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RESUME

Le developpement de la nanotechnologie pour la délivrance de medicament a connu une
croissance exponentielle au cours des derniéres décennies. Les biomatériaux utilises, en
particulier les nanoparticules, suscitent un engouement particulier de chercheurs venant de
plusieurs domaines de science, comme les chimistes, les biologistes, les ingénieurs, etc. Le point
commun parmi toutes ces expertises est le besoin de minimiser les problemes de toxicité de ces
biomatériaux. Méme si la littérature montre présentement une faible toxicité des nanoparticules,
les résultats non satisfaisants sont encore liés aux processus de la synthése et de la

fonctionnalisation.

Il faut préciser que la principale différence entre un biomatériau et un autre matériau utilisé en
génie est son potentiel d’interagir avec un organisme vivant, sans cause préjudicielle. Ce potentiel
de biocompatibilité d’un biomatériau dépend de plusieurs paramétres, comme la composition de
la surface, la taille, la forme, la charge, etc. La littérature montre divers méthodes, avec des
équipements a la fine pointe, pour caractériser chacun de ces parametres. Cependant, il est
important de faire distinction entre la composition physicochimique d’un biomatériau et la
composition physicochimique de sa surface, surtout a 1’échelle nanométrique, car c’est au niveau
des premieres couches d’atomes que toutes les réactions d’interaction biomatériau / cellules se
produisent. Cela veut dire que la composition physicochimique de la nano-surface joue un réle
majeur dans le contr6le de la biocompatibilité. Notamment, dans le cas de nanoparticules,
I’adsorption de biomolécules et de protéines a la surface (effet couronne) a apporté de nouvelles

questions a I’étude de la nanotoxicologie.

L’objectif général de cette thése est d’étudier les nano-surfaces de biomatériaux de taille nano- et
micrométrique, qui sont utilisées pour la délivrance de médicaments. Dans le cadre de ce projet,
nous avons axé nos recherches sur trois types de biomatériaux : nanoparticules
superparamagnetiques, microsphéres polymériques de chitosane et microparticules de

biocéramiques hyydroxyapatite, phosphate tricalcique beta et phosphate de calcium biphasique.
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La production de nanoparticules superparamagnétiques pour la délivrance de médicaments doit
étre faite avec un dégrée élevé de reproductibilité, afin que la composition et les propriétés de la
surface du dispositif médical soient toujours identique. Pour cette raison, dans la premiere étude,
nous avons analysé la reproductibilité de la physicochimique de surface pendant la fabrication de
trois types de nanoparticules : oxyde de fer revétu par 1’acide oléique (FesO,@0OA), oxyde de fer
enrobé de I’oxyde de silicium (Fe30,@Si0O;) et par I’oxyde de silicium enrobé de silane
(FesO,@SiO,@NH,). Comme résultat, nous avons constaté que la surface de nanoparticules
montrait des variations chimiques d’un lot & un autre. Il n’y avait aucune reproductibilité entre
méme deux lots de nanoparticules. Pas en un était trouvé a avoir la méme chimie de surface;
parmi les variations chimiques, nous avons observé une scission inattendue de la liaison Si-O et

une oxydation de I’amine.

L’utilisation des nanoparticules chargées de médicaments exige, par fois, un biomatériau porteur
pour les transporter jusqu’ aux tissues ciblés. Un biomatériaux employés comme transporteur est
le chitosane, un polymere naturel. Nous avons étudié, alors, 1’effet de la stérilisation, par 1'oxyde
d'éthyléne, sur la surface de quatre types de chitosane. Selon les résultats, il y a eu une
modification physicochimique de la nano-surface, produite pendant le processus de stérilisation.
Cette modification a apporté aussi de changements aux résultats toxicologiques. Méme si tous les
échantillons se sont révélés étre biocompatibles et non toxiques avant et apres la stérilisation, la

viabilité des cellules a changée apres la stérilisation.

Le troisieme groupe de biomatériaux étudié était les biocéramiques de phosphates de calcium,
tels que I’hydroxyapatite de calcium, de calcium biphasique et B-tricalcique. Ces biocéramiques
sont utilisées comme échafaudage pour les cellules de I’os et peuvent aussi avoir des agents
thérapeutiques associés a la surface pour favoriser la croissance osseuse. Comme pour les autres
biomatériaux analyses dans ce projet de recherche, les échantillons de biocéramiques ont été
caractérises par spectroscopie de photoélectrons rayons X, diffraction des rayons X, la
microscopie électronique a balayage, infrarouge a transformée de Fourier, la spectroscopie de

masse d’ions secondaires a temps de vol et la granulométrie laser. Les résultats de la
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caractérisation, au niveau nanométrique de la surface, ont montré que les rapports Ca/ P et O /

Ca dans les couches externes de I'ensemble des échantillons sont différents de ceux attendus.

Finalement, 1’étude de la nano-surface de trois groupes de biomatériaux a démontré 1’efficacité
des méthodes de caractérisation quantitative, comme la spectroscopie de photoélectrons rayons
X, comparées aux méthodes qualitatives comme infrarouge a transformée de Fourier. Aussi,
aprés avoir fait la corrélation entre la caractérisation de surface et les résultats de tests
toxicologiques, et faire aussi une analyse de la littérature disponible, nous avons conclu que, pour
minimiser les résultats non satisfaisants de tests in-vitro ou in-vivo des biomatériaux pour la
délivrance de médicament, il est trés importante d’avoir une compréhension plus approfondie de

la physicochimie des premieres couches d’atomes de la surface.
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ABSTRACT

The development of nanotechnology for drug delivery has seen an exponential growth in recent
decades. The biomaterials used, in particular nanoparticles, are studied by researchers from
various scientific fields, such as chemists, biologists, engineers, etc. The common aim of all these
expertise working together is the need to minimize the problems of toxicity of these biomaterials.
Although the literature shows a low toxic potential of nanoparticles, no satisfactory results, when

found, are due to problems in the processes of synthesis and functionalization.

It is important to notice that the main difference between a biomaterial and other material used in
engineering is its potential to interact with living organisms, without causing injury. This
potential biocompatibility depends on several parameters, such as surface composition, size,
shape, charge, etc. The literature discusses various methods, using advanced equipment, to
characterize each of these parameters. However, it is important to make a distinction between the
physicochemical composition of a biomaterial and the physicochemical composition of its
surface, especially at the nanometer scale, because it is in the first layers of atoms that all
interactions between biomaterials and cells will occur. This means that the physicochemical
composition of the nanosurface plays a major role in controlling biocompatibility. Particularly in
the case of nanoparticles, biomolecule and protein adsorption onto the surface (corona effect)

brought new issues to the study of nanotoxicology.

The overall objective of this thesis is to study the nanosurface of biomaterials having nano- or-
micrometric dimensions, which are used for drug delivery. In this project we focused our
research on three types of biomaterials: superparamagnetic nanoparticles, polymeric
microspheres of chitosan and microparticles of bioceramics including hydroxyapatite, beta

tricalcium phosphate and biphasic calcium phosphate.



The production of superparamagnetic nanoparticles for drug delivery must be made with a high
degree of reproducibility, so that the composition and properties of the surface of the medical
device are always the same. For this reason, in a first study, we analyzed the reproducibility of
the physicochemical surface during the production of three types of nanoparticles: iron oxide-
coated by oleic acid (FesO,@OA), iron oxide coated by silicon oxide (Fe;O,@SiO;) and by
silicon oxide plus silane (FesO,@SiO,@NH,). As result, we found that nanoparticle surfaces
showed batch-to-batch chemical variations. There was no reproducibility between even two
nanoparticle batches. Among the differences, there were unexpected alterations including

cleavage of Si-O bond and the oxidation of the amine.

The use of nanoparticles loaded with drugs requires a biomaterial carrier to transport up to the
targeted tissue. One biomaterials used as carrier is chitosan, a natural polymer. We studied the
effect of ethylene oxide sterilization on the surface of four types of chitosan. The sterilization
process caused a change in the physicochemical of the surface. This change produced changes
to the toxicological results. Although all samples were found to be non-toxic and biocompatible,

before and after sterilization, the cell viability was changed after sterilization with ethylene oxide.

The third biomaterial group studied was calcium phosphate bioceramics, such as calcium
hydroxyapatite, biphasic calcium phosphate and B-tricalcium phosphate. These bioceramics are
used as scaffold for bone cells and also may have therapeutic agents associated with the surface,
to promote bone growth. Like other biomaterials tested in this research project, the bioceramic
samples were characterized by X-ray photoelectron spectroscopy, X-ray diffraction, scanning
electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, time of flight secondary ion mass
spectrometry and laser particle size analyzer. The surface characterization results at the
nanometric level showed that the Ca / P and O / Ca ratios in the outer layers of all of the samples

are different from those expected.

Finally, the nanosurface study of the three groups of biomaterials demonstrated the effectiveness
of the quantitative methods of characterization as the X-ray photoelectron spectroscopy, when

compared to qualitative methods, such as Fourier transform infrared. Further, after the correlation



between surface characterization and toxicological test results, and following a review of the
available literature, we conclude that, to minimize the unsatisfactory results of in vitro and in
vivo testing with biomaterials for drug delivery, it is very important to have a deep understanding

of the physicochemistry of the first atomic layers of the surface.
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INTRODUCTION

La nanotechnologie a beaucoup évoluée dans la derniere décennie dans le domaine biomédical.
Plusieurs techniques ont été proposées utilisant des nanoparticules pour interagir avec les tissues
biologiques, soit au niveau de la membrane cellulaire, d’organelles cytoplasmiques, ou au niveau
des protéines or de I’ADN. Cependant, le développement des méthodes thérapeutiques utilisant
des nanoparticules a été un peu retardé, a cause des résultats controverseés au niveau de la
biocompatibilité. En fait, I’interaction entre les nanoparticules et les biomolécules présentes dans
les fluides biologiques a ét¢ mise a 1’avant-scéne comme un facteur fondamental pour obtenir

une réponse favorable de I’organisme vivant.

A cet égard, la caractérisation des surfaces des biomatériaux a beaucoup attiré 1’attention des
chercheurs, car la plupart des réactions biologiques se produisent au niveau de la surface. Il parait
clair que la composition chimique des couches d’atomes les plus externes est responsable
d’établir une interaction dynamique avec les composant du milieu biologique. La composition
chimique au niveau nanomeétrique pourrait aussi controler la cinétique et la thermodynamique de

cette interaction.

L’objectif de cette thése a ¢été d’étudier I’effet de la surface des nanoparticules et de

microparticules qui ont été utilisées dans les deux projets suivants :

1. Pour la délivrance de médicaments, en utilisant des nanoparticules magnétiques capables
de transporter 'oxyde nitrique (NO) jusqu’a la paroi des poumons. Dans ce projet, la
surface de nanoparticules superparamagnétiqgues  (magnétite - Fe3O4) a été
fonctionnalisée avec la molécule d’oxyde d’azote (NO) et ensuite elles ont été insérées

dans des microspheres polymériques de chitosane.

2. Pour le remodelage de 1’os en utilisant des biocéramiques comme 1’Hydroxyapatite, le

Phosphate Tricalcique Beta et le Phosphate de Calcium Biphasique

Cette these est divisée en cing chapitres. Une synthése bibliographique de 1’état de ’art par
rapport aux matériaux utilisés dans ces projets a été préparée dans le chapitre 1. Dans le chapitre
2, les objectifs de cette thése et un résume des projets dont elle fait partie sont présentés. Une

synthese de chaque article est aussi présente dans ce chapitre.



Le corps de cette these est composé par 3 articles scientifiques, déja publié, correspondant aux
chapitres 3, 4 et 5. Les deux premiers articles font partie du projet de la délivrance de NO,
utilisant nanoparticules de Fe3Oy, et le dernier article fait partie du projet de I’étude de la surface

des biocéramiques pour la croissance osseuse.
Les titres de ces chapitres sont :

Chapitre 3: Nanoparticules enrobes pour la délivrance de médicaments. L’importance

biomédicale et cytotoxicologique des incohérences de lot a lot

Chapitre 4 : L'effet de stérilisation a l'oxyde de I'éthylene sur la chimie de surface et la

biocompatibilité in vitro des plusieurs types de chitosanes.

Chapitre 5 : Caractérisation de surface a I'échelle nanométrique de biocéramiques de phosphate
de calcium biphasique, avec des comparaisons au calcium hydroxyapatite et phosphate

tricalcique béta.

Pour terminer, une discussion générale et les conclusions sur 1‘ensemble des résultats obtenus

avec recommandation pour des travaux futures sont présentées a la fin de la thése
Publications et présentations faites par le candidat :
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CHAPITRE1 REVUE DE LITTERATURE

Dans ce chapitre, la revue de la littérature sera divisée en quatre parties:
1. La nanotechnologie pour délivrance de médicaments
2. Lasurface des nanomatériaux
3. Les biomatériaux utilisés

4. Les techniques d’analyses de surface

1.1 La nanotechnologie pour la délivrance de médicaments

L’utilisation de la nanotechnologie en science de la santé est déja bien établie dans la recherche
pharmaceutique. A cet égard, plusieurs auteurs (Sahoo et al, 2003; Laurent et al, 2014) ont
analysé les différentes nanotechnologies d'administration des médicaments et leur impact
économique sur les industries pharmaceutiques et biomédicales. Par exemple la demande d’un
systéme ciblé de distribution de médicament seulement aux Etats-Unis s’augmente de prés de 9%
par an a plus de US $ 82 milliards (année 2007). Ils ont conclu que les méthodes de diagnostic
précoce des pathologies et la délivrance ciblée de médicaments sont les domaines prioritaires de

recherche, ou les nanotechnologies joueront un role essentiel.

En 2005, Gupta et al. ont conclu que toutes ces applications biomédicales et de bio-ingénierie
exigent que ces nanoparticules (NPs) aient des valeurs élevées de magnétisation et de taille
inférieure a 100 nm, avec une étroite distribution granulométrique des particules, de sorte que les
particules aient de propriétés physiques et chimiques uniformes. En outre, ces applications ont
besoin de revétement de surface des nanoparticules superparamagnétiques (magnétite, maghémite
ou d'autres ferrites insolubles), qui doivent étre non seulement non toxiques et biocompatibles,
mais aussi peuvent permettre une livraison ciblé avec localisation des particules dans un domaine
spécifique. A cette fin, la plupart des travaux dans ce domaine ont été réalisés dans I'amélioration
de la biocompatibilité des materiaux, mais peu de recherches et développements ont éteé réalises
dans I'amélioration de la qualité des particules magnétiques, la distribution de leur taille, leur
forme et leur caractéristiques de surface, en plus de leurs caractérisations pour obtenir un

protocole de contrdle de la qualité de ces particules. La nature des revétements de surface et leurs



dispositions sur les nanoparticules déterminent non seulement la taille globale du colloide mais
également joue un réle important dans la biocinétique et la biodistribution des nanoparticules

dans I'organisme.

Il faut remarquer que la taille des nanoparticules d’oxyde de fer est importante, car cela peut
fortement affecter le temps de résidence des nanoparticules dans 1’organisme. Par exemple,
Oberdorster et al. (2005) ont signalé que les nanoparticules de taille comprise entre 10 et 100 nm
auront un temps de résidence optimal dans la circulation sanguine alors que les particules de 200

nm ou inférieures a 10 nm seront retenues par la rate ou le systéme rénal, respectivement.

Les types de couches pour les NPs d’oxydes de fer dépendent de la fin de 'application et doivent
étre choisis selon les besoins, que ce soit visant la réponse de l'inflammation ou d'agents
anticancéreux. Les nanoparticules magnétiques peuvent se lier a la drogue, aux protéines, aux
enzymes, aux anticorps, ou aux nucléotides et peuvent étre adressées a un organe, de tissus ou de

tumeurs en utilisant un champ magnétique.

Shin et al.,(2007), ont divulgué la technique de fonctionnalisation de nanoparticules de silice avec
du NO. L'amine de groupes fonctionnels sur les nanoparticules de silice ont été converties en N-
NO diazéniumdiolate donateurs via l'exposition a de fortes pressions du NO (5 atm) sous
conditions alcalines. Les nanoparticules de silice ont été caractérisées par I'état solide Ila
résonance magnétique nucléaire (RMN), la microscopie a force atomique (AFM), I'adsorption-
désorption du gaz. Les auteurs ont souligné les avantages des molécules donateurs NO: (1) le
stockage de grandes quantités de NO, (2) la capacité de moduler la cinétique de libération de NO,

et (3) la facilité de régler la taille des particules en fonction de la composition de la particule.
1.2 La surface au niveau nanométrique

Les interactions entre les nanoparticules et les protéines:

En dépit de la remarquable rapidité de développement des nanosciences, on sait relativement peu
de l'interaction de I'échelle nanomeétrique des objets avec les systemes vivants. Selon Cedervall et
al. (2007), en raison de leur petite taille, les nanoparticules ont des propriétés distinctes par
rapport a la forme macro des mémes matériaux. Ces propriétés sont rapidement en train de

révolutionner de nombreux domaines de la médecine et technologie. Ces auteurs suggerent que



dans un liquide biologique, les protéines s’associent a des nanoparticules, et la quantité et la
forme de ces protéines a la surface des nanoparticules conduiront a la réponse in vivo. Alors, il y
a une compétition des protéines pour la surface de la nanoparticule ou la protéine gagnante,

appelé protéine “"couronne", définira, en grande partie, I'identité biologique de la particule.

Lynch et al (2008) ont proposé que plutdt que la nanoparticule simple elle-méme, c’est la
«corona» des biomolécules associées a la surface qui définit Il'identité biologique des
nanoparticules. C’est donc cette couronne qui pourrait conduire a un systéeme plus approprié du
classement de nanosécuritaire, et c'est aussi cette couronne qui pourrait étre utilisée pour

fabriquer les nanomédicaments.

Lundqvist et al 2004, ont analysé l'adsorption de protéines a la surface des nanoparticules de
silice des diameétres de 6,9 et 15 nm. Le résultat de cette étude montre que les différences de
courbure des particules peuvent fortement influencer le montant de la structure secondaire de la
protéine qui est déposée. Les particules d'un diametre plus élevé permettent la formation
d’interactions plus fortes entre les particules et protéines et aussi entraineront des perturbations
plus importantes a la structure secondaire des protéines attachées. En revanche, les effets sur la

structure tertiaire semblent étre indépendants de la courbure des particules.

Selon Nel et al (2014), l'interface nano-bio comprend trois composants que interagissent de facon
dynamique: (i) la surface de la nanoparticule, dont les caractéristiques sont déterminées par la
composition physico-chimique; (ii) I'interface solide-liquide et les changements qui se produisent
lorsque la particule interagit avec les composants dans le milieu environnant; (iii) une zone de
contact de l'interface solide-liquide et des substrats biologiques. Dans un milieu donné, les
caractéristiques des nanoparticules les plus importants qui déterminent les propriétés de surface
sont la composition chimique, la fonctionnalisation de surface, la forme et le rayon de courbure,
la porosité et la cristallinité de la surface, I'hétérogénéite, la rugosité, et I'hydrophobicité ou
hydrophilicité (Nel et al., 2006; Oberdorster et al., 2005, Vertegel et al., 2004). Autres propriétés,
tel que la charge de surface (potentiel zéta), l'agrégation des particules, état de dispersion, la
stabilité / biodégradabilité, les caractéristiques de dissolution, d’hydratation et de valence de la
surface, sont déterminées par les caractéristiques de la suspension, y compris la force ionique, le
pH, la température et la présence de grandes molécules organiques (par exemple, des protéines)

(Sigmund, 2005). Les caractéristiques des particules contribuent activement aux interactions



avec le milieu selon: (i) l'adsorption des ions, des protéines, des matiéres et des détergents
organiques naturelles; (ii) la formation d’une double couche; (iii) la dissolution; ou (iv) la

diminution de I'énergie libre de surface par la restructuration de la surface (Nel et al., 2014).

Beaucoup de ces propriétés des nanoparticules déterminent les forces qui opérent a l'interface —
particules/médium avec une caractéristique de longueur décroissante (Min et al., 2008). Ces
forces comprennent les forces de longue portée comme le van der Waals (VDW) et généralement
les forces électrostatiques de répulsion, plus les forces de courte portée découlant de la charge-.
Interactions avec les médias (par exemple les interactions entre protéines) pourrait également
induire des changements a grande échelle, tels que les nanoparticules dissolution, le lessivage
d'ions, la transformation de phase et de I'agglomération (Velegol, 2007; Nel et al., 2014).

1.3 Les biomatériaux

1.3.1 Les nanoparticules de I’oxyde de fer

Les nanoparticules utilisées dans cette étude se composent d’oxydes de fer (Fe304) qui peuvent
étre ciblées sur la zone requise par aimants externes. lls présentent des propriétés intéressantes
telles qu’un superparamagnétisme, une irréversibilite a haut champs, un champ de saturation
élevée, une anisotropie (Kodama, 1999). Grace a ces propriétés, les particules ne présentent plus

I'interaction magnétique apres que le champ magnétique externe soit retiré.

Selon Mahmoudi et al., (2011), le but ultime de I’utilisation de nanoparticules d’oxyde de fer
superparamagnétique en biomédecine est de réduire la souffrance des patients en appliquant des
traitements sélectifs ou I'efficacité est par I'amélioration de site des concentrations, tandis que les
effets secondaires généraux sont évités; en outre, par exemple la métastase des cellules
cancereuses est limitée. Bien que, pour la plupart, les NPs sont actuellement étudiées a une
échelle expérimentale (sauf pour les produits approuveés par la FDA), il y a un certain nombre de
technologies de pointe développées pour la synthése, et la fonctionnalisation de revétement NPs
multifonctionnels. Des études qui ont demontré la présence de NPs dans les mitochondries
conduisent a un grand espoir chez les chercheurs pour ouvrir la possibilité de traiter dans un
proche avenir les maladies mitochondriales et les dysfonctionnements cardiaques en utilisant des

particules chargées de médicament. Ces auteurs ont aussi affirmé que, compte tenu de leur réle



mitochondrial, il est possible qu’un jour, des "NPs intelligents" pourraient étre congus pour

controler le processus de vieillissement.

De nombreux procedés chimiques peuvent étre utilisés pour synthétiser des nanoparticules

magnétiques pour des applications biomédicales (Laurent et al, 2008):
e des microémulsions (Chin et Yaacob, 2007)
e des synthéses sol-gel, (Albornoz et Jacobo, 2006)
e les réactions sonochimiques (Kim et al., 2005)
e les réactions hygrothermiques (Wan et al., 2005)
e ['hydrolyse et la thermolyse de précurseurs ( Kimata et al., 2003)
e [|'écoulement synthese par injection (Alvarez et al., 2006)
e la synthése a électrospray (Basak et al., 2006)

Selon Laurent et al. (2008), la synthése de nanoparticules superparamagnétiques est un processus
complexe en raison de leur nature colloidale. Le premier défi chimique principal consiste a
définir des conditions expérimentales, conduisant a la population de grains magnétiques
monodisperses de taille appropriée. Le deuxiéme point important est de choisir un processus
reproductible qui peut étre industrialisé sans aucune procédure de purification complexe,
comme : l'ultracentrifugation (Sjorgren et al., 1997), chromatographie d'exclusion stérique
(Nunes et Yu, 1987), filtration magnétique ou le débit d’un champ gradient (Thurm et Odenback,
2002). Selon Laurent et al. (2008), ces méthodes sont utilisées pour préparer des particules avec
une composition homogéne et une distribution de taille étroite. Toutefois, la méthode la plus
courante pour la production de nanoparticules de magnétite est la technique de co-précipitation
chimique de sels de fer (Morisson et al., 2005; Sun et al., 2004; Oju et al., 2005; Lee et al., 2004).

Plusieurs études ont proposé la silice en tant que matériau de revétement pour nanoparticles
magnétiques (Alcala et Real, 2006; Gushikem et Rosatto, 2001; Ma et al., 2006) Habituellement,
une couche de silice inerte sur la surface de nanoparticules de magnétite prévient leur agrégation
dans un liquide, d'améliorer leur stabilite chimique, et offre une meilleure protection contre la

toxicité (Lesnikovich et al., 1990). Ce revétement de silice peut stabiliser les nanoparticules de



magnétite car elles sont chargées négativement. Par conséquent, le revétement de silice améliore

la répulsion coulombienne des nanoparticules magnétiques. (Laurent et al., 2008).

Différentes approches ont été explorées pour générer des nanosphéres de silice magnétiques. Le
premier procédé repose sur le bien connu processus Stéber, dans lequel la silice a été formée in
situ par hydrolyse et condensation d'un précurseur sol-gel, tel que l'orthosilicate de tétraéthyle
(TEQS) (Stbber et al., 1968; Lu et al., 2002; Deng et al.; 2005; Im et al., 2005). Par exemple, Im
et al (2005) ont préparé des colloides de silice chargée avec des nanoparticules d'oxyde de fer
superparamagnétique a l'aide de ce procedé. Cette étude a montré que la taille finale des colloides
de silice dépend de la concentration des nanoparticules d'oxyde de fer et du type de solvant, car la
taille de la silice est étroitement liée a la quantité de graines (gouttes de I'émulsion). De grands
colloides ont été obtenus a des concentrations inférieures de nanoparticules d'oxyde de fer et en

alcool avec des poids moléculaires plus élevés. (Laurent et al., 2008).

L'un des avantages d'avoir une surface enrichie en silice est la présence de groupes silanol de
surface qui peut facilement réagir avec divers agents de couplage pour fixer de maniere covalente
des ligands spécifiques a ces particules magnétiques, par exemple, des groupes amine ont été
introduits sur la surface de la silice des nanoparticules enrobées de magnétite par hydrolyse et
condensation d'un organosilane, tels que N-(2-aminoethyl)-3-aminopropyltrimethoxysilane
(AEAP3), sur la surface de la magnétite nanoparticules. (Mornet et al., 2005; Laurent et al., 2008;
Del-Campo et al., 2005; Yamaura et al. 2004) Ceci était la méthode de silanisation utilisée dans
cette these (Figure 1.1).

Solution dans I'eau
Fe,0,/A0 Forme: sphérique

Taille: 15nm-20nm
monocouche

Fe;04/A0 Fe;04/NH2

: Solution dans l'eau. L e

Fe;04/Si0, Forme: sphérique —)
Taille: 60nm-70nm

Monocouche l
Teos
Teos + AEAP3

9 —
Solution dans l'eau.
Fe30,4/Si0,/NH; Forme: sphérique

pasre Fe;04/Si0, Fe;04/Si0,/NH,

Dolbis cotiche Taille: 60nm-70nm

Figure 1.1.1 La méthode de silanisation utilisée
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1.3.2 Le chitosane:

Le chitosane est un polymeére biocompatible, biodégradable, non toxique, et autoadhésif, ce qui le
rend attrayant pour les applications en médecine et en pharmacie. Tres prometteur pour ces
applications sont les nanoparticules de chitosane superparamagnétique des oxyde de fer sur la

base d'un noyau composé d'oxydes de fer qui peuvent étre ciblés par des aimants externes.

Peniche et al (2005) ont préparé microsphéres de chitosane super-paramagnétiques. A cette fin,
des particules de magnétite ont été dispersés dans le chitosane dans une solution d'acide acétique.
Les microsphéres de chitosane magnétiques obtenus ont été caractérisées par microscopie
électronique a balayage, I'analyse de la différence thermique, et la magnétométrie vibrationnelle.
Les microsphéres ont une large distribution de taille, allant de 43 + 25 a 255 £ 55 pm, qui

dépend des conditions de la réaction.

Belessi et al (2008) ont synthétisé et caractérisé, par diffraction des rayons X (XRD), microscopie
électronique a transmission (TEM), les nanoparticules de magnétites enrobées de chitosane. La
conclusion des auteurs est que cet ensemble posséde: a) une stabilité physico-chimique
suffisante; b) une trés haute saturation de magnétisation qui est accessible a faible champs
appliquée; ¢) le comportement superparamagnétique a la température ambiante; d) un faible
contenu en matrice organique; e) la forme cubique bien définie de particules avec une taille (10-

40 nm) pour des applications biomédicales.

Figure 1.2 SEM d’une boule de chitosane avec les nanoparticules
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1.3.3 Les biocéramiques

Dans le deuxiéme projet, dont faite partie cette thése, nous avons étudies les biocéramiques pour
la croissance osseuse. Nous avons caractérise la nano surface de trois types de biocéramique :
1’Hydroxyapatite, le Phosphate Tricalcique Beta et le Phosphate de Calcium Biphasique

1.3.3.1 Hydroxyapatite

La définition d’« apatite » peut étre utilisée pour décrire toute une gamme de céramiques avec
une structure similaire, mais avec une composition différente. L’ hydroxyapatite (HA) possede un
rapport Ca/P de 1.67, une formulation chimique Ca;o(PO4)s(OH). et un cristal a la forme
hexagonale (LeGeros & LeGeros, 2008). La substitution dans la structure cristalline de HA
(comme, par exemple : Ca par Sr or Mg, OH par F, Cl ou CO3), la morphologie et la taille du
cristal peuvent modifier la stabilité chimique comme la solubilité (Young et Elliott, 1966)
(LeGeros, 1984).

Les apatites biologiques sont présents dans la partie inorganique de tous les tissues calcifié
comme 1’os et les dents. Pendant plusieurs années, HA a été réputé comme le seul type d’apatite
biologique. Cependant, LeGeros (1967, 1981) a démontré la grande présence de COj3; qui
remplace le groupement PO, et cause la formation de carbonate apatite dans les apatites

biologiques.

La fabrication de HA synthétique peut étre obtenue par les processus suivants :
= Les réactions dans 1’état solide
= Laréaction hydrothermale
= Compactage et frittage de la poudre par précipitation

Pour les réactions a 1’état solide, les composés de calcium sont mélangés, comprimés et frittés a
une température minimale de 950°C. Dans la méthode utilisant les réactions hydrothermales, la
température est de 275°C, car le matériau est aussi sous une pression de vapeur de 82.74 MPa
(Nakamura et al, 1996). Dans la technique par précipitation, il y a une réaction entre le nitrate de

calcium et une solution de phosphate d’ammonium (Aoki, 1994).

Les biocéramiques comme HA ont la propriété d’osteoconductivité, cela veut dire, la capacité

d’étre un échafaudage pour guider la nouvelle formation d’os. L’osteoconductivité permet a 1’0s
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de proliférer sur le matériau, résultant en la formation d’une nouvelle matrice osseuse.
Cependant, HA ne posséde pas la propriété d’étre osseoinducteur, qui permettrait la formation

d’os par différenciation de cellules indifférencié¢ (LeGeros & LeGeros, 2008).

1.3.3.2 Phosphate Tricalcique Beta (S-Tricalcium Phosphate)

Le phosphate tricalcique est le composé de phosphate de calcium le plus utilisé en matériaux
implantés. Il est utilisé comme un remplacement osseux, comme partie de ciment de fixation de
protheses et aussi revétement de protheses metalliques. Le nom phosphate tricalcique est utilisé
par différents types de composés que posséde 1’ion orthophosphate PO, avec le rapport Ca/P de
1,5; dont la formule chimique est Caz(PO4), ( Rey et al. 2008).

Les phosphates tricalciques sont bio-résorbables et plus solubles que I’hydroxyapatite (LeGeros
et al. 1995). Le plus utilisé parmi la famille de phosphate tricalcique est la phase cristalline
phosphate tricalcique béta (B-TCP). Le B-TCP est une phase stable de phosphate tricalcique
anhydre du systéeme rhomboédrique avec 21 unités de Caz(PO,), par cellule hexagonale (Dickens
et al 1974). Le B-TCP posséde une structure intéressante avec la présence des ions (anions et
cations) que peuvent étre places paralléle & I’axe c. Il est important de noter qu’environ 15% de
Ca®* peut étre substitué par Mg®* sans avoir une altération du grade cristalline (Rowles, 1968;
Clement et al., 1989).

Selon Ito et al. (2002, 2005), la solubilité du p— TCP dépend du dégrée de substituions de Mg or
Zn, car le taux de dilution est trés sensible a la présence de ces ions. Par exemple, la

concentration de 2 x10® mol.I" a démontré I’inhibition compléte de la dissolution.

La principale difficulté pour fritter B-TCP est la température de transition & a-TCP. Cette
température de transition est environ de 1125°C, mais peut étre élevé par la présence d’impuretés
comme Mg, Fe, Mn et Zn. Le fabricant cherche a synthétiser le B-TCP entre une température de
1100°C jusqu'a 1250°C car au-dela de cette température les grains seront convertis en a-TCP. La
présence de grains a-TCP va engendrer la perte de densité et une réduction de propriétés

mécanique de la biocéramique. (Rey et al. 2008).
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1.3.3.3 Phosphate de Calcium Biphasique (Biphasic Calcium Phosphate)

Le phosphate de calcium biphasique (BCP) consiste en un assemblage entre HA et B-TCP, qui a
été premierement décrite par Ellinger et al. (1986). Les premiéres versions ont possédé un
pourcentage de 80% de HA et 20% de B-TCP, jusqu’a ce que plusieurs études aient démontré que
la bioactivité augmente quand le rapport HA/B-TCP était de 60/40 (LeGeros et al. 1988, 1990;
Daculsi et al 1989). Le développement de BCP a créé la possibilité d’un meilleur controle des
mécanismes de résorption et de la formation d’os, car I’implantation du BCP produit une forte

liaison avec 1’0os et forme une interface supérieure quand comparée aux biocéramique inertes.

(Daculsi et al. 2008).

Le BCP est obtenu quand I’apatite déficiente de calcium (CDA) est frittée au-dela de 900°C,

selon I’équation suivante : (LeGeros, 1991).
Calo.x-Mx(PO4)5.y(HPO4)y(OH) —_— Calo(PO4)6(OH)2 + Cag(PO4)2
CDA HA B-TCP

L’apatite est considérée CDA quand le rapport est inférieur a 1.67, dans la formule au-dessus M
représente un autre ion comme Na* or Mg?" qui peut replacer Ca?*. D’autres techniques moins
utilisées peuvent étre employées comme : I’hydrolyse de phosphate de calcium non-apatite or
pour le mélange mécanique de deux types de biocéramique (HA +B-TCP). Cette derniére
technique n’est pas recommandée quand se désire obtenir le BCP avec un ratio constant et une

distribution homogene des grains cristallins. (Daculsi et al. 2008).

Les macroporosités et les microporosités jouent un trés grand rdle dans la performance
biologique du BCP. La macroporosité est le résultat de 1’évaporation de matériaux volatil durant
la synthese et la microporosité est la conséquence de la température durant la sintérisation
(LeGeros et al., 2003). La taille idéale de la porosité doit étre la méme que dans 1’os. Trecant et
al. (1994) ont démontré que la microporosité avec un diamétre < 10um permet la circulation de
fluide tandis que la macroporosité avec un diametre > 100um fournit un échafaudage pour la

colonisation de 1’os.

Les biocéramiques comme le phosphate de calcium ou les vitres bioactives n’ont pas la capacité
d’étre osseoinductif, cependant plusieurs articles dans la littérature démontrent que le BCP peut
étre osseoinductif (Ripamonti, 1991; Kubiki et al, 1998; Le Nihouannen et al, 2005). Reddi
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(2000) a expliqué que 1’osseoinduction peut étre provoquée par la circulation de fluide biologique
riche in facteur de croissance qui peut circuler dans la microporosité. D’autres chercheurs ont
propos¢ que la nanostructure de surface, I’énergie de surface et la rugosité, peuvent causer la
division asymétrique des cellules indifférenciées en ostéoblastes. (Diaz-Flores et al., 1992;
Habilovic P et al., 2005; Daculsi et al., 2008).

L’effet ostéogénique/osseoconductif de BCP peut étre aussi expliqué par la formation de
microcristaux que possédent un ratio Ca/P similaire avec 1’apatite d’os. La formation de ces
cristaux est directement proportionnelle au rapport 3-TCP/HA a BCP, alors un grand rapport va
provoquer une grande formation de microcristaux. Les microcristaux seront incorporés par la
matrice de collagéne afin de produire le nouvel os. (LeGeros et al., 1988; LeGeros et Daculzi,
1990).

1.3.3.4 L’interaction Protéines —Biocéramiques

La nature sélective de I’adsorption des protéines et des biomolécules est influencée par les
caractéristiques physico-chimiques de la surface des biomatériaux composée de phosphate de
calcium. En effet, ’adsorption de protéines a la surface de biocéramiques est le premier
évenement, et un des plus essentiels, dans la cascade de réactions biologiques qui ont lieu lors de
I’introduction de biocéramiques dans I’environnement biologique (Monteiro et al., 2003; Victor

et Sharma, 2012).

La séquence des acides aminés présents dans la structure des protéines influence leurs activités et
affecte I'interaction avec la surface de biocéramiques. Les trois principales protéines présentes
dans le plasma : albumine, immunoglobuline et fibrinogéne sont les composants importants de la
couche de protéines adsorbées (Uniyal et Brash, 1982). Par exemple : Whicher et Brash (1978)
ont démontré qu’une fine couche d’albumine peut diminuer 1’adhésion et I’agrégation de
plaquettes dans in vivo tests. La taille est aussi importante, car les grandes protéines auront plus
de places pour se lier, ce que pourraient leur donner plus de potentiel d’étre adhéré a la surface.
Pourtant, 1’adsorption de protéines est gouverné par 1’effet Vroman, qui dit que les protéines plus

concentrees et de petites tailles, qui ont une grande diffusion, auront la tendance a étre adsorbées
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en premier; et dans un deuxiéme temps, les protéines plus stables déplaceront celles qui sont
arrivées en premier (Vroman et al., 1980; Jung et al 2003).

L’interaction électrostatique protéine —biocéramique peut étre influencée par I’énergie de surface
et les charges des proteines dans les différentes solutions. Dans une solution tampon phosphate
salin (PBS) HA, BCP et B-TCP ont une charge surfacique négative et ont la préférence pour
adsorber davantage les protéines basiques comme lysozyme plutbt que les protéines acidiques
comme albumine (Boontheekul et al., 2003; Ohta et al., 2001; Victor et Sharma, 2012).

1.4 Les techniques de caractérisation:

La caractérisation de l'interface solide-liquide est un défi majeur dans la compréhension de
l'interface nanoparticules et 1’environnement biologique. Contrairement a Ce qu’on suppose
souvent, le comportement trouve a la surface de suspensions (par exemple : charge nette, le point
isoélectrique ou la taille moyenne des agrégats) ne correspond pas a ceux qui se trouvent lors de
I'évaluation de l'interface nanoparticules-biomolécules (Baca et al., 2006; Nel et al., 2014)
L'interface solide-liquide déja métastable est soumise a un environnement hétérogene et
dynamique ou transitoire qui contribue a la formation de l'interface nano-bio. En outre, la
difficulté de faire la caractérisation physico-chimique est que l'interface n'est pas a I'état
d'équilibre. (Nel et al., 2014).

Les propriétés de nanoparticules dépendent de leur structure physique: la taille et la forme des
particules, leurs microstructures et les phases chimiques dans lesquelles ils sont présentes. En
outre, le comportement biologique des nanoparticules magnétiques dépend également fortement
de leur taille et de la forme, ainsi que leur polydispersité, la charge et la nature du revétement.
Plusieurs techniques physico-chimiques sont utilisées pour déterminer ces paramétres. Les
techniques physico-chimiques, telles que la microscopie atomique et chimique active (AFM),
spectroscopie de photoélectrons par rayons-X, la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR), les spectres de masse d'ions secondaires (SIMS et TOF-SIMS), ont été utilisées
pour étudier les propriétés de surface des nanoparticules d'oxyde de fer enrobées. Le tableau 1.1
montre de facon schématique les techniques de caractérisation qui nous avons utilisées et

quelques importants articles ou elles sont présentées dans la littérature.



Tableau 1.1 Références de techniques de caractérisations utilisees en nanotechnologie

Tableau 1.1

Caractérisation |Radiation Techniques Auteurs
Lynch et al (2008)
FTIR
Lundgvist et al 2004
Hong et al, (2009)
Lynch et al (2008)
Photon XRD
Belessi et al (2008)
Xu et al (2005)
Chimique
Gao et al (2009)
XPS
Reddy et al (2009).
Lynch et al (2008)
lons TOF-SIMS Lundgvist et al (2004)
Burlingame et al.
(1996)
Hong et al, (2009)
SEM
Peniche et al (2005)
Morphologique électrons
Hong et al, (2009)
TEM
Belessi et al (2008)
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Il faut remarquer qu’a cause de 1’épaisseur des couches de revétement, il y a la nécessite d’utiliser

plusieurs techniques de caractérisation pour obtenir de résultats concluants. Dans un article de

Hong et al., (2009), les nanoparticules magnétiques obtenues ont été caracterisées par diffraction

avec rayons-X, microscopie electronique en transmission et la microscopie électronique a



17

balayage. Comme conclusion, ils ont démontré que le poids moléculaire de la couche
fonctionnalisée joue un réle important pour déterminer la composition, la taille, la morphologie,

I'efficacité et la propriété magnétique de NPs.

La tendance d’agrégation des NPs peut influencer la détermination de leurs dimensions par les
techniques de caractérisation. Selon Xu et al, en 2005, différentes tailles de mémes
nanoparticules superparamagnétiques peuvent étre obtenues selon la technique utilisée. Comme
ils ont trouve, une moyenne de taille de magnétite de 7,1 nm par diffraction des rayons X et celle
de 8 nm par la microscopie électronique a transmission pour les échantillons préparés a 90 C.
Une moyenne de diametre hydrodynamique de 25 nm a été observé par la microscopie
électronique a balayage et de celle de 25-300 nm a été obtenu par la spectroscopie de corrélation
de photons. Par ailleurs, Talelli et al. (2009), qui ont étudié la capacité des micelles polymeriques
thermosensibles biodégradables (PEG) d’encapsuler nanoparticules de magnétite (5-10 nm de
diametre) enduit en acide oléique hydrophobe. Le microscope électronique a transmission a
montré structures micellaires sphériques et mono-dispersés dans cette dispersion, d'une taille de
60 nm. Les photos prises en plus fort grossissement ont montré clairement les NPs de 5-10 nm

piégées dans les particules de ~ 200 nm.
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CHAPITRE2 DEMARCHE DE L’ENSEMBLE DU TRAVAIL,
OBJECTIFS ET SYNTHESES DES TRAVAUX REALISES

2.1 Démarche de I'ensemble du travail

2.1.1 Projet NO

La majeure partie de cette these a été réalisée dans un projet dont I'objectif principal était le
développement de nanoparticules magnétiques capables de mener des substances thérapeutiques,
tels que l'oxyde nitrique (NO) jusqu’a la paroi des poumons. La stratégie était de fonctionnaliser
les surfaces de nanoparticules superparamagnétiques (magnétite - FesO,4) avec la molécule NO et
puis les insérer dans des microsphéres polymériques de chitosane. Sous la forme d'un aérosol de
taille sub-microscopique, cet ensemble serait déposeé a la paroi alvéolaire, et grace au pH local, la
biodégradation de chitosane fournirait les NPs qui dispenseraient le gaz NO dans les quantités

nécessaires et en doses sécuritaires.

En effet, en raison de la difficulté de transport jusqu’au niveau alvéolaire, les possibles avantages
pharmacologiques du gaz NO restent encore inexplorés. Toutefois, plusieurs études (Traylor &
Sharma 1992, Feldman et al.1993) ont montré un grand potentiel de la biochimie de lI'oxyde
nitrique, notamment: i) L'implication du NO dans plusieurs processus biologiques, y compris la
vasodilatation, l'inhibition de l'agrégation plaquettaire, ii) l'activation de I'enzyme guanylate
cyclase, qui catalyse la conversion de la guanosine triphosphate (GTP) en guanosine
monophosphate cyclique (cGMP), iii) I'effet cytotoxique de NO, aprés avoir été éliminé par
macrophages ou d'autres cellules du systéme de défense, iv) la production endogene de NO de la
conversion de l'acide aminé L-arginine par un mécanisme enzymatique, ce qui implique une

famille d'enzymes appelés la synthase d’oxyde d’azote.

En regle générale, I'oxyde nitrique est la seule molécule endogéne qui s’associe aux propriétés de
neurotransmetteur, augmente la capacité d'agir en tant que régulateur de la pression sanguine et

du systeme immunitaire

L’utilisation de Fe3O4 comme NP a été intense ces dernieres années en raison de ses bonnes
propriétés de biocompatibilité, méme a des concentrations élevées dans les organes ciblés (Mbeh,

Acetal., 2012). A cela s’ajoute la possibilité de guider ces particules d’oxydes de fer dans le corps



19

en utilisant un champ magnétique externe. Pourtant, l'utilisation directe de nanoparticules
magnétiques via le flux sanguin est strictement interdite, en raison de possibilit¢ de
I'agglomération de particules provoquer des embolies (Belessi et al, 2008). Alors, pour ce motif
un de nous objectives a été d’encapsuler les nanoparticules dans de boules de chitosane sous-

microscopique, un polymere biocompatible, biodégradable, et non toxique, selon la Figure 2.1.
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Figure 2.1 Représentation schématique de I’incorporation de nanoparticules aux boules de

chitosane

La pertinence de ce travail est basée sur le potentiel de livraison de médicaments en utilisant de
nanoparticules magnétiques qui peuvent fournir des avantages significatifs, tel que: i) la capacité
de cibler des endroits précis dans le corps, ii) la réduction de la quantité de médicaments

nécessaires pour atteindre une concentration particuliére dans les environs de la cible, iii) la
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réduction de la concentration de la drogue & des sites non ciblés en minimisant les effets

secondaires graves.

2.1.2 Projet Biocéramiques

Le troisieme article que fait partic de cette thése a été réalisé dans le cadre d’un projet visant a
¢tudier 1’adhésion de protéine sur la surface de biocéramique pour la croissance osseuse. Comme
a été déja dit, c'est une regle (presque) universelle que les biomatériaux soient toujours couverts
par les protéines immédiatement aprés contact avec I'environnement physiologique (Lynch et
Dawson, 2008), et cette couche dynamique des protéines (et d'autres biomolécules) est adsorbée a
la surface des particules (effet couronne) (Mbeh, D. et al, 2014) . L'effet couronne sur les surfaces
des biocéramiques a I'échelle nano est encore peu exploré et grandement inconnu. La
caractérisation physico-chimique de surface de ces céramiques bioactives, a été le premier pas
afin de mieux comprendre les interactions que contréle la formation de la couronne et, par
conséquent, comment les comprendre la formation du corona d'une liaison stable entre I'implant

et I'os hote.
2.2 Objectifs de la thése

2.2.1 Objectif principal

L’objectif principal de cette thése est de faire une étude au niveau nanométrique de la
composition physico-chimique des surfaces de biomatériaux utilisés pour la délivrance de

médicaments.

2.2.2 Objectifs spécifiques
Les objectifs spécifiques du projet ont été développés en prenant en consideration:

= La caractérisation physico-chimique de la surface au niveau nanométrique des
nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées pour la délivrance de NO a la paroi

pulmonaire.
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» La caractérisation morphologique de nanoparticules et leurs agglomérations utilisant la

microscopie €électronique a balayage et a transmission.

= La caractérisation complete de biomatériaux utilisés dans la fabrication des micro-
clusters, qui vont porter les nanoparticules jusqu’a l’intéricur des poumons. Cette

caractérisation comprend les aspects physico-chimique et morphologique.

= Les corrélations entre les caractéristiques de surface et les tests de biocompatibilité, soit
des échantillons de nanoparticules, soit des biomatériaux utilisés pour faire la délivrance

de ces nanoparticules.

» Les analyses de la surface au niveau nanométrique des biocéramiques utilisées pour la

croissance osseuse.

2.3 Syntheses des articles

2.3.1 Articlel

Dans cette étude, nous avons analysé la reproductibilité pendant la fabrication de trois types de
nanoparticules : oxyde de fer revetu par 1’acide oléique (Fes0,@O0A), oxyde de fer enrobé revetu
par 1’oxyde de silicium (Fes0,@SiO;) ou par 1’oxyde de silicium plus silane
(Fes0,@SiO,@NHy). La production de nanoparticules pour la délivrance de médicaments doit
étre faite avec un dégrée élevé de reproductibilité, afin que la composition et les propriétés de la
surface du dispositif médical soient toujours identique. Il faut avoir toujours cette garantie pour
s’assurer que les résultats des tests biologiques effectués sur un nombre limité de lots de

nanoparticules sont applicables a tous les lots fabriqués.

Les échantillons suivants ont été analysés : trois lots de FesO,@OA, trois lots de Fe;0,@SiO;, et
dix lots de Fe;0,@SiO,@NH,. L’analyse physico-chimique a été faite utilisant surtout la
Spectroscopie photoélectronique par rayon X (XPS). La Spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (FTIR) a été utilisée comme technique complémentaire. La microscopie a balayage
(SEM) a été employee pour analyser la morphologie et la taille des nanoparticules.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Spectroscopie_infrarouge_%C3%A0_transform%C3%A9e_de_Fourier
http://fr.wikipedia.org/wiki/Spectroscopie_infrarouge_%C3%A0_transform%C3%A9e_de_Fourier
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Comme résultat, nous avons constaté que la surface de nanoparticules montrait des variations
chimiques lot-a-lot. Il n’y avait aucune reproductibilit¢ entre au moins deux lots de

nanoparticules, pas en un était trouvé a avoir la méme chimie de surface. p

2.3.2 Article 2

Le deuxieme article a été réalisé aussi dans le cadre du projet pour la délivrance de NO. Le
chitosane a été choisi pour le véhicule pour la délivrance de nanoparticules fonctionnalisées par
NO. Méme si le chitosane posséde des propriétés exceptionnelles d’un polymere biocompatible,
biodégradable, non toxique, et autoadhésif, il est important de le stériliser avant de le mettre en
contact avec les tissus humains. La stérilisation avec 1’oxyde d’éthyléne est une des techniques
fréguemment utilisées pour ce type de biomatériaux. Cette méthode de stérilisation a des
avantages tels que I'efficacité a basse température, haute pénétration, et la compatibilité avec une

large gamme de matériaux.

Les surfaces des trois types de chitosane, différant seulement dans leurs degrés de désacétylation,
et de carboxyéthyl chitosane (CEC), ont été caractérisés chimiquement par XPS, TOF-SIMS,
Diffraction des rayons X et FTIR, a la fois avant et aprés stérilisation a lI'oxyde d'éthyléne. Selon
les résultats, il parait probable qu’il y a eu une légere modification chimique de la surface a été
produite pendant le processus de stérilisation.

Cependant, la cytotoxicité n’était pas affectée. Les chitosanes avant et apres contact avec I’oxyde
d’¢éthyléne ont été évalués en utilisant le test de biocompatibilité. La viabilité des cellules a été
évaluée par le contact direct entre les particules de chitosane et des cellules épithéliales humaines
Ab549 par les tests de thiazole de méthyle tétrazolium et lactate déshydrogénase. Les résultats ont
démontré que tandis que les modifications de la surface causée pendant la stérilisation ont
apporté de changements dans les résultats de biocompatibilité, tous les échantillons se sont

réveélés étre biocompatibles et non toxiques avant et apres la stérilisation.

2.3.3 Article 3

Le troisieme article avait pour but comprendre la nano-surface des biocéramiques utilisées pour

la croissance osseuse notamment le phénomene de coronna (adsorption des protéines sur des
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céramiques). La nature des biomatériaux et de leurs caractéristiques de surface jouent un réle
important dans la détermination de I'adaptation de I'os pour le matériau de I'implant. La réactivité
de la surface est une des caractéristiques communes des céramiques bioactives sur l'os, elle
contribue a leur capacité de liaison a I'os et leur effet sur I'amélioration de la formation du tissu
osseux. Pendant I'implantation, les réactions se produisent & l'interface biocéramique-tissu qui
conduit a des changements des caractéristiques de la surface de la biocéramique implantée et
aussi les tissus a l'interface. Avec les céramiques bioactives, les réactions de surface ont lieu
aprés immersion dans les liquides biologiques et ces réactions incluent: dissolution,
reprécipitation et d'échange d'ions en association avec l'adsorption des protéines qui se produisent

a la surface de céramique bioactive.

Les phosphates de calcium, tels que hydroxyapatite de calcium (HA), et de calcium biphasique
(BCP) et pB-tricalcique (B-TCP) de phosphate ont été caractérisés par spectroscopie de
photoélectrons rayons X, diffraction des rayons X, la microscopie électronique a balayage,
infrarouge a transformée de Fourier, la spectroscopie de masse d’ions secondaires a temps de vol

et la granulométrie laser.

Comme résultats, le XPS a montré la présence de contamination de carbone aux surfaces de tous
les échantillons, et a montré aussi que les rapports Ca / P et O / Ca dans les couches externes de
I'ensemble des échantillons sont différents de ceux attendus. Avec la déconvolution des pics
XPS, les biocéramiques ont révélé que le p—TCP et BCP sont distincts dans les intensités
relatives des leurs pics d’oxygéne. Les rapports d'intensité entre PO3/ PO, et CaOH" / Ca’
analysés par TOF-SIMS ont été utilisés pour distinguer entre les échantillons, et ont aussi
démontré que le fragment OH, présent dans tous les échantillons, ne se forme pas au cours de la
fragmentation, mais existe a la surface de I'échantillon, probablement comme un contaminant.
SEM a révéle clairement que BCP est une matrice de la microstructure macro-organisée, donnant
un apercu de la composition spécialement choisi de la BCP qui offre a la fois un échafaudage

adéquat et une bonne porosité de croissance osseuse.
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CHAPITRE3 CORE-SHELL NANOPARTICLES AS PRODRUGS:
POSSIBLE CYTOTOXICOLOGICAL AND BIOMEDICAL IMPACTS
OF BATCH-TO-BATCH INCONSISTENCIES

R. Franca?, X.-F. Zhang®, T. Veres®, L’H. Yahia® and E. Sacher®
Journal of Colloid and Interface Science, 389(1): 292-297, 2013
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Ecole Polytechnique C.P.5079, succursale Centre-Ville Montréal, QC, Canada H3C 3A7

3.1 Abstract

Numerous samples of magnetite@silica and magnetite@silica@silane core-shell nanoparticles,
previously used as prodrugs, were prepared by an experienced chemist, using the same identical
equipment and the same lots of reagents. Their surface analyses showed batch-to-batch chemical
variations: no two batches were found to have the same surface chemistries, showing unexpected
Si-O bond scission and amine oxidation. Because the preparations used reactions recognized to
be mild, and bond scission and oxidation are not found for similar reactions on larger surfaces,
the Fe3O4 nanoparticles that form the nanoparticle core appear to have acted as catalysts for these
side reactions. The intended use of these nanoparticles, as drug carriers, is discussed in terms of

cytotoxicological and biomedical consequences.
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3.2 Highlights

e solvent-produced magnetite@silica and magnetite@silica@silane core-shell nanoparticles
were shown to undergo unexpected reactions.

e these reactions include Si-O bond scission and amine oxidation.

e these reactions differ, in scope and extent, from batch to batch, despite being produced by
the same experienced chemist, using the same conditions, equipment and bottles of
reagents.

e the risks of using such nanoparticles as prodrugs are discussed.

3.3 Introduction

The reader is asked to consider the following situation: Laboratory A produces a new
nanoparticle (NP) to be used as a prodrug, and sends it to Laboratories X and Y, for
cytotoxicological testing; a comparison of the test results from these laboratories indicates major
cytotoxicological disagreements. In an effort to understand the disparity, Laboratory A repeats
the synthesis, again sending samples to Laboratories X and Y. Again, the results show major
disagreements, nor only between laboratories but also between each laboratory’s results on the

first and second samples.

It should, by now, be clear to the reader that this is not at all a hypothetical situation. The
published literature is filled with papers in which ostensibly identical samples give noticeably
different cytotoxicological results. Some of this disparity may be imputed to the use of different
protocols for a given cytotoxicological test, to the use of different cell culture media, etc.
However, such differences cannot explain disparities between presumably identical samples
tested in the same laboratory. Such differences strongly imply that supposedly identical samples,
prepared by the same person, with the same apparatus, employing the same procedure, and using
reactants from the same bottle, are not, in fact, identical. Because it is the NP surfaces that
contact the cell culture medium (or, ultimately, body fluids, in the case of prodrugs), these results

indicate that the surface chemistry of the NPs is subject to perceptible variations. This further
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implies that, in the production of these NPs, the “simple” reactions used, carried out under “mild”
conditions, are not simple nor are the conditions mild. This presents a serious situation, since it is
essential that the surface chemistries of NPs used as prodrugs be both predictable and invariant
from batch to batch.

We have recently been fabricating, and cytotoxicologically testing, magnetite core-shell
(magnetite@silica and magnetite@silica@silane) NPs [1,2]; such NPs have been the subject of
many previous studies, particularly as prodrug candidates. Because it is generally understood that
the characteristic parameters of nanomaterials may change over time, especially during the
manufacturing process, we were concerned as to the extent that this occurred in our case. It
rapidly became evident that, while our cytotoxicological results were comprehensible for any
given batch, batch-to-batch consistency was absent, prompting us to undertake an extensive
chemical analysis of our NP surfaces.

This was principally done using X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), a highly surface-
sensitive, non-destructive technique. The XPS probe depth (3 x the attenuation length) ranges
from ~ 4-5 nm for C, N and O, to ~ 8 nm for Si, appropriate for the chemical analysis of the outer
layers of the shells of these NPs. Additionally, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
was used for chemical group confirmation; a distinct advantage of this latter technique is the fact

that magnetite does not have a vibrational spectrum in the region of interest.

3.4 Experimental

The fabrication and properties of the magnetite@silica and magnetite@silica@silane NPs have
recently been discussed in detail [1,2]. Briefly, magnetite@oleic acid (Fe30,@0A) was produced
by the well-known decomposition of Fe(CO)s in octyl ether-oleic acid, and precipitated in
ethanol. When added to alkaline tetraethoxysilane (TEOS), the OA is replaced by a SiO; layer, ~
15 nm thick, to give magnetite@silica (FesO,@SiO,, Figure 3.1). Further exposure to the silane
orthoester, N-(2-aminoethyl)-3-aminopropyl trimethoxysilane (AEAP3), resulted in the
formation of a second shell, ~ another 15 nm thick, to give magnetite@silica@silane
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(FesO4,@SiO,@NH,, Figure 3.2). There is no doubt that the NP cores are magnetite nanocrystals
[1-3].

(a)

(b)

Figure 3.1 Photomicrographs of Fe3O,@SiO»; (a) bright field TEM: cores are

visible, (b) SEM: surface structure is visible
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(a)

(b) [

Figure 3.2 Photomicrographs of Fes0,@SiO,@NH; (a) bright field TEM: cores are visible, (b)
SEM: surface structure is visible.

The NP surfaces were characterized by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), using a VG
ESCALab 3 Mk Il that employed non-monochromated Al Ka radiation (1486.6 eV, with an
instrument resolution of 0.85 eV), at a power setting of 300 W. The base pressure during

scanning was below 1 x 10 Torr. Electrons were detected at a perpendicular takeoff angle, using
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steps of 0.05 eV, and spectra were analyzed using the VG Avantage software, using peak widths
previously determined in our laboratory on similar materials. Samples were prepared by pressing
the NPs onto an adhesive Cu ribbon, completely covering the Cu; no evidence of Cu was seen in
the XPS survey scan, and the Cls spectrum obtained differed from that of the bare ribbon
adhesive. Because of the abundance of unattributable C1s peaks, energy normalization was
accomplished by setting the highest energy Si2p peak, presumed to be due to Si bonded to four
O, as in SiO,, at 103.5 eV. In no case was the Fe2p spectrum detected, indicating the presence of
shells thicker than the attenuation length of the Fe2p emission (~ 3 nm), as previously indicated
[1,2].

FTIR spectra were obtained on a Nicolet FTIR spectrometer, in the range 600-4000 cm™. The

spectrometer resolution was set at 4 cm™, and 240 spectra were co-added to improve S/N.

3.5 Results

In preparation for the magnetite NP fabrications reported here, we earlier characterized several
commercially produced Fe oxides; these included FeO, a-Fe,0s, v- Fe,03, FeO(OH) and Fe3O,
[2]. Although X-ray diffraction showed [1-3] that the interiors of the NPs we produced were
clearly composed of Fe;O,4, the Fe2p XPS spectra of FesO,@OA produced as the first step in
producing our core-shell NPs (not shown) demonstrated that the NP surfaces did not correspond
to any of the oxides we previously determined. It quickly became clear that the Fe;0,@OA outer
layers detected by XPS contained incompletely reacted material. Despite this, the NPs were
superparamagnetic and were capable of accepting a silica shell [1,3]. It became a concern as to
whether the deposited shells (@SiO, and @SiO,@NH>) might also suffer from partial reaction.
As noted earlier, all the shells were of sufficient thickness to obviate detection of the underlying

Fe-containing core.
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Table 3.1 C1s peaks detected for Fe;0,@SiO;

Cls
Samples Peaks
1 282.8 284.2 285.8 287.5
2 281.9 283.0 284.3
3 278.6 279.7

Table 3.2 O1s peaks detected for Fe30,@SiO..

O1s

Sample Peaks
1 531.9 532.6
2 531.9 532.4
3 530.4 531.7 532.8

Table 3.3 Si2p peaks detected for Fe;0,@Si0,.

Si2p

Sample Peaks
1 102.6 103.5
2 102.6 103.5
3 101.6 102.6 103.5

Fe304@5i02

Our Cl1s, Ols and Si2p peak positions for three Fe3O,@SiO, samples are found in Tables 3.1-3.3,
respectively, and their relative concentrations are found in Figure 3.3; included in the figure are
two contaminants, each found once. With the FTIR spectrum of Fe;0,@OA, in Figure 3.4a, for
comparison, a corresponding spectrum of FesO,@SiO; is found in Figure 3.4b. As shown by the
disappearance, from Figure 3.4b, of the carbonyl deformation at ~ 1700 cm™ in Figure 3.4a,
Fes0,@SiO, no longer contains oleic acid, which has been displaced on reaction with TEOS.

The large amount of C, found in the XPS spectra (Table 3.1) and seen in Figure 3.3, is probably
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partially due to adventitious carbon, as is some of the O in Figure 3.3 (i.e., some of the
adventitious carbon is oxidized); the reaction of TEOS with displaced oleic acid cannot
contribute to the presence of C and O because, as Figure 3.4b makes clear, the carbonyl peak is

no longer present.

60 - .
Fe ,O,@SiO,

50 H

Atomic %

Figure 3.3 Atomic percentages of Fe;0,@SiO,

Since the C1s spectrum, and some fraction of the Ols spectrum, are due to contamination, of
which we cannot presently take account, we rely on the Si2p spectrum, in Table 3.3, to follow the
deposition of the @SiO, shell. That table shows clear evidence for the existence of Si bonded to
two (101.6 eV) and three (102.6 eV), as well as to four (103.6 eV) O atoms. In support of this
evidence of Si-O bond scission, Figure 3.4b contains a shoulder at ~ 1200 cm™, due to
unexpected Si-C stretching [4,5], which is confirmed by a peak at ~ 798 cm™, due to Si-C

deformation.
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Figure 3.4 FTIR spectra of (a) Fe30,@0A, (b) Fe30,@SiO,and (c) Fe30,@SiO,@NH,

F8304@Si02@NH2

Our Cls, Ols, N1s and Si2p peak positions for ten Fe3O,@SiO,@NH; spectra are found in
Tables 3.4-3.7, respectively, and their relative concentrations are found in Figure 3.5; again,

contaminants are included. Again, large variations in relative concentrations are found.

Table 3.4 C1s peaks detected for Fe;0,@SiO,@NH;

Ci1s
Sample Peaks

283.8 284.9 285.8 286.6

[

2 281.0 282.2 283.6 285.2
282.5 284.1 285.0 286.0
283.5 284.4 285.4

284.2 285.5 287.3
283.9 284.9 285.9
283.0 234.4 285.6 287.1 288.5
283.5 284.4 285.4 286.8
282.0 284.3 285.3 286.4 288.0
10 2380.2 283.9 285.0 286.0

O 0 1 & b B W
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Table 3.5 O1s peaks detected for Fe30,@SiO,@NH,

Sample O1ls Peaks
1 530.5 5320 5329
2 529.2 5309 532.0 5331
3 530.1 5316 5324
4 531.2 532.0
b 5306 5315 5323
6 5315 532.7
7 530.7 5319 533.2
8 531.0 5319 5328
9 530.5 5319 5328
10 530.6 5319 532.8

Based on the fact that both C1s and O1s spectra have sources in both contaminant layers and in
the @NH, shell, which cannot presently be distinguished, we consider only the N1s (Table 3.6)
and Si2p (Table 3.7) spectra in following the deposition of the @NH, shell. The N1s component
peaks, in Table 3.6, number either two (for 5 samples) or three (for the remaining 5 samples),
while only one component was expected (both primary and secondary amines appear at the same

energy, ~ 398 eV).

Table 3.6 N1s peaks detected for Fe30,@SiO,@NH,

Nls
Sample Peaks
1 398.2 3993 400.2
2 397.7 398.7 400.0
3 398.7 3998 4009
4 3978 398.7 400.0
5 3992 400.1
6 397.7 3992 400.7
7 3993 4004
8 398 4 3997
9 3991 400.1
10 398.5 399.5
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Table 3.7 Si2p peaks detected for Fe;0,@Si0,@NH;

Si2p
Sample Peaks
1 101.6 102.6 103.5
2 100.7 101.6 102.6 103.5
3 101.6 102.6 103.5
4 101.6 102.6 103.5
5 - - =
6 101.6 102.6 103.5
7 102 .4 103.5
8 101.6 102.5 103.5
9 102.5 103.5
10 101.6 102.6 103.5

Samples 3, 5, 7 and 9 do not have a peak at that energy. Other peaks appear near 399, 400 and
401 eV, suggesting escalating amine oxidation. In support of such oxidation, the FTIR spectrum,
in Figure 3.4c, contains a peak at ~ 1561 cm™, due to N-O stretching, and a corresponding peak
at ~ 1322 cm™, due to N-O deformation.

As with the Fe;0,@SiO, samples, the Fe;0,@SiO,@NH, samples show multiple Si2p peaks,
indicating the presence of Si bonded to two (101.6 eV) and three (102.6 eV), as well as to four
(103.6 eV) O atoms; in addition, sample 2 manifests a peak at ~ 100.7 eV, implying Si bonded to
one O atom. It should be noted that sample 5 shows no evidence of Si, despite the fact that it
manifests two N1s peaks, at positions indicating oxidation; this suggests the possibility of N
transfer from the silane. Fe, too, is absent, indicating that the shell, composed of C, is several nm
thick. Again, the shoulder, at ~ 1200 cm™, in the FTIR spectrum of Figure 4.4c, and the peak, at
~ 798 cm™, confirm the presence of Si-C. Thus, the Si-O bond has undergone scission, whether
in the @SiO, shell, the @NH, shell, or both.
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Figure 3.5 Atomic percentages of Fe;0,@SiO,@NH..
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3.6 Discussion

Fe304@5i02

The Stdber process [6], proposed in 1968, was used to deposit the @SiO, shell. It involves the
basic hydrolysis of TEOS in aqueous alcohol at room temperature, and has always been
considered a mild reaction. When its chemistry was discussed in the recent literature [7], it was
pictured as the hydrolysis of Si-O-C,Hs to give Si-OH, followed by condensation and loss of
water, to form Si-(O)g; this is seen in Figure 3.6a. Si-O fragmentation has never been considered,
nor, after extensively searching the literature, does it appear that any reason was ever presented to
do so. However, our present data show that there was extensive contamination by adventitious
carbon, which appears to have reacted with the TEOS during shell formation. Further, neither the
component species nor their relative concentrations (to be discussed shortly) remain constant
from batch to batch.

The fragmentation noted in Table 3.3 has been confirmed by the FTIR results mentioned earlier.

Because the Si-O bond has an energy of ~ 450 kJ mol™ and the C-C bond, an energy of ~ 350 kJ
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mol™, such fragmentation is not expected to occur at room temperature, under “mild” conditions,

except through the intermediation of a catalyst, such as FezO4 NPs [8].

Figure 3.6 Hydrolysis of (a) TEOS and (b) silane

Fe304@Si02@NH2

The hydrolysis of silane orthoesters [(RO)s-Si-R'-Z, where R and R' are organic groups and Z is a
functional group], a process commercialized in the late 1930s, has always been accepted as mild,
and to occur in a fashion similar to that of TEOS hydrolysis, as seen in Figure 3.6b. Indeed, in a
recent paper on the use of an orthoester similar to ours [9], deposited onto a flat substrate, XPS
revealed that no Si-O scission had occurred, although the N1s spectrum manifested two peaks,

the higher energy component of which was attributed to hydrogen-bonded NHs.



Table 3.8 XPS peak positions of primar amines and their oxidation products

Group? Nis (eV)P
Primary amine ~398
Nitrile ~398
Hydroxylamine (Nitrilo) ~399
Oxime ~400
Nitroso ~401.5
Nitro ~406

a. Reference 10.

b. Reference 11.

SciFinder Scholar [10], queried with the phrase, “primary amine oxidation”, returned articles
indicating the oxidation products possible in our case; these are found in Table 3.8. The binding
energy values found in the table come from the NIST XPS Database (SRD 20, version 3.5) [11].
The results of a similar query for “secondary amine oxidation” are found in Table 3.9. The silane
orthoester used, N-(2-aminoethyl)-3-aminopropyl trimethoxysilane, colloquially known as
AEAP3, has both 1" and 2" amines.

Table 3.6 shows that the N1s spectrum has peaks concentrated around, 398, 399, 400 and 401 eV.
Given that the binding energy was normalized to the Si(O)4 peak, at 103.5 eV (this peak has
sometimes been set to other energies between 103.0-104.0 eV), we take the peaks at 398-399 eV
to be unoxidized amine, and those at higher binding energies to be due to progressively higher
oxidation states. What is clear from Tables 3.8 and 3.9 is that these higher binding energy peaks

represent mild oxidation states (e.g., oxime and/or hydroxylamine).
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Table 3.9 XPS peak positions of secondary amines and their oxidation products

Group? N1s (eV)®
Secondary amine ~398
Imine ~398
Hydroxylamine (Nitrilo) ~399
N-oxide (Nitrone) ~403

a. Reference 8.

b. Reference 9.

The oxidation and frag mentation noted in Tables 3.6 and 3.7, respectively, have been confirmed
by FTIR, as noted earlier. Here, t0o, as in the case of Fe;O0,@SiO,, above, the occurrence of the
highly energetic processes of Si-O scission and, additionally, amine oxidation, argue for the

presence of catalytic intermediation.
Batch-to-batch inconsistency of relative concentrations

The relative concentrations of component peaks, even for batches that give qualitatively similar
results, are vastly dissimilar. Consider, for example, batches 1 and 4 of Fe;0,@SiO,@NH,. Each
exhibits three Si2p and three N1s peaks, at about the same positions. Despite this, the Si : N
atomic ratio is 2.79 : 1 for batch 1 and 4.44 : 1 for batch 4. Further, the Si(O),:Si(O)3:Si(0)4 peak
ratio is 1 : 4.23 : 4.24 for batch 1, and 1 : 3.56 : 1.68 for batch 4, while the three N peaks, in order
of increasing binding energies, are in the ratio 1 : 1.55 : 0.74 for batch 1 and 1 : 1.19 : 0.52 for
batch 4. Similar comparisons may also be made with other sample pairs and, in each case, batch-
to-batch consistency is absent: even in the case where the number of peaks and their energy
positions are the same, their ratios and relative concentrations are substantially different. It
appears that the extents of chain scission and oxidation are essentially random. A Google search
[12], using the term, “batch-to-batch consistency in nanoparticle production”, returned ‘“about
475,000 results”. A serious perusal indicated that batch-to-batch consistency generally referred to
“specifications that include the size distribution, optical properties, hydrodynamic diameter, zeta
potential, and solution pH of the nanoparticles” [13], although XPS has occasionally been used to
compare NP surfaces: a recent study of Si nanowire preparation [14] found a variation in surface

hydroxyl groups, imputed to humidity variations during preparation.

Implications for drug delivery
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The literature is replete with papers on magnetite core-shell NPs, principally touted for drug
delivery. Several that have recently been published are found in references [7, 15-17]. Despite the
pressing need for such information, and the risks involved, few have been subjected to
cytotoxicological studies and none, to batch-to-batch reproducibility studies. We outline such

risks below.

The drug production process must be controlled and reproducible, in order to ensure that the
nanomaterials contained in the medical device are rigorously identical. It is the only way to
ensure that the biological risk evaluation subsequently carried out on the medical device

containing the nanomaterials is valid for all of the batches produced.

Further, drug delivery, itself, is predicated on the use of non-hazardous carriers delivering a
known quantity of drug. To insure that the carriers are non-hazardous, cytotoxicological studies
are carried out. As noted in the Introduction, the literature is replete with results that are
inconsistent from laboratory to laboratory, and from batch-to-batch. We now begin to understand

why this is so.

While the use of Fe3O4 in NPs is US Food and Drug Administration- and European Medicines
Agency-approved, the use of our functionalized NPs as prodrugs presents a problem because of
the inconsistency of the surface chemistry. Let us consider the use of the NH, groups for drug
bonding: in the example used above, the NH, content of batch 1 is 30% of total N and that of
batch 4, 37%. Among all the batches, the NH, variation is extensive: for batch 5, it is 0% and for
batch 10, 51%. Clearly, one cannot construct a prodrug from our NPs through NH, bonding. It
appears that, should it be necessary to use FesO4 NPs for magnetic drug targeting, the outer
surface would need to be covered, in a repeatable fashion, with a non-toxic layer that is stable
under use conditions (e.g., PEGylation, using functionalized PEG), and the chemically consistent

surface thus obtained used for prodrug formation.
Implications for toxicity

Many research projects have attempted to fill gaps in our knowledge of the potential toxicity of
nanostructures, but current data are incomplete and, all too often, inconsistent. The surface
chemistry of NPs has been found to be of paramount importance for protein adsorption, and its
effect on cell toxicity. Methodologies to characterize and develop all aspects of the potential

toxicity of prodrugs are still at the developmental stage. The interpretation of inter-laboratory
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data remains difficult, partly due to a shortage of reference nanostructures and protocols, while
the relevance of some toxicological tests used for conventional materials has yet to be established
and validated for nanomaterials. Consequently, adding those technical weaknesses to our findings
of batch-to-batch inconsistency, the evaluation of the biological risks, in the use of nanostructures

as prodrugs, remains a formidable problem.

3.7 Conclusions

Our study of the surface chemistry of core-shell FesO,@SiO; and Fe;O,@SiO,@NH, NP
structures, using multiple samples, manufactured identically, by the same experienced chemist,
has shown the presence of Si-O bond scission and the mild oxidation of NH,, groups, marked by
batch-to-batch variations. Since similar reactions are not reported to occur on large, flat surfaces,

it appears that the presence of Fe3O4 NPs catalytically promotes the reactions found.
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4.1 Abstract

The surfaces of three chitosans, differing only in their degrees of deacetylation, and of
carboxyethyl chitosan were chemically characterized by XPS, TOF-SIMS, XRD and FTIR, both
before and after sterilization with ethylene oxide. Unexpected elemental ratios suggest that
surface chemical modification occurred during the processing of the original chitin, with further
surface modification on subsequent sterilization, despite previous reports to the contrary. Cell
viability was evaluated by direct contact MTT and LDH assays between the chitosan particles
and A549 human epithelial cells, which demonstrated that the modifications incurred on
sterilization are reflected in biocompatibility changes. All the samples were found to be

biocompatible and non-toxic before sterilization, and remained so subsequently.
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4.2 Introduction

Chitosan (Ch) is a biocompatible polymer that is biodegradable, nontoxic and self-adhesive. It is
primarily composed of 2-amino-2-deoxy-p-D-glucopyranose repeat units, retaining a small
amount of 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranose residues, and is the second most abundant
and renewable natural polymer after cellulose. It is commonly found in the exoskeleton or
cuticles of many invertebrates, and in the cell walls of most fungi and some algae [1]. It is
characterized by either the degree of acetylation (DA) of amino groups, or by the degree of
deacetylation (DD) of N-acetylamino groups. When the number of N-acetyl-D-glucosamine units
is greater than 50%, the biopolymer is called chitin; when it is lower, the term, chitosan, is used
(Fig. 4.1) [1,2]. Chitin and Ch are of commercial interest due to their higher percentage of
amine/amide functions, compared to synthetically substituted biopolymers [2], making them

attractive for medical use.

Figure 4.1 Chemical structure of chitin or chitosan.

If R=-COCHg3 and x > 50%, chitin; or if R= H and y > 50%, chitosan

Ch is soluble in aqueous acids but insoluble in neutral or alkaline aqueous media, as well as
numerous other solvents, which limits its applicability. The amino group at the highly
nucleophilic C2 position may be used to modify Ch, so as to obtain physicochemical or
biological properties desired for specific applications. For example, Ch has been modified by

glutaraldehyde cross-linking to prepare “intelligent” drug delivery systems [3], by
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carboxymethylation for the repair and regeneration of bone tissue [4] and by conjugation with
sulfate, as a blood anticoagulant factor activator [5]. Recently, Tran et al. [6] treated Ch with
acrylic acid in order to obtain carboxyethyl chitosan (CEC), which was used as a matrix for the
controlled release of ibuprofen and famotidine; in contradistinction to Ch, CEC is soluble not
only in acid, but also in agueous media with neutral or higher pH values, depending on its degree
of carboxyethylation. This solubility, over a larger pH range, is important for various biomedical

uses, including gene delivery.

Ch is also widely employed when in contact with corporeal fluids or implanted within the body,
where sterilization is required. Several sterilization methods can be used, including autoclaving,
ethylene oxide, dry heat, and ultraviolet and y-radiation [7]. The method chosen must be carefully
selected because the physical, mechanical, and biological properties of biomaterials may be

negatively affected by it.

Ethylene oxide (EtO) is very useful as a sterilization agent. It proceeds through the direct
alkylation of cellular constituents of organisms, leading to denaturation. It has advantages, such
as effectiveness at low temperatures, high penetration, and compatibility with a wide range of
materials. Nonetheless, it is flammable and explosive, it may produce toxic residues, and it reacts
with functional groups, such as the amine in Ch [7]. To reduce both its toxic effects and its
flammability, EtO is generally mixed with inert gases, such as fluorocarbons and CO,. In order to
overcome some of its drawbacks, strict rules have been established concerning its use in
sterilization, such as those promoted by the American National Standard ANSI/AAMI ST27-
1988 [8]. Despite various studies involving the use of Ch and EtO, information about the effects

of this sterilization method on the surface properties of the materials remains limited [2].

The aim of the present study is to evaluate the effects of EtO sterilization on Ch and its
derivative, CEC, and to establish the relationship between the physicochemical properties of their
surfaces and their in vitro biocompatibility test results. In particular, the use of X-ray
photoelectron spectroscopy, which probes ~ 5 nm of the outer layer of Ch, and TOF-SIMS,
which probes its first few monolayers, is designed to aid in the comprehension of our

cytotoxicological results obtained when contacting these same outer layers.
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4.3 Experimental

Materials
Chitosans

Four kinds of Ch were used in this study: those with DD values of 79% (Ch79), 85% (Ch85), and
95% (Ch95), as well as carboxyethyl chitosan (CEC). They were purchased from Marinard
Biotech (Riviere-au-Renard, QC, Canada); CEC was obtained by the carboxyethylation of Ch95,
as described below. Concerns over chemical modifications during reprocessing restricted us to
using the samples as received. Because of this, the effects of particle size and shape were not
considered here. These effects will, however, be discussed in a follow-on paper on the

distribution of pro-drug nanoparticles in chitosan microparticles of various sizes.

Cell line and culture medium

The A549 cell line (CCL-185), obtained from ATCC, was used for the proliferation test. It is a
human Caucasian lung carcinoma type Il epithelial cell, and was grown in Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM), supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS,
Sigma-Aldrich) and 1% penicillin/streptomycin (P/S, Gibco Laboratories) to control bacterial
contamination. It was maintained at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO, and 95% air;
no contamination was detected during the experiments. The culture medium used was identical to

the growth medium.

Reagents

Trypsin-EDTA (Gibco/Invitrogen) was used to collect the undamaged cells. The yellow
tetrazolium dye used in the MTT test, 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-triphenyl tetrazolium
bromide, was purchased from Trevigen; both the reagent and the detergent solution are supplied

ready for use. The LDH cytotoxicity detection kit was purchased from Roche.
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Methods
CEC Synthesis

CEC was obtained by treatment of Ch95 (MW ~ 400 kDa) with acrylic acid, as described by Tran
et al [6]. Briefly, 10 g of chitosan were dispersed in 490 mL of distilled water, and 10 mL of
acrylic acid were added. After 4 h at 80 °C, the final pH of the solution was adjusted to 7.0; the
CEC was precipitated with added methanol, collected by filtration, washed 3 times with pure
acetone and dried in an incubator at 40 °C for 72 h. The degree of substitution (DS) was

confirmed by elemental analysis (Fisons model EA-1108 Element Analyser) as ~ 0.45.

Chitosan Sterilization with Ethylene Oxide (EtO)

All the samples, in the form of powders, were sterilized with EtO; however, only Ch95 and CEC
were used for the biocompatibility tests because they, alone, were amenable to homogeneous
dispersion in the culture medium. The sterilizations were performed by exposure to Honeywell
Oxyfume-30 (30% EtO and 70% CO;) for 8 h at 40°C and 40-50% relative humidity. An initial
vacuum of 400 mm Hg (53.3 kPa) was applied for 15 min, and then 600 mg/L of Oxyfume-30
were added until the chamber reached a pressure of 0.5 kgf/cm? (49.0 kPa). After the incubation
period, a 400 mm Hg vacuum was reestablished. The samples were purged with N, several times
to remove residual EtO, and stored at room temperature for at least 1 week before testing.

Chitosan characterizations
At least four replicates were used in each case.

Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy: Two hundred sixty one FTIR scans of each
powder sample were co-added on a Bio-Rad FTS 6000 spectrometer, in the range 4000-400 cm™,

using a He-purged MTEC 300 photoacoustic cell, with the spectrometer resolution set at 4 cm ™.

X-Ray Diffraction (XRD): Analyses were carried out using a PANalytic X'Pert MPD, with Cu Ka.
radiation (A = 1.542 A), generated at 50 kV, 40 mA. The 26 range, 15-80°, was covered in 0.02°
steps, and the diffraction patterns were analyzed using the X'Pert HighScore software

accompanying the instrument, with comparisons against standards from the stored JCPDS cards.
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X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS): C1s, O1s and N1s spectra of the various samples were
obtained on a VG ESCALab 3 Mk 11, using non-monochromated Mg Ka radiation (1253.6 eV),
at a power setting of 300 W, having an instrument resolution of 0.7 eV. When two peaks differ
in energy by less than this amount (e.g., C-C and C-NH differ by ~ 0.3 eV), they cannot be
separated with confidence; in such a case, they are subsumed into one peak. The samples were
deposited onto copper sample stubs, using 2-sided adhesive Cu tape. The base pressure during
scanning was less than 1 x 10°° torr. Electrons were detected at a perpendicular take-off angle,
using 0.05 eV steps, and spectra were analyzed using the VG Avantage software. No Cu
spectrum was visible, indicating a thick sample deposit.

Time-of-flight Secondary lon Mass Spectroscopy (TOF-SIMS): Positive and negative ion spectra,
obtained with an ION-TOF IV TOF-SIMS, using a 15 kV Bi* primary ion source, were acquired
at masses up to 500. The primary ion dose was maitained at less than 10 ions/cm?, so as to
ensure static conditions. Positive ion spectra were calibrated to the H*, H,", C*, CH", CH,", CH3",
C,H3", CoHs™ CaHs*, CsH;', C4Hs', C4H;" and C4Hg" peaks, and negative ion spectra were
calibrated to the C, CH’, C;, C;H’, C3', C3H™ peaks before data analysis. Sample spectra were
obtained over an area 50 pum x 50 pm, rastered in random mode, 128 by 128 pixels, with an

emission current of 1.0 4A in bunch mode.

Scanning Electron Microscopy (SEM): Photomicrographs were obtained with a JEOL JSM-
7600TFE microscope. Samples were deposited onto an amorphous carbon ribbon and,
subsequent to the deposition of a layer of amorphous carbon, inserted into the instrument. Images

were obtained at a 2 keV accelerating voltage.

Relative dispersibilities of the various types of chitosan in the culture medium

It was initially intended to analyze the biocompatibilities of all the sample dispersions (Ch79,
Ch85, Ch95 and CEC) in direct contact with cells, for the purpose of obtaining light microscopy

images. However, as mentioned earlier, only the latter two were homogeneously dispersible in
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the culture medium; they were added to the medium, at a concentration of 1 mg/mL, with 2 mL
of the cell suspension, and were analyzed by light microscopy at 20x magnification. This
concentration was used only for obtaining light microscopy images, with various other

concentrations used for chitosan preparation, as described below.

Biological assays

Biocompatibility: The biocompatibility studies were performed by direct contact of Ch particles
with A549 cells. One hundred pL/well of cell suspension (1.0 x 10° cells/mL) in culture medium
were inoculated in the 96-well microplate, and permitted to grow for 24 h, at 37 °C, in a
humidified atmosphere of 5% CO; and 95% air. The samples, both before and after sterilization,
were suspended in DMEM at various concentrations (25, 50, 75, 100 pug/mL, a range often used
in the literature [9,10], with 0 pg/mL as control, at room temperature. After 24 h, the medium in
the microplate containing cells was removed and replaced with the one containing different
concentrations of Ch particle suspensions (0-100 pg/mL) for another 24 h. Cell viability was
determined by both MTT and LDH tests.

MTT: Mitochondria play a critical role in cellular function through aerobic adenosine
triphosphate (ATP) production [11]. The methyl thiazole tetrazolium (MTT) assay uses the
yellow tetrazolium salt, 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide, to
measure cell viability through the tetrazolium compound bioreduction, by viable cells, to a
colored formazan product. The conversion in the viable cells is done by nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) or nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), catalyzed by
dehydrogenase enzymes. The formazan absorbance is measured at 570 nm and is related to the
number of viable cells [12]. Following the manufacturer’s directions [10], the exposure media
containing the Ch solutions were aspirated (cells still adhered to the well bottom) and each well
was rinsed with 200 puL of 1% phosphate-buffered saline (PBS) (Invitrogen, 10x Gibco
Phosphate-Buffered Saline, pH 7.2). One hundred pL of medium were then added to each well,
along with 10 uL of MTT reagent. After incubation for 4 h at 37 °C, under 5% CO,, 100 pL of
Invitrogen Detergent were added to each well to insure the solubilization of the formazan

crystals. The plate was held in the dark, at room temperature, and read after 3 hours. The optical
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density values were determined at 570 nm, using a Beckman microplate reader. The relative cell
viability (%) results were computed by dividing the absorbance values from wells with sampled

cells by those from the control wells (i.e., wells with only cells and no Ch).

LDH assay: Lactate dehydrogenase LDH, a stable enzyme present in the cytosol, is released upon
cell lysis. This assay permits the determination of compounds that induce alterations in cell
integrity. It is based on the measurement of LDH released, from the cytosol of dead or plasma
membrane-damaged cells, and was performed on the culture supernatant from the plates used for
the MTT assay. After the incubation of cells with the different types of chitosan, the supernatants
(100 pl) were transferred to a 96-well plate for LDH assay, and the cells that remained in the
plates were used for the MTT assay. Equal volumes of the reaction mixture were added to each
well. Absorbance was measured at 492 nm, and the cytotoxicity, in %, was calculated relative to
Triton X-100, as the high control (100% cytotoxicity), and the cells in the culture medium, as the
low control (0% cytotoxicity), as follows:

((S-C) / (T-C)) x 100,

where S is the measured value, C is the low control value, and T is the high control value.

4.4 Results

Morphological characterization

XRD: As noted earlier, Ch can present different crystalline patterns. Native chitin has three
anhydrous crystalline polymorphs, o, B, and y, depending on its source [13.14]. The a—chitin,
from which our samples are derived, the most abundant of the three polymorphs, has a tightly
compacted orthorhombic cell, formed by alternating sheets of parallel and antiparallel chains.
The B-chitin adopts the parallel form with a monoclinic unit cell, and the y-chitin structure has

not been completely identified [14]. The XRD patterns of all our samples, before sterilization
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(Fig. 4.2), present a peak at 20 = 20°, and the degree of crystallinity increases with the DD value.
This difference in crystallinity may reflect the fact that Ch chains with higher degrees of
deacetylation are more compact, with a greater number of amine groups facilitating hydrogen
bonding [15] and crystal formation. An additional peak appears at 260 = 10°, possibly indicating
another crystal form. This structural parameter influences both physicochemical [16] and
biological properties [17]. The XRD patterns do not change on sterilization. This is because, as

shown below, EtO affects only the outer surface of the sample.

CEC

Arbitrary Units

Ch95

Ch85

Ch79

I ' I ' I ' I ' | '
10 20 30 40 50

Angle

Figure 4.2 XRD spectra of chitosan before sterilization.

SEM: The photomicrographs in Fig. 4.3 are purposely presented at slightly different
magnifications, to advantageously demonstrate the structures we discuss; they show the
morphological structures of Ch79 (3A), Ch85 (3B) and Ch95 (3C), with orderly, arranged layers
forming fibrils. In contradistinction, for CEC (3D), the particles were replaced by a rougher,

irregular shape that indicates an alteration of the chitosan structure on carboxyethylation.
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Figure 4.3 SEMs of (A) Ch79, (B) Ch85, (C) Ch95 and (D) CEC

Surface chemical characterization

FTIR: Spectra, found in Fig. 4.4, compare Ch95 and CEC, with those of the sterilized materials
in the inset. The principal vibrational band positions and their group attributions [18] are
presented in Table 1. Because bands from different chemical structures fall at similar positions,
little attributable difference is found among the spectra. For example, all the samples display

strong vibrations at 1645 and 1584 cm™, which have, in the past, been attributed to amide I and 11

vibrations.
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However, since only 20% or less of the nitrogen in our samples occurs as amide, the remaining
nitrogen being amine, these attributions are unlikely to be unique. Since amine deformation
vibrations also produce strong bands in the 1640-1575 cm™ region [19], it is likely that they, too,

contribute to these peaks.
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AN.
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Figure 4.4 FTIR spectra of chitosan samples before and after (st) sterilization with ethylene oxide

The inset to Fig. 4.4 indicates that there are no strong differences among samples before and after
EtO sterilization. This is surely because any new vibrational peaks are limited to several nm of

sample surface, while FTIR probes 2-3 um in depth.

XPS: Survey spectra, found in Fig. 4.5, present the elemental compositions, at a probe depth of ~

5 nm for C, N, and O (attenuation lengths are ~ 1.5 + 0.2 nm for all these elements, with the
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probe depth being 3x the attenuation length); they are given in relative percentages (%), before

and after sterilization.

Table 4.1 Vibrational Bands of Chitosan

Band (cm™) Attribution
3450-3290 O-H stretching
3500-3400 N-H,, stretching
2890-2860 C-H, stretching
1690-1645 C=0 stretching
1600-1580 N-H bending
1560 -1415 symmetric and asymmetric carboxylate group
vibrations
1410-1420 CH, bending
1380-1370 CHs symmetric deformation
1160-1150 C-O-C asymmetric stretching, C-N stretching
1020-1030 C-O skeletal stretching
1000-800 C-H deformation

The CEC surfaces were also found to contain trace concentrations of Na and ClI, retained from the

fabrication process. The data show an expected decrease in the percentage of C on increasing DD

from Ch79 to Ch95, but not for CEC. The percentage of nitrogen atoms expected for CEC should

be about the same as in Ch95, but the XPS results show that it suffers a slight, but noticeable,

diminution after carboxyethylation: this is because an increase of C and O leads to an apparent

relative decrease of N.
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Referring to the chemical structure of Ch, in Fig. 4.1, Table 4.2 lists the binding energies of the
high resolution XPS peaks for the chemical groups that are expected. Table 4.3 and Fig. 4.6 show
that the surfaces of all the samples have chemical compositions that differ from those that are
expected. For example, Ch79 has five C1s peaks (recall that C-C and C-N are subsumed into one
peak), and the atomic percentages, both before and after contact with EtO, are found to be
different than those expected. All samples manifest two or more O1s peaks, at positions that
imply the presence of -COOH. CEC has two N1s peaks, quite different from what is expected,
since both amine and amide appear at essentially the same position. Unmistakably, at least at the

sample surfaces, the structures found do not resemble that in Fig. 4.1.
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Figure 4.5 XPS-determined relative surface compositions before and after sterelization with

ethylene oxide.

Table 4.2 displays the component peak positions expected from high resolution XPS. The Cls
spectra of Ch79, Ch85 and Ch95 were predicted to have 3 peaks: the first, at 285.0 eV, is
attributed to aliphatic carbon from C-C and C-N groups, and any adventitious carbon; the second
peak, at 286.4 eV is attributed to alcohol (C-OH) and ether (C-O-C) groups; the third peak, at
288.0 eV, is attributed to O-C-O and amide carbonyl.
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Figure 4.6 XPS spectra before and after sterilization with ethylene oxide
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However, Ch79, Ch79st and Ch85st show an unexpected fourth peak, at ~ 289.0 eV, which is
attributed to -COOH; CEC and CECst also have these 4 peaks. Additionally, both Ch79 and
Ch79st have another, unidentified, peak at > 291 eV, indicating an unidentified C with a high

electron density.

Table 4.2 Chitosan XPS peaks expected

FWHM? BE Peak Ratios”
Peak Attribution '
ClsA: CH-CH,C-NH 2850 | 2 | 2 | 2 2
Cls B: - -0-
Carbon 0.7 C-OH, C-0-C 286.4 5 5 5 5
Cls C: -N-C=0 288.0 | 0.21|0.15|0.05| 0.05
Ols A: C=0 532.7 1
Oxygen 0.8 O1s B: C-0O-C, C-OH 533.3 2
Nitrogen 0.7 N1s: C-NH, N-CO 399.7

a. Values used in our laboratory peak separations.
b. Values based on the reported amount of amide.

For the Ols spectrum, only one peak, at ~ 533.5 eV, is expected for Ch79, Ch85 and Ch95,
because the ether and alcohol group have very similar binding energies. In fact, two or more
peaks are found for all the samples, which indicates the presence of other oxidized C species,

confirming what was found in the C1s spectrum.
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For the N1s spectrum, one peak, at ~ 399.0 eV, is expected for N1s, because N, in both amines
and amides, appears at the same binding energy. The Ch79 samples show only one peak, at ~
401.2 eV, 2 eV higher than for an amine (~ 399 eV), possibly indicating the presence of an
ammonium salt (R-NH3") or, more probably, an amine oxidation product (e.g., nitroso); oxidized
amine was also found in our recent study of the preparation of magnetite@silica@amine-
terminated silane core-shell-shell nanoparticles [20]. CEC, even before sterilization, has two
peaks, at ~ 398.9 and 400 eV, the latter suggesting slight amine oxidation (e.g., hydroxylamine or

oxime).

While Ch79 and Ch79st both manifest unexpectedly high binding energy Cls and Ols
components, this is due to neither referencing nor charging problems. Not only are the N1s
components properly energy-corrected, the same spectra were obtained for each replicate. The

reason for the presence of these peaks is currently unknown.

To summarize the XPS results before sterilization, all the samples, irrespective of their DD,
exhibit additional C1s, Ol1s and N1s peaks, indicating a modification of the expected surface
chemistry. This has been commonly found in the literature. Indeed, without exception, recent
publications [21-23], using Ch samples of DD values similar to ours, have deemed it necessary to
use 3-4 C1s peaks, 2-3 O1s peaks and 2-3 N1s peaks to fit their XPS results. The extra peaks are

variously described as coming from contaminants and amine salts.

The EtO sterilization process is clearly chemical, in nature: EtO is a powerful direct alkylating
agent. The addition of alkyl groups to microorganisms, which bind to their hydroxyl, amino and
carboxylic acid groups, limits normal cellular metabolism and the ability to reproduce [3]. Our
XPS analysis has confirmed that EtO reacts with the sample surfaces, with the appearance of new
species. We find that, in addition to the (principal) alkylation reactions, adding hydroxyethyl (-
CH,-CH,-OH) moieties to hydroxyl, amino and carboxylic acid groups, the particle surface
appears to have undergone a (minor) oxidation, particularly noticeable in the N1s spectra: as
indicated earlier, the N1s spectra of the Ch and CEC samples all display an additional higher
energy peak on EtO sterilization, which can be attributed to amine oxidation; this is confirmed by
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their IR spectra [18]. The O1s spectrum of Ch79st manifests a new peak, at 534.8 eV, not present
in Ch79, indicating the oxidation of a previously existing group.

To summarize the overall XPS results, the Ch sample surfaces appear to have suffered chemical
modifications both on processing from chitin and on EtO sterilization. This has prompted us to
avoid further chemical modifications that would result from reprocessing the as-received samples

S0 as to vary size and shape.

TOF-SIMS: Ch95 and CEC were analyzed by TOF-SIMS. Figs. 4.8a and 4.8b show the positive
and negative spectra of the unsterilized Ch95, and Figs. 4.8c and 4.8d show those of the sterilized
Ch95. Figs. 4.8e and 4.8f show the positive and negative spectra of the unsterilized CEC, and
Figs. 89 and 8h show those of the sterilized CEC. Adventitious hydrocarbon fragments were
observed in all TOF-SIMS spectra, indicating surface deposition from the atmosphere during
manufacture. Na and CI impurities were observed for both Ch95 and CEC.

Following sterilization, no additional peaks, which might be attributable to sterilization, were
observed, but relative intensities of both positive and negative mode peaks were decreased,
probably due to EtO-induced surface modifications. The CNO™ fragment (42 D) was clearly
observed in the logarithmic intensity spectra (not shown) of all the samples, in support of the
XPS data cited above, indicating the presence of amide (N-C=0) and/or amine oxidation (C-
N=0). On sterilization, the observed CNO/CN" ratios (m = 42/26) increased 20% for Ch95 and
33% for CEC, which can only be due to amine oxidation; for 4 independent determinations, these
increases were constant to within 1% for Ch95 and 4% for CEC. This indicates that the increase
in the CNO/CN' ratios were due to amine oxidation during sterilization, and also helps to explain

why TOF-SIMS found no new peaks on sterilization.
Biological Assays

Relative dispersibilities of Ch95 and CEC in the culture medium: In order to compare the
dispersion properties of the samples, they were suspended in culture medium, at a concentration

of 1 mg/mL [24,25], and analyzed, by light microscopy, at 20x magnification. Fig. 9 compares
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Ch95 (9A) and CEC (9B): a higher dispersibility was found for CEC, probably due to the

presence of polar carboxylic acid groups.

Direct Contact MTT Cell Viability Assay: MTT cell viability was assessed following a 24 h
exposure of the cells to chitosan 95 and CEC. While it is true that the number of cells at the time
of chitosan exposure is greater than that during seeding, it is the mitochondrial activity of those
cells present during exposure that was evaluated. For the MTT measurements, the negative
control represents 100 % viability. The cell viability values are given as a percentage of the
negative control; it is for this reason that the values are given as percentage of the negative

control.

Ch95 showed little or no increase in cell growth viability as a function of concentration (Fig.
10), either before or after sterilization. However, the viability increased subsequent to
sterilization. For CEC, the viability decreased with concentration both before and after
sterilization, although that following sterilization was greater. For CECst, a maximum in viability

occurs at a concentration below 25 pg/ml, the lowest concentration explored in this study.

These direct contact cytotoxicity assays show that all the sterilized samples are biocompatible,
the cellular viability being 80% or greater, when compared with the control. Ch95 appears to
undergo a slight increase in cell viability with concentration, near 100% cell viability. For
Ch95st, there is a marked increase in A549 viability, above 110% of the control; such a response

indicates the stimulation of cellular proliferation as a result of sterilization.

By comparison, CEC presents good cell viability, with slight decreases at higher concentrations.
As with Ch95, sterilization increases cell viability by about 15-20%, with the maximum cell
viability lying at or below the lowest concentration used (25 pg/ml). Clearly, the surface

modification incurred by sterilization has a similar effect for both materials.

LDH Assay: LDH, a stable enzyme present in the cytosol, is released upon cell lysis. This assay

permits the investigation of compounds that induce alterations in cell integrity. It was performed
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to measure the membrane-damaging effects of Ch95 and CEC at different concentrations via the
quantity of LDH in the culture media. Based on MTT assay, the different types of chitosan were
practically non-toxic after 24 h of incubation. In order to elucidate any membrane-damaging
effect caused by these chitosan, their influence on LDH release was investigated using Triton-X
as a positive control, as shown in Fig. 4.11. The effect of chitosan particles on the membrane
integrity of the A549 cell line was found to be negligible, and independent of both the type of

chitosan and the concentration used.

No bacterial contamination was detected, on 24 h of cell incubation, for any of the samples.

4.5 Discussion

Our results indicate three important findings:
Chitosan Surface Structure

The structures at the Ch surfaces are not those expected. Fig. 4.1 represents the conventional
structure of Ch. Based on this structure, Ch has six-eight C atoms (depending on the DD), three-
four O atoms, and one N atom. As mention earlier (Table 4. 2), high resolution XPS predicts
three C components, and one each for O and N. However, all Ch samples show two O
components before sterilization. Because ether and alcohol groups have similar binding energies,
the second component indicates the presence of another O-containing surface structure.

The atomic ratios of the various peaks, determined by XPS, may be used to confirm
correspondence with the structure in Fig. 4.1. For the hypothetical Ch structure, with 100% DD,
the ratio expected among the C1s A, B and C peaks is 1:5:0. Nonetheless, Fig. 4.7 shows that the
atomic ratios measured do not correspond to these ratios for any of the Ch samples. For example,
Ch85 and Ch95 have the correct number of C1s peaks expected, at the correct binding energies.
However, their ratios are not the expected 1:5:0.15 (where 0.15 indicates the expected acetyl
contribution) for Ch85 and 1:5:0.05 for Ch95; rather, they are the substantially different values of
2.6:5:1.4 and 1.2:5:1.2, respectively. While Cls peak A (285.0) may be influenced by
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adventitious carbon from atmosphere contamination, the ratio between C1s peaks B (286.4 eV)
and C (288.0 eV) is expected to remain constant. Thus, the percentage of C-O-C and C-OH on
the Ch95 surface is expected to be 100x greater than that of N-C=O, rather than the
experimentally determined 4x. The reason for these unexpected ratios may be, as suggested
earlier, a surface chemically modified by the processing of the original chitin, or it may be that
the ideal structure in Fig. 1 does not exist in fact.

EtO Sterilization

On EtO sterilization, the Ch surface was chemically changed, in contradistinction to previous
studies [3,26,27] that found that such sterilization does not appear to cause polymer degradation,
or changes in physical or mechanical properties. These previous studies did not use surface-
sensitive techniques. In contrast, our XPS results show that, on EtO sterilization, all the Ch
samples, irrespective of DD, suffered surface chemical alterations (Fig. 4.7). Specifically, the
amine groups (the most reactive) underwent oxidation: in particular, Ch85 and Ch95 underwent
40% and 66% oxidation, respectively. Since the changes were not detected by FTIR, with a probe

depth of 2-3 um in the IR frequency range, the phenomenon is certainly restricted to the surface.

As the XPS data on all our unsterilized Ch samples show, the structures expected differ from
those found, probably due to the processing that the raw chitin had undergone. Although it is
clear that further structural changes have occurred, at all the Ch surfaces, on EtO sterilization, the

presently unknown initial structures make it difficult to specify what these changes are.

In contradistinction, the percentage of NH, in CEC did not change on sterilization. This could be
due to several factors: i) the resistance of carboxyethyl amine groups (-NH-CH,-CH,-COOH) to
attack by EtO; ii) the low reactivity of carboxylate groups with EtO; iii) the reduced availability
of free amine groups, since those available to reaction (~ 45%) had already been converted to
carboxyethyl amine. As mentioned earlier, the amine group is attractive for biomedical
applications; the reduction of the number of such sites on the Ch surface, on EtO sterilization,
reduces this attractiveness. Undeniably, because the probe depth for N is ~ 5 nm in depth, our
present results cannot indicate whether any of the amino groups detected are exposed for further

reaction, or lying below the outer surface but still detectable, as in the case of CEC. However, our
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XPS results (Fig. 4.6) clearly show that, in every case, other substantial changes were noted on
EtO sterilization.

These findings are supported by the TOF-SIMS results, which show decreases in relative peak
intensities on sterilization, as well as increases in the CNO/CN'" ratios. Because this technique
probes the outer few Angstréms, as opposed to nanometers (XPS) and microns (FTIR), changes
see by TOF-SIMS would be difficult to be observed by the latter two techniques, and should not

be overemphasized.
Cytotoxicology

The MTT cytotoxicological results on our Ch samples changed noticeably on sterilization,
certainly due to the changes in surface chemistry. Recall that, due to the different dispersibilities
of our Ch samples, only Ch95 and CEC could be placed in direct contact with A549 cultures to
assess their cytotoxicities. The direct-contact technique is considered to be a more sensitive and
reliable method of determining the cytotoxicities of biomaterials, compared to the indirect-
contact method [28], capable of assessing the possible toxic effects of Ch surfaces in direct
contact with epithelial cells. As noted earlier, we have limited this study to as-received samples,
because we wished to separate out any effects due to chemical changes on reprocessing our
samples into microparticles; such changes will be discussed in a follow-on paper on pro-drug

nanoparticles distributed in chitosan microparticles.

The surface modifications detected by XPS have a real effect on the cytotoxicities of these
samples. As seen in Fig. 4.10, the sterilized samples have increased cell viabilities, although their
behaviors as a function of concentration are similar to those of the unsterilized samples. This is in
agreement with the previous results of Marreco et al. [8] on Ch, and recently confirmed [29].
Clearly, the oxygenated chemical groups introduced on sterilization, whose structures need
further elucidation, cause the increased viability. Despite this difference between the sterilized
and te non-sterilized samples manifested in the MTT assay, the effect of chitosan particles on the
membrane integrity of the A549 cell line was found to be negligible, both before and after EtO
sterilization, as seen in Fig. 4.11. Additional tests may confirm the long term enhanced

proliferation presented by sterilized Ch.
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We have not considered here any effects due to particle size or shape, which may play a part in
Ch cytotoxicity. Neither have we measured the effect of sample solubility: CEC is known to be
more soluble than Ch95, which may influence the direct contact results. These are presently
being considered, and will be reported on in a future article. Our results are currently limited to
the confirmation that, under the constant sample dimensions considered here, Ch and CEC are

biocompatible and non-toxic [8,29-31].

4.6 Conclusions

Four Ch samples were chemically and morphologically characterized, before and after EtO
sterilization. While the FTIR and XRD results, which probe the sample volume, are in general
agreement with the expected structure of Ch cited in the literature, the XPS analysis, which
probes the outer layers, indicates structural alterations detected at the sample surfaces both before
and after sterilization. This is supported by TOF-SIMS, which shows an increase in amine

oxidation on sterilization.

The retention of bulk characteristics on EtO sterilization, as indicated by XRD and FTIR, shows
that the bulk is not affected. However, the surface modifications found have clear biological
ramifications. Biocompatibility assays reveal that, for unsterilized material, the effect of
concentration on viability is slight, increasing for Ch95 and decreasing for CEC, but is high in
both cases. EtO sterilization improves cell viability for both Ch95 and CEC, suggesting that cell
proliferation has a preference for oxidized surfaces. The mechanisms involved are presently

being explored in a separate study.
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5.1 Abstract

Objectives: It is our aim to understand the mechanisms that make calcium phosphates, such as
bioactive calcium hydroxyapatite (HA), and biphasic calcium (BCP) and B-tricalcium (B-TCP)

phosphates, desirable for a variety of biological applications, such as the filling of bone defects.

Methods: Here, we have characterized these materials by X-ray photoelectron spectroscopy
(XPS), X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), Fourier-transform
infrared (FTIR), time-of-flight secondary ion mass spectroscopy (TOF-SIMS) and laser

granulometry.

Results: SEM shows clearly that BCP is a matrix made of macro-organized microstructure,

giving insight to the specially chosen composition of the BCP that offers both an adequate
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scaffold and good porosity for further bone growth. As revealed by laser granulometry, the
particles exhibit a homogeneous size distribution, centered at a value somewhat larger than the
expected 500 um. XPS has revealed the presence of adventitious carbon at all sample surfaces,
and has shown that Ca/P and O/Ca ratios in the outer layers of all the samples differ significantly
from those expected. A peak-by-peak XPS comparison for all samples has revealed that TCP and
BCP are distinct from one another in the relative intensities of their oxygen peaks. The PO3-/PO,-
and CaOH+/Ca+ TOF-SIMS intensity ratios were used to distinguish among the samples, and to
demonstrate that the OH- fragment, present in all the samples, is not formed during fragmentation

but exists at the sample surface, probably as a contaminant.

Conclusions: This study provides substantial insight into the nanoscale surface properties of
BCP, HA and B-TCP. Further research is required to help identify the effect of surfaces of these

bioceramics with proteins and several biological fluids.

Clinical Relevance: The biological performance of implanted synthetic graft bone biomaterials
is strongly influenced by their nanosurface characteristics, the structures and properties of the

outer layer of the biomaterial.

Key words: bioceramic, biphasic calcium phosphate, granulometry, FTIR, hydroxyapatite, [3-
tricalcium phosphate, porosity, SEM, TOF-SIMS, XPS, XRD.

5.2 Introduction

In the process of bone regeneration by synthetic grafting, the bioceramics most widely used as
filling materials are hydroxyapatite (HA, Caio(PO4)s(OH),), B-tricalcium phosphate (B-TPC,
Cas(PO.),), and biphasic calcium phosphate (BCP, a mixture of HA and B-TCP),  due to their
properties of biocompatibility, biodegradability, bioresorption and osteoconduction.*® Each

bioceramic, however, differs in its ability to participate with the dynamic physiological
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environment and to achieve a degree of chemical equilibrium with the host tissue, without fibrous

capsule formation.’

HA is the main component of the rigidity of vital tissues, such as bone, and has an ability to drive
the further growth of bone on its surface.®® Thus, the identification and distinction of different

phases of bioceramic are crucial for understanding their biological effect.**

The mechanical behaviors of bioactive ceramic are well enough known, and their
physicochemical surface properties may now be understood in terms of their structure.*® Both HA
and B-TCP are biocompatible, nontoxic, resorbable, non-inflammatory, cause neither immune nor
irritating responses, and have excellent osteoconductive abilities.'® '’ They differ in composition
and degradation rates: B-TCP shows good ability to biodegrade and to bioresorb up to 10-20
times faster than HA, but in an unpredictable manner, so it may not provide a solid scaffolding

for new bone formation.*®*°

Biphasic calcium phosphate (BCP), such as Straumann BoneCeramic®, is composed of a
controlled mixture of HA and B-TCP.?® According to the manufacturer’s description, it is a fully
synthetic bioactive, osteoconductive bone substitute, available in powder form and is already
used clinically.?! This biphasic calcium phosphate ceramic, composed of 60% HA and 40% TCP,
has achemical composition close to that of bone. It is able to gradually degrade, leaving room for
natural bone.?” The results of its implantation indicate good biocompatibility and

bioresorbability, when firmly packed into the bone.?**

Solubility appears to be the characteristic of primary importance in the remineralisation process;
results showed that B-TCP has the highest solubility, followed by BCP, then HA.'" %* In addition,
the biodegradation rate increases with increasing specific surface area (powders > porous solid >
dense solid), and with decreasing crystallinity and grain size;" this includes chemical substituents,
such as F in HA or Mg in B-TCP.% In biphasic calcium phosphate, the limiting factor is the
HA:B-TCP ratio.”

Bone colonizes bioceramics more easily when their surfaces contain both micro- and
macropores.>*?® Porosity also influences biological material behavior, and is an essential
parameter for a satisfactory clinical outcome.”***For good tissue development, the pore size and

interconnectivity affect fluids, nutrients and oxygen diffusion and protein adsorption, as well as
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cell migration and their attachment, differentiation and proliferation.”>*! The presence of
macropores (diameter > 100 pum) gives the bioceramic its osteoconductive properties, and
promotes cell colonization by providing a scaffold for blood vessel proliferation.®*3 The
presence of micropores (diameter < 100um) increases the exchange surface area required for
fluid penetration into tissues, and promotes the adhesion of macromolecules and proteins for
selective adsorption; this presents a more suitable geometry for improved cell anchoring and

15,34 It

cellular differentiation. is for this reason that the synthesis process of bioceramics is

crucial ®

Carbonate impurities affect the properties of bioceramics. It is important to eliminate such
impurities from bioceramics because they introduce critical defects, affecting their mechanical
properties during lengthy implantation.**Because of this, the bioceramic synthesis process is so
critical and must be so well controlled.®” Contributions from carbonate impurities can be

quantified by surface characterization.™

In the process of bone regeneration, bioperformance is influenced by the following initial factors:
the bioceramic dissolution rate, its chemical composition, its porosity and surface
charge."** Continuous dissolution of the calcium-rich bioceramic may provide a saturation of

38,39

calcium ions near the surface,”™ which stimulates osteoblast-synthesized extracellular matrix

and reduces osteoclastic action, which is inhibited by high local calcium concentration.?’

The objective of this article is to identify and distinguish the nanoscale physicochemical features
of different phases of three bioceramics, HA, p-TPC and BCP (Straumann BoneCeramic®, 60%
HA-40% B-TCP), to better understanding their biological effects and to clarify the success of

their use in implantation.
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5.3 Material and Methods:

Samples tested

Experiments were performed on microparticles that provide a greater exchange surface with
surrounding fluids and lead to a more rapid bioceramic dissolution and, consequently, to a rapid
change in the local stimulated fluid composition. The three synthetic bone substitutes analyzed
differed in their Ca:P ratios.

Hydroxyapatite (HA: [Cai0(PO4)s(OH),], Ca/P ratio: 1.67) was obtained from Sigma-Aldrich
Inc.; B-tricalcium phosphate (B-TCP: [Cas(PO,).], Ca/P ratio: 1.5) was obtained from GFS
Chemicals, and BCP (Straumann BoneCeramic 500®, 60% HA-40% B-TCP, Ca/P ratio: 1.61)

was furnished by Straumann, Inc.
Protocol

All the samples were initially characterized as dry powders, and are referred to as the initial state.
Particle dimensions were determined by laser granulometry. The surface states of the tested
materials were then chemically characterized by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), time-
of-flight second ion mass spectrometry (TOF-SIMS) and Fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR); their crystallinities and crystal sizes were characterized by X-ray diffraction

(XRD), and their morphologies by scanning electron microscopy (SEM).

Sample characterization
a. Particle size by Laser Granulometry:

A Coulter LS Particle Size Analyze was used to determine the particle size distributions: the
samples was dispersed in water and sonicated, as instructed by the instrument manual. The
instrument provides graphical outputs of the volume, number and surface areal percentages of the

particles, over a spherical equivalent diameter size range of 0.4-2000 pum.

b. Surface chemical composition by XPS:
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The XPS analyses were performed using a VG ESCALAB 3 MK II; Al Ka radiation (hv=1486.6
eV, with an instrument resolution of 0.85 V) was used, at a pressure below 1x10 torr. Powders
were pressed into a 1x2 cm sample holder. The elements detected were observed using both
survey and high-resolution, spectra, with element-dependent probe depths of ~ 4-5 nm. The XPS
binding energy (BE) values were charge-corrected to that of uncharged adventitious carbon at
285.0 eV. This analysis method gives the energy distribution of electrons emitted as a result of
the interaction between the biomaterial and incident X-rays. Their analysis gives qualitative
(elements present) and quantitative (the relative concentration of each spectral peak component)
information. This information permits us to evaluate the Ca:P and O:Ca ratios at the sample
surfaces.

c. Crystal structure and size by XRD:

XRD was used to determine crystallinity of the samples, using a fixed incident beam angle of 5°
and a detector angle range of 5° < 20 < 80°. The X-ray diffractometer (X’Pert MPD) used Cu Ka
(1.54184 A) radiation at a voltage of 50 kV, a current of 40 mA, a step size of 0.02° and a scan
rate of 1.2°/min. The diffraction patterns were processed using the X’Pert High Score software.
This method permits distinguishing products with the same gross chemical composition but
different crystal structures (e.g., different crystal structures of calcium phosphate). Further, it
permits the determination of nanocrystal size through the use of the Scherrer formula on an
appropriate diffraction peak.

d. Microstructure and topography by SEM:

A JEOL JSM-7600TFE scanning electron microscope was used to image the surface structure
and topography. Accelerating voltages for HA and B-TCP, using the LEI detector, were 1 and 2
kV, respectively; for BCP, using the Compo detector for the 1 micron scale and the LEI detector
for the 100 microns scale, the accelerating voltages were 5 kV and 2 KV, respectively.

e. Bulk composition by FTIR:

Infrared spectra were obtained at a resolution of 4 cm™, using an M-TEC M300 photoacoustic
cell mounted on a Digilab FTS700 FTIR spectrometer; 128 scans were co-added to improve S/N.
Those results were particularly helpful in the identification of carbonates.

f. Surface chemical composition by TOF-SIMS:
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Positive and negative ion spectra obtained with our ION-TOF IV TOF-SIMS, using a 15 kV Bi*
primary ion source, were acquired at masses up to 500 D, while maintaining the primary ion dose
at less than 10 jons/cm? to ensure static conditions. All the positive ion spectra were calibrated
to the H*, C*, CH", CH,", CH3", CoHs" and C3Hs" peaks and all the negative ion spectra were
calibrated to the C", C,, CH", C,H", C3 and C3H" peaks before data analysis. Sample spectra were
taken over an area 50 pum x 50 pm, with an emission current of 1.0 pA in bunch mode, rastered in

random mode, and presented as 128 by 128 pixels.
54 Results:

a. Particle size by Laser Granulometry

The particle size distribution depends on the sample synthesis and, as in the case of the BPC, may
be intentionally introduced. Figure 5.1 shows the particle size distribution in volume %, which is
the size distribution generally given in the literature, and Table 1 displays the statistics. HA was
found to have a bimodal distributions, with peaks around 40 and 500 um, and a mean size of 275
um. Its high mean : median ratio (2.3) is due to the spread of the dispersion: the closer the mean

and median values, the most homogenous the sample distribution, as with BCP.
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Figure 5.1 Particle sizes measured by laser granulometer
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B-TCP appears to be a blend of several particle sizes, as shown by its multimodal distribution. It
is composited of two distinct groups of particles: the first, below 400 um and the second, above
800 um. The first group contains particles having three well-separated diameters, < 100, ~ 180
and ~ 300 um. The second group also contains particles having several overlapping diameters, ~
1000 and ~ 1450 um. As with HA, B-TCP has a high standard deviation (SD) of the mean, due to

the broad range of particle sizes.

BCP has a particle mean diameter around 758 pum and a relatively small SD (287 pm), which
indicates a more uniform particle diameter distribution. Both mean and median lie above the
average diameter indicated by the manufacturer (~ 500 pm), although they may have used

another technique to obtain that size.

a. Morphology by SEM

Figure 6.2 shows SEM images of samples of HA (a and d), BCP (b and e) and B-TCP (c and f).
Images a-c have a scale of 100 um and indicate the macroscale morphologies of the samples,
while images d-f are at a scale of 1um and indicate their microscale morphologies. At both of the

scales, all surfaces are rough and grainy, in the order 3-TCP > HA > BCP.

100 microns

i
.

<1 meton | 5.

Figure 5.2 SEM photomicrographs of the HA: (a) and (d), BCP: (60HA/40TCP) (b) and (e), and
B-TCP: (c) and (f)
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These pictures highlight disparate grain and pore sizes, and are clearly due to the preparation
methods. Further, the presence of both micro- and macropores in the B-TCP images reflect a
wide, connected pore network, having large specific area, which permits increased fluid access

and better solubility.

The presence of macroporosity in both B-TCP and BCP is an essential condition for cell
anchorage. While BCP appears, in the present preparation, to have no microporosity, the surface
appears to be cracked and to contain some holes. These will permit minimal fluid access, as well

as progressive biodegradation at grain boundaries.

b. Crystal lattice size by X-ray diffraction (XRD):

XRD spectra of HA and TCP samples match the JCPDS standards of these same materials,
available with the instrument software. For the BCP sample, a peak-by-peak comparison, in
Figure 5.3, demonstrates that the powder is the expected mixture of HA and B-TCP. The ratio
determined from the XRD spectrum is roughly the expected 60% HA and 40% p-TCP.

X-ray diffraction spectrum of the three bioceramics
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Figure 5.3 X-ray diffraction (XRD) spectra of the three bioceramics
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The average dimensions of the nanocrystals were determined by using the Scherrer Equation:

k- A

b= (H —s)-cosd

where t is the crystal size (its diameter if considered spherical), A is the wavelength of the
incident wave , 0 is half the 20 value, H is the width at half peak height, and k usually takes the
value 0.89. Crystal sizes were determined using the XRD peaks at 20 = 40°, and are found in
Table 5.1.

Table 5.1 Particle sizes determined by laser granulometry (particle volume) and XRD (crystal

size) techniques

HA B-TCP BCP
P —
Mean (pum): 275 1157 758
) SD (um): 251 685 284
:
é Median (pm): 119 845 751
©
|- -
O Mean/Median 232 1.37 1.01
Ratio:
Mode (um): 568 1080 825
)
> Crystal size (nm): 25 67 60
Particle/crystal ratio 11000 17300 12600

Chemical composition by high resolution XPS spectra

XPS survey spectra were used to determine the elemental compositions of the outer layers (~ 4.5
nm) of the samples, and are found in Figure 5.4. High resolution XPS spectra were used to
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determine the components present in each spectrum and their relative concentrations, and are
found in Figure 5.4. In addition to the O1s and P2p spectra expected, C1s spectra were observed
for all samples. Those spectra are due to the adsorption of hydrocarbon impurities, which does
not affect the interpretation of our results. Indeed, its presence is advantageous, in that it may be
used to calibrate the energy scale by setting its C-C component to 285.0 eV. The C1s spectrum
may also contain oxidized C, such as alcohol (~ 286 eV, found in all the samples), carbonyl (~
287 eV, found in HA) and carbonate (~ 290 eV, found in B-TCP), the latter a common impurity
found in calcium phosphates, due to CO, absorption from the air. The only other impurity found
is Na, detected in the B-TCP sample at a relative concentration of 2%, and is probably due to
contamination during the synthesis procedure. The relative contributions of the several carbon

impurities can be quantified from the intensities of the C1s peak components.
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Figure 5.4 XPS high-resolution results for O1s, and P2p spectra of HA, B-TCP and BCP



78

We have compared the XPS-determined Ca/P and O/Ca ratios, features that facilitate in
identifying the Ca-P phases present at the surface of the samples, as well as in determining their
molar fractions. The XPS-determined atomic ratios are presented in Table 5.2, along with

theoretical values, calculated on the basis of the chemical formulas.

While XPS probes the outer 4-5 nm of surface, which may be contaminated by reaction and/or
deposition, and may not be representative of the bulk material, nonetheless, it is this outer surface
that first contacts body fluids on implant, and it is indispensable to characterize it and its possible

reactions.

Table 5.2 Ca/P and O/Ca atomic ratios of the three bioceramics

Ca/lP O/Ca  Type of results

0.95 3.97 Experimental
HA

1.67 2.6 Theoretical

1.39 3.06 Experimental

B-TCP
1.5 2.67 Theoretical

1.68 2,69 Experimental
BCP

1.61 2.62 Theoretical

c. Chemical composition by FTIR

Figure 5.5 shows the infrared spectra of the three bioceramics. All samples display two strong
vibrational bands, at 900-1300 cm™, from PO,, and at 550 — 700 cm™, from the overlap of PO,
and OH libration modes. In addition, HA and BCP have narrow bands at 3570 cm™ from isolated
OH stretching, while B-TCP and BCP display band at 1380-1580 cm™, which indicate the
presence of carbonate groups. As the colored dots above the peaks in BCP indicate, it contains
components of both HA and B-TCP.

d. Chemical composition by TOF-SIMS
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Our observation of characteristic TOF-SIMS peaks was limited to the mass range of 1-100 amu,
for both positive and negative spectra. Figure 5.6 shows positive and negative ion mode TOF-
SIMS high mass resolution spectra of HA, B-TCP and BCP. Characteristic positive peaks include
Ca’, CaO" and CaOH"; impurities, such as Na*, and adventitious hydrocarbon fragments were
also observed. Characteristic negative peaks include O, OH’, P', HO,', PO’, PO, and POs". The
PO3 /PO, (m/e 79/63) and CaOH"/Ca" (57/40) intensity ratios have often been used to identify

different calcium phosphates.
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Figure 5.5 Infrared spectra of HA and B-TCP and BCP
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The intensity variations of the PO, and PO3" peaks appear to be the most distinguishable patterns
in the negative ion spectra. These peaks were present in all calcium phosphate samples, and their
relative intensities changed among them.***" We observed such changes in our samples. Using
Bi* primary ions, the PO3/PO; ratios observed were 0.24 + 0.01 for HA, 0.32 + 0.01 for p-TCP
and 0.35 + 0.01 for BCP. Ratios for HA, reported by Chusuei et al. and Yan et al., were slightly
higher than those for B-TCP, although Lu et al. reported that PO3/PO;" ratios were slightly higher
for B-TCP.**3" This variation may well depend on the conditions chosen for the analysis, such
as the primary ion, the beam current, etc., which may influence preferential sputtering and/or
fragment ionization efficiencies [38]; if so, the PO3 /PO, ratio may not be useful to distinguish

between them.
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Figure 5.6 Positive TOF-SIMS spectra of (a) HA, (b) B-TCP and (c) BCP; negative
TOF-SIMS spectra of (d) HA, (e) B-TCP and (f) BCP.

The CaOH"/Ca’ peak intensity ratios we observed were 0.20 + 0.01 for HA, 0.17 + 0.01 for B-
TCP and 0.10 + 0.01 for BCP. Similar results were previously obtained by Yan et al.*” The
presence of OH" peaks in the negative spectra suggests that they do not originate from

fragmentation reactions, but are present at the sample surface.

5.4 Discussion

The literature on the effect of chemical characterization is relatively sparse, compared with that
on morphological characterization [39]. Previous characterizations, performed by our group, have
shown that techniques such as FTIR, XRD and SEM cannot provide all the information need to
distinguish the bulk composition from that of the outermost layer [40-42]. The exact composition

of the nanoscale surface, and the impurities that cover it, can be probed, using tools such as XPS

and TOF-SIMS.

The influence of surface impurities on bioceramic is an important topic. Contributions may often
be quantified by surface characterization [10]. It is important to eliminate such impurities from
bioceramics because they introduce critical defects, affecting their mechanical properties during
lengthy implantation [36]. Because of this, the bioceramic synthesis process is so critical and
must be so well controlled [37]. The present study demonstrates that, for all the samples, the Ca/P

and O/Ca atomic ratios differ significantly from those expected (Table 6.2). A possible reason
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may be the manufacturing process of the powders: ceramics are synthesized at very high
temperatures (> 1000° C) and then cooled slowly, to achieve the desired phase. Further, there is
always a loss of crystalline order at the outer surfaces of all nanoparticles because of a
modification of atomic interactions and resultant local arrangements, leading to an amorphous
surface phase. In addition, cooling is always more rapid at the surface than in the center of a
particle, leaving less time for atoms to adopt a crystalline spatial arrangement. Other preparation
conditions, such as the release of volatiles, the pressure and the drying conditions may affect both
micro- and macroporosities. Finally, the extent of hydration may also influence the Ca/P ratios.

We note that BCP seems to be the least affected by these parameters.

Table 3 contains the XPS analyses of the three samples, with the energy calibrated by setting the
major component of the C1s peak to 285.0 eV. As noted earlier, this C1s component comes from
adventitious hydrocarbon, and can, itself, be oxidized, depending upon its treatment. We compare
our present results with those obtained on chromatography-grade samples of HA and B-TCP [36].
The component values given as O1s A, Ca 2P3;; A and P2ps, B, Table 3, are in good agreement
with those given in reference [36]. Ol1s C clearly has an organic source, which is the oxidized

adventitious hydrocarbon mentioned earlier.

While the source of P2ps;,; A cannot yet be determined with confidence, it appears to indicate a
species more electronegative (lower binding energy) than phosphate; correspondingly, Ca2ps, B
appears at a higher binding energy (a greater loss of electron density) than that bonded to
phosphate, indicating its bonding to a species more electronegative than phosphate. The position
of Ols B suggests that the contaminant possesses hydroxyl groups, since many metallic and
semi-metallic hydroxides have O1s peaks in that energy region.

In considering the BCP data, the similarities of the XPS spectra for HA, B-TCP and BCP suggest
that the Ol1s A and Ca2ps;, A components of BCP represent that material; as before, the Ols B
and Ca2ps, B components are associated with some other, more electronegative, contaminant.
Concerning the single P2ps, component for BCP, when two components are expected, the peak
may be an overlap of the two expected components; that is, recalling our previously mentioned
XPS instrument resolution of 0.85 eV, an overlap of P2ps, A and B for both HA (133.1 and
134.0 eV) and B-TCP (132.1 and 133.4 eV) would result in the quasi-symmetric P2psp;
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component peak found for BCP. The P2p3, component peak can, in fact be deconvoluted in this
manner, although this is not a demonstration of validity.

Finally, in the process of bone regeneration, bioperformance is influenced by the following initial
factors: the bioceramic dissolution rate, its chemical composition, its porosity and surface charge
[1, 2, 15]. Continuous dissolution of the calcium-rich bioceramic may provide a saturation of
calcium ions near the surface [38, 43], which stimulates osteoblast-synthesized extracellular
matrix and reduces osteoclastic action, which is inhibited by high local calcium concentration
[27].

5.5 Conclusions:

These results provide substantial insight into the nanoscale surface properties of biphasic
bioceramic, hydroxyapatite and p-tricalcium phosphate. We measured particle diameters of these
bioceramics by granulometry. XRD measurements gave crystal sizes under 70 nm for all the
samples. SEM imaging revealed the presence of both micro-and macroporosity in the BCP,
conditions necessary for successful incorporation. TOF-SIMS analyses revealed
different intensity ratios for the PO3 /PO, and CaOH*/Ca’* fragments, whose values may be due to
the experimental conditions employed. The study also confirmed the presence of a surface layer
of adventitious hydrocarbon on all the samples, which is always found on high energy surfaces.
XPS measurements showed that, for all the samples, the Ca/P and O/Ca atomic ratios differ
significantly from the values expected, which is due to the presence of a presently unidentified

surface contaminant.
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DISCUSSION GENERALE

Dans cette derniére partie, une discussion de I’ensemble de trois articles sera présentée. Le but
sera de comprendre I’importance de la caractérisation de surface au niveau nanométrique dans les

résultats obtenus et faire une comparaison avec la littérature.

Il semble évident que la caractérisation de surface est une étape fondamentale pour la synthése et
manipulation in-vitro et in-vivo des biomatériaux. Plusieurs auteurs ont déja souligné qu’il faut
connaitre la composition physicochimique de la surface pour bien comprendre I’interaction entre
le biomatériau et le tissue héte. (Poolle, C. & Ovens, F 2003; Rege, K. & Medintz, 1., 2009;
Bandyopadhyay, A. & Bose, S. 2013). Cependant, il parait que présentement, la majorité des
chercheurs n’ont pas I’habitude d’entreprendre une caractérisation au niveau nanomeétrique avant
de faire de test in-vitro or in-vivo. En effet, une recherche effectuée sur PubMed a 1’automne
2014 a donné les résultats suivants : en utilisant les mots : nanoparticles for drug delivery, nous
avons trouvé 19308 articles; en utilisant les mots characterization of nanoparticles for drug
delivery, nous avons trouveés 1760 articles (9.11% du total); pour fin, nous avons utilisé les mots :
physicochemical characterization for drug delivery et nous avons trouvé seulement 244 articles
(1.2% du total).

Ce manque d’information par rapport a la caractérisation physicochimique contraste avec
plusieurs articles que relatent les résultats divergents or ’effet inattendu des biomatériaux des
tests in vitro ou in vivo. A cet égard, Xiaoke et al (2009), ont montré que beaucoup de travaux de
recherche existants sur nano toxicité sont basés sur une évaluation empirique de la toxicité des
nanoparticules, et que importance moindre a été donné a la relation entre les propriétés des
nanoparticules (par exemple, la composition chimique exacte, la forme, la taille, la dispersion de
taille, agrégation) et la toxicité. Les auteurs ont conclu que cette approche empirique donne des
informations trés limitées, et ne doit pas étre considéré comme suffisant pour établir des

prévisions de la toxicité des matériaux de nanoparticules apparemment semblables.

Dans les trois articles qui composent cette thése nous avons analysé des biomatériaux
métalliques, polymeriques et céramiques, dont la taille était nanométrique or micrométrique. Pour

chacun on a déja discuté I’importance de la reproductibilité de résultat de la caractérisation pour
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assurer la sécurité d’un biomatériau utilisé dans une finalité précise. Maintenant nous allons
discuter I’importance de la composition chimique de la surface, la morphologie et la cristallinité

de surface.

Pour I’analyse chimique de la surface, nous avons utilisés: FTIR, XPS et TOF-SIMS. La
spectroscopie FTIR est une technique relativement peu colteux, rapide et largement utilisé pour
la caractérisation des biomatériaux. Néanmoins, FTIR a une profondeur d’analyse de I’ordre de
2-3 um. Pour savoir la composition chimique de la surface au niveau nanométrique, XPS a été
utilisé, vue que seulement les électrons provenant des premiéres couches atomiques peuvent étre
détectés par cette technique (Bandyopadhyay, A. & Bose, S. 2013). Dans le premier article, FTIR
a eté trés importante pour démontrer la réaction de Fe;O,4 avec TEOS (Figure 3.4). Cependant,
FTIR n’a pas été capable de détecter les variations lot & lot qui a été trés bien documenté par
XPS. Par ailleurs, dans le deuxiéme article, ’effet d’oxyde d’éthyléne sur les échantillons de
chitosane n’a pas été apercu par le spectre FTIR, car la profondeur sondée par FTIR est mille fois
plus profonde que la profondeur sondée par XPS. Les différences seulement sont exposées apres
la déconvolution des pics a haute résolution de XPS, aussi les phénoménes comme 1’oxydation
des amines de tous les types de chitosanes et les pics O 1s (par exemple Ch79st) Figure 4.6. Dans
le troisieme article, le FTIR a été tres utile pour déterminer la composition hybride du BCP
comme montre la Figure 5.5. Et comme XPS est capable de sonder une profondeur de 4-5 nm de
la surface de biocéramiques, nous avons constaté que la composition a la surface (Tableau 5.2)
est different de celle qui a été présenté dans la littérature (LeGeros & LeGeros, 2008; Rey et al.
2008).

Il est aussi important de faire le contraste entre ces deux techniques, car XPS est une technique
qualitative et quantitative tandis que FTIR est seulement qualitative. Par conséquent, les analyses
utilisant XPS sont plus appropriée pour fournir la composition chimique au niveau nanométrique.
Mais, méme si le XPS peut offrir un spectre avec un survol des pourcentages atomiques de
chaque composant et un spectre a haute résolution pour connaitre les liaisons chimiques de ces

composantes, cette technique n’est pas utilisée fréquemment dans la littérature.

11 faut noter que XPS n’est pas une technique parfaite. Dans une excellente revue de la littérature,
Castner & Ratner (2002) ont mentionné que la frontiere pour I’utilisation du XPS dans le

domaine biomédicale est d'améliorer sa résolution spatiale. Cependant, un défi majeur sera
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d'améliorer la résolution spatiale sans introduire la dégradation de I'échantillon. 1l faut remarquer
que pour une analyse a grande surface de matériaux organiques et biologiques avec XPS
monochromatique, la dégradation de 1’échantillon n’est généralement pas une préoccupation.
Cependant, comme le faisceau de rayons X se concentre dans les zones de plus en plus petites, la
luminosité de rayons X (photons par unité de surface) pourra augmenter de méme que le potentiel
de dégradation de I'échantillon. Ainsi, lors du passage de faible résolution spatiale de I'analyse a
haute résolution de l'analyse spatiale, XPS peut passer d'une technique "non-destructive” a une
"destructive”. Selon ces auteurs, pour augmenter la résolution spatiale de XPS, tout en maintenant
des conditions d'analyse non destructives, il faudra des progrés dans les méthodes d'acquisition
d'images avec des doses plus faibles de rayons X (tramage du faisceau de rayons X,

I'amélioration de la sensibilité de I'analyseur et le détecteur, etc.).

TOF-SIMS est une autre technique d’analyse de surface qui a été utilisée dans les articles 2 et 3.
TOF-SIMS génére un spectre de masse de la couche extérieur (1-2 nm) de I'échantillon, en
fournissant des informations détaillées sur la structure moléculaire des matériaux synthétique,
organiques et biologiques (Benninghoven, A. 1994). TOF-SIMS a la capacité de produire
I'information moléculaire détaillée de la structure a des résolutions spatiales élevées, ce qui en
fait une technique précieuse pour l'analyse de surface biomédicale (Willse & Tyler, 1998).
Cependant, de nombreux défis doivent étre abordés avant de pouvoir exploiter pleinement les
capacités de I'imagerie TOF-SIMS peut étre réalisée. Ces défis comprennent: (1) I'analyse de
grands ensembles de données, (2) des images avec faible rapport signal sur bruit, (3)
I’identification des especes chimiques nécessite généralement I'utilisation de plusieurs pics et (4)
en distinguant la topographie et I’effet de la chimie.

Lorsque les surfaces de chitosane ont été analysées avec TOF-SIMS (article 2), des fragments
d'hydrocarbures ont été observées dans tous les spectres, indiquant dép6t de surface du carbone
de I'atmosphére lors de la fabrication. Des impuretés Na et Cl ont aussi été observés pour les deux
types de chitosane Ch95 et CEC. A la suite de la stérilisation, pas de pics supplémentaires, qui
pourraient étre attribuables a une stérilisation, ont été observés, mais les intensités relatives des
deux pics de mode positif et négatif ont diminué, probablement en raison de modifications de
surface induites par lI'oxyde d'éthyléne. Le fragment CNO- (42 D) a été clairement observée dans
les spectres d'intensité logarithmique de tous les echantillons, a I'appui des données de XPS,
indiquant la présence d'amide (NC=0) et / ou l'oxydation de I'amine (CN=0). A la stérilisation,
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les rapports CNO- / CN- observées (m = 42/26) ont augmenté 20% pour Ch95 et 33% de la CEC,
qui peut étre due a l'oxydation amine; pour 4 déterminations indépendantes, ces augmentations
ont été constante a 1% pour Ch95 et 4% de la CEC. Cela indique que l'augmentation des rapports
CNO- / CN- était di a I'oxydation amine lors de la stérilisation, et contribue a expliquer pourquoi

on n’a pas trouvé de nouveaux pics au TOF-SIMS apres la stérilisation aussi.

Le TOF-SIMS a été utilisé pour caractériser la surface des biocéramiques dans I’article 3. Nous
avons observé des intensités relatives modifiées des PO,- et POz pics dans le spectre d'ions
négatifs dans les échantillons. En utilisant des ions primaires Bis +, les rapports PO,/ POs
observées étaient de 0,24 + 0,01 pour HA, 0,32 + 0,01 pour B-TCP et 0,35 = 0,01 pour BCP. Les
rapports pour HA, rapportés par Chusuei et al. (1999) et Yuan et al. (2001), ont été légérement
supérieurs a ceux de B-TCP, bien que Lu et al. (2000) aient rapporté que les rapports PO,/ PO3’
¢étaient légerement plus élevés pour B-TCP. Cette variation peut étre la cause des conditions
choisies pour l'analyse, tels que I'ion primaire, le courant du faisceau, etc., qui peuvent influencer
la pulvérisation et / ou les fragments a efficacité préférentielle d'ionisation; le cas échéant, le

rapport PO,/ PO3™ peut ne pas étre utile de distinguer entre eux.

La caractérisation morphologique des biomatériaux étudiés dans cette thése a été faite selon trois
parameétres : la taille, la forme et 1’aire de surface des particules. Dans les cas des nanoparticules,
elles ont été analysées en utilisant la microscopie électronique a transmission (TEM) et la
microscopie électronique a balayage (SEM). Les résultats (Fig. 3.2) ont démontré que les
nanoparticules ont la taille moyenne environ de 60 nm de diameétre et qui ont la forme
sphéroidale et sont composées d’un coeeur métallique et un revétement céramique. Certains effets
dynamiques importants sont fortement influencés par la taille des particules. Tout d'abord, en tant
que les particules augmentent en taille, leurs forces van der Waals ou les énergies de liaison vont
augmenter linéairement (Min, Y. et al, 2008). Cette charge a la surface influence la tendance a

’agrégation et I’agglomération des nanoparticules, comme on peut le voir sur la figure 3.2.

Le SEM a été utilise pour la caracterisation morphologique des chitosanes et des biocéramiques
aussi. Dans les deux cas, nous avons constaté des différences majeures entre les échantillons par
rapport la taille et la forme des particules de la poudre. Ces différences sont représentées par les

figures 4.3 (chitosanes) et 5.2 (biocéramiques).
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Pour pouvoir connaitre la distribution de la taille de biocéramiques nous avons utilisé la
granulométrie a laser. La distribution de la taille des particules dépend de la synthése de
I'échantillon et peut étre introduite intentionnellement. La figure 5.1 montre la distribution de
taille de particules de biocéramiques en % de volume, qui est la distribution de taille
généralement donnée dans la littérature, et le tableau 5.1 montre les statistiques. 3-TCP et HA ont
une distribution bimodale, HA avec des pics d'environ 40 et 500 um, B-TCP deux groupes
distincts de particules: la premiére, au-dessous de 400 um et le deuxieme, au-dessus de 800 um.
BCP avait la distribution la plus homogéne I'échantillon. BCP a un diametre moyen des particules
autour de 758 pum et un écart type relativement petite (287 wm), ce qui indique une distribution

plus uniforme du diametre des particules.

La connaissance de la structure cristalline des biomatériaux est une étape fondamentale pour
comprendre leurs propriétés. La cristallinité des échantillons a été analysée par la méthode de
diffraction des rayons X (XRD). XRD fournit une mine d'informations: a partir de l'identification
des phases a la taille des cristaux, de « lattice strain » a l'orientation cristallographique des
nanoparticules. XRD a I’avantage d'étre une technique non destructive (Bandyopadhyay, A. &
Bose, S. 2013). Nous avons déterminé la taille des nanoparticules d’oxyde de fer avec XRD et
les résultats sont présentés a la figure 1 et le tableau 1 de I’annexe 1. Dans cet article, les
données dimensionnelles et de cristallinité ont démontré les nanoparticules avec des dimensions

de cristal de plusieurs dizaines de nanometres et les présences d’impuretés inattendues.

Pour les chitosanes, le XRD a confirmé qu’il y avait différentes formes cristallines. L'alfa-chitine,
a partir de laquelle les échantillons sont dérivés, a une cellule orthorhombique bien compacté,
formé par des chaines paralléles et antiparalléles alternées. Les diagrammes de diffraction des
rayons X de tous les échantillons, avant stérilisation (Fig. 4.2), présentent un pic a 26 =20 °, et le
degré de cristallinité augmente avec la valeur DD. Cette différence de cristallinité peut refléter le
fait que les chitosanes dont le degré de désacétylation est supérieur sont plus compacts, avec un
plus grand nombre de groupes amines facilitant la liaison hydrogene (Ziani, K. et al. 2008) et la
formation de cristaux. Les résultats de diffraction des rayons X n’ont pas changé sur la

stérilisation. En effet I'oxyde d'éthylene ne concerne que la surface extérieure de I'échantillon.

Pour les biocéramiques, utilisant XRD nous avons fait une comparaison pic-a-pic, (figure 5.3),

qui a démontré que la poudre de BCP est comme prévue, un mélange de HA et de B-TCP. Le
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rapport déterminé a partir du spectre de diffraction des rayons X est prévu a peu pres 60% de HA
et 40% de B-TCP. De plus, en utilisant 1’équation de Scherrer, la taille du cristal a été établi: HA
25 nm, b-TCP 67 nm et BCP 60 nm. Ainsi, diffraction des rayons X est une technique trés simple
qui permet de mesurer des millions de cristaux dans un temps court, a caractériser avec précision
la distribution de la taille des nanoparticules par rapport aux images des techniques couramment

utilisées, telles que AFM, SEM, TEM, etc., qui sont tres laborieux et colteux.

Une derniere considération doit étre faite par rapport a I’interaction entre la surface des
biomatériaux étudiés et le milieu biologique. Le but ultime pour le modele des sciences de la
surface serait de fournir une compréhension de la fagon dont la chimie de surface et la structure
des matériaux peuvent étre utilisés pour controler la réactivité biologique d'une cellule
interagissant avec cette surface. La littérature révele de nombreuses tentatives de corréler la
propriété de biocompatibilité des biomatériaux avec les propriétés de surface. Pourtant, a ce jour,
il n'y a pas de réegles claires qui peuvent étre utilisées pour baliser et pour concevoir un matériau

pour avoir de la biocompatibilité (Castner & Ratner, 2002).

Nous avons étudié I’effet de la fonctionnalisation de surface des nanoparticules : Fe;0,@AO,
Fe30,@NH;, FesO,@SiO; et Fe;0,@SiO,@NH,, sur la biocompatibilité, et les résultats sont
dans I’article qui est présenté a 1’annexe 2. La capacité de la ligne A de la cellule 549 pour
maintenir morphologie, aprés les 24 et 72 h d'incubation avec les nanoparticules fonctionnalisés,
a été déterminée par la microscopie optique, et les résultats se trouvent sur la figure 5 de I’annexe
2. Les microphotographies ont montré que la morphologie cellulaire a été altérée, en
comparaison avec les contréles. La culture des cellules avec les nanoparticules a produit une
différence significative de I'extension latérale des cellules, par rapport a celle de la population de
cellules contrdle [Fig. 5 (a-d)]. Apres 72 h, la morphologie des cellules n'a pas amélioré avec le
temps; les cellules A 549 ont diminué et ont pris une forme irréguliere [Fig. 5 (d)]. Nous avons
aussi trouvé que pour les trois types de Fes04,@NH;, Fe;0,@SiO, et Fe;0,@SiO,@NH,, la
quantité de LDH a commencé a augmenter entre 50 et 100 pug / mL, ce qui correspond a une
décroissance de la viabilite, (Fig. 7 annexe 2). Méme si, Fe;0,@SiO, et Fe;0,@SiO,@NH;
avaient les mémes fonctionnalités de surface et les concentrations d'amines aprés suspension
(’effet couronne) dans un milieu de culture (voir le tableau Il, colonne CM, annexe 2) les
résultats entre 50 et 100 ug / mL étaient différents. Nous croyons que la différence ne taux a été

causée par la différence de taille entre les nanoparticules.
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L’effet de la stérilisation par I’oxyde d’éthyléne sur les chitosanes Ch95 et CEC a été évalué
utilisant le test MTT. Les résultats MTT sur nos échantillons ont changé sensiblement apres la
stérilisation, certainement en raison des changements de la chimie de surface. Les modifications
de surface détectées par XPS ont eu un effet réel sur les résultats de cytotoxicité de ces
échantillons. De toute évidence, les groupes chimiques oxygénés introduits par la stérilisation,
dont les structures ont besoin de plus amples éclaircissements, ont provoque une viabilité accrue.
En dépit de cette différence entre les échantillons stérilisés et les non stérilisés, observée par le
test MTT, I'effet des particules de chitosane sur I'intégrité de la membrane de la lignée de cellules
Ab549 a été trouvé comme négligeable, a la fois avant et aprés stérilisation par 1’oxyde
d’éthyléne, comme on le voit sur la Fig. 4.11.
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CONCLUSION

La performance biologique d’un biomatériau pour la délivrance de médicaments est beaucoup
influencée par les propriétés de surface. Les travaux de cette these ont été fondamentaux pour le
développement de stratégie dans un projet pour delivrer NO a la paroi pulmonaire et aussi dans

un projet pour promouvoir la formation osseuse.

L’importance d’une caractérisation physicochimique au niveau nanométrique des biomatériaux a
été démontrée. C’est devenu clair que difféeremment de XPS, les techniques qualitatives comme
FTIR, SEM, etc., ne sont pas capables de décrire de fagon idéale la situation de la nano-surface

de biomatériaux.

En regardant la bibliographie qui compose cette theése, et les trois articles qui en font partie, nous
pouvons constater que, en général, les travaux de recherche dans le domaine de la
biocompatibilité qui omettent de faire une analyse physicochimique au niveau nanométrique de

surface peuvent induire & des erreurs quant a d’analyse de résultats.

Comme futurs travaux de recherche qui sont proposés a partir de cette thése, nous pouvons citer :
e L’analyse d’adsorption de protéines a la surface des nanoparticules.
e Labiocompatibilité des sphéres de chitosane avec les nanoparticules.

e L’effet de la composition de surface dans la dégradation des sphéres de chitosane dans un

environnement biologique simulé.
e L’analyse d’adsorption de protéines a la surface des biocéramiques

En conclusion, nous espérons que les progrés dans le domaine d’analyses de surface au niveau
nanometrique vont promouvoir une connaissance détaillée de savoir comment les propriétés de

surface peuvent controler les réactions du milieu biologique.
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