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Abréviations

Composés chimiques

ACC carbonate de calcium amorphe (amorphous calcium carbonate)
ACP phosphate de calcium amorphe (amorphous calcium phosphate)
AH acide hyaluronique
BCP phosphate de calcium biphasique (biphasic calcium phosphate) : mélange de HA et de 3-TCP
CaP phosphates de calcium (de maniére générique)
cMmC carboxymeéthylcellulose
CPC ciments phosphocalciques (de maniére générique)
DCPA phosphate de calcium anhydre ou monétite (dicalcium phosphate anhydrous) CaHPO,
DCPD phosphate de calcium dihydraté ou brushite (dicalcium phosphate dihydrate) CaHPO, - 2H,0
HA hydroxyapatite Cay(PO,)6(OH),
PMMA polyméthacrylate de méthyle
TCP phosphate tricalcique (tricalcium phosphate)» existe sous forme o-TCP ou 3-TCP Ca;(P0O4),
TTCP phosphate tétracalcique (tetracalcium phosphate) Ca,(P0O,),0
Techniques d’analyse physico-chimiques et acronymes associés
BET méthode de Brunauer, Emett et Teller pour la mesure de la surface spécifique
cp [en RMN] polarisation croisée (cross polarization)
DRX diffraction des rayons X
FTIR spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy)
FWHM largeur a mi-hauteur (full width at half maximum)
ICP-MS spectrométrie de masse a plasma couplé par induction
JCPDS [en DRX] base de données de référence (joint committee on powder diffraction standards)
MAS [en RMN] rotation a I'angle magique (magic angle spinning)
MEB microscopie électronique a balayage
RMN résonnance magnétique nucléaire
De maniére spécifique au ciment...
Ap apatite nanocristalline analogue au minéral osseux
B brushite
Vv vatérite
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(S) se rapporte a la phase solide du ciment
(L) se rapporte a la phase liquide du ciment
L/S rapport massique phase liquide / phase solide
Biologie
a-MEM milieu de culture cellulaire riche, utilisé pour les essais de cytotoxicité
BBM bouillon biofilm modifié
CMB concentration minimale bactéricide
CMmI concentration minimale inhibitrice
MTT test I'activité métabolique cellulaire
RN rouge neutre — test la viabilité cellulaire
SAL sterility assurance level
UFC unité formant colonie



Nomenclature des matériaux étudiés

Le tableau ci-dessous présente les différents ciments qui ont été étudiés au cours de ces travaux de these, leur composition —ramenée a un ciment dont la

phase solide est de 1 g —, leur nomenclature et les chapitres dans lesquels les résultats associés sont présentés.

Phase solide Phase liquide
Nomenclature L/S Chapitres
Brushite  Vatérite AgsPO0, CMC eau AgNO;
Ciment minéral | C-REF 0,50 0,50 - - 0,55 - 0,55 2,3,5
de référence C-REF’ 0,50 0,50 - - 0,70 - 0,70 4
) C-Ag(S)_2 (ou C-Ag(S)) 0,45 0,45 9,7.10 - 0,55 - 0,55 3,5
f\;’":gt :n C-Ag(S) 1 0,48 0,48 4,9.10° ; 0,55 ; 0,55 5
e C-Ag(s)_10" 0,50 0,50 4,9.10° - 0,55 - 0,55 5
phase solide 5 4
C-Ag(S)_10 0,50 0,50 4,9.10 - 0,55 - 0,55 5
) C-Ag(L)_2 (ou C-Ag(L)) 0,50 0,50 - - 0,55 1,3.10" 0,68 3,5
Ciment + -2 -4
AgNO, en c-Ag(L)_lo_4 0,50 0,50 - - 0,55 5,9.10_6 0,56 5
o C-Ag(L)_10 0,50 0,50 - - 0,55 5,9.10 0,55 5
phase liquide 6 8
C-Ag(L)_10 0,50 0,50 - - 0,55 5,9.10 0,55 5
C-2pCMC 0,49 0,49 - 0,02 0,70 - 0,70 4
Composites : C-10pCMC 0,45 0,45 - 0,10 0,70 - 0,70 4,5
Ciment + C-20pCMC 0,40 0,40 - 0,20 0,70 - 0,70 4
poudre de CMC | C-30pCMC 0,35 0,35 - 0,30 0,70 - 0,70 4
C-50pCMC 0,25 0,25 - 0,50 0,70 - 0,70 4
Ciment + C-2uCMC 0,49 0,49 - 0,02 0,70 - 0,70 4
microsphéres CMC | C-10uCMC 0,45 0,45 - 0,10 0,70 - 0,70 4
Ciments C-2pCMC/Ag(S)_107 0,49 0,49 4,9.10" 0,02 0,70 0,70 5
composites + C-10pCMC/Ag(S)_10~ 0,45 0,45 4,9.10" 0,10 0,70 - 0,70 5
Ag C-10pCMC/Ag(L) 10 0,45 0,45 - 0,10 0,70 5,9.10* 0,71 5

xi







Introduction générale

Une grande variété de substituts de comblement et de réparation osseuse ont été
développés en réponse a la multiplicité des pathologies et des traumatismes qui nécessitent leur
utilisation. La problématique est complexe : faut-il se focaliser en priorité sur des propriétés
mécaniques proches de celles de I'os ou sur une architecture permettant une prolifération rapide des
cellules osseuses ? Faut-il privilégier des techniques de chirurgie mini-invasives ou une structure
tridimensionnelle épousant la géométrie du défaut ? Certaines qualités sont incontournables ; la
biocompatibilité, gage d’acceptation par le corps en est une. Mais il n'y a certainement pas une
réponse unique a I'ensemble des problématiques posées et la solution réside bien souvent en un
compromis entre différentes caractéristiques parfois antagonistes dans leur élaboration et leur mise

en ceuvre.

L'une des derniéres familles de substituts osseux développées est celle des ciments
phosphocalciques. Généralement élaborés a partir de poudre de phosphates de calcium (CaP), ils
présentent les avantages d’étre biocompatibles, voire méme biomimétiques dans le cas des ciments
formant de I'apatite en cours de prise, ce qui permet une intégration optimale du matériau dans le
site implanté. Se présentant sous la forme d’une pate ils autorisent la mise en ceuvre de techniques
chirurgicales mini-invasives. Cependant I'injectabilité de ces matériaux n’est pas toujours acquise,
principalement a cause de phénomenes de séparation de phases pendant I'extrusion de la pate. Ils
présentent également des faiblesses en termes de propriétés mécaniques, avec un comportement
souvent fragile. D’autre part, leur cinétique de résorption n’est pas toujours ajustée a celle de Ila

néoformation osseuse.

Ainsi, cette étude porte sur une nouvelle composition de ciment composite et s’inscrit dans
le cadre du projet BIOSINJECT « Composite injectable, biorésorbable et antibactérien pour la
régénération osseuse » du programme de recherche TecSan de I’Agence Nationale de la Recherche

(n°ANR-09-TECS-004 ; 2009-2014). Ce projet inter- et pluridisciplinaire réunit un consortium de huit
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partenaires académiques et industriels nationaux qui interviennent chacun dans leur cceur de

compétences pour atteindre les objectifs de ce projet :

1 = Institut Carnot CIRIMAT (Toulouse), coordinateur du projet : Elaboration du ciment et

études des propriétés physico-chimiques.
2 = CERMAV (Grenoble) : Synthese de polymeres a propriétés spécifiques.
3 = Laboratoire Rhéologie et Procédés (Grenoble) : Caractérisation rhéologique de la pate.
4 = LGC (Toulouse) : Evaluation des propriétés antibactériennes in vitro.
5 = INSERM U1026 (Bordeaux) : Evaluation du comportement cellulaire in vitro.
6 * Laboratoire B20OA (Paris) : Etude animale.
7 * Medical Biomat (Vaulx en Velin) : Spécifications et étude clinique.

8 * Medical Lab (Vaulx en Velin) : Standardisation et transfert de technologies.

L’objectif du projet est I'élaboration d’un substitut osseux injectable, résorbable a I'échelle
de quelques mois, et antibactérien, dans le but de limiter ou prévenir les risques d’infections post-
opératoires. La Figure 4.1 présente schématiquement la stratégie envisagée, en termes de
composition, pour arriver a ces propriétés. Le matériau de base est un ciment, élaboré a partir de
deux poudres réactives: la brushite, un phosphate de calcium largement utilisée dans les
biomatériaux, et la vatérite, une variété polymorphe métastable de carbonate de calcium beaucoup
moins courante dans ce domaine. La dissolution de ces réactifs au sein d’'une pate conduit a la
précipitation d’une phase apatitique nanocristalline. Cette apatite biomimétique peut étre résorbée
et remodelée par les cellules osseuses — contrairement, par exemple, a I'apatite stoechiométrique.
La vatérite, d’autre part, présente une solubilité supérieure aux autres carbonates de calcium

anhydres, encline ainsi a une résorption également plus rapide in vivo.

Aprés quelques notions générales et bibliographiques dans le premier chapitre qui
permettent de situer ce travail dans le domaine des substituts osseux et de présenter le cahier des
charges, nous aborderons dans un deuxieme chapitre la synthese et les caractéristiques des poudres

réactives, de la réaction de prise du ciment, ainsi que ses propriétés physico-chimiques.

L'agent antibactérien choisi dans cette étude est I'argent ; I'effet de son introduction dans le

systeme CaCO; — CaP précédemment décrit fera I'objet du troisieme chapitre.

Un polysaccharide — la carboxyméthylcellulose (CMC) — a ensuite été introduit dans la phase

solide du ciment afin d’améliorer son injectabilité. Polymere hydrophile et biodégradable, la CMC est

2
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également susceptible de favoriser la résorbabilité du matériau voire de contréler la libération de

I’agent antibactérien. Les aspects physico-chimiques liés au caractére composite de ce matériau et

aux propriétés qui en découlent constitueront le quatrieme chapitre.
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Figure 4.1 — Représentation schématique de la composition du ciment étudié et de ses

principales caractéristiques.
Le cinquiéme chapitre exposera enfin les études biologiques in vitro, réalisées a la fois pour

évaluer la cytotoxicité du matériau et ses propriétés antibactériennes. Des résultats préliminaires

d’implantations in vivo seront également présentés.






De I’0s aux matériaux de comblement :

quelques notions générales







Chapitre 1 — De I'os aux matériaux de comblement : quelques notions générales

Le tissu osseux a une fascinante capacité de se remodeler. Outre un renouvellement de I'os
tout au long de la vie, cette propriété permet de cicatriser des défauts ou des fractures lorsque ceux-
ci sont de petite taille. Mais dans certains cas, le remodelage seul ne suffit plus et nécessite
I'implantation d’un biomatériau de comblement, naturel ou synthétique pour remplacer I'os
mangquant, et, dans la mesure du possible, servir de support a un remodelage du biomatériau lui-
méme dans le but de reformer de I'os. Aprés avoir présenté quelques notions générales sur ces
différents points, ce chapitre s’attachera plus particulierement a une catégorie de biomatériaux : les
ciments phosphocalciques, et nous aménera a la problématique plus globale de cette étude:

I’élaboration d’un substitut osseux injectable, antibactérien et résorbable.

1 Physiologie de I’os

1.1 L’os, un matériau composite : composition, structure et

propriétés

Fonctions

Le corps humain compte pres de 200 os articulés (Figure 1.1). Matériaux composites de taille,

composition et structure complexes et diverses, ces os assurent différentes fonctions :

e un réle mécanique : charpente du corps humain, le squelette sert de point d’attache aux

tendons et de support aux tissus mous (muscles, ligaments...).

e un réle de protection vis a vis de de nombreux organes internes, comme le cerveau par la
boite cranienne, le coeur et les poumons par la cage thoracique, ou encore la moelle épiniére au sein

des vertebres.

e un réservoir a minéraux: 99 % du calcium et 90 % du phosphore de notre corps sont

stockés dans les os, le cartilage et dans les dents.

e une fonction hématopoiétique, c’est-a-dire qu’il participe aux processus de formation de
cellules sanguines, notamment par de la moelle osseuse rouge qui produit les globules rouges, les

globules blancs et les plaquettes.
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Figure 1.1 — Représentation d’un squelette humain et des différents os qui le

constituent. ™

Structure macroscopique

Les os se classent selon différentes catégories : les os longs (fémur, tibia), courts (phalanges),

plats (os du crane, omoplates) et irréguliers (vertébres). D’architecture complexe, ils sont constitués

de cartilage, de tissu osseux et de moelle osseuse.

La Figure 1.2 présente ainsi la structure type d’un

os long : il est composé de la diaphyse, une partie centrale longue et cylindrique, et des épiphyses

proximale et distale, ses extrémités. Le tissu osseux de la diaphyse est de I'os compact, également

appelé os cortical ou lamellaire. Se prolongeant sur toute la périphérie de I'os, il protége sa partie

interne. Il représente environ 80 % de la masse osseuse du corps. Au cceur de ce cylindre compact,

dans la cavité médullaire, se trouve la moelle jaune constituée principalement de tissu adipeux. A

I’'extrémité des os longs, et au sein des os plats et courts prend place un autre type de tissu osseux :

I'os spongieux, ou trabéculaire. Comme son nom I'indique, I'os spongieux présente une porosité et

1 . . ..
Image tirée du site www.cosmovisions.com
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donc une surface beaucoup plus importante que I'os compact. Riche en moelle rouge — un mélange

de tissu sanguin, de graisse et

de collagéne — c’est un lieu d’échange de nutriments. Enfin, les

épiphyses sont recouvertes d’'une fine couche de cartilage articulaire, permettant de réduire la

friction et d’amortir les chocs.

o
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Figure 1.2 — Représentation de la structure d’un os long type (a) et agrandissements de la
structure de I"épiphyse proximale (b) et d’une section de la diaphyse (c). Adapté de

[Marieb 2006]

Composition

L'os est un matériau composite, mélange intime d’une phase organique (22 %), d’une

matrice minérale a base de phosphate de calcium (69 %) et d’eau (9 %), de proportions variables

selon la nature de I'os.

La matrice organique est la premiére phase synthétisée lors de la formation de I'os. Elle est

constituée majoritairement de collagéne de type I (a 90 %), une glycoprotéine fibreuse et rigide qui

forme une triple hélice d’une longueur de 3000 A et de 50 A de diamétre [Constantin 2013]. Elle est

ensuite minéralisée par un phosphate de calcium, une phase de type apatitique, qui sera décrite dans

la partie 1.2 de ce chapitre.
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Propriétés mécaniques

Le caractére composite du tissu osseux lui confere des propriétés exceptionnelles,
notamment mécaniques. L'os cortical présente ainsi une résistance de I'ordre de 130 - 180 MPa en
compression et 50 - 151 MPa en tension [Wagoner Johnson 2011]. Les propriétés mécaniques de I'os

spongieux sont plus modestes en raison de sa grande porosité (Tableau 1.1).

Resistance Resistance Resistance .
. 5 - s 2 Module Porosite
Type d'os & la compression & la flexion a la tension (GPal (%)
(MPa) (MPal IMPa) ok ’
Cortical 130 & 180 135 & 193 50 & 151 12418 5413
Spongieux 4412 - 145 01405 30 & 80

Tableau 1.1 — Propriétés mécaniques et porosité de I'os humain, d’apres la littérature.
[Wagoner Johnson 2011]

1.2 Matrice minérale osseuse

La structure et la composition de la partie minérale de I'os n’a été déterminée qu’au début
du XX siecle. Déja identifiée comme étant principalement constitué de carbonate et phosphate de
calcium, un rapport chimique Ca;(PQO,), / CaCO; a finalement conduit a I'hypothése d’une unique
phase et structure, de type apatitique, confirmée ensuite par analyse par diffraction des rayons X

(DRX) [de Jong 1926; Bowes 1935].

Apatite et hydroxyapatite stoechiométrique

L'apatite regroupe une famille de composés minéraux dont la formule générale des

composés stcechiométriques est :
Me1o(X04)6Y>
ou Me est un métal bivalent, XO4 un anion trivalent et Y un anion monovalent. Cette structure a la

faculté d’accepter de nombreuses substitutions de différentes valences dans chacun de ces sites, et

des lacunes en site Me ou Y.

Parmi ces apatites, I"hydroxyapatite phosphocalcique stcechiométrique (HA) est un des
phosphates de calcium les plus stables d’un point de vue thermodynamique. De rapport Ca/P = 1,67,
elle a pour formule :

Calo(PO4)6(OH)2
et cristallise dans le systeme hexagonal, de groupe d’espace P63/m avec pour parametres de maille

a=9,418 A et c=6,881 A [Kay 1964]. La Figure 1.3.a présente la projection sur son plan basal (0001).

10



Chapitre 1 — De I'os aux matériaux de comblement : quelques notions générales

Ses ions phosphates sont agencés de telle sorte qu’ils forment deux types de tunnels : les premiers
(pointillés oranges sur la Figure 1.3.a), sont occupés par une partie des ions calcium. Ces atomes de
calcium sont communément désignés comme Ca(1) et ont une coordinence IX avec les atomes
d’oxygene des phosphates voisins (Figure 1.3.b). Le deuxiéme type de calcium, Ca(2), forme les
deuxiémes tunnels (pointillés verts sur la Figure 1.3.a). Ceux-ci sont plus larges (2,7 — 2,9 A) pour une
hydroxyapatite phosphocalcique stoechiométrique, plus larges pour une apatite lacunaire en calcium)
et contiennent les hydroxydes. Les hydroxydes occupant ce tunnel (2) ont une liaison relativement
faible avec le reste de la structure d’ol une propension de I'apatite a créer des lacunes ou échanger

ses ions avec de petites molécules telles que O,, H,0, etc [Rey 1984].

Apatite osseuse

L'apatite composant la partie minérale de I'os est en réalité de composition et de structure
beaucoup plus complexe que I’hydroxyapatite Ca;o(PO,)s(OH),. En effet, loin d’étre stoechiométrique,

la composition moyenne suivante a été évaluée par analyses chimiques [Legros 1987] :

Cag;3l11,7(P04)43(CO3, HPO4)1,7(OH)o 30 11,7
Cette formule a rapidement été ajustée, aux vues d’analyses spectroscopiques complémentaires, et a
conduit a la formule suivante [Rey 1989] :
Cags[11,7(P04)43(CO3, HPO4)1,7(OH, 2C03)03[ 117

soit une apatite déficiente en calcium, carbonatée et contenant des ions HPO,, et trés peu
hydroxylée. Comme il a été mis en évidence dans un deuxiéme temps, la carbonatation peut étre de
deux types :

> carbonatation de type A - le carbonate substitue un groupement hydroxyle.

> carbonatation de type B - le carbonate substitue un groupement phosphate. La
substitution d’un ion trivalent PO,> par un ion bivalent CO;> est accompagnée par la création d’une
lacune de Ca** et de OH™ en proximité immédiate pour assurer I'électroneutralité du solide, modele
de compensation des charges prédominant dans les apatites biologiques présenté sur la Figure 1.4

[Labarthe 1972]. Il correspond a une apatite de formule générale :

Ca1ox[1x(P0O4)6-x(CO3)x (OH) 2« avec0<x<2
L’apatite osseuse présente aussi une substitution des ions PO43 par des groupements HPO .

Le mécanisme de compensation des charges serait le méme que dans le cas d’une carbonatation de

type B [Legros 1984].

L'ensemble de ces substitutions conduit ainsi a une apatite lacunaire en calcium —
principalement Ca(2) — et a peine hydroxylée [Rey 1995], dont la carbonatation dépend des individus

et augmente tout au long de leur vie [Legros 1987].
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Figure 1.3 — Structure de I'hydroxyapatite stoechiométrique : (a) projection sur le plan
basal (0001) ; (b) arrangement des ions selon I'axe ¢ autour du tunnel (1) : (b;) les atomes
Ca(1) ont une coordinance IX avec les atomes d’oxygéne et (b,) les différentes colonnes de
Ca(1) sont reliées par des groupements PO,” ; (c) arrangement des ions selon I'axe c
autour du tunnel (2). Adapté de [Elliott 1994]
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Figure 1.4 — Environnement des atomes autour du tunnel (2) le long de I'axe c dans le cas
d’une carbonatation de type B. Adapté de [Labarthe 1972].

Les nombreuses lacunes et substitutions d’une part et la taille nanométrique des cristaux

d’autre part conduisent a un taux de cristallinité trés faible de I'apatite dans I'os, comme le montrent

les diagrammes de diffraction des rayons X de la Figure 1.5. Méme si I'ordre atomique augmente

légerement au cours de la vie, I'apatite reste faiblement cristalline [Bonar 1983].

(b)

1 i i i 3

50°

450 400 35¢ 300 250 200

Figure 1.5 — Diagrammes de DRX (radiation CuKa) (a) d’une hydroxyapatite synthétique a
un taux de cristallinité élevé et (b) d’un os de poussin 4gé de 2 ans [Bonar 1983].

Une autre caractéristique des apatites biologiques est de présenter en leur surface une

couche hydratée structurée mais fragile, contenant des ions labiles (Ca*, HPO,”, CO,%) susceptibles

d’interagir avec les fluides environnants [Eichert 2007]. Cette couche hydratée, représentée

schématiquement sur la Figure 1.6, est un des principaux facteurs responsables de I'exceptionnelle
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réactivité de surface de ces composés, notamment de I'adsorption d’ions ou de molécules d’intérét

biologiques [Cazalbou 2000; Autefage 2009; Pascaud 2012].

Couche phosphocalcique

non apatitique hydratée de surface Z M .
m42'f. ” o
: : e Ca®
HPO* e
Cceur apatitique i ca*
(non-steechiométrique % G
et faiblement cristalfisé) 3 Z ~HPOF HPO,?
L — R
ca -
N —

Cosur Couche Fluides biologiques
apatitique hydratée

Figure 1.6 — Représentation schématique de la couche hydratée des nanocristaux
d’apatite biologiques et biomimétiques [Eichert 2007].

Apatites synthétiques analogues au minéral osseux

Il est possible de synthétiser des apatites nanocristallines analogues au minéral osseux,
dites biomimétiques. Les différentes voies de synthéses existantes ne seront pas développées dans
ce manuscrit, néanmoins nous avons relevé quelques remarques d’importance pour la suite de ce

travail.

En milieu aqueux a basse température, c’est la carbonatation de type B qui est privilégiée
dans les apatites synthétiques [Bonel 1972]. Il est donc courant de négliger les substitutions de type
A dans les apatites formées en conditions douces, d’ol une expression générale suivante [Rey 2007] :

Calo.x+u(PO4)6.X(HPO4,CO3)X(OH)2-x+2u avec0<x<2

et0<u<x/2
Le paramétre u a été introduit par Labarthe comme ajustement empirique dans des

conditions de synthéses alcalines [Labarthe 1972]. Cependant il a été noté que ce parametre peut
généralement étre ignoré dans des apatites formées a un pH proche de la neutralité — voire

légérement acide —, ce qui améne a la formule simplifiée suivante [Rey 2007] :

Ca10-xy(PO4)6-x-y(CO3)x(HPO4)y(OH)2.r.y avecO0<x+y <2
Cette formule est une bonne approximation pour décrire les apatites nanocristallines

synthétisées dans des conditions douces, a un pH non alcalin. Il est a noter que cela reste un modéle
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simplifié, notamment étant donné le gradient de cristallinité entre le coeur apatitique et la surface

hydratée, et le caractére labile des ions composant celle-ci.

1.3 Remodelage osseux

Les cellules osseuses : ostéoblastes et ostéoclastes

L’'os est un organe en constante évolution et en perpétuel renouvellement. Non seulement sa
matrice minérale apatitique, comme nous I'avons évoqué, se carbonate et acquiert une plus grande
cristallinité dans le temps, mais I'ensemble du tissu osseux est soumis a un remodelage continu grace
a I'action des cellules osseuses. C’'est un équilibre complexe entre les ostéoclastes et les ostéoblastes
qui vont permettre a I'os de conserver son intégrité et ses propriétés tout au long de la vie. Les
ostéoclastes — des cellules géantes multinucléées d’une centaine de microns de diameétre — sont a
I'origine de la résorption osseuse, notamment de la phase minérale par relargage de protons qui vont
la dissoudre. Parallelement, les ostéoblastes — des cellules mononucléées d’une vingtaine de microns
de diametre — jouent un réle prépondérant dans la synthése de la matrice osseuse — le tissu ostéoide

— et dans sa minéralisation.

Le remodelage osseux correspond ainsi au processus de résorption - néoformation du tissu
osseux, issu de cet équilibre. Ce processus permet a I'os de s’adapter aux contraintes auxquelles il est
soumis — charges mécaniques, par exemple —, de prévenir la dégénération osseuse, de réguler la
concentration des fluides biologiques en ions — notamment en calcium — mais il lui confére aussi une

propriété remarquable : celle de pouvoir s’auto-réparer.

Réparation osseuse : I'auto-cicatrisation

Ainsi, a condition que le défaut soit de petite taille, I'os a une capacité d’auto-cicatrisation. La
Figure 1.7 en présente le processus dans le cas général: conjointement a une réaction
inflammatoire, un hématome se forme autour du site fracturé (Figure 1.7.1). Cet hématome acquiert
au bout de quelques jours un pouvoir ostéogénique, c’est-a-dire qu’il est capable de former de I'os.
Une substance fibreuse — ou cal fibreux — se développe alors dans I'espace laissé par la fracture, et
remplace peu a peu I’'hématome (Figure 1.7.2). A ce stade, les ostéoclastes commencent a résorber
les extrémités osseuses dévitalisées. Une ossification du cal a ensuite lieu ce qui crée la jonction
entre les deux fragments (Figure 1.7.3). Notons que les contraintes mécaniques en compression et en
traction sont tres utiles au développement du cal [Lerat 2005]. Les ostéoblastes reconstituent alors

un systeme osseux « normal » (Figure 1.7.4), ce qui n’est possible que s’il n'y a plus de tissu fibreux
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dans l'espace. Le cal se remodeéle et s’adapte en fonction des contraintes auxquelles il est soumis.
Alors que les traces de fracture peuvent entierement disparaitre chez I'enfant, le processus peut ne

pas étre aussi complet chez I'adulte.

cal osseux
d’os spongieux

cal engainant

cal central
(tissu fibreux

nouveaux
vaisseaux

N fracture ——
et cartilage i
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\
\_ travées d’os
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I
(1) formation @ formation @ formation @ remodelage
d’un hématome d’un cal d’un cal osseux osseux

fibrocartilagineux

Figure 1.7 — Représentation schématique du processus d’auto-réparation osseuse dans le cas d’une fracture.
Adapté de [Marieb 2006]

La consolidation osseuse est ainsi dépendante de nombreux facteurs directement liés a
I'individu et a son mode de vie d'une part —age, conditions physiques, facteurs mécaniques,
nutritionnels, hormonaux, etc.— et a la nature méme de la fracture, d’autre part —taille,
vascularisation possible du défaut, nature du tissu osseux. L'os spongieux, par exemple consolide en

6 semaines alors que I'os cortical des diaphyses ne consolide qu’en 9 a 18 semaines [Lerat 2005].

Cependant, comme nous I'avons évoqué, cette consolidation ne peut avoir lieu que lorsque
I’espace entre les parois osseuses est faible — de I'ordre de 1 cm a partir de chaque extrémité
fracturée [Chiron 2013]. Or le traitement de certaines fractures et plus souvent de tumeurs, de
kystes ou encore de foyers infectieux nécessite I'exérése ' d’une partie de 'os de taille trop
importante pour que le processus naturel d’auto-réparation puisse, a lui seul, induire une

consolidation osseuse. Il est alors nécessaire de faire intervenir un matériau de comblement.

2 Les matériaux de comblement osseux

L'ingénierie ostéo-tissulaire consiste en la réparation de défauts osseux causés par des
maladies, des traumatismes ou des défauts congénitaux. C'est un domaine qui s’est
considérablement développé ces dernieres années, en particulier a cause d’un vieillissement global
d’une population mondiale qui ne cesse d’augmenter. La Figure 1.8 présente ainsi le nombre de

greffes osseuses qui ont été réalisées aux Etats-Unis entre 1986 et 2004 : en 15 ans, elles ont été

2 . . . . . . .. N . ,
Ablation chirurgicale d’un tissu ou organe inutile ou nuisible a I'organisme ou d’un corps étranger.
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multipliées par un facteur 8, avec 1,5 millions de greffes osseuses en 2004. Elles ont probablement
encore augmenté ces derniéres années. Cette problématique de société fait de lingénierie

ostéotissulaire un domaine en pleine expansion.

I B
1 \é
B B PRRR s
0~ Jd
o 0 12 \é
3L l
wn= 104 h AN I
0 g ’
o
n S 1 \ 4
I 4
= P 0,8 v
5= 1
) a 0,6 oo L
S g |
2
-g s« 04 L
CEEN.
O’Z_TT rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr
0,0 —— 1 - T+ 1T T T i
O > Q 4% > © 3
> o) ) S ) %) Q
N S R A P

Figure 1.8 — Evolution du nombre de greffes osseuses réalisées aux Etats-Unis entre 1986
et 2004. Source : US Census Bureau, Statistical Abstract of US 2001 & 2006, Health and
Nutrition.

Plusieurs types de matériaux peuvent étre utilisés, a la condition sine qua non qu’ils soient
biocompatibles, c’est-a-dire qu’ils soient bien tolérés par le corps et qu’ils ne provoquent pas de
réaction de rejet, de réaction toxique ni de Iésion ou d’effet nocif sur les fonctions biologiques de ce
dernier. B! Un biomatériau a ainsi été défini, selon la Société Européenne des Biomatériaux, comme
un « matériau congu pour interagir avec les systemes biologiques, qu'il participe a la constitution
d'un dispositif a visée diagnostique ou a celle d'un substitut de tissu ou d'organe ou encore a celle
d'un dispositif de suppléance (ou d'assistance) fonctionnelle » (1986 et 1991, conférence de Chester
(Royaume-Uni)). Il peut donc étre considéré comme tout matériau utilisé pour remplacer une partie
ou une fonction du corps de maniére sure et fiable, acceptable d’'un point de vue économique et

physiologique [Park 2007].

2.1 Substituts osseux d’origine naturelle

Les substituts osseux d’origine naturelle sont historiquement les premiers a avoir été

développés. On compte parmi eux :

* définition de I’Office gquébécois de la langue francaise, 1999
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> 'autogreffe ou greffe autologue, correspondant a I'implantation d’os prélevé sur le méme
individu. Elle reste le gold standard, c’est-a-dire le matériau de référence dans le domaine des
substituts osseux: tout risque de rejet est écarté, et elle possede d’autre part un potentiel
ostéogénique 4 et des propriétés mécaniques optimales. Pourtant elle est associée a des
complications majeures — infections, hématomes, réopérations, douleurs prolongées durant 6 mois —

dans 9 % des cas et a des complications mineures dans 18 % des cas [Younger 1989].

> 'allogreffe, alternative consistant a implanter de I'os provenant d’un individu différent, de
la méme espece. Elle peut étre issue de rebuts chirurgicaux (tétes fémorales, par exemple) ou
prélevée post-mortem. Elle a de bonnes propriétés ostéoconductrices et ostéoinductrices mais un

risque d’infection élevé [Zimmermann 2011].

> la xénogreffe, ou le substitut osseux provient d’un individu d’une espece différente —
principalement le beoeuf et le porc. Cependant, le risque théorique de transmission d’agents
infectieux spécifiques aux espeéces bovines ou porcines a considérablement limité son

développement.

Notons que, outre les complications associées a ces implantations, des raisons sociales,

éthiques ou religieuses peuvent également limiter leur utilisation.

Des matériaux d’origine naturelle ont également été commercialisés, notamment le corail ou
la nacre. Cependant malgré leur potentiel ostéoconducteur et leur biocompatibilité, I'infime quantité
disponible a I’échelle planétaire et des réactions indésirables ont limité le développement de ces

matériaux.

2.2 Substituts osseux synthétiques

L'idée de remplacer un membre manquant n’est pas récente : les hommes auraient cherché
a remplacer des dents perdues par des matériaux naturels comme I'ivoire ou le corail dés I’Antiquité
[Barinov 2010]. Mais le développement de matériaux synthétiques comme matériaux de
éme

comblement est plus récent et a connu des avancées rapides au cours du XX~ siecle.

2.2.a Stratégies et développement

La Figure 1.9 schématise les avancées dans le domaine des biomatériaux pour la réparation

osseuse et les évolutions associées au concept de comblement osseux, affiné conjointement aux

4 .
capable de former du tissu osseux.
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progrés scientifiques. La premiére génération de substituts osseux a avoir été développée
correspond a des matériaux bioinertes qui avaient pour role principal de remplacer la fonction
mécanique de 'os. Ce sont des prothéses métalliques, ou des céramiques comme I'alumine qui ont
ainsi d’abord été utilisées. L'amélioration de la biointégration de I'implant a conduit a la deuxieme
génération de substituts osseux, dits bioactifs, car capables de former un lien fort avec le site
receveur — ce qui est le cas de I’hydroxyapatite ou des bioverres par exemple. Mais aucun matériau
n’égalant I'os lui-méme, les recherches ont permis de développer une troisieme génération de
biomatériaux favorisant non seulement l'intégration, mais aussi la régénération osseuse. Cette

génération est encore jeune et de nombreux défis restent a relever.

2.2.b  Nature des substituts osseux synthétiques

Les substituts d’origine synthétique sont ainsi nombreux et sujets a de multiples recherches.

Dans le domaine de I'ingénierie ostéo-tissulaire sont utilisés :

> les métaux, en raison de leur importante résistance mécanique. Ils sont surtout développés
sous forme de prothéses, notamment pour I'orthopédie. Les principaux métaux utilisés sont le titane

pur ou ses alliages, des alliages cobalt-chrome-molybdéne, ou des aciers inoxydables.

> les polymeéres, en particulier le polyméthylméthacrylate (PMMA) développé comme ciment
[Spadaro 1979; Alt 2004] ou encore du polyéthyléne a haut poids moléculaire, dans les prothéses
totales de hanche [Wang 2003]. Ces deux polymeres sont hydrophobes et non biodégradables, mais
présentent de relativement bonnes propriétés mécaniques. De nombreux autres polymeéres entrent

également dans la formulation de matériaux composites.

> les céramiques, qui forment une alternative intéressante par la richesse de leurs
compositions et de leurs formulations. Parmi elles on distingue quelques céramiques bioinertes,
comme I'alumine ou la zircone, mais surtout des céramiques bioactives principalement a base de sels
de calcium (phosphates, carbonates, sulfates, etc.). Elles peuvent se trouver sous différentes formes :

granules, pieces massives denses ou poreuses, dépots...

D’autres matériaux inorganiques non métalliques tels que les bioverres ou les ciments
minéraux sont parfois affiliés a la famille des céramiques. Le rapprochement est ambigu puisqu’ils ne
font pas intervenir les notions de frittage et de joints de grain généralement associées aux

céramiques mais mobilisent pourtant des composés inorganiques similaires.

C'est ainsi sur cette catégorie des ciments qu’est basé le coeur de I'étude présentée dans ce

manuscrit.
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Chapitre 1 — De I'os aux matériaux de comblement : quelques notions générales

3 Ciments de comblement osseux
3.1 Qu’est-ce qu’un ciment ?

Le ciment est un matériau dynamique dont la maturation progressive se traduit par le
passage d’une pate relativement fluide a un état solide viscoélastique en I'espace de quelques
minutes voire quelques heures. Ainsi, il a pour propriété essentielle de durcir une fois la phase solide
— pulvérulente — gachée avec de l'eau. La réaction d’hydratation est définie, pour des ciments
utilisés comme liant hydraulique du béton, par « I'ensemble des changements qui se produisent
qguand un ciment anhydre, ou une de ses phases constitutives, est mélangé avec de I'eau » [Zreiki
2009]. A cette réaction d’hydratation est associée un degré d’hydratation & défini comme le rapport
entre la quantité de ciment hydraté et la quantité initiale de ciment [Schindler 2004]. Notons que
cette notion de réaction d’hydratation peut étre ambigie, si I'on étend la définition a d’autres

ciments dont les réactifs peuvent déja étre hydratés.

période | prise| durcissement /—’_

=
S
&

dormante

B = ciment
[T] = produits d’hydratation
Y

L4

degré d’hydratation (%)

0%

t,
f
temps de maturation

Figure 1.10 — Interprétation physique du développement du degré d’hydratation dans un
ciment. Adapté de [Schindler 2004]

La courbe de la Figure 1.10 présente I'allure générale de I'évolution du degré d’hydratation

d’un ciment pendant son temps de maturation, qui peut étre modélisée par la fonction suivante :

T8
§(t) = &max - exp (— [E] ) (1.1)

avec &(t) le degré d’hydratation au temps de maturation t, T la constante de temps, 3 le facteur de
forme et .y la valeur maximale du degré d’hydratation [Schindler 2004]. La Figure 1.10 met d’autre

part en évidence le sens physique de cette grandeur en schématisant la formation des produits
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d’hydratation d’une part, et la réaction physique de prise d’autre part. Ainsi, trois phases se

distinguent pendant le temps de maturation d’un ciment :

> Durant la phase dormante, la pate de ciment semble physiquement ne pas évoluer et reste
trés malléable. Chimiquement, les particules réactives commencent a se dissoudre dans la phase
liguide, avant que celle-ci n’ait atteint la saturation. La durée de cette période est donc variable
d’'une composition de ciment a I'autre, dépendant de la solubilité des particules réactives dans le

systeme. ©!

> Une fois la saturation atteinte, on observe une brusque augmentation de la viscosité du
ciment: c’est le début de la phase de prise. La précipitation du produit d’hydratation induit un
raidissement de la pate en créant une cohésion a la fois physique (particules imbriquées) et/ou
chimique (précipitation en surface des particules réactives). Cette phase est caractérisée par un
temps de prise initial t; et un temps de prise final t;. La fin de la prise est effective lorsque la pate

n’est plus déformable et devient un matériau rigide.

> La réaction chimique se poursuit ensuite dans une phase de durcissement et les propriétés

mécaniques du ciment se renforcent.

La notion de réaction de prise peut ainsi présenter une certaine ambiguité: nous
distinguerons la réaction physique de prise, passage d’un état de pate a un matériau présentant une
certaine rigidité, de la réaction chimique de prise, correspondant au processus de dissolution des

réactifs et précipitation du ou des produits, qui se poursuit bien apres la prise physique.

3.2 Les ciments phosphocalciques

Le terme de ciment est associé dans la grande majorité des esprits a un ensemble de
matériaux utilisés dans le secteur du batiment et des travaux publics. Pourtant une autre famille de
ciments, mobilisant des volumes certes bien plus modestes, mais de haute valeur ajoutée, a été
développée depuis plusieurs dizaines d’années pour trouver une place dans le marché des
biomatériaux de comblement osseux. Cette famille se subdivise en deux catégories : les ciments
acryliques et les ciments minéraux. C'est uniqguement a ces derniers que nous nous intéresserons

dans le cadre de cette étude. Précisons que la notion de « ciment minéral » est ici employée comme

>l a été noté dans la littérature que la cristallisation — a partir d’'une solution — d’'un composé sur un substrat
étranger était généralement précédée d’'une période d’induction qui dépendait du degré de sursaturation, de
la température et de la présence d’'impuretés [Koutsoukos 1981]. Cette remarque sur la croissance épitaxiale
de phosphates de calcium en solution semble s’appliquer a une suspension dense de particules telle que celle
de la pate d’un ciment.
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I’ensemble des ciments de comblement osseux dont le processus de prise est lié a une réaction entre
des réactifs inorganiques — tels que les phosphates, carbonates ou sulfates de calcium par exemple —,

elle n’exclut pas les ciments composites contenant d’éventuels additifs organiques.

Le premier ciment minéral utilisé en tant que substitut osseux est le platre de Paris, un
ciment de sulfate de calcium CaSO,, dont la premiere utilisation a été proposée par Dreesmann en
1892 [cité par Lewis 2006]. IlIs n’ont été ensuite développés que dans les années 1950 [Peltier 1957],
ainsi que d’autres ciments a base de sulfate de calcium dihydraté. Néanmoins ces matériaux
présentent un taux de résorption bien souvent trés rapide comparé a la cinétique du remodelage

0OSSeux.

Les premiers ciments phosphocalciques (CPC) ont été introduits au début des années 1980
par Brown et Chow comme biomatériaux pour la réparation et la régénération osseuse [Brown
1983]. De nombreuses compositions ont depuis été développées, faisant intervenir, pour la plupart
d’entre eux, un ou plusieurs phosphates de calcium. Citons notamment les phosphates dicalciques
anhydre (monétite) ou dihydraté (brushite), les phosphates de calcium tricalciques a-TCP et 3-TCP,

ou le phosphate de calcium amorphe (ACP) (cf. Annexe 1.1).

Les compositions des ciments minéraux se sont rapidement diversifiées : quelques autres
compositions « pures » ont été proposées, notamment des ciments de carbonate de calcium pour
améliorer la résorption des matériaux [Fontaine 2001; Combes 2006b] ou encore de phosphate de
magnésium pour le role de Mg”* dans le métabolisme osseux [Mestres 2011] ; mais la plupart des
ciments actuellement développés conservent un ou plusieurs phosphates de calcium dans leurs

poudres réactives en les associant a d’autres composés, inorganiques ou organiques.

Ces ciments phosphocalciques sont usuellement classés en fonction du produit de la réaction
de prise. Celui-ci peut étre soit de la brushite, CaHPO,-2H,0, phosphate de calcium
thermodynamiquement le plus stable a pH faible et qui se transformera ensuite en apatite aprés
implantation in vivo, soit de I'apatite. Dans le cadre de cette étude, nous nous intéresserons plus

particulierement aux ciments apatitiques.

3.2.a  Propriétés

Il est important de noter que I'apatite formée au cours de la prise n’est pas la méme dans
tous les ciments apatitiques et peut présenter des taux de cristallinité et de carbonatation variés, et

une quantité plus ou moins importante de lacunes voire de substitutions des ions calcium ou
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hydroxyle. Ces nuances ont un impact significatif sur des propriétés physico-chimiques telles que la

solubilité des apatites et donc par extension sur son comportement in vivo.

Structure et composition : un matériau biomimétique

La premiére condition a respecter pour I'élaboration d’un substitut osseux est Ia
biocompatibilité de celui-ci. Celle des CPCs repose sur I'analogie de composition et de structure entre
la phase finale formée et le minéral osseux: ces produits ont ainsi montré une parfaite
biocompatibilité et une excellente ostéoconductivité grace a une composition que I'on peut qualifier

de biomimétique.

Régénération osseuse

Cette similarité entre I'apatite formée et le tissu osseux offre la possibilité au matériau d’étre

remodelé par les processus classiques du remodelage osseux, comme décrit sur la Figure 1.11.

( HA de faible cristallinité ou brushite cellules mésenchymateusem

M N

(a) défaut osseux (b) ‘nano/micropores (c)

formation de nouvel os conversion en os naturel

HA ou brushite (d) (e)
k résorbées par les ostéoclastes /

Figure 1.11 — Postulat du processus de régénération osseuse dans un défaut osseux
comblé par un CPC: (a)comblement du défaut; (b)formation d’une apatite
nanocristalline directement (ciment apatitique) ou aprés hydrolyse de la brushite (ciment
brushitique) ; (c) résidus de cellules mésenchymateuses a la surface du ciment;
(d) résorption de I'apatite mal cristallisée par les ostéoclastes et (e) régénération osseuse.
Adapté de [Sugawara 2013].

Néanmoins, si l'apatite nanocristalline a montré une résorbabilité bien meilleure que
I’hydroxyapatite, celle des ciments reste généralement lente, avec une biodégradation in vivo
inférieure a la croissance de I'os néoformé. Une meilleure résorbabilité a ainsi été identifiée comme
un des principaux défis a relever dans le domaine des ciments de comblement [Bohner 2010].

Plusieurs stratégies ont été étudiées pour améliorer cette résorbabilité, notamment en jouant sur
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une architecture présentant une certaine macroporosité [Ginebra 2010], par I'addition par exemple
d’un agent porogene [Félix Lanao 2011], ou encore en faisant intervenir une phase présentant une
meilleure résorbabilité, telle que le sulfate de calcium [Thai 2010] ou un carbonate de calcium

métastable [Combes 2006a].

Malléabilité de la pate et injectabilité

Un intérét majeur du ciment est de se présenter sous forme d’une pate avant la réaction de
prise, qui peut avoir lieu in situ, aprés implantation, a température et pH physiologiques. Cette forme
malléable permet le remplissage de cavités osseuses dont la géométrie peut étre complexe tout en
assurant un contact optimal entre I'os et le substitut. Cela permet aussi, dans le cas de certains
ciments, d’obtenir une formulation injectable et d’utiliser une technique chirurgicale mini-invasive
voire percutanée qui permet d’alléger 'acte chirurgical et de limiter considérablement les risques

d’infections post-opératoires.

Propriétés mécaniques

Une faiblesse des CPCs est leur caractere fragile et leur faible résistance mécanique en
compression, et ce méme au maximum de leurs propriétés aprés un certain temps de maturation et
de durcissement. Cela limite donc leur utilisation a des sites osseux non —ou peu — porteurs [Neira
2010], a moins de les associer a un matériau complémentaire comme dans le cas des prothéses

cimentées.

Association de principes actifs

Les ciments, une fois implantés, sont soumis a des conditions relativement douces de
température (37 °C) et de pH (7,4 pour le plasma sanguin dans la mesure ou il ny a pas
d’inflammation). En outre, la réaction de prise des CPCs est non exothermique. Cela fait donc de ces
matériaux de bons candidats pour la libération de principes actifs [Ginebra 2012]. De nombreuses
études ont ainsi déja été menées sur l'introduction d’'une grande variété d’agents actifs comme des
antibiotiques [Joosten 2004; Hesaraki 2009], des anti-inflammatoires [Girod Fullana 2010], des
médicaments anti-cancéreux [Tahara 2001], anti-ostéoporotiques [Panzavolta 2010] ou encore des

facteurs de croissance [Ruhé 2004].

Le dopage des CPCs par des ions d’intérét a également fait I’objet de plusieurs études. Citons
notamment le strontium, en sa qualité de radio-opacifiant et pour son réle sur les équilibres des
activités des cellules ostéoblastes et ostéoclastes [Tadier 2012], r6le que joue également le zinc [Pina

2010] ou le magnésium [Wu 2008].

25



Substitut osseux injectable, antibactérien et résorbable : études physico-chimiques et biologiques d’un ciment composite a base d’apatite

3.2.b Les ciments composites

Le terme de composite regroupe un large domaine de matériaux solides contenant au moins
deux phases distinctes que ce soit a I'échelle macroscopique ou a I'échelle micrométrique voire
nanométrique [Lakes 2000]. Dans le cas des ciments phosphocalciques, ce terme désigne dans la
plupart des cas I'addition d’une phase organique a la matrice minérale du ciment. Cette charge

organique peut étre introduite :
> dans la phase liquide, sous forme d’une solution [Cherng 1995; Chen 2011].
> dans la phase solide, principalement sous forme de :
= microsphéres [Khairoun 2005; Habraken 2010; Girod Fullana 2010]
* fibres ou nanotubes [Xu 2002; Chew 2011]
= poudre [Wang 2006; Alves 2008]

Le caractére composite des CPCs a été développé dans le but d’améliorer plusieurs des
propriétés évoquées précédemment, principalement la porosité, en introduisant des

microsphéeres dans la matrice intrinséquement microporeuse, ou encore les propriétés mécaniques.

Le cas particulier d’un polysaccharide, la carboxyméthylcellulose sera abordé plus en détail

dans le chapitre 4.

3.2.c Applications cliniques des CPCs

Les pertes de substance osseuse peuvent avoir des origines tres diverses, traumatiques,

orthopédiques, tumorales, septiques ou congénitales.

Comme évoqué auparavant, les CPCs ont pour vocation le comblement de sites osseux peu
porteurs. lls sont ainsi largement utilisés en chirurgie cranio-faciale ou maxillo-faciale [Wolff 2004;

Neira 2010].

On les retrouve également en chirurgie orthopédique dans des applications d’augmentation
osseuse d’os longs — tibia [Horstmann 2003; Ooms 2003], fémur [Ooms 2004] —, en vertébroplastie
ou cyphoplastie "' [Lewis 2006] ou encore pour le renforcement d’os ostéoporotiques ou la fixation

d’implants métalliques dans des os fragilisés [Ginebra 2012].

® bien gu’en chirurgie maxillo-faciale, pour des défauts souvent de petite taille, les chirurgiens préferent le
remodelage naturel que I'implantation de matériaux souvent trop faiblement résorbables.

’ technique utilisée lors de I’écrasement d’un vertébre, permettant d’abord de rétablir la hauteur et la position
de la vertebre endommagée avant comblement.
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implantation
-

Figure 1.12 — Radiographies d’un défaut osseux traité avec un CPC, le ciment Eurobone®
(a) avant et (c) apres traitement ; (c) 6 mois et (d) 3 ans aprés I'intervention chirurgicale.
La photo (b) montre I'intervention, avec un abord mini-invasif. D’apres [Mainard 2010].

La Figure 1.12 présente I'exemple du traitement d’un défaut de I'os du talon, le calcaneum,
par un CPC, Eurobone® (ciment brushitique, S = 98 % b-TCP + 2 % Na,P,0,; L= eau, H3PO,, H,SO,
[Bohner 2005b]), par une technique de chirurgie mini-invasive (Figure 1.12.b). Les radiographies
post-traitement montrent un parfait comblement du défaut, de maniere durable (Figure 1.12.c-e) et

une résorption faible voire nulle du matériau, intégre, aprés 3 ans (Figure 1.12.e).

4 Risques infectieux et utilisation de I’argent

4.1 Risque infectieux en chirurgie orthopédique

Le risque infectieux est pris en considération depuis de nombreuses années par les
chirurgiens orthopédistes, particulierement depuis les années 1960 - 1970 ou des progres importants
ont été mis en place grace a I'amélioration des conditions d’hygieéne dans les blocs opératoires,

]

I'introduction de I'antibioprophylaxie ® ou, notamment, d’antibiotiques lors de I'implantation des

prothéses totales de hanches cimentées [Wininger 1996; Migaud 2005].

Cependant, malgré les différentes précautions prises, il a été encore récemment relevé que

« 7% des hospitalisations se compliquent par une infection nosocomiale, soit environ 750.000 cas sur

8L'antibioprophylaxie correspond a un traitement antibiotique visant a prévenir (et non traiter) I'éventuelle
survenue d'une infection post-opératoire. L’antibiotique est généralement administré par voie intraveineuse.
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les 15 millions d’hospitalisations annuelles. Chaque année, ces infections seraient la cause directe de

plus de 4000 déces » O ce qui fait de cet état un probleme de santé publique.

Une meilleure protection contre les infections post-opératoires a ainsi été identifiée comme
un des défis les plus importants a relever dans le domaine des substituts osseux et en particulier des

ciments phosphocalciques [Sugawara 2013].

4.2 Stratégies développées dans les ciments phosphocalciques

Différentes stratégies ont été employées dans le but de prévenir les infections bactériennes
associées a lI'implantation des CPCs [Ginebra 2012]. De nombreuses études ont été ainsi réalisées sur
I'introduction de divers antibiotiques tels que la gentamicine [Joosten 2004], la céphalexine [Hesaraki
2009] ou la vancomycine [Sasaki 2005; Jiang 2010]. Cependant, si l'utilisation d’antibiotiques est bien
acceptée dans le traitement d’infections spécifiques, elle reste controversée dans des applications
préventives en raison de son co(t et du risque d’une efficacité limitée due a la potentielle résistance
des bactéries au médicament [Sugawara 2013]. L'utilisation d’hydroxyde de calcium Ca(OH), [Serraj
2002; Michailesco 2005], ou de phosphates de calcium substitués par des métaux alcalins [Gbureck
2005] ont également été proposés : la libération d’ions hydroxyle et la formation de produits tres
alcalins ont respectivement montré une activité antibactérienne. Néanmoins, I'utilisation de tels
systemes a caractére fortement basique posent la question de la cytocompatibilité et ne peuvent pas
étre transposés a I'ensemble des ciments minéraux, en particulier, a fortiori, les ciments présentant

un pH relativement acide.

4.3 L’argent comme agent antibactérien

L'argent a été largement utilisé dans des dispositifs médicaux en tant qu’agent antimicrobien
a large spectre d’efficacité, avec une faible toxicité [Lansdown 2010b]. Son effet antibactérien a en
particulier été observé sur Staphylococcus aureus (S. aureus) [Feng 2000], I'agent infectieux le plus
fréquent lors d’'implantations de protheses [Berbari 1998]. Certains cas de résistance bactérienne a
I'argent ont été relevés depuis la fin des années 1970 [Lansdown 2010a], néanmoins elles restent
rares et ne concernent pas, a notre connaissance, les principales bactéries associées aux infections

post-opératoires.

Parmi les biomatériaux développés, I'argent a été introduit par différentes voies dans des

matrices apatitiques :

? discours de Marisol Touraine, Ministre des Affaires sociales et de la Santé aux Etats Généraux des infections
nosocomiales et de la sécurité du patient, le jeudi 14 février 2013.
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> lors de la synthése de I'apatite, par exemple : par co-précipitation d’un sel de calcium et de
nitrate d’argent AgNO; avec un composé phosphaté [Kim 1998; Singh 2011; Vandecandelaere
2012] ou encore par élaboration en une seule étape de revétements d’apatite dopée en argent [Chen

2006; Ando 2010]

> par une étape supplémentaire d’imprégnation de gels [Ghafari Nazari 2011] ou de

revétements [Shirkhanzadeh 1995; Lee 2013] d’hydroxyapatite dans une solution de AgNOs.

Si I'argent a fréquemment été introduit dans des ciments acryliques [Spadaro 1979; Alt
2004], seuls deux CPCs dopés a I'argent ont récemment été proposés [Ewald 2011]. Ces ciments
apatitique et brushitique ont été préparés en utilisant un phosphate tricalcique dopé en argent
comme réactif et ont montré une diminution significative de I’'adhérence des souches Staphylococcus
aureus (S. aureus) et Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) mais également une diminution de

la cytocompatibilité des matériaux sur des cellules de la lignée ostéoblastique.

5 Objectifs de la these

Différents ciments de comblement osseux ont été développés commercialement depuis une
vingtaine d’années et les recherches ont permis d’en faire des matériaux complets tant par leur
facilité de mise en forme et d’'implantation, que par leurs excellentes propriétés physico-chimiques
par une composition biomimétique. Cependant des faiblesses ont pu étre mises en évidence,

particulierement en termes de cohésion et d’injectabilité de la pate et de résorbabilité.

Les objectifs de ce projet de these, réalisé dans le cadre du projet ANR BIOSINJECT, ont ainsi
été |'élaboration d’'un ciment apatitique composite, la caractérisation des ses propriétés et la

compréhension des mécanismes impliqués dans sa réaction de prise.

L'ensemble des considérations nous ont donc amenés a considérer le cahier des charges,
établi par un des partenaires industriel du projet, MedicalBiomat. Ce cahier des charges est présenté
dans le Tableau 1.2: il prend en compte les contraintes chirurgicales optimales en termes de
préparation et d’utilisation de la pate et de propriétés physico-chimiques et biologiques visées apres
implantation. Le but était donc I'élaboration d’un ciment injectable, présentant des propriétés
antibactériennes pour la prévention des risques infectieux et une cinétique de résorbabilité —

néoformation osseuse plus rapide que la majorité des ciments actuellement sur le marché.
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Criteres Niveau d’appréciation
Temps de préparation < 3 minutes
Temps de travail 4 a3 10 min

Injectabilité F <120 N avec une aiguille de 18 G
Temps de prise <45 min
Volume de pate 1-15cm’

Biocompatibilité

Selon 1SO 10993-1.
Quantité d’agent antibactérien non toxique pour les doses
administrées.

Résistance mécanique en
compression

>10+5 MPa

Résorbabilité

3 mois < temps de résorption < 1-2 ans

Ostéoconduction

Néoformation osseuse en moins de 3 mois.
Pas d’interposition fibreuse a la surface du ciment a 3 mois.

Radio-opacité

visible a la radiographie pendant plus de 3 mois

Antibactérien

concentration active d’agent antibactérien (Ag)

Stérile

> sAL M <10
> stérilisable par rayons gamma

Agréments réglementaires

Chaque composant doit étre conforme a la Pharmacopée
Européenne ou a une norme ISO pour les produits
implantables ou sinon avoir un recul clinique en tant que
dispositif implantable et résorbable

Tableau 1.2 — Cahier des charges du ciment développé dans le cadre du projet BIOSINJECT

Une dimension économique, non reportée dans ce tableau, a bien slr également été prise en
compte, en termes de colits des matiéres premieres et de colts de revient. Notons que dans ce
manuscrit, nous ne traiterons pas de la radio-opacité du ciment, qui avait fait I'objet d’une étude

préalable compléte par introduction de carbonate de strontium [Tadier 2009].

Le ciment développé dans cette étude consiste ainsi en un systeme CaCO; — CaP, réalisé a
partir d’un phosphate de calcium — la brushite — et d’un carbonate de calcium métastable — la
vatérite—, base du ciment apatitique. Différents additifs tels que I'argent et/ou la

carboxyméthylcellulose y ont ensuite été introduits afin de répondre aux spécifications présentées.

1% e SAL est un niveau d’assurance de stérilité (sterility assurance level) : un SAL inférieur a 10°° signifie qu’il ny
a qu’une chance sur un million pour que le matériau ne soit pas stérile.
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La matrice minérale du ciment étudié est réalisée a partir de deux sels de calcium: un
phosphate de calcium, la brushite (CaHPO, - 2H,0), et un carbonate de calcium, la vatérite (CaCOs;).
Ces deux poudres en sont les réactifs de base : leur mélange avec de I'’eau conduit par dissolution et
reprécipitation a la formation d’'une phase apatitique, analogue au minéral osseux. Cette réaction
chimique est a I'origine de la prise du ciment, temps durant lequel la pate se solidifie jusqu’a obtenir
un matériau rigide, et se poursuit par une phase de durcissement jusqu’a ce que la réaction soit

terminée, c’est-a-dire apres que la totalité de la brushite ait été consommée.

Ce chapitre présentera, dans un premier temps, les syntheses des deux poudres réactives —
brushite et vatérite — et leurs caractéristiques physico-chimiques. Nous nous attacherons ensuite a
décrire I'élaboration du ciment CaCO; — CaP, établi comme ciment « de référence » dans le cadre de
cette étude. Les résultats issus de différentes techniques d’analyses seront enfin discutés afin de

décrire au mieux ce matériau et ses caractéristiques physico-chimiques majeures.

1 Poudres réactives : synthéese et caractérisation
1.1 Brushite : CaHPO, - 2H,0

1.1.a Etatde l'art

La brushite, également communément rencontrée dans la littérature sous I'abréviation DCPD
(pour dicalcium phosphate dihydrate) et plus rarement en tant que CHPD (pour calcium hydrogen

phosphate dihydrate) est un phosphate de calcium acide de formule CaHPQ, - 2H,0.

Histoire

0 sur un cargo de

Découverte en 1865 par W. E. Brown et G. E. Moore dans du guano
Californie en provenance des fles des Caraibes, son nom est choisi en hommage au minéralogiste
G. J. Brush [Moore 1865]. Outre les dépots de guano, elle se trouve a I'état naturel dans des grottes

et des roches phosphatées [Fiore 1991; Anthony 2005].

11 , ;. . .
excréments d’oiseaux marins ou de chauve-souris
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La brushite est désormais un composé largement utilisé a I’échelle industrielle que ce soit
dans des engrais [Jones 1962], ou dans l'industrie alimentaire comme additif — E341ii ou E540 — que
I’on retrouve dans les boissons gazeuses, les charcuteries ou encore le fromage pour ses propriétés

acidifiantes.

Structure

La brushite cristallise dans un systeme monoclinique, de groupe d’espace non
centrosymétrique I, (C&) et de paramétres de maille a=5,812 0,002 A, b=15,180+0,003 A,
€=6,239+0,002 A et B =116°25" + 2’ pour une population Z de 4 atomes par maille [Jones 1962;
Curry 1971].

Sa structure est constituée de chaines en zigzag de polyedres CaOg reliées a un enchainement
similaire de tétraédres PO,* [Schofield 2004] créant des feuillets ondulés perpendiculaires a I’axe b
(direction <010>). Ces feuillets sont faiblement liés par des liaisons hydrogénes aux molécules d’eau
de structure organisées elles-mémes sous forme de double couches paralleles au plan (010) comme

présenté sur la Figure 2.1 [Arsic 2004; Wang 2008].

-8y ---“09--- "8

0% o 560 - o 9% o
o (o] o
" P o HPO,”

VW oD H,0 (double couche)
- P ----9®- 99 ’
o o ° Ca2+
b o ® e

l -Toe-~ ong- % 2ne
NP B B

Figure 2.1 — Vue schématique de la projection de la structure de la brushite sur le
plan (001). Adaptée de [Arsic 2004].

Role biologique et propension a la formation d’une phase apatitique

La brushite est un composé qui intervient dans différents processus biologiques du corps
humain. Ainsi, sa cristallisation peut étre a I'origine de calculs rénaux [Rajendran 2010], par exemple,
ou de calcifications dans la pulpe dentaire [Elliott 1994]. Elle a d’autre part été proposée comme
espece intermédiaire dans la minéralisation de I'os, notamment comme précurseur spécifique de la
formation d’hydroxyapatite (HA) et d’apatite déficiente en calcium [Francis 1971]. Cette hypothése a

depuis été discutée, car si la brushite a pu étre souvent détectée lors de la cristallisation in vitro de
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|'apatite, les études in vivo de la formation de I'os ont rarement mis en évidence sa présence

[Johnsson 1992].

Sur deux de ses surfaces — paralléles aux plans (010) et (110) —, la brushite présente un
réseau de calcium dont I'arrangement coincide avec celui des surfaces correspondantes de
I’hydroxyapatite, pouvant donc servir de base a une croissance épitaxiale de cette derniére (Figure
2.2). Les surfaces (010) des deux espéces, notamment, présentent la méme densité de surface en

ions calcium (1 Ca /32,5 A?) (Figure 2.2.a) [Francis 1971].

@, O b .
() _F HA(010)? (b) Q- — Q¢
! |
| | @ P
£ 5 ® & &
| I
! B (110)}
+C (g e 7\"5( ----- )'1""3t\~
HA (110)
':' Caya
é} O =+ Cas

)

Figure 2.2 — Superposition des faces (a) (010) et (b) (110) de la brushite (B ; traits
pointillés) et de I’hydroxyapatite (HA ; traits pleins) mettant en évidence la coincidence
géométrique des ions calcium des surfaces de ces deux phases (Cag et Caya
respectivement). Adapté de [Francis 1971].
La croissance cristalline d’hydroxyapatite en surface de la brushite a ainsi fait I'objet d’études
in vitro. Koutsoukos et coll. ont montré qu’en se placant a faible sursaturation, de maniére a
favoriser la croissance plutot que la précipitation spontanée, I'apatite cristallisait sans formation de
phase précurseur. D’autre part, sa cinétique de croissance était la méme que le substrat soit de la

brushite ou de I’hydroxyapatite synthétique, suggérant un méme mécanisme dans les deux cas.

[Koutsoukos 1981]

Il est a noter que la brushite peut également se convertir en hydroxyapatite par hydrolyse, et
ce en deux étapes: une premiére correspondant a un changement de structure (brushite = HA;
Ca/P < 1,67) et une seconde conduisant a une HA stcechiométrique par augmentation du rapport

Ca/P. Monma et coll. ont noté qu’a 40°C — température proche de celle du corps humain — la
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conversion de la brushite en HA ne pouvait se faire qu’a un pH compris entre 7 et 8,5 avec un
optimum pour un pH=7,5-8. Le rapport Ca/P de I'HA obtenue, compris entre 1,54 et 1,60, est
d’autant plus grand que le pH et la température du milieu sont élevés, conditions favorisant le
relargage des ions PO,> de I'apatite en solution. Des ions Ca>* ont été ajoutés au milieu de maniére a
accélérer 'augmentation du rapport Ca/P. Pourtant, en jouant probablement sur la dissolution de la
brushite, ils ont conduit a un retard significatif dans la conversion de la brushite en apatite [Monma

1987].

Ainsi la brushite favorise la cristallisation d’apatite sur deux aspects: d’une part car sa
structure permet une croissance épitaxiale d’une phase apatitique en sa surface dans un milieu
contenant des ions calcium et phosphates, d’autre part, car sa solubilité relativement élevée en fait

elle-méme une source de ces ions.

1.1.b  Synthese

La brushite utilisée dans cette étude a été synthétisée par double décomposition a partir
d’un mélange équimolaire aqueux de nitrate de calcium tétrahydraté Ca(NO;),-4H,0 et de
dihydrogénophosphate d’'ammonium H,PO,NH,, chacun de ces sels ayant été préalablement et
séparément dissous dans de I'eau désionisée (Tableau 2.1). La solution de calcium est versée
rapidement dans la solution de phosphate a laquelle ont été ajoutés au préalable 20 mL
d’ammoniaque (NH,OH ; 20 %). Juste apres cette addition, le pH du milieu est ajusté par addition
d’une quinzaine de millilitres supplémentaires d’ammoniaque de maniere a étre tamponné autour
de 5,5. Le précipité blanc immédiatement formé est ensuite laissé a maturation, sans agitation,
pendant 5 h puis filtré sur Blichner, lavé avec 2 litres d’eau désionisée et lyophilisé. Différents lots de
brushite d’'une soixantaine de grammes chacun ont ainsi été synthétisés. Notons que les différents

lots ont été conservés au congélateur et ramenés a température ambiante avant toute utilisation.

Nsel (mol) Mmsel (8) Veau (ML)

Ca(NO;), - 4H,0 0,37 86,67 600
H,PO,NH, 0,37 42,21 1400

Tableau 2.1 — Réactifs engagés dans la synthese de la brushite

1.1.c Caractérisation

Différentes techniques complémentaires ont été utilisées pour caractériser les poudres
réactives et les ciments, le principe de I'ensemble de ces techniques est présenté en annexe du

manuscrit (cf. Annexe 2).
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Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

Le diffractogramme présenté (Figure 2.3) est caractéristique des différents lots de brushite
synthétisés. Il témoigne de la pureté des composés et de sa grande cristallinité. Il met également en

évidence une orientation préférentielle des cristaux perpendiculaire a I'axe [010].

020

12-1
040
14-1/11-2
022/150

170/123

C
2
211/071

26 (°)

Figure 2.3 — Diffractogramme de RX de la brushite synthétisée (noir) comparé a une
brushite de référence (bleu, fiche JCPDS 01-072-0713).

Observations par microscopie électronique a balayage (MEB)

Les observations par MEB (Figure 2.4) montrent une morphologie des cristaux de brushite en
plaquettes, de quelques nanometres a un ou deux micrometres d’épaisseur et de quelques dizaines
de micrometres de long. La surface la plus importante correspond au plan (010), perpendiculaire a
I'orientation préférentielle mise en évidence par DRX. Notons que cette surface correspond a l'une
des deux présentant des similitudes structurales avec la surface (010) de I'apatite (cf. § 1.1.a) ce qui

favoriserait, a priori, une croissance épitaxiale de cette derniére sur la brushite synthétisée.
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Figure 2.4 — Micrographies MEB de cristaux de brushite synthétisée

Analyses par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La figure 2.5 présente le spectre FTIR caractéristique des lots de brushite synthétisés. Les
différentes bandes de vibration caractéristiques des groupements HPO,” et de I'eau de cristallisation

de la brushite apparaissent, ainsi qu’elles sont reportées dans le Tableau 2.2.

3543 i
3489 i O-H , .
3280 i (H,0 de structure)  ©longation
3166 i
2930 é (P)O-H élongation
2380 f harmoniques ou combinaisons des
2282 tf P-O-H bandes a 1220 cm ™, 1074 cm ™ et
2130 tf 1059 cm™
1727 f H,0 comb.inais,on de ,clt.éformation etde
rotation d’eau résiduelle
1650 i H,0 de structure déformation
1220 i P-O-H déformation dans le plan
1132 i
1074 é
1059 i P-O élongation
1004 é
985 i
874 i P-O(H) élongation
790 i P-O-H déformation hors du plan de P-(OH)
746 é H,0 de structure libration
661 m H,O de structure libration
576 m ) .
O-P-O(H) déformation
524

Tableau 2.2 — Bandes de vibrations caractéristiques de la brushite en spectroscopie
FTIR [Petrov 1967; Tortet 1997; Trpkovska 1999] ; Intensité (I) — i : intense ; m : moyenne ;
f: faible ; tf : tres faible ; é : épaulement.
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Figure 2.5 — Spectre FTIR de la brushite synthétisée. Les bandes assignées en gris foncé

. . 2- . PN ’
correspondent aux vibrations des groupements HPO," et en gris clair a celles de I'eau. Les
épaulements sont indiqués par des astérisques. (cf. Tableau 2.2)

Analyses par spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) du solide

Différentes analyses par spectroscopie RMN ont été réalisées lors d’un séjour d’un mois a

I'université de Varsovie, dans le cadre d’une collaboration avec le Pr. Wactaw Kotodziejski. f12]

La Figure 2.6.a présente le spectre de la brushite obtenu par RMN 3'P par la technique de
rotation a I'angle magique (MAS). Il consiste en un signal a 1,7 ppm entouré de deux paires de
bandes de rotation d’intensité plus faible. Cette réponse est en accord avec les données de la
littérature ou le signal *'P de la brushite est reporté de 1,3 ppm & 1,7 £ 0,3 ppm [Rothwell 1980;
Pourpoint 2008; Legrand 2009].

(a) 31P 17 (b) 1H 10,6 / P-OH

Intensité (u.a.)
Intensité (u.a.)

=
—
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ﬁ
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T T
100 80 60 40 20 0 -20 -40 -60 -80  -100 60 40 20 0 -20 -40

ppm ppm

Figure 2.6 — Spectres RMN MAS des noyaux (a) *'p (BD)et (b) 'H de la brushite
synthétisée. Les bandes de rotation sont indiquées par des astérisques.

12 Department of Inorganic and Analytical Chemistry, Medical University of Warsaw, ul. Banacha 1, 02-097
Warszawa (Varsovie, Pologne)
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Le spectre obtenu par RMN *H (Figure 2.6.b) montre les réponses de deux types de protons :
ceux des groupements HPO,> & 10,6 ppm et ceux de I'eau de structure autour de 5,3 ppm. En
théorie, les quatre protons des deux H,O structurels de la brushite ne sont pas équivalents et
devraient étre a l'origine de quatre signaux distincts a 6,9 ppm, 6,0 ppm, 4,6 ppm et 3,5 ppm.

Cependant, des conditions particulierement favorables [13]

n‘ont permis d’en distinguer que deux
bandes relativement larges a 6,5 ppm et 4,0 ppm [Pourpoint 2008]. La moindre résolution du
spectre, dans notre cas, explique I'unique large bande a 5,3 ppm, dont le déplacement correspond a
la moyenne des déplacements théoriques ou expérimentaux présentés par Pourpoint et

collaborateurs.

1.2 Vatérite

La vatérite, sujet de multiples études depuis maintenant presqu’une centaine d’années,
garde une part de mystere pour la communauté scientifique. Cette partie s’attache a présenter une
revue bibliographique des connaissances acquises sur ce carbonate de calcium et ses principales
caractéristiques. La voie de synthese utilisée et I'incidence de certains paramétres de synthese sur
ses propriétés seront ensuite développées. Les résultats de sa caractérisation par différentes
techniques d’analyses physico-chimiques — notamment la RMN du solide — seront enfin discutés au

regard de la littérature et des interrogations qui subsistent autour de sa structure.

1.2.a Etat de I'art

Le carbonate de calcium se trouve a I'état naturel sous six formes différentes: trois
composés cristallins anhydres, la calcite, I'aragonite et la vatérite; deux formes hydratées, la
monohydrocalcite (CaCOs; - H,0) et I'ikaite (CaCOs; - 6H,0) ; et une forme CaCO; amorphe (ACC). Des
trois polymorphes cristallins anhydres, la vatérite est le moins stable thermodynamiquement et le

plus soluble.

Histoire

Initialement dénommeée « Vater’s Third Modification » par Linck en 1903 suite a sa

éme

découverte par Heinrich Vater a la fin du XIX™™ siecle [Friedman 1994], I'abréviation « vatérite » a
été introduite pour la premiére fois par Meigen en 1911 et est restée dans la littérature, bien qu’a
I’époque elle n’elit pas encore été identifiée dans la nature et que sa voie de synthése elt été mal

définie [Gibson 1925]. C'est en mettant en évidence un diagramme de DRX bien distinct de ceux de la

13176 T/33 kHz
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calcite et de I'aragonite que Rinne et Heide ont effectivement établi en 1924 que les agrégats
sphérulitiques de CaCO; — associés a tort ou a raison aux préparations similaires décrites par Vater en
1893 — constituaient un polymorphe de carbonate de calcium. C'est Gibson et coll., en 1925, qui ont
fait le lien entre ce matériau sphérulitique et la forme vatérite ou pu-CaCOj; initialement décrite

[Mcconnell 1959].

Occurrence de la vatérite naturelle

La vatérite est un produit de biominéralisation relativement abondant, formé par de
nombreux organismes vivants comme composants de leur endo- ou exosquelette, dans des systémes
ou la structure est stabilisée par certaines biomolécules [Falini 1998; Hasse 2000; Mann 2001]. Elle a
notamment été identifiée dans des spicules ¥ d’animaux marins (Figure 2.7.a) [Mann 2001], dans la
coquille d’ceufs d’oiseaux — le guira cantara et I'ani a bec lisse — (Figure 2.7.b) [Board 1979], sur la
palourde asiatique — corbicula fluminea — [Spann 2010; Frenzel 2012] ou encore dans des perles de

culture [Qiao 2006; Wehrmeister 2011].

Figure 2.7 — Exemples de vatérite observée a I’état naturel : (a) spicules d’ascidies :
concrétion de vatérite [Mann 2001] ; (b) sphérules présentes sur la tranche d’une tache
blanche sur un ceuf de guira cantara [Board 1979].

Cependant, elle est rarement présente dans des systémes géologiques minéraux étant
donnée son instabilité dans la plupart des environnements naturels connus [Giralt 2001]. En effet, a
température ambiante voire plus élevée, en milieu plus ou moins humide, elle a tendance a
recristalliser en calcite ou en aragonite [Yamaguchi 1981; Sawada 1997]. Néanmoins, si elle était
initialement présumée avoir un temps de vie trés court, la vatérite a été observée dans des endroits
aussi variés qu’un hydrogel de silicate de calcium carbonaté en Irlande [Mcconnell 1959], différents

puits de pétrole [Friedman 1994], des zones de métamorphisme ™ de contact en Israél (the Mottled

14 ,. . ™ . . . . . , 2, .
Aiguillon siliceux ou calcaire constitutif du squelette de certains invertébrés marins ou d’eau douce.
15 . N P . . s 2 . , .
Transformation d'une roche a I'état solide du fait d'une élévation de température et/ou de pression, avec
cristallisation de nouveaux minéraux, dits néoformés, et acquisition de textures et structures particuliéres, sous
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Zone) [Kolodny 1974], le lac Issyk-Kul au Kirghizistan [Giralt 2001], I'arctique canadien [Grasby 2003]
ou encore des météorites [DuFresne 1962; Vecht 2000] voire des poussiéres interstellaires [Day
2013], tout ceci suggérant une possible stabilisation de la vatérite dans des conditions particulieres.
Notamment, sa précipitation dépendrait fortement des conditions de sursaturation, et des structures

et especes déja présentes dans le milieu [Mcconnell 1959].

La formation de vatérite a enfin été détectée dans des matériaux synthétiques tels que le

ciment Portland, comme produit d’hydratation [Stepkowska 2005].

Structure cristalline

En dépit de son abondance dans ces systémes naturels ou biologiques, la structure de la
vatérite n’est pas encore élucidée et est sujette a débat dans la communauté scientifique. Les
différents modeles qui ont été proposés sont présentés dans le Tableau 2.3 de maniere
chronologique. La premiére structure de la vatérite est communément attribuée a Meyer, en 1959
[Medeiros 2007; Wang 2009]. Pourtant, des 1924, Heide publiait des résultats qui lui avaient été
communiqués par Olshausen, sur une structure de symétrie hexagonale de parameétres de maille
a=4,120A et c¢=8,556 A trés proches de ceux proposés ultérieurement [Heide 1924]. Une
biréfringence positive du matériau a conduit a la conclusion que les groupements carbonates plans
étaient orientés de maniére paralléle a I'axe ¢ [Mcconnell 1959]. Les années 60 ont vu ainsi émerger
les trois principaux modeles sur lesquels les études ultérieures se sont appuyées: un systeme
orthorhombique de groupe d’espace Pbnm [Meyer 1959] (Figure 2.8.a), puis deux systémes
hexagonaux de groupe d’espace P6;/mmc présentant des symétries des sites CO;” différentes et
introduisant un certain désordre dans I'orientation des carbonates [Kamhi 1963; Meyer 1969] (Figure
2.8.b & c). Néanmoins aucune structure n’a fait I'unanimité, des incohérences subsistant lors de leur
confrontation a des résultats expérimentaux : malgré un certain désordre, les carbonates ne seraient
pas orientés de maniere totalement aléatoire et I'organisation a moyenne ou longue distance était

délicate a déterminer.

I'influence de conditions physiques et/ou chimiques différentes de celles ayant présidé a la formation de la
roche originelle.
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[Kamhi 1963] AN [Meyer 1969] )

Figure 2.8 — Représentation schématique de la projection de la maille cristalline —dans le
plan (001) si I'on considere la structure hexagonale — des premiéres structures proposées
pour la vatérite : [Meyer 1959], [Kamhi 1963] et [Meyer 1969].

Peu d’études complémentaires ont été réalisées avant les années 90, ou des techniques
spectroscopiques sont venues apporter des éléments de discussion mais n‘ont pas permis de
conclure sur une structure particuliere [Anderson 1996; Gabrielli 2000]. Ce n’est que depuis quelques
années que de nouvelles études ont été menées, utilisant principalement des techniques de
simulations dynamiques et de calculs ab initio. La Figure 2.9 présente les dernieres hypotheéses qui
ont été proposées. Il est apparu dans un premier temps que la structure de la vatérite présenterait
une certaine organisation a plus grande échelle que celle de la maille [Wang 2009; Mugnaioli 2012]
et il semble, d’aprés de récentes études, que la vatérite pourrait présenter différentes structures
accessibles a température ambiante [Demichelis 2012; Wang 2012] ou consisterait en un pseudo-
cristal contenant des nanodomaines de structure différente de celle de la matrice [Kabalah-Amitai
2013]. L’étude la plus récente envisage méme de considérer la vatérite non pas comme un unique
composé mais comme une famille de composés de structures trés proches — qui ne differeraient que
dans I'agencement de couches de carbonates de différentes orientations — dont la nature dépendrait

des conditions de précipitation et de formation, notamment en milieu biologique [Demichelis 2013].
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Figure 2.9 — Derniers modeles proposés pour la structure de la vatérite :

(a) Structure de la vatérite selon Mugnaioli et coll. présentant deux sites ca”* (bleu et blanc) et deux sites C032"
distincts du point de vue de la cristallographie. [Mugnaioli 2012]

(b) Représentation graphique des structures hexagonales projetées sur le plan ac. Les ions calcium ont
différents polyedres de coordinations représentés par différentes teintes de vert. Le diagramme énergétique
représente les différents états de symétrie accessibles a température ambiante. [Demichelis 2012]

(c) Superstructure de la vatérite L’orientation des carbonates montrent un certain ordre a moyenne distance.
[Wang 2009]

(d) Symétrie pseudo-hexagonale par micromaclage de domaines orthorhombiques pivotés de 120°. [Le Bail
2011]

(e) Proposition d’une variété de vatérites, présentant peu de différences structurales et énergétiques.
[Demichelis 2013]
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Parametres de E?a‘;
Référence Technique _ ) maille (A) .
bibliographique utilisée Symétrie | Groupe d’espace ot
a b c VA
[Heide 1924] DRX (poudre) Hex. - 4,120 - 8,556 2
Hex. ou ) ) ) ) 6
Orthorh.

Bunn 1945 * analyse optique | » Une biréfringence positive laisse penser que les plans de tous les
groupements CO; sont verticaux, mais leur orientation par
rapport aux deux autres axes est aléatoire.

DRX Orthorh.
[Meyer 1959] . (Pseudo Pbnm ou D3 4,13 | 7,15 | 8,48 4
(monocristaux)
Hex.)
Hex. - 7,135 - 8,524 6
pseudo-maille : 4,119 - 8,524 2
DRX (poudre) > La pseudo-maille est en accord avec la maille définie par
[Mcconnell 1959] diffraction

électronique

Olshausen en 1924. Néanmoins d’apres les données de diffraction
électronique la maille plus large semble étre plus justifiée. La
structure se rapproche de celle de la bastnasite mais des données
de diffraction électronique sur un matériau mieux cristallisé
seraient nécessaires.

Hex. P6s/mmc ou D¢, 7,16 - 16,98 | 12
. DRX pseudo-maille : 4,13 - 8,49 2
[Kamhi 1963] . >
(monocristaux) | 5 désordre dans les COs>, en site C,. Un faible nombre de
réflexions de la superstructure indique un I'existence d’un certain
ordre a longue distance.
DRX Hex. P6;/mmcou Dg, | 7,151 - 16,94 | 12
[Meyer 1969] > différente symétrie des sites coy” par rapport a Kamhi 1963 :

(monocristaux)

sites C

[Sato 1969]

FTIR

> Méme si la théorie ne permet pas de conclure, par comparaison
avec d’autres structures, le spectre FTIR de la vatérite serait en
accord avec une symétrie C,, plutét que C, pour les carbonates, ce
qui confirmerait la structure de Kamhi 1963 plut6t que celles de
Meyer (1959 & 1969).

modele a partir

Lippmann 1973 ** de YbBO, Hex. P6522 ou D¢ 7,15 - 8,47 6

> Le splitting des bandes v, impliquerait deux symétries de sites

Behrens 1995 *** Raman distinctes pour CO;”, aucune des trois structures proposées ne
conviendrait.

> remise en cause du raisonnement de Behrens : le dédoublement

Raman + de la bande v, pourrait étre compatible avec la structure de Kamhi

[Anderson 1996] théorie des 1963 ou de Lippmann 1973, mais des données FTIR et I'assurance

groupes de la pureté du composé seraient nécessaires pour trancher. (pas

d’analyse de Sato 1969)

> remise en cause du raisonnement d’Anderson car la vatérite

[Gabrielli 2000] Raman contenait de la calcite. La structure la plus plausible serait celle de
Meyer 1969.

i » reprise du modele de Meyer 1959, de symétrie orthorhombique :

. calculs ab initio s . . 2 . s o
[Medeiros 2007] bonne corrélation mais les ions CO;~ seraient inclinés de 67° par

DFT

rapport au plan ac.
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» étude de la corrélation entre les spectres RMN *Ca de la vatérite
et différents modeles : I’hexagonal P6;/mmc de Kamhi 1963 et
Meyer 1969, l'orthorhombique de Meyer 1959 et deux

[Bryce 2008] RMN “Ca orthorhombiques de Medeiros 2007 optimisées par DFT. La
correspondance n’est pas immédiate mais une structure
hexagonale P6;/mmc semble étre la plus cohérente avec les
résultats expérimentaux.

Hex. P6522 ou D3 7,29 - 25,30 | 18

» La structure désordonnée obtenue est cohérente avec Kambhi
1963 : « pseudo-maille » dans laquelle les CO3Z' sont orientés de
maniére aléatoire, paralleles a I'axe c, respectant un angle de
[Wang 2009] moléculaire, 120° entre eux. Introduction de la notion d’une « super-maille »

verifiee avecla | o5 représenter un certain ordre a plus grande échelle de

simulation de
dynamique

DRX I'orientation des carbonates. L'ordre dépendrait de la voie de
synthese et de [I'historique thermique de [’échantillon.
(Figure 2.9.c)
> bien que la structure hexagonale et le groupe d’espace P6s/mmc
soient communément utiliséis dans la littérature, il semble qu’il y
ait trois groupements CO;~ structurellement non équivalents.
[Jacob 2009] Raman Une structure dont les couches de CO; seraient relativement
ordonnées mais dont I'empilement abaisserait le degré de
symétrie pourrait étre envisagée.
] > La similarité entre la structure de la vatérite et celle de la parisite
[Wehrmeister s . 2 . .
2011] Raman fuggere trois groupements CO;~ cristallographiquement
indépendants.
Orthorh. Ama2 8,472 | 7,158 | 4,127 4
» considération de modeles de micromaclage el par mériédrie ou
calculs ab initio, | pseudo-mériédrie “7].(Figure 2.9.d)
[Le Bail 2011] appliqués a la > Le groupe d’espace Ama2 proposé est relativement similaire a
DRX celui de Meyer 1959. Néanmoins, des réflexions de la
superstructure restent inexpliquées. La caractérisation de la
« super-maille » ne semble ainsi toujours pas évidente a mettre en
ceuvre.
12,17 7,12 9,47
Monocl. C2/c B 12
i 118,9° i
12,17 | 7,12 | 25,32
calculs ab initio, Tricl. c1 a B y 36
tomographie de 90,0° | 99,2° | 90,0°
[Mugnaioli 2012] | diffraction, > Par rapport aux structures déja proposées: déplacement des
diffraction couches des groupements CO;” le long de I'axe a détruisant la
électronique symétrie hexagonale. Mais un maclage par mériédrie possible

avec cette structure suggererait la symétrie hexagonale proposée
précédemment. (Figure 2.9.a)

»> La structure comporte deux sites Ca® et deux sites CO;”
distincts du point de vue de la cristallographie.

" Une macle est un assemblage géométrique trés particulier de deux cristaux par lintermédiaire d’'un élément
géométrique commun. Au lieu d’avoir deux cristaux en présence, ce qui est le cas généralement observé pour les
échantillons minéralogiques, il est tout a fait possible que la macle se répéte un trés grand nombre de fois conduisant ainsi
a une superposition de microcristaux constituant ce que I’on appelle un micromaclage. [Jeannin 1998]

™7 pans un cristal, la symétrie est subordonnée a la fois a celle de la molécule et a celle du systéme cristallin dans lequel
elle se trouve pour former un cristal. Dans le cas de la mériédrie, le réseau n'a pas tous les éléments de symétrie de la
molécule, mais seulement une partie.
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7,12 - 25,32 | 18
P3,21
énergie de 2,94
P1121 stabilisation _2’43
Hex. par rapport a
s4 une -2,35
configuration
P6s Pbnm : -2,07
-1
[Demichelis 2012] | calculs ab initio P6522 (enid.mol) -2,05
> Les modeles proposés précédemment (P6s22, Pbnm, Ama2)
correspondent a des états de transition, mais pas des minima
énergétiques. Les cing minima (ci-dessus) correspondent a des
symétries non encore proposées dans la littérature, P3,21 étant
ainsi le meilleur modéle pour une vatérite ordonnée. La structure
réelle présente un désordre structural et qui pourrait s’expliquer
par une interconversion entre ces cinqg minima dans une gamme
d’énergie accessible a température ambiante. (Figure 2.9.b)
e P6:22 » Transition ordre-désordre
thermiquement activée a
simulation de température ambiante. La
[Wang 2012] dynamique réorganisation des carbonates
moléculaire Monocl. C2/c serait issue d’un mouvement
coopératif et non pas de
réorientations individuelles.
. . > La vatérite serait en composée d’au moins deux structures
Microscopie

[Kabalah-Amitai

électronique en
transmission
(MET) haute

cristallographiques coexistant au sein d’un pseudo-cristal ; la
structure principale serait hexagonale, la structure mineure
existerait sous forme de nanodomaines, de structure encore non

2013] , . déterminée. Il est probable que I'arrangement des ions calcium
résolution avec . . .
. soit localement conservé dans les nanodomaines et que seuls les
correction . . . . ,
, . carbonates different. Les deux structures seraient pivotées d’un
d’aberration o o
angle de 30° I'une par rapport a l'autre.
> chiralité des structures :
Hex. P3,21 ou P3;21 existence d’énantiomeres de
vatérite ?
Monocl cic1 » structures plus hautes en
énergies que P3,21 mais de
Monocl c2 densité plus proche des
données expérimentales.
> Les deux modeéles proposés indépendamment et presque
[Demichelis 2013] | calculs ab initio | simultanément par [Mugnaioli 2012] et [Demichelis 2012]

correspondraient a des solutions différentes, parmi d’autres,
'ensemble pouvant coexister a température ambiante
(Figure 2.9.e). Ces résultats valideraient d’autre part I'hypothese
que les différentes possibilités d’arrangement des couches
seraient — outre la rotation des carbonates — une source de
désordre. L’existence de différentes variétés de vatérite
présentant peu de différences structurales et énergétiques
pourrait étre envisagée.

Tableau 2.3 — Présentation chronologique des études sur la structure de la vatérite. Les
cases grisées correspondent aux différents modeles proposés. Les abréviations Hex.,

Monocl.,

Orthorh.

et Tricl.

désignent les

symétries hexagonales, monoclinique,

orthorhombiques et tricliniques respectivement. Données issues de * [Mcconnell 1959] ;
** [Gabrielli 2000] et *** [Anderson 1996]
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1.2.b  Synthese

Protocole

La vatérite a été synthétisée par double décomposition a partir d’'un mélange équimolaire
aqueux de chlorure de calcium dihydraté CaCl, - 2H,0 et de carbonate de sodium décahydraté
Na,COs - 10H,0, chacun de ces sels ayant été préalablement et séparément dissous dans de I'eau
désionisée (Tableau 2.4). L’addition de la solution de calcium (S-Ca) dans celle de carbonate (S-COs3)
est réalisée au moyen d’une pompe péristaltique avec un débit de 12 + 1 mL.min™, & température
ambiante. Le précipité blanc formé est alors filtré sur Blichner dés la fin de I'addition, rincé avec 1,5 L
d’eau désionisée puis lyophilisé. Une cinquantaine de grammes de poudre est alors obtenue et

conservée ensuite au congélateur.

Nsel (mOI) Msel (g) Veau (mL)
CaCl, - 2H,0 0,50 73,50 250
Na,CO; - 10H,0 0,50 143,08 500

Tableau 2.4 — Réactifs engagés dans la synthése de la vatérite

Une étude complémentaire sur I'influence du débit d’addition de la solution de calcium dans

la solution de carbonates est présentée en annexe (Annexe 4).

Prise en masse

Nous avons pu observer que lors du mélange des deux solutions, la viscosité du milieu
augmentait au fur et a mesure de la précipitation jusqu’a arriver a un état proche d’un gel génant
I'agitation et donc I'homogénéisation de la suspension a l'aide du barreau aimanté. Un tel
phénomeéne de gélification a déja été rapporté dans la littérature, notamment par Hunt, en 1866 : le
mélange de solutions chlorure de calcium (d =1,15) et de carbonate de soude (d =1,20) dans un
rapport volumique de 1:10 conduit a la formation d’un précipité gélatineux qui se transforme
lentement en gaylussite, de formule Na,CO;-CaCO;:5H,0 —notée aussi Na,Ca(COs), - 5H,0 —
généralement mélangée avec du carbonate de calcium [Hunt 1866]. Nous pouvons ainsi noter la
similitude de protocole entre la synthése de vatérite que nous avons utilisé (Tableau 2.4, (R 2.1)) et la
synthése de gaylussite, notamment celle adaptée de Dickens et coll. par Dheilly et coll. (Tableau 2.5,
(R 2.2)) dont seules la stoechiométrie globale du systeme —ratio Ca’’/COs> de 1 et %
respectivement — et la concentration — nettement supérieure dans le cas de la gaylussite — varient
[Dickens 1969; Dheilly 1997]. Or dans notre systeme ou la solution de calcium est ajoutée

progressivement a celle de carbonate, le rapport Ca®*/CO;” reste inférieur & % pendant la premiére
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moitié de la synthése. Hormis une sursaturation moindre, le début de la synthése se rapproche donc
d’un protocole permettant la synthese de gaylussite. Il est donc possible que cette derniere soit une
espéce intermédiaire dans la synthése de la vatérite telle que décrite dans notre protocole et que la
phase gélatineuse corresponde a une premiéere organisation du milieu vers un composé de type
Na,CO; - CaCO; - 5H,0 avant de cristalliser en vatérite en concentrant le milieu en ions Ca*. Une
observation de Dheilly et coll. tend a conforter cette hypothese : le mélange de gaylussite et de
calcite obtenu a l'issue de leur synthése a tendance a évoluer vers un mélange de vatérite et de

calcite lorsque le produit est lavé. Cela expliquerait également la difficulté a mettre en évidence une

telle phase.
CaCl; - 2H20 + NazCOs3 - 10H20 — 2 NaCl + CaCOs + 12 H;0 (R2.1)
CaCl; - 2H20 + 2 NayCO3 - H20 — 2 NaCl + Na,Ca(C03)2 - 4H,0 (R2.2)

nsel (mol) Msel (g) Veau (ML)
CaCl, - 2H,0 0,05 7,35 10
Na,CO; - H,0 0,10 12,4 50

Tableau 2.5 — Quantités de réactifs engagés dans la synthése de la gaylussite [Dheilly
1997].

D’autres études ont été menées sur le role des phases métastables dans la précipitation de
carbonate de calcium. Il apparait que pour une sursaturation importante du milieu, ce qui est le cas
dans la synthése réalisée, une phase de CaCO; amorphe serait la premiéere a se former avant toute
cristallisation en calcite passant ou non par une phase de carbonate de calcium hexahydratée
CaCO;3 - 6H,0 et par la vatérite selon les conditions de synthése [Clarkson 1992]. La phase de

transition pourrait ainsi également correspondre a un stade amorphe du carbonate de calcium.

1.2.c Caractérisation

Les différents lots de vatérite synthétisés ont été caractérisés par DRX, spectroscopie FTIR,
MEB, granulométrie laser et analyse de la surface spécifique par la méthode BET (cf. Annexe 2.7).

Une étude par RMN du solide a d’autre part été réalisée.

Analyses par DRX

L'analyse de la poudre obtenue par DRX a permis de vérifier la pureté et la cristallinité du
composé. La Figure 2.10 présente le diffractogramme caractéristique obtenu. Les différentes raies

ont été attribuées a la vatérite (fiche JCPDS 01-072-0506). D’autre part la calcite, impureté la plus
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fréquente obtenue lors de la synthése de la vatérite présente une raie intense a 34,26° (fiche JCPDS
99-200-3764). L'absence de cette raie sur le diagramme de la Figure 2.10 atteste de la pureté de la

vatérite synthétisée.

L DL L L AL B B A L B A |
20 30 40 50 60 70 80
26 (°)

il LT ||,|,||,\.9,0..

Figure 2.10 — Diffractogramme de RX de la vatérite synthétisée — Les raies vertes
correspondent a la fiche JCPDS 01-072-0506. Les plans n’ont pas été indexés étant donné
I'indétermination qui subsiste encore sur la structure de ce composé. (cf. §1.2.a) Les raies
indiquées par des traits noirs correspondraient a des réflexions dans la supermaille [Le Bail
2011].

Observations par MEB

La vatérite synthétisée selon le protocole principalement utilisé (addition de S-Ca dans S-CO;
a environ 12 mL.min™) présente des particules de morphologie en olive, de forme et de taille plutot

irréguliéres, de 0,5 a 3 um (Figure 2.11). Leur agglomération est relativement importante.

Figure 2.11 — Micrographies MEB de particules de vatérite synthétisée.
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Analyses par spectroscopie FTIR

Le spectre FTIR de la Figure 2.12 présente les bandes caractéristiques de vibration de la
vatérite, reportées dans le Tableau 2.6, que I'on retrouve dans la littérature, notamment étudiées
par Andersen et coll.: la vibration v; des carbonates entre 1400 et 1500 cm™?, doublement
dégénérée et les bandes v; et v, a 1088 cm™ et 876 cm™ respectivement. La vibration v, apparait
nettement a 745 cm™ D’aprés les symétries — C,, C,,, C, ou C; [Wehrmeister 2011] — des différentes
structures proposées pour la vatérite (cf. § 1.2.a) deux modes de cette bande v, pourraient étre
actifs en spectroscopie infrarouge [Sato 1969]. Cette levée de dégénérescence pourrait étre a

I'origine de la bande d’intensité moindre & 675 cm™ [Hollett 2000].
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 900 850 800 750 700 650
Nombre d'ondes (cm™) Nombre d'ondes (cm™) Nombre d'ondes (cm™)

Figure 2.12 — Spectre FTIR de la vatérite synthétisée et agrandissement des bandes de
vibration v, v, et v, des carbonates. (¢ : épaulements ; * : impuretés liées a la technique)

Nombre d’ondes

i I Attribution des bandes
(cm?)
3430 m H,0 de surface
2626, 2548, 2508 foué  combinaisons v; + v; CO5”
1835, 1814, é L. 2
1764, 1740 combinaisons v; + v, CO;
1492 i
1471 é 2- , . .
1430 é v3 CO; élongations asymétriques C-O
1403 i
1088 m 2 , . .
1078 f v1 CO; élongations symétriques C-O
876 i v, CO5” déformation CO; hors du plan
849 f combinaison v, C032' + vibrations du réseau ou levée de
831 tf dégénérescence due au groupe facteur
745 m 2 , .
675 tf v, CO3 déformation CO3 dans le plan

Tableau 2.6 — Bandes de vibrations caractérxistiques de la vatérite en spectroscopie FTIR
[Andersen 1991; Hollett 2000] Intensité (I) — i : intense ; m : moyenne ; f: faible ; tf: trés
faible ; é : épaulement.
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Une large bande dans la région 3000 - 3600 cm™ témoigne enfin de la présence d’eau
associée a ce composé. Nous avons donc réalisé une analyse thermogravimétrique (ATG) dans le but

d’évaluer le degré d’interaction de cette eau avec la vatérite.

Analyse thermogravimétrique

Une analyse thermogravimétrique (ATG) a été réalisée entre 20°C et 1000°C, avec une rampe
de température de 5°C.min™ (cf. Annexe 2.5). Sur la Figure 2.13.a, une premiére perte massique
apparait en dessous de 200°C, correspondant a I'évaporation de |'eau. Cette perte de 2,7 % m/m est
en accord avec les données de la littérature [Donnay 1967]. A 400°C, un pic exothermique témoigne
de la recristallisation de la vatérite en calcite. Cette derniére se décompose enfin entre 600°C et

750°C par décarbonatation.

Si I'on s’intéresse plus particulierement a la perte d’eau, agrandie sur la Figure 2.13.b, on
s’apercoit que la déshydratation se décompose en deux temps: une premiere perte d’eau dont
|’évaporation a lieu en dessous de 100°C (0,56 % m/m), et une deuxiéme dont le départ se fait entre

100°C et 200°C (2,18 % m/m).

0 T=—" 30 0.0
H,0 - '
5 2 45 -0,56%
- . -0,54
o vatérite — calcite 4-10
> \,\_ s <
= 5 115 & & 41,0
5 )
1] 120 3 Z H,0 -2,18%
£ 707 25 % @ 151
g ot E
-154
= 1% 2 g 201
= 20 las ¢ © o
o ®3d a \
-2,54
25 {-40
(a) B (b)
-30 T T T T T T T T T 3 -3,0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 0 100 200 300 400 500 600
Température (°C) Température (°C)

Figure 2.13 — Courbes d’analyse thermogravimétrique et analyse thermique différentielle
de la vatérite (a) entre 20 et 1000°C et (b) entre 20°C et 600°C.

Il a été décrit dans la littérature que la vatérite cristallisait sous forme de sphérulite, un
agrégat de fibres elles-mémes constituées de petits cristaux séparés par un milieu interstitiel, de
I’eau [Donnay 1967]. Cette eau pourrait étre piégée et absorbée en raison de la précipitation rapide

de la vatérite et de sa structure cristalline « ouverte » [Hollett 2000].

Analyses par spectroscopie RMN **C

Un lot de vatérite enrichi en carbone *C a été synthétisé et analysé par RMN du solide *C

lors d’un séjour d’un mois effectué au département de Chimie Analytique et Inorganique de
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I’Université de Médecine de Varsovie (cf. Annexe 2.4). La Figure 2.14.a en présente le spectre MAS.
Contrairement aux autres carbonates de calcium — la calcite, I'aragonite ou le carbonate de calcium
amorphe — qui présentent un unique signal en RMN C [Nebel 2008], la vatérite présente deux
signaux bien distincts a 170,4 ppm et 169,3 ppm. Ces résultats sont cohérents avec les déplacements
donnés dans la littérature [Nebel 2008; Gebauer 2010]. Gebauer et coll. ont attribué ce doublet a
deux carbonates d’orientation différente au sein de la structure : celle-ci n’est pas encore élucidée
mais il y a un accord de la communauté scientifique sur un certain désordre dans I'orientation des
ions carbonate (cf. §1.2.a ; Tableau 2.3). Nous pouvons noter que |'aire de ces deux bandes présente
un ratio de 1,0 : 2,2 (Tableau 2.7), ce qui serait en accord avec une structure comme celle proposée
par Mugnaioli et coll., de groupe d’espace C2/c présentant deux sites cristallographiques distincts

pour CO5> de ratio de 1 : 2 [Mugnaioli 2012].

En décomposant ce double signal (Figure 2.14.a et Tableau 2.7), il semble qu’il soit en réalité
issu de trois bandes, la troisitme —a 169,5 cm™ — étant beaucoup plus large (FWHM =210 cm™).
Etant donné l'incertitude sur la structure de la vatérite, I'interprétation est délicate. Cependant, sur
le spectre CP-MAS C de la vatérite, en polarisation croisée 'H — 3C, on retrouve une bande intense
d’un déplacement chimique et d’une largeur & mi-hauteur similaires de 169,3 ppm et 208 cm™
respectivement. Cette bande correspondrait donc a un signal issu de carbonates en proximité
immédiate de protons, probablement d’eau. On observe d’autre part sur ce spectre que le doublet
de bandes plus résolues a 170,4 ppm et 169,3 ppm a disparu et que deux bandes d’intensité plus

faible sont apparues a 167,5 ppm et 166,5 ppm (Figure 2.14.b).

CP-MAS 13C

(a) 3 MAS 13C (b)

169,3

Figure 2.14 — Spectres RMN (a) MAS et (b) CP-MAS du noyau B¢ de la vatérite.
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MAs *c CP-MAS c
8 (ppm) FWHM (ppm) Aire (u.a.) 8 (ppm) FWHM (ppm) Aire (u.a.)
170,4 55,3 1,0 169,3 207,9 11,7
169,3 69,0 2,2 167,5 155,9 1,0
169,5 209,6 6,0 166,5 912,0 2,0

Tableau 2.7 — Bandes RMN de la vatérite issues de la décomposition des spectres de la
Figure 2.14.

Le spectre CP-MAS témoigne de l'interaction importante entre I'eau et les carbonates de la
vatérite. Cette réponse est notamment cohérente avec les deux pertes différentes observées par

ATG (Figure 2.13).

La Figure 2.15 schématise ainsi une interprétation possible de la présence d’eau dans la

vatérite :

/ SPHERULITE DE VATERITE

[P OR cristaux \
B / de vatérite

[RMN 13€C] 170,4 ppm
169,3 ppm (FWHM = 69 ppm)

i eauinterstitielle

[RMN H —13C] 169,3 ppm (FWHM = 208 ppm)
[ATG] 100°C < perte de H,0 <200°C

couche hydratée

[RMN H —13C] 166-168 ppm
[ATG] 20°C < perte de H,0 <100°C /

Figure 2.15 — Représentation schématique de la présence d’eau dans la vatérite :
hypothése d’une couche hydratée et d’eau interstitielle
Le premier départ d’eau a une température inférieure a 100°C pourrait étre lié a une couche
hydratée en surface des particules de vatérite. Les carbonates de surface, voire des ions bicarbonates
HCO;> au proton labile seraient alors a I'origine des bandes de faible intensité sur le spectre
CP-MAS C, entre 166 et 168 ppm. Notons que s’il y a peu de données sur une éventuelle couche
hydratée de la vatérite dans la littérature, elle a déja été mise en évidence sur d’autres carbonates de
calcium, notamment la calcite en environnement humide [Baltrusaitis 2009]. Il est d’autre part
intéressant de noter que De Leeuw et coll. ont étudié I'adsorption d’eau sur la surface de la vatérite
par une approche de modélisation atomistique et que celle-ci stabilise toutes les surfaces

cristallographiques d’un point de vue énergétique [de Leeuw 1998].
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Les bandes fines a 170,4 ppm et 169,3 ppm correspondent a des carbonates de la matrice
sans interaction avec aucun proton. En revanche, celle a 169,3 ppm, plus large, pourrait étre issue de
groupements CO;> au sein du cristal, mais a proximité d’eau piégée au sein des sphérulites. Plus
intimement lié a la structure — physiquement, étant moins accessible ou chimiquement, par
adsorption — elle s’évaporerait a une température plus élevée, entre 100°C et 200°C (Figure 2.13.b).
Cela serait cohérent avec un milieu aqueux interstitiel mis en évidence par Donnay et coll. en

étudiant les propriétés optiques de la vatérite [Donnay 1967].

2 Etude du ciment de référence

Le ciment dit « de référence » (C-REF) a partir duguel nous avons réalisé I'ensemble de cette
étude a été présenté comme un matériau de comblement osseux prometteur et mis au point au sein
du CIRIMAT en 2001 [Fontaine 2001; Combes 2006a; Combes 2006b]. Cette partie de I'étude
s’attache a décrire I'élaboration du ciment, ses principales caractéristiques physico-chimiques et a

étudier les mécanismes mis en jeu lors de sa prise. *®

2.1 Elaboration d’un ciment

2.1.a  Mise en ceuvre expérimentale

Le processus d’élaboration du ciment de référence C-REF est schématisé sur la Figure 2.16. La
phase solide (S) du ciment consiste en un mélange équimassique de brushite et de vatérite. Apres
homogénéisation des poudres dans un mortier, d’abord a la spatule puis plus finement au pilon —
sans broyer les poudres — la phase liquide (L), de I'eau désionisée, est ajoutée de maniere a
respecter un rapport massique liquide/solide L/S=0,55. Notons que le rapport L/S aura une
influence sur les propriétés du ciment, notamment sa porosité, ses propriétés mécaniques et son
temps de prise. Il a ici été choisi étant le minimum permettant la mise en forme d’une pate cohésive.
La mise en contact des deux phases (L et S) marque I'origine de temps (to). La pate est gdchée

manuellement pendant environ 1 min+30s; le temps de gachage a été adapté en fonction de la

¥ Notons que ses propriétés en termes d’injectabilité, de temps de prise (physique), de porosité et de
propriétés mécaniques ne seront abordés que dans le chapitre 4.
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quantité de pate préparée et d’'une évaluation visuelle de son homogénéité. Il est a noter que le
ciment C-REF présente un comportement rhéofluidifiant 19 6u Ia pate, au cours du gachage, se

travaille de plus en plus aisément et finit méme par « suinter » et avoir un aspect « mouillé » en

surface.
/ Vatérite \
CaCO,
Pesées S*’"  PHASE SOLIDE PHASE LIQUIDE
Brushite A
CaHPO, - 2H,0
<3\
Homogénéisati N
geneéisation RN
des poudres
L/S=0,55
t Mélange des
0 phases S + L
Gachage PATE
Prise & 37°C
Durcissement Hzorg)

k CIMENT DURCIT /

Figure 2.16 — Représentation schématique des différentes étapes impliquées dans
I’élaboration du ciment de référence C-REF.

Apres gachage, la pate est mise en forme selon les besoins de I'essai a réaliser en prenant
garde d’éliminer les éventuelles bulles d’air puis elle est placée dans un récipient fermé en
atmosphere saturée en eau dans une étuve a 37°C — température corporelle moyenne du corps
humain — le temps de la prise et du durcissement du ciment. Des échantillons de pate d’'une masse

de I'ordre de 1 g ont été réalisés pour la plupart des essais.

2.1.b  Validité d’'un gachage manuel

La question de la répétabilité d’un gachage manuel peut se poser dans le cas de I'étude d’un
systeme dynamique comme le ciment en particulier lors de sa mise en ceuvre par le chirurgien
impliquant de nombreuses sollicitations mécaniques (gachage de la pate, remplissage d’une

seringue, extrusion de la pate lors de I'implantation). Une étude rhéométrique a ainsi été réalisée par

19 . 7 . Jepe s 1 . ar 2 . .. ..
Un fluide rhéofluidifiant est caractérisé par une viscosité qui diminue lorsque le taux de cisaillement
augmente.
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Nadia El Kissi au Laboratoire Rhéologie et Procédés de Grenoble % (partenaire du projet BIOSINJECT)
a I'aide d’un rhéomeétre rotatif plan-plan, mesurant le module élastique G’ du ciment C-REF soumis a
un cisaillement. Ce module G’ est caractéristique de I'avancée de la prise physique du ciment, la

viscosité du matériau augmentant alors et provoquant une réponse élastique plus importante.

Lors d’'un essai réalisé a 25 °C, le ciment a été soumis a une déformation constante en
cisaillement sous différentes fréquences de sollicitations. Dans un premier temps le cisaillement a
été effectué sous une fréquence de 1 Hz (« zone 1 »), puis I’échantillon a été soumis a un balayage en
fréquences allant de 0,1 Hz a 100 Hz (« zone 2 ») pour enfin étre sollicité de nouveau a une
fréquence constante de 1Hz («zone 3»). Les résultats présentés Figure 2.17 montrent qu’a
cisaillement constant, dans la zone 1, la cinétique de prise suit une loi monotone croissante. Lorsque
I’échantillon est soumis au balayage en fréquence entre 0,1 et 100 Hz, la cinétique de prise est
perturbée. On observe d’abord une augmentation du module en raison de la prise, puis une chute
drastique de sa valeur pour une fréquence de I'ordre de 20 Hz, indiquant une déstructuration de
I’échantillon qui peut affecter la prise du ciment. Cette zone de balayage en fréquence sous
cisaillement est représentative de ce que subit la pate lors d’un gachage manuel, ou lors de la mise
en place de la pate dans une seringue et de son extrusion. Or, lorsque I'on impose a nouveau la
fréquence initiale de cisaillement de 1 Hz, les résultats représentés en zone 3 montrent que la
cinétique de prise reprend le cours qu’elle aurait eu sans I'épisode de déstructuration subi en zone 2,
ce qui met en évidence le caractéere réversible de cette déstructuration de la pate. Il apparait ainsi
que le cisaillement auquel est soumis le matériau lors de sa préparation n’affecte pas sa cinétique de
prise a long terme. La possible variabilité dans le gachage et la mise en forme de la pate peuvent

donc étre considérées comme ayant un impact limité sur les études qui s’en suivent.

2% | aboratoire de Rhéologie et Procédés, 363 rue de la Chimie - Batiment B, Domaine Universitaire BP 53,
38041 Grenoble Cedex 9
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Figure 2.17 — Variation du module élastique G’ de la pate du ciment de référence (C-REF)
en fonction du temps et de la fréquence du cisaillement auquel elle est soumise.

2.2 Caractérisation d’un ciment totalement pris

Cette partie de I'étude s’attache a caractériser I’état final du ciment apres réaction totale de

prise et d’en déterminer sa composition et sa structure.

2.2.a  Analyse par diffraction des rayons X

Le diffractogramme de RX du ciment C-REF aprés réaction totale de prise présenté sur la
Figure 2.18 montre la présence de deux phases : I'apatite et la vatérite. La brushite, réactif limitant
d’un point de vue de la stoechiométrie en tant que source de phosphate, a été entierement
consommée pendant la réaction chimique de prise et n’apparait donc pas sur le diagramme de
C-REF. La phase apatitique formée est une apatite nanocristalline biomimétique (analogue au
minéral osseux, cf.Figure 1.5), ayant un signal beaucoup plus proche de celui d’'une apatite
nanocristalline carbonatée maturée 48 h (Ap) que d’une hydroxyapatite stocechiométrique (HA).
L'apatite formée présente néanmoins une cristallinité plus élevée avec des raies légerement mieux

résolues.
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ApatiW
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Figure 2.18 — Diffractogrammes de RX d’un ciment de référence (C-REF) totalement pris,
de la brushite (B), de la vatérite (V), d’'une hydroxyapatite stoechiométrique (HA) et d’une
apatite nanocristalline carbonatée maturée 48 h (Ap).

2.2.b Observations par microscopie électronique a balayage

Les Figures 2.19 et 2.20 présentent différentes micrographies MEB de ciments C-REF, a un

stade de réaction de prise avancé (24 h au moins).

La porosité du matériau est mise en évidence sur ces images a différentes échelles. Les Figures
2.19.a & b montrent des empreintes sphériques de quelques microns a quelques centaines de

microns. Cette porosité macrométrique est due a un dégagement gazeux de CO, [21]

au cours de la
réaction. Il est ainsi trés probable que ces empreintes sphériques, vestiges de bulles de CO,, soient
créées a un stade assez précoce de la prise, lorsque la pate du ciment présente encore une certaine
malléabilité. Or I'apatite ne peut précipiter que dans le milieu aqueux, dense en particules solides, ou
la diffusion des ions est possible. Ces zones gazeuses ont donc été préservées de toute invasion de la

phase apatitique.

Sur des agrandissements plus importants (Figure 2.19.b & c), il apparait que le matériau

présente également une porosité micrométrique.

21 . . Las . . .
mis en évidence par coulométrie, non presente dans ce manuscrit.
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Figure 2.19 — Micrographies MEB d’un ciment C-REF aprées 24 h de maturation.

En fin de prise, peu de plaquettes de brushite sont encore présentes ; néanmoins quelques
traces sont visibles a différents endroits du bloc (Figure 2.20.a & b). Empreintes négatives intactes
des particules de brushite (crevasses de forme allongée), elles correspondent probablement a des
plaguettes dissoutes aprés un certain temps de maturation de la pate du ciment et une certaine
rigidification du matériau. A certains endroits, |'apatite apparait nettement sous forme de
nanocristaux enchevétrés (Figure 2.20.c & d). Une porosité nanométrique est ainsi également créée

au cours de la prise, par le caractére nanocristallin intrinséque du produit apatitique formé.

Nous avons établi, par une analyse de DRX notamment, qu’une quantité non négligeable de
vatérite était toujours présente dans le matériau. Aucune particule de vatérite, sous sa forme
présentée sur la Figure 2.11, n’a pourtant pu étre mise en évidence sur les images MEB obtenues a
partie des électrons secondaires. Cependant, sur I'image de la Figure 2.20.f réalisée a partir des
électrons rétrodiffusés, des « noyaux » de contraste chimique plus clair se distinguent au coeur de la
structure apatitique nanoporeuse. Ces zones plus brillantes peuvent étre la conséquence de deux
phénomeénes : soit ces « noyaux » contiennent des éléments chimiques plus lourds ou une espéce au
numéro atomique moyen plus élevé, soit ils présentent une densité supérieure a leur
environnement. Le systéme n’étant composé que de carbonates et de phosphates de calcium, la
premiere hypotheése peut étre écartée. Il semble donc que ce coeur soit constitué de vatérite sur
laquelle de I'apatite — moins dense grace a son importante nanoporosité — aurait précipité au cours

de la prise, masquant les particules réactives sur les images issues des électrons secondaires.
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Figure 2.20 — Micrographies MEB du ciment C-REF apres 24 h (d) ou 48 h (a,b,c,e,f) de
maturation. L'image (f) est issue des électrons rétrodiffusés (RD) — les autres étant issues
des électrons secondaires. L'apatite, la brushite et la vatérite sont indiquées par des

fleches rouges, bleues et vertes respectivement.
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2.2.c Analyses par spectroscopie FTIR

Le spectre FTIR du ciment C-REF (Figure 2.21) confirme la présence de deux phases: la
vatérite et une apatite nanocristalline déja identifiées par analyse DRX. On peut observer les bandes
caractéristiques a la fois des carbonates de la vatérite, des phosphates de |'apatite et de I'eau,
principalement liée a I'apatite, reportées Tableau 2.8. Les bandes de vibration de la brushite, elles,

n’apparaissent plus.

Notons qu’une bande tres large et de faible intensité semble apparaitre entre 750 et
650 cm™. Cette bande, plus de I'ordre d’une déformation de la ligne de base, peut étre attribuée a la
libration des molécules d’eau, reportée dans la littérature a 670 cm™ [Kaflak 2011] ; probablement

I’eau de la couche hydratée.

Position (cm™) Phase Attribution

3570 Ap v OH

3400 H,0

1645 H,0

1430,1403 Vv v3 CO;

1540 type A
1500 labile
1460 — 1470 Ap ValOs beAetB
1420 type B et labile
1144 Ap HPO,

1088, 1078 \Y v; CO3

1104, 1091, 1072,

1059, 1044, 1031, Ap v3 PO,

1020, 1006

962 Ap v, PO,

876, 849, 831 \Y v, CO3

880 type A
871 Ap v, CO; type B
866 labile
870 Ap HPO,

750 - 650 Ap H,O

745 \ v, CO3

633 OH

617 PO, labile

603, 575, 562 Ap v4 POy

551 HPO,

533 HPO, labile

469 v, PO,

Tableau 2.8 — Bandes de vibration caractéristiques de la vatérite (V) et de I'apatite
nanocristalline (Ap) en spectroscopie FTIR. [Andersen 1991; Eichert 2007; Kaflak 2011]
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Figure 2.21 — Spectres FTIR d’un ciment de référence (C-REF) totalement pris, de la
vatérite et d’une apatite nanocristalline carbonatée maturée 48 h dans les régions
(a) 4000 — 2500 cm™ et (b) 2000 — 400 cm™

Acidité des phosphates et hydroxylation de I’apatite

La région v, des phosphates (700-450cm™) a été utilisée dans la littérature pour
caractériser plus finement I’apatite, notamment la teneur en ions HPO,> dans sa structure apatitique
ou la composition de sa couche hydratée. La Figure 2.22 propose un décomposition mathématique
des différentes bandes de ce domaine dans le ciment C-REF en fin de prise, et aprés consommation
de la totalité de la brushite, selon le modeéle décrit dans la littérature [Eichert 2007]. L’apatite formée
au sein du ciment ne semble ainsi présenter que peu de groupement HPO,”, situés principalement
en surface. Le signal de libration des liaisons O-H parait également particulierement faible, la bande
associée ayant pu étre négligée dans la décomposition : I'apatite serait donc d’autre part trés peu

hydroxylée.
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Figure 2.22 — Décomposition de la région des vibrations v, des phosphates de I'apatite

d’un ciment C-REF totalement pris (aprés 5 jours de maturation).

Carbonatation de I’apatite

Comme nous l'avons déja évoqué auparavant (Chapitre 1 - § 1.2), I'apatite peut présenter
différentes substitutions de ses groupements et de nombreuses lacunes. Si la diffraction des RX
donne une indication sur sa pureté et sa cristallinité, la spectroscopie FTIR permet de caractériser
plus finement la composition de I'apatite formée, en particulier les groupements qui la constituent :
une substitution partielle de PO,> par HPO,” ou une potentielle carbonatation auront une signature
spectroscopique différente de celle d’'une apatite stoechiométrique Cayg(PO4)s(OH),. Ainsi I'apatite
présentée ici comme élément de comparaison est une apatite carbonatée maturée 48 h dont la
carbonatation apparait dans les régions 1540 — 1420 cm™ (v; COs) et 880 — 860 cm™ (v, COs). Une
décomposition plus fine de ces bandes peut méme permettre de déterminer I'environnement de ces
carbonates, entre ceux dits « de type A », qui substituent les hydroxyles, ceux « de type B » qui
substituent les phosphates et les carbonates labiles qui font partie de la couche hydratée a la surface
des nanocristaux d’apatite. Néanmoins, dans le cas du ciment, de la vatérite est toujours présente
dans le matériau, méme en fin de réaction chimique de prise, et les vibrations intenses de ses
carbonates se superposent a celles des carbonates apatitiques ce qui empéche une analyse aussi fine
de la composition de I'apatite formée.

. . s N Jo . . N -1
Si 'on s’intéresse pourtant a la région de vibration v, des carbonates, la bande a 876 cm

caractéristique de la vatérite présente une dissymétrie sur le spectre du ciment C-REF (Figure 2.23.a).
Et en effet, alors qu’il est possible de décomposer le spectre de la vatérite entre 910 cm™ et 800 cm™

en ses bandes constitutives (Figure 2.23.b) : Pseudo-Voigt a 876 cm™ et lorentzienne a 850 cm™ (la
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bande a 831 cm™ est d’intensité trop faible pour étre prise en compte dans la décomposition), une
bande supplémentaire (Figure 2.23.c) gaussienne a 867 cm™ a d{l &tre introduite pour permettre un
bon ajustement de la décomposition mathématique a la courbe expérimentale. Cette bande ne peut
qgue correspondre a la somme des contributions de I'apatite vibrant dans cette région : v, CO; de
type A (880 cm™), de type B (871 cm™), labiles (866 cm™) et les HPO, (870 cm™) (Tableau 2.8). Or dans
le domaine v, des phosphates, trés peu de groupements HPO, vibrent. La contribution viendrait donc
principalement des carbonates. Etant donné, d’autre part, que la gaussienne est centrée autour de
867 cm™ (largeur a mi-hauteur (FWHM) = 17 cm™ ; 875 — 858 cm™) il semble que la carbonatation de

type A soit relativement faible.

Cette carbonatation est d’autre part cohérente avec le faible degré d’hydroxylation observé,

dont les lacunes compenseraient la substitution des PO,> par des ions divalents.

Vatérite

Sur les spectres de la Figure 2.23.a, la bande a 876 cm™ de la vatérite apparait plus fine dans
le ciment C-REF que dans la vatérite pure (FWHM =10,5cm™ et 13,2 cm™ respectivement). Il est
vraisemblable que la vatérite consommée au cours de la réaction de prise du ciment soit la part
présentant le plus de défauts et donc la plus soluble. Cette phase gagnerait donc en cristallinité

relative, d’ol une bande mieux définie.
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Figure 2.23 — (a) Agrandissement de la zone v, CO; des spectres FTIR de la vatérite et de
C-REF ; décomposition de cette bande pour (b) la vatérite et (c) C-REF.

65



Substitut osseux injectable, antibactérien et résorbable : études physico-chimiques et biologiques d’un ciment composite a base d’apatite

2.2.d  Analyse par spectroscopie RMN

Spectroscopie RMN *C

La Figure 2.24 présente le spectre RMN *C d’un ciment de référence préparé a partir d’une
vatérite enrichie en carbone C (cf. Annexe 3.2); il est noté C-REF*. On retrouve les bandes de la
vatérite a 170,4ppm et 169,3 ppm (cf. Chapitre2-1.2.c). Cependant, un épaulement
supplémentaire se distingue vers les plus faibles déplacements chimiques, autour de 166 — 170 ppm.
Ce domaine correspond a celui de la carbonatation des apatites, présentant des bandes a 170,2 ppm,
168,2 ppm et 166,5 ppm pour les carbonates de type B, labiles et de type A respectivement [Beshah
1990]. Comme c’était le cas en spectroscopie FTIR, le signal intense de la vatérite ne permet pas de

distinguer de maniére assez résolue la nature des carbonates de I'apatite — de type A, B ou labiles.

13

CO, apatite ?

C-REF *

Vatérite *

180 175 170 165 160 155
ppm

Figure 2.24 — Spectres RMN MAS B¢ de la vatérite — enrichie en carbone

ciment C-REF* aprés 48 h de maturation.

C - et dun

Spectroscopie RMN *'P

Le spectre RMN MAS *'P d’un ciment C-REF aprés 5 j de maturation est présenté sur la Figure
2.25. Il est constitué d’une bande large et asymétrique a 3,7 ppm. Ce déplacement est légerement
supérieur a ceux habituellement attribués a I'apatite dans la littérature (2,8 — 3,1 ppm) [Panda 2003;
Kolodziejski 2005], néanmoins un tel déplacement a déja été reporté dans des gels d’apatite [Eichert

2001; Eichert 2004].
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31p 3,7

50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30
ppm

Figure 2.25 — Spectre RMN MAS *'p d’un ciment C-REF apres 5 j de maturation. Les bandes

de rotation sont indiquées par des astérisques.

Spectroscopie RMN 'H

Outre la présence d’eau a 5,2 ppm, le spectre RMN MAS 'H du ciment C-REF confirme la trés

faible hydroxylation de I'apatite formée au cours de la prise, a peine visible a un déplacement

chimique de 0,0 ppm [Kaflak 2011].

H

Figure 2.26 — Spectre RMN MAS 'H d’un ciment C-REF apres 5 j de maturation. *artéfact.
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2.3 Etude de la cinétique de prise : approche semi-quantitative

combinant différentes techniques

2.3.a  Protocole expérimental

De maniére a mieux appréhender la dynamique du matériau au cours de la prise, nous avons
étudié I'évolution de la composition du ciment C-REF au cours du temps, pendant la prise et le
durcissement. Différents échantillons de ciments (myse = 0,9 £ 0,1 g) ont été préparés a partir d’'une
méme pate, élaborée comme décrit dans le paragraphe 2.1.a; ils ont ensuite été placés a I'étuve
pendant un temps t; au bout duquel la réaction de prise a été stoppée en les mettant au
lyophilisateur. Notons que durant la réaction de prise, la masse de la phase solide du ciment (ms)
diminue — en raison d’une décarbonatation partielle de la vatérite sous forme de CO, — la masse de la
pate a donc été pesée au moment de sa mise en forme pour chaque échantillon, puis apres

lyophilisation pour en évaluer la perte.

Les matériaux ont enfin été analysés par différentes techniques — DRX, MEB, spectroscopies
FTIR et RMN du solide — de maniére a comprendre la cinétique de prise chimique du ciment et

I’évolution de ses caractéristiques physico-chimiques.

Nous utiliserons la notation « C-REFy » pour désigner les ciments de maturation de temps t;,

exprimé en heures.

2.3.b  Analyse par spectroscopie FTIR

Les ciments de composition C-REF dont la réaction de prise avait été stoppée a différents
temps de maturation (entre 0 h et 5 j) par lyophilisation ont été analysés par spectroscopie FTIR. La
Figure 2.27 en présente les spectres dans le domaine 850 — 400 cm™, aprés soustraction de la ligne
de base et normalisation de l'intensité a 576 cm™. Cette figure met nettement en évidence la
disparition de la brushite — notamment a 525 cm™ — et de la vatérite — a 745 cm™ — au profit de

I'apatite —a 603 cm™ et 562 cm™.
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Figure 2.27 — Evolution des spectres FTIR du ciment C-REF au cours de la prise, apres
soustraction de la ligne de base et normalisation par rapport a l'intensité 3 576 cm™.

Nous avons ainsi cherché a évaluer de maniere semi-quantitative la composition du ciment
au cours de la prise et du durcissement. En effet, la loi de Beer-Lambert établit une relation de
proportionnalité entre la concentration d’une espéce dans un milieu et son absorbance. Nous avons
donc dans un premier temps élaboré un modele de décomposition des différentes bandes de ce
domaine en nous appuyant sur les données de la littérature. Des courbes d’étalonnages ont ensuite
été réalisées a partir de mélanges binaires brushite / apatite et vatérite / apatite. Leur pertinence a
enfin été vérifiée sur des mélanges ternaires avant de les appliquer aux différents spectres du ciment

C-REF.

Modele mathématique de décomposition

Pour réaliser le dosage des différentes phases du systéme, nous avons analysé plus finement
la région des spectres FTIR comprise entre 840 et 450 cm™. Nous avons ainsi cherché & décomposer
mathématiquement I'ensemble des bandes de vibration présentes dans ce domaine — plus
particulierement entre 840 et 705 cm™ et entre 700 et 450 cm™. L’ensemble des décompositions a

été réalisé a I'aide du logiciel OriginPro 8.1.

Les différentes bandes de vibration caractéristiques de la brushite et de I'apatite vibrant

entre 700 cm™ et 450 cm™ ont été présentées dans les Tableau 2.2 et Tableau 2.8 respectivement.
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Devant leur multiplicité et au vu des spectres obtenus pour le ciment au cours de la prise, nous avons

choisi de faire les hypotheéses simplificatrices suivantes pour établir notre modéle :

> Nous négligerons les bandes de vibration de OH (630 cm™) et HPO,> apatitiques (551 cm™),

d’intensité négligeable devant les autres bandes de I'apatite (cf. § 2.2.c).

> Les groupements PO, de la brushite et de 'apatite vibrent autour de 576 cm™ ; la somme de
ces deux bandes sera modélisée par une unique bande, de type lorentzienne. Elle ne pourra donc pas

étre utilisée comme facteur déterminant la composition.

> Dans le spectre de la brushite pure, il n’est pas possible de décomposer la vibration a
525cm™ par une unique bande de type lorentzienne ou gaussienne. Cela peut notamment
s’expliquer par un épaulement a 541 cm™ qui n’apparait que dans les spectres réalisés a basse
température [Trpkovska 1999]. Ainsi, au sein du ciment, la bande a 533 cm™ qui n’est en théorie
attribuée qu’aux ions HPO,” labiles de I'apatite se trouve affectée par la teneur en brushite dans le
milieu. Nous écarterons donc cette bande de toute interprétation tant sur la composition du ciment

que sur les propriétés de I'apatite formée in situ.

Ces hypothéses nous ameénent au modeéle de décomposition proposé dans le Tableau 2.9.
Notons que la nature gaussienne ou lorentzienne des bandes a été déterminée de maniére

empirique a partir des spectres des composés purs.

Position (cm!)  Notation Phase Bandes Modéle de bande
664 Besa B H,0 Gaussienne

617 Ape17 Ap PO43' non apatitiques Lorentzienne

603 ApPeoz Ap PO43' apatitiques Lorentzienne

576 ApBs6 Ap +B PO, apatitiques et brushitiques Lorentzienne

562 Apse Ap PO43' apatitiques Lorentzienne

533 ApBs3; Ap+B HPO,” non apatitiques et brushitiques Lorentzienne

525 Bss B HPO,” Lorentzienne

Tableau 2.9 — Modeéle de décomposition du domaine 700 — 450 em™ d’un matériau
contenant de la brushite (B, en bleu) et de I'apatite (Ap, en rouge). Les bandes grisées
correspondent a celles effectivement utilisées dans le dosage semi-quantitatif de ces deux
phases
La ligne de base est déterminée par la droite qui passe par les minima autour des extrémités
a 705cm™ et 450 cm™ (cf. 'exemple de la Figure 2.28). Un troisiéme point est ajouté autour du

minimum 3 625 cm™ dans le cas des échantillons contenant trés peu d’apatite de maniére a ce que la

courbe ne croise pas la ligne de base. Cette derniére est maintenue fixe lors de la décomposition.
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Les parametres suivants — largeur de bande (w) et position (x) — ont été fixés dans un premier
temps de maniere a atteindre un résultat chimiquement pertinent, puis « libérés » lorsque Ia
décomposition le permettait :

w(Apgy7) = 16 cm™
w(Apsez) = 19 cm™
xo(ApBs33) = 535 cm™1

Intensité (u. a.)

L L AL I S A LA R B S B AL B
700 650 600 550 500 450
Nombres d’onde (cm™)

Figure 2.28 — Exemple de décomposition du domaine 700 — 450 em™* d’un mélange apatite
(Ap) / brushite (B) (50 : 100). Les bandes entourées (Apg17+ Apgos €t Bsys) correspondent a
celles effectivement utilisées pour le dosage des deux phases.

Pour doser la vatérite par la bande v, de ses carbonates qui vibre a 745 cm™ (cf. Tableau 2.6)
le domaine spectral 840 — 705 cm™ a d’autre part été étudié. Dans ce domaine, la brushite présente
également des bandes de vibration larges autour de 787 cm™ (liaisons P-O-H) et de 743 cm™
(libration de I'eau) (Tableau 2.2). Enfin, la large bande observée autour de 740 cm™ dans les
échantillons contenant de 'apatite (cf. Tableau 2.8) est difficilement distinguable du signal de la
brushite autour du méme nombre d’onde ; la somme des deux a donc été modélisée par une unique
bande. Cette hypothese nous conduit a un modele de décomposition présenté dans le Tableau

2.10 comportant trois bandes dont la nature gaussienne a été déterminée de maniere empirique.

Position (cm')  Notation Phase Bandes Modéle de bande
787 Bsg7 B P-O-H Gaussienne
745 V745 \Y Va C032' Gaussienne
743 ApB43 B+ Ap libration de I'eau Gaussienne
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Tableau 2.10 — Modeéle de décomposition du domaine 840 — 705 em™ d’un matériau
contenant de la vatérite (V), de la brushite (B) et de I'apatite (Ap).
Comme présenté sur les deux exemples de la Figure 2.29, la ligne de base, tangente aux pieds
de bandes, est maintenue fixe lors de la décomposition. La largeur de la bande V45 a également été

fixée de maniére empirique a3 w(V,,5) = 14,2 cm™? pour tous les échantillons.

Intensité (u. a.)
Intensité (u. a.)

(a) (b)
840 820 800 780 760 740 720 700 780 760 740 720 700

Nombres d’onde (cm™) Nombres d’onde (cm™)

Figure 2.29 — Exemple de décomposition du domaine 700 — 450 cm™ de (a) un mélange
ternaire brushite (B) / vatérite (V) / apatite (Ap) (35:35:30); (b) un mélange binaire
V /Ap (67 :33)

Courbes d’étalonnage a partir de mélanges binaires

Des mélanges binaires apatite / brushite (Ap / B) et apatite / vatérite (Ap / V) ont été réalisés
en tant qu’étalons. La brushite et la vatérite synthétisées tel que décrit dans les parties 1.1.b et 1.1
ont été utilisées pour leur réalisation. Une apatite de syntheése carbonatée maturée 48 h

(cf. Annexe 3) a été choisie comme modele de I'apatite se formant dans le ciment au cours de la

prise.

Les spectres des différents échantillons ont été décomposés selon les deux modeles
présentés précédemment. En validant cet étalonnage sur des mélanges ternaires
apatite / brushite/ vatérite (Ap / B/ V), les rapports des aires des bandes (Apg17 + APeo3)/Bszs et
(Ape17 + APeo3)/V7as sont apparus comme étant les plus significatifs pour déterminer la
composition relative des mélanges. Deux courbes d’étalonnage représentant le rapport des aires sur

le rapport des masses ont ainsi été tracées. Présentée sur la Figure 2.30.a, la relation suivante :

mAp
(Ape17 + Apso3)/Bszs = f<m_B> (2.1)
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a pu étre modélisée par une droite de type f(x) =a+ b.x avec a=-0,02385 et b=0,31971. lLa

deuxieme relation :

mAp) (22)

(Apg17 + Apso3)/V7as =8 <_
My

a été modélisée par une fonction g(x)=(b+x)/(a+cx) avec a=0,19738, b=-0,06413 et
¢ =-0,02333.

0149 f(x)=a+bx gx)=(b+x)/(a+cx)
012 a=-002385 ,| a=019738
9 b=0,31972 0 b=-0,06413
1 ~ c=-0,02333
m %7 pz=0,99 >
=~ ~ 64 R2=0,99
= 008 -
3 2
2‘ 0,06 2— X
+ +
D 0,04 :
0 ©
o aQ
< 002 < 2-
0,00 - (a) v (b)
T T T T T 0 T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 00 02 04 06 08 10 12 14 16
Map / Mg My, / My

Figure 2.30 — (a) Droite d’étalonnage des échantillons contenant de I'apatite et de la
brushite ; (b) Courbe d’étalonnage des échantillons contenant de l'apatite et de la
vatérite.
Les rapports map/mp et ma,/my permettent ainsi d’estimer la composition relative d’un

mélange de ces trois phases et devraient nous permettre d’effectuer une analyse semi-quantitative

de la composition du ciment au cours de la prise.

Validation de la méthode sur des mélanges ternaires

Des mélanges ternaires contenant différents ratios d’apatite, de brushite et de vatérite ont
été réalisés et analysés par spectroscopie FTIR. Les spectres ont été décomposés deux fois selon le
modele proposé précédemment afin de le valider et d’évaluer son domaine d’incertitude. Les

résultats sont reportés dans le Tableau 2.11.

Il apparait ainsi que le modeéle de décomposition associé aux courbes étalons proposé
permet une bonne estimation de la composition d’'un mélange ternaire contenant a la fois de la
brushite, de la vatérite et de I'apatite. En effet, pour une majorité des valeurs — pourcentages
massiques — obtenues, I'incertitude absolue par rapport a la valeur attendue est inférieure a + 3,0 %.
Cette erreur absolue devient supérieure a £5,0% pour l'apatite et la vatérite dans le cas des
échantillons contenant beaucoup de brushite (>35 % et 45 %) : les bandes intenses de cette derniere

diminuent de maniére rationnelle la précision de la déconvolution sur les bandes de plus faible
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intensité du méme domaine. D’aprées ces résultats, nous estimerons donc que I'erreur absolue est, au
maximum, de 6-7 %. Notons que la masse de vatérite est systématiquement surestimée et que la

masse de I'apatite a tendance a étre sous-estimée.

Composition réelle Compolsmon evg!uee par Erreur relative (%)
décomposition
B v Ap B Vv Ap B v Ap
Mélange n°1 44,7 45,0 10,3 ji'? 49,8 6,6 3 56
5 o 34,6 41,0 24,3
Mélange n°2 35,0 34,9 30,1 +0.4 6,2 5.8 1 15 24
. o 19,2 30,3 50,5
Mélange n°3 19,9 30,0 50,1 10,7 0,3 0.4 4 1 1
. o 11,4 21,8 66,8
Mélange n°4 9,9 20,0 70,1 15 18 13 5

Tableau 2.11 — Comparaison de la composition de quatre mélanges ternaires brushite (B) /
vatérite (V) / apatite (Ap) obtenue par décomposition mathématique des spectres FTIR a
la composition réelle évaluée a partir des masses initialement pesées. Les teneurs sont
exprimées en pourcentage massique de chaque phase dans le mélange. Les valeurs
inscrites en italique correspondent a l'incertitude absolue (vert < £ 3,0 < orange < £5,0 <
rouge) ; les trois derniéres colonnes donnent I'erreur relative (vert <+5% < orange <
+10 % < rouge)

Evaluation de la composition du ciment C-REF en cours de prise

L’ensemble des spectres présentés sur la Figure 2.27 *% ont été décomposés a partir des
deux modeéles précédemment présentés dans le Tableau 2.9 et le Tableau 2.10. La Figure 2.31 donne
I'exemple de la décomposition obtenue sur un ciment aprés 7 h de maturation : elle montre une

bonne corrélation avec le spectre expérimental.

A partir des courbes d’étalonnage de la Figure 2.30, nous avons estimé les rapports map/mg
et map/my au sein du ciment C-REF en fonction du temps de maturation. D’autre part, la perte
massique de la phase solide ayant été évaluée pour chaque échantillon, nous en avons déduit une

troisieme relation de conservation des masses :

mg = mp + My + Map (23)
avec ms la masse de la phase solide. A partir de ces trois relations, nous avons pu évaluer I'évolution
massique de chaque phase au sein d’un ciment C-REF — de masse initiale théorique ms=1g—dont la

Figure 2.32.a en donne I'apercu général. &

22 N . o ez R T ey 2 N .
Notons tout de méme que la décomposition a été réalisée sur les spectres non traités, c’est-a-dire sans
soustraction de la ligne de base.
23 , N N ., . P . s
Les données correspondent a la moyenne et a I'écart type issus des résultats de deux cinétiques.
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Intensité (u.a.)

L B L E A B L B L R B L B L B B R L B
850 800 750 700 650 600 550 500 450

Nombre d'ondes (cm™)

Figure 2.31 — Exemple de déconvolution du domaine 840 cm™ — 450 cm™ d’un ciment de
référence C-REF;, soit 7 h aprés le début de la prise : la courbe expérimentale est en gris,
la courbe résultant de la décomposition est en noir.

Comme nous l'avions observé dans les mélanges ternaires, il semble que la teneur en
vatérite soit légérement surestimée en présence d’'une quantité importante de brushite. Le mélange
brushite / vatérite est initialement préparé de maniére équimassique (mg=my=0,5g pour un
ciment de 1g). Or a 20 minutes de maturation, la vatérite est estimé a my=0,52+0,01g. Les
incertitudes indiquées ici sont celles issues de la répétabilité des données sur deux cinétiques, mais il
est a noter qu’elle est en réalité supérieure, en raison de l'incertitude liée a la technique de

décomposition établie (+ 0,06 g, d’apreés les résultats précédemment présentés — cf. Tableau 2.11).

Au bout de 5 jours, la brushite a été entierement consommée et la vatérite a perdu de I'ordre
de 50 % de sa masse. En paralléle, une quantité importante d’apatite s’est formée et constitue, en fin
de réaction de prise, 72+1% m/m de la phase solide. Notons que le ciment perd 11+1 % de sa
masse au cours de la prise. La Figure 2.32.b met plus particulierement en évidence le début de la
réaction de prise, pendant les huit premiéres heures : pendant la premiere heure, il y a tres peu
d’évolution au sein de la phase solide. Cela correspond a la phase dormante du ciment, présentée sur
la Figure 1.10 (cf. Chapitre 1 - 3.1). A partir de 1 h de maturation, la dissolution de la brushite semble
précéder celle de la vatérite pour commencer a former de l'apatite. On peut penser que
I’acidification du milieu associée a la précipitation de I'apatite et la dissolution de la brushite est un

élément moteur de la dissolution de la vatérite. La phase ou la réaction de prise est la plus rapide —
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entre 2 h et 7h — semble également celle présentant la plus grande variabilité d’'un échantillon a

I"autre.

10! ------ \l "/;-0-__.- ----------------------------------------- \‘
, :\\L C-REF P L o000 C-REF]
0,9: —o @ ! 0,9 I
= 08 ' i 0,8 :
1 : 1
qg’_ . ! 0,7 1
1 1
2 | Tg | 06 Aol |
© '/.//7 1 H
£ P 105 - P i
c ' '
,2 V : 0,4 T 1
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- 1 1
g - Vi
13 10,2 4 1
8 : :
10,1 I
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(a) Temps (h) (b) Temps (h)

Figure 2.32 — Evolution de la composition de la phase solide du ciment C-REF, exprimée en
masse, évaluée a partir de la décomposition des spectres FTIR : (a) entre 10’ et 5 de
maturation ; (b) agrandissement des courbes entre 10’ et 12 h.

Notons que nous avons pu observer des différences plus notables dans ces cinétiques en
fonction des propriétés du lot de vatérite synthétisé — cristallinité et surface spécifique notamment.
Dans cette étude, les comparaisons des différentes compositions seront ainsi faites sur un méme lot
de vatérite ou des lots aux caractéristiques similaires. Des remarques complémentaires sont
proposées en annexe (cf. Annexe 4). Il semble ainsi important de maitriser les parametres de
synthése de la vatérite pour en controler le comportement lors de son utilisation au sein d’un

ciment.

2.3.c  Analyse par DRX

La Figure 2.33 présente les diagrammes DRX du ciment C-REF a différents temps au cours de
la prise. Elle met en évidence la encore la dissolution de la brushite — particulierement sur la raie
[020] a 13,6° — et de la vatérite, notamment a 29,0° et 31,6°, bien que la décroissance de ces deux
raies soit moins remarquable : d’'une part la cristallinité de ce réactif est moindre, d’autre part il n’est
pas entierement consommé au cours de la prise. La précipitation de |'apatite nanocristalline se

distingue autour de 30,1° et 37,4° mais sa cristallinité est encore moindre. [24]

*Se reporter a la Figure 2.18 pour I'attribution de I’'ensemble des raies.
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Figure 2.33 — Evolution des diagrammes de DRX d’un ciment C-REF au cours de la prise

Une analyse par DRX offre I'avantage de signaux souvent mieux résolus — mais seulement
dans le cas de phases bien cristallisées — et moins superposés que dans le cas de la spectroscopie
FTIR. Tout comme cette derniere, I'approche quantitative nécessite des mélanges de composition
connue comme élément de comparaison ou l'utilisation d’un étalon interne. Cependant cette
technique nous confronte a d’autres difficultés : des éventuelles orientations préférentielles — par
exemple la raies [020] de la brushite — qui peuvent varier au cours de la prise et fausser la
guantification, et la faible cristallinité de certaines phases — notamment [’apatite — qui ont un signal
moins bien résolu. Dans cette étude, nous avons ainsi choisi de ne pas approfondir cette méthode
dans une approche semi-quantitative ; nous avons cependant comparé quelques résultats issus de

I"'analyse DRX a ceux obtenus plus finement par spectroscopie FTIR.

Les échantillons ont été préparés en suivant un méme protocole et I'ensemble des
diagrammes ont été réalisés avec un méme temps d’acquisition (cf. Annexe 2.1). Nous avons donc
minimisé la variabilité liée aux parameétres instrumentaux entre les différents ciments. Une

guantification relative des différentes phases a ensuite été réalisée a partir de 'aire des raies a 16,6°
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et 34,2° pour la brushite, 29,0° et 31,6° pour la vatérite, et 30,1° pour I'apatite, raies les moins
affectées par le caractere multiphasique du systéme. De maniére a comparer les résultats a ceux
obtenus par spectroscopie FTIR, les quantités maximales de chaque phase ont été arbitrairement
établies a 100 % — soit a t pour la brushite et la vatérite et a 48 h de maturation pour I'apatite. Les

résultats obtenus pour les trois phases sont présentés sur la Figure 2.34.

Dans le cas de la brushite, la cinétique liée a la raie a 13,6° connait une décroissance plus
rapide que celle évaluée par spectroscopie FTIR, ce qui s’explique par une forte orientation
préférentielle des plaquettes en début de poudre qui disparait en cours de prise. Par contre la
cinétique basée sur l'intensité de la raie a 34,2° montre une trés bonne corrélation avec celle
obtenue grace a la spectroscopie FTIR. Si les allures générales des cinétiques de la vatérite sont
cohérentes, celles-ci montrent tout de méme une variabilité plus importante du fait de la faible
intensité des raies. Cependant, alors que |'on aurait pu attendre un constat similaire pour une phase
apatitique mal cristallisée il apparait que la DRX donne une bonne premiére estimation de la
cinétique de formation du produit, comme le montre la Figure 2.34.c, et confirme la pertinence de la

méthode proposée par spectroscopie FTIR.
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Figure 2.34 — Cinétiques de prise évaluées par DRX pour (a) la brushite, (b) la vatérite et
(c) 'apatite, comparées aux résultats obtenus par spectroscopie FTIR.
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2.3.d  Analyses par spectroscopie RMN

Une approche similaire a été enfin menée par spectroscopie RMN du solide. La Figure 2.35
présente ainsi I'évolution des spectres du ciment C-REF entre les débuts de la prise et 48 h de

maturation.

— C-REF 10' B
— C-REF 3h
—— C-REF 7h
— C-REF 24h
C-REF 48h

Ao ”

B*

50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50
ppm

Figure 2.35 — Superposition des spectres RMN MAS *'p du ciment C-REF apres 10°,3 h, 7 h,
24 h et 48 h de maturation. Tous les spectres ont été normalisés par rapport a la masse de
ciment analysée dans le rotor.

Cette technique de RMN *'P ne permet pas le dosage du systéme triphasique, la vatérite
étant totalement absente des spectres, mais elle met en évidence la diminution de la bande
correspondant aux ions HPO,” de la brushite au profit de la formation d’apatite au cours du temps.
Les ciments C-REF, et C-REF,5, notamment, présentent des phases pures de brushite et d’apatite
respectivement. Afin d’évaluer la cinétique de dissolution et précipitation de chacune de ces phases
nous avons donc modélisé chaque spectre intermédiaire C-REF; par une combinaison de C-REF, et

C'REF48:
C-REF; = o; C-REFq + 3; C-REF 45 (2.4)

dont les coefficients o et B; sont présentés dans le Tableau 2.12 et les courbes dans la Figure 2.36.
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Intensité (u.a.)

— expérimental — modele
C-REF, C-REF, C-REF g
0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5
ppm ppm ppm

Figure 2.36 — Spectres expérimentaux des ciments C-REF a 3h, 7h et 24h de
maturation et leur modeles issus des combinaisons des ciments C-REF, et C-REF,s.

contribution de

contribution de

Ciment t(h) la brushite : o; l'apatite : B;
C-REF, 0,2 1 0

C-REF; 3 0,89 0,15

C-REF, 7 0,72 0,29

C-REF,, 24 0,18 0,77

C-REF ;5 48 0 1

Tableau 2.12 — Données issues des spectres RMN *'P (BD) du ciment C-REF au cours de la
prise : coefficients ao; et [;, significatifs de la quantité relative de brushite et d’apatite
respectivement, déterminés d’aprés |'équation ( 2.4 ).

A partir de ces coefficients, nous avons estimé la cinétique de dissolution de la brushite et de

précipitation de I'apatite au cours de la prise. D’apres la Figure 2.37, ces cinétiques obtenues sont

tres proches de celles issues de I’analyse par spectroscopie FTIR.
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Figure 2.37 — Evolution de la composition relative du ciment C-REF en brushite et en
apatite au cours du temps : comparaison de I'analyse par RMN *'p BD et par spectroscopie

FTIR.
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Cette analyse par RMN permet donc de valider la pertinence du dosage semi-quantitatif
établi par spectroscopie FTIR. En effet, cette derniere fait intervenir un mélange étalon de
comparaison — notamment une apatite qui peut différer de celle effectivement formée au cours de la
prise — alors que par spectrométrie RMN, I'analyse a été faite de maniere relative entre les différents
échantillons. La tres bonne corrélation entre les résultats obtenus lors d’'une analyse semi-
guantitative effectuée avec ces deux techniques spectroscopiques (FTIR et RMN du solide) nous

conforte dans le bien-fondé des hypothéses pour établir le modéle de dosage par spectroscopie FTIR.

2.3.e Observations par MEB

En complément des observations présentées sur la Figure 2.20, la Figure 2.38 montre ici
I’évolution de la microstructure du ciment pendant la prise de maniére plus détaillée, aprés 1 h, 2 h,
24 h et 48 h de maturation. Sur le ciment C-REF4, la morphologie type des plaquettes de brushite et
des particules de vatérite sont bien visibles. Néanmoins, une phase présentant une surface
plus rugueuse est déja présente, notamment autour des particules de vatérite et sous forme de
germes en surface de la brushite. Ce sont les premiéres traces de la précipitation d’apatite. Apres 2 h
de maturation, la phase apatitique a envahi de plus en plus le systeme. Le matériau se densifie et on
devine une certaine cohésion dans la matrice. Les particules réactives — lentilles de vatérite et
plaquettes de brushite — sont toujours identifiables. Aprés 24 h de prise, la matrice minérale semble
s’étre encore densifiée, cependant une porosité de quelques dizaines de microns est trés nette. Sur
les images a plus fort grossissement, la phase apatitique est mise en évidence. Peu de particules de
brushite ont été observées, et la vatérite n’est plus visible dans le matériau. Aprés 48 h, le ciment est
devenu relativement dense et compact mais conserve une certaine macroporosité due a la libération
du CO, et des traces d’anciennes plaquettes de brushite. A quelques endroits, la morphologie de

|"apatite nanocristalline a pu étre observée.
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Figure 2.38 — Micrographies MEB d’un ciment C-REF a 1 h, 2 h, 24 h et 48 h de maturation.

2.4 Composition de I'apatite formée

Comme I'ensemble des analyses présentées ont pu le mettre en évidence, la prise du ciment
C-REF consiste en la précipitation d’une phase apatitique conjointement avec la dissolution des
réactifs initialement introduits, la brushite et la vatérite, au sein de la suspension aqueuse dense et

sursaturée de la pate cimentaire.

Nous avons vu dans le premier chapitre (§1.2) que la formule générale des apatites
nanocristallines analogues au minéral osseux synthétisées dans des conditions douces, a un pH non
alcalin, pouvait s’exprimer ainsi :

Calo.x.y(PO4)e.x.y(C03)X(HP04)y(OH)z.x.y avec 0 < X+y < 2
Or les analyses spectroscopiques réalisées ont établi que I'apatite formée au cours de la prise

du ciment C-REF était carbonatée, mais contenait trés peu d’ions HPO,” et OH". Nous pouvons donc
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en premiére approximation supposer que dans la formule précédente, le coefficient y est nul, nous
ne prendrons donc en compte que la carbonatation comme écart a la stoechiométrie, et les lacunes

de calcium et de groupements hydroxyles associés :

Calo.x(PO4)6.x(CO3)x (OH)Z.X avec 0 < X+y < 2
L'excés de vatérite dans le milieu rend cependant délicate la détermination du degré de

carbonatation de cette apatite.
L’apatite stoechiométrique, en solution, suit I'équilibre suivant :
Ca10(P04)6(OH)2 5 10 Ca?t + 6 PO43- + 2 OH- (R2.3)

avec une constante d’équilibre Ksya de 102 & 37°C [McDowell 1977]. Dans le cas d’une apatite

carbonatée, cette relation devient la suivante :

Ca10x(P04)6x(CO3)x(OH)2x S (10-x) Ca?* + (6-x) PO43 + x COs% + (2-x) OH- (R 2.4)

D’autre part, la dissolution des réactifs est définie par les équilibres suivants :
CaHPO. - 2H;0 S Caz+ + HPO42 + 2 H20 (R2.5)
CaCO3 S Cazt + COs% (R2.6)
avec des constantes de solubilité Ksg de 10%* & 37°C pour la brushite [Chow 2009] et Ksy de 10%%

pour la vatérite [Plummer 1982].

La dissolution de la brushite d’'une part (R 2.5) et la précipitation de I'apatite d’autre part (R

[25]

2.4) induisent une légére acidification du milieu *> ce qui favorise une décarbonatation partielle du

ciment :

CO32-+ 2 H* S CO, @t H-20 (R2.7)

de constante d’équilibre Keo, = 10787,

L’équilibre des équations (R 2.4), (R 2.5), (R 2.6) et (R 2.7) amene a la réaction de dissolution

reprécipitation suivante :

(6-X) CaHPO4 - 2H;0 + 4 CaC03 S Ca1o.x(PO4)6.X(CO3)X(OH)2.X + (4-X) CO; @t (14—2X) H-0 (R2.8)

% contrélée par mesure du pH de la pate en début de prise
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3 Conclusion

La brushite (CaHPO, - 2H,0) et la vatérite (CaCO;), poudres réactives impliquées dans la
réaction de prise du ciment mixte CaCO;-CaP, ont été synthétisées et caractérisées par des

31p B¢ et 'H), de I'observation microscopique (MEB), de la

techniques spectroscopiques (FTIR, RMN
diffraction (DRX) et une analyse thermogravimétrique (ATG). Dans le cas de la vatérite, en particulier,
un modeéle a été proposé pour rendre compte d’une présence d’eau de l'ordre de 2,7 % m/m : ce
composé pourrait présenter a la fois de I'eau au sein de sa structure sphérulitique (eau interstitielle)
et une couche hydratée a sa surface, a I'origine notamment de bandes caractéristiques en RMN

CP-MAS 3C, par transfert de 'aimantation des protons *H aux carbones **C.

L’élaboration d’un ciment CaCO;— CaP a ensuite été présentée. Le mélange d’une phase
solide constituée de brushite et de vatérite et d’'une phase aqueuse a conduit, par une réaction de
dissolution — reprécipitation, a la formation d’une apatite nanocristalline analogue au minéral
osseux. Différentes techniques de caractérisation suggérent une carbonatation de typeB
relativement importante et une faible hydroxylation, soit une apatite de type

Ca104(PO4)6x(CO3),(OH), (0 £ x £ 2).

Des études cinétiques ont été menées par spectroscopie FTIR, par DRX et par RMN afin de
caractériser le ciment au cours de la prise. La mise au point d’'une méthode de dosage semi-
guantitatif par spectroscopie FTIR a notamment permis d’évaluer I'’évolution du systeme triphasique
brushite — vatérite — apatite au cours du temps. Apres 2-3 jours de maturation a 37°C en atmosphéere
humide, la totalité de la brushite a été dissoute, laissant place a un matériau composé d’apatite et de
vatérite avec un rapport massique de I'ordre de 30 : 70. Des approches cinétiques complémentaires
par diffraction des RX et particuliérement par spectroscopie RMN *'P ont enfin confirmé la
pertinence de la méthode mise au point par spectroscopie FTIR en conduisant a des profils cinétiques

de prise similaires.
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Chapitre 3 — Etude des ciments chargés en argent

L'implantation d’un matériau « étranger » au corps humain est un acte délicat qui ouvre la
voie a de possibles infections. Malgré I'application de procédures chirurgicales respectant une stricte
asepsie et une attention particuliére a la stérilisation du produit implanté —ici un substitut osseux — il
est impossible de s’affranchir totalement d’une éventuelle contamination par des bactéries, pouvant
méme provenir du patient lui-méme. Or les infections post-opératoires sont une des premiéres
causes d’échec en chirurgie orthopédique. Un enjeu majeur est donc de conférer des propriétés
antibactériennes au ciment, de maniere a éviter le développement de I'infection dans le cas ol des
bactéries seraient présentes a sa surface. L'agent antibactérien choisi dans cette étude est I'argent
(cf. Chapitre 1 - § 4.3). Cette partie de I'étude s’attache ainsi a présenter deux voies d’introduction de
I'argent dans le ciment — par sa phase solide ou sa phase liquide — et a mettre en évidence I'impact

de cet additif sur les propriétés physico-chimiques du ciment.

1 L’orthophosphate d’argent AgsP0O;, : synthese,

caractérisation et propriétés

1.1 Choix de I'orthophosphate d’argent

Le ciment CaCO;— CaP étant constitué principalement de phosphates et de carbonates
(cf. chapitre 2), les premiers sels d’argent envisagés pour l'introduction d’ions Ag" dans le matériau
ont été I'orthophosphate d’argent Ag;P0O, et le carbonate d’argent Ag,COs. lls ont été introduits sous
forme de poudre dans la phase solide du ciment, d’autant que leur trés faible solubilité ?® ne
permettait pas de les introduire par voie liquide dans une gamme de concentration assez large. I
s’est avéré que dans le cas d’Ag,COs, une phase AgsP0,, de solubilité moindre, précipitait rapidement

dans le ciment au cours de la prise !, ’orthophosphate d’argent a donc été choisi comme principal

sel d’étude pour conférer des propriétés antibactériennes au ciment. Néanmoins il nous a semblé

*® Leur solubilité, exprimée en concentration massique d’argent, est de Sug.po, =4,95.10‘3 g.L‘1 et
Sag,co,= 2,83.107 g.L" 4 20°C.

%’ Etude préliminaire dont les résultats, en particulier I'identification de la phase AgsPO, par DRX, n’est pas
présentée ici.
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intéressant d’utiliser également un sel plus soluble pouvant permettre d’introduire I'argent en phase
liguide : d’'une part la voie d’introduction peut avoir un effet différent sur les propriétés physico-
chimiques et biologiques du ciment, d’autre part cela permet de tester des concentrations tres
faibles en argent et particulierement pour I'évaluation des limites d’activité antibactérienne et de Ia
cytotoxicité (cf. chapitre 5). Des concentrations inférieures a 0,03 % m/m en argent seraient difficiles
a mettre en ceuvre par voie solide sur quelques grammes de ciments. Ainsi, |'utilisation de solutions
de nitrate d’argent — de solubilité 1485 g.L™* d’argent & 25°C — comme phase liquide constituent une

alternative comme voie d’introduction d’argent dans le ciment.

1.2 Structure

L'orthophosphate d’argent AgsPO, cristallise dans une structure cubique de groupe d’espace
P43n, de parametre de maille a = 6,004 A [Ng 1978]. Les phosphates tétraédriques PO, forment un

réseau cubique centré dans lequel les ions Ag” occupent les positions 12(h) (Figure 3.1) [Ma 2011].
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Figure 3.1 — Maille cubique unitaire de AgsPO, [Ma 2011].

1.3 Synthese

Le phosphate d’argent a été préparé par double décomposition a partir d’un mélange
stoechiométrique de nitrate d’argent AgNO; et d’hydrogénophosphate de sodium dodécahydraté
Na,HPO, - 12 H,0, chacun de ces sels ayant été au préalable dissous dans de I'eau désionisée
(Tableau 3.1). La solution d’argent est ajoutée rapidement a la solution de phosphate. Le précipité
jaune vif ainsi formé est filtré sur Blichner, lavé avec 500 mL d’eau désionisée puis placé au
lyophilisateur. Il est a noter que l'orthophosphate d’argent noircit rapidement a la lumiére,
particulierement en solution juste aprés sa précipitation. Toute la verrerie utilisée et le Blichner ont
ainsi préalablement été couverts de feuilles d’aluminium de maniére a conserver la solution et la

poudre a I'obscurité pendant la synthése, le séchage et le stockage du produit.
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Nsel (mOD Mse] (g) Veau (mL)
AgNO; 0,036 6,12 200
Na,HPO, - 12H,0 0,012 4,30 300

Tableau 3.1 — Réactifs engagés dans la synthese de I'orthophosphate d’argent

Grace a ce protocole, environ 4 g de poudre de couleur jaune vif sont recueillis et stockés

dans un flacon a température ambiante.

1.4 Caractérisation

Analyses structurales et morphologiques

Le diffractogramme de RX de la poudre synthétisée présenté sur la Figure 3.2 est
caractéristique d’'une phase Ags;PO,; il est constitué de raies fines qui attestent de I'excellent état
cristallin de la poudre. Une observation MEB (Figure 3.3) montre des particules de taille relativement
disperse : des cristaux micrométriques (de 1 a 10 um) cétoient une population importante de
cristaux de quelques dizaines voire quelques centaines de nanometres. Notons que la plupart des

plus gros cristaux sont facettés (Figure 3.3.b).
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Figure 3.2 — Diffractogramme de rayons X de I'orthophosphate d’argent synthétisé (noir)
et de la fiche JCPDS 00-06-0505 (violet) de I'orthophosphate d’argent
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Figure 3.3 — Micrographies MEB de la poudre d’orthophosphate d’argent AgsPO,
synthétisé, au grossissement (a) x1000 et (b) x5000

Analyse par spectroscopie FTIR

La spectroscopie FTIR en transmission — dans les conditions classiques d’analyse du matériau
dans une pastille de KBr — ne permet pas de caractériser une phase Ag;P0O,. En effet, nous avons mis
en évidence par DRX la formation rapide de bromure d’argent (AgBr) pendant le temps de la
réalisation de la pastille (quelques minutes), en proportion d’autant plus importante que le temps de

mélange du phosphate d’argent dans le KBr était long. La précipitation de AgBr peut s’expliquer par

[28] [29]

une solubilité moindre “*' et probablement par un phénoméne de mécanosynthése.

Le spectre de la Figure 3.4 permet néanmoins d’identifier les bandes attribuées a différents
modes de vibration des groupements PO, de I'orthophosphate d’argent, a 1017 cm™, 866 cm™ et
558 cm™ [Liang 2012]. Notons tout de méme que cet auteur utilise également une matrice KBr, et
donc observe probablement le méme biais, peut-étre non pris en compte dans I'attribution des

bandes.
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Figure 3.4 — Spectre FTIR de la poudre de Ag;P0O, synthétisée. Bandes attribuées d’apres
[Liang 2012].

28 KSagapoa = 8,89.10'17 et Ks agpr = 5,35.10'13, soit en terme d’activité ionique moyenne :

(Ks ager) > = 7,3.107 < (Kspgzpoa) /" = 9,7.10°
2 Technique de fabrication mécanique de matériaux, qui consiste a broyer ensemble des poudres jusqu'a ce
gu'on obtienne des alliages ou de fins mélanges
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Analyses par spectroscopie RMN

Le spectre RMN 3'P de Ag;PO, (Figure 3.5) présente une bande trés fine & 29,0 ppm. Un tel
déplacement chimique a déja été reporté dans la littérature pour I'orthophosphate d’argent

[Machida 1995].

29,0

1

40 35 30 25 20 15 10 5 0
ppm

Figure 3.5 — Spectre RMN MAS P de AgsPO, synthétisé.

Néanmoins, peu d’études par RMN du solide ont été réalisées sur I'orthophosphate d’argent
et, a notre connaissance, aucune ne justifie un tel déplacement chimique, plus élevé que celui des
orthophosphates de maniére générale. Machida et coll. associent ainsi une valeur expérimentale de
28,6 ppm a une unité monomere PO, de type Q° —dont les oxygénes sont non-pontants— par
comparaison a des déplacements moindre pour des espéces comme Ag,P,0; (6 = 7,3 ppm) ou AgPOs
(6=-13,1 ppm et - 15,4 ppm) dont les tétraedres PO, présentent respectivement un et deux atomes
d’oxygéne pontants (Q' et Q) [Machida 1995]. Néanmoins, si effectivement un caractére Q° de PO,
conduit a un phosphore plus déblindé que lorsqu’une partie des atomes d’oxygéne sont pontants,
cela n’explique pas un déplacement aussi élevé du signal. En effet, d’apres la littérature, les
orthophosphates anhydres de type X;P0O, — également de type Q° - ont des déplacements chimiques
compris entre -7,1 ppm et 10,8 ppm (Tableau 3.2) [Hayashi 1989]. Turner et coll. ont relié le
déplacement chimique isotrope &; de ces phosphates a I'électronégativité de Pauling du cation (EN)

par I'équation :

6; = —35,5(EN) + 41,4 (3.1)
Cette relation serait valable pour des orthophosphates anhydres qui ne contiennent qu’un cation et
pas d’autres anions. En I'appliquant a Ag;PO, qui vérifie ces conditions, avec ENp,=1,93, on
obtiendrait un déplacement de -27,1 ppm a l'opposé de celui expérimentalement obtenu. Turner et
coll. notent tout de méme qu’étant donnée la dispersion des points autour de la droite (R*=0,92), la
relation aurait difficilement un réle de prédiction. Par ailleurs, d’autres valeurs expérimentales de

déplacement de différents orthophosphates ne vérifient pas non plus cette équation (Tableau 3.2).
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Les données suivraient méme une tendance inverse : un cation plus électronégatif déblinderait

d’autant plus le phosphore [Hayashi 1989].

Turner et coll. ont également proposé une corrélation entre le déplacement chimique, la

charge du cation et son rayon ionique [Turner 1986] :

8;=-7,7Z/\Nr+ 18,6 (3.2)
Or d’aprés Ma et coll. la charge de I'argent dans AgsPO, serait de Z = + 0,45 et r(Ag*(IV)) = 1,0 A d’ou
un déplacement de 15,1 ppm pour le signal *'P de Ag;PO,, encore éloigné de la valeur expérimentale
[Ma 2011; Shannon 1976]. Cette équation ne permettrait de toute maniere pas d’expliquer de

déplacements chimiques supérieurs a 18,6 ppm.

30 - ®
Ag-PO,
25 -
A -35,5 EN+1,4 (Turner1986)

Ag,PO, Bl 29,0 1,93 27,1 20 | .
Li,pO,® 10,8 0,98 6,6 N
Na,PO, 1 14,0 0,93 8,4 15 | S NazPO,
K;PO, 1 12,5 0,82 12,3 - ‘e )

0,5 §-10 ] K3P04 [N 2 |-|3P0-!-

K \

0,2 = N
Rb,PO, 1 -0,9 0,82 12,3 5 | S

-5,2 \\

5,6 0 ‘ Rh3E0; \ ‘ ‘

\

31 0,5 A 1 N 1,5 2

5,1 5
PO, 0,79 13,4 3 ? AR

! CS3P04 N
7,1 -10 - A
Electronégativité Pauling

Tableau 3.2 — Déplacements chimiques Figure 3.6 — Variation du déplacement
expérimentaux de différents chimique d’orthophosphates en fonction de
orthophosphates ([a] donnée de cette I’électronégativité de Pauling (EN).
étude ; [b] [Hayashi 1989]) et comparaison (cf. Tableau 3.2)

au modele proposé par [Turner 1986].

Il apparait donc que le blindage du >'P dans les orthophosphates dépend de relations plus
complexes que celles proposées dans la littérature. L'orthophosphate d’argent, notamment, a des
propriétés semi-conductrices [Yi 2010; Bi 2011] contrairement aux orthophosphates d’alcalin et
alcalino-terreux. Il est envisageable que des niveaux d’énergies singuliers aient un impact sur le

déplacement chimique *'P.
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2 Ciments chargés en argent

Nous présenterons dans cette partie les protocoles d’élaboration de ciments contenant de
I’argent introduit soit dans la phase solide sous forme d’Ags;PQ,, soit dans la phase liquide sous forme
d’AgNO;. Une concentration relativement importante d’argent (Ag/Ca =0,097) a été choisie de
maniére a mettre en évidence I'effet de I'argent sur les propriétés physico-chimiques du ciment au
cours de la prise. Des matériaux incluant des concentrations moindres d’Ag seront présentés dans le

chapitre 5 pour une caractérisation de leurs propriétés biologiques.

2.1 Elaboration des ciments

2.1.a  Introduction de Ag3P04 dans la phase solide

Le protocole de mise en ceuvre du ciment utilisé est le méme que celui décrit précédemment
(chapitre 2, § 2.1.a). L’argent est introduit sous forme de sel de phosphate Ag;PO, de synthése (§ 1.3)
dans la phase solide avec la brushite et la vatérite, avant homogénéisation des poudres a la spatule
et au pilon. Une attention particuliere a été portée lors de '"homogénéisation du mélange, de
maniére a ce qu’il soit bien réparti au sein de la phase solide et par conséquent du ciment qui sera
noté C-Ag(S). La composition de la phase solide du ciment C-Ag(S) ainsi élaboré est reportée dans le

Tableau 3.3.

2.1.b  Introduction de AgNO;3 dans la phase liquide

Dans le cas du ciment C-Ag(L) pour lequel I'argent est introduit en phase liquide, I'eau
désionisée utilisée comme phase liquide dans les différents matériaux précédemment présentés a
été remplacée par une solution de nitrate d’argent. De maniére a étre comparable au ciment C-Ag(S),
la quantité d’argent introduite a respecté le méme rapport Ag/Ca=0,097 (cf. Tableau 3.3).
Usuellement, dans les ciments, lorsque la phase liquide est modifiée, le rapport massique L/S est fixé
pour comparer les différents matériaux. Néanmoins dans le cas du ciment C-Ag(L), le rapport
L/S = 0,55 équivaut a un rapport eau/S de 0,43 soit de I'ordre de 20 % d’eau de moins que C-Ag(S) ce
qui ne permet pas le gachage et la mise en forme de la pate. Nous avons donc fait le choix de

conserver le rapport eau/S = 0,55 plutét que le rapport L/S.

Dés I'ajout de la solution de nitrate d’argent au mélange brushite/vatérite a t,, on note une
coloration jaune du milieu. Celle-ci a été identifiée par DRX comme étant due a la précipitation de

phosphate d’argent.
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Phase S (m/m) Phase L (m/m)
Nomenclature % Ag
Ag/Ca Ca/P Ca/C L/S eau/S
C-REF 0 0 2,72 1,58 0,55 0,55
C-Ag(S) PhaseS:7,5% m/m 0,097 2,50 1,58 0,55 0,55
Phase L~ 7,5% m/m

- ! 0,097 2,72 1,58 0,68 0,55

C-Ag(L) dans la phase S ’ ’ ’ ’ ’

Tableau 3.3 — Compositions des ciments C-REF, C-Ag(S) et C-Ag(L)

2.2 Caractérisation d’un ciment totalement pris

2.2.a Composition des ciments (DRX)

La Figure 3.7 présente les diffractogrammes de RX des ciments C-Ag(S) et C-Ag(L), apres la
prise et le durcissement. Trés similaires a celui d’'un ciment de référence, ces diagrammes présentent
les mémes raies caractéristiques de la vatérite qui n’a pas réagi et d’'une apatite nanocristalline
formée au cours de la prise. Dans les deux ciments contenant de I'argent, une phase Ag;PO, bien
cristallisée se distingue. Ainsi, I'introduction de la solution de nitrate d’argent dans le milieu
CaHPO, - 2H,0 / CaCO; conduit de maniére quasi instantanée a une dissolution partielle de la

brushite et a la précipitation de I'orthophosphate d’argent, de trés faible solubilité. 2%

* e Vatérite
A Apatite nanocristalline
* Ag3P04

26 ()

Figure 3.7 — Diffractogrammes de RX des ciments chargés en argent (Ag/Ca=0,097),
introduit par voie solide ou liquide (C-Ag(S) et C-Ag(L) respectivement) comparés au
ciment de référence C-REF.

%0 KSagspos = 8,89.10™" et Ksg = 2,77.10”, 3 25°C, soit en terme d’activité ionique moyenne :
(Ks agzpoa) " = 9,7.10° < (Ksg) /> = 5,3.10"
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2.2.b  Observations au microscope optique

La Figure 3.8 montre des photos des ciments C-REF, C-Ag(S) et C-Ag(L) prises au microscope
optique. Outre une couleur jaune marquée, on remarque une présence de macropores plus

importante dans les ciments chargés en argent, particulierement le ciment C-Ag(L).

Figure 3.8 — Photos des ciments (a) C-REF, (b) C-Ag(S) et (c) C-Ag(L) aux grossissements
x 20,5 (indice « 1 ») et x 82 (indice « 2 »).

2.2.c Répartition de I'argent dans le matériau (MEB)

L'observation par MEB en mode de détection des électrons rétrodiffusés permet de faire
apparaitre un contraste chimique dans le matériau : I'argent, élément beaucoup plus lourd que le
reste des composants du matériau, apparait ainsi de maniére beaucoup plus claire sur I'image. Les
micrographies présentées Figure 3.9 montrent deux différences majeures entre les ciments C-Ag(S)
et C-Ag(L) : la taille et la répartition des particules d’Ag;PO,. Dans le cas de C-Ag(S), ces particules,
d’environ 2 um, sont réparties de maniére homogene alors que des particules beaucoup plus petites
(quelques centaines de nanomeétres) apparaissent plus ou moins concentrées dans certaines zones

du ciment C-Ag(L).
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Figure 3.9 — Micrographies par MEB en électrons rétrodiffusés des ciments C-Ag(S) et
C-Ag(L) montrant la répartition de I'argent (élément apparaissant en blanc).

Ces deux parameétres clefs pourraient avoir un impact sur l'activité antibactérienne du
ciment. Une répartition homogéne de I'argent est bien entendu nécessaire de maniére a controler la
concentration locale en agent antibactérien dans tout le matériau. Dans le cas de C-Ag(S),
I’'homogénéisation se fait au sein de la phase solide, elle est donc facilement controlable, méme a
une échelle industrielle, en validant le protocole et le temps de mélange avant I'emballage et la
stérilisation de la phase solide. Dans le cas du ciment C-Ag(L), la précipitation de I'argent sous forme
AgsPO, se fait dés I'ajout de la phase liquide, a I'interface entre les deux phases, dont la surface est
difficile a déterminer. La pate est ensuite gachée pendant environ 1'30 ce qui permet une certaine
homogénéisation a I'échelle macroscopique. Néanmoins, au vu des analyses MEB, il serait nécessaire
d’optimiser la procédure et le temps de gachage pour arriver a une répartition homogene de I'argent
dans le matériau également a une échelle microscopique. La validation de 'homogénéité du mélange
apparait alors plus délicate. En effet, cette étape de gachage n’est plus réalisée en amont, mais par le

chirurgien juste avant implantation.

La taille des particules, elle, peut étre discutée en termes de solubilité : dans la mesure ou
elles ont la méme composition et la méme cristallinité, en raison de la prise en compte nécessaire de
I’énergie interfaciale, les particules les plus petites auront une solubilité plus importante que les
grosses. Toutefois cet effet reste difficile a évaluer. Par ailleurs, en raison d’une surface spécifique
plus importante, les petites particules d’AgsPO, auront également a priori une vitesse de dissolution
plus grande. Il est probable que, dans ce cas, la cinétique de libération des ions Ag" soit plus rapide.
Or dans la cadre de cette application, I'objectif est de conférer des propriétés antibactériennes dans
un role préventif, pour éviter toute croissance des bactéries en surface du matériau, non dans un
role curatif (cf. chapitre 5). Il semble ainsi plus intéressant de maintenir une concentration suffisante

d’argent en surface et d’éviter sa libération trop rapide, ce qui serait en faveur d’une taille plus
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importante. Pourtant, des particules de plus petites tailles réparties de maniere homogéne
pourraient conférer des propriétés antibactériennes au matériau a des teneurs plus faibles en argent

mais pour une durée plus réduite.

Nous pouvons enfin noter un plus grand nombre de macropores de quelques dizaines voire
guelques centaines de micrometres dans le ciment C-Ag(L) que dans le ciment C-Ag(S) ou le ciment
de référence C-REF (cf. Figure 2.38). Ces macropores sont a priori formés lors du dégagement de CO,
par dégradation de la vatérite alors que la pate est encore malléable et non physiquement figée par
la prise. Il semblerait donc que la libération de CO, soit plus importante ou plus précoce dans le cas
du ciment dont la phase liquide est une solution de nitrate d’argent. Ce phénomene pourrait étre lié
a la formation rapide d’AgsPO, aux dépens de la brushite et a I'acidification du milieu, comme nous

en discuterons plus loin.

2.2.d Caractéristiques de I'apatite par RMN du solide

Si 'on se penche sur les résultats obtenus pas RMN du solide *'P sur ces ciments chargés en
argent (Figure 3.10), deux signaux apparaissent : un signal trés fin a 29,0 ppm, caractéristique des
ions phosphate de I'orthophosphate d’argent, et un signal beaucoup plus large autour de 3,8 ppm,
caractéristique de ceux de l'apatite. Les spectres ont été normalisés par rapport a la masse de
matériau initialement introduite, nous pouvons donc considérer que l'aire des bandes liées aux

phosphates est directement proportionnelle a leur teneur au sein du ciment.

/L
7/
C-REF apatite
— C-Ag(s)
— C-Ag(L)
>\ < 0,4-0,5ppm
Ag3P04
V4
T T T 7/ 1 T T T T T T T T T T T T T T T
30 28 14 12 10 8 6 4 2 0 -2

8 (ppm/H,PO))
Figure 3.10 — Spectres RMN MAS >'P des ciments C-REF, C-Ag(S) et C-Ag(L).
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Si 'on analyse plus finement le signal *'P de I'apatite, il semble qu’il y ait un léger décalage
entre le ciment C-REF et les deux ciments C-Ag(S) et C-Ag(L) ol de I'argent a été introduit a un teneur
de Ag/Ca =0,097. Cette différence de déplacement, de I'ordre de + 0,4 a 0,5 ppm dans les ciments
chargés en argent par rapport au ciment C-REF, apparait de maniére particulierement nette et
significative. ®Y Ainsi I'introduction d’argent dans le ciment a un impact sur 'environnement direct

des phosphates de I'apatite formée pendant la prise.

3 Temps de prise

Le temps de prise des ciments a été mesuré par la méthode normalisée des aiguilles de
Gillmore (cf. Annexe 2.6). Les temps de prise initial et final ont été évalués a 1h15 et 2h15
respectivement pour le ciment de référence (sans argent) (Tableau 3.4). Il apparait que I'introduction
d’argent dans la composition n’a pas d’influence significative sur ces valeurs, néanmoins un léger

retard de la prise a été observé pour le ciment C-Ag(L).

Temps de prise = Temps de prise

Ciment initial (¢) final (t)
C-REF 1h15 2h15
C-Ag(S) 1h15 2h00
Cc-Ag(L) 1h30 2h15

Tableau 3.4 — Temps de prise des différents ciments mesuré par les aiguilles de Gillmore.
Les mesures ont été réalisées toutes les 15 minutes et trois fois pour chaque ciment.

Ces temps sont relativement longs pour une application en chirurgie orthopédique ; une

étude sur I'effet d’'un accélérateur de prise sera présentée dans le chapitre 4.

4 Etude de la cinétique de la réaction de prise des ciments

contenant de I'argent

La cinétique de la réaction chimique de prise des ciments contenant de lI'argent a été
étudiée, dans une approche semi-quantitative, a la fois par spectroscopie FTIR —suivant la méthode

présentée dans le chapitre2— et par spectroscopie RMN. L'approche chimique est ainsi

> D’une part la résolution spectrale est de 0,15 ppm et d’autre part deux autres échantillons C-REF et C-Ag(S),

dont les analyses ne sont pas présentées dans ce manuscrit, ont montré des spectres parfaitement
superposables avec les courbes de la Figure 3.10, ce qui confirme le caractere significatif de ce décalage.
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complémentaire aux temps de prise (prise physique) déterminés par la méthode des aiguilles de

Gillmore (cf. § 3).

L’étude par spectroscopie FTIR menée sur les ciments C-Ag(S) et C-Ag(L) (Ag/ Ca=0,097) a
pour but de comparer les deux voies d’introduction de I'argent dans le ciment de référence a ce
dernier (C-REF, sans argent). Seul le ciment C-Ag(S) a été caractérisé par spectroscopie RMN afin
d’étudier plus finement I'effet de I'argent sur la composition du ciment au cours du temps —
notamment sur les propriétés de I'apatite formée — et de confronter les deux méthodes d’analyses

semi-quantitatives.

Les mécanismes réactionnels impliqués dans la réaction de prise lorsque I'argent est ajouté

dans le ciment par voie solide ou par voie liquide seront discutés dans un second temps.

4.1 Approche semi-quantitative par spectroscopie FTIR

4.1.a Remarque préliminaire propre a I'étude par

spectroscopie FTIR de ciments contenant de I'argent

Nous avons évoqué une possible ambiguité lors de I'analyse d’une phase Ags;PO, par
spectroscopie FTIR en mode transmission étant donné la précipitation de bromure d’argent dans la
pastille (cf. § 1.4). L'étude présentée ci-apres s’attache donc a I'observation uniquement de la
brushite, de la vatérite et de I'apatite au sein du ciment. Les phosphates du sel d’argent vibrent a une
fréquence autour 560 cm™, trés proche d’une bande de vibration v, des PO, de I'apatite (562 cm™).
Nous avons néanmoins conservé le méme modeéle de décomposition (cf. chapitre 2, § 2.3.b), la
bande lorentzienne a 562 cm™ étant désormais issue de la contribution des deux phases (apatite et
phosphate d’argent). Le sel d’argent n’a par contre pas d’influence sur les bandes a 745 cm™, 617 &
603 cm™ et 525 cm™ utilisées pour le dosage semi-quantitatif respectivement de la vatérite, de

|’apatite et de la brushite dans le ciment. (32]

4.1.b  Spectres FTIR des ciments chargés en argent

La Figure 3.11 présente les spectres FTIR des ciments chargés en argent C-Ag(S) et C-Ag(L)
comparés au ciment C-REF, aprées différents temps de maturation dans une étuve a 37°C dans une
atmosphere saturée en eau. Nous pouvons nettement observer que, déja at =1 h et encore plus a
t=4h, la disparition de la phase brushitique (bande caractéristique & 525 cm™) en faveur de la

formation d’apatite (mise en évidence en particulier & 603 cm™ et 617 cm™) est beaucoup plus

3% La composition similaire obtenue a I'issue de la décomposition pour C-Ag(S)o, C-Ag(L), et C-REF,, dont le
mélange respectait les mémes proportions en vatérite et en brushite ont confirmé cette hypothése.
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significative pour C-Ag(L) que pour les deux autres matériaux (C-REF et C-Ag(S)). Cependant, apreés
48 h, cette bande de brushite a 525 cm™ n’apparait ni pour C-Ag(L), ni pour C-Ag(S) — suggérant que
ce réactif a été entierement consommeé — alors qu’elle apparait encore nettement pour le ciment de

référence (sans argent).

— C-REF vatérite e
— C-Ag(S) u brushite m
— C-Ag(L) apatite nanocristalline a

nitrate de calcium o

t=48h

800 700 600 500 800 700 600 500 800 700 600 500
Nombre d’ondes (cm™1)

Figure 3.11 — Superposition des spectres FTIR (domaine 850 — 450 cm™') des ciments C-REF
(sans argent), C-Ag(S) et C-Ag(L) apres différents temps de maturation (1 h, 4 h et 48 h)

4.1.c Etude de la cinétique de formation de I'apatite

Une approche semi-quantitative par spectroscopie FTIR a ainsi été menée a partir de la
totalité des spectres de ces ciments C-Ag(S) et C-Ag(L) par comparaison avec I'étude déja présentée
pour le ciment C-REF dans le chapitre 2. L’évolution de la quantité d’apatite formée au sein du
matériau est exposée sur la Figure 3.12. Ces données confirment que pendant les huit premieres
heures de maturation du ciment la présence d’Ag;PO, dans la phase solide ne semble pas avoir
d’influence significative sur la prise du ciment. Au contraire, la formation d’apatite est bien plus
rapide dans le ciment C-Ag(L). Entre 8 h et 24 h, la courbe de la cinétique de C-Ag(S) se détache de
celle du ciment de référence, témoignant d’un avancement plus rapide de la réaction de dissolution -
reprécipitation, jusqu’a rejoindre le taux de formation d’apatite du ciment C-Ag(L). Enfin apres 48 h,
comme observé sur la Figure 3.11.c, les deux ciments contenant de I'argent apparaissent totalement

pris en terme de réaction chimique de prise, alors que la réaction se poursuit dans le cas de C-REF.
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Figure 3.12 — Evolution de la quantité d’apatite formée dans les trois types de ciments
étudiés. La quantité d’apatite est exprimée en pourcentage massique par rapport au
mélange ternaire brushite / vatérite / apatite. Il est a noter que dans le cas de C-Ag(S) et
C-Ag(L), une phase Ag;P0O, est également présente et non prise en compte. Chaque courbe
de tendance peut étre décrite par une équation de type y(t) = a.exp(—t/T) + y, dont
les paramétres sont présentés dans le Tableau 3.5.

a 7 (h1) yo (%)
C-REF -0,74 + 0,05 6,2+1,0 64,7+28
C-Ag(S)  -0,79 +0,01 8,2+0,3 74,1+0,7
C-Ag(L) -0,79 +0,03 4,7+04 70,3+1,3

Tableau 3.5 — Parametres des courbes de tendance décrivant I'évolution de la quantité
d’apatite formée en fonction du temps dans le cas des 3 types de ciment étudiés.

4.2

Approche semi-quantitative par spectroscopie RMN : C-Ag(S)

Une approche similaire d’analyse semi-quantitative de la composition du ciment au cours du

temps a été menée par RMN du solide sur le ciment C-Ag(S). Les échantillons analysés sont ceux dont

la réaction a été stoppée ato, 3 h, 7 h et 48 h. Trois phases sont ainsi mises en évidence par RMN *'P :

la brushite, a 1,8 ppm ; I'apatite, a 3,7 ppm et I'orthophosphate d’argent, a 29,0 ppm.

4.2.a

Présentation des spectres RMN 31P

La Figure 3.13 présente les spectres RMN P du ciment C-Ag(S) & quatre temps de

maturation. lls mettent ainsi en évidence la diminution de la bande correspondant aux HPO, de la

brushite au profit de la formation d’apatite au cours du temps. Le ciment C-Ag(S), ne présente que
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les signaux de la brushite et du phosphate d’argent. De I'apatite apparait dans les trois temps
ultérieurs analysés, jusqu’a C-Ag(S)ss ou seuls AgsPO, et I'apatite sont identifiés sur le spectre. La
bande des phosphates du sel d’argent, d’intensité significative tout au long de la prise, voit

néanmoins son aire diminuer, notamment apres 48 h de prise (Figure 3.13 et Tableau 3.6).

Ag.PO, | B —— C-Ag(S) 0h

; —— C-Ag(S) 3h
——C-Ag(S) 7h
—— C-Ag(S) 48h

Ap

B*\ - B*
LI S S S S B LA B S S S S S By S B B B B B S S S S S S B B B B B B B S B S S S e N
50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50

ppm

Figure 3.13 — Superposition des spectres RMN *'p BD du ciment C-Ag(S). Tous les spectres
ont été normalisés par rapport a la masse de ciment analysée dans le rotor.

Ciment t (h) Aire de la bande

Ag3P04 (0/0)
C-Ag(S)o 0,2 99
C-Ag(S); 3 100 *
C-Ag(S), 7 94
C-Ag(S)is 48 67

Tableau 3.6 — Données issues des spectres RMN >'P (BD) du ciment C-Ag(S) au cours de la
prise : variation de I'aire de la bande caractéristique du phosphate d’argent. * Une aire de
100 % a été arbitrairement attribuée a la valeur maximale

4.2.b  Analyse de 'apatite formée en cours de prise

Les ciments C-Ag(S)o et C-Ag(S)ss correspondent ainsi a des mélanges triphasiques brushite /
vatérite / Ag;PO, et apatite / vatérite / AgsPO,. Dans la gamme de déplacement comprise entre
12 ppm et -3 ppm, leurs spectres RMN *'P présentent donc une phase pure respectivement de

brushite et d’apatite. Afin d’évaluer la quantité relative de brushite et d’apatite dans le ciment au
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cours de la prise, nous avons modélisé les spectres de C-Ag(S); et C-Ag(S); en les exprimant comme

une combinaison de C-Ag(S), et C-Ag(S)ss > :

C-Ag(S)i = o C-Ag(S)o + Bi C-Ag(S)as (3.3)

Les spectres obtenus par combinaison sont présentés pour C-Ag(S); et C-Ag(S); sur la Figure
3.14, superposés aux spectres expérimentaux. |l apparait que les sommes de la phase brushitique
(C-Ag(S)o) et de la phase apatitique (C-Ag(S)ss), avec des coefficients (a3, Bs) et (o, B7) adaptés
(Tableau 3.7), se superposent trés bien avec les spectres expérimentaux. Nous pouvons tout de
méme noter un léger décalage de +0,1 a +0,5 ppm dans la gamme de déplacement 9 - 1 ppm entre la
bande de I'apatite de chacun de ces spectres « réels » et des spectres obtenus par combinaisons
(cf. agrandissements sur la Figure 3.14). Ce décalage, faible mais significatif, B4 ajsse penser que les
phosphates de I'apatite formée apres 48 h de maturation présenteraient un environnement
légerement différent de ceux des ciments aprés 3 h et 7 h de maturation. Ainsi, I’apatite de ces deux
ciments en début de prise se rapprocherait plus de celle formée au sein d’'un C-REF, I'argent
n’interviendrait donc pas dans un premier temps dans I’environnement apatitique, contrairement au

ciment C-Ag(S).s, en fin de prise (cf. § 2.2.d).

Contribution de Contribution de

Ciment t (h) la brushite : o; I'apatite : B;

C-Ag(S)o 0,2 1 0
C-Ag(S): 3 0,78 0,27
C-Ag(S), 7 0,56 0,46
C-Ag(S)as 48 0 1

Tableau 3.7 — Détermination de la proportion relative de brushite et d’apatite a partir de
la combinaison linéaire de raies des spectres RMN p (BD) du ciment C-Ag(S) au cours de
la prise : coefficients a; et [3;, significatifs de la quantité relative de brushite et d’apatite
respectivement, déterminés d’aprés I'équation ( 3.3 ).

*la phase AgsP0O, n’a pas été prise en compte dans cette modélisation.

** La résolution spectrale est de 0,15 ppm. D’autre part, les bandes de la brushite du spectre expérimental et du
spectre modélisé, elles, sont dans les deux ciments C-Ag(S); et C-Ag(S),; parfaitement superposées sans aucun
décalage.
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C-Ag(s), C-Ag(s),

(a) ()

ppm ppm

§

30 25 20 15 10 5 O 30 25 20 15 10 5 O
d (ppm/H,PO,) d (ppm/H,PO,)

Figure 3.14 — Superposition des spectres RMN >'P expérimentaux et des modéles obtenus
par combinaison des spectres de C-Ag(S), et C-Ag(S)ss: (a) C-Ag(S); et (b) C-Ag(S);. La
gamme 9 - 1 ppm a été agrandie pour plus de lisibilité.

4.2.c Cinétique de formation de I'apatite

Les coefficients a; et B; précédemment déterminés (Tableau 3.7) I'ont été sur des spectres
dont l'intensité a été normalisée par rapport a la masse de ciment analysée. lls ont donc une valeur
guantitative quant a la dissolution de la brushite et la précipitation de I'apatite. En spectroscopie
FTIR, le dosage a permis d’évaluer un pourcentage massique des phases par rapport au mélange
triphasique brushite / vatérite / apatite et n’a pas pris en compte la phase Ag;PO,. Pour étre en
mesure de comparer les deux méthodes, nous avons exprimé de la méme maniére le pourcentage
massique de brushite et d’apatite par rapport a ce mélange triphasique en prenant en compte la
teneur initiale en AgsPO, dans le matériau analysé (9,7 % m/m de sel, équivalent a 7,5 % m/m de Ag)
et sa dissolution au cours du temps. Les résultats sont présentés sur la Figure 3.15, comparés aux

résultats obtenus par spectroscopie FTIR.
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Figure 3.15 — Evolution de la composition relative de C-Ag(S) en brushite et en apatite au
cours du temps: comparaison de l'analyse par RMN du solide (couleur) et par
spectroscopie FTIR (gris) (§ 4.1.c).

La confrontation de ces données montre une analogie dans les résultats issus des deux
techniques d’analyses et méthodologies de traitement des données spectrales mises en ceuvre.
Comme nous I'avions mis en exergue sur un ciment C-REF (chapitre 2, § 2.3.d), I'analyse par RMN,
dont les spectres sont mieux définis, valide que la méthode de dosage mise au point par

spectroscopie FTIR est significative et ce méme en présence de phosphate d’argent.

4.3 Discussion

4.3.a  Mécanismes de réaction de prise

Dans cette étude, nous avons montré que lintroduction d’'un sel d’argent dans Ia
composition du ciment ne changeait pas le principe global de la réaction chimique impliquée dans la
prise et le durcissement du ciment : au cours de la prise, la brushite se dissout et réagit avec une
partie de la vatérite pour former une phase apatitique. Néanmoins une analyse semi-quantitative
plus fine par spectroscopie FTIR a mis en évidence de légeres différences dans la cinétique de la
réaction chimique de prise des ciments C-Ag(S), C-Ag(L) et C-REF. L’analyse complémentaire des
matériaux par RMN a d’autre part fait ressortir une différence d’environnement des phosphates de

I'apatite.

Influence de AgsPO, sur la réaction de prise

Dans le cas du ciment C-Ag(S) pour lequel I'orthophosphate d’argent Ag;PO, a été introduit

dans la phase solide du ciment, nous pouvons distinguer deux étapes : pendant les huit premiéres
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heures de la prise, la cinétique de formation de I'apatite suit parfaitement celle d’'un ciment C-REF
sans argent. Dans un second temps, la prise s’accélere et la réaction conduit a une quantité plus

importante d’apatite formée dans le ciment aprés 48 h de maturation.

Comme nous l'avons déja mentionné auparavant, AgsPO, a une solubilité tres faible. Il ne
jouera ainsi qu’un réle « spectateur » dans le processus de dissolution reprécipitation impliqué dans
la réaction de prise du ciment, ce qui explique qu’il n"ait pas d’effet significatif sur la cinétique de la
réaction chimique en début de prise ni méme sur la prise physique évaluée par les aiguilles de
Gillmore. Cependant, a mesure que I'apatite se forme, le milieu s’acidifie Iégerement selon I'équation

suivante :
(10-x) Caz* + (6-x) HPO42- + x CO32 + (2-x) H20 S Ca10x(P04)6-x(CO3)x(OH)2x + (8-2x) H* (R3.1)

Cette acidification se neutralise partiellement en dissolvant de la vatérite, libérant ainsi une
partie des carbonates sous forme de gaz carbonique. Mais elle pourrait également favoriser la
dissolution du phosphate d’argent et modifier les équilibres des ions dans le liquide interstitiel. Ainsi,
I’analyse spectrométrique par RMN MAS >'P a montré une diminution de la bande Ag;PO, pour
I’échantillon C-Ag(S)ss par rapport aux premiers temps de maturation > (Figure 3.13) et d’autre part
un déplacement de la bande de I'apatite (Figure 3.10), trés probablement d{ a I'introduction d’ions
Ag’ dans le réseau apatitique. Le phosphate d’argent passerait donc d’un réle de « spectateur » 3 un
role de réactif impliqué dans le processus de réaction de prise, a la fois en tant que source de
phosphates et d’ions Ag’. Ceci expliquerait une légére accélération de la cinétique en fin de prise et

une quantité d’apatite formée plus importante.

Influence de AgNO; sur la réaction de prise

Dans le ciment C-Ag(L) pour lequel I'argent est introduit sous forme d’une solution de nitrate
d’argent utilisée comme phase liquide du ciment, une phase de phosphate d’argent précipite de
maniére quasi instantanée deés le mélange des deux phases. Cette premiere réaction (R 3.2) induit
d’une part la dissolution d’une partie de la brushite — ce qui est en accord avec la décroissance plus
rapide de la bande a 525 cm™ par spectroscopie FTIR (Figure 3.11) — et d’autre par une acidification

du milieu selon I'’équation suivante :
3 AgNO3 + CaHPO, - 2H20 — AgsP0O4 + Ca(NO3)2 + HNO3z + 2 H20 (R3.2)

Etant donné que le nitrate de calcium Ca(NOs), est trés soluble dans 'eau (1,44.10° g.L™" &

25°C), leurs ions calcium sont plus enclins a participer a la formation de germes apatitiques que ceux

*Le ciment C-Ag(S),s n’a pas été analysé par RMN du solide, mais aurait potentiellement pu présenter un
résultat similaire s’il suivait ceux obtenus par spectroscopie FTIR.
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de la brushite ou de la vatérite seuls du ciment C-REF. Cette réaction correspond a I'équation

suivante :
(4-x) Ca(NOs3)2 + (6-x) CaHPO4 - 2H20 + x CaCO3 (R3.3)

— Ca1o.X(PO4)6.X (CO3)X(OH)2.X + 2.(4-X) HNOs; + (1 O-X) H,0

L'acidification du milieu peut aussi favoriser la dissolution des réactifs, particulierement en
jouant sur un équilibre acido-basique avec la vatérite (R 3.4), voire la brushite (R 3.5), ce qui conduit
a la régénération du nitrate de calcium initialement impliqué dans la précipitation de I’apatite. Etant
donné les nombreux macropores observés par MEB (Figure 3.9), on peut supposer que la vatérite est

majoritairement impliquée dans ce processus. Les équations chimiques correspondantes s’écrivent :
CaCO3 + 2 HNO3 — Ca(NO3)2 + COz(g) + H,0 (R3.4)
CaHPOs - 2H;0 + 2 HNO3 — Ca(NO3)2 + HPO42 + 2 H* + 2 H20 (R3.5)

A partir de ces équations, il apparait que Ca(NOs3), pourrait avoir un réle de catalyseur dans la
réaction chimique de prise du systeme étudié, comme décrit dans la Figure 3.16 ci-dessous, jusqu’a
la dissolution totale de la brushite, réactif limitant. Ceci expliquerait la précipitation plus rapide de

|’apatite, dans le cas du ciment C-Ag(L), observée par spectroscopie FTIR deés les premiers temps de

la prise.
4-x Ca(NO
4-x €Oy (NO;), N 6-x CaHPO, - 2H,0
4-x H,0 x CaCO,
4-x CaCO, Ca,,(PO,)6(CO5),(OH),_,
2.(4'X) HNO3 10-x HZO

\ )

Figure 3.16 — Représentation schématique du réle catalytique de Ca(NOs), dans la réaction
de précipitation de I'apatite au sein du ciment C-Ag(L).

4.3.b Taux d’insertion de I'argent dans l'apatite

En suivant I’hypothése que la totalité de I'argent issu de la dissolution partielle de AgsPO,
s’est inséré dans I'apatite, nous avons cherché a déterminer le taux d’argent de cette derniere.

Cependant, 'ensemble des analyses quantitatives ou semi-quantitatives conduisent a des grandeurs
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massiques, nous avons donc d( d’abord estimer la composition molaire du ciment avant de

guantifier I'argent dans I'apatite formée.

Estimation de la composition molaire du ciment C-Ag(S)

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, nous pouvons considérer que |'apatite
est carbonatée de la forme Cajp,(P0O.)sx(CO3)(OH),., avec 0 <x < 2. Il est cependant difficile d’en

déterminer la composition exacte. Sa masse molaire s’exprime donc comme une fonction de x :
My, (x) = 1004,6 — 92,0 x [g.mol™] (34)
L'enjeu est de déterminer la quantité de calcium du ciment mobilisée dans la phase apatitique

(ncaap) = (10 - x).nap). Or en premiére approximation I'expression ci-dessus peut étre factorisée par

le facteur stoechiométrique (10 - x) :
My, (x) = (10 —x) X 100,5 [g.mol”] (3.5)
L’erreur que nous commettons alors s’exprime selon la formule suivante :

Myp(x) = Map ()| 8,5 x (3.6)
M, () ©1004,6 — 92,0 x

erreur =

ce qui, pour x compris entre 0 et 2, revient a une erreur comprise entre 0 et 2 %, valeur faible qui
valide I'approximation. Le nombre de moles de calcium mobilisés dans la phase apatitique peut alors

s’exprimer de cette maniére :
nCa(Ap)(x) = (10 —x) X Nap (3.7)

— _ _Map _ Map _ Map
= (10 —x) X M) (10 — x) x W00 1005

Cette expression nous permet ainsi de nous affranchir du taux de carbonatation —
indéterminé — de I'apatite pour estimer la quantité de calcium ncqup) Mobilisée dans cette phase a
partir de la masse my, évaluée par spectroscopie FTIR. D’autre part, étant donné que la masse
molaire de la vatérite My est de 100,1 g.mol™, ce qui est peu différent de 100,5 g.mol™, nous pouvons
en déduire I'approximation suivante :

nCa(Ap) - Myyp & - Myp (3.8)
Nea) 100,5 my my

Le rapport molaire des ions calcium des deux phases — apatite et vatérite — est ainsi peu différent du

rapport massique de ces deux phases.

Nous avons déterminé par spectroscopie FTIR que le pourcentage massique d’apatite en fin

de prise était de 75 £ 2 % dans le mélange triphasique brushite — vatérite — apatite. D’autre part il a
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été mis en évidence par différentes techniques de caractérisation (diffraction RX, spectroscopies FTIR

et RMN *'P) que la brushite était entiérement consommée au cours de la réaction. Nous pouvons

L Nca(A .
ainsi supposer que n“—(p) =75 + 2%, nous ne commettons alors qu’une erreur comprise entre
Ca(tot)

0,1 % et 0,5 % pour x compris entre 0 et 2.

Estimation de la quantité d’argent insérée dans I'apatite

Dans le ciment C-Ag(S) étudié dans ce chapitre, la quantité d’argent initialement introduite
respecte un rapport Ag/Ca de 0,097 qui reste inchangé au cours de la prise. Or, par RMN du solide, il
apparait que l'aire de la bande correspondant a Ag;PO, diminue de 33 % pendant la réaction de
prise. Aucune phase autre que la brushite, la vatérite, I'apatite ou I'orthophosphate d’argent n’a été
détectée par les différentes techniques de caractérisation utilisées, a savoir la DRX, la RMN et la
spectroscopie FTIR. D’autre part, un léger déplacement de la bande correspondant aux PO, de
I'apatite a été observé par RMN >'P sur les échantillons contenant de I'argent. Il est donc probable
que l'argent issu de la dissolution de I'orthophosphate s’insére dans le réseau de I'apatite qui se
forme au cours de la prise. Sa structure est en outre connue pour pouvoir substituer une partie de
ces ions — dont l'argent — a la place des ions calcium [Hwang 2008; Rameshbabu 2007;

Vandecandelaere 2012].

Ce systeme nous amene alors aux trois équations suivantes :

Nca(tot) — 103 (3.9)
Nag(tot) ’
M=75 +29% (3.10)
nCa(tot) B
Nag(Ap) — 339 (3.11)
nAg(tot)

avec Neq(tor) = Nca(ap) T Ncaw) €t Nag(tor) = Nag(agspo,) T Nag(ap)- La résolution de ce systeme
conduit a un taux d’insertion de I'argent de |'apatite égal a 4,0 £ 0,1 %. Ce résultat est en bonne
adéquation avec une valeur maximale de 3-4 % d’argent inséré dans I'apatite sans mise en évidence

de phase secondaire [Rameshbabu 2007; Vandecandelaere 2012].
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5 Conclusions

De I'argent a été introduit dans le systeme CaCO; — CaP présenté dans le chapitre 2 dans

B8 |’argent a été introduit de deux

I'objectif de lui conférer des propriétés antibactériennes.
maniéres : soit par voie solide, sous forme d’un phosphate d’argent, AgsPO, (C-Ag(S)), soit par voie

liqguide, en remplagant I'eau par une solution de nitrate d’argent (C-Ag(L)).

Il a été mis en évidence que de I'orthophosphate d’argent précipitait des le mélange de la
phase liquide et de la phase solide du ciment C-Ag(L) ; les deux voies d’introduction conduisent ainsi,
en fin de réaction de prise, a un systéme apatite — vatérite — AgsPO,. Comme dans le ciment C-REF,

|’apatite formée est nanocristalline, analogue au minéral osseux.

Les caractéristiques et la répartition des particules d’argent ne sont pourtant pas les mémes
au sein des deux matériaux. Dans le cas du ciment C-Ag(S), la synthése du phosphate d’argent et
I’'homogénéisation des poudres sont des étapes déterminantes : la premiére détermine la taille des
particules, ajustable dans une certaine mesure, et la deuxieéme assure sa répartition homogene dans
la phase solide du ciment. Pour le ciment C-Ag(L) I’étape-clé vient ensuite : c’est celle du gachage, au
cours duquel les particules de AgsPQO,, tout juste précipitées, vont se répartir au sein de la pate. Leur
taille nanométrique est difficilement contrélable. L'introduction d’argent par voie solide permettrait,
a priori, une maitrise plus fine des caractéristiques du ciment, notamment en termes de distribution

de l'argent.

Une étude par spectroscopie FTIR a mis en évidence une cinétique de prise légérement plus
rapide dans les ciments chargés en argent que dans le ciment de référence C-REF. Le phosphate
d’argent, en milieu légérement acidifié par la précipitation d’apatite, semble se dissoudre
partiellement et prendre part a la réaction de prise dans les deux ciments. L'argent ainsi libéré
s’insérerait dans I'apatite, a une teneur estimée a 4 % atomique par rapport au calcium pour le

ciment C-Ag(S).

Le ciment C-Ag(L) montre les mémes caractéristiques quant a l’environnement des
phosphates ou la quantité de phosphate d’argent restant, analysés par RMN MAS *'P. Il présente
pourtant une cinétique de prise légérement plus rapide, encore, que le ciment C-Ag(S). Un modele
justifiant ce phénomene a été proposé : le nitrate de calcium, formé lors de la précipitation du
phosphate d’argent pourrait agir comme un catalyseur du processus de dissolution de la vatérite et

de précipitation d’apatite impliqué lors de la prise du ciment.

Enfin, I'analyse par RMN nous a permis de valider que la méthode de dosage mise au point

par spectroscopie FTIR est robuste et ce méme en présence de phosphate d’argent.

* Ces aspects biologiques seront abordés dans le chapitre 5.
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Les ciments CaCO; - CaP développés dans les chapitres 2 et 3, chargés ou non en argent,
présentent de nombreux avantages liés d’une part aux propriétés particulierement intéressantes des
phosphates et carbonates de calcium pour une application biomédicale et d’autre part a I'enjeu de
conférer des propriétés antibactériennes au matériau. ®”' Pourquoi introduire un polysaccharide
dans cette matrice minérale ? Si les biomatériaux composites inorganique-organique sont au cceur
de nombreuses études, c’est pour de multiples raisons. Dans les ciments phosphocalciques,
I’addition d’un polymere peut ainsi permettre de conférer une certaine cohésion au matériau et
d’éviter le délitement de la pate cimentaire ou la fragmentation en particules — potentiellement
phlogogenes — du ciment durci dans le site de I'implantation [Combes 2013]. Cette modification de la
cohésion et un changement de comportement rhéologique vont par ailleurs jouer sur I'injectabilité
de la pate, propriété incontournable du ciment pour une application en chirurgie mini-invasive. Ces
aspects seront développés dans le troisieme paragraphe. Le polymere par ses propriétés intrinséques
et l'impact qu’il va avoir sur la microstructure du ciment composite aura également des
conséquences sur les propriétés mécaniques du matériau, spécificité qui sera présentée ensuite.
Enfin, son effet sur la réaction de prise tant d’'un point de vue chimique que physique sera exposé et

discuté.

Un autre aspect de I'étude était la possible utilisation du polysaccharide pour controler d’une
part la dégradation du ciment et assurer ainsi une meilleure résorbabilité, et d’autre part la libération
de l'argent, agent antibactérien choisi dans ce projet. L'idée était ainsi une formulation du
polysaccharide sous forme de microspheres chargées en argent qui seraient introduites dans la
matrice minérale du ciment (Figure 4.1). Apres implantation, au contact des fluides biologiques, la
dégradation plus rapide du polysaccharide par rapport a la phase minérale conduirait a la formation
d’une porosité interconnectée favorisant le remodelage osseux et contrblerait de maniere conjointe

la libération de I'agent antibactérien [Girod Fullana 2010].

¥ Cet aspect sera développé plus particulierement dans le chapitre 5.
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Figure 4.1 — Schéma de principe du composite a élaborer et de son évolution une fois
implanté

1 Choix d’un polysaccharide : la CMC

Les polysaccharides sont des polymeres constitués d’un enchainement covalent d’oses — ou
monosaccharides — qui sont les plus petites unités de la famille des glucides. ®® D’excellentes
propriétés telles que leur non toxicité, leur hydrophilie, une certaine stabilité vis a vis de variations
de pH et la diversité de leurs structures chimiques en ont fait matériaux de choix dans le domaine
biomédical [Barbosa 2005]. Les plus répandus en ingénierie tissulaire comptent parmi eux les
alginates [Rowley 1999], le chitosane [Francis Suh 2000], les celluloses [Miiller 2006] ou encore

I"acide hyaluronique [Solchaga 1999] et leurs dérivés.

Dans le cadre du projet ANR BIOSINJECT, cing polysaccharides, tous disponibles a un grade
pharmaceutique, avaient été préalablement sélectionnés : le chitosane, le carraghénane A, deux
dérivés de la cellulose — I’'hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) et la carboxyméthylcellulose (CMC) —
et I'acide hyaluronique (AH). Une étude préliminaire prenant en compte divers aspects tels que la
faisabilité de leur mise en forme de microsphéres par atomisation-séchage, I'impact de ces
polysaccharides sur différentes propriétés physico-chimiques du ciment CaCO; — CaP ou encore leur
co(t nous ont conduit a focaliser notre étude sur la CMC. Ce chapitre s’attache donc a présenter le

systeme CaCO; — CaP — CMC et ses propriétés physico-chimiques.
1.1 La carboxyméthylcellulose (CMC)

1.1.a Données générales

La carboxyméthylcellulose (CMC) est un polysaccharide anionique dérivé de la cellulose, dont

une partie des groupements hydroxyles a été substitué par des groupements carboxyméthyle (Figure

38 . , . , .
Anciennement nommés hydrates de carbone, les glucides sont des composés organiques de formule
générale C,(H,0),.
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4.2). Il est ainsi caractérisé par un degré de substitution (DS) correspondant au nombre de
groupements hydroxyle substitués par anhydroglucose, unité monomere de la cellulose. Le DS est en

conséquence compris entre 0 et 3, la limite haute étant expérimentalement non réalisable.

OR

OR OH

Figure 4.2 — Structure chimique de la carboxyméthylcellulose (CMC) : sur 'ensemble des
chaines, le monosaccharide contient en moyenne (1-DS) groupements hydroxyle et DS
groupements carboxyméthyle.

La CMC est un polymere hydrophile soluble dans I'eau largement utilisé dans les industries
cosmétiques, alimentaires et pharmaceutiques a la fois en tant que stabilisant d’émulsion (mousses
et lotions cosmétiques), épaississant (adhésifs, cremes, gelées pharmaceutiques), liant (encres,
revétements) ou agent favorisant la rétention de I'eau (viande, shampoings), cette liste n’étant pas
exhaustive [Hercules Inc. 1999]. Il a été remarqué qu’un DS de 0,9 ou 1,2 conduisait généralement a
un comportement rhéofluidifiant de la CMC, alors qu’il serait plut6t thixotropique pour un DS de 0,7.
Cette thixotropie est notamment utilisée dans les pates de dentifrice dans lesquelles une bonne
stabilité du gel est requise au repos, mais ol la chute de viscosité au niveau de la paroi facilite
I’écoulement et I'extrusion de la pate du tube lorsqu’une certaine force est appliquée [Ashland Inc.

2010].

1.1.a Poudre de CMC

Une grande partie des ciments composites qui seront présentés dans ce chapitre ont été

~on - "4 _ T

élaborés en introduisant la CMC directement sous
forme de poudre dans la phase solide du ciment
(§2.1). La poudre utilisée, de nom commercial
« blanose ® » (Ashland, Aqualon ®) est de type
7HAXF-PH. Le polymere choisi est donc, comme
I'indique cette référence, de grade alimentaire (F) et

pharmaceutique (-PH), avec un DS de 0,7 et une

haute viscosité en solution (H4) [Ashland Inc. 2010]. Figure 4.3 — Micrographie MEB de poudre

Sa masse volumique apparente est de 0,75 g.cm™> ¥ commerciale de CMC.

¥ Cette grandeur ne donne donc pas la densité réelle du polymere sous forme de poudre compte tenu de I'air
interstitiel.
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et sa densité réelle de l'ordre de 1,5-1,6 [Brenntag Canada Inc. 2010]. La micrographie MEB
présentée sur la Figure 4.3 montre une poudre constituée de particules de taille micrométrique et de

morphologie irréguliere et fibrillaire.

1.1.b  Mise en forme de microspheres

Comme présenté dans lintroduction de ce chapitre, un des objectifs du projet était
d’incorporer I'argent, agent antibactérien, dans des microsphéres de polysaccharide dans le but de
contrébler sa libération une fois ces derniéeres incluses dans le ciment d’une part, via la dégradation

des microspheres et d’autre part, via celle du ciment.

Des microsphéeres de CMC ont ainsi été préparées au sein du CIRIMAT notamment par le
post-doctorant, Mohamed Fatnassi, recruté pour la premiéere année de ce projet ANR puis par Fabien
Brouillet et Sophie Girod Fullana tout au long de ce projet. Elles ont été élaborées par atomisation-
séchage (atomiseur-sécheur BUCHI B290 équipé d’une buse avec une ouverture de diameétre
0,7 mm). Cette technique présente I'avantage de permettre la mise en forme de particules quasi
sphériques, en conservant la composition et la qualité du produit grace a un traitement thermique
réduit. C'est d’autre part un procédé continu et une opération de séchage simple et rapide qui peut

étre facilement mis en place a une échelle industrielle.

Les microsphéres ont été réalisées a partir d’une solution contenant la CMC et, dans la
plupart des cas, du nitrate d’argent (AgNO; Alfa Aesar 99.9+%). La température d’entrée a varié de
100°C a 150°C au cours de la préparation des microsphéres. L'optimisation du procédé
d’élaboration de ces microsphéres a été réalisée au cours de la premiére année (2010-2011) du

projet ANR BIOSINJECT par le chercheur post-doctorant, Mohamed Fatnassi.

La micrographie MEB de la Figure 4.4.a présente des microparticules sphériques et lisses.
Une analyse par granulométrie met en évidence une certaine dispersion de leurs tailles, allant de
guelques micrometres a quelques dizaines de micromeétres, avec un diametre médian ds, de

25 pum. 140l

*® Le diamétre médian dso de la distribution est défini tel que 50 % v/v des particules soient de taille inférieure
a ce diameétre et 50 % v/v de taille supérieure.
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(b)

dsp =25 um

Volume (%)

Taille (um)
Figure 4.4 — (a) Micrographie MEB et (b)granulométrie des microspheres de CMC
élaborées par atomisation-séchage.
Avec un rendement de I'ordre de 50 %, les microsphéres chargées en argent —dosé par
absorption atomique — présentent un taux d’encapsulation élevé, de 'ordre de 74% et contiennent

9,3 % m/m d’argent.

1.2 La CMC comme additif dans les ciments : état de I’art

Diverses études ont été menées sur I'ajout de CMC dans un ciment de type Portland — liant
hydraulique du béton. Il a été noté que cet additif conduisait notamment a un retard de la prise, une
légere augmentation de la résistance en compression et de la ténacité, une sensibilité moindre a
I'acide et a I'eau d’oU une meilleure résistance a la corrosion et une diminution de la porosité du

matériau [Mishra 2003; Farooque 2010].

Dans le domaine des ciments biomédicaux, peu d’études rendent compte de |'utilisation de
la CMC comme additif. Le polysaccharide est cité dans la composition de la phase liquide d’un ciment
ao-TCP dans une étude de Akashi et coll. [Akashi 2001]. Alves et coll. ont étudié I'effet de son
introduction sous forme pulvérulente dans la phase solide d’un ciment similaire, a une concentration
de 0,4 a 6,4 % m/m. Outre une meilleure cohésion et malléabilité de la pate, la CMC a permis, méme
a de faibles concentrations, d’améliorer nettement l'injectabilité de la pate grace a son effet
lubrifiant [Alves 2008]. Kobayashi et coll. ont également mené une étude in vivo sur le ciment
BoneSource ® — a base de TTCP et de DCPA — associé a de la CMC pour faciliter son injection. De bons
résultats ont été observés en terme d’ostéoconductivité, biocompatibilité et résistance a la
compression mais le réle particulier de la CMC dans ces propriétés n’a pas été déterminé [Kobayashi

2009].
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Enfin, récemment, Park et coll. ont utilisé I'association d’un gel de CMC et d’un ciment
apatitique a base de phosphate de calcium amorphe (ETEX ®) dans le but d’y introduire des cellules
souches mésenchymateuses : dans cette étude la CMC avait un réle de protection de ces cellules vis

a vis d’une certaine cytotoxicité de la pate du ciment avant prise [Park 2011].

Ces études confirment donc la pertinence de l'introduction de CMC en phase solide ou
liquide pour compenser certains défauts des ciments phosphocalciques, comme leurs mauvaises
cohésion, malléabilité ou injectabilité, tout en préservant leur activité biologique. A notre
connaissance, aucune étude ne mentionne |'utilisation de microspheres de CMC comme additifs dans

des ciments.

2 Ciments composites : préparation et faisabilité

2.1 Elaboration des ciments composites

Les ciments composites ont été élaborés de maniere similaire aux ciments précédemment
décrits (chapitre 2, §2.12.1) : la partie minérale de la phase solide a été réalisée a partir d’'un
mélange équimassique de brushite CaHPO, - 2H,0 et de vatérite CaCO;. A ce mélange de poudre a
alors été ajouté le polysaccharide, introduit soit sous forme de microspheres élaborées par
atomisation-séchage, soit directement sous forme de poudre commerciale. Dans la suite du
manuscrit, nous utiliserons respectivement les préfixes « i » et « p » pour désigner ces deux types de
ciments composites. La phase solide du ciment constituée de ce mélange de poudres réactives
minérales et organique a alors été homogénéisée a la spatule puis au pilon dans un mortier en
céramique. ! La phase liquide — de I'eau désionisée — a été ajoutée au mélange au temps to. Aprés
gachage, la pate a été mise en forme selon les besoins de I'essai a réaliser puis placée en atmospheére

humide dans une étuve a 37 °C.

Notons que I'ajout d’un polysaccharide dans la phase solide nous a amené a augmenter le
rapport L/ S a une valeur de 0,70 — au lieu de 0,55 pour les ciments C-REF et C-Ag(S) présentés dans
les chapitres 2 et 3 — afin d’assurer la cohésion, 'lhomogénéité et la malléabilité de la pate. Les
qguantités de réactifs nécessaires a |'élaboration des composites étudiés sont reportés dans le

Tableau 4.1.

* Dans le cas des U-composites, un soin particulier a été apporté pour ne pas dégrader les microspheéres de
polymere lors de cette étape.
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La nomenclature utilisée pour désigner les différents échantillons est la suivante : C-XpCMC
pour les composites réalisés a base de poudre de CMC (p-composites) et C-XuCMC pour ceux
contenant des microspheéres (u-composites), X désignant le pourcentage massique de CMC introduit
dans la phase solide du ciment (X € [2,50]). Il est a noter que les p-composites contiennent donc de

I'argent.

Nous avons pu remarquer dés le début du gachage que la pate change totalement de
texture : rappelons que le ciment C-REF présentait un comportement rhéofluidifiant. En d’autres
termes, la pate, au fur et a mesure ou elle était travaillée — et subissait donc un cisaillement plus
important — se fluidifiait et finissait méme par « suinter » et avoir un aspect « mouillé » en surface,
attribuable a un phénoméne de synérése. Avec I'ajout de la CMC —déja a 2%, encore plus a
10 % m/m dans la phase solide — la pate est devenue rapidement tres malléable, presque élastique,
d’une texture proche de celle de la pate a modeler. Notons que pour les ciments composites les plus
chargés en CMC —a 30 % et 50 % m/m —, le gachage et la mise en forme de la pate ont été moins

aisés a cause d’un aspect beaucoup plus « collant » du matériau.

Un ciment de référence, de méme composition de phase solide que le ciment C-REF

(mg = my) mais avec un rapport L /S de 0,70 (au lieu de 0,55) a été réalisé : il sera noté C-REF’.

Phase solide e Phasg l.iqu.i d,e
Brushite Vatérite (eau désionisée)
(p ou )
C-REF’ 0,50 0,50 - 0,70
C-2pCMC 0,49 0,49 0,02 0,70
C-10pCMC 0,45 0,45 0,10 0,70
C-20pCMC 0,40 0,40 0,20 0,70
C-30pCMC 0,35 0,35 0,30 0,70
C-50pCMC 0,25 0,25 0,50 0,70
C-2pCMC 0,49 0,49 0,02 0,70
C-10uCMC 0,45 0,45 0,10 0,70

Tableau 4.1 — Ciments composites et réactifs engagés dans leur élaboration. Les quantités
sont exprimées en fractions massiques, I'unité est la masse totale de phase solide.
(ms=1;L/S=m/ms=0,70)

Jusqu’a une teneur d’au moins 50 % m/m de CMC, aprés quelques heures a I'étuve a 37°C

dans une atmosphere saturée en eau, le ciment a pris et durci. 42111 semble donc que l'introduction

d’un polysaccharide, méme en assez grande quantité, n’empéche pas la réaction de prise.

2 apparalt méme, lorsque les échantillons doivent étre réduits en poudre pour différentes analyses, que les
ciments sont d’autant plus difficile a casser et a broyer qu’ils contiennent une quantité importante de
polysaccharide.
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2.2 Caractérisation des ciments pris

Une premiére étape dans I'élaboration de ciments composites est d’étudier les
conséquences de l'ajout de la CMC sur leur composition et leur microstructure. Il s’agit de
déterminer d’une part la maniere dont le polysaccharide s’agence et interagit avec la matrice
minérale, et d’autre part I'impact qu’il a sur celle-ci afin de vérifier que ses propriétés physico-

chimiques les plus remarquables ne sont pas altérées par I'additif organique.

2.2.a Composition des ciments

Une analyse par DRX a été réalisée sur les différents ciments composites élaborés. La Figure
4.5 présente les résultats obtenus pour les ciments C-2pCMC a C-50pCMC aprés 48 h de prise,
comparés au ciment C-REF’. Les diffractogrammes de RX sont trés similaires pour tous les matériaux :
seules de la vatérite et de I'apatite nanocristalline analogue au minéral osseux formée au cours de la
prise ont pu étre identifiées. La brushite, entierement consommée, n’apparait pas sur le diagramme.
Ainsi jusqu’a au moins 50 % m/m de poudre de CMC dans la phase solide, la phase organique
n’empéche pas la réaction de prise de la phase minérale et ne semble pas en modifier le processus
global de dissolution —reprécipitation. Cependant, nous constatons une diminution de l'aire de
I’ensemble des raies, notamment de celles de I'apatite par rapport a celles de la vatérite suivant la
quantité de CMC introduite (raies a 30,1° (Ap), 29,0° (V) et 31,6° (V) et sur la raie trés large autour de
37,3° (Ap)). D’une part, l'introduction du polysaccharide diminue la proportion de phase minérale
apparaissant sur le diffractogramme RX. Mais il semble par ailleurs que I'état de cristallinité de
I'apatite formée dans les composites soit d’autant plus faible que la quantité de polymere introduite
est grande. Cependant, une analyse plus fine serait nécessaire pour confirmer cette hypothése étant

donné la faible intensité de ses raies sur ces diagrammes de résolution insuffisante.

Des résultats équivalents ont été observés pour les p-composites, **! il apparait donc que
quelle que soit la teneur de CMC introduite dans la phase solide — entre 2 % et 50 % m/m — et sa
forme — poudre ou microspheres — le ciment composite fait prise et une apatite nanocristalline
analogue au minéral osseux est formée. Le processus de dissolution — reprécipitation est tres proche
de celui d’un ciment de référence, 'apatite présentant toutefois possiblement des caractéristiques

légerement différentes.

43 . , ; .
Les diagrammes ne sont pas présentés dans ce manuscrit.
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Figure 4.5 — Diffractogrammes de RX d’un ciment de référence (C-REF’) et de ciments
composites contenant 2% a 50 % m/m de CMC dans leur phase solide aprés 48 h de
maturation a 37 °C (Ap = apatite ; V = vatérite).

2.2.b Caractérisation des composites par spectroscopie FTIR

Contrairement a I'analyse DRX ol le polymére, amorphe, a tres peu d’influence sur le signal
des phases minérales, la vibration des multiples liaisons chimiques du polysaccharide peut
sensiblement complexifier les spectres FTIR des ciments. Or, dans les chapitres 2 et 3, un suivi de la
cinétique de prise des différents ciments C-REF, C-Ag(S) et C-Ag(L) avait été réalisé par cette
technique en décomposant les bandes dans le domaine spectral 840 - 450 cm™, domaine spectral
permettant d’évaluer la composition de la phase minérale en brushite, vatérite et apatite de maniére
semi-quantitative. Ainsi, outre un éventuel complément d’information sur les phases présentes et la
variation de composition finale de la phase minérale entre le ciment C-REF’ et les ciments
composites, la caractérisation FTIR des ciments composites apres réaction de prise avait pour but de
déterminer dans quelle mesure le polysaccharide allait affecter le spectre dans ce domaine spectral
d’intérét.

La Figure 4.6 montre le spectre de la CMC entre 850 cm™ et 450 cm™. Il apparait sur ce
spectre que ce polysaccharide présente des bandes de vibration larges et peu définies — dues aux
déformations des chaines et des cycles — conduisant a une absorbance non nulle mais quasi

constante entre 720 cm™ et 450 cm™.
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Figure 4.6 — Spectre FTIR de la CMC sous forme de poudre dans le domaine spectral
850 - 450 cm ™.

La Figure 4.7 présente les spectres obtenus pour les ciments composites contenant
différentes teneurs en CMC. Les spectres de C-2pCMC et C-10pCMC sont comparables a celui de
C-REF’ et présentent les bandes caractéristiques (phosphates apatitiques et carbonates de la
vatérite) d’un ciment dont la réaction chimique de prise est terminée. La présence de CMC ne semble
induire qu’un trés léger élargissement du pied de la bande des phosphates pour C-10pCMC. Les
spectres des ciments composites contenant 20 % ou plus de CMC, eux, sont nettement affectés par
les bandes de vibration du polymeére. Il semble donc, a priori, qu’une étude cinétique de la formation

d’apatite ne soit envisageable que sur les compositions C-2pCMC et C-10pCMC (cf. § 5.1).

apatite

CMC

CMC

\ vatérite

C-50pCMC
C-30pCMC
C-20pCMC

C-REF'
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Figure 4.7 — Spectres FTIR de ciments composites contenant 2 % a 50 % m/m de CMC sous
forme de poudre dans leur phase solide aprés 48 h de maturation, comparés au ciment
C-REF".
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2.2.c  Influence de la CMC sur la microstructure du ciment

Observation des p-composites

La Figure 4.8 présente des micrographies des ciments C-2pCMC et C-10pCMC apres 1 h de
maturation, alors que la réaction chimique de prise n’est pas encore totalement terminée. Il apparait
sur ces images que, d’un point de vue de la microstructure, le ciment composite C-2pCMC présente
trés peu de différences avec un ciment C-REF’ : des restes de plaquettes de brushite partiellement
dissoutes ainsi que des particules de vatérite sont encore visibles. L'ensemble de ces particules sont
reliées entre elles par une phase importante présentant un aspect légerement rugueux, similaire a ce

qui a pu étre observé sur un ciment C-REF (cf. Figure 2.38), correspondant donc a de 'apatite.

Tres peu de traces de polysaccharides ont été observées sur I'ensemble des micrographies
des composites C-2pCMC. Sur les deux images présentées, seul un petit filament apparaissant en
arriere-plan de la micrographie a plus fort grossissement (Figure 4.8.b, fleche orange) a été identifié
de maniere certaine comme appartenant a la partie organique du composé. Ceci laisse penser que la
CMC s’est majoritairement solubilisée dans la phase liquide et est probablement intimement liée a la
phase apatitique formée en cours de réaction; I'eau a en effet été retirée des ciments par

lyophilisation sans pourtant induire de reprécipitation visible du polymere.

Sur les micrographies du composite C-10pCMC (Figure 4.8.c&d), la présence du
polysaccharide est manifeste : elle apparait parfois sous forme d’un voile comme froissé (Figure
4.8.c, zone orange), mais le plus souvent comme si les particules minérales étaient recouvertes d’un
film lisse formant parfois des feuillets, reliant toujours les particules entre elles (Figure 4.8.d, zone

orange).

Il avait été mis en évidence dans les ciments ne contenant pas de polysaccharide que du CO,
se formait au cours de la prise conduisant a la formation de bulles de taille micrométriques (de
quelques dizaines a quelques centaines de microns) dont les empreintes visibles par MEB étaient
particulierement sphériques (chapitre 2 - Figure 2.19). Il apparait sur la Figure 4.9 que l'introduction
de polysaccharide dans la matrice modifie a la fois la quantité, la taille et la morphologie de ces
bulles. Dans le composite C-2pCMC (Figure 4.9, a gauche), des empreintes de sphéres légerement
déformées de quelques microns a quelques dizaines de microns ont été observées de maniére plus
ponctuelle que dans un ciment C-REF. Lorsque I'on augmente la quantité de polysaccharide, la
morphologie sphérique est totalement perdue et laisse plutdt place a des crevasses de taille et de
forme irréguliére, zone d’observation privilégiée du polymére. Ce phénomene est particulierement
visible sur la micrographie du ciment C-30pCMC (Figure 4.9, a droite), ou le polysaccharide forme

comme un nappage lisse autour de ces macroporosités. En effet, la réaction de dissolution des
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Figure 4.8 — Micrographies MEB des ciments C-2pCMC (a et b) et C-10pCMC (c et d) apres
1 h de maturation (zones délimitée en bleu et notées B : brushite ; zones délimitées en
vert et notées V : vatérite ; zones et fleches délimitées en orange : présence de CMC).

Figure 4.9 — Micrographies MEB des ciments composites totalement pris C-2pCMC (x1000,
a gauche) et C-30pCMC (x500, a droite).

réactifs minéraux et de précipitation de I'apatite est stoppée a l'interface entre la zone de gaz et le
fluide contenant les particules. Sans aucune source d’ions pour permettre la précipitation de I'apatite
du coté de la phase gazeuse, la CMC reste donc pure de toute phase minérale d’ou cet aspect lisse. Il
est en outre probable qu’elle se place préférentiellement a I'interface gaz-liquide. En revanche, au

sein de la pate méme, elle sera trés probablement intriquée dans la matrice minérale, en particulier
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dans la phase apatitique qui aura pu germer et croitre a sa surface étant donné les possibles

intéractions ioniques entre les groupements carboxyliques et le calcium.

Observation des p-composites

Plusieurs ciments composites ol le polysaccharide avait été initialement introduit dans la
phase solide du ciment sous forme de microsphéres ont été observés par MEB. Dans aucun des
échantillons analysés le polymére n’a pu étre observé sous cette forme initiale. Les résultats se sont
avérés similaires a ceux obtenus pour les p-composites. La Figure 4.10 montre ainsi sur un ciment
C-10uCMC, apres 24 h de maturation, que les particules de brushite et de vatérite semblent reliées
entre elles par une phase composite CMC/ apatite présentant un aspect minéral rugueux et
guelques filaments caractéristiques du polymere. La CMC jouerait encore ici un réle de liant entre les
particules et un éventuel support de minéralisation.

-

C-10uCMC

Figure 4.10 — Micrographies de ciments composites C-10uCMC apres 24 h de maturation
(x 5000).

Il apparait ainsi d’aprés ces observations que les microsphéeres se dégradent au cours de

I’élaboration et de la prise du ciment : la CMC, hydrophile,
est reconnue pour sa grande capacité a absorber I'eau. La
micrographie de la Figure 4.11 atteste de la déstructuration
rapide des microsphéres en présence d’eau (ici quelques
gouttes), qui conduit rapidement a leur agglomération et la

dénaturation de leur morphologie sphérique. Figure 4.11 - Micrographie MEB de
microsphéres de CMC agglomérées par

quelques gouttes d’eau (x50).
De maniére a minimiser le contact direct des microspheéres avec I'eau, nous avons modifié le
protocole d’élaboration des ciments composites en introduisant les microsphéres non pas dans la

phase solide — voie la plus facile a mettre en ceuvre d’un point de vue industriel — mais juste apres le

gachage et I’'homogénéisation de la pate de ciment (correspondant donc a une composition initiale
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d’un ciment C-REF’). Le ciment composite ainsi élaboré sera noté C-10uCMC’; il a été lyophilisé
immédiatement et observé par MEB. La microstructure observée (Figure 4.12) s’est avérée
équivalente a celle d’'un ciment composite C-10uCMC élaboré par la voie classique : les microsphéres
étaient de la méme maniere dégradées et la CMC apparaissait plutdot comme un liant entre les

particules.

] =TT N T -
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)

Figure 4.12 — Micrographie MEB d’un ciment C-10uCMC’ dont les microsphéres ont été
introduites a posteriori dans la pate et non au préalable dans la phase solide du ciment
(grossissement x1000).

Il apparait ainsi difficile d’introduire de la CMC a I’état de microsphere sans en altérer la
forme. Il semble que les principales différences entre les p-composites et les p-composites résident
dans la différence de granulométrie initiale du polysaccharide —de quelques microns pour les
microspheres a quelques dizaines de microns pour la poudre — et dans sa densité, supérieure pour
les microsphéeres. Ceci peut entrainer une différence d’homogénéité et de répartition dans un
mélange plus ou moins intime avec la phase minérale. En effet, les zones de polysaccharide mises en

évidence dans le ciment C-10pCMC (Figure 4.8) ont été tres peu observées dans le ciment C-10uCMC.

Une étude de renforcement des microspheres, en associant un deuxiéme polymére
permettant d’augmenter sa stabilité a la réhydratation serait nécessaire. Cette étude n’ayant pu étre
réalisée dans le cadre de ces trois ans these, la stratégie d’introduction du polysaccharide sous forme
de microsphéres a été temporairement mise entre parenthése et I'ensemble de ce chapitre se
concentrera principalement sur les propriétés des ciments p-composites. Quelques résultats obtenus
sur les p-composites y seront néanmoins associés dans la mesure ou ils peuvent apporter un
éclairage complémentaire sur le réle du polysaccharide dans les propriétés physico-chimiques des
ciments composites a la fois a I’état de pate au tout début du processus et a I'état solide aprés prise

et durcissement.
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2.2.d Influence de la CMC sur la porosité du ciment

La porosité des ciments composites a été évaluée par porosimétrie a mercure
(cf. Annexe 2.8) sur le ciment C-REF’ et les ciments p-composites et p-composites. Les résultats
présentés dans le Tableau 4.2 mettent en évidence un role prépondérant de la CMC sur la porosité
des ciments : alors que le ciment C-REF’ présente une porosité de I'ordre de 88 % celle-ci chute
jusqu’a une valeur de 24 % pour C-50pCMC. La porosité de ces ciments est principalement

nanométrique, avec un diameétre moyen des pores qui semble augmenter avec la teneur en

polymeére.

Porosité Diamét(;'e

moyen des

(% v/v) por}és (nm)
C-REF 88 13
C-2pCMC 88 15
C-10pCMC 66 22
C-20pCMC 55 51
C-30pCMC 59 48
C-50pCMC 24 15
C-2uCMcC 68 16
C-10uCMC 77 21

Tableau 4.2 — Porosité et taille moyenne des pores dans les ciments C-REF’, p-composites
et p-composites.
Cette diminution de la porosité peut d’une part étre due a une quantité relative de phase
minérale — et donc de vatérite — moindre, et par conséquent de CO, dégagé et d’autre part a une

perte de la nanoporosité, obstruée par le polymeére.

3 Injectabilité

Il a été initialement établi que I'un des intéréts majeurs des ciments en tant que substituts
osseux est de se présenter sous forme d’une pate : ceci permet a la fois de donner au substitut une
forme parfaitement adaptée au site d’implantation — ce qui reléve d’une notion de malléabilité — et
d’utiliser une chirurgie qualifiée de « mini-invasive » en implantant le matériau a I'aide d’un dispositif
muni d’un trocart et/ou d’une canule, limitant la taille des incisions et ainsi le traumatisme
opératoire chez le patient. Pour ce faire, le ciment doit donc pouvoir étre extrudé manuellement

facilement a 'aide de ce type de systéme : ceci releve d’une notion d’injectabilité.

Dans cette partie de I'étude, nous discuterons de cette notion d’injectabilité et de sa
définition. Aprés avoir présenté le protocole expérimental utilisé dans ce projet, nous exposerons les

résultats de I'étude du ciment de référence C-REF’ et les problématiques associées, puis ceux des
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ciments composites. L'influence de la teneur en CMC et de sa forme — poudre ou microspheres — sera
ensuite discutée. Nous nous attacherons alors a déterminer le réle du polymere lors de I’extrusion de

la pate.
3.1 Etat de I’art bibliographique

Définition

La notion d’injectabilité des ciments n’a pas fait I'objet d’un accord dans la communauté
scientifique et varie selon les études. Alors que les résultats les plus couramment relevés dans la
littérature expriment un pourcentage de masse de pdte extrudée pour une seringue donnée
[Khairoun 1998; Chen 2010], Nilsson et coll. cherchent, a différents temps, le plus petit trocart qui
permet I'extrusion de la pate [Nilsson 2008]. Leroux et coll. définissent une pression d’injection
mesurée entre le corps de la seringue et I'aiguille alors que looss et coll. mesurent le « travail

d’injectabilité » en utilisant un analyseur de texture [Leroux 1999; looss 2001].

Dans cette étude, nous considérerons qu’un ciment est injectable si, 5 minutes aprés le
mélange de la phase liquide avec la phase solide, la pate peut étre extrudée par 'application d’'une
force inférieure a 120 N — force a appliquer jugée comme la limite pour un chirurgien — tout en
restant homogene. L'absence de séparation des phases pendant I'extrusion est ainsi également

importante a prendre en compte [Bohner 2010].

Aussi, si la plupart des études expriment I'injectabilité en un unique point par matériau, nous
présenterons ici I'évolution de la charge appliquée pour déplacer le piston de la seringue — profil
d’injectabilité que I'on peut retrouver dans les travaux de Gauthier, Gbureck et coll. ou Tadier

[Gauthier 2003; Gbureck 2004; Tadier 2009].

Phénomeéne de séparation des phases : stratégies employées

La séparation des phases solide et liquide constituant la pate reste, d’apres la littérature, le
principal obstacle conduisant a une mauvaise injectabilité des ciments phosphocalciques [Habib

2010].

Bohner et coll. ont exprimé de maniere théorique les lois déterminant I'injectabilité des
pates de phosphate de calcium [Bohner 2005a] et deux principales stratégies se dessinent pour

améliorer cette injectabilité :
(1) la diminution de la taille des particules en suspension dans la pate

(2) Faugmentation de I'écart entre le rapport L/S et la limite plastique, définie comme le

rapport L/S minimum nécessaire pour former une pate assez cohésive.
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La premiére stratégie implique de jouer sur les parameétres de synthése des réactifs ou
d’ajouter une étape de broyage sur les poudres, plus adaptée dans le cas du ciment CaP - CaCO;

[Tadier 2009].

La deuxieme stratégie peut étre mise en place par le biais de certainement plus de leviers. Il
est bien sr possible d’augmenter dans une certaine mesure le rapport L/S, bien que cela puisse avoir
des conséquences non négligeables sur d’autres propriétés du ciment telles que son temps de prise,
sa porosité ou ses propriétés mécaniques. La limite plastique peut étre abaissée de différentes
manieres, par exemple en jouant sur la forme des particules et leur surface, en privilégiant des
particules sphériques et lisses [Andrianjatovo 1996]. Différents additifs ayant une influence sur les
interactions interparticulaires ont également été étudiés. lls peuvent pendre une forme ionique, en
solution, ou la forme d’un polymére. En solution, citons notamment |'acide citrique, dont I'effet
semble dépendre de la composition du ciment: alors qu’il a montré une amélioration de
I'injectabilité sur un ciment a-TCP — HA jusqu’a une concentration de 1,5 % (m/m) dans une solution
de Na,HPO, [Sarda 2002], I'effet inverse a été mis en évidence sur un ciment ACP — DCPD [Wang
2006].

Addition d’un polymere

Le diagramme de la Figure 4.13 témoigne de l'influence du rapport L/S d’'une part et de la
teneur en polymere — un copolymere acrylique — d’autre part sur la consistance d’un ciment de
construction de type Portland [Lombois-Burger 2006]. Ainsi, pour une quantité de polymére donnée,
lorsque le rapport L/S est faible, on se trouve dans une zone de faible cohésion. Le systéme se trouve
a I'état de poudre ou d’une pate non cohésive. Lorsque I'on augmente le rapport L/S, la pate acquiert
une certaine cohésion : d’abord dans un état de pdte dure, dont la rupture en traction est de type
fragile, puis de pdte molle, dont la fracture a un caractére ductile. Si 'on augmente encore la
proportion de liquide, le systéeme trouve I'aspect d’'une creme. Or, les deux seuls régimes réellement

adaptés a un dispositif d’extrusion sont les états de pate dure et de pate molle.

Les valeurs limites de ces différentes zones ne sont certes pas extrapolables a tous les
ciments phosphocalciques et I'ensemble des additifs de type polymére, mais ce diagramme met en
évidence l'importance de ces additifs : pour un méme rapport L/S, la teneur en polymére peut

complétement changer la consistance de la pate et donc son aptitude a étre extrudée.

L'addition de différents polyméres ont ainsi permis d’améliorer I'injectabilité de ciments

phosphocalciques [Khairoun 1999; Ginebra 2001].
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Figure 4.13 — « Diagramme de consistance » de ciments de type Portland contenant un
copolymeére acrylique en fonction de leur rapport eau/S et de la teneur en polymeére.
Adapté de [Lombois-Burger 2006].

3.2 Protocole expérimental

Dans cette étude, l'injectabilité des ciments a été évaluée en utilisant un texturometre
(TAXT2, Stable Micro System®). Le dispositif et le protocole utilisés sont ceux qui ont été mis au point
par Tadier et coll. au sein du CIRIMAT [Tadier 2009]. Le ciment, une fois gaché, est mis en place dans
une seringue (Terumo® 2,5 mL; surface intérieure 64 mm? ; section de sortie de la seringue 3 mm3)
placée comme indiqué sur le schéma de la Figure 4.14 sur une tablette adaptée au systeme de
mesure. ¥ A un temps t = 5 minutes aprés le mélange des deux phases, le bras du texturomeétre
applique une force de maniére a extruder la pate en imposant un déplacement vertical du piston de

15 mm a une vitesse constante de 2 mm.s™.

Pour chaque composition trois essais ont été réalisés. Les résultats ont été exprimés
graphiquement comme I’évolution de la force appliquée pour maintenir cette vitesse de 2 mm.s™, en
fonction du déplacement de la colonne de pate sur une hauteur de 15 mm dans le corps de la
seringue. Les courbes présentent systématiquement un des profils d’injectabilité obtenus et I'écart

type issu de la moyenne des trois essais.

* Dans cette étude, les tests ont été réalisés sur une seringue non munie de canule pour comparer l'influence
de la composition de la pate sur son injectabilité en simplifiant au maximum les paramétres notamment
géométriques du dispositif d’'une grande importance sur les résultats. L'ajout d’une canule a la seringue a fait
I'objet d’une étude complémentaire, non présentée dans ce manuscrit.
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Figure 4.14 — Schéma du dispositif permettant d’évaluer I'injectabilité de la pate du ciment

3.3 Ciment de référence : phénomeéne de séparation de phases

La Figure 4.15 présente le profil d’injectabilité du ciment de référence C-REF'. La courbe
monotone croissante obtenue pour ce ciment est caractéristique de la présence d’un phénomeéne de
séparation de phases, ou « filter-pressing », qui intervient lorsque la pression requise pour filtrer le
liqguide a travers les particules du ciment est inférieure a la pression nécessaire pour injecter la pate
[Bohner 2005a]. Il se traduit donc par I'extrusion d’une pate plus riche en phase liquide au début de
I’extrusion, soit une augmentation du rapport L/S de la pate extrudée par rapport a la pate
initialement gachée et introduite dans la seringue. Il en découle une accumulation de phase solide
restant dans la seringue au cours du déplacement du piston ce qui rend ainsi de plus en plus difficile

I’extrusion de cette pate appauvrie en phase liquide.

Ce phénomeéne conduit a deux problemes majeurs pour utiliser ce matériau en chirurgie
mini-invasive : la charge nécessaire pour injecter un tel ciment dépasse, d’une part, rapidement celle
gu’un chirurgien est capable d’appliquer manuellement (cf. Tableau 1.2) et, d’autre part, la pate
extrudée est inhomogene et de composition non contrélée en raison du phénomeéne de séparation
de phases caractérisé par 'augmentation de la force au fur et a mesure du déplacement du piston et
donc de I'extrusion de la pate. Cette séparation des phases reste, d’aprés la littérature, le principal

obstacle conduisant a une mauvaise injectabilité des ciments phosphocalciques [Habib 2010].
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Figure 4.15 — Profil d’injectabilité du ciment de référence C-REF’ soit la force nécessaire a
I’extrusion de la pate au cours du déplacement du piston : un des profils (trait noir) et
écart type autour de la moyenne des trois essais (zone grisée)

3.4 Introduction de la CMC : influence sur I'injectabilité de la pate

Nous avons pu remarquer lors de la préparation de la pate que I'introduction de 2 % et 10 %
(m/m) de CMC modifiait radicalement la texture et le comportement rhéologique de la pate : d’un
comportement rhéofluidifiant pour le ciment de référence, nous avons obtenu une pate avec un
comportement plus élastique et cohésif et ce d’autant plus que la teneur en polysaccharide était plus
élevée. Il apparait donc que l'introduction de polysaccharide dans le ciment améliore nettement la

malléabilité de la pate bien que cette notion soit assez arbitraire et délicate a quantifier.

3.4.a Injectabilité des composites incluant de la CMC sous

forme de poudre

Les profils d’injectabilité obtenus pour les ciments C-2pCMC et C-10pCMC (Figure 4.16)
mettent en évidence la considérable amélioration de I'injectabilité du ciment composite : au-dela
d’un régime transitoire de I'ordre d’'une seconde — correspondant a un déplacement de 2 mm du
piston — la force appliquée reste quasi constante et faible au cours de I'extrusion. On s’affranchit
ainsi du phénomeéne de filter-pressing. La force n’excéde d’autre part pas 30-40 N pour les deux
compositions, ce qui est bien inférieur a celle nécessaire pour le ciment de référence (jusqu’a 250 N
aprées une course de 15 mm) et a la limite fixée dans le cahier des charges (120 N). Il apparait méme
gue l'extrusion est légérement facilitée au fur et a mesure du déplacement, avec un gain de l'ordre

de 10 N pour le ciment C-2pCMC et de 15 N pour le ciment C-10pCMC.
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Figure 4.16 — Profils d’injectabilité des ciments C-REF’, C-2pCMC et C-10pCMC

L'introduction de CMC sous forme de poudre dans la phase solide du ciment permet ainsi de
rendre celui-ci injectable au sens ol nous I'avons défini et ce méme pour une faible quantité de
polysaccharide (2 %). Hormis un comportement différent lors de la période transitoire du début de
I’extrusion, il n'y a pas d’effet dose significatif entre un ciment p-composite contenant 2 % et

10 % m/m de CMC.

3.4.b  Influence de la forme microsphére ou poudre de la CMC

Les essais ont de la méme maniere été réalisés sur les p-composites et les profils obtenus,
comparés a ceux des p-composites pour une quantité de CMC équivalente, sont présentés sur les
Figure 4.17.aetb. Les résultats sont relativement similaires: les deux ciments C-2uCMC et
C-10uCMC sont injectables ; la force appliquée est constante au cours du déplacement et bien
inférieure a 120 N. Celle-ci est plus élevée pour le ciment C-2uCMC (60 N) que pour le ciment
C-2pCMC (30-40 N) et montre une grande variabilité due a une inhomogénéité de répartition entre
les trois essais. Cette variabilité n’est pas retrouvée pour le ciment C-10uCMC qui a été extrudé par

une force de I'ordre de 40 N.

Il semble que I'écart observé entre les p-composites et les p-composites pour des ciments

chargés a 2 % m/m en polysaccharide s’atténue lorsque la quantité de ce dernier est augmentée.
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Figure 4.17 — Profils d’injectabilité des ciments p-composites comparés aux p-composites
chargés a (a) 2 % et (b) 10 % m/m en CMC.

3.5 Etude de I'orientation des plaquettes de brushite

La pate du ciment C-REF’ est une suspension dense de plaquettes de brushite et de particules
quasi sphériques de vatérite en milieu aqueux. Il a été montré par Tadier et coll. que le broyage de la

*I mais sans supprimer le phénomene de séparation de phases

brushite améliorait I'injectabilité
alors que le co-broyage des particules de brushite et de vatérite permettait de s’affranchir de cet
effet et de réduire la force a appliquer d’un facteur 100 [Tadier 2009]. D’autre part, nous avons mis
en évidence que l'addition de CMC dans la phase solide du ciment conduisait, sans cette étape de

broyage, a une nette amélioration de I'injectabilité du matériau.

De maniére a mieux comprendre les causes du phénomene systématique de séparation des
phases sur le ciment C-REF’ et sa disparition sur les ciments composites, nous avons cherché a

observer I'organisation des particules au sein de ces deux systémes et pendant |'extrusion de la pate.
3.5.a Ciment de référence et séparation des phases

Protocoles d’observation MEB mis en place

Le protocole mis en place est décrit sur le schéma de la Figure 4.18 : la pate d’un ciment
C-REF’ a été placée dans une seringue juste aprés gachage et manuellement extrudée de cette
derniere au maximum. Le matériau était alors décomposé en deux parties : I'extrudat d’une part, et
la pate restante, bloquée dans le corps de la seringue. L'extrudat a été observé juste aprés extrusion

au MEB sous pression contrélée, permettant ainsi I'observation de la pate contenant encore de

* La force a appliquer tout au long de I'essai est diminuée d’un facteur 4-5 par rapport a un ciment de
référence sans pré-traitement des poudres
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I’eau. La pate restante bloquée dans le corps de la seringue et cette derniére ont été placées a
I’étuve a 37 °C en milieu humide pendant 2 h de maniére a initier la réaction de prise pour figer le
bloc, sans toutefois que les plaquettes de brushite ne soient trop consommées. Le bloc a été ensuite
séché dans cette méme étuve, puis sa partie saillante, correspondant a un début d’extrusion, a été

coupée (Figure 4.18). Il a alors été observé au MEB.

Extrusiond'une
partie du ciment.

Observation au MEB, a pression
controlée de la surface de I'extrudat.

Observation {MEB) des plaquettes
a de brushite etde leur crientation
2ha 37°C
milieu humide

bloc de ciment

séchage 4"

Le reste {filter-pressing) ﬂ§
estlaissé dans le corps
de la seringue

Début de la réaction de prise pour
« figer » le ciment, mais la brushite
n'a pas été entiérement consommeée.

Figure 4.18 — Schéma du protocole suivi pour observer I'agencement des particules de
brushite et de vatérite dans la pate d’un ciment C-REF’ aprés extrusion manuelle maximale
de la pate. Les zones colorées (en bleu, rouge et vert) correspondent a celles qui ont été
analysées par MEB, dont les résultats sont présentés ci-aprés.

Résultats

La Figure 4.19 présente les micrographies de I'extrudat a divers grossissements. Les
craquelures visibles sur les images a et b sont probablement dues a un début de séchage de
I’échantillon dans un milieu a trés basse pression sans apport extérieur d’eau. L'agencement des
particules est néanmoins bien visible : sur les Figure 4.19.a et b, la plupart des plaquettes de brushite
de la surface de I'extrudat (en forme de « spaghetti ») montrent une orientation préférentielle
parallele a celle-ci. L'extrusion semble donc étre a l'origine d’un certain réarrangement des

plaguettes au sein de la pate, ou tout du moins a sa surface en contact avec la seringue.
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Figure 4.19 — Micrographies MEB de I'extrudat d’un ciment C-REF’ aux grossissements
(a) x20, (b) x200 et (c) x1000.

La Figure 4.20 présente les micrographies du bloc de pate bloquée dans le corps de la
seringue figée par un début de prise. Sur la surface qui était en contact avec la paroi de la seringue
(Figure 4.20.a; zone verte), I'orientation préférentielle des plaquettes est confirmée : avant méme
I’extrusion, les plaquettes apparentes ont toutes leur plus grande surface alignée parallelement a la
paroi de I'embout de la seringue. Ce qui est plus remarquable, c’est que la coupe de I'extrudat, a
I'interface avec le reste de pate bloqué dans la seringue (Figure 4.20.b, zone rouge), montre elle aussi
une nette orientation des plaquettes de maniere paralléle a I'axe de I'extrusion, méme au cceur de la
coupe circulaire. Il apparait donc que le mouvement d’extrusion de la pate conduit a une forte
réorganisation des plaquettes de brushite dans I'ensemble du matériau selon la direction de
I’écoulement. Ceci impliquerait notamment un changement d’orientation probablement complexe

des particules de brushite au niveau du rétrécissement de la seringue.

bloc de cimjent issu du
corps de la seringue

Figure 4.20 — Schéma et micrographies MEB de la pate restée bloquée dans le corps de la
seringue, aprés 2 h de prise. Observation (a) a la surface initialement en contact avec la
paroi de la seringue (zone verte) ; (b) au centre du bloc, correspondant a une coupe de
I’extrudat (zone rouge).
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3.5.b  Injectabilité des ciments composites incluant la CMC

sous forme de microspheres

Protocole d’observation MEB mis en place

Des extrudats de ciments composites C-10uCMC ont également été observés par MEB de
maniére a mieux comprendre leur injectabilité et la disparition du phénomene de séparation des
phases. Etant donné la cohésion que le polymeére apporte au ciment, I'utilisation d’'un MEB a pression
controlée ne s’est pas révélée nécessaire comme dans le cas du ciment C-REF’. Les matériaux ont pu
étre figés par lyophilisation apres un temps de prise de seulement 1 h (échantillon (a), Figure 4.21.a)
voire directement apres extrusion, sans étre placés a I'étuve en milieu humide 10 minutes apreés le
temps to (échantillon (b), Figure 4.21.b). Les échantillons ont pu étre manipulés et scindés sans étre

déstructurés — contrairement au ciment C-REF’ — de maniére a en analyser différentes zones : leur

surface extérieure vue de dessus (a;-,) ou en coupe (by.,) et le coeur de ces « spaghetti » (azs).

Figure 4.21 — Micrographies MEB de deux extrudats de ciments C-10uCMC apres (a) 1 h a
I’étuve a 37°C en milieu humide puis lyophilisation et (b) Iyophilisation directement apres
extrusion. Les différentes zones mises en évidence sont celles observées plus
particulierement et dont les résultats sont présentés dans la Figure 4.22.

Résultats

Les Figure 4.22.a; et Figure 4.22.a,, correspondant a un grossissement x500 de
I’échantillon (a), montrent I'extérieur de la surface de I'extrudat du ciment C-10uCMC. Comme dans
le ciment C-REF’ (Figure 4.19), les plaquettes de brushite apparaissent orientées parallelement a
cette surface. L'orientation est méme plus flagrante : alors que sur la Figure 4.19.c certaines
particules de brushite se présentaient sur la tranche ou en diagonale, la proportion de plaquettes
alignées a la surface apparait ici plus importante. Une vue en coupe de cette zone sur les Figure
4.22.b, et Figure 4.22.b, confirme cet alignement : le plus fort grossissement de la Figure 4.22.b,
montre bien I'agencement des plaquettes de maniére paralléle a la surface et un grossissement
moindre (Figure 4.22.b;) révele que cet arrangement n’est pas propre qu’aux bords externes de

I’extrudat mais s’étend au sein de la pate. Comme remarqué sur le ciment C-REF’ (Figure 4.20.b), et
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de maniere peut-étre encore plus remarquable, les plaquettes de brushite s’alignent dans la

direction de I'’écoulement lors de I’extrusion de la pate de ciment.

Si les Figure 4.22.a,., et by, montrent des similarités entre le ciment C-10uCMC et le ciment
C-REF’, les images (a3), (as) et (as) de la Figure 4.22 mettent en évidence le role essentiel du
polysaccharide dans la cohésion de la pate et les interactions entre les particules minérales. Son role
de liant avait déja été remarqué dans les ciments contenant au moins 10 % de CMC apres réaction
totale de prise (cf. Figure 4.8) ; il est d’autant plus flagrant sur ces micrographies : sur la Figure
4.22.a; le polysaccharide apparalt comme une toile dans laquelle les particules de brushite et de
vatérite sont enchevétrées. Ces particules semblent suivre le mouvement du polymére, notamment
aux environs d’une bulle de gaz — bulle d’air piégée lors du mélange ou début de libération de CO,
issu de la réaction de prise — autour de laquelle les plaquettes de brushite semblent s’aligner. Les
Figure 4.22.a, et as mettent en évidence le role de liant de la CMC, qui forme une sorte de nappage
qui relie les agglomérats de vatérite aux plaquettes de brushite. Il est possible que ce phénomene

soit accentué par le séchage, néanmoins il a également été observé sur d’autres échantillons

analysés a pression controlée sans étape de séchage.
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Figure 4.22 — Micrographies MEB de deux extrudats de ciments C-10uCMC apres (a) 1 h a
I’étuve a 37°C en milieu humide puis lyophilisation et (b) Iyophilisation directement aprés
extrusion. Différentes zones ont été observées : (a,.,) la surface extérieure, (b1.,) un coupe
de cette surface et (a;5) le coeur de I'extrudat.

3.5.c Discussion

Une hypothese proposée pour expliquer la séparation des phases lors de I'extrusion de la
pate du ciment C-REF’ était un blocage des particules de brushite formant comme un « bouchon » en
sortie de la seringue [Tadier 2009]. Les derniéres observations réalisées par MEB permettent
d’affiner cette interprétation : le blocage en question ne semble pas étre d{i, comme on aurait pu le
penser, a un enchevétrement désordonné des plaquettes de brushite au niveau de la zone de
rétrécissement de la seringue. En effet, méme aprés blocage, les plaquettes apparaissent toutes
alignées a I'axe d’extrusion ce qui, d’'un point de vue géométrique, pourrait a priori permettre le

glissement des particules selon cet axe. Certes, méme si nous n’avons pas pu |'observer par MEB,
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I'interface entre les deux zones observées sur la Figure 4.20 doit étre une zone ou les contraintes
géométriques sont plus complexes étant donné que l'orientation des plaquettes est modifiée d’un
angle proche de 90°. Néanmoins la similarité de I'agencement des particules entre les ciments C-REF’
et C-10uCMC ne permet pas d’expliquer une telle différence de comportement rhéologique entre les

deux pates.

Le phénomene de filter-pressing pourrait ainsi étre plutét lié a l'interaction entre les
plaquettes de brushite qui, une fois orientées, favoriseraient d’une part le passage de 'eau lorsque la
force est appliquée et d’autre part seraient soumises a un frottement important de la part des
particules voisines et ce d’autant plus que le rapport L /S diminue dans la pate en cours d’extrusion.
Cette dualité entre friction des particules et filtration a déja été reportée dans la littérature comme
une limite a la bonne extrusion de la pate cimentaire dans le cas d’un ciment Portland [Lombois-

Burger 2006].

A partir de ces observations, I'addition d’un polymere dans la composition du ciment pourrait
alors faciliter I'extrusion de la pate en jouant sur plusieurs parametres. La CMC, gonflant en présence
d’eau, conduit a une augmentation globale du volume de la pate pour une méme quantité de
particules. Les contacts entre ces dernieres et donc les frottements seraient ainsi minimisés a la fois
par une dispersion plus grande et une répulsion stérique voire électrostatique des chaines de
polymeres enveloppant les particules [Ferndndez 2005]. Ces observations rejoignent un mécanisme

de lubrification hydrodynamique ®

proposé dans le cas du ciment Portland contenant différents
polymeres par Lombois et coll. pourrait d’autre part étre extrapolé a notre systeme CaCO;-CaP-CMC

[Lombois-Burger 2006].

Un espacement plus grand entre les particules pourrait en contrepartie conduire a une
filtration facilitée de la phase liquide a travers celles-ci. Pourtant |'effet de cet espace
interparticulaire semble nettement contrebalancé par une viscosité accrue de la phase liquide
associée a la présence du polysaccharide, voire méme la formation d’un gel faible, réseau
tridimensionnel dans lequel I'eau serait emprisonnée. Ce dernier élément renforcerait donc aussi la

disparition du phénomeéne de séparation de phases.

46 Py . . N s N . . .
La lubrification hydrodynamique correspond a un milieu ou le film de fluide sépare totalement les surfaces
en présence soit, dans le cas du ciment, les particules minérales.
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4 Essais mécaniques en compression

Les intéréts a l'utilisation des ciments a base de phosphate de calcium sont multiples, comme
nous avons pu I’évoquer auparavant. Néanmoins si ces derniers présentent une faiblesse elle se situe
certainement sur le plan de leurs propriétés mécaniques, bien faibles comparées a celles de l'os,
notamment liées a leur comportement fragile [Dorozhkin 2012]. Si les propriétés de I'os sont si
exceptionnelles, c’est en particulier grace a son caractére composite entre sa phase minérale
apatitique et sa phase organique, le collagene (Chapitre1 - §1.1). L’élaboration d’un ciment

composite inorganique-organique s’inscrit donc dans une approche biomimétique.

L'imbrication des phases qui constituent un matériau composite peuvent prendre plusieurs
formes qui auront un réle différent d’'un point de vue des propriétés mécaniques. La Figure 4.23

présente ainsi trois types « classiques » d’inclusions.

.. '-\.’:q Qg
o E ﬂ
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particules plaquettes y réseau
Y enchevétré
interactions a faible portée interactions a longue portée

¢ ¢

T t

modele de Reuss modele de Voigt

Figure 4.23 — Morphologie de différents matériaux composites et modeles idéalisés de
Reuss et Voigt associés. Adapté de [Lakes 2000].

Supposons qu’une phase B est incluse dans une matrice A. Cette phase B peut ainsi se
trouver sous forme de particules, de plaquettes, de courtes fibres... Les interactions y sont dans ce

cas a faible portée, sous I'application d’une force en compression, par exemple. Le modéle qui décrit
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le mieux ce comportement est le modele de Reuss [Francois 1992]. Le module élastique Egreuss du
composite peut alors s’exprimer ainsi :
1/EReuss = 0ta.(1/Ea) + os.(1/Eg) (4.1)

avec au et agp les fractions volumiques de chacune des phases dans le composite et E4 et Eg leur
module élastique. Si au contraire la phase B prend la forme d’un réseau enchevétré dont les
interactions ont une longue portée dans le matériau, le modele le plus adapté pour décrire la
structure est le modeéle de Voigt. Le module élastique s’exprime alors comme une combinaison des
modules des phases :

EVoigt = oa.Ea + 0.Es (4.2)
Nous pourrons utiliser ces modéles pour décrire les ciments composites.

4.1 Protocole expérimental

Des essais de résistance mécanique en compression ont été réalisés sur les différents types
de ciments composites étudiés dont la composition est donnée dans le Tableau 4.1. Des blocs
cylindriques de ces ciments (h = 19,5 mm ; @ = 10,5 mm) ont été réalisés par moulage de la pate dans
des moules en silicone juste aprés gachage. Ils ont ensuite été placés a I'étuve a 37 °C en milieu
humide pendant 48 h pour permettre la prise et le durcissement du ciment puis séchés pendant une
semaine. Leurs propriétés mécaniques ont été évaluées en réalisant des essais de compression
uniaxiale — avec une vitesse imposée de 0,8 mm.min™ — sur ces éprouvettes cylindriques (schéma de

la Figure 4.24) a I'aide d’un appareil d’essais mécaniques (Hounsfield série S) .

4 > )

F
@ =10.5mm

. lﬁ @ h(l-g)
- /

Figure 4.24 —Représentation schématique des essais de compression réalisés sur un bloc
cylindrique de ciment

Les données enregistrées tout au long de I'essai ont ainsi permis de relier la contrainte (o)
subie par chaque éprouvette, définie comme la force (F) appliquée par unité de surface
(S =86,6 mm?, éq. (4.3)) a leur déformation (g), exprimée en pourcentage par rapport a la hauteur h
initiale.

c=F/S (4.3)
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4.2 Grandeurs caractéristiques

Une courbe de déformation (¢) — contrainte (o) caractéristique des résultats obtenus,
présentée sur la Figure 4.25, décrit le comportement mécanique général des ciments en

compression.

Sous l'action de la force uniaxiale appliquée, dans une premiére phase, le matériau
emmagasine I'énergie et sa hauteur diminue. La déformation, alors élastique et réversible, est

directement proportionnelle a la contrainte exercée et suit la loi de Hooke :

c=E.¢ (4.4)
ou le facteur de proportionnalité est le module de Young ou module d’élasticité E. Ce dernier
correspond a la pente initiale du diagramme de déformation — contrainte ; il caractérise la rigidité du
matériau, d’autant plus rigide que le module est important et d’autant plus flexible gu’il est faible. [47)
A la limite d’élasticité R, la déformation devient plastique et irréversible. Cette grandeur étant
difficile a mettre en évidence expérimentalement, c’est la limite du domaine élastique a 0,2 % de
déformation irréversible (Reo,2) qui est conventionnellement utilisée pour discuter de ce changement
de comportement. La valeur maximale Rcde la courbe o =f(g) témoigne de la résistance a la
compression du matériau avant qu’il ne perde son intégrité : la rupture se traduit par I'apparition
d’un réseau de fissures avant la rupture macroscopique de I'éprouvette. La capacité du matériau a
emmagasiner de I'énergie sous la contrainte peut étre évaluée par I'aire sous la courbe du
diagramme contrainte — déformation du début de I'essai jusqu’a la contrainte maximale R,
correspondant a une déformation g; du cylindre. Cette aire a la dimension d’une énergie et sera

notée ¢ (énergie a la contrainte maximale) dans la suite de cette étude.

1l est a noter que le module de Young se détermine habituellement dans une phase de décharge (ou de
relaxation) et non de charge comme présenté ici, dans cet essai principalement destiné a déterminer la
résistance a la compression du matériau. Néanmoins I’évaluation qui en est faite en donne un ordre de
grandeur pertinent.
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Figure 4.25-Exemple de diagramme de déformation (¢)— contrainte (c) obtenu
expérimentalement pour un ciment C-10pCMC et grandeurs caractéristiques du matériau.
Nous avons ainsi cherché a évaluer 'effet de la composition — teneur en CMC dans les
p-composites et les p-composites — sur ces différentes grandeurs caractéristiques et a en discuter les

conséquences sur les propriétés mécaniques des ciments.

4.3 Essais sur les composites

4.3.a  Ciments incluant la CMC sous forme de poudre

Des essais de compression ont été réalisés sur les ciments C-REF’, C-2pCMC, C-10pCMC,
C-20pCMC, C-30pCMC et C-50pCMC, contenant respectivement de 0% a 50 % m/m de CMC sous
forme de poudre dans la phase solide. Pour les quatre premiers matériaux ces essais ont été répétés

cing fois (n =5) “®

. Un seul essai a été réalisé sur les ciments les plus chargés en polysaccharide
(C-30pCMC et C-50pCMC; n=1) pour confirmer les tendances observées quant a l'influence de la

teneur en CMC sur les propriétés mécaniques du ciment.

Principaux résultats

Un diagramme contrainte — déformation type de chacun de ces matériaux est présenté sur la

Figure 4.26.a; les grandeurs significatives moyennes issues de la totalité des essais sont reportées

* sauf pour le ciment C-10pCMC ou seuls quatre essais ont pu étre réalisés
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dans le Tableau 4.3. Etant donné que les propriétés mécaniques d’'un matériau sont intimement liées

a sa porosité (P), cette donnée présentée dans le Tableau 4.2 a également été reportée dans le

Tableau 4.3.
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Figure 4.26 — (a) Diagrammes contrainte — déformation des ciments p-composites
comparés au ciment C-REF’. (b) Evolution de la résistance a la compression R. et de la
limite du domaine d’élasticité a 0,2 % de déformation Reo2 en fonction de la teneur en
CMC sous forme de poudre dans le ciment composite.

E (GPa) | Reoz (MPa) | Rc (MPa) &c (%) % (kJ.m3) | P (%)
C-REF (5109 204|123 +29 12,7 27|21 +04]|119 +11 |88
C-2pCMC (5106 =z202|5,9 +1,7 | 6,1 +1,7| 15 +04|49 +24 | 88
C-10pCMC (4)| 0,6 =+01 |73 +09 | 9,5 +05(28 103|163 +26 | 66
C-20pCMC  (5)| 1,2 =+02|16,4 +20 | 185 +23|25 +04|270 +65 |55
C-30pCMC (1) | 1,4 26,6 34,0 5,3 1200 59
C-50pCMC (1) | 2,3 53,2 86,2 12,3 7590 24

Tableau 4.3 — Grandeurs caractéristiques issues des essais mécaniques en compression sur
des ciments composites C-pCMC comparés au ciment C-REF’.

Avec un domaine plastique trés limité, le ciment de référence C-REF’, comme la plupart des
céramiques a un comportement fragile : sa contrainte chute rapidement aprés la phase élastique
(Figure 4.26.a). Sa résistance mécanique (12,7 + 2,7 MPa) est d’autre part faible comparée a celle de
I'os (cf. Tableau 1.1). C'est le propre et la faiblesse de la plupart des ciments phosphocalciques et ce

qui guide leur application en comblement d’os dits non porteurs.

L'ajout d’un polysaccharide tel que la CMC dans la matrice minérale joue tres nettement sur
le comportement mécanique du matériau, comme les données présentées Figure 4.26 et Tableau 4.3
le mettent en évidence. L’addition d’une petite quantité de CMC (2 %) affaiblit ainsi la plupart des

propriétés mécaniques telles que la résistance a la compression des ciments composites ou leur
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ténacité pourtant ces mémes propriétés apparaissent ensuite renforcées des l'introduction d’une
qguantité plus grande de polysaccharide. La suite de cette étude s’attache ainsi a évaluer I'influence
de l'ajout de CMC sous forme de poudre dans la phase solide du ciment sur les propriétés

mécaniques des ciments composites étudiés.

Résistance a la compression

La résistance a la compression des ciments est présentée a la fois dans le Tableau 4.3 et sur la
Figure 4.26.b. Une diminution par rapport au ciment C-REF’ est observée pour les ciments contenant
moins de 10 % de CMC, notamment pour le ciment C-2pCMC pour lequel la résistance est diminuée
de moitié. Cependant un effet dose considérable est révélé lors de I'addition d’une quantité plus
importante de ce polymere : la résistance mécanique en compression atteint jusqu’a 86,2 MPa pour
le ciment C-50pCMC. Le polysaccharide apparait donc comme un moyen d’améliorer cette résistance
a la compression souvent faible des ciments CaP. Toutefois, il est probable que I’hétérogénéité du
milieu induite par I'ajout de cette nouvelle phase soit prépondérante sur cet effet lorsque la quantité
incluse est trop faible et favorise alors I'apparition de fissures. Il apparait donc important d’ajouter au

moins 10 % de CMC dans le ciment et d’en controler la bonne dispersion.

Ductilité

La CMC augmente d’autre part trés nettement la ductilité du ciment composite en
accroissant sa déformation a rupture, comme en témoigne I'écart entre Re, et R. qui se creuse
lorsque la quantité de CMC augmente (Figure 4.26.b). En effet alors que le ciment C-REF’ montrait un
comportement fragile, la présence de polysaccharide conduit a une déformation maximale beaucoup

plus importante sous I'action de la contrainte (jusqu’a €. = 12,3 % pour C-50pCMC ; Tableau 4.3).

Module d’élasticité

Le module de Young du ciment montre lui aussi une importante dépendance a sa
composition (Tableau 4.3). A premiére vue il apparait que le module élastique des ciments
p-composites augmente avec leur teneur en CMC (Figure 4.27.a), c’est-a-dire que ces matériaux
seraient d’autant plus rigides qu’ils contiennent une quantité importante de polymere. Cette seule
considération pourrait sembler surprenante, étant donné le faible module élastique de la CMC
(1,2 GPa d’aprés [Layek 2012]) comparé a celui des minéraux (de l'ordre de 100 GPa pour une
hydroxyapatite dense d’aprés [Rezwan 2006], certes bien moindre pour une apatite nanocristalline).
Néanmoins deux grandeurs caractéristiques sont essentielles a prendre en compte pour comprendre
ce comportement : non seulement la teneur en polysaccharide mais aussi et surtout la porosité du

ciment. Ces deux grandeurs sont liées : comme présenté dans le Tableau 4.3, la porosité du ciment
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composite est d’autant plus faible qu’il contient une quantité importante de polysaccharide. Ainsi, la
Figure 4.27.b met en évidence que le module élastique est d’autant plus faible et donc le composé
d’autant plus flexible que le matériau est plus poreux, ce qui est cohérent avec les données de la
littérature, méme si les études associent peu les résultats mécaniques des biomatériaux composites

a une caractérisation de la porosité du matériau [Wagoner Johnson 2011].
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Figure 4.27 — Variation du module de Young des ciments C-REF’ et p-composites en
fonction (a) de la teneur en CMC initialement introduite dans le ciment et (b) de la
porosité aprés 48 h de prise
Comme évoqué en début de cette partie, le module élastique d’un matériau composite est
fonction du module et de la fraction volumique de chacun de ses constituants. En fin de prise, les
ciments sont constitués de deux phases minérales, I'apatite (Ap) et la vatérite (V) et, dans le cas des
composites, d’'une phase organique : la CMC. Etant donnée les observations faites par MEB mettant
en évidence le role de liant de cette derniére, notamment dans le cas des ciments p-composites
contenant plus de 10 % de polysaccharide (Figure 4.8 et Figure 4.22), il est trés probable que celui-ci
s’apparente plus a un réseau interconnecté qu’a des éléments dispersés et ait ainsi une interaction a
longue portée dans les ciments composites (cf. éq. (4.2 )). Le modeéle de Voigt nous a donc semblé, a
priori, le plus pertinent pour décrire I'effet de la charge sur le module élastique. Celui-ci s’exprimerait

alors comme suit :

E= OLAp.EAp + (},v.Ev + O(.CMQECMC ( 4.5 )
avec Eap, Ev et Ecuc les modules élastiques de chacune des phases et oy, av et acwmc leurs fractions
volumiques. L'existence d’une porosité importante dans ces ciments nous amene a |'expression

suivante :

Oap+ov+oemct+P=1 (46)

147



Substitut osseux injectable, antibactérien et résorbable : études physico-chimiques et biologiques d’un ciment composite a base d’apatite

ce qui revient a considérer dans le modele de Voigt le vide comme une phase supplémentaire — de

fraction volumique P — dont le module élastique serait nul.

Les fractions volumiques de chacune des phases sont délicates a déterminer notamment car
la plupart des résultats dont nous disposons sont des données massiques. Or il parait difficile
d’évaluer avec précision la densité d’une part de 'apatite et d’autre part de la CMC au sein du ciment
en fin de prise, et apres séchage a I'étude. Nous avons donc été amenés a faire plusieurs hypotheses

et approximations :

- la réaction de prise conduit a une perte massique de I'’échantillon due a un dégagement de
CO,. Pour un ciment C-REF, cette perte a été évaluée a 11 +2 % (Chapitre 2 - §2.3.b). Pour les
ciments composites, nous admettrons que la masse de CMC ne varie pas pendant la réaction de prise
et nous estimerons que la masse perdue en fin de réaction est proportionnelle a la quantité de

vatérite initialement introduite. **!

- la densité de la CMC est de I'ordre de 1,6 [Brenntag Canada Inc. 2010; Layek 2012]. Il est
possible que dans le ciment, apres gonflement en présence d’eau, prise de la partie minérale et
séchage a I'étuve a 37 °C cette densité soit moindre. Nous utiliserons néanmoins cette valeur
demc = 1,6 en ayant vérifié qu’une densité inférieure ne modifiait pas de maniere significative le

raisonnement et les résultats présentés ci-apres. *%

-la densité de I'apatite, fonction de sa stcechiométrie, varie de 3,2 pour une apatite
stoechiométrique Cayo(PO,)s(OH), a 2,6 pour une apatite mal cristallisée de carbonatation maximale
de type Cag[(P0O4)4(CO;),]1,. La stoechiométrie réelle de I'apatite formée au sein du ciment se situe
entre ces deux extrémes, plus proche d’une apatite carbonatée lacunaire, nous choisirons donc cette

derniére comme modele.

- La densité de la vatérite est de 2,6. L’approximation précédente permet donc, dans un souci
de simplification, de modéliser le systeme apatite — vatérite comme une unique phase de densité 2,6
et de module élastique global Eap.v. L'expression du module de Young du ciment composite se

simplifie alors :

E = otap-v.Eap-v + otcme.Ecmc (4.7)

expression qui, en prenant en compte la relation ( 4.5 ) peut aussi s’écrire :

E = (1-acmc -P).Eapv + aemc.Ecmc (4.8)

* Les résultats expérimentaux obtenus pour C-2pCMC et C-10pCMC sont cohérents avec cette hypothese ; la
perte massique n’a pas été évaluée pour les ciments les plus chargés en CMC.
*% Ces résultats ne sont pas présentés dans le manuscrit.
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L'ensemble de ces hypothéses et approximations nous permettent d’estimer les

compositions massiques et volumiques suivantes (Tableau 4.4) :

Perte fraction massique fraction volumique

massique | (fmcmc) + fmeapv) = 1) (Otvide + Olemc + Olapy = 1)

f—:::?rlr? e fm(cmo) fmcapv) P (= awide) | alemc OLAp-v
C-REF’ 0,11 0,00 1,00 0,88 0,00 0,12
C-2pCMC  |0,11 0,02 0,98 0,88 0,00* 0,12
C-10pCMC | 0,10 0,11 0,89 0,66 0,06 0,28
C-20pCMC | 0,09 0,22 0,78 0,55 0,14 0,31
C-30pCMC | 0,08 0,33 0,67 0,59 0,18 0,23
C-50pCMC | 0,06 0,53 0,47 0,24 0,49 0,27

Tableau 4.4 — Composition des ciments C-REF’ et p-composites en prenant en compte les
hypothéses présentées ci-avant. * La teneur volumique estimée pour C-2pCMC est de
0,004.
De maniére a nous affranchir de tout autre parameétre que de la fraction volumique de CMC
dans le matériau, nous avons été amenés a exprimer la porosité comme une fonction de cette
derniere a partir des données expérimentales. Le modele mathématique le plus adapté s’est avéré

étre une fonction parabolique exprimée comme suit :

P(ocmc) = A + B.oeme + C.(0temc)? (4.9)

extrapolée pour acuc € [0; 1]. Y La courbe et les constantes A, B et C obtenues sont présentées sur

la Figure 4.28.

1,0 4 T T T T T T T T T A
0,94 y:A+B.x+C.xZ -
084" . A=0,8375 i

—~ o071 B=-1,7074
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2 05+ N 1
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4 N \. 4
0,2 N ]
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Figure 4.28 — Evolution de la porosité (P = a,4e) des ciments en fonction de leur fraction
volumique en CMC acpc.

51 . . sz s , ., . A .

Une contrainte de passer par le point (1 ; 0) a été ajoutée pour déterminer le polyndme du second degré, de
maniére a rapprocher le modéle d’une réalité physique : un matériau ayant une fraction volumique acyc de 1,
au sens ol nous I’avons défini, aurait en effet nécessairement une porosité nulle.
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L'expression ( 4.7 ) a pu se redéfinir alors comme une fonction de la seule variable ¢y :

E(ocmc) = (1-A).Eapv + (Ecmc = (1+B).Eapv).ocmc = C. Eap-v.(ctcmc)?

(4.10)

En conséquence directe de I'expression ( 4.10 ), une équation parabolique a également été

utilisée pour modéliser cette relation E = flocmc). 2 Avec les paramétres A', B' et C' définis sur la

Figure 4.29.a, ce modele semble pertinent et amene a trois équations ( 4.11), ( 4.12) et ( 4.13)

reliant les deux inconnues Eap.v et Ecumc :

A’ = (1-A).Eapv
B = ECMC - (1+B).EAp.v

C= -C.EAp.v

(4.11)
(4.12)

(4.13)

Les équations ( 4.11) et ( 4.13 ) n’étant pas équivalentes, deux solutions mathématiques ont été

établies : (1) Eapv = 3,0 GPa et Ecwc = 3,3 GPa; (2) Eap-v = 4,2 GPa et Ecmc = 2,5 GPa. La Figure 4.29.b

confronte ces deux solutions aux résultats expérimentaux. La solution (2), d’'un point de vue

physique, est non recevable : il est improbable que le module de Young des ciments p-composites

diminue a partir d’'une certaine teneur en CMC. La solution (1) en revanche montre une bonne

corrélation avec les résultats expérimentaux et semble physiquement recevable.

Module de Young E [GPa]

2,5

2,0 1

1,5

1,04

0,54

0,0 -

T
y=A"+B'x+ X
A'=0,4893
B'=5,4266
C'=-3,6393

R?=0,96

Module de Young [GPa]

0,0

CMC

3,5

3,0

2,54

2,04

solution (2)
R2=10,89

(b) |

o5 06 07 08 09 10

(XCMC

Figure 4.29 — Expression du module de Young E = f(acwc) : (a) régression parabolique a
partir des données expérimentales; (b) solutions mathématiques possibles suite a la
résolution de I’ensemble du systeme.

Cette estimation des modules élastiques de la fraction minérale et de la fraction organique

des ciments p-composites (Eapv = 3,0 GPa ; Ecuc = 3,3 GPa) n’a pas pour but d’en déterminer une

valeur purement quantitative : elle est en effet issue d’'un ensemble d’approximations — notamment

les densités réelles des différentes phases qui nécessiteraient une évaluation plus fine — sources

>? Le ciment C-REF’, cas particulier de ciment composite dont acyc =0, a été écarté de la modélisation ne
montrant pas une apparente continuité de ses propriétés mécaniques avec celles des p-composites. Cette
fonction est donc valable pour acyuc €10 ; 0,5].
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d’une incertitude non négligeable. Cependant cela nous donne deux informations intéressantes sur

ces ciments.

La premiere est que ces modules semblent étre du méme ordre de grandeur dans ce
composite et donc n’expliqueraient pas, seuls, une telle variation de celui du matériau en fonction de
sa composition. Des données de la littérature sur des ciments TTCP-monétite tendent a confirmer la
faible influence du polysaccharide sur le module élastique du ciment composite : I'addition de 0,25 %
a 1,5 % massiques d’hydroxypropyméthyl cellulose (HPMC) [Burguera 2005] ou de 3,3% a 7,0%
massiques de chitosan [Xu 2005] n’ont ainsi entrainé aucune modification significative du module
élastique du ciment, compris entre 2 et 6 GPa selon le rapport L/S. ** Dans le cas de notre ciment

composite CaCO;— CaP — CMC, il semble que ce soit |la porosité qui joue un réle prépondérant.

La seconde information que nous pouvons en déduire est que le modéle de Voigt utilisé au
départ n’a pas été mis en défaut au cours du raisonnement et semble effectivement pertinent. Cela
confirmerait l'intéraction longue portée du polymére d’'un point de vue mécanique au sein du
matériau qui s'apparenterait ainsi a un réseau enchevétré intimement mélé a la matrice minérale.
L'interaction entre ces deux phases serait d’autant plus importante que les groupements
carboxyliques de la CMC sont préposés a former des liens ioniques forts avec les sels de calcium,

particulierement I'apatite précipitée in situ [Kawashita 2003; Nge 2006].

Ces indications sur la répartition volumique du polymere sont importantes, notamment en
vue du comportement du ciment une fois implanté en site osseux : I'agencement de la CMC au sein
de la matrice minérale pourra en effet jouer un réle dans la dégradation et la résorption du matériau

par les cellules ostéoclastiques.

Ténacité

Peu d’études s’attachent a quantifier la ténacité des ciments contenant un polymere.
Pourtant, étant donné la fragilité des matériaux a base de phosphates de calcium, 'amélioration de
leur ténacité a été reportée dans la littérature comme un des principaux enjeux a venir [Wagoner
Johnson 2011]. L’énergie a la contrainte maximale, correspondant a la somme d’une énergie
élastique stockée de maniere réversible et d’une énergie dissipée de maniere irréversible dans le

bloc de ciment, est un paramétre qui permet d’évaluer cette grandeur. &%

> Dans les deux études citées, le polysaccharide a été introduit en phase liquide. De maniére a pouvoir
comparer nos résultats a ceux de ces études, les pourcentages ont été rapportés a la phase solide et non a la
phase liquide comme ils étaient initialement exprimés dans les publications.

>* Contrairement au module d’élasticité, par exemple, qui est une grandeur intrinseque au matériau, cette
énergie a la contrainte maximale est dépendante des parametres expérimentaux. Cependant elle permet une
comparaison relative des différents échantillons.
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La Figure 4.30 reporte la variation de cette énergie en fonction de la composition du ciment
composite. En accord avec les observations faites sur les différentes grandeurs précédemment
discutées —module élastique et résistance a la compression notamment — le ciment C-2pCMC est
inférieur au ciment C-REF’ en termes de ténacité. Mais pour des teneurs plus importantes, I'énergie
emmagasinée croit de maniere exponentielle avec la teneur en CMC dans la phase solide.
Conjointement a la résistance en compression, l'introduction du polysaccharide en quantité

suffisante dans la matrice minérale du ciment — supérieure a 10 % — semble considérablement

améliorer sa ténacité.
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o

o

o
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Energie a la contrainte
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10 T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Teneur initiale en CMC dans
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Figure 4.30 — Variation de I'énergie a la contrainte maximale en fonction de la composition
des ciments.

4.3.b  Ciments incluant la CMC sous forme de microspheres

Les mémes essais de compression ont été réalisés sur des ciments contenant 2 % et 10 % de
CMC sous forme de microspheéres, soit C-2uCMC et C-10uCMC (quatre et cing fois respectivement).
La Figure 4.31 présente un diagramme contrainte — déformation caractéristique de chacun de ces
M-composites comparés aux p-composites C-2pCMC et C-10pCMC et au ciment C-REF’. Les grandeurs

significatives moyennes issues de la totalité des essais sont reportées dans le Tableau 4.5.
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C-10pCMC

Contrainte (MPa)

3] C-10uCmMC

C-2uCMC

Déformation (%)

Figure 4.31 — Diagrammes contrainte — déformation des ciments p-composites comparés
aux ciments p-composites et C-REF’

n | E(GPa) | Reoz (MPa) | R (MPa) &c (%) & (kl.m3) | P (%)

C-REF (5109 204|123 129 |12,7 27|21 :04|119 +11 |88
C-2pCMC (5106 20259 +17 |61 +17|15 +04|49 +24 | 88
C-10pCMC (4) | 0,6 =+01 |73 +09 |95 #0528 +03|163 26 |66
C-2uCMC (4)104 01|32 +05 |35 04|13 03|27 + 68
C-10uCMC (5) |04 01|41 02|54 +05|27 +03]|98 +10 | 77

Tableau 4.5 — Grandeurs caractéristiques issues des essais mécaniques en compression sur
des ciments p-composites comparés au ciment C-REF’ et aux p-composites.

Si 'on observe la Figure 4.31, il apparait que les propriétés des ciments p-composites sont
supérieures a celles des ciments p-composites en termes de résistance a la compression. lls
présentent pourtant des similarités : les ciments C-2pCMC et C-2uCMC montrent ainsi une courbe
« accidentée » comme celle du ciment minéral, témoin d’'un comportement fragile avec fissuration
précoce. Au contraire, I'introduction de 10 % de microsphéres de CMC conduit a une courbe d’aspect
beaucoup plus lisse et une capacité de déformation du matériau supérieure. Les grandeurs issues du
Tableau 4.5 confirment ces observations : la différence entre R. et Reo2 est minime pour les ciments
C-2uCMC, C-2pCMC et C-REF’ —inférieure a l'incertitude — alors qu’elle devient significative et
caractéristique d’une certaine « plasticité » du matériau pour C-10uCMC comme pour C-10pCMC. Il
apparait bien que c’est la teneur en polysaccharide qui a une influence de premier ordre sur le
comportement plus ou moins ductile ou fragile des ciments composites, ainsi que mis en évidence

dans le paragraphe 4.3.a, la forme poudre ou microsphéres ayant une influence d’ordre 2.
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Pourtant, les ciments p-composites et p-composites ne sont pas équivalents : leur résistance
en compression est diminuée de moitié comparée a ces derniers, ce qui les rend nettement plus
faibles que le ciment C-REF’. Cette observation semble aller dans le sens de I’"hypothése avancée dans
le paragraphe 4.3.a: I'hétérogénéité induite par I'ajout d’'une petite quantité de polysaccharide
pourrait favoriser l'initiation et la propagation de fissures par rapport au ciment C-REF. La
granulométrie des microspheéres étant inférieure a celle de la poudre et leur densité plus importante,
il est probable que cette hétérogénéité soit d’autant plus marquée dans le ciment composite
C-2uCMC que dans C-2pCMC, et de méme dans le ciment composite C-10uCMC que dans C-10pCMC,
avec un nombre d’interfaces matrice minérale / polymeére plus important. Au regard des différents
résultats, il semble qu’il y ait une compétition entre I'hétérogénéité amenée par l'introduction d’'une
nouvelle phase organique et les qualités mécaniques intrinséquement supérieures du polysaccharide
par rapport a la phase minérale. Ainsi que présentée sur le schéma de principe de la Figure 4.32,
cette compétition pourrait expliquer la perte en résistance mécanique initiale, compensée plus ou

moins rapidement par la meilleure résistance de la CMC par rapport a la phase apatite — vatérite.

(1)+(2):
R. (composite)

(2) contribution de

e I’hétérogénéisation

Résistance a la compression R,

1
10 % Teneur en CMC

Figure 4.32 — Schéma de principe illustrant la compétition entre la source d’hétérogénéité
et les meilleures propriétés mécaniques de la CMC par rapport a la matrice minérale.

4.3.c Discussion au regard des matériaux existants

L’élaboration d’'un matériau de comblement osseux implique un équilibre complexe entre
différentes propriétés physiques, chimiques et biologiques. Les résultats issus des tests de
compression ont une fois de plus mis en évidence la difficulté de concilier, par exemple, de bonnes
propriétés mécaniques avec une importante porosité. Ainsi les données de la Figure 4.33 mettent en

évidence cette ambivalence entre résistance mécanique et porosité dans différents matériaux
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développés pour des applications de comblement osseux: I'augmentation de l'un se fait au
détriment de l'autre. Le compromis ne peut alors se faire qu’en ciblant une application particuliére :
privilégier un site porteur, ou favoriser la dégradation du matériau et la régénération de I'os ? C’est
cette deuxieme option a laquelle les ciments phosphocalciques sont les plus adaptés étant donné
leurs faibles propriétés mécaniques et c’est dans cette optique que nous avons cherché a
comprendre et développer les ciments ici présentés. Il est ainsi intéressant de constater que pour
une porosité importante (88 %), les ciments C-REF’ ou composite C-2pCMC présentent une résistance
mécanique en compression supérieure a celle des matériaux reportés dans la littérature (Figure
4.33). Cette remarque doit bien s(ir étre modérée par le fait que cette figure ne prend pas en compte
la taille des pores et leur éventuelle interconnexion, mais présente tout de méme ces deux ciments
comme un bon compromis entre porosité et propriétés mécaniques. Nous pouvons d’autre part
constater que la seule variation du rapport CMC / matrice minérale permet de couvrir une large
gamme d’équilibres possibles entre résistance et porosité. Ces résultats préliminaires, qui
nécessiteraient bien slr des études complémentaires, offrent la perspective d’'un matériau dont la

composition pourrait étre ajustée en fonction des propriétés souhaitées.

La Figure 4.34 permet la comparaison des modules élastiques et de la résistance en
compression de différents matériaux utilisés en ingénierie tissulaire osseuse et de I'os. Les ciments
développés dans cette étude prennent une place intéressante dans ce diagramme : leurs propriétés
sont proches de celles de I'os spongieux.> Or, les matériaux ayant des propriétés similaires
correspondent sur ce schéma a des polymeres biodégradables denses, alors que les matrices
poreuses, composites ou non, ont des modules élastiques et une résistance mécanique beaucoup
plus faible. Un bon compromis entre propriétés mécaniques et porosité est une fois encore mise en

évidence sur ces ciments C-REF’, p-composites et p-composites.

55 . P . , . T ape s . .
Il serait néanmoins nécessaire de vérifier I'ensemble des conditions expérimentales pour valider cette
observation, notamment si les essais ont été réalisés sur des matériaux humides ou préalablement séchés.
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Figure 4.33 — Résistance a la compression des ciments C-REF’ (en bleu), p-composites (en
orange) et p-composites (en vert) en fonction de leur porosité par rapport a différents
biomatériaux a base de phosphates de calcium (en gris) et a I'os cortical ou spongieux (en
rouge). Adapté de Wagoner Johnson et coll.: les données de la littérature ont été
compilées a partir d’un vingtaine d’études indépendantes [Wagoner Johnson 2011].

HA = hydroxyapatite ; § TCP = phosphate tricalcique 3 ; BCP = Phosphate de calcium biphasique = HA + 3 TCP
PLA = acide polylactique ; PLGA = acide poly(lactique-co-glycolique)
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Figure 4.34 — Module élastique des ciments C-REF’ (en bleu), p-composites (en orange) et
p-composites (en vert) en fonction de leur résistance, au regard des données de la
littérature concernant des céramiques denses bioactives, des polymeres biodégradables,
I’os cortical et I'os spongieux. Adapté de Rezwan et coll. [Rezwan 2006]
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5 Cinétique et temps de prise des ciments composites

5.1 Cinétique de prise évaluée par spectroscopie FTIR

La Figure 4.35 présente les spectres FTIR de I'étude cinétique de trois compositions de
ciment : C-REF’, C-2pCMC et C-10pCMC. Etant donné la nouvelle complexification du systéme en
introduisant le polysaccharide, nous n’avons pas pu appliquer la méthode de décomposition
présentée dans le chapitre 2 (§ 2.3.b) aux derniers ciments présentés. Nous avons ainsi choisi de
nous intéresser a I’évolution de l'intensité des bandes — apres traitement des courbes G _ 3526 cm™
et 602 cm™ afin de comparer relativement les cinétiques de ces trois ciments. Certes en
spectroscopie les intensités des bandes n’ont de valeur quantitative que pour une méme largeur a
mi-hauteur, et d’autre part dans ce domaines de nombreuses bandes se superposent ce qui affecte
les valeurs des maxima. Cependant, d’'un point de vue purement qualitatif d’apres les spectres de la
Figure 4.35, la variation des intensités a ces deux nombres d’onde semble significative de I'évolution

de la composition du ciment en brushite et en apatite.

*® Comme présenté dans le chapitre 2 : correction de la ligne de base puis normalisation par rapport a 576 cm™t
(fréquence a laquelle les phosphates de la brushite, qui se dissout, et I'apatite, qui précipite, vibrent ce qui
minimise la variation de l'intensité de cette bande par rapport aux autres points de ce domaine de nombre
d’ondes. La normalisation n’a certes pas de sens physico-chimique mais permet une bonne visualisation de
I’évolution des phases)
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Figure 4.35 — Evolution des spectres FTIR des différents types de ciments étudiés en
fonction de leur temps de maturation : (a) C-REF’ ; (b) C-2pCMC; (c) C-10pCMC
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5.1.a Validation de la méthode

Dans le but de valider le bon fondement de cette démarche (« méthode (2) »), nous I'avons
confrontée, a la cinétique obtenue a lissue d’une décomposition des différentes bandes de ce
domaine (« méthode (1) » ; cf. § 2.3.b) pour un ciment C-REF’. Méme si la vitesse de dissolution de la
brushite (Figure 4.36.a) est légérement minimisée, les cinétiques mettent en évidence une méme
tendance. La similarité des résultats est d’autant plus marquée sur les deux courbes, superposables,
de l'apatite (Figure 4.36.b). Ces résultats attestent donc de la valeur qualitative de la deuxieme

méthode basée uniqguement sur I'évolution de [lintensité des deux bandes caractéristiques

sélectionnées.

Brushite Apatite

©~ (1) décomposition

== (2) intensité

Intensité (u.a.)
Intensité (u.a.)

O~ (1) décomposition

== (2) intensité

0o 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0o 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Temps (h) Temps (h)

Figure 4.36 — Comparaison des cinétiques de dissolution de la brushite et de précipitation
de I'apatite du ciment C-REF’ obtenues (1) par la méthode de décomposition présentée
dans le chapitre 2; (2) par la méthode décrite dans ce paragraphe, par mesure des
intensités des bandes. Les courbes issues de cette deuxieme méthode ont été normalisées
par rapport aux premieres.

5.1.b Résultats

La Figure 4.37 donne ainsi une évaluation qualitative et relative de la composition des
ciments C-REF’, C-2pCMC et C-10pCMC au cours des premieres 48 h de prise. La tendance issue des
deux phases considérées est la méme : la réaction chimique de prise du ciment C-2pCMC présente
une cinétique plus lente que celle du ciment C-REF’ pendant les premieres heures de maturation.
Cette tendance s’inverse ensuite : a 24 h et 48 h la brushite a presque totalement disparu et |'apatite
est proche de sa teneur maximale pour C-2pCMC alors que la réaction se poursuit toujours pour le
ciment C-REF’. Le composite C-10pCMC montre une évolution tout autre : apres 1 h de maturation, la
réaction chimique de prise montre une évolution bien plus rapide que pour le ciment C-REF’ — et a
fortiori le ciment C-2pCMC — comme en témoignent notamment les pentes des courbes illustrant les

cinétiques de précipitation de I'apatite (Figure 4.37.b) entre 1 het 7 h.
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Figure 4.37 — Evolution de l'intensité absolue des bandes caractéristiques de (a) la brushite
(526 cmfl) et (b) I'apatite (602 cm'l) des spectres FTIR des ciments C-REF’, C-2pCMC et
C-10pCMC au cours de la prise.

Les cinétiques des trois ciments ont été répétées une deuxiéme fois — avec des lots de
brushite et de vatérite différents — et la méme tendance a été mise en évidence : I'addition de 2 % de
CMC semble ralentir les réactions de dissolution de brushite et de précipitation de I'apatite alors que
|’addition de 10 % de CMC a mené a une vitesse plus importante des réactions. Une différence a tout
de méme été notée sur ce dernier ciment composite C-10pCMC : la réaction chimique de prise n’a

démarré de maniere réellement significative qu’aprés un temps de latence de 3 h.

5.1.c Discussion

La réaction chimique de prise du ciment fait intervenir deux phénomeénes intimement liés : la
dissolution des poudres réactives — brushite et vatérite — et la précipitation d’une nouvelle phase,
|'apatite. La CMC, par sa possible interférence avec ces deux phénomenes, complexifie encore ce
systeme dynamique. En effet, de nombreux parameétres peuvent entrer en jeu avec I'addition de ce

polymeére :

- la dissolution des poudres réactives et la diffusion des ions peuvent étre génées par une viscosité
accrue de la phase liquide du ciment. La CMC pourrait donc induire un ralentissement de la

dissolution des réactifs et conjointement de la précipitation de I'apatite.

- la présence de CMC peut affecter I'interaction entre les particules minérales réactives : d’'une part
celles-ci sont plus dispersées que dans un ciment C-REF’, d’autre part elles semblent recouvertes
d’une pellicule de polymeére (cf. Figure 4.8). Ce recouvrement pourrait étre de nature physique
(« enrobage des particules dans le polymére environnant ») voire chimique, les groupements
carboxyliques de la CMC étant susceptibles de se complexer avec les ions calcium des particules

réactives [Ginebra 2001]. Ceci appuierait I'effet ralentisseur de la CMC dans le processus de prise.
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- cependant les groupements carboxyliques ont également déja été reportés dans la littérature
comme des inducteurs de précipitation d’apatite sur des polymeres tels que la CMC ou d’autres
polymeéres carboxyméthylés [Kawashita 2003; Nge 2006]. La forte interaction ionique entre les
groupements -COO" et les ions calcium Ca”* favoriserait la nucléation d’apatite ; la CMC pourrait ainsi
multiplier le nombre de sites et la surface de nucléation possible — dans le cas ou cette surface reste

bien définie, c’est-a-dire pour une réhydratation limitée — ce qui induirait un effet accélérateur.

Cependant, cette interaction ionique peut conduire a la stabilisation de germes de taille sous-critique
ce qui conduirait a un effet en deux temps : d’abord un retard de la croissance des germes, puis une

croissance « brusque » une fois la taille critique des germes atteinte [Combes 2002].

La compréhension de I'ensemble des mécanismes impliqués est délicate et nécessiterait de
poursuivre I'étude. D’apres nos premiers résultats, il semble que le passage d’un ciment C-REF’ a un
ciment composite C-2pCMC par I'addition d’une petite quantité de CMC ait, dans un premier temps
de la maturation, une influence majeure sur les deux premiers points cités ci-dessus : la phase liquide
devient plus visqueuse, les particules minérales sont recouvertes par le polysaccharide, la réaction de
prise est donc naturellement ralentie ; la réaction limitante serait alors la dissolution des réactifs.
Une fois la réaction amorcée, I'affinité de I'apatite avec la CMC pourrait accélérer la précipitation de
I"apatite par rapport au ciment C-REF’. Le ciment C-10pCMC ne montre pas la méme cinétique. La
principale différence entre ces deux ciments composites réside certainement dans la répartition du
polymeére dans la matrice (mis en évidence par MEB notamment, cf. Figure 4.8). Dans C-2pCMC, le
rapport volumique CMC / particules minérales est faible et le rapport eau / CMC est grand. Lors de
I’addition d’eau, il est probable que le polymere capte I'eau en priorité et soit rapidement réhydraté,
privilégiant un phénomeéne de recouvrement des particules minérales précédemment évoqué. Dans
le ciment C-10pCMC, le polymére est plus susceptible de former un gel, plus ou moins structuré, le
rapport eau / CMC étant plus faible. Est-il possible que le recouvrement des particules minérales, en
compétition avec cette agglomération soit moindre ? Il est difficile de le dire. Cependant il se peut
gu’une partie de I'eau soit contenue dans les zones denses de CMC, agissant comme des

« réservoirs », et soit libérée au fur et a mesure de la réaction de prise.

Dans la littérature, la plupart des résultats portent plus sur I'effet de I’addition d’un polymere
sur la réaction physique de prise et durcissement que la réaction chimique de prise du ciment.
Ginebra et coll. ont mis en évidence un retard dans la formation d’apatite dans un ciment a-TCP par
addition de poly(4-HMA) (5 a 10 % massiques dans la phase liquide, soit 2 a 4 % massiques par
rapport a la phase solide avec L/S =0,4) [Ginebra 2001]. Au contraire, Bigi et coll. observent une
précipitation plus rapide de I'apatite par addition de gélatine (17 % massique dans la phase solide)

dans un ciment o-TCP — contenant 5% de brushite [Bigi 2004]. Notons que le poly(4-HMA) et la
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gélatine, malgré une grande différence de structuration 3D, présentent tous deux des groupements
carboxyliques dans leur structure. La différence entre ces sytémes — que ce soit le polymere ou la
phase minérale — et le ciment CaCO; — CaP — CMC doit nous rendre prudent sur toute extrapolation,
mais ces deux études vont dans le sens d’un effet dose du polymeére sur le ralentissement ou

I"accélération de la formation d’apatite.

5.2 Temps de prise (aiguilles de Gillmore)

L’ajout de 10 % de CMC dans le ciment retarde sa prise d’un point de vue physique, avec un
temps de prise initial passant de 1h18 a 1h45 et un temps de prise final de 2h30 a 3h45 (Tableau 4.6).
Nous avons donc été amenés a introduire de I’"hydrogénophosphate de sodium Na,HPO, largement
utilisé comme accélérateur de prise dans divers ciments phosphocalciques afin de compenser si

possible |'effet retardateur de la présence de CMC.

C-REF 1h18 £ 3’ 2h30+ 15’
C-10pCMC 1h45 £ 15’ 3h45 £ 15’
C-10pCMC ; L = Na,HPO, 1% 18" +3 1h18 + 3’
C-10pCMC ; L = Na,HPO, 2,5% 13"+ 3 48" +3’

Tableau 4.6 — Temps de prise initial (T;) et final (Tf) des ciments C-REF’ et C-10pCMC
préparé avec de I'eau désionisée ou avec une solution de Na,HPO, a 1 % et 2,5 % m/m.
La Figure 4.38 présente ainsi I'influence de la concentration en Na,HPO, de la phase liquide
du ciment C-10pCMC sur sa prise physique. Comme cela a déja pu étre reporté dans la littérature, ce
phosphate de sodium permet une diminution significative du temps de prise et permet de I'ajuster

aux contraintes définies dans le cahier des charges (Chapitre 1- § 5).
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Figure 4.38 — Influence de I'utilisation d’une solution de Na,HPO, en tant que phase
liquide sur le temps de prise du ciment C-10pCMC.

6 Etude de la dissolution des ciments et de la libération de

I’argent
6.1 Protocole

Des blocs de ciments C-Ag(S) et C-10uCMC/Ag de 1 g (h= 16,5mm ; @ =10,5 mm) ont été
élaborés selon les protocoles décrits précédemment (chapitre2 - 2.1.a et chapitre3 - 2.1,
respectivement). La teneur des microsphéres en argent est de 9,3 % m/m, soit 0,9 % m/m pour une
ciment C-10uCMC/Ag. L’argent a donc été introduit a une teneur de 1 % m/m dans la phase solide du
ciment C-Ag(S), sous forme de AgsPO,. Aprés 32 h de maturation en atmosphére humide a 37°C, les

ciments ont été séchés pendant 10 jours a 37°C.

Le test de dissolution des ciments a été réalisé en accord avec la Pharmacopée Européenne
(7°™ édition) selon le montage schématisé sur la Figure 4.39. Aprés pesée, chaque bloc de ciment a
été immergé dans un bain de 1L d’une solution tampon de tris(hydroxymethyl)aminométhane a

0,1 M, acidifiée jusqu’a un pH 7,4 par de |'acide chlorhydrique.
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Figure 4.39 — Schéma du montage de dissolution et libération de I'argent

Des prélevements de 10 mL de solution ont été effectués quotidiennement pendant
11 jours ; le volume du bain a été maintenu constant tout au long de I’essai. Les quantités de calcium
et d’argent libérés au cours du temps ont ensuite été dosées par spectrométrie par torche plasma

(ICP-AES). La quantité d’ions dosés est exprimée par rapport a la quantité initialement introduite

dans le ciment.
6.2 Résultats

Sur la Figure 4.40 il apparait que le ciment C-10uCMC/Ag libére plus rapidement Ag* et Ca**
que le ciment C-Ag(S). Ainsi, aprés 11 jours, la quantité de calcium libéré a été de I'ordre de 10 % de
Ag et 12 % de Ca pour C-Ag(S), et 13 % de Ag et 15 % de Ca pour C-10uCMC/Ag. Notons que la masse
totale de ciment sec a diminué de 18,3 £ 0,4 % m/m pour le ciment C-Ag(S) et 20,7 0,1 % m/m pour

le composite C-10uCMC/Ag. La variation pourrait étre due a une différence de porosité.
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Figure 4.40 — Profils de libération (a) de I'argent et (b) du calcium, exprimé en pourcentage
par rapport a la quantité initiale introduite dans les ciments.

La Figure 4.41 présente la variation du rapport Ag/Ca, libérée en solution, par rapport au

rapport initial (Ag/Ca)s de 0,032 et 0,033 dans les ciments C-Ag(S) et C-10uCMC/Ag, respectivement.
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Les deux premiers jours, correspondent a une phase de mise en équilibre du systéme. Dans le cas du
ciment C-10uCMC/Ag, cela se caractérise par un pic de libération de I’argent par rapport au calcium.
Le rapport (Ag/Ca)iners/(Ag/Ca)s atteint ensuite un pallier autour de 0,8-0,9, identique pour les deux

ciments.

1,6

1,41
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Figure 4.41 — Evolution du rapport (Ag/Ca) libéré, par rapport au rapport (Ag/Ca)s
initialement introduite dans les ciments.

Dans le ciment C-10uCMC/Ag, I'argent est initialement introduit dans les microsphéres de
polysaccharide. La libération de I'argent relativement supérieure a celle du calcium correspond ainsi
probablement a une différence de porosité entre les ciments, liée a la présence de zones riches en
CMC hydratée, méme si elle n’est plus sous forme de microsphéres. Le ciment C-Ag(S) suit une mise
en équilibre différente. Une fois les systemes en équilibre, les deux éléments se libérent a peu pres
au méme rythme : le mécanisme privilégié serait donc celui de I'érosion par rapport a un mécanisme

de diffusion de I'argent.

Le modele de Higuchi, qui a mis en évidence une relation linéaire entre la quantité d’actif
libérée et la racine du temps dans le cas d’un mécanisme de diffusion pure [Higuchi 1963], appliqué a
nos cinétiques de libération de l'argent est présenté sur la Figure 4.42: il y a un net écart a la
linéarité des deux courbes expérimentales, particulierement pour le ciment C-10uCMC/Ag
(R’ =0,96). Cela confirme que les mécanismes engagés sont plus complexes que de la diffusion pure
et sont certainement en partie guidés par les limites de dissolution de certains composés et par

I’érosion.
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Figure 4.42 — Application du modele de Higuchi aux cinétiques de libération de I'argent
des ciments C-Ag(S) et C-10uCMC/Ag.

(ten jours)

Notons que dans le cas du C-Ag(S), et apres 4 jours d'immersion pour le ciment la libération
du calcium est supérieure a celle de I'argent (Figure 4.42), ce qui ne serait pas le cas dans un
mécanisme d’érosion pur. La vatérite, plus soluble que I'apatite et que le phosphate d’argent, est
tres probablement a I'origine de cet écart. Les diffractogrammes de RX de la Figure 4.43 confirment
la dissolution partielle de la vatérite au cours de I’essai. Il semble d’autre part qu’il y ait une certaine
recristallisation de I'apatite étant donné la meilleure définition des raies du diagramme. Notons la

présence d’une phase secondaire de chlorure d’argent dans le ciment C-10uCMC/Ag.

C-Ag(S) C-10UCMC/Ag

apres disso

avant disso

avant disso

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
260 (°) 20 (%

Figure 4.43 — Diffractogrammes RX des ciments C-Ag(S) et C-10uCMC/Ag avant et aprés
I'essai de dissolution. (* AgCl)

Un ciment C-10uCMC/Ag issu de I'essai de dissolution a été observé par MEB. Les Figure 4.44
et Figure 4.45 mettent en évidence de trés nettes différences de morphologie comparées aux

ciments n’ayant pas subi le test (Figure 4.10). La Figure 4.44 montre une précipitation importante
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d’apatite en surface de la CMC, qui forme un réseau tridimensionnel. Dans d’autres zones, des
feuillets de CMC piégés dans la matrice minérale ont pu étre observés (Figure 4.45). Des petites
particules noires en surface du polymere ont pu étre identifiées par des images issues des électrons
rétrodiffusés comme étant constituées d’argent. Elles pourraient correspondre au chlorure d’argent

identifié par DRX ou encore a des nanoparticules d’argent [Hebeish 2013].

Figure 4.45 — Micrographies MEB du ciment C-10uCMC/Ag aprés I'essai de dissolution :
(a) et (c) images par électrons secondaires ; (b) et (d) images par électrons rétrodiffusés de
la méme zone.
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6.3 Discussion

Cet essai avait pour objectif de mettre en évidence d’éventuelles différences de

comportement entre des systémes CaCO; — CaP — Ag et CaCO; — CaP — CMC/Ag.

Le ciment C-10uCMC/Ag a montré une dégradation légérement plus rapide que le ciment
C-Ag(S), tant au niveau de la masse du ciment, du calcium que de I'argent. La dissolution de la CMC
n’a pas été évaluée, mais si I'on considére la perte massique totale de C-Ag(S) et C-10uCMC/Ag
(18% vs 21 %, respectivement) et la différence de libération en ion calcium (13 % vs 15 %,
respectivement), il ne semble pas qu’il y ait de lessivage significatif de la phase organique. Notons
tout de méme que la stabilité a la réhydratation dans le temps des microspheéres a été évaluée : elle
est de I'ordre de 24 h en milieu ouvert. Il est néanmoins difficile d’extrapoler cette durée lorsque les

microspheres sont en milieu confiné.

Les ions chlorure issus de I'ajustement a pH 7,4 de la solution tampon entrent en interaction
avec le systéeme, étant donnée la phase AgCl identifiée par DRX dans le ciment C-10uCMC/Ag aprés
I'essai de dissolution. Une acidification a I'acide nitrique est donc préférable lorsque de I'argent est

présent dans le systéme, pour éviter tout biais di a la précipitation d’une phase secondaire.

Il est donc difficile d’exploiter pleinement ces résultats car il est probable que les cinétiques
soient ici entachées d’un ralentissement lié a la faible solubilité de AgCl. En outre, ces premiers essais
ont été réalisés dans des gammes de concentration finalement trop élevées par rapport aux résultats

des études bactériologiques (Chapitre 5 - § 1), I'extrapolation pouvant s’avérer délicate.

Une nouvelle étude de libération de I’Ag a donc été menée récemment et durant 14 jours
prenant en compte cette remarque ; les résultats n’ont cependant pas pu étre intégrés dans ce
manuscrit car les dosages de Ag et Ca dans les nombreux prélevements ont été retardés en raison
d’un probleme technique du nouveau spectrometre d’absorption atomique (flamme) disponible au

laboratoire.

7 Conclusions

Dans ce chapitre, nous sommes passés d’un systéme minéral CaCO; — CaP — Ag a un systéeme
composite CaCO; — CaP — CMC, voire CaCO; — CaP — CMC/Ag, comportant un polysaccharide : la
carboxyméthylcellulose (CMC). Celui-ci a été introduit soit sous forme de microsphéres (2 % et
10 % m/m de la phase solide), soit directement sous forme de poudre (2 % a 50 % m/m de la phase

solide). La faisabilité de ces ciments composites a été démontrée en mettant en évidence le
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processus de dissolution de la brushite et de la vatérite et de précipitation de I'apatite, méme dans

les ciments les plus chargés en polymére.

Il est apparu que la CMC, hydrophile, gonflait en présence d’eau et se présentait comme un
liant entre les particules minérales. Le faible temps de rémanence de la forme microsphére ne
permet pas de profiter pleinement de ses potentialités en terme de modulation des cinétiques de
libération, c’est pourquoi des étapes supplémentaires de formulation vont étre nécessaires avant

d’évaluer in vitro et in vivo la stratégie d’encapsulation de I'argent.

L'introduction de CMC a permis une nette amélioration de l'injectabilit¢ du matériau en
supprimant le phénomene de séparation de phases et en diminuant la force nécessaire a I'extrusion
de la pate. Elle a également montré un effet important au niveau des propriétés mécaniques du
matériau : la résistance a la compression, de l'ordre de 13 MPa pour un ciment C-REF, a été
augmentée jusqu’a 86 MPa pour un ciment composite contenant 50 % m/m de polysaccharide. La
variation du module élastique du matériau a pu étre associée a une porosité moindre lorsque de la
CMC est introduite plutdét qu’au caractére composite méme du matériau. Outre une meilleure
résistance a la compression, les ciments composites ont montré une ductilité nettement supérieure a
celle du ciment de référence, fragile, et une ténacité accrue de maniere exponentielle (pour une
teneur en CMC supérieure a 10 % m/m). Les propriétés évaluées semblent donc donner des résultats

satisfaisants au regard de I'os et des substituts osseux existants.

Le retard mis en évidence dans la réaction de prise peut étre facilement compensé par

I'utilisation d’une solution d’hydrogénophosphate de sodium Na,HPO,.

Il semble d’autre part que le polymére ait plusieurs réles dans le processus de dissolution —
reprécipitation des phases CaCO; — CaP, ce qui pourrait induire des conséquences variables en

fonction de la quantité introduite dans la matrice.

Enfin, une légére différence de comportement a été mise évidence entre un ciment
composite contenant des microsphéres de CMC chargées en argent (C-10uCMC/Ag) et un ciment ou
I'argent a été introduit sous forme d’un sel de phosphate AgsPO, avec une libération plus rapide des
ions argent et calcium pour le premier. Ces différences de comportements peuvent induire une

réponse différente du tissu hote, au niveau cellulaire et bactériologique.
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Chapitre 5 — Propriétés biologiques des ciments composites chargés en argent

Des études biologiques ont été réalisées tout au long du projet, en complément des avancées
physico-chimiques présentées dans les trois chapitres précédents. Trois approches ont donc été
considérées : d’une part, une approche microbiologique, en évaluant le potentiel antibactérien des
matériaux chargés en argent, composites ou non. Limiter les risques d’infections post-opératoires
était en effet un de nos principaux enjeux dans I'élaboration de ce substitut osseux. La cytotoxicité
des différents ciments a d’autre part été étudiée, leur biocompatibilité étant une condition
incontournable pour une application en tant que biomatériau. Enfin deux études ont été menées
chez I'animal afin d’observer le comportement, in vivo, des compositions des ciments les plus
prometteuses. Chacune de ces études ont jalonné les avancées du projet d’un point de vue physico-
chimique et ont été des éléments déterminants notamment pour certaines étapes clef de choix des

matériaux.

Ces études biologiques ont été menées au sein de trois laboratoires partenaires du projet
BIOSINJECT : le Laboratoire de Génie Chimique (LGC) sur le site de la Faculté de Pharmacie de
Toulouse, I'INSERM U1026 a Bordeaux et le laboratoire de Bioingénierie et Bioimagerie Ostéo-
Articulaires (B20A), a Paris. Dans ce manuscrit nous n’en présenterons que les principaux résultats.
Ceux-ci, indissociables des résultats physico-chimiques, donnent tout son sens a I'ensemble du
projet : une approche transdisciplinaire est indispensable dans I’élaboration d’un matériau a visée

biomédicale.

1 Activité antibactérienne

L’évaluation de I'activité antimicrobienne a été réalisée par Christine Roques, Christel
Henocq Pigasse et Julien Grimoud au Laboratoire de Génie Chimique 57 sur les matériaux développés

dans les chapitres précédents.

Un des enjeux majeurs du ciment composite que nous avons cherché a développer est de lui
conférer des propriétés antibactériennes dans le but de limiter les risques d’infections associés a

I'implantation d’un corps étranger et a I’acte chirurgical impliqué. Le réle visé de I'argent est donc un

> Université de Toulouse, LGC, UMR 5503 UPS-INPT-CNRS, Faculté de Pharmacie, 35 chemin des Maraichers,
31062 Toulouse cedex 9, France
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role préventif et non pas curatif : le site d’implantation et le dispositif implanté sont considérés
stériles et soumis a des bactéries de maniére trés ponctuelle et en nombre trés limité, provenant de

I’environnement ou du patient lui-méme, voire de I'opérateur.

Deux especes bactériennes ont été choisies pour réaliser cette étude: S. aureus et
S. epidermidis. Les deux sont des bactéries a Gram positif. 8l 14 premiére, S. aureus, est responsable
de pres de 20 % des infections nosocomiales [INVS 2007] et 90 % des ostéomyélites, infections de
I’os et de nombreuses contaminations d’'implants osseux a la surface desquels elle forme un biofilm
[Karlov 2002]. S. epidermidis est considérée comme une bactérie opportuniste ; ainsi, son implication
dans les processus infectieux sur implants s’est accrue conjointement avec le développement de
biomatériaux sur lesquels elle adhere et prolifere également sous forme de biofilm [Patel 2006].
C’est désormais une des principales causes d’infections notamment des implants orthopédiques. Elle

est d’autre part souvent impliquée quand un polymere fait partie des composants [Gristina 1987].

Le potentiel antibactérien de différentes compositions de ciment a ainsi été évalué par la
propension de ces matériaux a permettre 'adhésion et la prolifération de ces deux types de bactéries

sous forme de biofilm a leur surface.

Apres avoir introduit la méthode mise en ceuvre pour ces essais microbiologiques, nous
discuterons des résultats associés au systeme CaCO; — CaP, chargé a différentes concentrations en
argent. Nous présenterons ensuite I'influence de l'introduction de CMC dans ce systéme sur son

activité antibactérienne.

1.1 Activité antibactérienne des ciments

1.1.a Matériel & méthodes

Pastilles de ciment

Des pastilles de ciments (h=5mm ; @ = 10 mm) ont été préparées en mettant en forme la
pate de ciment 59 dans des moules en silicone puis en placant le tout dans une étuve a 37°C dans
une atmosphére saturée en eau pendant 48 h. Les pastilles ont ensuite été séchées pendant
quelques jours, toujours a 37°C. Enfin elles ont été stérilisées par rayons gammas (25 KGy). Le
Tableau 5.1 recense les ciments qui ont fait I'objet de cette étude microbiologique et leur

composition. Des concentrations en argent de 3,75.10°% a 7,5 % m/m ont été testées. La notation

*% La principale différence entre bactéries 3 Gram positif et a Gram négatif se situe dans la paroi bactérienne
(notamment dans sa composition et son épaisseur).

> réalisée comme décrit dans le dans le chapitre 2 (§ 2.1), le chapitre 3 (§ 2.1) et chapitre 4 (§ 2.1) pour le
ciments C-REF, les ciments C-Ag(S) et C-Ag(L) et les composites respectivement.
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utilisée est la suivante : C-Ag(S ou L)_X pour une concentration massique en argent de 3,75.X dans la
phase solide, introduit sous forme de Ag;PO, dans la phase solide (S) ou AgNO; dans la phase

liquide (L).

Ag% phase solide (m/m) pha(snel}lr(rqll)nde

(m/m) Brushite | Vatérite (pc(ill;/il(;e) AgsPO. eau AgNO3
C-REF 0 0,50 0,50 - - -
C-Ag(S)_2 7,5 0,45 0,45 - 9,7.10> | 0,7 -
C-Ag(S)_1 3,75 0,48 0,48 - 4,9.10% | 0,7 -
C-Ag(S)_101 3,75.10" 0,50 0,50 - 4,9.10° | 0,7 -
C-Ag(S)_102 3,75.10” 0,50 0,50 - 4,9.10" | 0,7 -
C-Ag(L)_10-2 3,75.10° 0,50 0,50 - - 0,7 | 59.10"
C-Ag(L)_104 3,75.10" 0,50 0,50 - - 0,7 | 5,9.10°
C-Ag(L)_10-¢ 3,75.10° 0,50 0,50 - - 0,7 | 5,9.10°%
C-10pCMC 0 0,45 0,45 0,10 - 0,7 -
C-10pCMC/Ag(S)_102 | 3,75.107 0,45 0,45 0,10 4,9.10* | 0,7 -
C-10pCMC/Ag(L)_102 | 3,75.107 0,45 0,45 0,10 - 07 | 59.10"

Tableau 5.1 — Composition des ciments ayant fait I'objet d’une étude microbiologique.
Toutes les masses ont été rapportées a 1 g de phase solide ; une pastille a une phase
solide de I'ordre de 0,40 g.

Essais microbiologiques

L'activité antibactérienne des matériaux a été évaluée en étudiant I'aptitude de
staphylocoques a adhérer a la surface des ciments et a la coloniser. La Figure 5.1 en donne une
représentation schématique. Les deux souches d’intérét, S. aureus CIP 4.83 et S. epidermidis CIP
68.21 (Collection de I'Institut Pasteur, Paris, France), ont été cultivées dans des microplaques 24 puits
contenant les pastilles de ciment précédemment présentées et 2 cm® de bouillon biofilm modifié
(BBM) ! [Khalilzadeh 2010]. Le modeéle a été choisi en considérant que la composition du BBM et le
renouvellement du milieu permettait la croissance de cellules adhérentes en une structure de
biofilm, sans donner lieu a une croissance planctonique — c’est-a-dire a I'état libre dans le milieu.
Dans ces conditions, les bactéries planctoniques sont celles issues du relargage a partir du biofilm.
Les souches-test sont conservées et entretenues selon la norme NF EN 12353 (Juin 2013). A partir
d’une culture sur milieu trypcase soja (Biomérieux, Craponne, France) de 24 heures a 37 °C, une
suspension est réalisée a 108 UFC /mL"® (mesure de la transmission & 640 nm). Cette suspension est
diluée afin d’obtenir une inoculation initiale avec 10° UFC /puits. Le milieu a été renouvelé aprés

différents temps d’incubation a 37°C — 4, 6, 20, 24 et 48 h pour S. aureus et 6, 20, 24 et 48 h pour

®Le BBM est un milieu de culture contenant différents sels de sulfates ((NH,),SO,, MgSO, FeSO,) de
phosphates (KH,PO,, Na,HPO,) et du glucose.
* UFC pour « Unité Formant Colonie », une UFC correspond donc a une colonie de bactéries.
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S. epidermidis — aprés deux légers ringages a I'eau distillée stérile (2 cm?). Les biofilms ont été cultivés
pendant 72 h. Les puits et les ciments ont ensuite été rincés et 2 cm® d’eau sont ajoutés. Les
bactéries adhérentes ont été récoltées par grattage des surfaces du puits a I'aide d’'une spatule
stérile et remises en solution. Le dénombrement des UFC a été réalisé sur cette suspension et sa
dilution au dixieme en ajoutant respectivement 1 mL et 100 pL a une gélose trypcas soja (incubation
pendant 48 h a 37°C). Chaque expérience a été répétée trois fois; les résultats présentent la

moyenne et I'écart type issus de ces trois essais.

4 ou R

G
milieu BBM (2 cm3)

G
D P
S RPN Sh—
D
pastille de @ @
Qment (@ 10,6 mm) /

Figure 5.1 — Représentation schématique de I’évaluation des propriétés antibactériennes
(anti-biofilm) d’un ciment.

1.1.b Résultats de l'évaluation de l'activité antibactérienne

des ciments

Ciments chargés en argent

Dans un premier temps, I'activité antibactérienne a été évaluée sur le ciment C-REF — sans
argent — d’une part, et sur des ciments C-Ag(S) contenant 3,75.102 % a 7,5 % (m/m) d’argent d’autre
part. Ainsi, nous avons pu noter que le ciment C-REF ne présentait pas d’activité antibactérienne
significative — méme densité microbienne aprés 72 heures d’incubation que les témoins puits de
microplaque — et autorisait la formation d’'un biofilm dense a sa surface, avec une population
adhérée supérieure a 6 log (Figure 5.2, point gris). Sur les compositions contenant de I'argent, que ce
soit pour S aureus ou S. epidermidis on note une inhibition significative de la formation du biofilm.
Jusqu’a une concentration de 3,75.102 % (m/m) en argent introduit sous forme AgsPO, dans la phase
solide du ciment : le nombre de bactéries a la surface du ciment est inférieure a 3 log (limite de

détection dans les conditions d’essai) (Figure 5.2.a & b, points rouges).

Dans le but de mettre en exergue |'effet dose de I'argent et de déterminer les limites de son

effet, nous avons cherché a diminuer encore sa concentration. La voie solide C-Ag(S) s’est alors

e protocole utilisé ne permettant pas un dénombrement significatif inférieur a 10® UFC.cm™
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avérée délicate et des compositions de plus faibles concentrations en argent sont apparues difficiles
a mettre en ceuvre expérimentalement sur quelques grammes de ciment. Nous avons donc choisi de
réaliser des ciments C-Ag(L), deuxiéme voie d’insertion de I'argent proposée dans le chapitre 3, ou
I’'agent antibactérien est introduit par le biais d’une solution de nitrate d’argent — ce qui autorise des
concentrations beaucoup plus faibles d’ions Ag’. Trois nouvelles compositions ont alors été
préparées : un ciment C-Ag(L)_10, comme point de comparaison avec le ciment C-Ag(S) _107 et les
ciments C-Ag(L)_10" et C-Ag(L)_10° d’un facteur de dilution 10 et 10 respectivement par rapport 3

ces derniers ciments.

La Figure 5.2 (points verts) présente les résultats obtenus pour ces ciments C-Ag(L). Nous
pouvons ainsi remarquer que pour une méme quantité d’argent, le ciment C-Ag(L) 10 semble
présenter une activité antibactérienne moins prononcée que le ciment C-Ag(S) 107 — et ce pour les
deux souches testées — mais toujours notable : le nombre de bactéries a été diminué de 2 a 3 log.
Lorsque la quantité d’argent a été diluée d’un facteur 100, I'adhésion et la prolifération de S. aureus
sous forme de biofilm a la surface des ciments n’a plus été freinée. Dans le cas de S. epidermidis, une
légére diminution (-1 log(UFC/cm?)) est restée significative pour les ciments C-Ag(L) 10™ et

C-Ag(L)_10° par rapport au ciment C-REF, mais non suffisante par rapport a nos objectifs.

S. aureus S. epidermidis
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Figure 5.2 — Evaluation de I'activité antibactérienne (anti-biofilm) des ciments C-REF,
C-Ag(S)_10", C-Ag(S)_107, C-Ag(L)_107, C-Ag(L)_10™ et C-Ag(S)_10"° contre les souches S.
aureus et S. epidermidis.
Il apparait donc, d’aprés ces résultats, qu’une concentration d’au moins 3,75.10° % (m/m)
d’argent en phase solide du ciment CaCO; — CaP permettrait de prévenir 'adhésion bactérienne

et/ou la multiplication des bactéries adhérées.

Notons que des essais préliminaires ont été réalisés pour évaluer le potentiel antimicrobien

du surnageant, apres I'essai : celui-ci n’a pas montré d’effet significatif sur des cellules planctoniques.
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Cela signifie donc que le relargage de I'argent de la pastille est faible, en accord avec les essais
préliminaires de libération in vitro (Chapitre 4 - § 7)d’une concentration dans la solution inférieure a
la concentration minimale inhibitrice (CMI) et a la concentration minimale bactéricide (CMB), de

I'ordre de 1-10 ppm.

Ciments composites chargés en argent

Les résultats du chapitre 4 nous ont menés a la conclusion qu’une teneur de 10 % (m/m) de
CMC, introduite sous forme de poudre dans la phase solide du ciment, permettait d’obtenir un
ciment composite cohésif et injectable (Chapitre 4, § 3.4). Par ailleurs, nous venons de présenter les
résultats d’une deuxieme série d’analyses réalisée pour étudier I'impact de l'introduction du
polysaccharide sur les propriétés antibactériennes du ciment chargé en argent a une concentration

de 3,75.10% % (m/m) dans la phase solide.

Le Tableau 5.2 présente les résultats issus de cette série de tests sur des ciments composites
chargés en argent (avec CMC introduite sous forme de poudre). Nous pouvons ainsi tout d’abord
remarquer que l'introduction de 10 % de CMC a un impact sur les propriétés antibactériennes du
matériau : la quantité de bactéries dénombrées était moindre d’environ 1,5 log dans C-10pCMC que
dans C-REF, et ce pour les deux souches. Il a été noté dans la littérature qu’en milieu hydraté, la CMC
formait un gel capable d’encapsuler et d’'immobiliser des bactéries, notamment S. aureus [Walker
2003]. Il est donc possible que la quantité de CMC présente en surface de I'échantillon ait cette

faculté de piéger une partie des bactéries.

Les ciments composites chargés en argent C-10pCMC/Ag(L)_10 et C-10pCMC/Ag(S)_102
n’ont pas présenté, comme nous aurions pu l'espérer, un effet synergique des deux additifs (CMC et
Ag) sur les propriétés antimicrobiennes : les résultats sont du méme ordre de grandeur avec ou sans
CMC. Lactivité antibactérienne des ciments p-composites chargés en argent est cependant
démontrée puisque nous retrouvons dans cette série d’essais des réductions de 'ordre de 3 log

(Tableau 5.2).
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Nombre de bactéries

exprimées S. aureus S. epidermidis
en log (UFC/cm?)

Puits vide 6,58 +015(3) 6,33 +0,09(3)
C-REF 5,71 #0,05(2) 5,67 +032(3)
C-10pCMC 4,10 +014(2) 4,33  +0,34(3)
C-Ag(L)_10-2 3,06 +002(2) 3,16 +022(3)
C-10pCMC/Ag(L)_10-2 3,26 $012(2) 2,93 +010(3)
C-Ag(S)_102 3,62 +018(2) 3,39 +0,09(2)
C-10pCMC/Ag(S)_10-2 3,70 20092 3,32 (1)

Tableau 5.2 — Evaluation de I'activité antibactérienne de ciments contenant ou non de la
CMC — 10 % (m/m) sous forme de poudre (en orange) — et/ou de I'argent — 3,75.107 %
(m/m) introduit par voie liquide Ag(L) (en vert) ou solide Ag(S) (en rouge).

Les valeurs moyennes et écart-types (en italique) sont issus d’un nombre d’essais précisé
entre parentheses.

Ces essais microbiologiques ce sont ainsi avérés probants: que ce soit en introduisant
I"argent par voie liquide sous forme de AgNO; ou directement par voie solide sous forme de AgsPO,,
la possibilité de conférer des propriétés antibactériennes a des systemes CaCO; — CaP — Ag et CaCO;
— CaP — CMC - Ag a été démontrée. Des concentrations de 3,75.10° % a 7,5 % (m/m) d’élément Ag

dans la phase solide des ciments ont ainsi permis d’inhiber la formation de biofilm des souches

S. aureus et S. epidermidis en surface des matériaux.

Des essais complémentaires sont en cours afin d’abaisser la limite de détection
(dénombrement des bactéries) et de pouvoir définir s’il s’agit d’'une inhibition totale de formation de

biofilm ou d’une réduction partielle.

Compte tenu de la large gamme de concentrations en Ag testées et efficaces d’un point du
vue bactériologique, nous nous sommes ensuite préoccupés de vérifier la cytocompatibilité de telles

formulations de ciments (composites ou non) chargés en Ag vis-a-vis des cellules.

2 Essais cellulaires

Si la cytocompatibilité de la matrice CaCO; — CaP (ciment C-REF) avait déja été contrdlée dans
des études préalables [Combes 2006a], un deuxieme aspect biologique clef était a examiner: la
biocompatibilité des compositions contenant de la CMC et/ou de largent. Alors que la
biocompatibilité de la CMC n’est plus a prouver [Barbosa 2005; Hebeish 2013], I'argent lui peut
présenter un caractere cytotoxique en fonction de sa concentration [Miura 2009]. L'enjeu de ces
études cellulaires était donc dans un premier temps d’évaluer dans quelle gamme de concentration

I'argent, au sein d’'une matrice CaCO;— CaP, allait s’avérer cytocompatible et dans un deuxiéme
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temps d’étudier linfluence d'un composite CaCO;—CaP/CMC/Ag sur la différenciation

ostéoblastique de cellules mésenchymateuses humaines.

2.1 Etude de la cytotoxicité des ciments contenant Ag;PO,

2.1.a Matériel & méthodes

Des pastilles de ciments de différentes compositions (Tableau 5.1) ont été réalisées comme
décrit dans le paragraphe 1.1.a, puis également stérilisées par rayonnement gamma (25 KGy) a l'aide

d’un irradiateur (Nordion, Gammacell).

La toxicité éventuelle d’'un matériau vis a vis des cellules peut-étre recherchée en étudiant
|’effet provoqué par I'extrait de ce matériau. Les extraits permettent de mettre en évidence I'effet
toxique de substances « entrainables » ou de produits de relargage. Les extraits sont préparés selon
les normes AFNOR6NF EN 30993 ! et 15010993-5 " en respectant le rapport entre la surface
apparente immergée de |'échantillon et le volume du véhicule d’extraction a savoir entre 3 a 6

cm?/cm? de I’échantillon.

Nous avons donc préparé des extraits a partir des différents ciments sous forme de pastilles de
1cm® pour chaque série. Les matériaux ont été placés dans des tubes en présence de
milieu o-MEM ' + Glutamax (InVitrogen, France) seul, puis incubés dans une étuve a 37 °C en
présence de 5% de CO, et 95 % d’humidité (Figure 5.7.a). Aprés 24 heures, I'extrait (J;) de chaque
série est récupéré et remplacé par une méme quantité de milieu puis replacé dans I'étuve. Cette
deuxieme extraction est récupérée 24 heures plus tard (J,) et une quantité identique de milieu est
rajoutée de nouveau. Cette étape est renouvelée encore 2 fois. Aprés récupération du dernier (Js),
les 5 extraits sont supplémentés avec 10 % de sérum fecetal de veau (SVF, Lonza France) et utilisés

purs (100%).

Des cellules souches mésenchymateuses, isolées a partir du stroma de la moelle osseuse
(HBMSC), ont été cultivées dans un milieu de culture basique non inducteur, 'a-MEM en absence
d’acide ascorbique supplémenté en SVF a 10 % (v/v) afin de garantir un état de cellules stromales
[Vilamitjana-Amédée 1993]. Ces cellules ont ensuite été ensemencées a une densité de

15000 cellules/cm?® dans des plaques de 96 puits (Nunc, Denmark) et incubées a 37°C pendant

® Evaluation biologique des dispositifs médicaux. Partie 5: Essais concernant la cytotoxicité :
Méthodes in vitro. 1994. AFNOR6NF EN 30993-5.

* Norme 15010993-5, 1992, Biological evaluation of medical devices. Test for cytotoxicity: in vitro
methods.

65 ) . . s . . . o
Le a-MEM (pour Minimum Essential Medium) est un milieu de culture cellulaire riche particulierement
adapté a la culture de cellules de la moelle osseuse.
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3 jours. A l'issue de ce temps, le milieu de culture est remplacé par 100 uL de chaque extrait (J4, J,, Js,
Ja, J5) a raison de 6 puits pour chaque extrait (Figure 5.7.b). Les plagues sont placées dans un
incubateur thermostaté a 37 °C, 5 % de CO, et 95 % d’humidité pendant 24 heures. Deux témoins ont
été utilisés : un témoin positif — phénol a 64 g.L" — qui est susceptible d’induire une réponse
cytotoxique de facon reproductible et un témoin négatif — milieu de culture alpha MEM dépourvu
d’échantillon de matériau et incubé dans les mémes conditions. Deux tests ont été réalisés : le test
du rouge neutre (RN) 6] ou test de viabilité [Parish 1983] et le test au MTT®” ou test d’activité
métabolique. Aprés 24 h de contact entre les extraits et les cellules, les plaques de culture sont
retirées de l'incubateur et aprés élimination de I'extrait, les cellules sont rincées puis incubées

respectivement avec la solutionde RN et de MTT pendant 3 h.
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Figure 5.3 — Représentation schématique (a) de la préparation des différents surnageants ;
(b) de la détermination de la cytotoxicité de ce surnageant sur des HBMSC.

L’extraction du RN est réalisé avec un mélange composé d’acide acétique a 1 % (v/v) dans de

I’éthanol a 50 % (v/v) et les cristaux de formazan sont solubilisés par I’addition de DMSO pour le test

% Le rouge neutre est un colorant vital qui se fixe par liaisons électrostatiques sur les sites anioniques de la
matrice lysosomiale et toute diminution de I'incorporation de ce colorant traduit une altération de I'intégration
membranaire de ce compartiment

% Le MTT ou bromure de 3-(4-5 diméthylthiasol-2-yl) diphényl Tétrazolium (Sigma) est un sel de tétrazolium de
couleur jaune en solution aqueuse a pH neutre. Il est réduit en cristaux bleus de formazan par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes. La quantité de formazan générée est ainsi
proportionnelle a I'activité des cellules.
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MTT. Les plaques sont lues au spectrophotomeétre (DYNEX MRX, Dynatech) a la longueur d’onde de
540 nm. La coloration s’étendant de I'incolore pour les dilutions entrainant 100 % de cytotoxicité
(témoin positif) a une couleur rouge (RN) ou violacée (MTT) d’autant plus intense que les extraits
sont moins toxiques. Les résultats seront exprimés en pourcentage par rapport au témoin qui

représente le 100 % d’activité, sur une moyenne de six essais par composition.

2.1.b Résultats

La Figure 5.4 présente les résultats obtenus sur les trois ciments les plus chargés en argent :
C-Ag(S)_10", C-Ag(S)_1 et C-Ag(S)_2 contenant respectivement 0,375 %, 3,75 % et 7,50 % (m/m)
d’élément Ag dans leur phase solide. Les résultats obtenus sont comparés aux résultats des témoins
gue représentent les cellules n"ayant pas vu d’extraits des matériaux. Dans ce travail et selon Ila
norme AFNOR, un produit est considéré comme cytotoxique lorsque le pourcentage de mortalité est
supérieur a 25%. Selon cette norme seul le test de viabilité est préconisé, mais nous avons souhaité y
associer le test du MTT pour introduire la notion d’activité métabolique car une cellule vivante n’est

pas forcément active.

On peut remarquer que quelle que soit la dose d’argent introduite dans cette gamme de
ciments, la viabilité cellulaire n’a pas été affectée. Par contre, pour le ciment le plus chargé en
argent, nous observons une cytotoxicité pour I'extrait J; qui représente les premieres 24 h de
libération de I'argent dans le milieu. Cependant dés la seconde extraction nous pouvons noter une
conservation de I'activité métabolique similaire aux autres conditions puisque le pourcentage

d’activité est supérieur a 75 %.
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Figure 5.4 — (a) Viabilité cellulaire (RN) et (b) activité métabolique (MTT) des ciments
C-Ag(S)_10", C-Ag(S)_1 et C-Ag(S)_2 contenant respectivement 0,375 %, 3,75 % et 7,50 %
(m/m) d’élément Ag dans leur phase solide.
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Ces résultats ont été obtenus sur des ciments ayant maturé préalablement 48 h dans une
atmosphere saturée en eau. Leur extrapolation sur un possible comportement in vivo doit prendre
en compte deux principales différences : la premiere est que le ciment, implanté sous la forme d’une
pate, peut présenter une cinétique de libération différente et probablement plus rapide pendant les
premieres heures de prise et de durcissement. Néanmoins, dans notre cas, |'argent a été introduit
sous forme de particules solides d’orthophosphate d’argent AgsPO,, trés peu solubles (cf. chapitre 3),
ce qui minimise un éventuel pic de libération plus important. D’autre part, les essais in vitro ont été
réalisés dans un milieu statique @ ; il est trés probable que, in situ, aprés implantation dans un
systeme dynamique dans lequel les fluides biologiques circulent, la concentration effective d’argent

en surface du matériau soit bien moindre.

Ces résultats mettent ainsi en évidence la cytocompatibilité des ciments contenant de
I'argent, jusqu’a une concentration de 3,75 % m/m en phase solide, concentration relativement
élevée a I'échelle biologique. Les résultats obtenus sur le ciment le plus chargé laisse penser qu’une
concentration d’argent libérée éventuellement supérieure dans des conditions in vitro

n’affecteraient pas la vie des cellules et que trés peu leur activité métabolique.

2.1.c Confrontation des données de microbiologie et de

cytocompatibilité

Les résultats de microbiologie ont mis en évidence une activité antibactérienne du ciment
jusqu’a une concentration de 3,75.10°% m/m d’argent en phase solide. D’autre part les essais
réalisés sur les cellules souches mésenchymateuses ont démontré la cytocompatibilité des matériaux
jusqu’a une concentration de 3,75 % m/m. Comme schématiquement représenté sur la Figure 5.5,
ces deux données nous permettent de déterminer les valeurs limites de la gamme dans laquelle nous

pouvons élaborer un ciment ayant les caractéristiques biologiques requises.

En cohérence avec la volonté d’élaborer un matériau ayant des propriétés préventives vis a
vis des souches bactériennes — et non pas curatives —, nous avons ainsi choisi de poursuivre les

études biologiques avec la plus faible concentration de 3,75.10° % m/m en argent dans les ciments.

68 . s .
avec renouvellement quotidien du milieu
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1 2

3,75x 10™ 10° 10

Figure 5.5 — Définition de la concentration en argent a introduire dans la phase solide du
ciment d’apreés les résultats de cytocompatiblité et de microbiologie

2.2 Etude de la cytocompatibilté d’un ciment composite CaCO; -
CaP-CMC-Ag: effet de Il'argent sur la différenciation

ostéoblastique

Cette partie de I'étude concerne un ciment p-composite contenant 10 % m/m de CMC et
3,75.10°% m/m d’argent dans sa phase solide, soit le ciment C-10pCMC/Ag(S)_10”. Nous

simplifierons sa dénomination en « C-10pCMC/Ag ».

2.2.a Matériel & Méthodes

Les pastilles de ciments élaborées puis stérilisées par rayonnement gamma (§ 2.1.a) ont été
utilisées pour les études de différenciation. Aprés 24 h en milieu Alpha MEM seul, les pastilles ont
été ensemencées avec 10’ cellules/cm’ dans du milieu a raison de 4 matériaux par temps et par
série. Les plaques sont placées dans un incubateur thermostaté a 37 °C, 5% de CO, et 95%

d’humidité pendant 3, 7 et 15 jours de culture.

A l'issue de chaque temps et aprés vérification de la présence des cellules (test live dead) et
pour chaque série de matériaux, les ARN totaux des cellules HBMSCs sont extraits a I'aide de la

trousse d’extraction Quiagen (RNeasy total RNA kit) et 1 pg sera utilisé pour la synthése de ’ADNc et
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la différenciation cellulaire a été suivie par PCR quantitative en temps réel 9 des marqueurs de
différenciation ostéoblastique, plus particulierement la phosphatase alcaline (PAL) — marqueur

précoce —, I'ostéocalcine (OC) — marqueur tardif — et le collagene de type I (Coll1).

Des cellules HBMSCs témoins ont été cultivées sur plastique et serviront de controle

d’expression.

2.2.b Résultats

Nous pouvons observer sur la Figure 5.6 une expression augmentée aussi bien du marqueur
précoce (PAL) que du marqueur tardif (OC) de la différenciation ostéoblastique des HBMSCs sur le
ciment C-10pCMC/Ag comparativement au témoin et ceci deés le 3¢me jour de culture avec une
expression plus importante a J7 et un maintien de cette différenciation a J15 pour les 2 marqueurs.

L'expression du collagéne reste similaire au cours du temps et ceci quel que soit le support.

20 30 16
phosphatase alcaline ” ostéocalcine 1.4] collagéne de type I
154 1,24
20
1,04
104 154 0,8+

10 067

0,44

54
0,24

0- 0- 0,0-
J3 J7 J15 J3 J7 J15 J3 J7 Ji5

Figure 5.6 — Expression de (a) la phosphatase alcaline, (b) I'ostéocalcine et (c) le collagéne
de type | en présence du ciment C-10pCMC/Ag ou d’un échantillon contréle (plastique).
Ces différents essais in vitro mettent en évidence que le ciment C-10pCMC/Ag, par son
caractere antibactérien, cytocompatible et favorisant la différenciation ostéoblastique, se présente
comme un candidat prometteur en tant que substitut osseux. L'étape suivante a consisté a étudier le

comportement in vivo de certaines compositions de ciments.

% La PCR (Polymerisation Chain Reaction) quantitative en temps réel est une méthode d’analyse qui permet de
quantifier le niveau d’expression d’un gene spécifique d’une cellule. Son principe repose sur le suivi cycle par
cycle de la réaction d’amplification enzymatique au moyen d’'une molécule fluorescente capable d’émettre
dans des conditions bien définies un rayonnement dont l'intensité sera directement mesuré a un moment
donné au cours de chaque cycle PCR.
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3 Evaluation de la réponse osseuse aux ciments a base de

CaCO3 — CaP apres implantation in vivo

Deux séries d’études in vivo ont été menées au laboratoire de Bioingénierie et Bioimagerie
Ostéo-Articulaire (B20A) (travaux de Master 2 — Dr Maité Souyet sous la direction de Pr Fani
Anagnostou). 700 L5 premiere étude, a laquelle j’ai pu participer, évalue in vivo la biocompatibilité et
I’ostéoconductivité du ciment C-REF CaCO; — CaP. La deuxiéme étude portait sur le ciment composite
comportant de la CMC et de l'argent afin d’évaluer 'influence de ces deux additifs sur son potentiel

ostéoconducteur et sa cytocompatibilité in vivo.

3.1 Méthodologie expérimentale

3.1.a  Procédure chirurgicale

Les essais in vivo ont été réalisés sur des lapins néo-zélandais (4gés de 4 mois ; =4 Kg). Un
défaut cylindrique (h=10mm; @ =6 mm) a été effectué dans le condyle fémoral " des lapins
(Figure 5.7.a & b). Ces défauts ont ensuite été comblés avec la pate de différents ciments préparés
extemporanément : leurs compositions sont présentées dans le Tableau 5.3 — préparés
extemporanément. ¥ Chaque composition a été implantée au niveau de 6 sites fémoraux. Les

animaux ont été sacrifiés au bout de 6 semaines.

/(a)

condyle

-

défaut
\ cylindrique

(b,) /

Figure 5.7 — (a) site d’implantation fémoral chez le lapin ; défaut (b;) avant et (b,) apres
comblement par le ciment.

7% Laboratoire de Bioingénierie et Bioimagerie Ostéoarticulaire, UMR-CNRS 7052, Paris, France

" Un condyle est une surface articulaire arrondie dans un sens, et aplatie dans I'autre, qui s’articule avec un
autre os — le tibia, dans le cas d’un condyle fémoral.

7% Les ciments ont été préparés comme décrit dans les chapitres 2, 3 et 4. Les poudres réactives avaient été
préalablement stérilisées par rayonnement y.
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Chapitre 5 — Propriétés biologiques des ciments composites chargés en argent

Composition de la phase solide du ciment (m/m)
Brushite Vatérite (Cpl\gLCJdre) Ag (AgsP0,)
C-REF 0,50 0,50 - -
C-2pCMC 0,49 0,49 0,02 -
C-2pCMC/Ag(S)_10-2 | 0,49 0,49 0,02 375 ppm
C-10pCMC 0,45 0,45 0,10 -
C-10pCMC/Ag(S) _102 | 0,45 0,45 0,10 375 ppm

Tableau 5.3 — Composition des ciments ayant fait I'objet d’une étude in vivo

3.1.b  Histologie

Aprés le sacrifice, les prélevements effectués ont été fixés dans du formol 10 % pendant un
mois puis déshydratés dans des bains d’alcool croissants (70 ° a 100 °) et inclus en bloc dans du
polyméthacrylate de méthyle (PMMA). Aprés la polymérisation les blocs de fémurs ont été orientés a
I'aide de radiographies puis découpées pour obtenir des coupes transversales. Elles ont été collées
sur des lames, d’abord poncées afin d’arriver a une épaisseur de 70 a 80 um (Exakt Micro grinding
System®, Micron France) puis polies et colorées au bleu de Stevenel letala picrofuchsine de van

Gieson . Des coupes de 100 pm non collées ont été utilisées pour réaliser des microradiographies.

3.2 Etude du ciment de référence

La Figure 5.8 montre deux microradiographies obtenues sur deux explants aprés 6 semaines
d’implantation du ciment CaCO; - CaP C-REF. Nous pouvons remarquer d’'une part que le ciment
présente la méme radio-opacité que I'os, ce qui ne permet pas de distinguer a priori par cette
technique la matrice osseuse présente avant implantation, le matériau implanté et I'os néoformé au
cours de l'implantation. Conférer une certaine radio-opacité a ce ciment CaCO; - CaP est une
préoccupation qui a fait I'objet d’une étude complémentaire [Tadier 2009]. L’addition de carbonate
de strontium SrCO; comme radio-opacifiant sera donc prise en compte pour la formulation finale du
matériau. Néanmoins sur ces radiographies, le matériau se devine sur la Figure 5.8.a; il a perdu sa
circularité et son intégrité sur la Figure 5.8.b: ces premiéres observations sont le témoin d’une

résorbabilité du matériau, apparemment variable selon les implants.

73 . .
coloration bleue des noyaux cellulaires

74 . . ) N
coloration rose du tissu osseux (fibres de collagéne).
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Figure 5.8 — Microradiographies de coupes de deux implants C-REF (a) et (b).

Les Figure 5.9 et Figure 5.10 présentent les coupes histologiques issues de différents
échantillons C-REF. Aucune réaction inflammatoire n’a été observée au niveau des défauts comblés
avec ce ciment (Figure 5.10.c & d). Apres 6 semaines d’implantation, des flots de matériau (couleur
sombre) sont encore présents dans tous les explants, montrant une bonne résorbabilité,
relativement variable selon les échantillons (Figure 5.9). Une analyse histomorphométrique a mis en
évidence que 6 semaines aprés l'implantation, la surface du ciment n’était plus que de 'ordre de
35 %. De I'os néoformé (couleur rose) a d’autre part été détecté autour du matériau résiduel ce qui
indique un potentiel ostéoconducteur. Cette néoformation, de l'ordre de 20 % et également
présente jusqu’au cceur du matériau, a également présenté une relativement grande variabilité d’'un

implant a 'autre.

Figure 5.9 — Coupe histologique non décalcifiée de deux implants C-REF (a) et (b) apres
6 semaines (cercle interne : @ = 2,5 mm ; cercle externe : @ = 6 mm)
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Sur les Figures 5.10.a & b, la microstructure du ciment résiduel présente de nombreuses
stries correspondant a des traces de plaquettes de brushite dissoutes comme nous avions pu

I'observer in vitro par MEB (Figure 2.10).

Quelques cellules multinucléées ont également pu étre observées a la surface du matériau

(Figure 5.10.e & f).

Figure 5.10 — Coupes histologiques d’implants du ciment C-REF : (a) & (b) Dissolution du
matériau, fissures, néoformation osseuse ; (c) & (d) Absence réaction inflammatoire et
néoformation osseuse ; (e) & (f) Présence des cellules multinucléées en contact avec le
matériau (ce dernier est indiqué par une étoile blanche).
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3.3 Etude des ciments composites contenant de I’argent

Une deuxieme étude a été réalisée sur des ciments contenant 2 % et 10 % de CMC (Tableau

5.3) et 3,75.102 % m/m d’argent.

3.3.a  Analyses toxicologiques

Une analyse de la concentration en argent présent dans les organes tels que la rate et le foie
a été réalisée afin de vérifier que I'argent ne s’était pas accumulé dans ces organes. Les rates de 15
des 16 lapins ont été lyophilisées et analysées par spectrométrie de masse a plasma couplé par
induction (ICP-MS). 7} Aucune trace d’argent — c’est-a-dire une teneur inférieure a 5 ppm — n’y a été

détectée. L'analyse des foies est en cours.

3.3.b  Analyses histologiques

L’analyse compléete des coupes histologiques est en cours, mais différents points ont d’ores
et déja pu étre remarqués. Sur I'’ensemble des ciments composites implantés — avec ou sans argent —
I"absence de réaction inflammatoire ainsi qu’une néoformation osseuse au contact du matériau ont
été notées. L'introduction de phosphate d’argent AgsPO, dans la phase — a 3,75.10° % m/m en
élément Ag — n’a pas montré d’influence significative sur la néoformation osseuse et la résorbabilité
du matériau. L'analyse histomorphométrique est en cours afin d’évaluer I'effet de la CMC sur ces
parametres (Figure 5.11.c vs Figure 5.11.a&b). Les ciments C-10pCMC semblent d’autre part
présenter un aspect plus fragmenté (Figure 5.11.e). L'os néoformé est observé au sein du matériau
(Figure 5.11.d & d,). Des ostéoclastes présents suggerent un mécanisme de résorption non
seulement chimique mais a médiation cellulaire. Ces premiers résultats apparaissent comme
prometteurs pour la suite du développement de ces ciments composites incluant de I’Ag en tant

gu’agent antibactérien.

7> |nstitut des Sciences Analytiques, CNRS, Villeurbanne
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Figure 5.11 — Images des coupes histologiques des ciments composites (a) C-2pCMC;
(b) C-2pCMC/Ag; (c) & (d) C-10pCMC et (e) C-10pCMC/Ag a un grossissement x10 et
agrandissement de I'image (d) a un grossissement x20.
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4 Conclusion

Dans ce chapitre, trois axes d’études biologiques ont été présentés. L’activité antibactérienne
des ciments contenant de I'argent a d’abord été mise en évidence. Pour des teneurs supérieures ou
égales a 3,75.102% m/m d’argent, sous forme AgsPO, dans la phase solide, le développement de
deux souches staphylocoques sous forme de biofilm a été inhibé, que ce soit dans un systeme CaCO;
— CaP — Ag que dans un systéme CaCO3 — CaP — CMC — Ag. Des concentrations inférieures, ou I'argent
a été introduit par voie liquide, n’ont montré qu’une inhibition partielle voire nulle, en fonction de la

dose d’argent.

La cytocompatibilité de ces mémes matériaux a d’autre part été mise en évidence : jusqu’a
7,5 % m/m d’argent, les cellules du milieu dans lequel les ciments étaient immergés étaient viables.
Seule la composition la plus concentrée a provoqué une baisse de I'activité métabolique le premier
jour, ensuite retrouvée les jours suivants. Il apparait ainsi qu’une gamme de concentration en argent
entre 3,75.10°% m/m et 3,75% m/m est parfaitement adaptée pour élaborer un ciment

biocompatible antibactérien.

Des essais in vivo ont confirmé ces résultats prometteurs : des ciments de référence et
p-composites, contenant de l'argent, ont été implantés et n‘ont montré aucune réaction
inflammatoire. Le ciment C-REF a d’autre part démontré une résorption, aprés 6 semaines, de |'ordre
de 35 %, dont 20 % d’os néoformé. Les premiers résultats sur les ciments composites, contenant
notamment 10 % de CMC semblent présenter une cinétique de résorption encore supérieure sans

toutefois conduire a une accumulation d’argent dans les organes.
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> Résolution de la problématique de développement d’un substitut

osseux : état d’avancement

L'objectif de cette étude était de développer un ciment composite de comblement osseux
répondant aux criteres du cahier des charges présentés dans le Tableau 1.2, dont |'attention se
portait principalement sur une mise en forme injectable, des propriétés antibactériennes préventives
et une bonne résorbabilité. Ce travail est parti d’'une matrice CaCO; — CaP mise au point au sein du
CIRIMAT, conduisant a une apatite nanocristalline analogue au minéral osseux associée a de la

vatérite introduite en excés en tant que réactif.

Nous synthétisons ci-aprés les principaux résultats et perspectives des différentes étapes qui

nous ont permis d’avancer dans la mise au point du ciment composite aux propriétés recherchées.

Le ciment composite a révélé une mise en forme de la pdte plus facile que celle du ciment de
référence grace a un aspect plus cohésif et élastique. Des essais d’injectabilité ont d’autre part été
réalisés sur des seringues de 2,5 mL, sans canule. Le ciment de référence CaCO; — CaP n’est pas
injectable au sens ou il présente un phénomene de séparation de phases au cours de I'extrusion et
ou la force a appliquer dépasse rapidement 120 N, limite fixée pour une injection manuelle.
L'introduction de CMC (2 a 10 % m/m) a permis de s’affranchir de la séparation de phases, et la force
nécessaire a I'extrusion a été nettement diminuée (30-60 N). La problématique de I'injectabilité reste
néanmoins complexe lorsque l'on ajoute une canule, nécessaire pour une implantation mini-
invasive ; la notion d’injectabilité est en effet complétement dépendante de la gé¢ométrie du systeme
d’injection et des contraintes associées (diametre du corps de la seringue et de la canule, angle de
rétrécissement entre le corps et I’embout, longueur de la canule). Des études complémentaires sont
en cours pour déterminer le meilleur compromis entre les propriétés du ciment et la géométrie du

dispositif la plus adaptée.

Une décorrélation a été mise en évidence entre la prise physique du ciment et la réaction
chimique de prise, que ce soit pour les ciments chargés en argent ou les ciments composites. Les
premiers ont ainsi montré des cinétiques de formation d’apatite plus rapides que le ciment de
référence et pourtant peu d’influence sur le temps de prise. La CMC, d’un autre coté, retarde

nettement la prise physique du ciment alors que son impact sur la réaction de dissolution-

193



Substitut osseux injectable, antibactérien et résorbable : études physico-chimiques et biologiques d’un ciment composite a base d’apatite

reprécipitation semble dépendre de sa concentration. Un accélérateur de prise, sous forme d’une
solution de Na,HPO,, a donc été introduit dans le systeme et a permis d’atteindre un temps de prise

de I'ordre de 15 minutes.

Une résistance a la compression autour de 10 MPa a été mesurée sur les ciments
comportant 0 a 2% m/m de CMC, ce qui répond au cahier des charges. L'introduction d’une plus
grande quantité de polymére a méme conduit a des valeurs de I'ordre de 85 MPa (pour 50 % m/m),
et a une trés nette amélioration de la ductilité et de la ténacité du matériau, résultats tres
prometteurs. |l serait intéressant de poursuivre I'étude, notamment en mettant en place des essais
sur matériaux humides, plus proche de la réalité des conditions d’implantation et pouvant avoir des

conséquences importantes sur le polysaccharide.

La radio-opacité des ciments CaCO; — CaP avait fait I'objet d’'une étude préalable [Tadier
2009]. L’addition de carbonate de strontium SrCO; devra donc étre prise en compte pour ajuster les

parametres du systéme.

Des études cellulaires ont été réalisées sur des ciments minéraux ou composites chargés ou
non en argent. Leur biocompatibilité a ainsi été mise en évidence pour une concentration inférieure
a 3,75 % m/m en argent dans la phase solide des ciments. Notons que la concentration la plus élevée,
7,5 % m/m, n’a pas montré de cytotoxicité a proprement parler, seulement une baisse de I'activité
métabolique des cellules le premier jour de contact, dans un milieu statique. La biocompatibilité des
matériaux a pu également étre attestée par I'absence de formation de tissus fibreux autour des
implants in vivo dans des condyles de lapins, sacrifiés aprés 6 semaines. Aucune trace d’argent n’a

par ailleurs été détectée dans la rate, dans une limite de détection de 5 ppm.

L'activité antibactérienne des ciments minéraux ou composites a été démontrée sur des
souches S. aureus et S. epidermidis a partir de 3,75.10%% m/m en argent, sous forme Ags;P0Q,, dans
leur phase solide. L'idée d’associer cellules mésenchymateuses et quelques bactéries dans une
méme expérience a été évoquée afin de modéliser au mieux I'environnement du substitut osseux

une fois implanté.

Les études in vivo ont mis en évidence une résorbabilité et une ostéoconductivité
intéressantes de ces matériaux. En effet, apres seulement 6 semaines d’implantation, le ciment de
référence ne représentait plus que 35 % de la surface des coupes histologiques, et I'os néoformé
était présent sur environ 20% de la surface. Les analyses histomorphométriques des ciments
composites (2% et 10 % m/m de CMC) sont en cours, mais d’aprés les résultats préliminaires il

semble que la CMC ait un effet positif sur la résorbabilité des ciments.
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La question de la stérilisation, non présentée dans ce manuscrit, a été étudiée. Une
stérilisation par rayons gamma (25 KGy) ne semble pas avoir d’effet significatif sur les poudres
minérales. Par contre, il est vraisemblable que la poudre de CMC soit partiellement dégradée, ce qui
atténue I'amélioration d’injectabilité associée a cet additif, mise en évidence dans le chapitre 4. En ce
sens, il apparait plus judicieux de choisir une teneur de 10 % plutdt que de 2 % de polysaccharide
dans la formulation du composite. D’autre part, La stérilisation d’une solution de Na,HPO, étant plus
difficile a mettre en place que celle d’eau désionisée d’'un point de vue industriel, une étude
préliminaire a été engagée afin d’étudier la possibilité d’introduire I'accélérateur de prise dans la
phase solide. Les résultats sont prometteurs, il est néanmoins important de maitriser la

granulométrie de cet additif et sa répartition homogéene dans la phase solide.

D’un point de vue des aspects réglementaires, la plupart des essais qui ont été mis en place
ont répondu a une norme (temps de prise, test de dissolution, études cellulaires et
bactériologiques...). Les composés que nous avons utilisés ont en outre déja été introduits dans des

dispositifs médicaux et sont soit de grade pharmaceutique, soit facilement stérilisables.

Ainsi, a l'issu de cette étude, il apparait que le systtme CaCO; — CaP — CMC — Ag est un
matériau prometteur pour une application en comblement osseux. Des teneurs de 10 % de CMC sous
forme de poudre et de 3,75.10° % d’argent sous forme AgsPO, dans la phase solide du ciment
semblent étre le meilleur compromis en termes de propriétés physico-chimiques et biologiques.
L’ajustement de la composition — notamment en introduisant un radio-opacifiant — est en cours.
Notamment, de récents essais préliminaires d’injectabilité impliquant des contraintes géométriques
plus drastiques pour I'extrusion de la pate (seringue de 10 mL équipée d’une canule de 8,5 cm de
long et 2,5 mm de diameétre) et 'utilisation de CMC stérilisée ainsi que I'addition du radio-opacifiant
(SrCO;) et de I'accélérateur de prise (Na,HPO,) ont conduit a un maximum de la force d’extrusion de
la pate égal a 90 N avec 2 % de CMC et supérieure a 350 N pour 10% de CMC. Notons, de plus, qu’un
traitement préalable des poudres réactives minérales par co-broyage permet d’améliorer tres
significativement I'injectabilité avec une force d’extrusion maximale qui atteint 0,9 N avec 2% de

CMC et qui est proche de 0 N avec 10% de cMC. ®

Une étape de transfert de technologie est planifiée dans les mois a venir. La maitrise des
propriétés du matériau passe notamment par le contréle de ses poudres réactives : une attention
particuliére devra étre portée a la synthése de la vatérite dont les parameétres peuvent influer sur ses

caractéristiques physico-chimiques et par conséquent se répercuter sur les propriétés de la pate. Des

76 N ORIV . A . . .
La mesure n’a pas pu étre réalisée en raison d’une pate rendue bien trop liquide.
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essais in vivo complémentaires et des essais cliniques seront enfin nécessaires avant tout

développement et mise sur le marché.

> Bilan de la démarche scientifique

Cette étude associée a une problématique de développement d’un matériau a permis
d’explorer finement les mécanismes impliqués dans la réaction de prise de différentes compositions

de ciments.

Ainsi, un intérét particulier a été porté, dans un premier temps, sur la vatérite, dont la
structure fait encore I'objet de débats dans la communauté scientifique. Nous avons mis en évidence
que l'eau associée a ce composé — de l'ordre de 2,7% m/m, en accord avec les données déja
reportées dans la littérature — était de deux types, distinguables par analyse thermogravimétrique
(ATG) et par RMN du solide par polarisation croisée 'H — *C. Ils pourraient correspondre a une
couche hydratée peu liée a la surface et a de I'eau interstitielle piégée au sein de la structure
sphérulitique de la vatérite. Cette hydratation, rarement prise en compte dans la littérature, pourrait
étre d’importance quant a la réactivité de ce composé, notamment dans un processus de
dissolution — reprécipitation tel que celui du ciment CaCO; — CaP. Des études complémentaires
seraient intéressantes pour approfondir cette hypothése. Une analyse cinétique par RMN du solide
en polarisation croisée (variation des temps de contact '‘H— "C) est en cours, grace a la
collaboration initiée avec le groupe du Pr. Koftodziejski et renforcée lors d’un séjour d’un mois a
Varsovie. Elle pourrait permettre de caractériser plus finement la nature de I'eau — labile ou fixe — et

son interaction avec les groupements carbonates.

Dans le but de comprendre les mécanismes impliqués lors de la réaction de prise de ce
ciment, nous avons adapté une technique d’analyse semi-quantitative par décomposition de spectres
FTIR, développée au sein du CIRIMAT, a notre systéme. Cette technique nous a permis d’évaluer
I’évolution de la composition en brushite, en vatérite et en apatite des ciments de référence ou
chargés en argent, au cours du temps. Les cinétiques de dissolution de la brushite et de formation de
I’apatite obtenues par des données de RMN *'P ont été en parfait accord avec les résultats issus des
analyses par spectroscopie FTIR, appuyant leur pertinence en termes de quantification. Notons que
les analyses par RMN du solide ont également permis de mettre en évidence une dissolution partielle
du phosphate d’argent et un changement d’environnement des phosphates apatitiques laissant
penser a I'introduction d’ions Ag" dans la structure. Cela expliquerait également une cinétique de
prise légérement plus rapide et une formation d’apatite plus importante dans les ciments C-Ag(S) et

C-Ag(L). Il a d’autre part été envisagé que le nitrate de calcium formé lors de la précipitation de
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Ags;PO, ait un rdle catalytique dans la réaction de prise du ciment C-Ag(L), présentant une cinétique

encore plus rapide que celle du ciment C-Ag(S).

Si la faible rémanence de la forme microsphére de la CMC au sein de la pate n’a pas permis
de finaliser la stratégie d’encapsulation de I'argent dans ce projet de thése, des essais préliminaires
de renforcement de ces microsphéres de CMC par un autre polymere ont donné des résultats tres

prometteurs et invitent a la poursuite de cette voie.

La richesse des collaborations interdisciplinaires a ainsi permis d’avancer dans I'élaboration

d’un nouveau substitut osseux et dans la compréhension de certains mécanismes qui y sont associés.
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Annexes

1 Données physico-chimiques

11

Les phosphates de calcium

Principaux phosphates de calcium utilisés comme biomatériaux

Ca 19_(P04)6(0H)2

1) D’autres formes du phosphate octocalcique existent (amorphe, apatitique).
2) L'hydroxyapatite phosphocalcique stcechiométrique est monoclinique a température inférieure a 211,5 °C, cependant dans les biomatériaux,
el msganligl lement la forme hexagonale qui est observée, probablement stabilisée par des impuretés a I'état de traces.

Nom et formule chimique Abréviations Maille cristalline Densité p Utilisations
Phosphate monocalcique monohydraté iotans En solution : phase liquide
Ca(H,POy4),, H,0 MCEM Tdalinigae 2,23 de certains ciments
Phosphate monocalcique anhydre s En solution : phase liquide
Ca({H,POy4), MGRA Triclinique 2,57 de certains ciments
Phosphate dicalcique dihydraté . s " S :
Ca HPO,, 2H,0 DCPD brushite Monoclinique 2,30 Ciments, dépdts, composites
Phosphateg;cal;g:le anhydre DCPA monétite Triclinique 2,93 Ciments, dépdts, composites
Phosphate tricalcique amorphe Cag(POy)g clusters, _ . aciri >
Cas (POg),, nH,0 ATCP (ACP) symeétrie Sg Ciments, dépots, composites
Phosphate octocalcique (1) 5 3 .
Cag (POy4)4 (HPO4),, 5H,0 OCP (OCPt) Triclinique 2,67 Ciments
Phosphate tricalcique B Caz(POy), 2 A Ciments, biocéramiques
p-TCP Rhomboédrique 3,07 résorbables, composites
Phosphate tricalcique o Caz(POy), . P Ciments, biocéramiques
o-TCP Monoclinique 2,86 résorbables, composites
Phosphate tétracalcique Cay(PO4),0 | TTCP (ou TeTCP) Monoclinique 3,05 Ciments
Hydroxyapatite phosphocalcique HA Hexagonal (2) 316 Ciments, dépdts,

céramiques, composites

Tableau A.1 — Principaux phosphates de calcium utilisés comme biomatériaux [Combes

2013]

1.2

lons phosphates, 4 25°C : ")

H3P04, 2 H2P04__ + H+ pKal = 2,16
H,PO,” 2 HPO,*~ + H* pKyy = 7,21
HPO,*” 2 PO,> +H* pK,s = 12,32

Equilibres ioniques en solution

77 [Handbook of Chemistry and Physics — 92" edition, 2011-2012]
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lons carbonates, 3 25°C : 177!

H2CO3 2 HCO3_ + H* pKay =6,35
HCO;~ 2 C0* +H* pK,» = 10,33
H,CO; 2 CO, + H,0 K =10

1.3 Solubilité de différents sels de calcium et d’argent

Apatite - Cag(PO,)3;(OH) :

Cas(P0,)3(0H) 25 Ca®** +3P0,> + OH™

K, = [ca®*] [P0y 1o

log K4p = —8219,41/T — 1,6657 — 0,098215T [Elliott 1994]

Brushite - CaHPO, - 2 H,O :

CaHPO, - 2H,0 2 Ca®** + HPO,?™ + 2H,0

K = |Ca®*|[HPOS*"]

log, Kss = —8403,5/T + 41,863 — 0,09678T [Elliott 1994]

Vatérite - CaCO; :

CaC0; 2 Ca®* + C03%~

Ky = [Ca2+] [6032‘]

logKyy = —172,1295 — 0,077993T + 3074,688/T + 71,595 log T [Plummer 1982]
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Principaux sels d’argent :

sels M Solubilité Solubilité Solubilité Solubilité
(g.mol1) (g/100g H,0) (g/L desel) (mol/L d’Ag) (g/L d’Ag)

Ag;PO, 418,58 0,00065 > 6,5.10% "9 459.10° 4,95.10°

Ag,CO; 275,75 0,0036 % 3,6.107%9  262.10" 2,83.10

AgNO; 169,87 234 %9 2340 ®9 13,77 1485

AgCl 143,32 0,00019%  1,9.10%® 1,33.10° 1,43.10°

Tableau A.2 — Solubilité de différents sels d’argent [77]

2 Techniques de caractérisation

2.1 Diffraction des rayons X (DRX)

L’analyse par diffraction des rayons X (DRX) a été réalisée sur des composés pulvérulents ou
aprés broyage des ciments dans un mortier en agate. La poudre a été tassée dans un porte-
échantillon circulaire (S=150 mm?) de maniére a obtenir une surface plane. Une attention
particuliere a été portée sur la préparation des analyses de la brushite, pour ne pas accentuer

I’orientation préférentielle déja trés marquée due a une morphologie en plaquettes.

Les diagrammes ont été obtenus a l'aide d’un diffractometre a compteur courbe CPS 120
INEL, avec une anticathode au cobalt (Ac, = 1,7903 A, moyenne pondérée de K,; et K,,). Notons que
les diagrammes ainsi obtenus présentent donc un décalage des angles 20 par rapport aux

diagrammes les plus courants dans la littérature, obtenus avec une anticathode au cuivre.

Le temps d’acquisition a été de 1 h 30, sur un échantillon en rotation.

2.2 Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les échantillons a analyser (poudres réactives ou morceaux de ciments) ont d’abord été
placés sur des plots, le tout rendu conducteur par du scotch carbone et une métallisation a I'argent

avant d’étre analysés.

Leur caractérisation morphologique et microstructurale a ensuite été réalisée a I'aide d’un
microscope électronique a balayage LEO-435VP, équipé d’un détecteur a électrons secondaires et

d’un détecteur a électrons rétrodiffusés.
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2.3 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Pour I'analyse par spectroscopie infrarouge, 1 a 2 mg de produits ont été dispersés dans
environ 300 mg de bromure de potassium KBr a I'aide d’un mortier et d’un pilon en agate, puis la

poudre a été mise en forme de pastille a I'aide d’'une presse (P = 8 t).

Les analyses ont été réalisées, en transmission, grace a un spectrométre Perkin Elmer, Nicolet
5700, dans la gamme spectrale 4000 — 400 cm™ par I'accumulation de 64 scans d’acquisition, avec

une résolution de 4 cm™.

2.4 Spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN)

du solide

Les différentes analyses RMN ont été réalisées lors d’un séjour d’'un mois a I'Université de
Varsovie, en Pologne (septembre — octobre 2012, bourse de mobilité BQR SMI INPT), en
collaboration avec le groupe du Pr. Wactaw Kotodziejski (Department of Inorganic and Analytical

Chemistry, Faculty of Pharmacy of the Medical University of Warsaw).

Les spectres RMN 'H, *'P et *C ont été enregistrés a 25 °C sur un spectrométre Bruker
Avance 400WB (160 MHz pour *'P, 400 MHz pour *H, 100 MHz pour C). Les échantillons ont été
placés dans des rotors de 4 mm, auxquels a été appliquée une rotation a I'angle magique (MAS) de
7 kHz. Les déplacements ont été déterminés a partir de références externes : le tétraméthylsilane

(TMS) pour le proton et le carbone et une solution a 85 % H3;PO, pour le phosphore.

Deux types d’expériences ont été effectuées : les analyses MAS-'H, MAS-*'P ou MAS-C
« classiques », dont I'acquisition a été réalisée aprés une unique impulsion et les analyses en
polarisation croisée CP-MAS *'P et CP-MAS™C, consistant en un contact 'H —>'P ou 'H— C
permettant le transfert d’aimantation du proton vers le phosphore ou le carbone. Les parameétres

utilisés sont les suivants :

Délai de Nombre de Temps de
recyclage (s) scans contact (ms)
MAS *'p 200 32
CP-MAS ‘H - %'p 10 32 1
MAS c 180 128
CP-MAS ‘H — ¢ 30 600 4
MAS ‘H 10 32

Tableau A.3 — Parametres des analyses par RMN du solide
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2.5 Analyse thermogravimétrique

Les analyses thermogravimétriques ont été réalisées a l'air sur quelques dizaines de

miligrammes a 'aide d’un analyseur ATG/ATD Setaram Setsys Evolution.

2.6 Aiguilles de Gillmore

Le temps de prise des ciments a été évalué a I'aide de la méthode des aiguilles de Gillmore
(norme ISO 9917-1:2007). L'appareil est constitué de deus aiguilles: la premiere (113,4g;
@ =2,12 mm) mesure le « temps de prise initial », la deuxiéme (453,6 g; @ = 1,06 mm) estime le
« temps de prise final ». Ces aiguilles sont posées manuellement a différents temps sur la surface de
du ciment, préalablement mis en forme de maniére a présenter une surface plane. La prise « intiale »
et « finale » est effective lorsque la premiére ou la deuxiéme aiguille, respectivement, ne fait plus de

marque sur le ciment (estimation visuelle).

2.7 Mesures de surfaces spécifiques

La mesure de la surface spécifique de poudres a été effectuée a l'aide d’'un appareil

Quantachrom, par la méthode monopoint Brunauer-Emmett-Teller (BET).

La méthode est basée sur I'étude du cycle d’adsorption-désorption d’azote a la surface de
I’échantillon, réalisé grace a la circulation d’'un mélange gazeux He/N,. Dans un premier temps,
I’échantillon est refroidi a 'aide d’azote liquide. L’hélium permet alors de calculer le volume non
occupé par I'échantillon dans le tube hermétiquement fermé (volume mort) et I'azote s’adsorbe a la
surface de la poudre. Dans un second temps, le bain réfrigérant se retire et le tube est chauffé, ce qui
entraine la désorption du gaz de la surface de la poudre. La surface mesurée ramenée a la masse de
poudre introduite permet d’évaluer la surface spécifique (m>.g™), qui correspond a 'ensemble de la

surface accessible par les molécules d’azote, porosité ouverte comprise.

2.8 Porosimétrie a mercure

La porosité a été évaluée a I'aide d’un porosimetre a mercure Autopore 94XX, Micrometrics.
L'appareil mesure le volume de mercure qui pénétre dans les pores en fonction de la pression

appliquée.

XXI



Substitut osseux injectable, antibactérien et résorbable : études physico-chimiques et biologiques d’un ciment composite a base d’apatite

2.9 Granulométrie Laser

Les mesures de granulométrie ont été réalisées a I'aide d’'un granulométre de type Malvern
Matersizer 2000 équipé d’un accessoire de dispersion en voie seche (Scirocco). Elle est basée sur la
diffraction d’un faisceau laser par les particules, maintenues en constante circulation afin que chaque

particule passe au moins une fois devant le faisceau laser durant la mesure.

Notons que la théorie mathématique admise considére la lumiére dispersée par I'échantillon

comme des sphéres opaques a la lumiére.

3 Syntheses

3.1 Apatite

Une apatite nanocristalline carbonatée a été utilisée comme composé standard dans la
décomposition des spectres FTIR pour modéliser I'apatite formée au cours de la prise. Elle a été
synthétisée a partir d’une solution de nitrate de calcium Ca(NO3), - 4H,0 et d’une solution contenant
des phosphates (NH,;),HPO, et des carbonates (NH,;),HCO; (Tableau A.4). La solution de calcium a été
versée rapidement dans la solution de phosphate/carbonate. Le précipité blanc immédiatement
formé a ensuite été laissé a maturation, sans agitation, pendant 48 h puis filtré sur Blchner, lavé

avec 2 litres d’eau désionisée et lyophilisé. Une douzaine de grammes de poudre a été obtenue.

Msel (g) Veau (mL)

Ca(NO;), - 4H,0 26,1 350
(NH,),HPO, 45,0 800
(NH,),HCO; 45,0

Tableau A.4 — Réactifs engagés dans la synthese de I'apatite

3.2 Vatérite enrichie en carbone *C

La vatérite enrichie en carbone C a été synthétisée de maniére similaire a la vatérite
« classique » (chapitre 2 - § 1.1), a partir des réactifs présentés dans le Tableau A.3. Le carbonate de
sodium décahydraté a été remplacé par un carbonate de sodium anhydre Na,CO; (**C, 99 %

Cambridge Isotope Laboratories Inc.).

Mise] (g) Veau (mL)
cacl, - 2H,0 5,88 20
Na,Co; 4,29 40

Tableau A.5 — Réactifs engagés dans la synthéese de la vatérite enrichie en Bc
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4 Etude complémentaire sur la synthése de la vatérite

Lors de la synthése de la vatérite, la vitesse d’addition de la solution de calcium dans la
solution d’ions carbonate est un parametre clef conditionnant les caractéristiques de la poudre
obtenue. Nous avons ainsi synthétisé différentes lots de vatérite avec des débits allant de

11 mL.min?a 24 mL.min™.

La pureté des différents lots de vatérite a été vérifiée par DRX. Leur cristallinité a été évaluée
en appliquant la formule approchée de Scherrer a la raie 102, raie la plus intense des
diffractogrammes obtenus par DRX. Nous en déduisons un ordre de grandeur de la taille des

cristallites tgcperrer (€N NM) définie ainsi :

k. Aco

(bnki — binst)- €os Opy

tscherrer =

avec k facteur correctif égal a 0,89 ;
Aco la longueur d’onde de I'anticathode de cobalt (A, = 0,17903 nm)
by la largeur a mi-hauteur de la raie d’indices hkl
binse la largeur instrumentale (b;,s = 2,8.107 rad)

Onx1 I'angle de diffraction de la raie hkl (en rad)

Les différents lots de vatérite ont présenté des tailles de cristallites comprises entre 28 nm et
38 nm, méme ordre de grandeur que ce que I'on peut trouver dans la littérature pour une double
décomposition de CaCl, et Na,CO; (t = 25-35 nm pour une concentration finale de 2,5.10% mol.L  en
Ca’* et CO5” au lieu de 0,66 mol.L™ dans notre cas) [Brecevi¢ 1996]. Comme le montre la Figure A.1.a,
I'augmentation de la vitesse d’addition de la solution de calcium (S-Ca) dans la solution d’ions

carbonate (S-CO;) conduit a une diminution linéaire de la taille de cristallites.

D’autre part, une diminution de cette taille de cristallites est associée a une nette
augmentation de la surface spécifique de la poudre (cf. Annexe 2.7), de 3 - 4 m%.g™ pour des tailles de

38-40 nm a 24 - 30 m>.g” pour 26 - 29 nm (Figure A.1.b).
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Figure A.1 — (a) Taille des cristallites de différents lots de vatérite synthétisés en fonction
de la vitesse d’addition de la solution de calcium (S-Ca) dans la solution d’ions carbonate
(S-CO;3) ; (b) Surface spécifique de différents lots de vatérite en fonction de la taille de
leurs cristallites. Les zones en rouge correspondent aux lots de vatérite utilisés pour la
préparation des ciments présentés dans cette thése.
Il apparait donc que lorsque la vitesse d’addition de S-Ca dans S-CO; augmente, un
mécanisme de nucléation est favorisé, conduisant un nombre important de germes de petite taille.
Au contraire un goutte a goutte plus lent favorise la croissance des particules et permet aux atomes

de se réarranger avec une meilleur cristallinité. La surface spécifique mesurée Sgr est en accord avec

ce mécanisme puisqu’elle est d’autant plus élevée que les cristallites sont de petites tailles.

Ainsi, une vitesse d’addition de S-Ca dans S-CO; plus élevée qui conduit a une poudre de
vatérite de cristallinité plus faible et de surface spécifique plus grande devrait présenter une plus
grande réactivité dans une réaction de dissolution-reprécipitation comme celle qui intervient dans la
prise du ciment que nous avons étudiée dans le cadre de ces travaux de thése. Néanmoins pour des
raisons d’homogénéité dans les résultats de cette these, nous avons choisi de conserver une vitesse
plus basse (entre 12 et 15 mL.min™") correspondant au protocole mis en place dans un premier temps

de I'étude pour des contraintes matérielles.
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RESUME

Ce travail porte sur la recherche et le développement d’'un matériau de substitution
osseuse permettant une implantation par chirurgie mini invasive, limitant les infections post-
opératoires et dont la résorbabilité serait adaptée a la cinétique de régénération osseuse. Nous
nous sommes intéressés a un ciment a base de carbonate et de phosphate de calcium
(CaCOs - CaP) dont la réaction de prise conduit a la formation d’une apatite nanocristalline
analogue au minéral osseux.

Dans une premiére partie la cinétique de prise et le produit de réaction ont été caractérisés
par différentes techniques, notamment la diffraction des RX et les spectroscopies FTIR et RMN du
solide. Un sel d’argent — AgzPO,; ou AgNOs, choisis pour leurs propriétés antibactériennes — a été
ensuite introduit dans la formulation. Son effet sur la cinétique de la réaction chimique de prise a
été mis en évidence par traitement des spectres FTIR et RMN et un mécanisme réactionnel
original impliquant les ions argent et nitrate dans la formation de |'apatite a été proposé. L'ajout
d’un polysaccharide, la carboxyméthylcellulose (CMC), dans la phase solide du ciment a montré
une trés nette amélioration de l'injectabilité de la pate, avec la disparition du phénomeéne de
séparation des phases qui limite généralement l'injectabilité des ciments minéraux. La résistance a
la compression et le module élastique des ciments composites ont été par ailleurs augmentés,
paralléelement a une diminution de leur porosité.

Différentes études in vitro en présence de cellules ou de bactéries ont enfin été réalisées et
ont mis en évidence respectivement la cytocompatibilité des différentes compositions de ciments
étudiées et le caractére antibactérien de ces matériaux a partir d'une certaine concentration en
argent. L'implantation in vivo de compositions choisies a présenté des résultats trés prometteurs
quant a la résorbabilité d'un ciment composite CaCO; - CaP/CMC/Ag et a la néoformation osseuse.

ABSTRACT

The present work concerns research and development of a material for bone substitution,
enabling implantation through a mini-invasive surgery, limiting post-operative infections and
whose resorbability is adapted to bone regeneration kinetics. This study focused on a calcium
carbonate and phosphate based cement (CaCO;- CaP), whose setting reaction leads to the
formation of a nanocrystalline apatite, similar to bone mineral.

First, the setting kinetics and the reaction products were characterised using different
techniques, especially X-ray diffraction and FTIR and solid-state NMR spectroscopies. A silver salt —
Ag;P0O; or AgNO; chosen for their antibacterial properties — was then introduced in the
formulation. Its effect on the setting reaction kinetics was revealed by data processing of FTIR and
NMR spectra and an original reaction mechanism which involves silver and nitrates in the
formation of apatite was proposed. The addition of a polysaccharide, carboxymethylcellulose
(CMC), in the solid phase of the cement showed a clear improvement of the injectability of the
paste, preventing the occurrence of filter-pressing phenomenon, often limiting the injectability of
mineral cements. The resistance to compressive strength and elastic modulus of the composite
cement were also improved together with a decrease in their porosity.

Different in vitro studies were carried out in the presence of cells or bacteria and
demonstrated the cytocompatibility of different cement compositions and their antibacterial
properties starting at a certain silver concentration, respectively. In vivo implantation of selected
compositions showed promising results concerning resorbability of a composite
CaCO; - CaP/CMC/Ag cement and the associated bone neoformation.

Laboratoire : Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des Matériaux (CIRIMAT)



	Remerciements
	Sommaire
	Abréviations
	Nomenclature des matériaux étudiés
	Introduction générale
	Chapitre 1 – De l’os aux matériaux de comblement : quelques notions générales
	1 Physiologie de l’os
	1.1 L’os, un matériau composite : composition, structure et
propriétés
	1.2 Matrice minérale osseuse
	1.3 Remodelage osseux

	2 Les matériaux de comblement osseux
	2.1 Substituts osseux d’origine naturelle
	2.2 Substituts osseux synthétiques
	2.2.a Stratégies et développement
	2.2.b Nature des substituts osseux synthétiques


	3 Ciments de comblement osseux
	3.1 Qu’est-ce qu’un ciment ?
	3.2 Les ciments phosphocalciques
	3.2.a Propriétés
	3.2.b Les ciments composites
	3.2.c Applications cliniques des CPCs


	4 Risques infectieux et utilisation de l’argent
	4.1 Risque infectieux en chirurgie orthopédique
	4.2 Stratégies développées dans les ciments phosphocalciques
	4.3 L’argent comme agent antibactérien

	5 Objectifs de la thèse

	Chapitre 2 – Des poudres réactives au ciment de référence : synthèse, caractérisation et propriétés
	1 Poudres réactives : synthèse et caractérisation
	1.1 Brushite : CaHPO4 · 2H2O
	1.1.a Etat de l’art
	1.1.b Synthèse
	1.1.c Caractérisation

	1.2 Vatérite
	1.2.a Etat de l’art
	1.2.b Synthèse
	1.2.c Caractérisation


	2 Etude du ciment de référence
	2.1 Elaboration d’un ciment
	2.1.a Mise en oeuvre expérimentale
	2.1.b Validité d’un gâchage manuel

	2.2 Caractérisation d’un ciment totalement pris
	2.2.a Analyse par diffraction des rayons X
	2.2.b Observations par microscopie électronique à balayage
	2.2.c Analyses par spectroscopie FTIR

	2.3 Etude de la cinétique de prise : approche semi-quantitative
combinant différentes techniques
	2.3.a Protocole expérimental
	2.3.b Analyse par spectroscopie FTIR
	2.3.c Analyse par DRX
	2.3.d Analyses par spectroscopie RMN
	2.3.e Observations par MEB

	2.4 Composition de l’apatite formée

	3 Conclusion

	Chapitre 3 – Etude des ciments chargés en argent
	1 L’orthophosphate d’argent Ag3PO4 : synthèse, caractérisation et propriétés
	1.1 Choix de l’orthophosphate d’argent
	1.2 Structure
	1.3 Synthèse
	1.4 Caractérisation

	2 Ciments chargés en argent
	2.1 Elaboration des ciments
	2.1.a Introduction de Ag3PO4 dans la phase solide
	2.1.b Introduction de AgNO3 dans la phase liquide

	2.2 Caractérisation d’un ciment totalement pris
	2.2.a Composition des ciments (DRX)
	2.2.b Observations au microscope optique
	2.2.c Répartition de l’argent dans le matériau (MEB)
	2.2.d Caractéristiques de l’apatite par RMN du solide


	3 Temps de prise
	4 Etude de la cinétique de la réaction de prise des ciments
contenant de l’argent
	4.1 Approche semi-quantitative par spectroscopie FTIR
	4.1.a Remarque préliminaire propre à l’étude par
spectroscopie FTIR de ciments contenant de l’argent
	4.1.b Spectres FTIR des ciments chargés en argent
	4.1.c Etude de la cinétique de formation de l’apatite

	4.2 Approche semi-quantitative par spectroscopie RMN : C-Ag(S)
	4.2.a Présentation des spectres RMN 31P
	4.2.b Analyse de l’apatite formée en cours de prise
	4.2.c Cinétique de formation de l’apatite

	4.3 Discussion
	4.3.a Mécanismes de réaction de prise
	4.3.b Taux d’insertion de l’argent dans l’apatite


	5 Conclusions

	Chapitre 4 – Etude des ciments composites
	1 Choix d’un polysaccharide : la CMC
	1.1 La carboxyméthylcellulose (CMC)
	1.1.a Données générales
	1.1.a Poudre de CMC
	1.1.b Mise en forme de microsphères

	1.2 La CMC comme additif dans les ciments : état de l’art

	2 Ciments composites : préparation et faisabilité
	2.1 Elaboration des ciments composites
	2.2 Caractérisation des ciments pris
	2.2.a Composition des ciments
	2.2.b Caractérisation des composites par spectroscopie FTIR
	2.2.c Influence de la CMC sur la microstructure du ciment
	2.2.d Influence de la CMC sur la porosité du ciment


	3 Injectabilité
	3.1 Etat de l’art bibliographique
	3.2 Protocole expérimental
	3.3 Ciment de référence : phénomène de séparation de phases
	3.4 Introduction de la CMC : influence sur l’injectabilité de la pâte
	3.4.a Injectabilité des composites incluant de la CMC sous
forme de poudre
	3.4.b Influence de la forme microsphère ou poudre de la CMC

	3.5 Etude de l’orientation des plaquettes de brushite
	3.5.a Ciment de référence et séparation des phases
	3.5.b Injectabilité des ciments composites incluant la CMC
sous forme de microsphères
	3.5.c Discussion


	4 Essais mécaniques en compression
	4.1 Protocole expérimental
	4.2 Grandeurs caractéristiques
	4.3 Essais sur les composites
	4.3.a Ciments incluant la CMC sous forme de poudre
	4.3.b Ciments incluant la CMC sous forme de microsphères
	4.3.c Discussion au regard des matériaux existants


	5 Cinétique et temps de prise des ciments composites
	5.1 Cinétique de prise évaluée par spectroscopie FTIR
	5.1.a Validation de la méthode
	5.1.b Résultats
	5.1.c Discussion

	5.2 Temps de prise (aiguilles de Gillmore)

	6 Etude de la dissolution des ciments et de la libération de
l’argent
	6.1 Protocole
	6.2 Résultats
	6.3 Discussion

	7 Conclusions

	Chapitre 5 – Propriétés biologiques des ciments composites chargés en argent
	1 Activité antibactérienne
	1.1 Activité antibactérienne des ciments
	1.1.a Matériel & méthodes
	1.1.b Résultats de l’évaluation de l’activité antibactériennedes ciments


	2 Essais cellulaires
	2.1 Etude de la cytotoxicité des ciments contenant Ag3PO4
	2.1.a Matériel & méthodes
	2.1.b Résultats
	2.1.c Confrontation des données de microbiologie et decytocompatibilité

	2.2 Etude de la cytocompatibilté d’un ciment composite CaCO3 –CaP-CMC-Ag : effet de l’argent sur la différenciation
ostéoblastique
	2.2.a Matériel & Méthodes
	2.2.b Résultats


	3 Evaluation de la réponse osseuse aux ciments à base de CaCO3 – CaP après implantation in vivo
	3.1 Méthodologie expérimentale
	3.1.a Procédure chirurgicale
	3.1.b Histologie

	3.2 Etude du ciment de référence
	3.3 Etude des ciments composites contenant de l’argent
	3.3.a Analyses toxicologiques
	3.3.b Analyses histologiques


	4 Conclusion

	Conclusions générales et perspectives
	Bibliographie
	Annexes
	Résumé


