un spectroscope a infrarouge de type (Bruker Equinox 55: 4000-400 cm-1). Les
produits a analyser ont été preparés sous forme de pastilles minces en les mélangeant avec 98%
masse de KBr sec. Cette technique a été utilisée pour identifier les phases cristallines et
amorphes en donnant des informations sur les groupes moléculaires des différentes phases

existants dans le produit analyse.
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11.6.2.2. Protocole expérimental

La caracterisation structurale des poudres et des revétements de verre bioactif élaborés a été
réalisée avec un spectromeétre IR Affinity-1, Shimadzu spectrométre. La transmission
infrarouge a été déterminée pour le domaine de nombre d’onde 4000-400 cm™ avec une
résolution de 4 cm™. Les échantillons doivent étre sous forme de pastilles. Pour cela, les
poudres sont finement broyées et mélangées avec du KBr (bromure de potassium) a 98%, qui

est transparent dans I’infrarouge et dont le rGle est de servir de matrice.

11.6.3. Microscopie électronique a balayage - microanalyse X (MEB-EDS)

La microscopie €lectronique a balayage (MEB) est une technique puissante d’imagerie.

11.6.3.1. Principe

La microscopie électronique a balayage (MEB) est un outil d'analyse puissant pour obtenir des
informations sur la morphologie et la composition chimique d'un objet solide, le MEB permet
d'atteindre une résolution de I'ordre de quelques nm et un grandissement jusqu'a plus de 300
000 fois. La microscopie électronique a balayage (MEB) est une technique de microscopie
électronique basée sur le principe des interactions électrons-matiére ; un faisceau d'électrons
primaires vient frapper la surface de I'échantillon et différents rayonnements sont ensuite émis
par les atomes : électrons secondaires, électrons rétrodiffusés, électrons Auger ou rayons X. Les
différents rayonnements émis apportent des informations complémentaires sur la matiere dont

est constitué I'échantillon [16-18].

11.6.3.2. Protocole expérimental

La microstructure et la chimie des substrats des poudres et des revétements de bioverre sont
mises en évidence par microscope électronique a balayage environnemental a haute résolution
couplé a une microanalyse X (EDX) de type Quanta FEG 400 ESEM / EDAX Genese X4M.
Avant I’analyse par MEB, les poudres et les revétements de bioverre sont déshydratés et revétus
d’un film mince de Au/Pd, par pulvérisation, en utilisant 1'équipement du module SPI
Pulvérisateur Cathodique afin que la surface de 1’échantillon soit conductrice. Cette
métallisation permet aussi d’éviter une accumulation importante de charges a la surface des
échantillons (isolants) et réduit la profondeur de pénétration du faisceau, ce qui améliore la

qualité de I’image.
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11.6.4. Microscopie électronique a transmission (MET)
Cette technique d’analyse est utilisée pour caractériser des échantillons d’un point de vue

morphologique mais également pour déterminer leur composition a 1’échelle nanométrique.

11.6.4.1. Principe

Le microscope électronique est composé d’un canon a électrons, d’un systéme de condensateurs
magnétiques permettant de régler la convergence du faisceau, d’un objectif, d’un systéme
optique de projection permettant de visualiser une image sur un écran phosphorescent, ainsi que
d’un systéme de pompage pour faire le vide a I’intérieur de la colonne du microscope. Les
électrons arrétés se traduisent par des zones sombres sur un film photographique et les électrons
transmis par des zones claires. Différents détecteurs sont placés de part et d’autre de
I’échantillon tels qu’un spectrométre de dispersion d’énergie des rayons X et des détecteurs
d’¢lectrons transmis. Ces derniers sont placés sous I’écran d’observation et permettent d’obtenir
une image de 1’échantillon. Cette méthode consiste a envoyer un faisceau d’électrons sur
I’échantillon. Les électrons incidents sont principalement transmis, diffusés élastiquement et
inélastiquement. L’autre phénomeéne qui nous intéresse est 1’émission de rayons X qui nous
permettra de déterminer les éléments présents. La microscopie électronique a transmission dans
sa configuration de base, ne permet pas 1’0bservation de tissus vivants et nécessite une

préparation particuliére [19, 20].

11.6.4.2. Protocole expérimental

Pour nos expériences, les poudres de verre bioactif sont dispersées dans une solution d’éthanol
dans un bain a ultrasons. Une goutte de cette suspension est ensuite déposée sur une grille de
cuivre surmontée d’un film de colodium contenant du carbone pour rendre les échantillons
conducteurs. La grille est placée sur un support en béryllium et transférée dans la chambre
d’analyse. La morphologie et la distribution granulométrique des poudres de verre bioactif sont
réalisées a l'aide de la microscopie électronique a transmission (MET) (JEOL-2000EX). Le
faisceau d’électrons focalisé sur les grains de 1’échantillon a 1’aide de lentilles magnétiques
permet 1’observation d’une image de la zone irradiée. Les profils élémentaires sont effectués
du centre vers la périphérie de la particule en utilisant un spectrometre a dispersion d’énergie

de rayons X.
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11.6.5. Spectroscopie de Photoélectrons X (XPS)

La spectroscopie de photoélectrons par rayons X, ou X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS),
est une technique de caractérisation de surface non destructive qui repose sur 1’utilisation de
I’effet photoélectrique. Elle donne une information sur les états chimiques, la nature des liaisons
chimiques et la composition sur une profondeur n’excédant pas 10 nm. Cette technique permet
également une analyse semi-quantitative en déterminant les proportions relatives des éléments

constituant la surface [21-24]

11.6.5.1. Principe

La spectroscopie XPS, anciennement appelée ESCA (electron spectroscopy for chemical
analysis) est basée sur le phénoméne de photoémission. Le rayonnement provoque I'éjection
d'un électron de cceur d'énergie cinétique Ec ou lI'atome va ensuite se désexciter en éjectant un
électron d'un niveau lié : c'est I'émission Auger. Les bandes visibles en XPS sont donc
dépendantes de 1'énergie incidente hv alors que les bandes visibles en spectroscopie Auger sont
indépendantes du rayon incident. La mesure de I'énergie cinétique va permettre de déduire
I'énergie de liaison. Celle-ci permet la reconnaissance élémentaire. Les énergies de liaison des
niveaux de ceeur sont sensibles a I'environnement chimique de I'atome, ce phénomene est appelé
déplacement chimique. Il se traduit par des variations d'énergie de liaison qui peuvent alors étre
interprétées en termes de changements d’état électronique, de nature des liaisons chimiques et

de variation de degrés d'oxydation.

11.6.5.2. Protocole expérimental

Les analyses sont effectuées a 1’aide d’un spectromeétre Thermo L-alpha, utilisant une source
de raie Al-Ka monochromatisée (hv = 1486,6 eV), collectées a 0° par rapport a la normale de
surface et détectée avec un analyseur hémisphérique. La taille du spot de la source XPS sur
I'échantillon est d'environ 200 um et I'énergie de passage est de 20 eV. Au cours de I'acquisition
de données, la pression est maintenue au-dessous de 1 x 10~ Torr. Les spectres sont enregistrés
de 0 a 1200 eV et les positions des pics obtenus apres analyse se trouvent essentiellement
constantes (£ 0,3 eV). Le spectre en énergie de liaison des niveaux de cceur est caractéristique
d’un atome dans un composé donné, ce qui permet son identification. Tous les éléments peuvent
étre détectés a I’exception de I’hydrogéne et de I’hélium. Les analyses ont été répétées sur
plusieurs endroits de 1’échantillon afin de confirmer ’homogénéité du composé. Les profils de

profondeur de la surface d’échantillon, sont obtenus par utilisation d’une séquence de canon a
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ions, qui execute un cycle de gravure sur la surface de matériau a analyser pendant une certaine
période de temps, avant d'étre analysé par le spectre de I’XPS. Chaque cycle de gravure expose

une nouvelle surface, qui va étre par la suite analysé par XPS.

11.6.6. Analyses thermiques par ATG/ATD
L’analyse thermique recouvre I’ensemble des méthodes mesurant les variations des propriétés
physiques ou chimiques d’un matériau en fonction de la température ou en fonction du temps a

température constante.
11.6.6.1. Principe

L’analyse thermogravimétrique (ATG) est une technique basée sur 1’étude de 1’évolution de la
masse d’un échantillon lors d’un programme en température, Sous atmosphére contrdlée. Cette
variation de masse peut étre une perte de masse (émission de vapeurs) ou gain de masse
(fixation de gaz). Cette technique est utilisée pour déterminer la stabilité thermique et les masses
relatives des différents constituants du matériau. L’analyse thermique différentielle (ATD)
quant a elle, est une technique mesurant la différence de température entre un échantillon et une
référence (matériau inerte thermiquement) en fonction du temps ou de la température lorsqu’ils

sont soumis a une programmation de température, sous atmosphére contrélée [25, 26].
11.6.6.2. Protocole expérimental

Les analyses thermiques différentielles, couplées a 1’analyse thermogravimétrique des poudres
de bioverre sont réalisées sur I’appareil TA Instruments, Q600. Les propriétés thermiques des
poudres sont étudiées en nacelle de platine, sous atmosphere inerte (N2) et de 25 a 1000°C,
selon une vitesse de chauffe de 5°C/min. Les échantillons sont préalablement broyés et environ
50 mg de poudre sont placés dans le creuset lors des acquisitions. La référence est un creuset

en platine vide, similaire a celui contenant I’échantillon.
11.6.7. Profilométrie

11.6.7.1. Principe

La profilométrie optique (OP), est une méthode a interferométrie sans contact servant a
caractériser la topographie des surfaces. La méthode est non destructive, rapide et permet
d’accéder a la reconstitution 2D et/ou 3D de la surface analysée ainsi qu’a certaines
caractéristiques de rugosité, notamment la rugosité arithmétique Ra. La technique est basée sur

la réflexion d’un signal lumineux sur une surface qui permet d’observer la topographie de cette
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surface sur des gammes de mesures allant de quelques dizaines de um? a quelques mmz2, avec

une résolution latérale optique [24, 27].
11.6.7.2. Protocole expérimental

La rugosité de surface des substrats nus et revétus avec des poudres de bioverre est déterminée
en utilisant un profilométre optique 3D zygo NewView 7100 (microscopie confocale /
interférométrie). L’épaisseur des revétements est mesurée en utilisant un profilomeétre
DEKTAK 150, par I'enregistrement du profil de surface de régions revétues et non revétues sur
une seule prise de mesure. La méthode permet un acces rapide a la rugosité moyenne
arithmétique (Ra) sur trois points différents de la surface de 1’échantillon, mesurée sur une

longueur de 500um.

11.6.8. Etude de la résistance a la corrosion

Parmi les procédures expérimentales recommandées pour évaluer la biocompatibilité des
biomatériaux, nous avons choisi des tests électrochimiques pour évaluer la résistance a la
corrosion des revétements de poudres de verre bioactif dans des solutions SBF dans des études

in vitro.
11.6.8.1. Principe

La voltamétrie cyclique est une technique d’analyse électrochimique basée sur la mesure de la
densité de courant résultant des phénomeénes électrochimiques qui se produisent a la surface de
I’électrode sous I’effet d’une variation controlée de la différence de potentiel entre deux
électrodes spécifiques. La voltamétrie cyclique repose sur un balayage linéaire aller-retour du
potentiel, permettant la mesure des courbes i = f (E) pour 1’oxydation et la réduction du
composé. Cette technique permet de calculer le potentiel de corrosion (Ecorr), le courant de
corrosion (lcorr) et la résistance a la polarisation (Rp). Ces trois grandeurs sont déterminées en
utilisant la méthode de polarisation linéaire a partir des courbes de voltameétre cyclique (courbes
densité de courant-potentiel) a ’aide d’un montage potentiodynamique a trois électrodes. Ecorr
correspond au potentiel a partir duquel le film de passivation s’altére et de ce fait, la corrosion
du biomatériau permet de déterminer I’intensité de courant critique (Ic) ou la densité de courant

critique (Ic) qui sont les valeurs a atteindre pour passiver le matériau [24, 28].
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11.6.8.2. Protocole expérimental

L’ensemble des tests sont réalisés a 37 °C, température normale du corps humain, a l'aide d'un
potentiostat/Galvanostat de marque PGZ 301 modele Voltalab 21, piloté par le logiciel
VoltaMaster 4 en balayant le potentiel a 1 mV/s entre -1 et 1V/SCE. La polarisation est
effectuée dans une cellule Spot (spot @: 5,2 mm) et démarre aprés 30 minu de pause dans une
solution électrolytique de fluide corporel simulé (SBF). Trois mesures pour chaque échantillon
sont réalisées afin d’obtenir une valeur moyenne. Le montage du potentiostat est représenté sur
la Figure 11.6. Trois électrodes ont été utilisées pour les mesures de voltametrie cyclique : Les
trois électrodes sont les suivantes :

- Une électrode de travail : le substrat de I’acier inoxydable recouvert de depdt de verre bioactif.
- Une électrode auxiliaire en platine.

- Une ¢lectrode de référence Ag/AgCl avec comme électrolyte d’une solution saturée en KCI.

Figure 11.6 : Cellule électrochimique utilisée pour I’évaluation de la corrosion des substrats

recouverts de poudre de verre bioactif.
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CHAPITRE 111 : RESULTATS ET DISCUSSION

La maitrise des conditions de synthese des poudres de verre bioactif a partir de xérogel et
d’aérogels par la méthode sol-gel apparait trés utile dans le but d’étudier leurs caractéristiques
physico-chimiques, structurales, morphologiques et leurs propriétés biologiques. Ainsi que
I’élaboration des revétements des poudres sur les substrats en acier inoxydables 316 L par la
méthode d’¢lectrophorése dans le but d’améliorer 1’adhérence et la biocompatibilité¢ des
revétements prothétiques et protheses.

Ce chapitre est scindé en quatre parties :

- La premiere partie décrit la méthode d’élaboration des poudres de verre bioactif ternaire
(SiO2-Ca0-P20s). La caractérisation des différentes poudres préparées a partir de xérogel et des
aérogels par le procédé sol-gel, afin de mieux comprendre leurs propriétés structurales et
morphologiques est aussi traitée dans cette partie.

- La bioactivité des poudres de verre bioactif élaborées qui peut étre testée par formation a la
surface d’une couche d’hydroxyapatite carbonatée en milieux physiologique (SBF) ainsi que
leur biocompatibilité vis-a-vis des cellules ostéoblastes et fibroblastes (viabilité cellulaire) font
I’objet de la deuxiéme partie de ce chapitre.

- La troisieéme partie constitue la continuité de la deuxiéme partie, dans laquelle nous étudions
I’évaluation antibactériennes des poudres synthétisées vis-a-vis de deux souches bactériennes
pathogenes de familles différentes qui sont 1’Eschérichia coli (E. coli) a Gram negatif, et
Staphylococcus aureus (S. aureus) a Gram positif et deux candidats qui sont Candidat albicans
(C. albicans) et candidat krusei (C. krusei).

- La quatriéme et derniére partie de ce chapitre est consacrée a la réalisation des revétements
prothétiques de deux poudres sélectionnées (ayant les meilleures performances) sur des
substrats en acier inoxydables 316L via la méthode d’électrophorése. Leurs caractérisations
physico-chimiques (I’épaisseur, la rugosité et les tests de corrosion dans le milieu SBF) sont

aussi étudiées.
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PARTIE I. CARACTERISATION ET COMPARAISON DES POUDRES DE VERRE
BIOACTIF XEROGEL ET AEROGELS

L’objectif de cette étude est d’élaborer des poudres de verre bioactif ternaire de systéme SiO»-
Ca0-P20s via la méthode sol gel. L’originalité de ce travail repose sur les conditions de séchage
des gels obtenus par sol-gel. A notre connaissance et selon les recherches effectuées sur la
synthese des poudres de verre bioactif, le sechage des gels de verre bioactif dérivé de sol-gel
selon des conditions supercritiques n’a pas été évoqué. Dans cette partie, une étude comparative
structurelle et morphologique des poudres de verre bioactif élaborées a partir d’un xérogel et
d’aérogel par la méthode sol gel est discutée. Le but est d’une part d’améliorer les propriétés
physicochimiques, d’étudier I’influence de la température de traitement et I’influence du
solvant utilisé dans le cas des poudres d’aérogel. D’autre part, de suivre 1’évolution de la
bioactivité, la biocompatibilité et I’évaluation antibactérienne des poudres obtenues qui seront

traitées dans la deuxiéme et la troisieme partie de ce chapitre.
I.1. Synthése des poudres de verre bioactif

Plusieurs procédés de synthése des verres bioactifs ont été décrits dans la littérature [1]. Les
poudres issues de chacune d'entre elles ne présentent pas les mémes caractéristiques structurales
et morphologiques. Le choix d’un tel procédé de synthése doit, par conséquent, étre établi en
fonction de I'application visée. En effet, la méthode de préparation des poudres doit étre simple,
reproductible et moins codteuse.

Dans ce travail, nous avons élaboré des poudres de verres bioactifs ternaires noté 63S d’une
composition molaire de 63% SiO,, 28% CaO et 9% P.Os par voie sol-gel rapportée par
Doostmohamadi et al [2] conduisant a des poudres de verre bioactif de xérogel ou d'aérogel,
selon les conditions de séchage (le procédé est détaillé dans le chapitre 11).

Le séchage sous pression atmosphérique, conduit a la formation des poudres de verre bioactif
xerogel (XG), et le sechage supercritique mene a des poudres de verre bioactif aérogel (AGE).
Les deux poudres (XG et AGE) élaborées sont traitées a des températures de 400, 600 et 800°C
afin d'éliminer les sous-produits de synthése et d’évaluer I’influence du traitement thermique
sur la microstructure et la morphologie des poudres synthétisées. L’influence de deux autres
solvants (acétone et méthanol) dans le cas de synthese des poudres aérogel est présentée aussi
dans cette partie. Les poudres obtenues sont calcinées a 600°C et notées respectivement AGA-
600 et AGM-600.
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Les poudres résultantes sont caractéerisées par différentes techniques : diffraction des rayons X
(DRX), spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), microscopie électronique a
balayage (MEB), I’analyse élémentaire par (EDS), microscopie électronique a transmission

(MET) et analyse thermogravimétrique (ATG/ATD).

1.2. Influence de traitement thermique des poudres

La température de calcination joue un réle trés important dans, la composition, la microstructure
et la morphologie des biomatériaux synthétisés par la méthode sol-gel [3, 4]. Afin d’évaluer
I’influence de la température de calcination sur la microstructure et la morphologie des poudres
de bioverre élaborées, différentes méthodes d’analyses physico-chimiques ont éte utilisées et

les résultats obtenus avec leurs discussions sont présentés ci-dessous.

1.2.1. Analyse thermique ATG/DTG des poudres de bioverre

L’analyse thermique (ATG) est basée sur la mesure des pertes de masse d’un matériau au cours
du chauffage. Elle permet de déterminer la température de dégradation correspondante a la perte
de masse pour chaque composant dans des matériaux et ensuite d’en deduire la stabilité
thermique de ces matériaux. Plusieurs études concernant les matériaux sol-gel montrent que
leur processus de dégradation et leur stabilité thermique dépendent de la structure et de la
composition (teneur des composants organique/inorganique).

L’analyse thermogravimétrique ATG/DTG des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel est
réalisée dans un domaine de température allant de la température ambiante jusqu’a 1000°C, a
une vitesse de chauffage de 5°C/min. Les résultats de 1’analyse sont présentés dans la figure
I1.,.1.
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Figure 111.,.1 : Courbes ATG/DTG des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel : a- XG
400, b- XG 600, c- XG 800, d- AG 400, e-AG 600 et f- AG 800.

Les poudres de verre bioactif sont caractérisées par I’analyse thermogravimétrique et thermique
différentielle (ATG/DTG). La figure I11.,.1. (a-f) montre les courbes ATG/DTG des poudres de
verre bioactif traitées a différentes températures. La perte de masse a basse température dans
les poudres de verre bioactif aérogel est tres limitée en raison des conditions supercritiques
d’extractions de solvant. Les courbes ATG des poudres de verre bioactif xerogel et aerogel
présentent différentes étapes de perte de masse. Globalement, la poudre de verre bioactif
xérogel calcinée a 400°C présente une perte de poids plus importante avec 23%, et celle
d’aérogel avec une perte de masse de 15%. Une perte de masse identique de 11% est observee

dans les poudres de verre bioactif xérogel et aérogel calcinees a 600°C. En revanche, la poudre
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de verre bioactif de xérogel calcinée a 800°C montre une légére différence par rapport a la
poudre de verre bioactive d’aérogel calcinée a 800°C avec 6% et 4% respectivement.
La premiére perte de masse se produit entre 100°C et 200°C peut étre associé a I'évaporation
de I'eau adsorbée, I'élimination de I'eau structurelle et de I'éthanol présentent a la surface des
poudres [5]. Une seconde perte de poids se produit entre 350°C et 420°C est observée pour
toutes les poudres attribuées a la dégradation thermique des résidus organiques et a la réaction
de décomposition des nitrates utilisés lors du procédé sol-gel [6, 7]. La troisieme perte de masse
entre 550°C et 660°C est attribuée probablement a la polycondensation des alcoxydes résiduels
[8]. Ces pertes de masse peuvent étre expliquées par la température de transition vitreuse des
particules de verre bioactif [7, 9]. Une quatrieme perte de poids a 690°C et 850°C est observee
dans le cas des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel calcinées a 800°C, respectivement
peut étre attribuée également a la transformation structurelle [10]. Le traitement thermique
élimine les groupes -OH, provoquant une formation supplémentaire de liaisons O-Si-O et les
nitrates ont également été éliminés lors de la stabilisation par traitement thermique [11-13, 14].
Aucune perte de poids significative n'est observée au-dessus de ~700°C pour les poudres
xerogel ce qui peut s’expliquer par I'achévement des réactions de synthése et I'élimination

compléte des résidus [7, 15-17].

1.2.2. Caractérisation par diffraction des rayons X (DRX)
1.2.2.1. Analyse DRX des poudres de bioverre non traitées

Les diagrammes de diffraction des rayons X des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel

avant de les traiter thermigquement sont présentés dans la figure I11.,.2.
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Figure 111.,.2 : Diffractogrammes des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel sans

calcination.
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Les diffractogrammes des poudres de xérogel et d’aérogel non traitées (Figure 111.,.2), montrent
que les poudres de xérogel séchées a 130°C pendant 20h sont composées d’une seule phase de
nitrate de calcium hydraté de formule chimique : (Ca(NOs)2. 4H20) qui correspond au produit
de départ employé. Ce résultat montre que les précurseurs initialement bien dissous, par la suite
lors du séchage, des précipitations se produisent. Cette apparition traduit bien la croissance d’un
composé cristallisé lors du séchage des gels. Un traitement thermique est nécessaire pour la
solidification et la formation d’un verre bioactif [18].
En revanche, les poudres d’aérogel non traitées séchées en conditions supercritique de 1’éthanol
(pression de 69 bars, température de 245°C) présentent une structure amorphe, ce qui peut étre

expliquée, dans ces conditions, par la décomposition des nitrates de calcium [19, 20].
1.2.2.2. Analyse DRX des poudres de bioverre traitées thermiquement

La cristallographie des bioverres joue un réle important sur leur bioactivité et leur résistance
mécanique. Les poudres de bioverre xérogel et aérogel traitées thermiquement a différentes
températures (400°C, 600°C et 800°C) sont analysées par diffraction des rayons X afin

d'identifier les phases cristallines en fonction de la température comme représenté sur la figure
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Figure 111.,.3 : Diffractogrammes des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel : a- XG
400, b- XG 600, c- XG 800, d- AG 400, e-AG 600 et f- AG 800.

L’analyse des diagrammes de diffraction des rayons X (figure I11.,.3) des différentes poudres
de bioverre xérogel et aérogel traité a 400°C et 600°C met en évidence un halo de diffraction
allant de 20 a 37°C. Ce halo de diffraction est caractéristique des phénomeénes de diffusion dans
les matériaux amorphes, donc absence d’ordre a longue distance dans les poudres de bioverres

[19, 20]. Au-dela de cette température (600°C), le traitement thermique provoque I'apparition
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de phases cristallines. Les poudres traitées & 600°C ne présentent qu’une légére trace de
cristallisation, trop peu marquée pour étre identifiée. Cependant les diagrammes de diffraction
des rayons X des poudres de xérogel et d’aérogel calcinées a 800°C révelent une structure
cristalline & des positions 2°Theta de 28°, 32°, 41°, 47° et 58° dont la phase cristallisée
correspond a la formation de silicate de calcium CaSiOs (wollastonite) [21-23]. Les résultats
pour les deux poudres de bioverre xérogel et aérogel sont presque identiques. Toutefois le
massif amorphe reste plus intense sur les poudres issues de xerogel que sur les poudres
d’aérogel, ou la cristallisation est plus marquée. L’analyse des résultats de la figure 111.,.3
permet de conclure que le processus de cristallisation est fortement influencé par le traitement
thermique [11, 12]. Nous remarquons sur ces diagrammes qu’au fur et a mesure que la
température de la calcination augmente, les raies de diffraction s’affinent et deviennent de plus
en plus résolues et intenses, ce qui traduit une amélioration de la qualité cristalline des poudres
de bioverre étudiées. Par conséquent, I’analyse des diagrammes indique que la cristallinité des
poudres de bioverre n’est bonne qu’a des températures de calcination supérieures a 800 °C.
Aprés le passage a 400°C et 600°C, les deux poudres de bioverre aérogel gardent une couleur
grisatre : le carbone issu des précurseurs est encore piégé dans la structure du bioverre. Ce
carbone semble toutefois se présenter sous forme amorphe ou il n’est pas en quantité suffisante
pour étre détecté par la diffraction X. Afin d’en savoir plus sur la chimie des différentes
compositions, des analyses infrarouges a transformée de Fourier (IRTF) sont réalisées en

fonction de la température de traitement thermique.

1.2.3. Caractérisation par spectroscopie infrarouge (IRTF)

La formation des poudres de verre bioactif a été confirmée par I’analyse spectrale IRTF illustrée

sur les figures I11..4 et 111.,.5.

1.2.3.1. Analyse IRTF des poudres de bioverres non traitées
Les spectres IRTF des poudres de xérogel et aérogel non traitées thermiquement sont

enregistrés dans la figure 111.,.4 ci-dessous :
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Figure 111...4 : Spectres IRTF des poudres de bioverre xérogel et aérogel non traitées.

1.2.3.2. Analyse IRTF des poudres de bioverre traitées
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Figure 111.,.5 : Spectres IRTF des poudres de bioverre : a- XG 400, b- XG 600, c- XG 800, d-
AG 400, e-AG 600 et f- AG 800.

Les figures I11.1.4 et 111...5 montrent que les échantillons des verres bioactifs xérogel et aérogel
non traités (gels séchés) et traités thermiquement a 400°C, 600°C et 800°C présentent des
bandes d'adsorption a 1036-1082 cm™ assignées aux vibrations d'étirement de liaison
asymétrique Si-O-Si. La bande située entre 785-790 cm™ est attribuée aux vibrations
d'étirement symétriques Si-O-Si et l'absorption autour de 453-463 cm™ est due au mode
vibrationnel de la flexion de Si-O-Si indiquant que tous les échantillons sont essentiellement
composés de réseau Si-O-Si [13, 22, 24]. Une augmentation de la température de traitement
thermique des poudres de xérogel et d’aerogel se traduit par un élargissement progressif de la

bande d'absorption dans la gamme 1036-1082 cm™. Ceci indique I'accélération de la réaction
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de polycondensation hydrolytique avec la formation de liaisons siloxane Si-O-Si [18, 25] et
I’obtention de bioverres plus stables.
Par ailleurs, la bande entre 560-578 cm™ est liée & la vibration de flexion P-O correspondant
aux phosphates cristallins. Cette bande indique que le phosphore est présent dans le réseau.
Cette phase n’a pas été détectée lors de la diffraction X, certainement masquée par la
wollastonite, un silicate de calcium qui ne contient pas de phosphore [24, 26].
La bande a 1396 cm™ est affectée aux vibrations des groupes PO4 et / ou NOs cette bande
disparait dans les poudres de bioverre xérogel traitées & 600°C et 800°C et devient étroite dans
les poudres de verre bioactif d'aérogel. La diminution et la disparition de cette bande sont dues
a la transformation de PO2 en oxyde P2Os et/ou la dégradation du nitrate NO3 apres calcination
a 600°C pour les poudres bioactives de xérogel. Cependant, la présence de cette bande dans les
poudres bioactives d’aérogel peut s'expliquer par leur structure poreuse qui contient de petits
pores a échelle nanométrique, qui peuvent emprisonner le PO> et/ou le NOz qui n'ont pas réagi
pendant le processus sol-gel [18, 27].
L'intensité de la bande d'absorption a 1620-1653 cm™ est caractérisée par un comportement
spécifique correspondant a la présence de molécules d'eau. Ces bandes sont affaiblies aprés des
traitements thermiques. Cependant, leur présence dans les poudres d’aérogels traitées
correspond a une augmentation de la quantité d'eau physiquement liée (I’eau adsorbée). La
bande large centrée a 3438-3455 cm™ est attribuée au groupe hydroxyle structural [18, 28] et la
bande autour de 2372 cm™ est assignée a I'adsorption du CO> de I'atmospheére [29].
Dans la figure 111.1.4, Le spectre IRTF de la poudre de bioverre xérogel non traité présente aussi
une bande supplémentaire vers 935 cm™* associée aux vibrations d'étirement des liaisons Si-OH
qui peut étre expliquée pas le fait que le réseau structurel du bioverre n’est pas complété car a
cette température il reste beaucoup de liaisons OH qui sont caractéristiques d’un gel de silice.
Une augmentation de la température de traitement thermique conduit a une diminution de
I'intensite de cette bande jusqu'a sa disparition [18, 23]. Le spectre IRTF de poudre de xerogel
séchée suggere que le produit contient un nombre assez grand de groupements OH et NOs lié a
la présence des nitrates de calcium hydraté n'ayant pas réagi lors de processus sol-gel. Ceci est

également en accord avec les résultats de la diffraction des rayons X.

1.2.4. Analyse des poudres de bioverre synthétisées par MEB couplée a PEDS
D’apres les résultats de DRX et FTIR des poudres de xérogel et d’aérogel, on remarque que la
formation des poudres de bioverre exige un traitement thermique. Dans la suite de ce travail,

on se focalisera sur les poudres de bioverre xérogel et aérogel traitées a 400°C, 600°C et 800°C.
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La microscopie électronique a balayage (MEB) couplée a I’EDS (spectroscopie de dispersion
d’énergie) est essentiellement une méthode d’analyse qualitative. Une analyse MEB-EDS est
réalisée sur les poudres de verre bioactif xérogel et aérogel traitées a 400°C, 600°C et 800°C.

Les résultats sont présentés dans le tableau I11.;.1 et les figures I11.1.6 et 111.1.7.

1.2.4.1. Analyse élémentaire par EDS

Afin d’écarter I’implication d’éventuelles différences de composition lors de la synthése des
différentes poudres de bioverre, une analyse par spectrométrie en énergie (EDS) est effectuée.
La composition chimique atomique de toutes les poudres de bioverres xérogel et aérogel traitées
a 400°C, 600°C et 800°C étudiées est alors vérifiée par EDS (Tableau 111.,.1) et les spectres

EDS sont présentés sur la figure 111.,.6.

Tableau I11..1 : Résultats des études EDS effectués sur les poudres de bioverre
Poudres% At | C ) Si P Ca
XG 400 5.74 61.01 21.04 2.68 9.52
XG 600 8.67 58. 59 20. 20 2.61 9.93
XG 800 5.41 58. 12 23.52 2.94 10. 02
AG 400 3.99 60. 98 23.76 4.11 7.16
AG 600 4.23 59. 48 24. 96 4.08 7.24
AG 800 5.09 59. 66 24.10 3.16 8.00
Le tableau Ill.;.1 regroupe les pourcentages atomiques des poudres de bioverre xérogel et

aerogel. L’analyse de tableau I11.;.1 met en évidence que les poudres de verre bioactif traitées a
400°C, 600°C et 800°C contiennent du Si, du Ca, du P et O constituant d’un bioverre ternaire
(Si02-Ca0-P20s). L’observation de tableau I11.1.1 permet d’observer qu’avec 1’augmentation
de la température de calcination le pourcentage atomique des éléments Si, Ca et P augmente
aussi. On constate aussi que les pourcentages des éléments Si et P sont plus élevés dans le cas
des poudres de bioverre aérogels contrairement au Ca qui est plus élevé dans les poudres de
bioverre xérogel. Ceci est certainement géneré par la condensation des groupes silanol et

I'élimination des nitrates des composés organiques restants des précurseurs.
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Figure 111.,.6 : Spectre d'analyse quantitative EDS des poudres de verre bioactif : a- XG 400,
b- XG 600, c- XG 800, d- AG 400, e-AG 600 et f-AG 800.

Les analyses EDS des poudres de bioverre élaborées présentées dans la figure 111.,.6, révelent
la présence de silicium, calcium, phosphore et oxygéne correspondant aux différents éléments
composant le bioverre introduits lors de I'étape de mélange du procédé sol-gel. Le pic important

associe au silicium a 1,75 keV, celui du phosphore a 2,02 keV, et enfin celui du calcium a 3,72

et 4,03 keV [2, 14, 30].
1.2.4.2. Structure et morphologie des poudres de bioverres par MEB

Le traitement thermique a un effet important sur la morphologie et la porosité des poudres de
bioverre xérogel et aérogel. Les micrographes MEB des poudres de bioverre réalisées a

différentes températures sont présentés dans la figure 111.,.7.
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Figure I11.,.7 : Micrographies MEB des poudres de bioverre 63S : a- XG 400, b- XG 600, c-
XG 800, d- AG 400, e-AG 600 et f- AG 800.

Les observations en microscopie électronique a balayage MEB nous permettent d’obtenir des
informations sur la taille, la forme et I’aspect de surface des particules. La figure Il1..7

représente 1’état des surfaces des différentes poudres de bioverre xérogel et aérogel obtenues
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via la méthode sol-gel et traitées a 400°C, 600°C et 800°C par microscopie électronique a
balayage. Nous pouvons constater que les poudres de bioverre xérogel (figure 111...7 a, b et ¢)
sont constitués de blocs de formes aléatoires alors que les poudres de bioverre aérogel (figure
I11..7 d, e et f) sont formées principalement de petits grains sphériques agglomérées a structure
spongieuse de taille nanométrique caractéristique de produits synthétisés par voie sol-gel et des
conditions de séchage des gels. Les observations des micrographies attestent de 1’obtention
d’une structure poreuse pour les poudres de bioverre aérogel, contrairement aux poudres de
bioverre xérogel qui présentent une structure plus dense [31-33]. De plus, 1’augmentation de la
température de calcination a aussi une influence sur la densification et la porosité des poudres,
on remarque que la porosité diminue lorsque la température de calcination augmente pour toutes
les poudres. On constate aussi I'apparition de particules blanches sur la surface des poudres de
bioverre xérogel traitées a 600°C et 800°C qui peut étre affectée a la phase cristalline

(wollastonite). Ce résultat est confirmé par les analyses précédentes, réalisées par DRX.

1.2.5. Analyse par spectroscopie de photoélectrons X (XPS)

L’analyse XPS permet de connaitre avec précision les niveaux des énergies pour tous les
éléments constituant les poudres de bioverre analysées. Les énergies de liaison sont spécifiques
a chaque élément chimique et sont sensibles a 1’environnement chimique c’est-a-dire aux
liaisons que réalise 1’élément avec ses voisins. Les spectres de photoémission représentent le
nombre de photoélectrons détectés en fonction de leur énergie de liaison. Dans ce travail, nous
nous intéresserons aux pics de photoélectrons qui se présentent comme une succession de pics
centrés sur 1’énergie correspondant au niveau électronique de 1’atome photo ionisé (figure
111.,.8).

a-XG 400, b-XG 600 et c-XG 800 ‘ d-AG 400, e-AG 600 et FAG 800 |

(@]

az2s

Ca2p
C1s
Si 2s
%i 2p

Intensité (u.a)
P 2s

Intensité (u.a)

I
:

W/V\wﬁww/\
1200 I 10|00 I 860 I G(IJO I 4(|)0 l 2(|)O I 0 1200 ' 1o|oo I s(l)o ‘ 6(l)o 4(l)o 2(|)0 0
Energie de liaison (ev) Energie de liaison (ev)
Figure 111.,.8 : Spectres XPS obtenus pour les poudres de bioverre xérogel et aérogel

traitées : a- XG 400, b- XG 600, c- XG 800, d- AG 400, e-AG 600 et f- AG 800.
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Les analyses par spectroscopie de photoélectrons X (XPS) des poudres de bioverre xérogel et
aérogel permettent de mettre en évidence l’influence du traitement thermique sur la
microstructure des poudres élaborées. Les spectres XPS obtenus pour les poudres de bioverre
sont présentés dans la figure 111.1.8. On constate que I’intensité des spectres XPS augmente en
fonction de la température du traitement. Les spectres XPS montrent des pics spécifiques des
éléments principaux constitutifs des poudres de bioverre. On observe dans les spectres
d’analyse des pics de silicium (Si2p), de calcium (Ca2p) et de phosphore (P2p). Ces pics se
trouvent a des énergies de liaisons de ~103 eV, ~347 eV et ~133 Ev, respectivement. Le pic
situé a une énergie de liaison de ~287 eV est assigné au carbone C1s, et le pic qui se trouve a
~532.5 eV attribué a ’oxygene O1s, il est indicatif de la présence de SiO régulier (c'est-a-dire,
d'atomes O partagés d’une maniére covalente par deux [SiO4] tétraedres). On peut voir qu'il n'y
a aucune différence dans I'énergie de liaison des éléments dans les poudres de bioverre xérogel
et aerogel, indiquant qu'aucune variation de valence ne s'est produite pendant le processus de
traitement thermique. Les quantités de carbone signalées par 1’analyse EDS, et I’intensité plus
au moins élevée du pic C1s présentée sur les spectres XPS qui peuvent étre dd aux impuretés
hydrocarbonées, qui contaminent trées souvent les poudres de bioverre (Note qu'une
contamination hydrocarbonée est également souvent observée dans la région 3000-2900 cm'*
des spectres IR) [34-37].

La déconvolution des pics des éléments Si2p, Ca2p et P2p (figure 111...9) est réalisée pour
déterminer plus précisément 1’évolution, la nature et la forme de chaque élément dans les

poudres de bioverre xérogel et aérogel en fonction de la température de traitement.
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Figure 111.,.9 : Spectres de déconvolution des pics Si2p, P2p et Ca2p des poudres de
bioverre: a- XG 400, b- XG 600, c- XG 800, d- AG 400, e-AG 600 et f- AG 800.

La figure 111.1.9 présente les spectres de déconvolution des éléments de silicium, calcium et
phosphore. On observe que le spectre XPS de silicium (Si2p), de calcium (Ca2p) et de
phosphore (P2p) des poudres de bioverre xérogel et aérogel traitées a 400°C, 600°C et 800°C

présentent les mémes allures avec des intensités un peu variables avec la température de
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traitement. Les changements dans la structure des environnements Si, Ca et P peuvent étre
décrits comme suit :
Dans le cas de la déconvolution du pic Si2p, on ne trouve qu'un seul composant pour Si, centré
a une énergie qui varie entre 102.8 eV et 103.7 eV similaire a celle observée sur la silice
ordinaire SiO; et aux atomes de silicium appartenant au SiO4*. Les variations des énergies de
liaison refléetent les différences dans I'environnement électronique de I'élément Si, la valeur
relativement faible des énergies de liaison du silicium peut étre due au degré de
dépolymérisation des unités SiOs. La deépolymérisation du silicate pourrait entrainer une
augmentation du nombre d'unités Ca-O-Si et moins d'unités Si—O-Si, ce qui pourrait entrainer
la formation de silicate de calcium. Les spectres de déconvolution du calcium comprennent
deux zones principales Ca2p %2 (du c6té des énergies de liaison hautes) (~350.8 — 351.3 eV) et
Ca2p 3/2 (du coté des énergies de liaison faibles) (~347.1 — 347.8 eV). Les valeurs des énergies
de liaisons sont assez proches des états chimiques de 1’oxyde de calcium CaO et de la phase
cristalline de silicate de calcium CaSiOs (wollastonite). Concernant les spectres de
déconvolution du pic P2p, le pic se trouve entre 133,1 et 133,8 eV. La position du pic P ne
change pas beaucoup avec la température de traitement.

1.2.6. Structure et morphologie des poudres de bioverre par MET

La microscopie électronique a transmission (MET) est un outil de caractérisation des matériaux
solides a I’échelle nanométrique. Le MET offre la possibilité de réaliser des images de hautes
résolution et de recueillir des diagrammes de diffraction pour des petits grains ou cristaux. Pour
nos expériences, les cristaux sont dispersés dans une solution d’éthanol dans un bain a ultrasons.
Afin d'assurer la validité des résultats ci-dessus et de faire ressortir des informations
morphologiques supplémentaires liées a la forme des particules et a leurs dimensions, des
analyses MET ont été effectuées et les résultats de I’analyse sont représentés sur la figure
11.,.10.
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50 nm

50 nm

Figure 111.,.10 : Micrographies MET des poudres de bioverre 63S : a- XG 400, b- XG 600, c-
XG 800, d- AG 400, e-AG 600 et f- AG 800.

Les micrographies MET des particules de verre bioactif apres le processus de traitement
thermique sont représentées dans la figure 111...10. Les valeurs de la taille des particules
obtenues a partir des résultats de l'analyse d'image des micrographies MET ont également
confirmé les résultats d’analyse MEB. Les micrographies montrent que les poudres de bioverre

xerogel sont composées de particules irrégulieres de taille moyenne qui varie entre 20 et 100
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nm. Tandis que, les poudres de verre bioactif aérogel peuvent étre décrites comme un
assemblage de grappes avec une structure poreuse. Les poudres d’aérogel sont formées par
I'agrégation de petites particules sphériques bien réparties de facon homogeéne et de taille
inférieure a 10 nm. Les micrographies MET ont révélé que la taille des poudres de verre bioactif
augmente avec l'augmentation de la température de traitement thermique. Ceci peut s'expliquer
par la contraction structurelle et la densification lors du processus sol-gel des poudres de
bioverre et la perte de poids due a la polycondensation de I'alcoxyde résiduel [8, 38, 39]. En
outre, les grains de taille nanométrique et la fraction volumique élevée des joints de grains dans
les matériaux nanostructurés présentent une biocompatibilité améliorée et une augmentation de

I'adhésion et de la prolifération des ostéoblastes [40].

1.3. Influence du type de solvant sur la structure, la morphologie et composition des

bioverres aérogel

Pour évaluer I’influence du type de solvant dans le cas des aérogels sur la structure et la
morphologie des poudres de bioverre aérogel, deux autres solvants en plus de I’éthanol
(pression de 63 bars, température de 243°C) sont utilisés dans cette partie a savoir I’acétone
(pression de 47 bars, température de 235°C) et le méthanol (pression de 79 bars, température
de 240°C). Les différentes poudres de bioverre aérogel obtenues sont broyées et traitées a 600°C
pendant 2 h avec une vitesse de chauffe de 5°/min et caractériseées avec différentes méthodes
d’analyses. Les poudres de bioverre aérogel obtenues avec le solvant éthanol, acétone et
méthanol sont notées AGE-600, AGA-600 et AGM-600, respectivement.

1.3.1. L’analyse thermique TG/DTG des poudres de bioverre

Des analyses TG/ DTG sont effectuées sur les poudres de bioverre xérogel et aérogel préparées
avec différents solvants. La figure 111.;.11 suivante montre les résultats d’analyse thermique

TG/DTG des poudres de xérogel et d’aérogel conduites a une vitesse de chauffe de 5°C/min sur

un intervalle de 25°C a 1000°C.
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Figure 111.,.11 : Courbes TG / DTG des poudres de bioverre xérogel et aérogel : a- XG-600,
b- AGE-600, c- AGA-600 et d- AGM-600.

Les courbes TG des poudres de bioverre xerogel et aerogel présentent différentes étapes de
perte de masse. Globalement, les poudres de bioverre xérogel (XG-600) et aérogel préparées
avec 1’éthanol et méthanol (AGE-600 et AGM-600) présentent une perte de masse identique de
11%. En revanche, la poudre de bioverre aérogel préparée avec I’acétone montre une légere
différence de 1.5% par rapport aux autres poudres avec une perte de masse de 9.5%. Nous
pouvons diviser cette perte de masse en trois zones : la premiére perte de masse se produit entre
100°C et 200°C est associée a I'évaporation endothermique de I'eau adsorbée et de I'éthanol
présentent a la surface des poudres et a I'élimination de I'eau structurelle. La deuxiéme perte de
masse est observée entre 350°C et 420°C est attribuée a la dégradation thermique des résidus
organiques et a la réaction de décomposition des nitrates utilisés lors du procédé sol-gel et enfin
la troisieme perte de poids entre 550°C et 660°C est attribuée probablement a la transition
vitreuse (transformation structurelle) des particules de verre bioactif comme cela a été déja

souligné [5-9].
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1.3.2. Caractérisation par diffraction des rayons X (DRX)
Le caractére amorphe des poudres de bioverres est confirmé par la diffraction des rayons X a

I’aide d’un diffractométre pour 2 Theta compris entre 5° et 80°. Les diffractogrammes des

différentes poudres de bioverre sont présentés dans la figure ci-dessous.

300
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Figure 111.,.12 : Diffractogrammes des poudres de bioverre : a- XG-600, b- AGE-600, c-
AGA-600 et d-AGM-600.

Les diffractogrammes des différentes poudres de bioverre synthétisées sont présentés dans la
figure 111.,.12. Les résultats mettent en évidence un halo de diffraction allant de 20 a 37° pour
toutes les poudres de bioverre (figure 111...12, a-d). Cet halo de diffraction est caractéristique
des phénomenes de diffusion dans les matériaux amorphes, donc d’absence d’ordre a
longue distance dans les poudres de bioverre [22, 41]. En méme temps, un petit pic d’intensité
faible a la position 32° est observé, ce pic peut étre affecté a la wallastonite (CaSiOs3), ou a
I’apatite [13, 18, 24].

1.3.3. Caractérisation par spectroscopie infrarouge (IRTF)

Les spectres de transmission infrarouge des différentes poudres de bioverre sont enregistres
entre 400 et 4000 cm™, a ’aide d’un spectrométre a transformée de Fourier. Les spectres

obtenus sont présentés dans la figure 111.,.13.
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Figure 111.,.13 : Spectres IRTF des poudres de bioverre : a- XG-600, b- AGE-600, c- AGA-
600 et d-AGM-600.

L’analyse spectrale IRTF des poudres est présentée dans la Figure 111.,.13. Les spectres des
poudres de bioverre aérogel élaborées avec les deux solvants acétone et méthanol (AGA-600 et
AGM-600) montrent les mémes bandes d’absorptions observés dans les poudres de XG-600 et
AGE-600 présentées dans la premiére partie. Trois bandes de vibration Si-O-Si sont observées
entre 1036 - 1082 cm®, 785 - 790 cm™ et 453 - 463 cm™ [6, 24, 28, 29]. Ces bandes prouvent
que les poudres sont principalement composées d'un réseau Si-O-Si. Les spectres comportent
également la bande autour de 560 cm™ qui est liée a la vibration de flexion P-O. La faible
inflexion & 1620-1653 cm™ et la bande large centrée a 3438-3455 cm™ sont affectées au
groupement OH d'eau adsorbée et au groupe d’hydroxyle structurel respectivement [10, 42, 43]

et enfin, la bande a 2372 cm 1 est attribuée a I'adsorption du CO; par I'atmosphére [44].

1.3.4. Structure et morphologie des poudres de bioverre par MEB

La microstructure et la composition des poudres sont réalisées grace au microscope électronique

a balayage (MEB). Les micrographies des poudres sont illustrées dans la figure 111.,.14.
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Figure 111.,.14 : Micrographies MEB des poudres de bioverre : a- XG-600, b- AGE-600,
c- AGA-600 et d- AGM-600.

La figure 111.,.14. Montre que les particules de bioverre aérogels (AGE-600, AGA-600 et AGM-
600) sont de forme essentiellement sphérique avec une structure spongieuse. Contrairement a
la poudre de xérogel (XG-600) qui est constituée de particules de formes irréguliéres et des
surfaces hétérogénes constituées de particules de taille aléatoire avec des arétes vives et d'une
structure compacte [33]. Les micrographies MEB montrent également que les poudres de
bioverre aérogel obtenues sont moins denses et plus poreuses par rapport a la poudre de bioverre
xérogel traitées a 600°C. Ces différences sont confirmées dans la définition des aérogels et des
xerogels.

En comparant les trois poudres de bioverre aérogels, on constate que I'aérogel préparé avec le
solvant éthanol est moins dense que les deux autres et I'aérogel préparé avec le solvant méthanol
est le plus dense avec l'apparition d'agrégats sphériques. Cette différence est probablement due
au groupement d’alkyle dans le cas des solvants éthanol et méthanol, et au groupement

fonctionnel dans le cas de I'acétone.
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1.3.5. Analyse élémentaire par EDS

La composition élémentaire par microanalyse EDS des poudres obtenues est présentée dans le

tableau I11.,.2 et la figure 111.,.15 suivants :

Elements | C @) Si P Ca a- XG-600, b- AGE-600, c- AGA-600 et d- AGM-600

Si

% At
XG-600 8.67 |58.59 | 20.20 | 2.61 | 9.93

P Ca d

AGE-600 | 4.23 |59.48 | 2496 |4.08 |7.24 c A ca

AGA-600 | 4.35 |61.09|24.89|3.24 |6.43 c

AGM-600 | 4.29 | 60.95| 25.36 | 3.37 | 6.03 JJL N .

Tableau 111.1.2 : La composition élémentaire A A J\* St
0 1 2 3 4 5 6

KeV

Figure 111.,.15 : Spectres d'analyse EDS

des poudres de bioverre par 1’analyse EDS.

des poudres de bioverre : a- XG-600, b-
AGE-600, c- AGA-600 et d- AGM-600.

L’analyse quantitative EDS des poudres de bioverre xerogel et aérogel (figure 111.,.15) confirme
la présence de toutes les especes introduites pendant I'étape de mélange du procédeé sol-gel. Les
pics observés a 1,75, 2 et 3.7 représentent Si, P et Ca respectivement indiquant les éléments
constitués de bioverre ternaire [11, 20, 21].

Les pourcentages atomiques des différentes poudres de bioverre sont présentés dans le tableau
I.2. Les résultats montrent que le pourcentage des éléments Si, Ca et P des poudres de bioverre
aérogel traitées a 600°C sont approximativement identique.

Les pourcentages des €léments Si et P sont plus élevés dans le cas des verres bioactifs aérogels
contrairement au Ca qui est plus élevé dans le verre bioactif xérogel. Ceci est certainement
généré par la condensation des groupes silanol et I'élimination des nitrates et des composés

organiques restants des précurseurs.
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1.3.6. Structure et morphologie des poudres de bioverre par MET

Pour obtenir des informations sur la taille et la forme des différentes poudres de bioverre, des

analyses de microscopie électronique a transmission (MET) sont effectuées. Les résultats

d’analyse sont présentés dans la figure I11.,.16.

Figure 111.,.16 : Micrographies MET des poudres de bioverre : a- XG-600, b- AGE-600, c-
AGA-600 et d- AGM-600.

Les micrographies MET des particules de bioverre xérogel et aérogel préparées avec différents
solvants et traitées a 600°C sont indiquées dans la figure I11.;.16. Comme on peut le voir a partir
des images MET (la figure 111.,.16, a-d), les poudres d’aérogel préparées avec les solvants
acetone et méthanol (AGA-600 et AGM-600) ont presque la méme structure et la méme taille
des particules comparées a la poudre d’aérogel préparée a partir d’éthanol (AGE-600). Les
particules sont presque de forme sphérique et bien réparties de facon homogene, d’une structure
spongieuse et moins dense avec une taille moyenne des particules inférieure a 10 nm. La poudre
de xérogel (XG-600) est composée de particules irréguliéres de taille supérieure a 20 nm avec

une structure plus dense ceci a été déja souligné par plusieurs auteurs [45, 46].
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Conclusion
Malgré les études diverses et variées réalisées sur 1’¢laboration des bioverres depuis plusieurs
annees, la plupart de celles-ci portent sur 1’élaboration des bioverres sous forme dense ou de
particules grossicre (bioverre xérogel), peu d’entre elles font mention d’¢élaboration de bioverre
avec des particules fines de taille nanométrique (bioverre aérogel). A notre connaissance, il
n’existe aucune €tude détaillée sur la synthése des poudres de bioverre a partir des aérogels. Au
cours de cette étude, nous avons montré qu’il est possible d’obtenir des poudres de bioverre
ternaire (CaO-P.0s-SiO2) ayant des particules trés fines via la méthode sol-gel a partir d’un
aerogel. Les données relatives a la préparation des poudres de bioverre a différentes conditions
de séchage des gels et différentes températures de traitement (400°C, 600°C et 800°C), nous
ont permis de mettre en évidence 1’influence de ces derniers sur la structure et la morphologie
des poudres de xérogel et aérogel préparées. L’analyse DRX montre une structure cristalline
au-dela de 600°C pour les deux poudres xérogel et aérogel. Les caractérisations par EDS et
XPS revelent la présence de tous les éléments composant le bioverre ternaire. Les résultats de
caractérisation MEB et MET ont montré que les poudres de bioverre aérogel sont caractérisées
par une structure moins dense et spongieuse avec une taille de particules inférieure a 10 nm.
Cependant, les poudres de bioverre xérogel présentent une structure dense avec une taille de
particule varie entre 20 nm et 100 nm. La densification augmente avec 1’augmentation de la
température de traitement et I’analyse thermique TG/DTG est en accord avec les autres
résultats. En bref, la morphologie et la structure des poudres de bioverre produites dépendent

du type de gel (xérogel ou aérogel) et de la température de traitement.

L’étude de I’influence du type de solvant pour les poudres de bioverre aérogel traitées a 600°C
est réalisée également dans cette partie. Les résultats obtenus montrent que la texture et la
morphologie des poudres de bioverre élaborées sont influencées par deux facteurs, le type de
gel utilisé (xérogel ou aérogel) et le type de solvant pour les poudres d'aérogel (éthanol, acétone
ou méthanol). Les différentes analyses montrent que les poudres de bioverre aérogel préparées
par les différents solvants ont des propriétés (structure et morphologie) pratiquement identique.
Les différences observées peuvent étre expliquées par les conditions de séchage des gels pour
les différents solvants ou par la différence du groupement alkyle dans le cas des solvants

d'éthanol et de méthanol et le groupement fonctionnel dans le cas de I'acétone.
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PARTIE Il. BIOACTIVITE ET CYTOCOMPATIBILITE DES POUDRES DE VERRE
BIOACTIF XEROGEL ET AEROGEL

Apres la synthese et 1’évaluation de la structure et la morphologic des différentes poudres de
verre xerogel et aérogel. L’objectif est d’utiliser ces poudres de verre comme implant, matériau
de comblement osseux ou de recouvrement, de ce fait il devient donc indispensable de s’assurer
de leurs caracteres bioactif et biocompatible. Dans ce chapitre nous présenterons 1’évaluation
biologique des poudres de verre xérogel et aérogel élaborées tant au niveau de leurs bioactivité
caractérisée par la précipitation d’une couche d’hydroxyapatite carbonatée (HAPC) a leurs
surfaces, qu’au niveau de leurs biocompatibilité caractérisée par la tolérance des cellules
ostéoblastes et fibroblastes mises en contact avec ces poudres.

Pour qualifier les poudres de verre bioactif élaborées en tant que biomatériaux, des tests de
bioactivité et de biocompatibilité s’avérent nécessaires. Ces derniers sont réalises en utilisant
une solution SBF, les cellules ostéoblaste humain MG63 et les cellules fibroblastes NIH/3T3.
La cytocompatibilité est déterminée en analysant le comportement des ostéoblastes MG63
cultivés directement sur la surface des pastilles de verre et le comportement des fibroblastes
NIH/3T3 en utilisant le contact indirect sur les extraits des poudres de verre bioactif. La

bioactivité, la prolifération et la viabilité cellulaire sont analysées par DRX et MEB-EDS.

I1.1.Test de bioactivité in vitro : Comportement des poudres de bioverre dans un fluide

biologique simulé (SBF)
11.1.1. Influence des transformations sur la bioactivité

L’ostéointégration d’un implant est régie par de nombreux phénomenes ayant lieu a I’interface,
entre I’os et la surface du matériau. La dégradation du matériau est accompagnée de
phénomenes de précipitation conduisant a la formation d’une couche d’apatite carbonatée
proche du minéral osseux. Cette précipitation assure I’intégration de I’implant sur le site osseux
receveur. Ces phénomeénes peuvent étre reproduits, in vitro, par immersion dans une solution
de type SBF (Simulated Body Fluid). Cette technique génére un intérét croissant depuis sa
premiére utilisation en 1990 par T. Kokubo [1, 2].

Des tests de bioactivité in vitro sont utilisés pour évaluer la formation d'une couche d'apatite a
la surface des pastilles de verre, considérée comme un indicateur de la bioactivité in vivo [3].

L'évaluation de la bioactivité in vitro des poudres de verre bioactif préparées a partir d’un
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xérogel et aérogel a différentes températures de traitement (400°C, 600°C et 800°C) et pour
difféerents solvants (éthanol, acétone et methanol) est réalisée en utilisant une solution de SBF
préparée selon le protocole de Kokubo [1, 2] (le protocole est détaillé dans le chapitre 11).
A Tissue de I’immersion dans le milieu SBF, la surface des pastilles est analysée par la
diffraction des rayons X (DRX), la spctroscopie a dispersion d’énergie (EDS) et la microscopie
électronique a balayage (MEB). Le pH des solutions SBF récoltées aprés immersion est mesuré

a I’aide d’une sonde pH.
11.1.2. Analyse des pastilles par diffraction des rayons X

Aprés immersion et séchage a I'air, chaque pastille est analysée par diffraction des rayons X.
La figure I11.;.1 montre les diagrammes DRX des pastilles des poudres xérogel et aérogel
traitées thermiquement a 400, 600 et 800°C et des pastilles des poudres aérogel préparées avec
les solvants acétone et méthanol traitées a 600°C, avant et aprés immersion dans la solution de
SBF pendant 1, 3 et 7 jours..

Nous pouvons voir sur la figure 111.1.1, I'apparition de deux pics de diffraction a des positions
(20) de 26° et 32° correspondant aux réflexions (002) et (211) d'une phase d'apatite comme
I’ont déja remarqué par Nayak, J. Ma et al [4, 5]. Ces pics sont faiblement observés apres un
jour pour les pastilles de xérogel (figure Ill.i.1a-c), aprés 3 jours d’immersion, ces pics sont
clairement observés pour toutes les pastilles xérogel et aérogel quelque soit la température de
traitement ou le type de solvant utilisé. Ces résultats indiquent qu'une phase cristalline d'apatite
a été déposee sur la surface des pastilles. Cependant, les pics de diffraction sont moins définis
dans les pastilles de xérogel qui peuvent étre dues a une épaisseur plus faible de la couche de
I’hydroxyapatite formée. L’intensité des pics de diffraction relatifs a la phase cristalline de la

couche de I’hydroxyapatite formée augmente avec le temps d’immersion [6, 7].

p. 106



PARTIE II. BIOACTIVITE ET CYTOCOMPATIBILITE DES POUDRES DE VERRE
BIOACTIF XEROGEL ET AEROGEL

220 220
1 a- XG 400 b- XG 600
200 4 I— 2004
180 4 180 -
160 —. 160
140 140
Gl A = 7
3 1204 M 3 120 fl’ﬂ&
. J No)
O h -—
g 100 1\ l\l 3 100-\& mwr
I w4 3J A " p 3J
‘E 80 iy W') L o L TR TP N T é 80 o “‘“"‘W‘”‘""'\“""M : K”'\"'M'W‘m M’M‘W-WMWMMWM
60‘- 1 60+ LYY o 1J
40:WWMMWMW a - -
20} - 2 ‘MWMMMWWMW
T T T T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 ) 70 80
2 Theta (°) 2 Theta (°)
220 220
] c- XG 800 d= AG 400
200 \— 200 |
180 4 100

160 — 160 - .I‘
140 — 140 -
] 7 |
120 4 »! 1204 M"“J | 7
1 ) |
1.k ..I i -
N X X LU T - ‘3_|

.
Y e , o 3] 4
4 MNMMIJM M*JW %le""‘MM";"'”“‘W‘Whlw‘;,mmww,u.r%w.mv.%w‘ j Pepd o paf \ ! L
a0d T [ L Lo T R,

80
! AN
e .,,1'”"'.1'-.4' M A ¥ 1

a0
i tm%mmww N w by Aoy r
204 20 bt en

Intensité (u.a)
g
1
Intensité (u.a)
g

60

10 20 30 40 50 60 70 80 10 0 0 40 5 &0 0 B0
2 Theta (°) 2 Theta ()
220 220
e MG GO0 ] f- AG 800
200 e 200 - I—
180
w \ },\,11 2 )
2 Ml TR TPy )
=2 2
o =
= 1 etV g " u 2
E i, %
14
‘M"M'mw%
“WM o
e
y FI : U T T T T T T T
“ = = o & 10 20 30 40 50 60 70 80
2 Theta (") 2 Theta (%)
220 220
g- AGA 600 h- AGM 600
200 -] 200
180 180
160 - 160 -
140 - | _ 140+
T ©
S 120] h\ 5 120 F 7J
2 J 2 100 I )
F 100, le- i @ i |
2 ¥, T T W v ¥ g | - 3
g o Bt M-wa\w/' W i 2w bt T A R A g
60
40
» MMWWWWWW
T T T T T T T T T T T T ¥ T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80
2 Theta (°) 2 Theta (°)

Figure I11.,,.1 : Diffractogrammes XRD des pastilles de bioverre 63S avant et apres
immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours : a- XG 400, b-XG 600, c- XG 800, d- AG 400,
e-AG 600,f- AG 800, g-AGA 600 et h-AGM 600.
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11.1.3. Analyse des surfaces et morphologie des pastilles aprés immersion

Un microscope électronique a balayage couplé a I’EDS est employé pour observer et analyser
chimiquement la surface des pastilles aprés immersion dans le SBF pendant 1, 3 et 7 jours.
Le tableau I11.;.1 et les figures I11.;.2 et I11.11.3 présentent les resultats de ’analyse EDS et les

micrographies MEB de la surface des pastilles.
11.1.3.1. Composition élémentaire par analyse EDS

L'analyse élémentaire des pastilles de verre avant et apres immersion dans SBF (0, 1, 3 et 7
jours) est confirmée par une technique d'analyse par rayons X a dispersion d'énergie (EDS).
L'analyse est effectuée sur une surface de 150um.Les résultats sont présentés dans le tableau

[11.1.1 et dans la figure 111.;.2.

Tableau Il11.n.1. Analyse élémentaire EDS des poudres de verre bioactif avant et aprés
immersion dans la solution SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours.

Echantillons /At % C O Si P Ca
XG 400, 0J 5. 74 61. 01 21. 04 2.68 9.52
XG 400, 1J 5.05 60.91 14.04 7.23 12.76
XG 400, 3J 7.43 57.26 0.47 12.07 22.76
XG 400, 7J 6.10 55.87 0.46 13.11 24.43
XG 600, 0J 8.67 58. 59 20. 20 2.61 9.93
XG 600, 1J 5.90 61.71 6.65 10.00 15.74
XG 600, 3J 5.53 57.71 0.89 12.17 23.70
XG 600, 7J 5.76 58.64 0.57 12.66 22.36
XG 800, 0J 5.41 58.12 23.52 2.94 10. 02
XG 800, 1J 15.62 50.50 12.20 7.76 13.93
XG 800, 3J 14.61 50.55 4.66 10.68 19.51
XG 800, 7J 11.92 53.03 2.18 12.39 20.48
AG 400, 0J 3.99 60. 98 23.76 4,11 7.16
AG 400, 1J 5.62 59.00 17.64 6.80 10.94
AG 400, 3J 9.18 57.08 4.72 11.21 17.82
AG 400,7J 8.11 58.25 1.53 12.45 19.66
AG 600, 0J 4.23 59. 48 24. 96 4.08 7.24
AG 600, 1J 12.91 52.63 7.57 10.69 16.20
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AG 600, 3J 10.99 55.39 1.74 13.02 18.88
AG 600, 7J 16.09 51.83 1.10 12.61 18.37
AG 800, 0J 5.09 59. 66 24.10 3.16 8.00
AG 800, 1J 5.36 57.43 14.57 8.75 13.89
AG 800, 3J 5.99 56.99 6.91 11.63 18.49
AG 800, 7J 6.00 56.74 2.84 12.70 21.72
AGA 600, 0J 4.35 61.09 24.89 3.24 6.43
AGA 600, 1J 7.67 58.17 6.89 10.46 16.82
AGA 600, 3J 7.49 57.70 3.09 12.05 19.67
AGA 600, 7J 6.99 58.72 0.90 13.00 20.38
AGM 600, 0J 4.29 60.95 25.36 3.37 6.03
AGM 600, 1J 6.26 57.23 16.95 1.77 11.79
AGM 600, 3J 6.64 59.38 4.41 11.82 17.76
AGM 600, 7J 7.10 59.38 2.08 12.66 18.78
La Figure 111.,.2, présentant les spectres EDS des pastilles de verre bioactif, permettent de

suivre I’évolution de la bioactivité en fonction du temps d’immersion. Les résultats (tableau
I11..1, figure 111.,.2) montrent une augmentation remarquable de l'intensité des éléments
calcium et phosphore et une diminution remarquable de pic de silice dans les pastilles de verre
XG 600, AG 600 et AGA 600 des le premier jour d'immersion dans la solution de SBF,
contrairement aux pastilles de verre XG 400, AG 400, XG 800, AG 800 et AGM 600 qui
presentent une légére diminution de la silice apres 1 jour d'immersion. Cela peut étre expliqué
par la précence d’une phase cristalline dans les poudres traitées a 800°C et la non stabilité des
poudres traitées a 400°C. Peitl et al ont montré que les poudres non cristallines sont plus
réactives que les poudres cristallisées [8, 9]. Au bout de 3 et 7 jours d'immersion, la phase
apatite devient prépondérante. Nous remarquons aussi, une disparition quasi totale du pic Si et
I'apparition uniquement des pics Ca et P qui confirment le recouverement total des surfaces des
pastilles de verre bioactif par une couche d'hydroxyapatite carbonaté aprés 3 jours
d’immersion.La presence du calcium et du phosphore est détectée en quantité importante aprés
7 jours d’immersion, signifiant que I’épaisseur de la couche d’apatite croit avec le temps

d’immersion dans toutes les pastilles [10].
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Figure 111.11.2 : Analyse élémentaire EDS des pastilles de bioverre 63S avant et aprés

immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours : a- XG 400, b-XG 600, c- XG 800, d- AG 400,

e-AG 600, f- AG 800, g-AGA 600 et h-AGM 600.
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11.1.3.2. Morphologie des pastilles apres immersion dans une solution SBF

La formation d'os comme couche d'apatite au cours des expériences de bioactivité est également
évaluée en examinant la variation de la morphologie de la surface en fonction du temps
d'incubation dans le SBF. Les figures 111.;1.3-10 montrent la morphologie de la surface des

pastilles de verre bioactif avant et aprés immersion dans le SBF a 0, 1, 3 et 7 jours.

Figure 111.1.3 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre XG 400 avant et apres

immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours
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Figure I11.11.4 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre XG 600 avant et apres
immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours

Figure 111.1.5 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre XG 800 avant et apres

immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours.
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Figure I11.11.6 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre AG 400 avant et apres

immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours.

Figure I11.11.7 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre AG 600 avant et apres

immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours.
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Figure 111.11.8 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre AG 800 avant et apres

immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours.

Figure 111.11.9 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre AGA 600 avant et aprés

immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours.
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Figure 111.11.10 : Micrographies MEB des pastilles de bioverre AGM 600 avant et aprés
immersion dans SBF pendant 0, 1, 3 et 7 jours

Les figures I11.11.3-10 montrent la surface des différentes pastilles avant et apres immersion dans
le SBF pendant 0,1, 3 et 7 jours. L’analyse des micrographies MEB montrent que la
morphologie de la surface change en fonction du temps d'incubation. Aprés 1 jour d’immersion
dans le SBF comparées a 1’état témoin « 0 jour », les micrographies révelent la formation des
grains sphériques individuels d'apatite sur la surface des pastilles de bioverre xérogel XG
(figure 111.11.3-5 (a-c 1J)) et une surface entiérement recouverte d'un précipité d’apatite sous une
forme de minuscules flocons dans le cas des pastilles de verre bioactif aérogel. Cette couche est
plus importante dans le cas des pastilles préparées avec les solvants d'éthanol AG (figure 111.11.3
(d-f 1J)) et de l'acétone AGA (figure 1l1.;1.3 (g-1J)). Avec l'augmentation des périodes
d'incubation, la formation de grains d'apatite augmente également, apres 3 jours d’immersion,
la surface des pastilles de xérogel (figure 11.3 (a-c 3J)) est entierement recouverte d'une couche
d'apatite, et cette couche est composée de nombreuses particules sphériques. D'autre part, on
observe la croissance de la couche d'apatite dans les pastilles d’aérogel ; AG (figure I11...3 (d-
f 3J)), AGA (figure 111.1.3 (g-3J)) et AGM (figure I11.1.3 (h-3J)). Toutefois, la densité du

précipité (couche d'apatite) a augmenté significativement apres 7 jours d'immersion [4, 11].
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La capacité des bioverres d'aérogel (AG) a favoriser la formation rapide de la couche d'apatite
aprés seulement un jour d’immersion ce qui peut étre expliquée par 1’échange plus rapide entre
les ions de Ca?* des pastilles d’aérogels et les ions H3O" du SBF ce qui peut donner lieu a la
formation de groupes Si-OH sur la surface des pastilles qui induit lIa nucléation d’apatite, plus
la quantité en ions Ca2* est élevée, plus vite I'apatite est formée. En outre, le taux de formation
d'apatite dépend des différences de texture et de morphologie des poudres de bioverres xérogel
et aérogel qui améliorent le dép6t d'apatite dans le SBF et qui est plus intense dans les régions
plus rugueuses et moins dans les régions plus plates [9, 12]. Pereira et al ont montré que le taux
de formation d'apatite dépend de la texture des échantillons et ils ont souligné que les pores
peuvent agir en tant que sites de nucléation ou le degré de sursaturation pour la précipitation
d'apatite est atteint plus rapidement. Les poudres d’aérogels ont une taille de nanoparticules et
que la formation d'une couche d'appatite sur la surface était plus rapide et donc elles peuvent
compenser un organe ou un tissu déficient en pathologie, traumatisme ou vieillissement [12-
14]. En conclusion, I’analyse des micrographies MEB des différentes pastilles met en évidence
le dépot d’une couche d’apatite sur leur surface apres 3 jours d’immersion indiquant que ces
poudres de verre, sont bioactives. Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus par
diffraction des rayons X, c’est a dire qu’au bout de 3 jours il y a une formation de la couche de
I’hydroxyapatite carbonatée. Les cristaux d’hydroxyapatite forment une couche microporeuse
a la surface des grains des pastilles de verre, avec une microstructure typique en forme de « Corn

Flakes ».
11.1.4. Evolution du pH de la solution SBF aprés immersion des pastilles

Les échanges ioniques produits lors de I’immersion des pastilles de verre bioactif xérogel et
aerogel traitées thermiquement a 400°C, 600°C et 800°C conduit au changement de pH de la
solution de SBF. Les résultats de 1’évolution du pH des solutions de SBF avant et aprés

immersion des pastilles sont présentés dans le tableau 1l1.,,.2 et la figure 111.;.11.
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Tableau I11.11.2 : Evolution du pH de la solution SBF aprés immersion des pastilles des poudres

de verre bioactif.

XG 400 | XG 600 XG 800 AG 400 AG 600 AG 800

Temps pH pH pH pH pH pH
0 min 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4
5 min 7.9 8,32 8,31 7,91 8,03 8,9
15 min 1,77 8,12 8,17 7,90 7,98 7,97
30 min 7,76 8,04 8,15 7,88 7,98 7,96
60 min 7,65 8,00 8,04 7,87 7,87 7,91
1j 7,85 8,08 8,29 8,02 8,13 8,24
3] 7,86 8,12 8,34 8,12 8,14 8,24
7] 8,04 8,21 8,37 8,18 8,14 8,37
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88 — AG400 AG600 —— AG800
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Figure 111,11 : Evolution du pH des solutions de SBF avant et apres immersion des
pastilles de verre bioactif
La mesure du pH est trés importante pour étudier le processus de dissolution des pastilles de
verre quand elles sont immergées dans une solution physiologique.Les résultats des valeurs du
pH (tableau I11.11.2) et les graphs présentés dans la figure Ill.;.11 mettent en évidance
I’augmentation du pH dans les solutions SBF (pH = 7,4) vers des valeurs basiques qui varie
entre 7,9 et 8,9 apres 5 min d’immerssion, puis il diminue légérement (pH = 7,6-8,17) apres 15
min et 60 min d’immersion. Le pH de la solution augmente a nouveau apres 1 et 7 jours

d’immersion. Cette augmentation de pH est expliquée par 1’échange ionique entre les protons
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H™ présents dans la solution SBF et les cations modificateurs des poudres de verre et par
concéquant, I’augmentation du pH de la solution SBF. Alors que la diminution du pH est peut-
étre expliquée par la précipitation d’une couche d’hydroxyapatite carbonatée. Le processus de
précipitation est généralement précédé d’ un phénomene de dissolution des matériaux. Lorsque
les matériaux sont immergés dans la solution SBF, ils libérent des ions phosphate et calcium
jusqu’a ce que la solution environnante devienne saturée, déclenchant la nucléation d’apatite.
Par la suite, les mécanismes de précipitation et de dissolution interviennent simultanément et le
premier mécanisme est predominant sur le second [15-17]. Afin d’éviter ’augmentation du pH
dd a la dissolution du bioverre qui peut influencer la formation de la couche d’HAPc et les
interactions solide/liquide, un changement continu ou périodique de la solution d’immersion
(SBF) est recommandé. Greenspan et Zong [18] appliquent ce renouvellement de solution a des
intervalles de temps de 6h, 24h puis tous les deux jours pour des verres bioactifs de
compositions incluses dans le systeme CaO-P20s-SiO> [18, 19].

11.2. Test de biocompatibilité in vitro : Viabilité et prolifération cellulaire des poudres de

bioverre

Le potentiel cytotoxique des biomatériaux est 1’un des principaux parametres d’évaluation de
leur biocompatibilité. Les tests de cytotoxicité sont nécessaires pour mettre en évidence un
possible effet négatif du matériau sur les cellules ou sur les tissus de 1’organisme. Par ailleurs,
il existe une serie de tests qui peuvent étre réalisés in vitro pour vérifier la fonctionnalité des
matériaux implantables, leur but est d’évaluer les éventuelles interactions entre les biomatériaux
et les cellules osseuses [20].

Afin d’évaluer in vitro le comportement biologique des poudres de verre bioactif élaborées,
deux types de cellules de la lignée ostéoblastique MG63, d’origine ostéosarcomateuse iSSUES
de tumeurs malignes osseuses et des lignées cellulaires de fibroblastes embryonnaires de souris
NIH / 3T3, fréquemment utilisées dans la recherche sur les interactions matériau / cellule [21,
22]. Ces cellules sont cultivées a la surface des pastilles en tests directe et indirecte, pour évaluer
leurs cytocompatibilité et leurs prolifiration. En effet, la réponse cellulaire in vitro est
influencée par les propriétés chimiques mais également physiques de la surface des matériaux
[23]. Les tests de cytotoxicité in vitro des pastilles de verre bioactif (test de contact direct) et
des extraits des poudres de verre bioactif (test de contact indirect : test sur extrait) sont évalués
conformément a des normes internationales et européennes 1SO 10993-5/EN 30993-511[24,
25].
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11.2.1. Viabilité et prolifération des cellules ostéoblastes MG63 sur les pastilles de verre
bioactif : Test direct

Afin d'évaluer les effets des pastilles de verre xérogel et aérogel élaborées sur la prolifération
et la viabilité des cellules eucaryotes, une souche appelée MG63 est utilisée. Ces cellules ont
une bonne reproductibilité lors de la culture et leur activité peut étre représentative de celle des
cellules ostéoblastiques humaines. L’étude de la cytocompatibilité est évaluée aprés 1 et 7 jours
de culture des cellules MG63 sur la surface des pastilles selon le protocole détaillé au chapitre
Il. La perméabilité de la membrane cellulaire (ou la toxicité cellulaire) est estimée par
I’intermédiaire de test Resazurin. La résazurine est une molécule complexe qui est réduite en
résorufine par les mitochondries lors de la respiration cellulaire. La résazurine est d’une couleur
bleu et elle n’est pas une molécule fluorescente alors que la résorufine est rose et elle émet un
rayonnement de fluorescence [26]. La viabilité des cellules est obtenue en comparant la
fluorescence du surnageant de cellules cultivées sur les pastilles a celle du contrdle. L’adhésion
et la prolifération des cellules sur les pastilles sont observées en microscopie électronique a
balayage (MEB).

11.2.1.1. Viabilite des cellules ostéoblastes MG63 par le test de résazurine

La figure I11.11.12 présente les résultats de mesure de la vitalité des cellules MG63 apres 1 et 7

jours d’incubation a la surface des pastilles de verre bioactif xérogel et aérogel.
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Figure 111.,1.12 : Viabilité des cellules MG63 ensemencées sur les pastilles de verre bioactif
xérogel et aérogel traitées a 400, 600 et 800°C (figure a gauche) et l'influence de solvant
traitées a 600°C (figure a droite) pour 1 et 7 jours.
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La figure 111.;.12 montre les résultats des mesures de la vitalité des cellules MG63 aprés 1 et 7
jours. En analysant les résultats de la figure 111.1.12, il est possible d’établir ou non la toxicité
des surfaces testées vis-a-vis des cellules osteoblastes MG63. Apreés 1 jour d’incubation, les
cellules n’ont pas mieux survécu au contact des pastilles de verre xérogel et aérogel. La vitalité
atteint environ 40% pour les pastilles AG 400 et varie entre 11% et 27 % pour les autres
pastilles. Les pastilles aérogels présentent une meilleure viabilité comparant aux pastilles de
xerogel aprés 1 jour de contact. Au bout de 7 jours, les pastilles présentent également des
valeurs inférieures a celles rencontrées en 1 jour, a I’exception des pastilles XG 600, XG 800,
AG 600 et AG 800 qui présentent des valeurs supérieures mais toujours tres inférieures au
contréle. En conclusion, comparées au contréle, les pastilles de verre xérogel et aérogel a des
concentrations de 200 mg/ml ne présentent pas une bonne compatibilité avec les cellules MG63.
La toxicité de ces poudres peut étre influencée par plusieurs facteurs comme les éléments libérés
par les pastilles de verre bioactif immergées dans le milieu de culture, d’ou une analyse ICP du
milieu d'immersion apres 1 et 7 jours est nécessaire pour comprendre la cause de la toxicité
observée. Les changements rapides du pH a la surface des pastilles peuvent également
influencer négativement la viabilité et la prolifération des cellules eucaryotes. Afin de vérifier
ces résultats, l'étude doit étre reconsidérée en utilisant une autre lignée cellulaire. Par
conséquent, il est nécessaire d'effectuer d'autres tests sur d'autres lignées cellulaires pour
confirmer les résultats et pour étudier les causes de cette toxicité, qui peut étre due au
changement de pH qu’induisent les pastilles de verre au moment de leur réaction avec le milieu
ou peut étre di a la concentration élevée des poudres de verre bioactif qui est de 200mg/ml dans
le milieu de culture [27-30]. La barre d’erreur un peu plus importante signifie qu’un ou plusieurs
échantillons ont présenté des réponses assez éloignées les unes des autres. Cela est

probablement di a un défaut d’homogénéité de la surface des pastilles.
11.2.1.2. Observation au MEB de la proléfiration des cellules MG63 sur les pastilles

La morphologie des cellules MG63 ensemencées sur les pastilles de verre bioactif pendant 1 et
7 jours est suivie par MEB. Les pastilles sont fixées avec 2,5% de glutaraldéhyde dans du PBS
a 4°C, rincées deux fois avec de I'eau distillée et déshydraté dans de I'éthanol gradué (70, 80,
90 et 100%) pendant 10 minutes dans chaque solution. Les pastilles sont ensuite revétues
d'or/palladium avant I'observation au MEB. Les figures 111.;1.13-15 ci-dessous présentent les
micrographies de la surface des pastilles en contact avec les cellules ostéoblastes MG63 apres

1 et 7 jours de culture.
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Figure 111.,1.13 : Micrographies MEB de la prolifération des cellules ostéoblastes MG63 sur
les pastilles de bioverre avant et aprés incubation pendant 1 et 7 jours : a- XG 400, b-XG
600, c- XG 800.
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Figure 111.11.14 : Micrographies MEB de la prolifération des cellules ostéoblastes MG63 sur
les pastilles debioverre avant et aprés incubation pendant 1 et 7 jours : d- AG 400, e-AG 600,
f- AG 800.
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Figure 111115 : Micrographies MEB de la prolifération des cellules ostéoblastes MG63 sur
les pastilles debioverre avant et aprés incubation pendant 1 et 7 jours : g-AGA 600 et h-AGM
600.

Les observations par la microscopie électronique a balayage (MEB) permettent de mieux
comprendre le mode de développement cellulaire au contact des pastilles de verre bioactif. Les
figures 111.,,.13-14 montrent la morphologie MEB des cellules MG63 ensemenceées sur les
pastilles de verre bioactif aprés 1 et 7 jours de contact. Apres 1 jour de culture, on constate
quelques cellules MG63 dispersées sur la surface des pastilles. Ces cellules sont attachées et
étalées, présentant une configuration plate et une morphologie normale. Au 7™ jour, le nombre
des cellules MG63 augmentent faiblement par rapport a 1 jour de culture et ne couvrent pas la
totalite de la surface des pastilles. Les cellules voisines ont maintenu un contact physique entre
elles par des extensions cytoplasmiques. La prolifération cellulaire observée sur les pastilles de
verre aérogel est significativement plus élevée que sur les pastilles de verre xérogel. Cela peut
étre expliqué par la réactivité importante des pastilles de verre aérogel, en libérant un produit

riche en silicium, stimulerant la prolifération des ostéoblastes. En raison de la morphologie des
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pastilles et du mode d’ensemencement, la répartition des cellules n’apparait pas homogene sur
la surface des pastilles. Nous pouvons observer des zones pour lesquelles les cellules sont
agglomérées et enchevétrées, alors que d’autres ne sont recouvertes que de quelques cellules
isolées. Nous constatons des différences notables de morphologie des cellules MG63 entre les
deux types de pastilles (xérogel et aérogel) : les cellules sont étalées et de nombreux filopodes
assurent I’ancrage des cellules sur la surface des pastilles. Nous pouvons constater deux types
de morphologie (pour les deux types de matériaux) : des cellules allongées qui semblent
accrochées a la surface au niveau de leurs extrémités essentiellement par 1’intermédiaire de ces
longs filopodes dans les pastilles xérogel et des cellules d’une morphologie arrondie avec un
aspect aplati dans les pastilles aérogels [31, 32].
Beaucoup de paramétres peuvent étre reliés a I’adhésion et a la prolifération des cellules sur des
biomatériaux : la composition chimique, I’énergie de surface, la rugosité, les micro- et nano-
topographie, la taille des cristallites, le pourcentage de porosité, notamment, sont susceptibles
d’induire des modifications de la réponse cellulaire a I’égard d’un biomatériau. Quelques
auteurs ont suggére que les concentrations ioniques en calcium et phosphate sont connues pour
avoir une action sur la prolifération, la différenciation ostéoblastique et la mortalité cellulaires.
Dans une gamme donnée, l’addition de calcium dans le milieu s’accompagne d’une
augmentation de la prolifération et de la différenciation ostéoblastique. Par contre, une
diminution de la concentration en calcium dans le milieu tout comme un exces d’ions calcium
et phosphore peuvent limiter la prolifération cellulaire et méme s’avérer toxique pour les
cellules aussi bien in vitro qu’in vivo [33-36].
On peut conclure, d’aprés les résultats de viabilité cellulaire et les observations MEB que les
poudres de verre bioactif xérogel et aérogel a une concentration de 200 mg/ml sont toxiques sur

les cellules ostéoblastes MG63.

11.2.2. Viabilité et prolifération des cellules fibroblastes NIH/3T3 des poudres de verre
bioactif : Test indirect

Afin de vérifier I’hypothése de I’influence de la concentration des poudres de verre bioactif sur
la viabilité cellulaire et le type de cellule. Des cellules fibroblastes embryonnaires de souris
NIH/3T3 sont choisies, nous avons utilisé le test de rouge neutre (Neutral Red assay : NR), qui

colore uniquement les cellules vivantes, afin d’évaluer leur viabilité [24, 25, 39, 40].
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11.2.2.1. Viabilité des cellules NIH/3T3 par le test neutral red des poudres de verre bioactif

Le protocole détaillé de ce test est présenté dans le chapitre Il. Les poudres de verre bioactif
xérogel et aérogel traitées & 600°C et 800°C sont séléctionnées pour évaluer la viabilité des
cellules fibroblastes NIH/3T3 par contact indirect (test sur extrait) a 1’aide de test
colorimétrique : le rouge neutre. Le test NR est basé sur la capacité des cellules saines a
incorporer dans leurs lysosomes le rouge neutre qui est un colorant supravital. Les cellules sont
cultivées avec les extraits des poudres de verre bioactif (100 mg/ml) pendant 24h, 48h et 72h.
La quantité de colorant NR incorporée par les cellules est évaluée par spectrophotométrie a 540
nm [41, 42]. Les résultats de viabilité cellulaire en fonction du temps de contact 24h, 48h et 72h
avec des facteurs de dilution de 1, 1/2, 1/10, 1/100 et 1/1000 sont présentés dans la figure
I11.1,.16.
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Figure 111.11.16 : Test de viabilité cellulaire NIH/3T3 des poudres de verre bioactif : XG 600,
AG 600, XG 800 et AG 800.
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L'activité métabolique des cellules fibroblastes NIH/3T3 est évaluée en exposant les cellules a
des extraits obtenus a partir de l'incubation des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel
traitées a 600°C et 800°C dans le milieu de culture pendant 24 h, 48 h et 72 h par le test de
Rouge Nutre. Les résultats de viabilité cellulaire présentés dans la figure 111.;,.16 montrent un
pourcentage de viabilité des extraits des poudres de verre bioactif & une concentration de 100
mg/ml qui varie entre 45 % et 65 % par raport aux contrdles. On constate aussi que les poudres
de verre xérogel et aérogel traitées a 600°C présentent un pourcentage de viabilité des cellules
NIH/3T3 supérieur a celui des poudres traitées a 800°C. Cependant, les échantillons de dilution
1/2 présentent des pourcentages de viabilité supérieure a 70 %, tandis que les autres dilutions
(1/10, 1/100 et 1/1000) montrent des pourcentages de 100 % ou plus. On peut voir aussi sur la
figure 111.,1.16 que les pourcentages de viabilité des extraits des poudres diminuent en fonction
du temps d’immerssion ce qui signifie que le milieu de culture est saturé en ions libérés par les
poudres de verre bioactif. Pour remédier a ce probléme, un changement du milieu de culture est
nécessaire au bout de 24 h ou 48 h d’immersion des poudres [39, 40, 43]. D’aprés ces résultats,
nous pouvons conclure que les poudres de verre bioactif xérogel et aérogel traitées a 600°C et
800°C a des concentrations de 50 mg/ml ne présentent aucune toxicité vis-a-vis des cellules
fibroblastes NIH/3T3. A plus forte concentration (100 mg/ml), les poudres de verre bioactif
sont toxiques sur les cellules NIH/3T3.
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Conclusion

Dans cette partie, les tests de bioactivité et de cytocompatibilité in vitro des pastilles et des
poudres de verre bioactif préparées a partir de xérogel et d’aérogel a différentes températures
de traitement et différents solvants sont réalisés. Les analyses que nous avons menées montrent
que la température de traitement et la méthode de préparation des poudres (xerogel et aérogel)
influent sur la vitesse de formation de la couche d’hydroxyapatite et la cytotoxicité vis-a-vis
des cellules ostéblastes MG63 et fibroblastes NIH/3T3. Les résultats du test de bioactivité ont
mis en évidence, le temps d’apparition de la couche d’hydroxyapatite carbonatée est d’un jour
pour les pastilles d’aérogel et de 3 jours pour les pastilles de xérogel. Des mécanismes couplés
de dissolution préférentielle aux joints de grains des pastilles et de précipitation seraient a
I’origine de cette couche néoformée. Sa synthése pourrait étre favorisée par la présence du
silicium qui induit une diminution de la taille des grains des matériaux occasionnant une
dissolution plus importante des pastilles de verre bioactif.

L’étude menée avec les cellules ostéoblastes MG63 indique que toutes les pastilles de verre
bioactif sont toxiques a une concentration de 200 mg/ml. Une étude complémentaire
d’évaluation de I’influence de la concentration des poudres de verre bioactif est souhaitable afin
de déterminer la concentration maximale de toxicité de ces poudres.

La culture des cellules NIH/3T3 sur des extraits des poudres de verre xérogel et aérogel traitées
a 600°C et 800°C a démontré que la concentration de ces poudres dans le milieu de culture est
un facteur tres important dans 1’évaluation de leur cytotoxicité. Les résultats ont montré que les
cellules sont viables a des concentrations de 50 mg/ml et ne présentent aucune toxicité.
Cepandant, les poudres de verre bioactif sont toxiques a une concentration de 100 mg/ml. Afin
de compléter I’étude du comportement biologique des poudres de verre bioactif élaborées, des

analyses ICP des extraits s’averent nécessaires.
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PARTIE I1l. EFFET ANTIBACTERIEN DES POUDRES DE VERRE BIOACTIF
XEROGEL ET AEROGEL

Diverses maladies dégénératives et inflammatoires des articulations et des os touchent des
millions de personnes dans le monde [1,2]. L'augmentation massive de la chirurgie des implants
articulaires et osseux est paralléle a I'augmentation des infections liées aux dispositifs médicaux
[3-7]. Les infections microbiennes liées a la contamination des dispositifs médicaux implantés
sont d’une complication clé qui conduit généralement a un échec d'implantation et elles ont un
impact significatif sur la santé publique [8-10]. De plus, la prise en charge des infections
associées aux dispositifs médicaux nécessite souvent une intervention chirurgicale ou/et une
utilisation a long terme d'une antibiothérapie intraveineuse ou orale, ce qui entraine une perte
osseuse et une morbidité engendrant de sérieuses limitations pour les patients dans leur vie
normale et leur bien-étre. Afin de remédier aux problémes de 1’augmentation des taux
d’infection des implants orthopédiques lors des chirurgies opératoires, des recherches
approfondies ont conduit au développement des verres bioactifs (BG) et de vitrocéramiques
avec une excellente biocompatibilité et bioactivité [2,11-15].

L’objectif de cette partie est de déterminer si les poudres de verre bioactif xérogel et aérogel
élaborées ont en plus de leurs bioactivité et biocompatibilité, un potentiel d'inhibition des
microorganismes pathogenes, pour remédier au probléme d'augmentation des taux d'infection.
Les micro-organismes utilisés dans ce travail sont les deux bactéries tres fréquentes :
Escherichia coli a GRAM négatif, et Staphylococcus aureus a GRAM positif et les deux
levures : Candida albicane et Candida krusei. Cette étude est détaillée dans la section suivante.

I11.1. Evaluation de ’activité microbienne des poudres de verre bioactif

I11.1.1. Micro-organismes utilisés

Dans cette étude, deux souches bactériennes Escherichia coli (E. coli) et Staphylococcus aureus
(S. aureus) communément associées a des infections hospitalieres ont été sélectionnées,
apparues apres une intervention chirurgicale afin de tester l'activité antibactérienne des
différentes poudres de verre bioactif elaborées. La bactérie Escherichia coli (E. coli) est une
bactérie a Gram négatif de la famille des entérobactéries, tres souvent étudiée. Elle constitue un
objet d’¢tude pour comprendre le fonctionnement des bactéries en général. Elle est
communément trouvée dans les intestins des mammiferes, y compris les étres humains et

présente une forte résistance aux antibiotiques. La bactérie a Gram positif pathogene
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Staphylococcus aureus (S. aureus), présente le risque le plus élevé d'infection postopératoire
en chirurgie réparatrice et en reconstruction osseuse [16-18]

Deux types de levures, Candida albicane (C. albicans) et Candida krusei (C. krusei) ont
également été étudiés. Candida albicans fait partie du microbiome humain normal. Chez la
plupart des individus, C. albicans est un commensal inoffensif a vie. Cependant, il peut
provoquer des infections allant d'infections superficielles de la peau a des infections
systémiques mettant la vie en danger. De plus, les personnes légérement immunodéprimeées
peuvent fréquemment souffrir d'infections récalcitrantes de la cavité buccale «candidose
buccale». Ces infections peuvent affecter I'oropharynx et/ou I'cesophage des personnes
présentant des dysfonctionnements du systéme immunitaire adaptatif. Le port de prothéses
dentaires et les ges avancés sont d'autres facteurs de risque de développement de ces infections
[19-21].

Candida krusei est décrit comme un agent causal d'infections fongiques disséminées chez les
patients sensibles et aussi une cause de candidose invasive (Cl), avec de nombreux cas rapportés
chez des patients atteints de leucémie apres une greffe de la moelle osseuse et un traitement par
fluconazole. De nombreux cas impliquaient des patients ayant subi une transplantation de
moelle osseuse et colonisés par C. krusei apres prophylaxie avec le fluconazole. La candidose
invasive (Cl) est une cause fréquente de morbidité et de mortalité chez les patients
immunodéprimés, y compris ceux qui ont subi une chimiothérapie a haute dose et ceux qui ont

subi une chirurgie abdominale étendue [19, 21-23].

111.1.2. Mise en contact des poudres avec les micro-organismes

Cette étape consiste a mettre les poudres de verre bioactif xérogel et aérogel en contact des
micro-organismes afin d’évaluer leurs activité antimicrobienne. Le protocole de mise en contact

est détaillé dans le chapitre 11.

111.1.2.1.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Afin de mieux évaluer Dl’activité microbienne, une étude est menée en déterminant la
concentration minimale inhibitrice (CMI) des poudres de verre bioactif sur la bactérie
Escherichia coli. La CMI est définie comme étant la plus faible concentration capable d’inhiber
toute croissance microbienne visible a I’ceil nu [24].

La bactérie Escherichia coli est cultivée avec deux poudres de verre bioactif xérogel et aérogel
traitées a 600°C (XG 600 et AG 600) pour évaluer leur concentration minimale inhibitrice. Les

concentrations des deux poudres testées étaient de 100, 50, 25, 12,5 et 6,25 mg/ml de milieu
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LB contenant 108 CFU / ml. Les cultures bactériennes sans poudres de verres ont servies de
témoins. Aprés 24 h, 48 h et 72 h de culture dans le milieu LB contenant des poudres de verre
bioactif, la croissance des bactéries est évaluée aprées culture sur des plaques de gélose a 37 °C
pendant 24 h. L'absence de croissance sur les plaques est un indicateur de l'effet bactéricide.
Apres 72h de culture, les suspensions ont été centrifugées et le surnageant est préleve pour les
mesures de pH. Les résultats de test de détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) des poudres de verre bioactif XG 600 et AG 600 sont présentés sur la figure I1.i.1.

@ Control AG-25 AG-50 AG-100
—8—XG-25 XG-50 —@—XG-100 —@—ref
1.00E+10
1.00E+09 _
1.00E+08 B 4
1.00E+07
£ 1.00E+06 ¢ 4 4
O 1.00E+05
L
> 1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00
0 24 48 72
Temps de contact avec E. coli (h)
Figure I11.;1.1 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) des poudres de verre bioactif XG

600 et AG 600 en contact avec la bactérie E. coli.

L'activité antibactérienne des poudres de verre bioactif XG 600 et AG 600 contre la bactérie E.
Coli présentée dans la figure I11.;1.1 montre que le niveau d’activité le plus élevé est enregistré
pour la poudre XG 600 a des concentrations de 25 mg/ml, 50 mg/ml et 100 mg/ml et la poudre
AG 600 avec une concentration de 100 mg/ml aprés 24 h de contact avec E. Coli. Aprés 48 h
et 72 h d'exposition, la poudre XG 600 montre une activité antibactérienne a des concentrations
de 50 mg/ml et 100 mg/ml. Contrairement a la poudre AG 600 qui ne présente aucune activité
antibactérienne apres 48 h et 72 h pour toutes les concentrations. Ces résultats révelent que la
bactérie E. Coli est plus sensible a la poudre XG 600 qu’a la poudre AG 600 avec des valeurs
des CMI allant de 50 a 100 mg/ml aprés 24 h.
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111.1.2.2. Mesure du pH de la suspension de culture (poudres et E. coli)

Apres 72 h de contact avec les deux poudres de verre bioactif XG 600 et AG 600, 1 ml de
chaque concentration est placé dans des eppendorfs et centrifugé a 100 rpm pendant 5 min. Les
surnageant sont ensuite réecupérés pour mesurer leurs pH. Les valeurs du pH sont énumérées

dans le tableau I11.111.1 ci-dessous. Le pH du milieu initial (milieu LB) est de 7.2 £ 0.2.

Tableau I11.m.1 : Valeurs du pH des suspensions de poudre de verre XG 600 et AG 600 en
contact avec E. coli aprés 72h

Echantillons | controle | AG 600 | AG 600 | AG 600 | XG 600 | XG 600 | XG 600
(25) (50) (100) (25) (50) (100)
pH 8,75 8.85 8.66 8.94 8.93 9.01 9.16
Le suivi du pH de la suspension bactérienne est représentée dans le tableau I11.;;.1 qui montre

1’évolution significatif du pH pendant 72 h de culture pour les deux poudres XG 600 et AG 600.
Les valeurs du pH augmentent significativement pour la poudre XG 600, contrairement a la
poudre AG 600 qui n’augmente pas beaucoup en comparant au control. La poudre XG 600 a
des concentrations de 50 mg/ml et 100 mg/ml a maintenu une valeur de pH élevée (environ 9,1)
pendant la période d'incubation et a montré un fort effet d'inhibition sur la croissance de la
bactérie E. Coli.

Les résultats de cette étude montrent que le potentiel antibactérien et I'acidité de la poudre de
verre bioactif XG 600 a une concentration de 50 mg/ml a un effet plus important en inhibant
completement la croissance de la bactérie E. Coli pendant la période d'incubation de 24 h, 48 h
et 72 h par rapport a la poudre de verre bioactif AG 600 a une concentration de 100 mg/ml. Une
étude réalisée par Eveliina Munukka et al [25] ont révélé que 8 verres bioactifs (MBG0103,
MBGO0118, MBG0123, S53P4, 13-93, H2—02, CaPSiO, CaPSiO Il) avaient un effet inhibiteur
bactérien a la concentration de 100 mg/ml, et seul le S53P4 était efficace a une concentration
plus faible (50 mg/ml). L'action possible du verre bioactif contre la bactérie E. Coli provient
principalement de I'élévation du pH et la libération d'ions (calcium, silicium et phosphore) dans
le milieu de culture. Lorsque le verre bioactif entre en contact avec un milieu aqueux, les ions
du matériau sont libérés et conduisent a une augmentation du pH, créant un environnement
alcalin qui inhibe la croissance bactérienne. L'effet antibactérien des verres bioactifs sans aucun
ion antibactérien s'explique principalement par I'augmentation du pH du milieu et la libération

importante des ions dans le milieu, considéré comme bactéricide [26-30].

p. 135



PARTIE III. EFFET ANTIBACTERIEN DES POUDRES DE VERRE BIOACTIF XEROGEL ET AEROGEL

111.1.2.3 Mise en contact des poudres du xérogel et d’aérogel avec divers microorganismes

Apres la déetermination de CMI, une culture fraiche du micro-organisme est diluée avec du
bouillon nutritif stérile (Luria Bertani (LB) pour E. coli et S. aureus et Yeast Extract Dextrose
(YEPD) pour C. albicans et C. krusei) pour obtenir une concentration finale d’environ 10° CFU
/ ml pour E. coli, 108 CFU/mI pour S. aureus et 10’ CFU / ml pour C. albicans et C. krusei. Les
suspensions sont directement incisées sur les poudres de verre bioactif (100 mg de poudre de
verre bioactif / ml de la suspension du micro-organisme) et les échantillons sont incubés a 37°C
pendant 24h, 48h et 72 h d'incubation. Le nombre d'unités de colonies formant (CFU) est
déterminé par une série de dilutions. Les tubes qui ne contiennent pas de poudres de verre
bioactif sont considérés comme témoins. Les étapes de la culture microbienne des poudres de

verre bioactif sont illustrées dans le diagramme suivant :

Préparation des souches microbiennes : E. coli, S.
aureus, C. albicane et C. krusei

U

Mise en culture pendant 12h a 37°C

4

Stérilisation des échantillons (poudres de verre)

L

Mise en contact des poudres de verre bioactif et
des microorganismes (24h, 48h et 72h)

!

Détermination de la viabilité microbienne
CFU/ml.

Figure 111.11.2 : Protocole d’élaboration de test de culture microbienne des poudres de verre

bioactif.
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111.2. Effet antimicrobien des poudres de verre bioactif

Les effets bactériostatiques des poudres de verre bioactif sont déterminés en effectuant un
comptage viable apres exposition de la colonie bactérienne aux poudres pendant une période
de temps de 24 h, 48 het 72 h.

111.2.1. Effet antimicrobien des poudres de verre bioactif traitées thermiquement

Les résultats des tests effectués sur les poudres de verre xerogel et aérogel traitées
thermiquement a 400°C, 600°C et 800°C en contact avec les différents microorganismes

pendant 24 h, 48 h et 72 h, sont présentés dans les figures suivantes :

[ E. Coli I Control [l XG 400 [ XG 600 M XG 800 | 1E119 [ E Coli IS Control I AG 400 [N AG 600 I AG 800
1E10

1000000

g g

Croissance bactérienne {UFC)
Croissance bactérienne (UFC)
=]

8
(=]

-10 0 10 20 30 40 50 80 70 80 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps d'incubation (h) Temps d'incubation (h)

Figure 111,113 : Croissance de la bactérie E. Coli sur les poudres de verre bioactif : XG 400,
XG 600, XG 800, AG 400, AG 600 et AG 800.
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Figure 111.1n.4 : Croissance de la bactérie S. Aureus sur les poudres de verre bioactif : XG
400, XG 600, XG 800, AG 400, AG 600 et AG 800.
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Figure 111.111.5 : Croissance du candida krusei sur les poudres de verre bioactif : XG 400, XG

600, XG 800, AG 400, AG 600 et AG 800.
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Figure 111.111.6 : Croissance de la condida albicans sur les poudres de verre bioactif : XG

400, XG 600, XG 800, AG 400, AG 600 et AG 800.

Nous avons examiné les effets antimicrobiens de six poudres de verre bioactif xérogel et aérogel
dérivés sol-gel et traitées a 400°C, 600°C et 800°C. Les poudres de verre bioactif testés ont
inhibé la croissance des microbiens. La concentration et le temps nécessaire a I'effet
antibactérien varient en fonction du type de poudre (xérogel ou aérogel) et du traitement
thermique des poudres (400°C, 600°C et 800°C). L'effet varie également entre les especes
microbiennes. Les figures I11.;11.3-6 montrent l'effet de destruction dépendant du temps de
population de microorganismes en phase dynamique (sous agitation) par une concentration
bactéricide de 100 mg/ml de poudres de verre bioactif. La poudre XG 400 montre une activité
antibactérienne apres 24 h de culture mais pas a 48 h et 72 h sur E. coli et S. aureus. Cependant,
cette poudre n’a pas d’effet sur C. krusei et C. albicans. Les poudres XG 600 et XG 800 ont un

bon effet bactériostatique sur tous les microorganismes et atteignent une limite de détection
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apres 24 h pour E. coli et C. Krusei et 48 h pour S. aureus et C. albicans. D'autre part, les
poudres AG 400 et AG 600 n'ont qu'un faible effet inhibiteur sur C. krusei et C. albicans, mais
elles ne présentent aucun effet antibactérien sur E. coli et S. aureus. La poudre AG 800 montre
un bon effet antibactérien sur tous les microorganismes avec une limite de détection atteinte
apres 24 h pour C. krusei, 48 h pour E. coli et 72 h pour C. albicans. En conclusion, les poudres
de verre bioactif plus efficaces sont XG 600, XG 800 et AG 800, car elles inhibent la croissance
de tous les pathogénes, méme les plus résistantes. Les poudres de verre bioactif élaborées
peuvent inhiber ou au moins réduire la croissance de tous les microorganismes.

Ces résultats sont attendus, car les poudres de verre bioactif libérent généralement des ions tels
que le calcium, le phosphate et le silicate dans des conditions aqueuses et leur libération éleve
le pH et la pression osmotique de I'environnement. Un autre facteur peut étre les fortes
concentrations de calcium et d'alcalin susceptibles d'étre libérées des poudres qui peuvent
perturber le potentiel membranaire des microorganismes [25, 31-34]. Dans cette étude, les
poudres dérivées sol-gel (poudres XG 600, XG 800 et AG 800) ont de bons effets
antibactériens. Cela contraste avec les résultats de Catauro et al. [35] qui ont montré qu'un
matériau sol-gel n'a de propriété antibactérienne que s'il contient des ions d'argent. La
concentration de la matiére bioactive dans leur étude était a peu prés la méme que dans la nétre,

mais sa composition chimique était différente de la nétre.
111.2.2. Influence du solvant sur I’effet antibactérien des poudres de verre aérogel

Le critére antimicrobien est également étudié en changeant le solvant dans le cas des poudres
de verre bioactif aérogel (Ethanol, Acétone et Méthanol) traitées a 600°C et nous les avons
comparées aussi a la poudre XG 600. Les résultats des tests effectués avec divers
microorganismes pendant la période d’incubation 24 h, 48 h et 72 h sont présentés dans la figure

I1.11.7 suivante :
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Figure 111.111.7 : Croissance des microorganismes (E. coli, S. aureus, C. krusei et C. albicans)
sur les poudres de verre bioactif : XG 600, AG 600, AGA 600 et AGM 600

La figure I11.11.7 montre I'effet de destruction de divers microorganismes (E. coli, S. aureus, C.
krusei et C. albicans) au contact avec une concentration bactéricide de 100 mg/ml de poudres
de verre bioactif (XG 600, AG 600, XG 800, AGA 600 et AGM 600). Les résultats montrent
que la poudre XG 600 a un effet antimicrobien aprés 24 h de culture sur tous les
microorganismes, contrairement aux poudres aérogel qui présentent une faible activité
antibactérienne. La poudre aérogel avec le solvant éthanol (AG 600) présente un faible effet sur
C. albicans et C. krusei apres 72 h de contact. La poudre avec le solvant acetone (AGA 600)
montre une inhibition significative de la formation de colonies bactériennes aprés 48 h de
culture avec C. krusei et 72 h pour C. albicans. D’autre part, la poudre avec le solvant méthanol
(AGM 600) montre une bonne inhibition de la croissance bactérienne sur E. coli, apres 48 h et
un effet réduit sur C. albicans et C. krusei aprés 72 h de contact. Ces differents resultats peuvent
étre expliqués par le type de solvant utilisé qui influence la vitesse de dissolution de ces poudres

et le pH du milieu.
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111.3. pH des poudres avec et sans contact avec les microorganismes

Le pH des poudres de verre bioactif dans les milieux de culture avec et sans présence des
microorganismes (bactéries et levures) est mesuré aprés 72h de culture afin d’évaluer le
potentiel antibactérien des poudres de verre xérogel et aérogel élaborées. Les résultats sont
regroupés dans le tableau I11.11.2.

Tableau I11.111.2 : pH des poudres de verre bioactif avec et sans présence de bactéries et de

levures aprés 72 h

Simples / pH Control | XG XG XG AG AG AG AGA | AGM
400 | 600 |800 | 400 600 800 600 600

LB+ PB 7.02 756 |889 |9.06 |844 8.61 8.70 8.73 8.70
LB+ PB +E. coli | 8.58 784 1894 |9.15 |833 8.54 8.69 8.54 8.35
LB+PB+S. 8.53 7.76 | 892 |9.10 |8.33 8.61 8.67 8.52 8.69
aureus

YEPD+PB 6.38 737 | 868 |886 |8.29 8.58 8.65 8.72 8.57

YEPD+PB+C. 6.04 741 |8.34 |8.33 |8.25 8.41 8.19 8.05 8.07
krusei

YEPD+PB+C. 7.62 7.18 |8.65 |8.69 |8.30 8.71 8.79 8.74 8.76
albicans

La variation du pH des poudres de verre bioactif dans le milieu de culture avec et sans bactérie
et levure apres 72h est présentée dans le tableau I11.;1.2. Les résultats montrent que les valeurs
du pH augmentent dans toutes les poudres par rapport au témoin (control) dans les milieux LB
et YEPD sans bactéries. D'autre part, le pH des poudres dans les milieux de culture avec des
microorganismes augmente également par rapport au témoin pour les poudres qui avaient une
activité antibactérienne et diminue dans les poudres, qui ne possédent pas d’effet antibactérien.
Ceci peut s'expliquer par la solubilité des particules de verre bioactif qui favorisent la libération
d'ions tels que le calcium, le phosphate et le silicium dans le milieu de culture. En effet, l'activité
antibactérienne des poudres de verre bioactif résulte de plusieurs facteurs tels que les valeurs
du pH élevées et des effets osmotiques provoqués par la concentration non physiologique d'ions
dissous par le verre bioactif.

De plus, I'activité antibactérienne des poudres de verre bioactif est fortement influencee par sa
composition chimique [25, 36, 37]. Les poudres de verre avec une teneur plus élevée en calcium
ont un effet antibactérien plus important sur les microorganismes que sur celles avec des
quantités plus faibles d'oxyde de calcium. Le pH du milieu diminue aussi avec la dissolution de

la silice conduisant a moins d'effet antibactérien [36-38].
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Conclusion

Dans cette partie, I'objectif etait d'évaluer I'influence du traitement thermique des poudres de
verre bioactif xérogel et aérogel préparées par le procédé sol gel et le type du solvant utilisé
dans le cas des poudres de verre bioactif aérogel sur leurs effet antibactérien vis-a-vis de quatre
microorganismes (E. coli, S. aureus, C. albicans et C. kusei). Selon les especes, la concentration
des poudres et la durée d'exposition nécessaire a I'effet bactéricide variaient. Les résultats de
cette recherche soutiennent I'idée que le potentiel antibactérien dans ces poudres dépend du type
de solvant utilisé et du traitement thermique de ces dernieres. Les poudres les plus efficaces
dans cette étude sont XG 600, XG 800 et AG 800, car elles inhibent la croissance de tous les
pathogénes testés apres 24 h. Alors que, la poudre XG 400 a un effet antibactérien sur E. coli
et S. aureus seulement pour 24 h. Cependant, les poudres AG 400 et AG 600 ont de faibles
effets inhibiteurs sur C. krusei et C. albicans. La poudre AGA 600 a montré une inhibition
significative de la formation de colonies microbiennes aprés 48 h sur C. krusei et 72 h pour
C. albicans. D'autre part, la poudre AGM 600 a un bon effet inhibiteur sur la croissance
bactérienne d' E. coli apres 48 h, et un effet réduit sur C. krusei et C. albicans aprés 72 h
d'exposition. Nous concluons également que le résultat du test d'efficacité antimicrobienne

dépend essentiellement de la quantité et de I'état vital des bactéries inoculées.

Dans cette partie, nous avons étudié des especes microbiennes pouvant provoquer des infections
a la surface des prothéses et autres dispositifs artificiels introduits dans le corps. Ces résultats
peuvent étre utilisés, par exemple, pour développer des revétements de surface antibactériens
pour ces dispositifs afin d'aider a empécher les tissus qui les entourent d'étre infectés et ainsi,
d'empécher le rejet des dispositifs et la propagation de I'infection.
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PARTIE IV. DEPOT ELECTROPHORETIQUE DES POUDRES DE VERRE BIOACTIF
SUR DES SUBSTRATS EN ACIER INOXYDABLE 316L

Les poudres de verre bioactif élaborées et étudiées dans les parties précédentes, sont utilisees
pour un comblement. Ces poudres servent aussi pour le revétement des protheses métalliques.
Les prothéses metalliques mises en place dans le corps humain subissent des modifications
entrainant le transfert d’éléments métalliques dans I’organisme avec ou sans dégradation de
I’implant métallique qui conduit aux descellements d’implants [1].

Le but de cette partie de 1’étude consiste a élaborer des revétements prothétiques via la méthode
d’électrophorese afin de remédier a ce probleme de descellement.

La technique de dépdt électrophorétique (EPD) est établie pour synthétiser des dépdts de
matériaux céramiques a partir des solutions aqueuses et non aqueuses, c’est un procédé rentable
et efficace pour obtenir une épaisseur de dép6t homogene. Le processus est influence
principalement par la taille des particules, la concentration du matériau de revétement dans la
solution, le pH de la solution, le voltage et le temps de dépdt [2]. Une étude détaillée réalisée
sur le dép6t électrophorétique des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel traitées a 600°C,
a partir d'une solution aqueuse, sur un substrat en acier inoxydable 316L a été rapportée dans
cette partie. L'enquéte s'est principalement limitée a identifier les conditions appropriées pour
atteindre une efficacité de dépét maximale pour un revétement complet du substrat métallique
avec une épaisseur uniforme. Les revétements électrophorétiques sont réalisés en utilisant une
concentration de poudres de verre bioactif dans la solution aqueuse de 5% (% en poids) avec
une taille des particules de 38um, le voltage de 10 V, le pH de la solution entre 12.5-13 et le
temps de dép6t de 15 min.

Cette partie est divisée en deux sections, la premiére est consacrée a la caractérisation des
substrats d’acier inoxydable 316L utilisées et la deuxieme présente les résultats de la synthese
des revétements prothétiques par la méthode d’électrophorése ainsi que leurs caractérisations

physico-chimiques.

IV.1. Caracteristiques du substrat utilisé, acier inoxydable 316L

Avant d’entamer la partie d’élaboration des revétements électrophorétiques des poudres de
verre bioactif xérogel et aérogel, nous caractérisons d'abord les substrats d’acier inoxydable
316L sélectionnés (noté 316L SS), en utilisant les méthodes de caractérisations tel que MEB-
EDS, DRX et profilométrie, afin d’évaluer leurs état de surface et les éléments chimiques les

constituants. L'acier inoxydable 316L est choisi comme matériau de base pour les revétements
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prothétiques en poudres de verre bioactif, en raison de sa résistance mecanique tres élevée, de

sa rigidité et de son faible codt [3, 4].
IV.1.1. Préparation des substrats 316L SS

Les substrats en acier inoxydable 316L sous forme de plaques de dimensions de 30x10%2 mm,
sont polis en utilisant une polisseuse, munit d’un disque pour la fixation des différents papiers
de polissage (papier abrasif Si-C) de dimensions 120 et 1000 dans le but d’étudier 1’influence
de I’état de surface sur la morphologie des dépots de poudres de verre bioactif. Les plagques
d’acier 316L polis sont ensuite nettoyées a une température ambiante dans un bain a ultrasons.
Le traitement ultrasonique des plaques s’effectue par un lavage dans 1’cau distillée, 1’acétone,
I’éthanol et I’eau distillée, respectivement, pour un temps de 15 min dans chaque solvant, afin
de retirer les débris de polissage ainsi que toute particule de poussiere et de substances
organiques résiduelles. Enfin les plaques sont séchées dans 1’étuve a une température de 150°C
durant 10 min avant d’étre caractérisées et utilisées comme cathode dans le dispositif

électrophorétique.

IV.1.2. Caractérisation du substrat : ’acier inoxydable 316L

Les substrats d’acier inoxydable 316L polis a 120 et 1000 sont caractérises par la diffraction
des rayons X, MEB-EDS et par la profilométrie. Les résultats de ces analyses sont discutés dans

la section suivante.

IV.1.2.1. Analyse par DRX du substrat

Les différentes phases cristallines présentées dans le substrat d’acier inoxydable 316L sont
analysées et identifiées par diffraction des rayons X. Le diffractogramme obtenu est présenté

dans la figure I11.1v.1 ci-dessous :
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Figure I11.1v.1 : Diffractogramme de la plaque d’acier inoxydable 316L

Le diffractogramme des rayons X de substrat d’acier inoxydable 316L présenté sur la figure
I11.v.1 montre trois principaux pics situés a 20=43.5°, 260=50.7° et 20=74.7° correspondent

principalement aux éléments Fer, Chrome et Nickel, respectivement [3-5].
1VV.1.2.2. Analyse morphologique et composition élémentaire MEB-EDS des substrats

La morphologie et I’analyse élémentaire de la surface des substrats non revétu sont étudiées et
évaluées en utilisant un microscope électronique a balayage couplé a la spectroscopie de rayons
X a dispersion d’énergie (MEB-EDS). Les figures Ill.v.2 (a et b) et 1ll.,v.3 présentent les
micrographies MEB avec le spectre EDS de la surface de substrat acier inoxydable 316L apres

polissage a 120 et 1000 et lavage aux ultrasons.

HYV M m HV det | mode
).0 kV | E im k {s] |50 OkV ETD| SE |1 37 | SE| 1000

Figure 111.1v.2 : Morphologies MEB des plaques d’acier 316L SS polies : a- polie a 120 et b-
polie a 1000.
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La figure I1l.;v.2 (a et b) illustre les micrographies MEB des substrats d’acier inoxydable 316L
apres polissage a 120 et 1000, respectivement. Les micrographies du substrat non revétu
montrent quelques microfissures (des rayures paralleles les unes aux autres) a la surface des
deux substrats. Cependant, le substrat poli a 120 illustre en plus des rayures des zones avec des

défauts profonds.

Substrat en acier inoxydable 316L

Fe

Fe

Ni si Mo Mn Ni

Kev

Figure 111.1v.3 : Spectre d'analyse EDS de substrat d’acier inoxydable 316L SS

Le spectre EDS de substrat d’acier inoxydable 316L présenté sur la figure IV.3 montre des
bandes intenses relatives aux principaux €léments constituants le substrat : Fe, Cr et Ni. Le
spectre indique également la présence des pics avec des intensités faibles telles que le Mn, Mo
et Si [6]. Les différents éléments detectés par I’analyse chimique (EDS) avec leurs

quantifications sont illustrés dans le tableau I11.,y.1.

Tableau I11.1v.1. Composition chimique du substrat 316L SS.
Eléments Mo Mn Cr Ni Fe

% massique 2.25 2.16 17.43 10.10 68.06

IV.1.2.3. Rugosité des substrats d’acier inoxydable 316L.

La rugosité des substrats est un facteur important affectant la morphologie des revétements
déposés. Au cours de cette premiére partie, les parameétres de rugosité de surface des substrats
en acier inoxydable 316L aprés polissage a 120 et 1000 et lavage aux ultrasons sans revétement
sont mesurés et déterminés en utilisant le profilométre optique de surface (Chapitre II). Les

résultats sont représenteés dans le tableau I11.,v.2 suivant :
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Tableau I11.1v.2. Rugosité des substrats 316L SS polis a 120 et 1000.
Substrats Plaque 120 Plaque 1000

Rugosité (um) 0.35 0.20

Les valeurs de la rugosité moyenne arithmétique (Ra) des substrats 316L SS aprés polissage a
120 et 1000 sont de 0.35 um et 0.20 um, respectivement [7]. Ces résultats sont en accord avec

les micrographies MEB, les plaques polies a 1000 sont qualifiées comme surface miroir.

IV.2. Revétements prothétiqgues déposés sur des substrats en acier 316L par

électrophorese

La préparation de la surface des substrats de 1’acier inoxydable 316L est importante dans le but
d’obtenir une surface propice a I’accueil du revétement prothétique. Apres traitement de surface
de ces substrats, des revétements de poudres de verre bioactif xérogel et aérogel traitées a 600°C
ont été mis en place via le procédé d’électrophorése. Par la suite, la chimie, la structure et la

topographie des revétements ainsi que leur résistance a la corrosion ont été investiguées.

IV.2.1. Potentiel Zeta des poudres de verre bioactif

Avant I’¢laboration des revétements en poudre de verre bioactif, la charge des particules de
verre bioactif en fonction du pH (volume d'ammoniaque ajouté) a été étudiée.

La charge de surface des particules de verre bioactif préparées est caractérisée en mesurant le
potentiel z&ta (chapitre 11). Des mesures de potentiel zéta ont été effectuées sur des suspensions
de poudre de verre bioactif a différentes valeurs du pH. Les résultats des valeurs du potentiel
zéta en fonction des valeurs du pH des suspensions de particules de verre bioactif xérogel et

aérogel sont présentés sur la figure 1l1.1v.4 ci-dessous.
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Potentiel zéta (mV) de la suspension de poudre XG Potentiel zéta (mV) de la suspension de poudre AG
600 en fonction de pH de la solution 600 en fonction de pH de la solution
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Figure I11.1v.4 : Potentiel zéta des suspensions de particules de verre bioactif xérogel et

aérogel en fonction du pH de la solution d’ammoniaque ajouté.

Le potentiel zéta (C) est utilisé pour évaluer les forces d'interaction entre les particules. Une
valeur du potentiel zéta supérieure a £ 30 mV est souvent considérée comme suffisante pour
obtenir une suspension stable. Des mesures sont effectuées sur des suspensions des poudres de
verre bioactif xérogel et aérogel calcinées a 600°C. La figure Ill.;v.4 trace les résultats du
potentiel zéta  recueillis en fonction du pH pour les poudres sélectionnées (XG 600 et AG
600). Les résultats montrent que les particules de XG 600 ont une valeur de potentiel zéta de
-7.09 mV et un pH de 9.88 sans ajout de la solution d’ammoniaque et une valeur de -29.63 mV
pour un pH de 12.62. Les particules d’AG 600 présentent une valeur du potentiel zéta de -9.15
mV pour un pH de 9.77 sans ajout de la solution d’ammoniaque et une valeur de -30.57 mV
pour un pH de 12.21. Avec l'augmentation du pH, les valeurs du potentiel zéta { deviennent
progressivement plus négatives, avec des valeurs absolues atteignent des potentiels zétas
approximatifs de 30 mV pour un pH de 12. Le potentiel zéta dépend essentiellement de la
polarité de surface. Malgré cela, la taille des particules est susceptible d'affecter la mobilité
électrophorétique, car la gravité confére au mouvement une composante verticale qui devienne

plus importante pour les grosses particules [8].

1V.2.2. Processus de dépdts par électrophorese des poudres de verre bioactif

Le processus de déposition éléctrophorétique des poudres de verre bioactif sur les plaques
d’acier 316L SS préparées prealablement est décrit dans le chapitre Il. Le processus
d’électrophorese est effectué en mélangeant 5% en masse de poudre de verre bioactif (xérogel
et aérogel) avec I’eau distillée. La solution est agitée aux ultrasons pendant 30 min puis le pH

est ajusté entre (12,5 et 13) avec une solution d’ammoniaque (NHsOH) a température ambiante.
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Le substrat d’acier 316L (cathode) est immergé verticalement dans la suspension entourée
d’une grille en acier inoxydable 316L (anode).

Apreés la réalisation de plusieurs dépbts avec les plaques en acier inoxydable polies a différentes
gammes (120, 400, 600, 800 et 1000), différents voltages (5 et 10V) et temps de dépdt (15, et
60 min). Une analyse MEB est réalisée afin de distinguer 1’état des dépots et d’optimiser les
parametres. Apres les observations MEB des différents dépbts obtenus avec différents
parametres, nous avons choisi les paramétres suivant pour la suite de notre étude. Les tests
d’¢électrophoreses sont réalises sur des substrats 316L SS polis a 120 et 1000, sous agitation
magnétique en appliquant une tension de 10 V pendant un temps de 15 min et le pH de la
suspension est ajusté entre 12.5 et 13 avec 1’ajout d’ammoniaque. Les dépots obtenus sont

séchés a température ambiante puis calcinés sous vide a 500°C pendant 1 h.

AG 600 P120 G 600 P120

AG 600 P1000

Figure 111.\v.5 : Montage expérimental utilisé pour I’élaboration de revétements prothétiques

par électrophorése et les revétements obtenus apres déposition.

La figure Ill.v.5 montre le dispositif utilisé pour 1’élaboration des revétements
électrophorétiques, ainsi que les revétements obtenus apres dépositions des poudres XG 600 et
AG 600 sur les substrats 316L SS polis a 120 et 1000. Les dép6ts obtenus sont calcinés sous
une atmospheére inerte a 500°C pendant 1h afin d’améliorer leur adhérence au substrat.

1VV.2.3. Caractérisation physico-chimique des revétements réalisés

La structure et la morphologie des revétements en poudres de verre bioactif élaborés sont
analysées par la diffraction des rayons X (DRX), la spectroscopie d'absorption infrarouge
(FTIR) et la microscopie électronique a balayage (MEB) combinée a la spectroscopie de
dispersion des rayons X (EDS). L’épaisseur, la rugosité et la résistance a la corrosion de ces

revétements sont également présentées et discutées.
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IV.2.3.1. Analyse DRX des revétements en verre bioactif

La pureté de phase des poudres de verre bioactif synthétisées et déposées par électrophorese
sur les substrats 316L SS est analysée par DRX. La figure I11.1v.6 montre les diagrammes DRX
des substrats 316L SS polis a 120 et 1000 revétus de poudres XG 600 et AG 600 obtenus par
dépbt électrophorétique a un potentiel constant de 10 V durant 15 min et aprées frittage sous

vide.
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Figure 111.,v.6 : Diffractogrammes des revétements en verre bioactif sur les substrats en
acier inoxydable 316L SS poli a : 120 et 1000.

L’analyse des diagrammes de diffraction des rayons X (figure Ill.;v.6) des différents
revétements des poudres de verre bioactif xérogel et aérogel traitées a 600°C met en évidence
de larges réflexes, attribués a la structure amorphe des poudres de verre bioactif [9, 10]. Les
trois pics observés a 26=43.5°, 20=50.7° et 26=74.7° correspondent principalement aux
éléments Fer, Chrome et Nickel, respectivement constituant le substrat 316L SS. Les
diffractorgammes ne présentent aucune transformation cristalline ce qui confirme la nature

stable (amorphe) des revétements en verre bioactif formés apreés traitement thermique [5, 11].
1VV.2.3.2. Analyse IRTF des revétements de verre bioactif

L’analyse IRTF est une méthode tres utile pour l'identification de groupes fonctionnels
inorganiques. Les revétements en poudres de verre bioactif XG 600 et AG 600 sont analysés

par IRTF, les spectres enregistrés sont présentes dans la figure 1.7 :
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Figure 111.,v.7 : Spectres IRTF des revétements de verre bioactif sur les substrats en acier
inoxydable 316L SS : a- XG 600 (SIC 120), b- AG 600 (SIC 120), c- XG 600 (SIC 1000) et d-
AG 600 (SIC 1000).

Les spectres IRTF des revétements des poudres de verre bioactif présentés sur la figure 111.,v.7
montrent des bandes caractéristiques des poudres de verre bioactif utilisées (chapitre 11, partie
). Les bandes intenses vers 1036 et 1082 cm™ correspondent aux vibrations d’élongation
asymétrique du groupement Si-O-Si, celles entre 785 et 790 cm™ au mode d’élongation
symétrique Si-O-Si alors que les bandes d’absorption autour de 453-463 cm™* sont attribuées au
mode vibrationnel de la flexion de Si-O-Si indiquant que tous les revétements sont
essentiellement composés de réseau Si-O-Si [12-14]. Aucun pic autre que les pics constituant
le verre bioactif n’est observé, ce qui prouve que les revétements sont principalement constitués

de poudres de verre bioactif mises en suspension lors du dépot éléctrophorétique.

1V.2.3.3. Analyse MEB-EDS des revétements de verre bioactif

Les figures I11.iv.8 et 111.1v.9, présentent les micrographies MEB et les spectres EDS obtenus
sur des revétements électrophorétiques des poudres XG 600 et AG 600 déposés sur les substrats
316L SS polis a 120 et 1000 et calcinés sous vide a 500°C. Le potentiel appliqué est de 10 V
pendant 15 min.
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a- XG 600 (SIC 120) : b- AG 600 (SIC 120)
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Figure 111.1v.8 : Morphologies MEB des revétements en verre bioactif sur les substrats en
acier inoxydable 316L SS poli a : 120 et 1000

Les micrographies MEB montrent que les revétements élaborés avec la poudre XG 600 ont une
surface continue avec un maillage de minuscules pigdres allongées (figure I1l.1v.8 ; a, c).
Cependant, des fissures caractéristiques apparaissaient a la surface des revétements élaborés
avec la poudre AG 600 (figure 111.1v.8 ; b, d). On remarque aussi que les revétements sur les
substrats polis a 1000 sont plus homogénes que ceux élaborés sur les plaques polies a 120. Les
fissurations observées est le résultat, entre autres, de tensions contractiles apparaissant dans les
revétements durant le traitement thermique. On peut supposer que la présence de telles
fissurations sur la surface de l'implant peut avoir un effet positif sur la biointégration de
I'implant, les ostéoblastes vont facilement s'installer, proliférer et synthétiser des protéines qui
constituent une origine du tissu osseux [15]. La présence de telles fissurations peut aussi

engendrer le détachement de la couche de poudre de verre bioactif déposée et la possibilité de
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passage des éléments de I’acier en solution qui peut avoir un effet négatif sur la biointégration

de I'implant.
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Figure 111.1v.9 : Spectres d'analyse EDS des revétements de verre bioactif sur les substrats en
acier inoxydable 316L SS poli a : 120 et 1000.

Les analyses EDS des revétements des poudres XG 600 et AG 600 présentées dans la figure
I11.v.9, révélent la présence de silicium, calcium, phosphore et oxygene correspondant aux
différents éléments composant le verre bioactif introduit lors de I'étape de déposition et aucun
autre pic n’est observé. Les pics caractéristiques du substrat ont disparu ; ceci peut étre expliqué

par la formation de dép6t de poudre de verre bioactif sur la surface des substrats [16-18].
IV.3.4. Rugositeé et épaisseur des revétements par profilometre

La rugosité finale des dépdts dépend de la rugosité initiale du substrat et des conditions
expérimentales choisies pour le dépbt. Dans notre étude, la rugosité initiale est fixée par le
polissage du substrat 316L SS (120, 1000), et la rugosité finale qui évolue essentiellement en
fonction du potentiel appliqué (10 V), qui est également lié a I'épaisseur de dépot, au temps de
dépdt (15 min) et au type de poudre utilisée (XG 600, AG 600). Chaque mesure est repétée trois
fois et les valeurs des parameétres de rugosité et de 1’épaisseur sont obtenus par la moyenne des
trois mesures. Le tableau I11.,v.3 présente les valeurs moyennes de la rugosité et de 1’épaisseur

réalisées sur les revétements obtenus.
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Tableau I11.1v.3. Rugosité et épaisseur des revétements de poudres de verre bioactif

XG 600 (120) 1.57 5.45
AG 600 (120) 1.75 6.93
XG 600 (1000) 1.92 3.98
AG 600 (1000) 2.14 4.17

Sur la base de I'analyse des paramétres mentionnés ci-dessus (tableau Ill.,v.3), on remarque
clairement I’influence du polissage des substrats 316L SS et le type de poudre utilisée sur
I’épaisseur et la rugosité des revétements réalisés, qui sont proportionnelles au temps de dép6t
et au potentiel appliqué. D’aprés ces résultats, on peut conclure : la comparaison de la rugosité
de surface obtenue pour les substrats non revétus avec celle des substrats revétus montre que
les revétements des poudres de verre bioactif modifient les propriétés de rugosité du substrat.
Dans le cas des substrats avec la plus faible rugosité (substrats polis a 1000, Ra = 0,20 pum),
apres application des dép6ts de poudres AG 600 et XG 600, nous avons observé une
augmentation de sa rugosité avec Ra = 2.14 um et Ra = 1.92 um pour les dépdts AG 600 (1000),
XG 600 (1000) respectivement. Une tendance completement différente est observée pour les
substrats de rugosité plus élevée (substrats polis a 120, Ra = 0,35 um), ces matériaux indiquent
une diminution de la rugosité des surfaces aprés dép6t de couches de verre bioactif, avec des
valeurs de rugosité, Ra = 1.75 um dans le cas de dép6t AG 600 (120) et Ra = 1.57 um dans le
cas de revétement XG 600 (120) [15, 19]. Cependant, 1’épaisseur diminue dans le cas des
revétements AG 600 (1000) et XG 600 (1000) avec des valeurs de 4.17 pm et 3.98 pum,
respectivement. L’épaisseur des dépdts AG 600 (120) et XG 600 (120) est de 6.93 um et
5.45 pm, respectivement. On constate aussi que la rugosité et I’épaisseur sont importantes dans

les revétements en poudre de verre bioactif aérogel.

1V.3.5. Résistance a la corrosion des substrats revétus en verre bioactif

La résistance a la corrosion des alliages biocompatibles utilisés pour les implants du corps
humain est d'une grande importance, non seulement parce qu'elle détermine la durée de vie du
dispositif, mais aussi en raison de la nocivité des processus de corrosion ayant lieu dans
I'organisme vivant. Les produits de corrosion peuvent affecter le métabolisme cellulaire, c'est-

a-dire que le courant de corrosion peut affecter le comportement cellulaire. Différents
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revétements sont élaborés sur l'acier inoxydable pour diverses applications, notamment des
utilisations biomédicales telles que les implants dentaires et orthopédiques. L'attention la plus
importante est concentrée sur le comportement vis-a-vis de la corrosion et la biocompatibilité
des implants metalliques [20, 21].

La résistance a la corrosion des revétements élaborés est évaluée par voltamétrie cyclique, d'un
potentiostat/Galvanostat de marque PGZ 301 modele Voltalab 21, piloté par le logiciel
VoltaMaster 4. Les courbes de polarisations obtenues pour les substrats d’acier 316L SS polis
a 120 et 1000 non revétus et revétus des poudres de verre bioactif sont présentées sur la figure
[11.1v.10. Les paramétres de corrosion (Ecorr et Icorr) SONt déterminés par la méthode de Tafel et

regroupeés dans le tableau I11.v.4.

Log | (mA.cm?)

Substrat (SIC 120) — Substrat (SIC 1000)

XG 600 (SIC 120) — XG 600 (SIC 1000)

—— AG 600 (SIC 120) —— AG 600 (SIC 1000)
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Potentiel (V/E.C.S)
Figure 111.1v.10 : Courbes de polarisation des revétements en poudres de verre bioactif et des
substrats d’acier inoxydable 316L SS poli a : 120 et 1000.

La figure I11.;v. 10 montre les courbes de polarisation des substrats 316L SS polis & 120 et 1000
avec et sans revétement dans la solution SBF. Les revétements en poudre de verre bioactif
xerogel déposee sur les substrats 316L SS polis a 1000 décalent la courbe de polarisation du
substrat vers des densités de courant plus faibles et des potentiels plus nobles, ce qui indique
que la présence de revétement de verre bioactif (XG 600) améliore la résistance a la corrosion
de l'acier inoxydable (SIC 1000) et agit comme une couche protectrice [22, 23].

En revanche, on note que la densité de courant de corrosion (Icorr) des autres revétements (XG
600 (S1C120), AG 600 (SIC 120) et AG 600 (SIC 1000)) est plus élevée que celle des substrats

non revétus contrairement au potentiel de corrosion (Ecorr) qui décale vers des valeurs plus
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nobles (tableau I11.nv.4). Ceci conduit a une résistance a la corrosion inférieur, qui est due a la
présence des fissurations causées lors du traitement thermique. L'existence d'éventuelles
fissures dans les revétements peuvent conduire a l'augmentation de la densité de courant de
corrosion du substrat. Afin d'obtenir un revétement homogeéne et sans fissures, l'accent est
principalement mis sur les méthodes de traitement thermique [21].

Ces résultats sont cohérents avec les micrographies MEB (Figure 111.1v.8), qui indiquent une
morphologie plus homogéne dans le revétement XG 600 (SIC 1000) que celle des autres
revétements (XG 600 (SIC 120), AG 600 (SIC 120) et AG 600 (SIC 1000)) qui présentent des
fissurations a la surface et conduit a une faible résistance a la corrosion.

Les variations de la résistance a la corrosion des revétements peuvent aussi étre attribuées aux
variations de I'épaisseur et de la rugosité de surface des différents revétements. On remarque
aussi que la résistance a la corrosion est plus élevée dans le substrat 316L SS polis a 1000 en

raison de sa surface plus lisse [24].

Tableau I11.1v.4 : Parametres de corrosion extraient des courbes de polarisation.

Echantillon Ecor (MV/ECS) Icorr (LA/CM?)
Plaque 120 -488 729

Plaque 1000 -635 605

XG 600 (120) 421 918

XG 600 (1000) 547 574

AG 600 (120) -479 1219

AG 600 (1000) 561 813
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Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons montré qu’il est possible d’obtenir des revétements en
matériau synthétisé (les poudres de verre bioactif xérogel et aérogel traitées a 600°C) sur des
substrats en acier inoxydable 316L SS polis a 1000 et 120 via la méthode d’électrophorése.
L’analyse DRX montre une structure amorphe des poudres déposees avec les pics
caractéristiques de substrats 316 L SS. Les caractérisations par EDS révelent la présence de
tous les éléments composant le verre bioactif et I’analyse IRTF est en accord. Les micrographies
MEB montrent des dépdts homogeénes sur les deux plaques polies a 120 et 1000 avec des
fissurations apres traitement thermique sous une atmospheére inerte. La rugosité des revétements
est importante sur les plaques polies a 1000 qu’a 120 contrairement a 1’épaisseur des
revétements qui diminue sur les plaques polis a 1000. Les résultats nous ont mené a supposer
que les revétements préparés rentrent dans la catégorie des implants de rugosité minimale.
L'amélioration de la résistance a la corrosion peut étre obtenue par la formation d'un revétement
en verre bioactif sur un substrat métallique tel que le 316L SS (XG 600 (SIC 1000)). En
conséquence, une diminution de la libération d'ions dans le corps humain et donc une
amélioration de la biocompatibilité qui pourraient étre obtenues. Par conséquent, la prévention
des lésions tissulaires, des inflammations et des irritations, et I'obtention d'une réponse

histologique souhaitable pourraient é&tre acquises.
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CONCLUSION GENERALE

Malgré des études nombreuses et variées sur le développement des bioverres depuis plusieurs
annees, la plupart d'entre elles sont liées au développement de ceux-ci sous forme de particules
denses ou grosses (bioverre xérogel), peu d'entre elles mentionnent des particules fines de
granulométrie nanométrique. A notre connaissance, il n'existe pas d'étude détaillée sur la
synthese des poudres de bioverre a partir d'aérogel. Au cours de cette étude, nous avons montré
qu'il est possible d'obtenir des poudres de bioverre ternaires (CaO-P20s-SiO2) avec des
particules tres fines et cela a partir d'un aérogel par la méthode sol-gel. Les données sur la
préparation des poudres de bioverre a différentes conditions de séchage du gel et a différentes
températures du traitement (400°C, 600°C et 800°C), nous ont permis de mettre en évidence
I'influence de ces derniéres sur la structure et la morphologie des poudres de xérogel et d'aérogel
préparées. L’analyse DRX montre une structure cristalline au-dela de 600°C pour les deux
poudres xérogel et aérogel. Les caractérisations EDS et XPS révelent la présence de tous les
éléments qui composent le bioverre ternaire. Les résultats de caractérisation MEB et MET ont
montré que les poudres d’aérogel sont caractérisées par une structure moins dense et spongieuse
avec une granulométrie inférieure a 10 nm. Cependant, les poudres de xérogel présentent une
structure dense avec une granulométrie d'environ 100 nm. La condensation augmente avec
l'augmentation de la température du traitement thermique et lI'analyse thermique TG/DTG est
en accord avec ces résultats. En résumé, la morphologie et la structure des poudres produites
dépendent du type de gel (xérogel ou aérogel) et de la température de traitement.

L effet du type de solvant utilisé dans le cas des poudres aérogels traitées a 600°C a été
également étudié. Les resultats obtenus montrent que la texture et la morphologie des poudres
élaborées sont influencées par deux facteurs, le type du gel utilisé (xérogel ou aérogel) et le
type du solvant pour les poudres d'aérogel (éthanol, acétone ou méthanol). Les différentes
analyses montrent que les poudres de bioverre aérogel préparées par différents solvants ont des
propriétés pratiqguement identiques. 1l faut noter que les quelques différences observées sont
attribuées aux conditions de séchage des gels des différents solvants et a la différence de
groupement alkyle dans le cas de 1’éthanol et du méthanol et du groupement fonctionnel dans
le cas de I’acétone.

La bioactivité et la cytocompatibilité lors de tests in vitro des pastilles et des poudres de verre
bioactif xérogel et aérogel a différentes températures du traitement et différents solvants ont été
ensuite évaluée. Les analyses que nous avons menées montrent que la température de traitement

et les conditions de séchages des gels (xérogel et aérogel) affectent la vitesse de formation de
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la couche d’hydroxyapatite carbonatée et la cytotoxicité des cellules ostéoblastes MG63 et
fibroblastes NIH/3T3. La couche d'hydroxyapatite carbonatée est observée apres un jour
d’immersion dans le cas des poudres aérogels et trois jours pour les poudres xérogel. Des
mécanismes couplés de dissolution préférentielle aux joints de grains des pastilles et de
précipitation sont a 1’origine de cette couche néoformée.

L’¢étude menée avec les cellules ostéoblastes MG63 montre une toxicité a une concentration de
200 mg/ml pour toutes les pastilles des poudres de verre bioactif. Pour déterminer la
concentration maximale de toxicité de ces poudres, il est souhaitable de realiser une étude
complémentaire évaluant I'effet de la concentration des poudres de verre bioactif.

La culture des cellules fibroblastes NIH/3T3 sur des extraits des poudres de xérogel et aérogel
traitées a 600°C et 800°C a déemontré que la concentration des poudres dans le milieu de culture
est un facteur trés important pour évaluer leur cytotoxicité. Les résultats ont montré que les
cellules sont viables a des concentrations de 50 mg/ml et ne présentent aucune toxicité. Tandis
que, les poudres de verre bioactif sont toxiques a une concentration de 100 mg/ml.

Des études microbiologiques ont été menées sur quatre microorganismes (E. coli, S. aureus, C.
albicans et C. krusei). Les résultats de cette étude confortent I'opinion selon laquelle le potentiel
antimicrobien des poudres dépend du type de solvant utilisé et du traitement thermique des
poudres. Les poudres présentant un potentiel antibactérien sont XG 600, XG 800 et AG 800 car
elles inhibent la croissance de tous les agents pathogenes testés apres 24 h. Par contre, la poudre
XG 400 a un effet antibactérien sur E. coli et S. aureus seulement pour 24 h, alors que les
poudres AG 400 et AG 600 ont de faibles effets inhibiteurs sur C. krusei et C. albicans. La
poudre AGA 600 inhibe significativement la formation de colonies microbiennes aprés 48 h sur
C. krusei et 72 h sur C. albicans. En revanche, la poudre AGM 600 a un tres bon effet inhibiteur
sur la croissance bactérienne d'E. coli aprées 48 h, mais I'effet sur C. krusei et C. albicans est
affaibli aprés 72 h d'exposition. Ces résultats peuvent étre expliqués par les ions calcium,
phosphore et silicium libérés par les poudres de verre bioactif, et leur libération augmente le
pH et la pression osmotique du milieu. Les fortes concentrations de calcium et d'alcalins libérés
par les poudres peuvent détruire le potentiel membranaire des micro-organismes. Nous avons
également conclu que les résultats du test defficacité antimicrobienne dépendent
principalement de la quantité et de I'état vital des bactéries inoculées.

Comme nous avons aussi etudié les types de micro-organismes qui peuvent provoquer des
infections a la surface des protheéses et autres dispositifs introduits dans le corps. Ces résultats

peuvent étre utilisés pour développer des revétements de surface antimicrobiens pour ces
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dispositifs afin d'aider a prévenir I'infection des tissus qui les entourent, empéchant ainsi le rejet
du dispositif et la transmission des maladies.

Au cours de la derniére partie de notre travail, nous avons montré qu’il est possible de realiser
des revétements de poudres de verre bioactif xérogel et aérogel traitées a 600°C sur des substrats
en acier inoxydable 316L SS polis a 1000 et 120 par la technique d’électrophorése.

Les résultats des différentes analyses (DRX, EDX, FTIR, MEB) montrent la formation des
revétements homogenes de poudres de verre bioactif xérogel et aérogel introduites lors de
déposition avec ’apparition des craquelures apreés traitement thermique sous vide. La rugosité
et I’épaisseur des revétements dépendent fortement de type de poudre utilisée (XG 600, AG
600) et du polissage du substrat 316L SS (SIC 120, SIC 1000). La formation des revétements
en verre bioactif sur des substrats métalliques, tel que 316L SS et plus particulierement les
dépbts de la poudre XG 600 sur les plaques polis a 1000 améliore la résistance a la corrosion.
L’amélioration de la résistance a la corrosion des dispositifs implantés dans le corps humain
permet 1’amélioration de la biocompatibilité et la prévention des lésions tissulaires, des
inflammations et des irritations, et I'obtention d'une réponse histologique idéale.

Perspectives

Les résultats obtenus dégagent, des perspectives conséquentes qui sont soit spécifiques a ce
travail, soit constituent un élargissement du sujet.

Les produits issus de la dissolution de la matrice vitreuse (notamment calcium, phosphore et
silicium) peuvent favoriser l'activité cellulaire. Par conséquent, le role et I'importance
biologique de ces espéces doivent étre étudiés. De ce fait, la détection de phosphatase alcaline
et d'autres marqueurs dans le milieu de culture cellulaire peut expliquer la différenciation des
ostéoblastes. De plus, la caractérisation de I'interface verre bioactif/cellules par analyse par
faisceau d'ions permettra d'étudier les gradients de concentration élémentaire dans l'interface et
les organismes cellulaires.

D'autre part, il faut continuer d’étudier les principaux parametres clés des réponses cellulaires
(écotoxicité, cytokines, RNS, ROS, facteurs de croissance, etc.), et de diversifier les types des
cellules étudiées, c'est-a-dire leur nature (épithéliale, etc.) et leur origine (animale, humaine).
Ces mesures permettront une évaluation plus fiable de l'activité biologique globale des
particules minérales étudiées.

Une autre perspective intéressante est la conception des matériaux pouvant fournir des doses

contrblées de substances ayant un effet positif sur les cellules osseuses. En particulier,
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I'encapsulation dans des matériaux de facteurs de croissance aux propriétés ostéoinductives,
tels que les BMP.

L’incorporation des oligo-éléments, tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), ’argent (Ag)....
devraient étre considérés comme des dopants dans la matrice vitreuse en raison de leurs
propriétés antimicrobiennes.

La synthése de verres bioactifs sous forme de ‘scaffold’ est également envisageable ; il
permettra de remplacer vraisemblablement les recherches sur les matériaux sous forme de
poudres agglomerées.

Nous avons montré que la méthode d’électrophorése permet la formation des revétements de
composition homogéne quelle que soit le type de poudre utilisée. Cette technique apparait
prometteuse. Cependant, des recherches supplémentaires doivent étre menées pour contréler
certains parametres qui affectent la pureté et la qualité du revétement, a savoir : la tension
appliquée, le temps de dépdt, le pH de la suspension, le traitement thermique et I'amélioration
de I'adhérence et I'épaisseur en ajoutant des polymeres, tels que le chitosan, le PCL,...

Aprés optimisation du processus de revétement, I'évaluation des propriétés mécaniques et
biologiques liées a la structure des revétements est également indispensable.

Enfin, une étude in vivo s’impose pour les verres dont le comportement bioactif est le plus
prometteur (XG 600, XG 800 et AG 800).
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Résumé

Dans ce travail, nous avons montré, qu’il est possible d’obtenir des poudres de verre bioactif
ternaires ayant une composition molaire 63 % SiO2, 28 % CaO et 9 % P>Os a partir de xérogel
et des aérogels via la méthode sol-gel. L’objectif est d’utiliser ces poudres de verre comme
implant, matériau de comblement osseux ou de recouvrement, de ce fait il devient donc
indispensable de s’assurer de leurs caracteéres bioactif (formation d’une couche d’HAC),
biocompatible (cellules ostéoblastes (MG63), fibroblastes (NIH/3T3)) et antimicrobien (E.
Coli, S. Aureus, C. Albicans et C. Kusei). Les résultats montrent une bonne activité biologique
des poudres avec formation d'une couche d'apatite aprés 24h d'immersion dans la solution SBF.
L’étude menée sur les cellules ostéoblastes MG63 indique la toxicité de toutes les poudres a
une concentration de 200 mg/ml et la non toxicité sur les cellules NIH/3T3 a une concentration
de 50 mg/ml. Les poudres XG 600, XG 800 et AG 800 inhibent la croissance de tous les
pathogenes testés aprés 24h. Ces poudres servent aussi pour le revétement des protheses
métalliques (316L SS) via la méthode d’électrophorése afin de remédier au probléeme de
descellement de I’implant.

Mots clés : Sol-gel, Aérogel, Verre bioactif, Bioactivité, Cytobiocompatibilité, Antimicrobien,
Electrophorése, Substrats 316L SS, Revétement prothétique.

Abstract

In this work, we have shown that it is possible to obtain ternary bioactive glass powders with
a molar composition of 63% SiO., 28% CaO and 9% P.Os from xerogel and aerogels via sol-
gel method. The aim is to use these bioactive glass powders as an implant, bone filling or
covering material, therefore it becomes necessary to ensure their bioactivity (formation of HAC
layer), biocompatibility (osteoblast cells (MG63) and fibroblasts (NIH/3T3)) and antimicrobial
(E. Coli, S. Aureus, C. Albicans and C. Kusei). The results show a good biological activity of
the powders with precipitation of hydroxyapatite layer after 24 h of immersion in SBF solution.
The study conducted on MG63 osteoblast cells indicates the toxicity of all powders at a
concentration of 200 mg/ml and non-toxicity on NIH/3T3 cells at the concentrations of 50
mg/ml. XG 600, XG 800 and AG 800 powders prevent the growth of all pathogens tested after
24 h. These powders are also used for the coating of metal prostheses (316L SS) via the
electrophoresis method in order to cure the problem of releasing of the implant.

Keywords: Sol-gel, Aerogel, Bioactive glass, Bioactivity, Cytobiocompatibility, Antimicrobial,
Electrophoresis, 316L SS substrates, Prosthetic coating.
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