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Introduction générale

L’Organisation mondiale de la santé estime a plus de 75% l'augmentation
mondiale du nombre de cancers détectés dans les deux prochaines
décennies. La plupart des patients atteints par cette pathologie présentent
une forte probabilité de développement de métastases osseuses, lésions
cancéreuses se propageant par migration de cellules tumorales primaires.
Ces métastases induisent un déséquilibre du processus de remodelage
osseux, mécanisme biologique permanent de renouvellement et de réparation
des tissus impliquant a la fois 'ostéolyse (résorption de l'os due a l’action des
ostéoclastes) et 'ostéogenése (formation d'une nouvelle matrice osseuse par
les ostéoblastes). Ainsi, les patients développent de sérieuses complications
squelettiques qui affectent trés fortement leur mode de vie (augmentation du
risque de fracture associée a de fortes douleurs).

Un traitement couramment utilisé en milieu clinique est la résection totale
de la masse tumorale par intervention chirurgicale suivie d'un comblement
osseux du défaut généré. La chimiothérapie et la radiothérapie, nécessaires
pour s’assurer de la destruction totale des cellules cancéreuses, sont des
traitements lourds avec de nombreux effets secondaires. De nouvelles
thérapies sont donc en développement comme I’hyperthermie magnétique.
Cette méthode est basée sur la réduction de la viabilité des cellules
tumorales grace a la chaleur produite par une source magnétique lorsque
celle-ci est soumise a un champ magnétique alternatif. L’utilisation de
nanoparticules d’oxyde de fer (magnétite et maghémite) comme nanosources
thermiques est trés intéressante, car elles présentent d’excellentes propriétés
magneétiques. De plus, leur biodégradabilité et non-cytotoxicité sont prouvées
étant donné qu’elles sont déja utilisées en tant qu’agent de contraste T2 pour
I'imagerie médicale.

Dans le cadre de la thése, nous avons cherché a coupler la capacité de
destruction de cellules cancéreuses par hyperthermie magnétique a la
régénération du tissu osseux.

La bioactivité, c’est-a-dire la propriété spéciale que possédent certains
matériaux a établir un lien intime et solide avec les tissus hotes, mise en
évidence pour certaines compositions de verres par le Professeur Larry
Hench et ses collaborateurs, a propulsé le développement des biomatériaux
pour la réparation osseuse dans une nouvelle ére. En effet, certains verres
du systéme SiO2-Ca0O-NaxO-P20s ont la capacité de se dissoudre et d’induire
la croissance d’hydroxyapatite (HAp) a leur surface, matériau similaire a la
partie inorganique de l'os.
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On trouve dans la littérature des tentatives de synthése dun tel matériau
multifonctionnel par fusion a haute température (supérieur a 1000°C).
Cependant, il a été reporté que l'ajout de seulement 3% de y-Fe2O3 en masse
dans le verre inhibe la bioactivité du matériau final. Par ailleurs, la
probabilité de former des phases magnétiques indésirables (réduisant la
capacité de chauffe du matériau) est trés élevée. Le procédé sol-gel, méthode
alternative a la synthése de verres bioactifs développée dans les années 90,
apparait donc comme une méthode de choix, car il facilite le controle fin des
propriétés texturales, chimiques, surfaciques et morphologiques des
matériaux élaborés.

La forte réactivité de surface des nanoparticules d’oxyde de fer et la grande
versatilité du procédé sol-gel ont mené au choix de synthétiser des
hétérostructures multifonctionnelles, avec un cceur magnétique et une
coquille de verre bioactif. L’intérét principal de tels nano-objets réside dans
leur trés grande surface spécifique, promettant une forte bioactivité. Obtenir
des particules bioactives de taille nanométrique étant non trivial, il est
important de maitriser et d’étudier impact des paramétres expérimentaux
influencant leur bioactivité.

Ainsi, 4 chapitres constituent ce manuscrit :

Le chapitre 1 traite de généralités sur l’hyperthermie magnétique et les
matériaux de substitution osseuse ou une attention particuliére est portée
sur les verres bioactifs. On y justifie également notre choix de matériaux
pour l'apport des propriétés recherchées.

Le chapitre 2, purement dédié¢ a la synthése, met en évidence limpact des
principaux parameétres expérimentaux sur la composition, la taille, la
morphologie et I'’état d’agglomération de nanoparticules de verre bioactif
élaborées par le procédé sol-gel.

Le chapitre 3 présente 'influence de la quantité de calcium sur la bioactivité
de nanoparticules de verre bioactif binaire, tant un flou existe dans la
littérature a ce propos. Les résultats des tests de cytotoxicité sont également
détaillées en vue de montrer le caractére biocompatible des échantillons
synthétisés.

Le chapitre 4 s’attache a décrire la formulation d’hétérostructures
magnétique et bioactive par le procédé sol-gel. Il présente également une
analyse de leurs propriétés magnétiques, d’hyperthermie et de bioactivité.

12



Chapitre 1 :

Introduction
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1. Matériaux pour la régénération osseuse

Les complications squelettiques (fractures jointives, non jointives ou pertes
de masse osseuse importantes) liées a des pathologies (ostéoporose,
malformation osseuse), trauma ou résection de tumeurs cancéreuses
rendent 'auto-réparation des tissus osseux incompléte, voire méme inhibée!
ou impossible, dégradant ainsi la qualité de vie du patient. Il apparait alors
un besoin de comblement de ces pertes de substance osseuse. Les solutions
qui s’offrent au chirurgien sont alors soit la greffe soit l'utilisation de
biomatériaux synthétiques.

1.2. Greffe des tissus osseux

La greffe osseuse est la deuxiéme procédure de transplantation la plus
frequente apres la transfusion sanguine avec prés de 2.2 millions de greffes
effectuées dans le monde chaque année. En orthopédie, 'os lui-méme est le
meilleur matériau car il présente 2 des propriétés essentielles a la réparation
osseuse que sont l'ostéoinduction et l'ostéoconduction. L’ostéoinduction est
I’accélération de la minéralisation osseuse par stimulation ou activation de la
différenciation des cellules souches en ostéoblastes (cellules formant la
matrice osseuse) tandis que 'ostéoconduction est relative a la réception de la
repousse osseuse par une interface biocompatible.? Les deux procédures de
greffes les plus utilisées en milieu clinique sont ’autogreffe et I’allogreffe.

1.2.1. L’autogreffe

La greffe autologue ou autogreffe est la procédure chirurgicale par excellence
de transplantation osseuse au cours de laquelle le greffon et le site
d’implantation sont issus du méme individu.22 La créte iliaque (bord
supérieur du bassin) est le site privilégié de prélévement, car étant
facilement accessible et de bonne qualité. Néanmoins, de nombreux
inconvénients sont liés a cette procédure clinique tels que : une morbidité du
site donneur (douleurs chroniques, risque d’infection, complication...) et un
volume limité d’os disponible.?4

1.2.2. L’allogreffe

La greffe allogéne ou allogreffe est une alternative a l'autogreffe. Elle fait
référence a un transfert du greffon entre deux individus d'une méme espéce,
mais génétiquement différents.5 Elle peut cependant présenter un risque de
transmission virale du donneur vers le receveur et reste limitée en terme de
volume disponible (seulement 98 préléevements d’os massif effectués sur
donneurs décédés en France en 2016).56 Ainsi, les greffons allogéniques
(Figure 1.1) utilisés en milieu clinique sont généralement fournis par des
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banques de tissus spécialisées dans le traitement et le conditionnement de
ces matériaux sous forme lyophilisée ou cryo conservée.

Figure 1.1 : Greffon allogénique de tibia sous différentes vues: A) supérieure,

B) latérale, C) antérieure.”

1.3. Biomatériaux synthétiques

Lors de la deuxiéme conférence du consensus de Chester en 1986 organisée
par la Société Européenne des Biomatériaux, il a été approuvé que les
biomatériaux soient définis comme des matériaux non vivants concus pour
interagir avec les systémes biologiques. Leur nature dépend fortement de
I'usage auquel ils sont destinés. En orthopédie, les biomatériaux
synthétiques ont été progressivement améliorés suite a 1’étude des
différentes réponses biologiques induites a l'interface implant-milieu vivant
et a 'amélioration de leurs propriétés physico-chimiques. Ainsi, on distingue
5 classes de biomatériaux synthétiques: les métaux ou les alliages
métalliques, les biocéramiques, les polymeres, les composites et les matériaux
hybrides.

1.3.1. Les métaux et les alliages métalliques

Les biomatériaux meétalliques constituent la premiére génération d’implants
a usage orthopédique. En effet, ils servent a fixer les fractures et a stabiliser
la structure osseuse du corps humain (prothése articulaire partielle ou totale
pour la cheville, la hanche, les genoux, ’épaule...) grace a leurs excellentes
propriétés meécaniques et leur haute résistance a la corrosion en milieu
biologique.® Dans ce cadre, ils sont a base d’acier inoxydable, de titane ou
d’alliage de titane, de cobalt et de tantale (voir figure 2).9-10 Cependant leur
inactivité chimique induit la formation d’une capsule fibreuse non adhérente
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autour de limplant métallique augmentant le risque de défaillance a long
terme.1! Aussi, ils sont non biofonctionnels c’est-a-dire qu’ils ne possédent
aucune fonction biologique a l'interface matériau-tissu vivant permettant de
lutter contre des pathologies qui subviennent lors de la transplantation,
comme une propriété antibactérienne qui permettrait de prévenir une
infection lors de l'opération chirurgicale.

Figure 1.2 : Implant poreux a base de tantale utilisé pour une arthroplastie totale
de 1'épaule.

1.3.2. Les biocéramiques

Les biocéramiques sont des matériaux inorganiques constitués d’é¢léments
métalliques et non métalliques dont la structure comporte une combinaison
de liaisons covalentes et/ou ioniques. On distingue 2 générations de
biocéramiques.1? Les biocéramiques de premiére génération dites
« biocéramiques inertes » majoritairement 1”’alumine (Al2O3) et la zircone
(ZrO2) qui sont utilisées dans les tétes de prothése de hanche ou de genoux
ainsi que dans les implants dentaires, car elles présentent une haute
résistance a l'usure et a la corrosion.!3-15 Comme pour les biomatériaux
meétalliques, la réponse biologique induite est la formation d’un tissu fibreux
non adhérent autour de limplant dont l'effet peut étre négligeable selon la
zone d’action du matériau. La deuxiéme génération de biocéramiques
comporte les céramiques biodégradables et bioactives dont la réponse
biologique dépend de linteraction entre leur surface et les tissus
environnants.1? Les céramiques biodégradables composées essentiellement
de phosphates tricalciques (a-TCP, B-TCP) et de sulfate de calcium (CaSO4),
créent un environnement favorable a la réparation osseuse en fournissant au
milieu via leur résorption, les ions nécessaires a la propagation des tissus
osseux néoformés.!6.17 Néanmoins, 'adaptation de la vitesse de résorption du
matériau a celle de la réparation tissulaire demeure l'un des principaux
challenges.!® Les céramiques bioactives sont composées majoritairement
d’hydroxyapatite = synthétique (HAp), de vitro-céramiques (apatite/
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wollastonite) et de verres bioactifs.12.1921 Dans le cas des verres bioactifs, en
milieu biologique, il y a formation d'une couche d’apatite biologique active en
surface via laquelle une liaison chimique et mécanique s’établit entre
I'implant et les tissus osseux environnants.?223 Les verres bioactifs
constituant les céramiques abordées dans cette thése, ils seront décrits plus
en détail dans le paragraphe suivant. Malgré leur excellentes bioactivité et
biocompatibilité, les céramiques bioactives sont fragiles ce qui limite leur
application au comblement des défauts osseux les moins larges ou au
remplacement de petits os subissant peu de contraintes mécaniques. Par
ailleurs, on peut également citer des biocéramiques multiphasées permettant
de moduler a la fois les propriétés de bioactivité et de biorésorbabilité comme
le phosphate de calcium biphasique (HAp + B-TCP). L’intérét biologique d'un
tel matériau est double : assurer la minéralisation osseuse grace a la phase
stable (HAp) tout en se résorbant grace a la phase résorbable (B-TCP).24.25

Figure 1.3 : Téte fémorale en alumine utilisée lors d’'un remplacement total de la
hanche.!8

1.3.3. Les polymeéres

Bien que les polymeéres soient largement intégrés aux dispositifs médicaux
en milieu clinique, trés peu sont utilisés en orthopédie. On peut citer en 1er
exemple le polyéthyléne a ultra haut poids moléculaire (UHMWPE), de masse
molaire comprise entre 2 et 6 millions, dont les propriétés mécaniques
remarquables, le pouvoir lubrifiant et le caractére chimique inerte en font un
excellent composant des tétes d’articulation de prothéses (hanche, genoux,
cheville...).26 11 y a également le PMMA (Polyméthyl méthacrylate) utilisé
comme composant dans la formulation de ciment osseux.26 A coté de ces
polymeres dits « non résorbables », il existe les dispositifs polymériques
biodégradables qui, comme les biocéramiques biodégradables, se résorbent
en un temps donné aprés que le processus de guérison soit achevé. Un
exemple clinique est la fixation mécanique temporaire des fractures par ces
polymeéres synthétiques dont la structure chimique comporte essentiellement
des groupements fonctionnels hautement réactifs en milieu aqueux tels que
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les fonctions ester et acide carboxylique.27:28 Leur utilisation est cependant
limitée du fait de leur trés faible résistance en compression.

1.3.4. Les composites et les hybrides

D’un point de vue matériau, l'os naturel est un composite, c’est a dire un
matériau constitué de phases de natures différentes, notamment une phase
organique composée de biopolymeéres (collagéne type I principalement) et une
phase inorganique constituée de nanocristaux d’hydroxyapatite. A cette
description s’ajoutent une porosité importante (macroporosité) et de trés
bonnes propriétés mécaniques (haute résistance a la traction, trés rigide...)
qui lui permettent de jouer ses roles de protection des organes vitaux et de
soutien mécanique. Dans le but de mimer sa structure et ses performances
(mécaniques ou/et biologiques), de nombreuses recherches se sont focalisées
sur I’élaboration de composites obtenus par combinaison de polymeéres et de
biocéramiques de 2de génération. Par exemple, Wang et al. 2° ont étudié les
propriétés mécaniques et de bioactivité de composites macroporeux formés
par dispersion de particules de verre bioactif dans de la gélatine. Il ressort de
cette étude que celles-ci sont améliorées lorsque la taille des particules
bioactives est inférieure a 100 nm. Par ailleurs, on retrouve différents types
de configurations de composites bioactifs étudiés dans la littérature (voir
Figure 1.4).

A la différence des composites, les matériaux hybrides sont caractérisés par
une interpénétration des réseaux organiques et inorganiques via des
interactions intermoléculaires si bien qu’aucune des deux phases n’est
distinguable. En fonction de la nature des interactions, on distingue 2 types
de matériaux hybrides: les matériaux hybrides de classe 1 (faibles
interactions) et II (fortes interactions). Divers composés hybrides bioactifs
ont été élaborés pour la réparation tissulaire osseuse notamment par
combinaison de verres bioactifs et de polymeéres naturels.30-32

Figure 1.4 : Quelques configurations schématiques des composites bioactifs:

dispersion de verres bioactifs dans un polymeére (gauche), dépot du matériau

bioactif a la surface du polymeére (centre), dépot du polymére a la surface du
matériau bioactif (droite).33
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2. Les verres bioactifs

L’idée de la conception du verre bioactif est tout sauf un hasard. En effet, se
basant sur la composition inorganique de l'os naturel, Hench stipula qu'un
biomatériau capable de former l’hydroxyapatite en milieu in vivo serait
susceptible de remplacer les tissus osseux abimés sans étre rejetés par le
corps humain.3* Ainsi fut élaboré le 45S5 bioglass® composé de SiOz, Na>O,
CaO et P2Os. 1l représente le premier exemple de verre bioactif capable de se
lier chimiquement de facon intime et solide aux tissus osseux environnants
sans €tre rejeté par le milieu vivant et est considéré comme l'ancétre des
matériaux bioactifs de derniére génération. Dans les années 80, il a été
utilisé pour le remplacement d’ossicules (petits os de l'oreille moyenne)3S et
dans le domaine dentaire.3¢ De nos jours, il est inclus dans la formulation de
mastic injectable pour le comblement de défauts osseux et sert de prévention
contre I’hypersensibilité dentaire.37.38 Ces applications font du 45S5, le verre
bioactif le plus utilisé en milieu clinique.

2.1. Structure

De facon générale, les verres bioactifs sont a base de silice. Leur structure
est composée d’'un réseau désordonné de tétraédres [SiO4] (formateurs du
réseau vitreux) liés les uns aux autres par les oxygénes situés aux sommets
des tétraédres.3? Ils comportent également des oxydes tels que NaxO, CaO ou
K20 formés a partir des ions alcalins et/ou alcalino-terreux correspondants
(Na*, Ca?*, K*...). La présence de ces ions métalliques, appelés modificateurs
de réseau, modifie le réseau amorphe par rupture des liaisons Si-O-Si
générant ainsi des oxygénes non-pontants dont ils compensent la charge
(voir figure 1.5).

Na*

Figure 1.5 : Structure d'un verre bioactif. 4!
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D’autres ions tels que Zn2* et Mg?* sont appelés ions intermédiaires, car ils
peuvent a la fois jouer le role de formateur et de modificateur de réseau.4° Il
est important de noter qu’une structure plus ouverte, c’est-a-dire moins
interconnectée, est recherchée dans le but de faciliter la dissolution du verre
dans le milieu physiologique et ainsi relarguer les espéces ioniques qui
interagissent positivement avec ’environnement tissulaire.

2.2. Méthodes d’élaboration

La méthode classique d’¢laboration des verres bioactifs est la fusion. Elle
implique une montée a haute température d'un mélange de précurseurs
d’oxydes formateurs et modificateurs du réseau vitreux (entre 1000 et
1400°C) dans un creuset en platine ou en graphite.33 Se référant au
diagramme du systéme quaternaire SiO2-P20s5-NaxO-CaO, Hench a établi 4
zones dont les propriétés des verres difféerent selon leur composition (Figure
1.6).18 La zone A est le domaine de composition correspondant aux verres
bioactifs et plus particuliérement au bioverre 45S5 de composition massique
45% SiO2, 24.5% Naz0, 24.5% CaO et 6% P20s. La zone B regroupe les
verres quasi inertes, ceux dont la composition est comprise dans la région C
sont résorbables et enfin, les verres de la région D sont techniquement
impossibles a synthétiser. Cependant, a cette méthode de synthése est
associée une limitation de possibilités de mise en forme du fait de la trés
haute température. Aussi, il est également impossible d’obtenir des
particules monodisperses ou nanométriques.

SiO;

A\

Ca0O Na,O
Figure 1.6 : Diagramme ternaire de composition SiO2-Na,O-CaO avec 6% en masse

de ons.

Pour s’affranchir des inconvénients liés cette méthode conventionnelle, une
alternative de synthése a été explorée au début des années 90 : le procédé
sol-gel. Ce procédé consiste en l'obtention dun réseau inorganique a
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température ambiante par hydrolyse et condensation de précurseurs
alcoxydes. L’obtention des verres bioactifs par cette méthode nécessite
généralement une étape finale de recuit entre 600°C et 700°C, afin d’éliminer
les espéces résiduelles (contres ions, précurseurs n’ayant pas réagi ...). Ainsi
Li et al*? ont montré que pour une méme composition, les verres ternaires
Si02-P205-CaO élaborés par ce procédé présentent une meilleure bioactivité
que ceux obtenus par fusion. Dans cette méme étude les auteurs ont
également montré que la proportion en silice au-dela de laquelle le verre perd
sa bioactivité est de 90 %mol. Selon eux, ces résultats sont liés aux
propriétés texturales remarquables des verres synthétisés (surface spécifique
élevée et présence de nanopores) qui sont intrinséques a la méthode sol-gel.
Contrairement a la méthode traditionnelle, le procédé sol-gel permet
l'obtention de verres dans le systéme binaire SiO2-CaO dont les propriétés
bioactives sont comparables a celles du bioverre 45S5.43 Par ailleurs, la
versatilité de cette méthode de chimie douce offre un large panel de mise en
forme (Figure 1.7). Par exemple, des nanoparticules sont obtenues en milieu
basique tandis qu’une synthése en milieu acide favorise l'obtention de
monolithes.** Il est également possible de réaliser facilement des dépots de
couches minces sur des substrats de formes variées (par dip-coating). Pour
toutes ses raisons, le procédé sol-gel a été choisi comme méthode
d’élaboration des particules de verres bioactifs étudiées dans cette thése.

Film xerogel Film dense
Alcoxyde
de silicium
Séchage
classique chauffage
Hydrolyse et >
condensation -
o0® -
e Xérogel
Gel Céramique dense
Sé%
Co ()

e
Sopo‘”f/o % o,

Pty
Oas; e Of/f’%e
Sol -
Aerogel

Particules

Figure 1.7 : Quelques exemples de mise en forme obtenus par le procédé sol-gel.
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2.3. Mécanisme de bioactiviteé

Selon Hench, un matériau bioactif induit une réponse biologique a son
interface qui aboutit a la formation d’un lien entre les tissus hotes et le
matériau. En 1994, il définit deux nouvelles classes de bioactivité.4>

Les verres bioactifs de classe A : ils présentent a la fois des propriétés
ostéoconductrices et ostéoproductives c’est-a-dire qu’ils offrent une
interface biocompatible favorable a la minéralisation osseuse tout en
ayant une surface librement colonisée par les cellules ostéogéniques.4®
Ces propriétés biologiques sont la conséquence de la rapidité des
réactions qui ont lieu a la surface de l'implant, accélérant ainsi
I’'accroche biologique avec l’os.

Les verres bioactifs de classe B quant a eux sont caractérisés par des
réactions de surface plus lentes. Par conséquent, ils se lient faiblement
aux tissus osseux, générant ainsi une faible prolifération de la matrice
OSSeuse.

D’une maniére générale, la formation de l’hydroxyapatite a la surface du

verre en milieu aqueux est une preuve de son caractére bioactif et un
prérequis a sa fixation biologique in vivo avec l’'os. L’eau distillée et le Tris
Buffer ont été les premiéres solutions aqueuses a étre utilisées pour les
« tests de bioactivité ».#7 De nos jours, les tests de minéralisation s’effectuent
de plus en plus dans le SBF (Simulated Body Fluid), une solution saline qui
mime la composition inorganique du plasma humain.#® Ainsi, la bioactivité

est la conséquence dune succession de réactions chimiques de surface
décrites comme suit :

1- Echange rapide des ions alcalins ou alcalino-terreux (Ca2*, Na*, ...) avec
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les ions H* du milieu physiologique.

Si-O- - Ca?*+ H* + OH- — Si-OH + Ca?*(aq) + OH-

Création de groupements Si-OH puis augmentation du pH avec la
concentration d’ions OH-dans le milieu.

Rupture des liaisons Si-O-Si du réseau vitreux par hydrolyse due a
l'augmentation du pH du milieu.

Si-O-Si + H20 — Si-OH + Si-OH

Il s’ensuit un relargage d’espéces solubles Si(OH)4 dans la solution puis
une formation continue de groupements silanols (Si-OH) a la surface du
verre qui servent de site de nucléation.



3- Re-polymérisation dun gel de silice a la surface du verre par
condensation des groupements silanols.

Si-OH + Si-OH — Si-O-Si

4- Formation et croissance dune couche amorphe riche en calcium et
phosphore a la surface du gel de silice par migration des ions Ca2*et
PO43- (provenant du verre et/ou du milieu).

5- Incorporation des groupements OH- et CO32- dans la couche CaO-P20Os
puis cristallisation d’hydroxyapatite carbonatée (HAC).

Puis Hench proposa 6 autres étapes cellulaires conduisant a la fixation
biologique de l'implant avec les tissus osseux en milieu in vivo.*° On
note ainsi:

6- Adsorption et désorption a la surface de la couche d’HCA des protéines
et des facteurs de croissance,

7- Action des macrophages,
8- Attachement des cellules souches mésenchymateuses,

9- Formation des ostéoblastes par différenciation des cellules souches puis
prolifération de celles-ci a la surface du verre bioactif,

10- Production de la matrice extracellulaire,

11-Formation de la matrice osseuse.

2.4. Pourquoi des nanoparticules ?

Les propriétés remarquables des verres bioactifs en font des biomatériaux
attractifs dans le domaine orthopédique. Ces derniéres années les
nanoparticules de verres bioactifs ont fait 'objet d'une grande attention pour
Iingénierie tissulaire et la régénération osseuse. En effet, a 1’échelle
nanométrique, les propriétés physiques (surface spécifique, topographie,
rugosité, etc...) des verres bioactifs permettent de contrdler leur réactivité
biologique en présence des tissus mous ou durs.18.50.51 Ainsi, Fan et al.>2 ont
montré que les nanoparticules sphériques de verres bioactifs 58S
caractérisées par un ratio surface/volume (S/V) important améliorent la
différenciation et la prolifération des ostéoblastes aussi bien que le processus
de biominéralisation. Dans une étude similaire, Gong et al.®>3 ont mis en
évidence que la surface spécifique élevée des nanoparticules 58S induit une
meilleure prolifération et différenciation des ostéoblastes en comparaison
aux particules de bioverre 45S5 de taille micrométrique. De plus, des tests in
vitro dans le SBF ont également prouvé qu’une taille nanomeétrique induit un
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relargage rapide des ions en solution (par dissolution du verre), accélérant
ainsi le mécanisme de bioactivité précédemment décrit.>455

Outre leur impact positif au niveau cellulaire, le role des nanoparticules de
verres bioactifs au sein de systémes composites a été largement examiné par
de nombreux groupes de recherche. En effet, Liu et al.°® ont montré qu'une
dispersion de nanoparticules de verres bioactive avec une surface modifiée
(diameétre moyen = 40 nm) dans une matrice polymérique (PLLA) augmente la
résistance a la traction pour une insertion inférieure a 6% en masse. Au-dela
de cette valeur, l'agglomération des particules bioactives génére une
diminution des propriétés mécaniques du composite. Tamjid et al>” ont
également étudié I'impact de la taille des verres bioactifs sur les propriétés
meécaniques du composite verre bioactif / PCL. Les auteurs ont noté une
amélioration des propriétés mécaniques du composite principalement due a
une haute surface d’interface induite par les nanoparticules de verre bioactif.

3. Méthodes pour traiter le cancer

Bien qu’aucune meéthode thérapeutique ne soit a ce jour valable pour le
traitement curatif des métastases osseuses, différents traitements ou
combinaison de traitements permettent d’améliorer la qualité de vie des
patients. On distingue les méthodes traditionnelles regroupant de facon non
exhaustive la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie et les méthodes
modernes comme [’hyperthermie magnétique, sujet d’étude de cette thése.

3.1. Méthodes usuelles

La chimiothérapie est un traitement basé sur [lutilisation d’agents
pharmacologiques caractérisés par une activité antitumorale.>® Les foyers
cancéreux sont détruits par action des agents sur le mécanisme de
croissance des cellules tumorales.>® Dans le cas des meétastases, ce
traitement peut ralentir ’évolution et faire diminuer le volume de la masse
tumorale, induisant ’'ablation chirurgicale d'une plus faible masse osseuse.
Cependant, ’action non sélective des agents chimiothérapeutiques a un effet
toxique immeédiat et considérable sur les cellules saines a renouvellement
rapide.>®

L’utilisation d’une radiation ionisante (radiothérapie) pour le soulagement ou
le traitement de douleurs générées par les métastases osseuses est trés
courante.’® Cependant, lefficacité de cette méthode est fortement
dépendante du type de radiation. Les émetteurs de rayonnement f3
(particules légeres et chargées) tels que le 89Sr et le 153Sm sont trés efficaces,
car ils induisent une irradiation localisée et continue dans la zone affectée,
ce qui permet de lutter efficacement contre les lésions secondaires diffuses.0
Néanmoins, le facteur limitant est lirradiation de la moelle osseuse
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provoquant une insuffisance médullaire, pathologie caractérisée par un
manque de production de cellules sanguines par la moelle osseuse.

Une intervention chirurgicale est requise lorsque le patient présente des
fractures pathologiques causées par des lésions métastatiques et également
lorsque les techniques non opératives (chimiothérapie, radiothérapie) sont
inefficaces face aux douleurs locales ressenties par le patient.6! Par ailleurs,
le recours a la chirurgie implique également une substitution osseuse
(allogreffe, autogreffe, matériau synthétique ...) dans le but d’assurer la
stabilité structurale de la zone concernée.%2:63 L'un des risques associés a
cette technique est une potentielle rupture de la reconstruction osseuse due
a la propagation des cellules cancéreuses dans la zone traitée.6*

3.2. Hyperthermie

Dans le domaine médical, 'hyperthermie est un traitement au cours duquel
les foyers cancéreux sont exposés a des températures supérieures a 37°C.
Dans ces conditions, les cellules cancéreuses, plus sensibles a une élévation
de température que les cellules saines, sont totalement détruites ou
deviennent vulnérables a d’autres traitements. En effet, une température
comprise entre 41 et 46°C altére les fonctions cellulaires (dénaturation des
protéines et de I’ADN, modification meétabolique de loxygeéne...) et
I’environnement physiologique (perméabilité vasculaire, modification du
pH...) de la tumeur 6566 augmentant ainsi l’efficacité des meéthodes de
traitement classiques ou favorisant la mort cellulaire par apoptose.67.68 Par
ailleurs, induire une température supérieure a 46°C conduit a la
carbonisation cellulaire de facon immeédiate : on parle de thermoablation. En
fonction de la localisation des cellules cancéreuses, on distingue différents
types d’hyperthermie incluant ’hyperthermie corporelle, régionale et locale.®®
Comme son nom l'indique, ’hyperthermie corporelle s’applique lorsque les
cellules tumorales sont répandues dans tout le corps (métastases). Les
tumeurs situées spécifiquement dans une région du corps difficile d’acces
(un organe, un bras) sont traitées par hyperthermie régionale. Le traitement
d’'une zone plus restreinte se fait par hyperthermie locale. L’effet thermique
induit dans l'environnement tumoral provient de l'interaction entre les tissus
biologiques et les radiations non ionisantes émises par des sources
extérieures, généralement des radiations électromagnétiques radiofréquence
(de quelques centaines de kilohertz a quelques mégahertz), micro-ondes
(quelques centaines de mégahertz a quelques gigahertz) ou des ultra-sons et
s’associe a de nombreux inconvénients comme une faible pénétration dans
les tissus biologiques et un chauffage non sélectif des tissus conduisant a
des troubles cardiaques et vasculaires.’”0 Face a ces inconvénients,
I’hyperthermie induite par des nanoparticules magnétiques sous champ
magnétique alternatif offre une nouvelle alternative thérapeutique aux
meéthodes déja existantes.
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3.3. Hyperthermie magnétique

L’hyperthermie magnétique est une branche de la thermothérapie basée sur
I’émission de chaleur dans l’environnement tumoral par lintermédiaire de
particules magnétiques nanométriques en présence d'un champ magnétique
alternatif.’”! Un tel champ permet d’atteindre les tissus ou les organes
infectés situés en profondeur avec trés peu d’effets indésirables. L’originalité
de ce traitement réside dans l'utilisation de nanoparticules magnétiques
comme thermosources. En effet, elles offrent la possibilité de ciblage passif
des cellules cancéreuses par effet EPR (Enhanced Permeability and
Retention effect) confinant de facon homogéne et sélective la chaleur générée
au niveau du site tumoral.”? Aussi, l'utilisation de nanoparticules dans un
régime  super-paramagnétique  (particules ferro(ijmagnétiques dont
l'aimantation est nulle en l'absence de champ magnétique) favorise
I’'obtention d’une dispersion stable en milieu biologique en absence de champ
magnétique extérieur, ce qui prévient le risque d’embolisation des vaisseaux
sanguins.”® Par ailleurs, leur large surface spécifique offre des possibilités de
fonctionnalisation surfacique, aspect recherché pour l'ajout d’autres
fonctionnalités biomédicales a l'hyperthermie comme le relargage de
principes actifs. Il est également possible de fonctionnaliser les particules
afin d’obtenir une dispersion plus stable (pour I'imagerie médicale) ou avec
des marqueurs de certains cancers afin de cibler de maniére encore plus
précise les zones a traiter.

Bien que les nanoparticules magnétiques présentent a priori les propriétés
physiques recherchées pour ’hyperthermie magnéto-induite, leur application
en milieu clinique est limitée. Aujourd’hui, MagForce® est I'unique entreprise
qui propose un traitement adjuvant ou thérapeutique a base de
nanovecteurs magnétiques ayant été approuvé en Europe (sous la marque
NanoTherm™). Cependant, ce traitement nécessite une grande quantité de
particules au niveau du site tumoral (4.5 mL a une concentration de
112 mg/mL).7%75 Ainsi, I'un des challenges de cette décennie et des autres a
venir est le développement de nouveaux matériaux plus efficaces qui
pourront donc étre injectés en plus faible dose.

Avant d’étudier plus en détail les phénomeénes physiques expliquant et
influencant Uhyperthermie magnétique, il est important de rappeler quelques
notions de magnétisme.
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4. Introduction au magnétisme

4.1. Comportement magnétique des matériaux

Placés sous un champ magnétique H, la plupart des matériaux acquiérent
une aimantation M proportionnelle a H telle que M=yH ou y est la
susceptibilité magnétique. Lorsque y est faible et négatif, on dit que le
matériau est diamagnétique. Cette propriété intrinséque a la matiére et
propre a tous les matériaux est caractéristique des couches électroniques
pleines. A l'inverse, ceux présentant une valeur de y faible et positive ont un
comportement magnétique dit paramagnétique. Dans ce régime, les électrons
non appariés voient leurs moments de spin s’orienter dans la méme direction
que le champ H. Cependant il n’y a pas d’interaction entre eux si bien qu’en
I’'absence de champ extérieur, le matériau perd sa polarisation magnétique.
En revanche, certains matériaux sont caractérisés par des interactions fortes
(de nature électrostatique) entre les électrons voisins, couplant fortement
leurs moments magnétiques de spin. Par conséquent, un ordre magnétique
s’établit, si bien que le matériau présente une aimantation spontanée malgreé
la suppression du champ extérieur. L’aimantation spontanée macroscopique
mesurée s’explique par la somme des contributions des moments de spin.
Ces interactions interatomiques de courte portée sont appelées interactions
d’échange. L’interaction élémentaire entre deux moments de spins S; et S;
s’écrit comme suit :
Xij =-Ai Si S

ou Aj; représente lintégrale d’échange traduisant le recouvrement des
orbitales atomiques.

Une valeur positive de A; traduit un comportement ferromagnétique
caractéristique d’'un alignement paralléle des moments de spins, alors que
lorsque lintégrale d’¢change est négative, on observe un alignement
antiparalléle des spins. Un comportement antiferromagnétique est ainsi
observé dans le cas d'une compensation totale des moments magnétiques de
spin. Autrement dit, 'aimantation spontanée mesurée est nulle. Dans le cas
contraire, c’est-a-dire lorsque la compensation est incompléte, le matériau
est dit ferrimagnétique. Au-dela de la température de Curie (Tc¢), 'agitation
thermique supprime l'ordre magnétique, qu’il soit ferro- ou ferrimagnétique.
Dans le cas du comportement antiferromagnétique, les interactions
d’échange deviennent inexistantes au-dessus d’une température dite
température de Néel (Tn). Les différents types de couplages magnétiques sont
schématisés dans la Figure 1.8.
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Figure 1.8 : Comportements magnétiques de différents matériaux observés en
présence et en absence de champ magnétique.76

4.2. Notion d’anisotropie

L’anisotropie représente la dépendance de l'aimantation d'un objet a suivre
une direction privilégiée. On distingue plusieurs types d’anisotropie :
lanisotropie magnétocristalline, [’anisotropie de forme et [Uanisotropie de
surface.

Dans un matériau magnétique, les interactions électrostatiques du champ
cristallin avec les moments orbitaux, et donc indirectement avec les
moments de spin atomiques (dG au couplage spin-orbite), imposent une
orientation préférentielle des orbitales de lion positif suivant des axes
cristallographiques dits axes de facile aimantation, caractérisés par une
énergie magnétocristalline minimale. Ainsi, sous une perturbation
extérieure, une différence d’aimantation sera observée selon que la direction
du moment magnétique soit parallele ou perpendiculaire a l'axe de facile
aimantation.  Cette observation met en  évidence [I’anisotropie
magneétocristalline.

L’existence de podles magnétiques est a l'origine de la présence d’'un champ
démagnétisant au sein d'un matériau magnétique dont l'effet est la réduction
de l'intensité de la source excitatrice. Dans ces conditions, 'anisotropie de
forme privilégie ’alignement de I'aimantation suivant la direction minimisant
le champ démagnétisant, c’est-a-dire la plus grande direction du matériau.

Contrairement aux matériaux massifs, les effets de surface influencent
grandement les propriétés magnétiques des nanomatériaux. En effet,
I'environnement des atomes en surface étant moins symétrique que ceux du
ceeur, il est possible que cette rupture de symétrie privilégie une orientation
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de l'aimantation perpendiculaire a la surface du matériau. L’anisotropie de
surface devient ainsi plus importante lorsque la taille du systéme considéreé
décroit et peut dans certains cas imposer sa symétrie.

4.3. Des particules multi- aux particules mono-
domaines

La nécessité de minimiser l'effet du champ démagnétisant engendre la
subdivision des matériaux massifs ferro(ijmagnétiques en plusieurs
domaines (domaines de Weiss) au sein desquels les moments magnétiques
ont une orientation uniforme. Cependant, leur orientation est différente d'un
domaine magnétique a un autre si bien qu’en l'absence de champ
magnétique, 'aimantation résultante est nulle. Chaque domaine magnétique
est séparé par une paroi dite « de Bloch » dont I’épaisseur dépend de la
compétition entre l'énergie d’échange et 1’énergie magnétocristalline. Par
ailleurs les parois de Bloch sont le lieu de retournement progressif de
l'aimantation d’'une direction de facile aimantation (1¢* domaine) vers une
autre (2¢ domaine) (voir Figure 1.9).

£\

Figure 1.9 : Retournement de 'aimantation dans une paroi de Bloch.

A

Sous leffet d'une induction magnétique, le processus de magnétisation dun
tel matériau met en jeu la nucléation de domaines magnétiques, associés a
la rotation des dipdles magnétiques le long de 'axe du champ appliqué.
L’apparition d'une aimantation spontanée a 1’échelle macroscopique (apreés
coupure du champ) permet de mettre en évidence une cycle d’hystérésis
caractérisé par un champ coercitif et une aimantation rémanente. Décroitre
la taille d'une particule sphérique ferro(ijmagnétique revient a réduire le
nombre de parois si bien qu’en dessous d'un diameétre critique D, le cott en
énergie pour la formation de celles-ci devient supérieur a ’énergie dipolaire.
La particule se structure donc en un monodomaine (un seul domaine
magnétique) et le diametre critique correspondant est obtenu selon la
relation suivante :

9VKA

D. =
¢ lloMs2

avec A la constante d’échange, Ms l'aimantation a saturation et K la
constante d’anisotropie.
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Considérons une particule ferro(ijmagnétique monodomaine isolée (sans
interaction avec d’autres particules) avec une anisotropie uniaxiale. L’énergie
de la barriére (Eg) séparant les deux états stables d’aimantation est donnée
par l'expression Eg = KV ou K est la constante d’anisotropie effective et V le
volume de la particule (voir Figure 1.10). Lorsque le volume de la particule
décroit, I’énergie de la barriére devient du méme ordre de grandeur que celle
de l'agitation thermique. On définit une température dite de blocage Ts qui
rend compte du comportement magnétique de la particule monodomaine en
absence de champ magnétique. Lorsque la température T est inférieure a T,
I'énergie thermique Er = kgl est inférieure a Ep si bien que l'aimantation
reste bloquée selon une direction de 'axe de facile aimantation. La particule
se comporte ainsi comme un matériau ferro(imagnétique. Cependant, au-
dessus de Tg, l’énergie thermique Er est supérieure a Ep et est donc
suffisante pour autoriser le franchissement de la barriére. L’aimantation
fluctue alors entre les deux directions de ’axe de facile aimantation. On dit
que la particule est dans un état superparamagnétique.

axe de facile
aimantation

Ey=K.V

Figure 1.10 : Représentation schématique des deux états d’aimantation d’une
particule monodomaine avec une anisotropie uniaxiale séparés par une barriere
énergétique Ep.77

Le temps caractéristique de relaxation de l'aimantation est donné par la loi
de Néel :
KV
Ty = To€Xp (kB_T)
Avec 1, le temps intrinséque de retournement de l'aimantation (environ
109 s), kgla constante de Boltzmann. A partir de cette équation, la valeur de
Ty peut étre obtenue en fonction du temps d’acquisition de la mesure 7,,,. En
effet, T = Ty lorsque t,, = Ty donc on peut déduire de ’équation précédente
que :
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Le temps t,, pour une mesure effectuée a l'aide d'un magnétomeétre a SQUID

étant estimé a 100 secondes, In (TT—’”) = 25.
0

Ail’lsi, 25kBTB == KV

Sous un champ magnétique, le processus d’aimantation de la particule
superparamagnétique s’effectue par rotation cohérente et collective des spins
constitutifs au lieu de la nucléation de domaines magnétiques comme pour
un matériau massif. Le retrait de linduction magnétique conduit a une
aimantation résultante nulle. En conséquence, la courbe M(H) présente un
champ coercitif et une aimantation rémanente nulle.

5. Dissipation de chaleur par hyperthermie
magnétique

5.1. Mécanisme de dissipation de chaleur

La conversion de l’énergie électromagnétique en énergie thermique par un
ensemble de nanoparticules dans un régime superparamagnétique s’effectue
selon deux mécanismes communément appelés relaxation de Néel et de
Brown.’8 La relaxation de Néel (mise en évidence dans la section précédente)
implique la rotation interne de 'aimantation du matériau le long de 'axe de
facile aimantation tandis que dans le cas de la relaxation de Brown, la
rotation de 'aimantation est associée a la rotation physique de la particule si
bien que la chaleur se dissipe par friction avec le milieu (Figure 1.11).

Figure 1.11: (A) Relaxation de Néel, (B) Relaxation de Brown.70

Le temps caractérisant le mouvement des nanoparticules est donné par
I’équation :
_3nV

BT kT

ou m est la viscosité du milieu et V le volume hydrodynamique des
nanoparticules.
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Les deux mécanismes étant distincts I'un de l'autre, on définit un temps de
relaxation effectif dont l'inverse caractérise la vitesse de relaxation totale du

systéme tel que :
1 1

Te fr = a + g
A partir de cette équation, il est évident que la vitesse de relaxation la plus
rapide définira le mécanisme de production de chaleur correspondant. Par
exemple, pour un systéme composé de nanoparticules de magnétite, Deastch
et al.”® ont souligné que la relaxation de Brown prédomine pour une taille
supérieure a 15 nm tandis que celle de Néel prévaut pour une taille
inférieure a 15 nm.

L’efficacité thérapeutique de la thermosource dépend de la quantité de
chaleur produite par celle-ci dans la zone a traiter. Elle est définie par le SAR
ou SLP (Specific Absorption Rate, Specific Loss Power) et s’exprime selon la

relation suivante :
Cp AT

SAR =
m(Fe) At

en W/g

ou (, représente la capacité calorifique du fluide par unité de masse, m(Fe)

la masse de fer contenue dans la suspension analysée et i—: I’évolution de la
température en fonction du temps. Cependant, le SAR évolue linéairement
avec les conditions de mesure (l'intensité et la fréquence du champ
magneétique) ce qui rend difficile la comparaison de l’efficacité des particules
élaborées par différents groupes de recherche. En conséquence, une
alternative indépendante de ces parameétres, la perte thermique intrinséque
(ILP, Intrinsic Loss Power en anglais) a été proposée pour permettre les

comparaisons.8° Elle est proportionnelle au SAR suivant la loi :
ILP = ——
H?f
avec H amplitude du champ magnétique et f sa fréquence.
Par ailleurs, il faut noter que I'ILP n’est applicable que pour des valeurs de

champ magnétique nettement inférieures a celle du champ de saturation des
nanoparticules magnétiques.

5.2. Parameétres impactant le SAR

Depuis les premiers résultats cliniques présentés par le groupe de Jordan
et al.8! sur le caractére thérapeutique de '’hyperthermie magnéto-induite, les
recherches se sont focalisées sur différentes stratégies d’optimisation ou
amélioration de cet effet. De ces études, il ressort que le controle des
parametres clé notamment les caractéristiques du champ magnétique
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(amplitude et fréquence), la viscosité du milieu, la taille et la dispersion en
taille des particules magnétiques, leur concentration et leur anisotropie
magnétique impactent grandement 1’élévation de température du milieu. Il
est ainsi nécessaire de définir la relation entre ces parameétres et le pouvoir
chauffant afin d’¢laborer les meilleures nanosources possibles et les
conditions optimales de leur utilisation.

5.2.1. Amplitude et fréquence

L’évolution du SAR a été largement étudiée dans la littérature pour des
valeurs d’amplitude et de fréquence du champ magnétique respectivement
dans les gammes 10-38 kA.m-! et 100-700 kHz.82.83 A partir de ces résultats,
on remarque que des valeurs élevées d’amplitude et de fréquence induisent
une augmentation du SAR, ce qui permet d’induire un effet thérapeutique
efficace sur une période restreinte. Cependant, il ne faut pas utiliser une
excitation magnétique trop importante, car elle génére des effets indésirables
au niveau biologique. En effet, a fortes amplitude et fréquence, la probabilité
de dissiper la chaleur de maniére non sélective dans les tissus biologiques
est trés élevée. Ceci est di aux propriétés électriques des tissus qui
favorisent la génération de courant de Foucault.®* Se basant sur des tests
cliniques d’inconfort effectués sur des patients, Atkinson et Brozovich ont
suggéré en 1984 que l'excitation magnétique maximale tolérée par le corps
humain correspond a des champs magnétiques dont les produits H x f sont
inférieurs ou égaux a 4,85.10%8 A.m1.s1).85 Mamiya et ses colléegues ont
souligné que cette limite peut étre étendue a 2.10°9 A.m-1.s'! pour une zone
corporelle plus petite.86 Cependant, ces valeurs doivent étre considérées
comme des indications et non comme des limites absolues tant elles peuvent
évoluer selon la localisation de la zone tumorale, ’équipement utilisé, la
durée du traitement et le ressenti du patient.

5.2.2. Viscosité du milieu

Au regard de l'expression du temps de relaxation de Brown, il est évident que
la valeur de SAR sera impactée par la viscosité du milieu. Les mesures de
SAR relevées par Fortin et al®” pour des nanoparticules magnétiques
dispersées dans l’eau et le glycérol ont montré une baisse de leur capacité
chauffante avec 'augmentation de la viscosité due a la faible contribution de
la relaxation de Brown au processus de dissipation de chaleur. De la Presa
et al.8® ont observé la méme tendance pour des nanoparticules de maghémite
de 13 et 14 nm de diameétre dispersées dans une solution d’agar. Par contre,
pour des particules plus petites (6, 8 et 11 nm), le pouvoir chauffant reste
identique quelle que soit la viscosité du milieu. Ces résultats confirment le
fait que les pertes thermiques par relaxation de Brown prédominent
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uniquement pour des particules de grande taille et sont maximisées lorsque
le milieu a une viscosité tres faible.

5.2.3. Taille des nanoparticules

L’influence de la taille des nanoparticules a été largement étudiée dans la
littérature et est sujette a débat. D’'un co6té, les études théoriques menées par
Carrio et al.®9 stipulent que les nanoparticules de petite taille constituent les
meilleures sources de chaleur. lacovita et al.? ont abouti expérimentalement
a la méme conclusion. Au contraire, d’autres groupes de recherches estiment
que les particules plus grandes et multi-domaines doivent étre privilégiées en
tant que thermosources, car présentant une forte valeur de SAR.°! A noter
que dans ces conditions, la puissance calorifique dissipée sous un champ
alternatif est fonction de l’aire de la boucle d’hystérésis (Ai) de la courbe M(H)
selon la formule : P = Aif. A; est donc fonction du champ coercitif (Hc), de
laimantation rémanente (M, et de l'aimantation a saturation (Ms). Par
ailleurs, de nombreuses études ont prouvé que des valeurs élevées de SAR
peuvent étre mesurées pour des tailles intermédiaires de particules, proches
du diamétre critique caractérisant la zone de transition monodomaine-
multidomaine.92.93

Ces résultats contradictoires montrent que d’autres parameétres influencent
la chaleur produite par relaxation magnétique des nanoparticules
magnétiques comme la nature des particules, leur cristallinité, leur état
d’agrégation en solution, paramétres rarement fixés dans les travaux traitant
de linfluence de la taille sur le SAR. A titre d’illustration, la Figure 1.12
présente 1’évolution des valeurs SAR en fonction de la taille de différents
matériaux magnétiques selon des études théoriques.

L] v L} v L g 1
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Magnetite
Maghemite
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Volumetric Loss Power (x 10° Wlms)
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Figure 1.12: Variation du SAR en fonction de la taille des particules pour différents
matériaux sous une excitation magnétique de 300 kHz et 39.8 kA.m-1.95
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De méme que la taille, la distribution de taille des particules magnétiques
impacte considérablement leur pouvoir de chauffe. En effet, il est admis
qu’une importante polydispersité diminue la valeur du SAR a cause d’une
réduction du nombre de particules capables de s’échauffer.4 Pour cette
raison, un systéme monodisperse en taille est souhaité.

5.2.4. Anisotropie

La dépendance exponentielle du temps de relaxation de Néel avec la
constante d’anisotropie montre que la chaleur dissipée peut étre controlée en
modifiant 'anisotropie du systéme étudié. Dans la littérature, les expériences
menées sur deux systémes fréquemment étudiés en hyperthermie
magnétique, a savoir la magnétite et la maghémite, ont montré que
l'augmentation de l’anisotropie magnétocristalline via l'insertion d’é¢léments
de transitions tels que le cobalt (Co) et le manganése (Mn) permet d’accroitre
les valeurs de SAR.65:96 ]] est également possible d’augmenter ’anisotropie en
élaborant des nanoparticules magnétiques a facettes ou cubiques.?7.98 Cette
derniére morphologie, contrairement a la forme sphérique, est d'une part
caractérisée par une anisotropie de surface élevée et permet également de
limiter le phénoméne de spin canting (désalignement des spins de
surface).98.99 Néanmoins, l'augmentation de l’anisotropie entraine aussi la
croissance du niveau énergétique de la barriere séparant les 2 orientations
de l'aimantation selon 1'axe de facile aimantation. En conséquence,
lefficacité thérapeutique nécessite l'application d'un champ magnétique
d’intensité plus élevée qui peut potentiellement générer des effets
indésirables d'un point de vue clinique.100

5.2.5. Concentration

Leffet de 1la concentration sur les propriétés dhyperthermie des
nanoparticules magnétiques est corrélé a l'existence d’interactions dipolaires
magnétiques entre elles. Lorsque la concentration augmente, la distance
inter-particulaire diminue, modifiant ainsi les propriétés magnétiques et les
mécanismes de relaxation. Bien que le role de ces interactions ait été
largement étudié dans la littérature, les conclusions obtenues sont
généralement opposées. Par exemple, Sadat et al.l°l ont montré qu’une trés
bonne dispersion de nanoparticules de magnétite de 10 nm présente une
meilleure efficacité thermique qu’une solution constituée d’agrégats de
100 nm. Une autre étude du groupe de De la presa a montré que
l'augmentation de la concentration et la présence d’agrégats n’avaient aucun
effet sur les propriétés d’hyperthermie.8® Dans leur cas, cela peut s’expliquer
par une certaine agrégation initiale des particules en solution et une faible
variation des distances inter-agrégats. La force des interactions dipolaires est
donc relativement constante lors de la variation de la concentration. A
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contrario, des valeurs élevées de SAR ont été reportées pour des nano-
clusters d’oxyde de fer.192 Le fait que l'orientation cristalline et donc ’'axe de
facile aimantation soient identiques pour chacune des nanoparticules
individuelles constituant les clusters est a l'origine de ce phénomeéne. Dans
un systéme constitué de nanoparticules non agglomérées, Dennis et al.103
ont montré que l'arrangement spatial sous forme de chainons lorsque la
concentration augmente favorise également une croissance des valeurs SAR.
Comme précédemment, cette disposition spatiale induit une anisotropie
uniaxiale qui empéche les aimantations de tourner librement et impose une
relaxation collective de 'aimantation des particules.

6. Choix de la source magnétique

L’effet thérapeutique de la source magnétique est étroitement lié a ses
propriétés magnétiques. Cependant, il est également important de s’assurer
du comportement biologique de celle-ci afin d’éviter les réactions
immunitaires pouvant mettre en jeu la vie des patients. Pour ces raisons,
notre choix s’est porté sur les nanoparticules de maghémite qui présentent
des propriétés texturales (grande surface spécifique) trés utiles dans le
domaine du stockage d’é¢nergie ou de la catalyse. Grace a leur forte
aimantation a saturation dans le régime superparamagnétique (en dessous
de 30 nm),”! la maghémite est un matériau de choix pour l'’hyperthermie
magnétique. Aussi, sa biocompatibilité, non toxicité, biodégradabilité et
haute stabilité en milieu physiologique en font un matériau inoffensif pour le
corps humain.!9% Par ailleurs, la synthése de particules de y-FexOsz de
difféerentes morphologies et de différentes tailles est bien connue ce qui
permet de contrdler leurs propriétés structurales et magnétiques.105

6.1. Structure de la maghémite

La maghémite appartient a la famille des ferrites dont la formule générique
est M(Fe2O4). M représente soit un métal divalent (Mgll, Coll, Cd!, Zn!, Mnl,
Nill, Fell...), soit une combinaison d’ions monovalent (Li*), trivalents (Fell,
Mn'M) ou tétravalents (TilV, SnlV). Cristallisant dans une structure spinelle,
elle est communément nommée ferrite spinelle. La structure spinelle se
décrit par un arrangement de sites interstitiels cationiques tétraédriques et
octaédriques, formés a partir d'un réseau cubique a face centrée (CFC)
d’anions 02 (voir Figure 13). On la représente par la formule chimique
(M1-oFe3*q)[Ma Fed*a.q |04 dans laquelle les sites tétraédriques et octaédriques
sont représentés respectivement par les parenthéses et les crochets. Le
parametre a est le taux d’inversion décrivant la proportion des ions Fe3*
dans les sites tétraédriques. Ainsi, selon la valeur de a, la distribution des
cations dans les sites se fait difféeremment.
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Lorsque a=0, la formule chimique s’écrit : (M)[Fe3*2]O4. Les ions divalents se
trouvent exclusivement dans les sites tétraédriques tandis que les ions
ferriques occupent les sites octaédriques. La spinelle est dite normale.

Lorsque a=1, elle s’écrit : (Fe3*)[M Fe3*]|O4. Dans ce cas, la moitié des ions
ferriques est dans les sites tétraédriques et 'autre moitié, avec ’ensemble
des ions divalents, occupe les sites octaédriques. La spinelle est dite inverse.

Pour une répartition des cations plus complexe, elle est dite mixte.

La structure cristalline de la maghémite découle de celle de la magnétite.
Historiquement, la magnétite est le premier matériau magnétique découvert
par ’homme. En effet, c’est le composant essentiel de la pierre de magnétite,
longtemps utilisée comme boussole par les marins chinois. Sa structure
cristalline est une spinelle inverse de formule (Fe3*)[Fe2* Fe3*]O4 dans
laquelle les ions ferreux sont stabilisés en sites octaédriques (minimisation
de I’énergie du champ cristallin). Il est possible d’obtenir la maghémite par
oxydation de la magnétite. La structure spinelle inverse est conservée,
cependant l'oxydation aboutit a une transformation totale des ions Fe?* en
Fe3* générant des lacunes dans les sites octaédriques. La formule chimique
de la maghémite est donc (Fe3*)[Fe3*s;3 01/3]04 ou O représente une lacune.
Le groupe d’espace de la maghémite est fonction de l'arrangement des
lacunes dans les sites octaédriques :

e Fd3m si'arrangement est désordonneé,
e P4,32 s’il est partiellement ordonneé,
e P432,2 pour une distribution totalement ordonnée des lacunes.

O Oxygen cubic lattice
@ (Fe?*, Fe3*) Oh site
® Fe?t Td site

Figure 1.13 : Représentation de la structure spinelle de la magnétite avec les sites
octaédriques (Oy) et tétraédriques (Tq).106

Le couplage antiferromagnétique de super-échange entre les ions Fe3*
localisés dans les sites tétraédriques (Tq) et octaédriques (On) est a l'origine
du ferrimagnétisme observé dans la maghémite a ’échelle macroscopique. Le
moment magnétique global (p) correspondant, résulte de la somme
algébrique des moments portés par chaque électron non apparié soit

B = 2(5}113) - Sps = 3.33 pB avec pB le magnéton de Bohr. Dans l'état
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superparamagnétique, 'aimantation a saturation (Ms) constitue la propriété
magnétique essentielle des nanoparticules de maghémite car la courbe
d’aimantation du matériau en fonction du champ appliqué ne présente
aucun cycle d’hystérésis. Elle est généralement d’environ 60 emu/g, une
valeur bien plus faible que celle mesurée a l’é€tat massif (autour de
75 emu/g) due essentiellement a un arrangement non colinéaire des spins a
la surface ou dans le volume des particules. 107,108 Par ailleurs, une autre
propriété magnétique, a savoir la température de blocage, peut étre
déterminée par les mesures magnétiques ZFC-FC (Zero Field Cooled-Field
Cooled). Il faut cependant faire attention car la température de blocage ne
correspond pas exactement a la température maximale de la courbe ZFC car
cette derniére varie en fonction de la dispersion en taille des particules et des
interactions dipolaires entre elles. Lorsque la dispersion en taille est faible et
que les particules peuvent étre considérées comme isolées, Tz correspond au
maximum de la courbe ZFC.

7. Objectifs de la thése

Le principal objectif de cette thése est la synthése de nanoparticules aux
propriétés magnétiques et bioactives. Pour ce faire, nous envisageons la
croissance dune coquille de verre bioactif binaire SiO> - CaO par procédé
sol-gel autour d’un coeur magnétique formé de nanoparticules de maghémite
élaboré par coprécipitation. Tout d’abord, en vue d’optimiser les propriétés
bioactives du matériau multifonctionnel, des études focalisées sur des
nanoparticules de verre bioactif seront effectuées. Leur but sera de mesurer
Iimpact de difféerents parameétres expérimentaux sur leurs propriétés
physico-chimiques (taille, composition, état d’agrégation ...). En outre, l'effet
d’'un des parameétres clés sur leur bioactivité, la proportion de CaO, sera
également étudié par des tests de minéralisation dans du SBF (Simulated
Body Fluid). En effet, un désaccord existe dans la littérature quant a
I'importance de l'influence de la composition comparativement a celle de la
surface spécifique des échantillons sur leur bioactivité. Suite a cette étude,
un protocole détaillé sera mis en place afin d’obtenir les hétérostructures
d’intérét. Ces derniéres seront finement caractérisées et leurs propriétés
magneétiques, d’hyperthermie et leur bioactivité seront évaluées dans le but
de montrer leur intérét pour la destruction de cellules cancéreuses couplées
a la régénération du tissu osseux.
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Chapitre 2 :

Parameétres de synthése impactant les
propriétés texturales, la composition et
I’état d’agglomération de nanoparticules de
verre bioactif binaire (SiO:-CaO)
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1. Introduction

Ces dernieéres années, |’élaboration de nanoparticules de verre bioactif a fait
I'objet d’intenses recherches dans le domaine de la régénération des tissus
osseux. En effet, la réduction de la taille des particules induit une
augmentation de leur surface spécifique, dont la conséquence est
I’'amélioration de leurs propriétés bioactives et ostéogéniques.! Des particules
de taille nanomeétrique permettent également une forte versatilité de mise en
forme du matériau final. Par exemple, afin de mimer le plus possible la
structure et les propriétés de l'os naturel, un grand intérét existe pour
I’élaboration de nanocomposites formés par dispersion de nanoparticules de
verre bioactif dans une matrice polymérique.23 Cependant, 1’état
d’agglomération souvent trés important des nanoparticules ne permet pas
l'obtention de nanocomposites aux propriétés mécaniques similaires a celles
de los.# Ainsi, 'un des challenges aujourd’hui est d’¢laborer des
nanoparticules de verre bioactif présentant un faible état d’agglomération.

D’un autre coté, la vitesse de minéralisation du verre bioactif peut étre
également ameéliorée en réduisant la connectivité du réseau de silice via
I'incorporation d'un modificateur de réseau comme le calcium.> Cependant,
I’addition du précurseur de calcium dans le milieu de synthése doit étre
controlée afin d’éviter des effets indésirables tels quun important état
agglomeération,® une forte polydispersité en taille,” et une morphologie
irréguliére® des particules. Au-dela de limportance des ions Ca?* dans
I'obtention d'un systéme bioactif, il est important de mentionner qu’ils ont
un vrai intérét biologique, car ils améliorent la prolifération et la
différenciation des ostéoblastes (cellules responsables de la formation de 1’os)
aussi bien que la minéralisation de la matrice extracellulaire.9:10

Dans ce chapitre, il sera d'une part présenté une variante du procédé sol-gel
permettant d’élaborer des nanoparticules monodisperses de verre bioactif
binaire (SiO2-CaO). Ensuite, I'impact de plusieurs parametres de synthése
(moment d’ajout du précurseur de calcium et de la quantité initiale de
calcium) sur la morphologie, la taille, la dispersion en taille, ’état
d’agglomeération et la composition finale des nanoparticules bioactives sera
évalué. En outre, dans le but de pouvoir contréler la surface spécifique des
nanoparticules, la concentration en hydroxyde d’ammonium a été variée, car
elle est connue dans la littérature pour étre le parameétre principal impactant
la taille des particules obtenues par voie sol-gel.

50



2. Synthése de nanoparticules de verre bioactif
par voie sol-gel

2.1. La méthode sol-gel

Les nanoparticules de verre bioactif ont été élaborées par modification du
procédé Stober, une variante du procédé sol-gel largement utilisée dans la
littérature. Pour rappel, le procédé sol-gel est une méthode de chimie douce
impliquant ’hydrolyse et la condensation d’alcoxydes (ici de silicium) a basse
température et a pression atmosphérique. Typiquement, la réaction
d’hydrolyse induit le remplacement des groupements alcoxyles (-OR) par des
groupements hydroxyles (-OH) suivant la réaction :

Si-OR + H20 «< Si-OH + ROH

Par la suite, la condensation des groupements silanols permet la formation
de ponts siloxanes (Si-O-Si) via les mécanismes de condensation par olation
et oxolation représentés par les réactions suivantes :

Si-OH + HO-Si « Si-O-Si + H2O
Si-OR + HO-Si « Si-O-Si + R-OH

L’obtention de nanoparticules étant souhaitée, le pH du milieu doit étre
basique. Dans ces conditions, dites de Stéber, la réaction d’hydrolyse est
déclenchée par une attaque nucléophile de l'anion OH- (provenant de la
dissociation de l'eau) sur 'atome de silicium, déplacant ainsi le groupement
-OR pour former une liaison Si-OH comme suit :

Ok _—on R o
. . 30H ,
RO—Si—OR &———* RO—Si—OH + ROH —— » HO—Si—OH + 3R-OH

OR OR OH

La vitesse de la condensation étant plus importante que celle d’hydrolyse, et
I’attaque nucléophile sur des atomes de silicium situés en milieu de chaine
étant favorisée, le processus de polymérisation conduit a la formation de
particules de silice de plus en plus larges, chargées négativement en surface.
Les réactions ci-dessous résument de facon générale la formation des
particules de silice:

Si(OC2Hs) + 4 HoO — Si(OH)4 + 4 CoHsOH

Si(OH)4 — SiO2 + 2 H20
La méthode Stéber conduit a 'obtention de particules sphériques de silice

homogeénes en taille. Le mécanisme de formation des particules a été

51



largement étudié dans la littérature, mais est toujours sujet a débat.!! La
théorie établie par Lamer et Dinegar a été la premiére a expliquer les
mécanismes de nucléation et de croissance de particules en solution (cf.
Figure 2.1). En effet, en dessous d’une concentration dite concentration
limite de sursaturation Cy, les réactions de polycondensation entre les
espéces monomeres hydrolysées conduisent a la formation de germes
(nuclei). Cette phase dite de « nucléation », dont la vitesse est trés rapide,
s’arréte lorsque la concentration en précurseur retombe en dessous d’une
concentration Co. Une fois formés, les germes grossissent et leur taille se
stabilise par diffusion ou addition des monomeéres a leur surface, et ce
jusqu’a ce que la concentration en monomeres dans le milieu atteigne celle
de la solubilité de l'alcoxyde. En résumé, il est possible d’é¢laborer des
nanoparticules homogénes en taille en découplant les phases de nucléation
et de croissance des germes, c’est-a-dire en provoquant la nucléation sur
une courte période puis en limitant la croissance des nuclei par diffusion,
sachant qu’au cours de cette phase les particules de petite taille croissent
plus rapidement que les plus larges.

Limite de sursaturation

Nucléation spontanée et rapide

Croissance par diffusion

Limite de solubilité

Concentration

Temps
Figure 2.1 : diagramme de Lamer.

Des analyses MET effectuées par Bogush et Zukoski ont cependant révélé la
présence de germes tout le long de la réaction Stéber, au contraire de ce que
prédit la théorie classique précédemment décrite.1? Ils ont donc proposé un
nouveau modele : tout d’abord, ’étape de nucléation géneére la formation de
particules primaires dont la taille est inférieure ou égale a 10 nm. Puis,
I'instabilité colloidale de celles-ci (due a une surface spécifique élevée) résulte
en la formation de particules secondaires via leur agrégation. Il s’en suit un
processus de restructuration ou d’homogénéisation de leur taille au cours
duquel les particules primaires sont « consommeées » par les particules
secondaires (murissement d’Ostwald). Lorsqu’une taille critique est atteinte,
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les répulsions électrostatiques dues au pH basique deviennent importantes,
favorisant ainsi la trés bonne dispersion des particules dans le milieu.

2.2. Choix du précurseur de calcium

La présence du calcium dans le milieu réactionnel est nécessaire dans le but
d’obtenir un systéme bioactif. Généralement, le Ca(NOs3)2 et le CME
(2-méthoxyéthanolate de calcium) sont les précurseurs de calcium utilisés a
cet effet.

Le CME est un alcoxyde de calcium qui prend part aux réactions successives
d’hydrolyse et de condensation induisant l'incorporation in situ du calcium
dans le réseau silicate au cours de la réaction sol-gel.l13 Ainsi, une
distribution homogéne du calcium est obtenue au sein des verres bioactifs.
L’avantage principal de ce précurseur est qu’il permet l'obtention de
matériaux hybrides qui ne supporterait pas de traitement post-synthése a
haute température. Cependant, le CME étant trés réactif sous air, la
synthése doit s’effectuer sous atmospheére inerte (azote, argon).!* Notons
également que peu d’alcoxydes de calcium sont disponibles
commercialement et que le succes de la synthése dépendra du contrdle de sa
réactivité par rapport au TEOS.

Contrairement au CME, l'obtention des matériaux bioactifs par utilisation du
Ca(NO3)2 nécessite un traitement thermique a haute température. En effet, le
sel de calcium additionné au cours ou apres la réaction sol-gel ne s’incorpore
pas directement dans le réseau vitreux, mais s’adsorbe a la surface des
particules. Apres le séchage, un recuit au-dela de 400°C permet la diffusion
du calcium dans le réseau vitreux. Les synthéses étant plus simples a mettre
en ceuvre et plus facilement contrélables lorsque le nitrate de calcium est
utilisé, il a été choisi comme source de calcium au cours de ces 3 années de
these.

2.3. Choix de la stratégie de synthése

Dans la littérature, I'obtention de nanoparticules bioactives par modification
du procédé Stober s’effectue selon 2 principales stratégies de synthése. La
premiére consiste en l’ajout du sel de calcium aprés la formation des
particules de silice. La deuxiéme consiste en l'ajout du sel de calcium au
début des réactions d’hydrolyse et de condensation. Puis l'obtention des
particules bioactives s’obtient soit par ajout du mélange dans une solution
basique, soit par ajout de la base au mélange.

La Figure 2.2 schématise ces différentes stratégies de synthése.
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Stratégie 1

Ca(NOs), son [ I
" o
w® N _ s
TEOS (Si(OEt),) \
+H,0 (pH2) + EtOH Particules
secondaires
L < e
Stratégie 2.i avages L
Recuit ® a
’\ o
\
G
Particules ‘9//1/0/ y * @ 3 e ®
rimaires 2 3 » " o O‘ 1 ..
P o E @ % o P
- Cs
Stratégie 2.ii
Stratégie 2

Figure 2.2 : Représentation schématique des différentes stratégies de synthése
permettant d’élaborer les nanoparticules bioactives binaires (SiO2-Ca0).15

Au vu des images

issues de la littérature de particules bioactives

synthétisées selon chacune des stratégies (Figure 2.3), il semble que la
stratégie 1, c’est a dire l'ajout du sel de calcium aprés la formation des
particules de silice, soit la bonne stratégie a adopter, car elle permet
l'obtention de particules sphériques et non agglomérées. Par conséquent,
nous avons choisi cette voie pour la synthése de nos échantillons. Le
protocole de synthése est détaillé en Figure 2.4.
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Stratégie 1)

Stratégie 2.i)

Stratégie 2.ii)

Figure 2.3 : images MET et MEB des nanoparticules de verre bioactif élaborées par
différents groupes de recherche : a) Tsigkou et al.16, b) Lukowiak et al.l7, c) Fan
et al.18, d) Luz et Mano,19 e) Ajita et al.20, {) El-kady et al.2!, g) El-Kady et al.?2,

h) Delben et al.23, i) Xia et Chang.24

hydrolyse condensation recuit

/Si(OEt)4 /NH4OH

H,0
EtoH | ™ g

Figure 2.4 : Protocole de synthése des nanoparticules bioactives (SiO2-CaO).
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2.4. Protocole de syntheése

Brievement, deux solutions sont préparées séparément a température
ambiante. La solution 1 est obtenue en ajoutant 2,34 mL de TEOS dans un
bécher contenant 20 mL d’é¢thanol absolu (EtOHaps) et la solution 2 en
mélangeant 11,7 mL d’eau déionisée, 17,5 mL d’EtOHans et un volume V
d’hydroxyde d’ammonium compris entre 0,75 et 3 mL (C = 0,14 - 0,57 M).
Aprés avoir maintenu ces solutions sous agitation pendant 30 min, la
solution 1 est versée rapidement dans la solution 2 puis la solution
résultante est laissée sous agitation. Aprés H heures d’agitation, une
certaine quantité de nitrate de calcium dissout dans 1 mL d’eau,
correspondant a un ratio molaire Ca/Si compris entre 0,75 et 3,5, est ajouté
au milieu puis le tout est laissé sous agitation pendant (24-H) heures. Un
précipité blanchatre est récupéré aprés centrifugation (6297g / 20 min) puis
lavé plusieurs fois a ’éthanol et a ’eau déionisée afin d’é¢liminer les réactifs
qui n’ont pas réagi. Le solide blanc obtenu est ensuite séché a 60°C et traité
thermiquement a 650°C pendant 3h dans un four a moufle.

3. Variation des parameétres de synthese

3.1. Variation de la concentration d’ammoniaque

L’impact de la concentration en ammoniaque a été évalué en maintenant
constants tous les autres parameétres de synthése. Le ratio Ca/Si initial a été
fixé a 0,2 et le sel de calcium a été ajouté dans la solution aprés 24h de
réaction comme indiqué sur la Figure 2.4. Puis les particules ont été
récupérees et lavées.

3.1.1. Caractérisation morphologique des particules

Les images MEB mettent en évidence la morphologie, la taille et la
distribution en taille des particules élaborées (Figure 2.5). La distribution de
taille des particules a été déterminée en mesurant plus de 200 particules a
partir des images MEB a l’'aide du logiciel Image J. Le diameétre moyen et la
distribution en taille ont été obtenus en ajustant ’histogramme avec une loi
de distribution log-normale définie comme suit :

_(n(@)-w
p(d):;(i 203 )

J2rd,, o4

Le diameétre moyen et la largeur de distribution ont été calculés

respectivement a partir des formules suivantes :
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dy = e(u+7> et 0 = Jexp((c2) — 1).d3,

On remarque que le diamétre moyen des particules augmente de 71 a
452 nm a mesure que la concentration en ammoniaque augmente (de 0,14 M
a 0,57 M). Néanmoins, la dispersion en taille reste faible (entre 18 et 6%). Un
autre indicateur de la dispersion en taille est 'indice de polydispersité (PDI)
mesuré par diffusion dynamique de la lumiére (DDL) et défini par la
relation : PDI = (0/dm)? ou dm est le diamétre moyen des particules et o, la
largeur de distribution de dm. Comme on peut le constater dans le Tableau
2.1, les valeurs de PDI sont comprises entre O et 0,1, un intervalle qui
caractérise des systémes de trés faible polydispersité en taille.25 Par ailleurs,
les diameétres moyens mesurés par DDL (de 87 a 485 nm) sont légérement
plus élevés que ceux obtenus par MEB. Ceci est tout a fait cohérent, car la
DDL donne accés au diameétre hydrodynamique des particules (taille de la
particule et de sa couche d’hydratation).

‘m

d 130 £ 12 nm d 271 £ 24 nm E_d=452¢41 nm 1

Population (%) _
~ Popuiaton ,<°/°)
__Population .<°/9).
f,!?qése'e.tibn..s?'/o.z,.

40 60 80 100 80 100 120 140 160 180 150 200 250 300 350 40 300 400 500 600
Diameétre (nm) Diamétre (nm) Diameétre (nm) Diametre (nm)

Figure 2.5 : images MEB et histogrammes de taille des nanoparticules de verre
bioactif obtenues avec différentes concentrations de NH4OH : a) 0,14 M, b) 0,21 M,
c) 0,33 M et d) 0,57 M.

L’évolution de la taille en fonction de la concentration en ammoniaque peut
étre expliquée par le mécanisme de formation des particules de silice. En
milieu basique, les réactions d’hydrolyse et de polycondensation du TEOS
conduisent a la formation de particules primaires qui s’agrégent pour former
les particules secondaires. Puis le murissement d’Oswald induit une
homogénéisation de leur taille.?6 En outre, di a un pH fortement basique
induit par la présence de NH4OH (au-dela du point isoélectrique de l’acide
silicique), les particules de silice fraichement formées restent bien dispersées
et sont trés stables grace a leur potentiel de surface négatif.l! En
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conséquence, augmenter la concentration de NH4OH favorise la formation de
particules primaires larges, ce qui induit 'obtention de particules de silice
secondaires de plus en plus larges, trés stables en milieu aqueux. La charge
négative de surface des particules bioactives finales a été vérifiée via la
mesure de leur potentiel zéta afin de s’assurer de leur bonne dispersibilité en
solution (Tableau 2.2).

Surface spécifique
(m?/g)
dp, Dispersion d,

(nm) en taille (nm) PDI Seet S

cC=0,14M 71£1 18% 87 0,1 45 39
EEDEl oo:: % w5 oo m a
m 271 24 9% 276 0,084 11 10
C=0,57M 452 + 41 9% 485 0,035 7 6

Tableau 2.1 : Diamétres, dispersions en taille et surfaces spécifiques des
nanoparticules bioactives synthétisées avec différentes concentrations de NH4;OH.

Les différentes tailles obtenues sont en accord avec les résultats de Greasley
et al.?’ et ce, bien que leur protocole de synthése difféere aprés ’étape de la
formation des particules de silice. Cela souligne le fait que la taille des
particules bioactives est déterminée durant la premiére étape de synthése
(formation des particules de silice), quelle que soit la maniére dont les ions
Ca?* sont incorporés dans la matrice vitreuse par la suite.

Concentration en NH,OH (M) Potential zéta (mV)

14+ 4

-18t 4
205

0,57 S14+4

Tableau 2.2 : Potentiel zéta des nanoparticules bioactives obtenues a différentes
concentrations de NH4OH.
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3.1.2. Détermination de la surface spécifique et état
d’agglomération des particules

La surface spécifique des nanoparticules bioactives a été évaluée par
adsorption d’azote a basse température. Les valeurs ont été calculées en
appliquant l’équation de Brunauer-Emmett-Teller (BET) sur lisotherme
d’adsorption. Ce parameétre physique impacte la vitesse de dissolution des
verres bioactifs, donc leur bioactivité, car il caractérise la surface active du
verre qui interagit directement avec le milieu environnant (milieu
physiologique).?8 Les isothermes d’adsorption-désorption des particules
obtenues sont de type III (Figure 2.6), caractéristiques de matériaux non
poreux selon la classification IUPAC. La surface BET (Sger) décroit de 45 a
7 m?/g a mesure que la taille des particules bioactives croit (Tableau 2.1).
Ces valeurs sont supérieures a celles des particules de bioverre 45S5 de
taille micrométrique (0,15 — 2,7 m?2/g)?° élaborées par fusion et sont en
accord avec d’autres valeurs de surface spécifique reportées dans la
littérature pour des nanoparticules de verre bioactif obtenues par le procédé
sol-gel.17:30

80
180 F E
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~140F S60E
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mE 120 £ 50k
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] 80:' g £
§ E S530F
= ek 27F
(o] F [e) £
o > 20F
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0 e e o 1+
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Figure 2.6 : isothermes d’adsorption-désorption des nanoparticules bioactives
obtenues a différentes concentrations de NH4OH : a) 0,14 M, b) 0,21 M, c) 0,33 M et
d) 0,57 M.
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En utilisant ’histogramme de taille des particules établi a partir des images
MEB, il est possible d’é¢valuer la surface spécifique théorique (Stn) des
particules bioactives. En effet, sachant que chaque barre constituant
I’histogramme correspond a un nombre précis de particules avec un certain
diameétre moyen, la surface spécifique associée a ’ensemble des barres (Stn)
s’exprime selon la relation suivante :

j .

Sth = — S

i=1
Ou i représente la barre considérée, x le nombre de particules associées a la
barre i, y le nombre total de particules dénombrées et S la surface spécifique
des particules de la barre i.

A titre illustratif, le Tableau 2.3 dressé a partir de ’histogramme de taille des
nanoparticules obtenue avec une concentration d’ammoniaque de 0,57 M
permet de montrer que :

s —(3)5 +(12)s + +(2)s
th —\332/°* "\332/°° 332/ °°
Sen =11 m?/g

Pour les calculs, la densité a été considérée égale a 2,2 g/cm3. Cette valeur
est légérement supérieure a celle de particules de silice pures élaborées par
le procédé Stober,3! car les particules bioactives sont denses, non poreuses
et contiennent du calcium, un élément chimique plus lourd que le silicium.
On peut voir dans le Tableau 2.1 que Sger et St sont quasi identiques ce qui
prouve bien que les nanoparticules sont denses et non agglomérées.

Nombre Nombre de Surface
Surface . n

de (cm?) particules spécifique

particule dans 1g (Sgarrer M2/8)
P 2,08E-07 3 1,36E-13 4,71E-15 2,2 9,65E+13 1,31E+01
P 224607 12 1,58E-13 5,88E-15 2,2 7,73E+13 1,22E+01
[0 240807 39 1,81E-13 7,23E-15 2,2 6,28E+13 1,14E+01
P 256807 76 2,06E-13 8,78E-15 2,2 5,18E+13 1,07E+01
[ 2728007 90 2,32E-13 1,05E-14 2,2 4,32E+13 1,00E+01
P 288607 66 2,60E-13 1,25E-14 2,2 3,64E+13 9,47E+00
3,046-07 34 2,90E-13 1,47E-14 2,2 3,09E+13 8,97E+00
P 320807 10 3,22E-13 1,71E-14 2,2 2,65E+13 8,52E+00
P 336607 2 3,54E-13 1,99E-14 2,2 2,29E+13 8,12E+00

Total =
I

Tableau 2.3 : détails du calcul de la surface spécifique théorique des nanoparticules
bioactives obtenues avec une concentration d’ammoniaque C = 0,57 M.
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Cette information est d’autant plus importante qu’il a été reporté dans la
littérature que la présence des ions Ca2* a la surface de particules de silice
change leur chimie de surface induisant généralement leur agglomération.s32
Ici, 'ajout du sel de calcium se faisant 24h aprées le début du procédé sol-gel,
les particules de silice préformées sont trés bien dispersées dans le milieu
réactionnel, si bien que limpact de l'ajout du calcium en solution sur leur
état d’agglomération semble négligeable.

Par ailleurs, il est important de mentionner qu’en dessous d’une
concentration en ammoniaque de 0,14 M, les particules bioactives élaborées
étaient trés agglomérées, sans doute a cause d'une trop faible répulsion
électrostatique (pH pas assez basique).

3.1.3. Caractérisation structurale des particules

Apres les étapes de lavages, seuls les ions Ca?* liés électrostatiquement aux
groupements O- présents a la surface des particules de silice restent
adsorbés et s’incorporent dans le réseau silicate lors du recuit a 650°C.
Comme il a été précisé dans la littérature, une telle température n’est pas
nécessaire pour favoriser la diffusion des ions Ca?2* mais l’est pour éliminer
les ions nitrates potentiellement présents en surface.33

La Figure 2.7 montre les diffractogrammes des particules bioactives
élaborées avec différentes concentrations en ammoniaque. Aucun pic de
diffraction n’est observé, confirmant leur nature amorphe.
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Figure 2.7 : diffractogrammes des nanoparticules bioactives élaborées avec
différentes concentrations de NH4OH.
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En résumé, nous avons montré que la concentration d’hydroxyde
d’ammonium influence considérablement la taille des nanoparticules de
verre bioactif. En effet, une légére augmentation de cette concentration
géneére une augmentation significative de leur taille tout en maintenant
une morphologie sphérique et une faible dispersion en taille. Des
particules de taille trés petites (70 nm) ont notamment pu étre
élaborées par ce procédé Stober modifié. Cependant, la concentration
en ammoniaque doit étre maintenue au-dessus d’une valeur critique
afin d’éviter la réduction de I’épaisseur de la double couche électrique
des particules de silice qui peut favoriser le phénomeéne
d’agglomération.34

3.2. Variation du moment d’ajout du précurseur de
calcium

L’impact du moment d’ajout du nitrate de calcium a été étudié en gardant
tous les autres parameétres constants. La concentration de NH4OH et le ratio
Ca/Si initial ont été fixés respectivement a 0,21 M et 0,2. L’addition de
CaNOg3 a été effectuée entre H = 30 min et 6h aprés le début de la réaction
sol-gel (Figure 2.8). Dans la suite, les échantillons seront nommeés
nVB+30min, nVB+1h... nVB+6h.

hydrolyse condensation recuit
H.O lavage
Eon | ™ =) =) =) -
Séchage| 650°C
(60° C)

Figure 2.8 : schéma représentatif du protocole de synthése montrant la variation du
moment d’ajout du sel de calcium.

3.2.1. Caractérisation morphologique et état d’agglomération
des particules

Les images des nanoparticules bioactives obtenues respectivement a
H = 30 min (nVB+30min) et a H = 1h (nVB+1h) (Figure 2.9) ont été réalisées
par microscopie électronique en transmission (MET, modéle Hitachi H-7650
fonctionnant a 80 kV). On observe que les nanoparticules nVB+30min ont
une morphologie irréguliére et sont fortement agglomérées. Par contre, les
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nanoparticules nVB+1h présentent une morphologie sphérique, mais
demeurent agglomérées.

100 nm

Figure 2.9 : images MET de a) nVB+30min et b) nVB+1h.

La Figure 2.10 montre les images MEB des nanoparticules nVB+2h,
nVB+3h, nVB+4h, nVB+5h et nVB+6h. Toutes sont non agglomérées et
présentent une morphologie sphérique. Le diameétre moyen et la distribution
de taille des particules évalués par ajustement des histogrammes de taille a
l'aide dune fonction log-normale sont respectivement de 154 + 18 nm,
158 £ 13 nm, 150 = 15 nm, 184 £+ 22 nm et 173 + 19 nm. On remarque
également qu’elles sont toutes monodisperses en taille (déviation standard
autour de 11 %) et que le moment d’addition du sel de calcium (pour H = 2h)
ne semble pas avoir d’impact sur le diameétre des particules.

| d=154 + 18 nm E d=158 + 13 nm F| d=173 + 19 nm
93 12 3 3 1sf
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SF 1St 1sf Sk E-13
st 1= 5 s &
= = SE = 41 SF
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Figure 2.10 : images MEB et histogrammes de taille des nanoparticules de verre
bioactif obtenues pour différents moments d'ajout de sel de calcium a) nVB+2h,
b) nVB+3h, c) nVB+4h, d) nVB+5h, e) nVB+6h.
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I1 est bien connu que ’addition d’'un électrolyte dans la solution en cours de
synthése sol-gel peut influencer la structure finale des particules obtenues,
car elle impacte leur stabilité colloidale.3* 30 min aprés le début des
réactions d’hydrolyse et de condensation du TEOS, les particules de silice
sont encore trés petites et donc trés réactives. Lorsque le sel de calcium est
ajoute, les ions Ca?* sont rapidement adsorbés en surface et jouent le role
d’agents pontants entre les particules de silice. Les nanoparticules
nVB+30min (voir l'encadré Figure 2.10a) sont par conséquent fortement
agglomeérées. Ce résultat est en parfait accord avec celui de Zheng et al.35

Dans le cas de nVB+1h, les particules de silice sont un peu moins réactives,
les nanoparticules bioactives résultantes sont donc un peu moins agrégées.
On peut également noter qu’elles présentent une morphologie sphérique
uniforme (voir I'encadré Figure 2.10b), signe que les réactions d’hydrolyse et
de condensation sont terminées. Au-dela d’lh, la stabilité colloidale des
particules de silice est assez bonne pour qu’elle ne soit plus impactée par les
interactions électrostatiques attractives induites par l’addition du sel de
calcium. Ainsi, les nanoparticules bioactives résultantes sont non
agglomérées, présentent une morphologie sphérique uniforme et sont
monodisperses en taille.

Dans l’étude de Zheng et al.3® le moment d’ajout du sel de calcium a partir
duquel il est possible d’obtenir des particules non agglomérées a été estimé a
H = 30 min. Cette différence avec notre étude pourrait étre expliquée par des
conditions de syntheése différentes, a savoir un ratio Ca/Si initial et une
concentration d’ammoniaque plus importante (Ca/Si =0,614, C = 1 mol.L1).

La variation du moment d’ajout du sel de calcium n’a que peu d’impact
sur la taille des nanoparticules de verres bioactifs, mais influence
fortement leur morphologie et leur état d’agglomération. Une addition
précoce du sel de calcium dans le milieu réactionnel déstabilise
irréversiblement la stabilité colloidale des particules de silice a cause
des fortes interactions électrostatiques attractives entre leur surface
chargée négativement et les ions Ca2*, résultant en leur agglomération.
Le précurseur de calcium doit par conséquent étre ajouté au moins 2h
apreés le début du procédé sol-gel.
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3.2.2. Caractérisation structurale des particules

Toutes les nanoparticules bioactives élaborées sont amorphes comme on
peut 'observer sur la Figure 2.11.
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Figure 2.11 : diffractogrammes des nanoparticules bioactives obtenues pour
différents moments d'ajout du sel de calcium.

3.2.3. Détermination de la composition des particules

La composition des différentes nanoparticules bioactives synthétisées a été
analysée par Spectroscopie X en Dispersion d’Energie (EDS) afin de mettre
en lumieére l'influence du moment d’ajout du sel de calcium sur la quantité
de calcium effectivement insérée dans la matrice de silice. Avant d’effectuer
les mesures, une calibration de l'instrument a été effectuée en analysant la
composition de plusieurs poudres céramiques dont les teneurs en Ca et Si
étaient connues. Les valeurs expérimentales du ratio atomique Ca/Si ont été
calculées en divisant le pourcentage atomique du calcium mesuré par celui
du silicium. Les barres d’erreurs sur les valeurs correspondantes ont été

obtenues selon la relation :

A(Ca/Si)=Ca/Si [ACa ASi]
= . —_— 4 —

a/Si)=Ca/Si a2 TS

ou ACa et ASi sont les erreurs absolues respectives des pourcentages

atomiques de Ca et Si. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 2.12.

Lorsque le sel de calcium est ajouté tot dans le milieu réactionnel, c’est-a-
dire a H = 30 min et H = 1h, respectivement 100% et 90% de la quantité
initiale a été incorporée. A H = 2h et H = 3h, une réduction de cette quantité
peut étre observée (37% d’insertion) et une baisse significative peut étre
observée a H = 4h, Sh et 6h (jusqu’a 16% d’insertion).
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Figure 2.9 : évolution du ratio Ca/Si mesuré par EDS en fonction du moment
d'ajout H du sel de calcium (ratio Ca/Si initial de 0,2).

Une telle déviation entre la composition nominale et la composition effective
des nanoparticules bioactives a déja été reportée dans la littérature. La
cause principale est la phase de lavage post-synthése, qui élimine les ions
calciums qui ne sont pas adsorbés en surface des particules de silice.
Cependant cette étape de lavage est obligatoire a cause de la présence dans
le milieu réactionnel de contre-ions et de réactifs résiduels qui peuvent, lors
de I’étape de séchage, former des impuretés ou favoriser l'agglomération des
particules.!® La quantité de calcium insérée étant liée a celle de calcium
adsorbée a la surface des particules, ’étape de lavage n’est pas directement
la cause de la déviation en composition. Il faut plutét se pencher sur la
réactivité de surface des particules de silice au moment de ’ajout des ions
calcium.

La réactivité des particules de silice est étroitement liée a leur surface qui est
recouverte de groupements silanols.!! Le pH de la solution étant supérieur
au point isoélectrique de l’acide silicique (pH = 2,2), les groupements silanols
sont déprotonnés, induisant ainsi une charge négative de surface comme
mentionné auparavant. Il est donc évident que la proportion de groupements
silanols se trouvant en surface des particules de silice lorsque le nitrate de
calcium est ajouté dans le milieu réactionnel influence fortement la
composition réelle des nanoparticules bioactives. En effet, a H = 30 min et
H = 1h, les réactions d’hydrolyse et de condensation étant toujours en cours,
un maximum de sites actifs (groupements Si-O-) est disponible afin de créer
des interactions électrostatiques attractives fortes avec les ions Ca2?*. Ainsi,
tout (ou presque tout) le calcium ajouté est adsorbé a la surface des
particules de silice, conduisant a une insertion quasi-totale des ions Ca2*
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dans la matrice vitreuse aprés les étapes de lavage et de calcination. Au fil de
la réaction, la densité de charges négatives en surface diminue, notamment
a cause du murissement d’Oswald qui favorise la formation de particules de
silice plus grandes. Par conséquent, le nombre de sites actifs disponibles
pour interagir avec les ions Ca?* est réduit, résultant en un gap entre la
composition nominale et effective des nanoparticules bioactives tel
qu’observé pour les échantillons obtenus a H = 2h, 3h, 4h, 5h et 6h.

Ces résultats sont en parfait accord avec ceux de Zheng et al3> qui ont
montré pour la premiere fois que le moment d’ajout du précurseur de
calcium a un impact considérable sur la composition finale des particules de
verre bioactif. Dans leur étude, le ratio Ca/Si initial et le ratio Ca/Si effectif
des échantillons étaient respectivement de 0,614 et 0,1, soit 16%
d’incorporation de calcium a H = 30 min, et 0,03, soit 5% d’incorporation de
calcium a H = 1h apres le début de la réaction sol-gel. Dans l'idée de
maximiser la teneur en calcium, Kozon et al.3® et El-Rashidy et al.3” ont
également élaboré des nanoparticules de verre bioactif monodisperses en
taille selon une modification du procédé Stoéber en ajoutant le sel de calcium
dans la solution de synthése a H = 30 min. Pour ces deux études, le ratio
initial était respectivement de 0,4 et 1 menant a une composition effective
respectivement de 0,03 (7,5% d’insertion) et 0,07 (7% d’insertion).

En comparaison avec nos résultats, on remarque que la quantité de calcium
insérée pour ces 3 études est bien inférieure (Figure 2.13). Cette différence
peut étre expliquée par l'utilisation d'une concentration élevée en NH4OH
(1 mol.L-1) qui résulte en l'obtention de particules de plus grand diameétre
(environ 400 nm), donc avec un rapport surface/volume plus faible.
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Figure 2.10 : ratio Ca/Si effectif en fonction du ratio Ca/Si initial lorsque
H = 30 min : comparaison avec 3 études de la littérature.
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Il est intéressant de mentionner que I’on peut adapter le protocole de
synthése en fonction de l’application envisagée. Si les particules
doivent étre utilisées en tant que ciment osseux (fabrication d’une pate
par mélange des nanoparticules bioactives avec le sang du patient, qui
pourra étre pressée dans le défaut osseux), le fait que les particules
soient un peu agglomérées n’est pas nécessairement un inconvénient.
Dans ce cas, un ajout précoce du sel de calcium dans la solution
favorisera l’obtention d’un matériau hautement bioactif grace a une
trés forte teneur en calcium. Par contre, si des nanoparticules de verre
bioactif avec une forme sphérique homogéne, une faible distribution en
taille et une trés bonne dispersibilité sont souhaitées (pour I’élaboration
de nanocomposites bioactifs par dispersion des nanoparticules dans une
matrice polymérique par exemple), nVB+2h ou nVB+3h seront les
meilleures options.

3.3. Variation du ratio Ca/Si initial

Dans la section précédente, nous avons montré que des nanoparticules
bioactives sphériques monodisperses en taille et non agglomérées, avec une
teneur en calcium importante pouvaient étre synthétisées en ajoutant le sel
de calcium dans le milieu réactionnel 2h ou 3h aprés le début de la réaction
sol-gel. Un autre parameétre, le ratio initial entre le calcium et le silicium
(Ca/Si) pourrait également impacter la composition finale et les propriétés
physiques des nanoparticules bioactives. Il a donc été varié entre 0,2 et 3,5
dans une série de synthéses, tandis que les autres parameétres ont été
maintenus constants. La concentration de NH4OH a été fixée a 0,21 M
(V = 1,12 mL) et le sel de calcium a été ajouté 3h aprés le début de la
réaction sol-gel. Le protocole de synthése est présenté en Figure 2.14.

hydrolyse condensation recuit
‘/.Si(OEt)4 o NH,OH s Ca(NO;),
H,O
Eon | ™= - - = 63(:

Figure 2.11 : Schéma représentatif du protocole de synthése montrant la variation
de la quantité initiale du nitrate de calcium.
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3.3.1. Caractérisation morphologique et état d’agglomération
des particules

Les particules obtenues sont toutes non agglomérées avec un diameétre
moyen autour de 180 nm et une déviation standard de 10% (cf. Figure 2.15).
Ceci prouve que la quantité initiale de calcium n’impacte ni la taille des
particules ni leur dispersion en taille.
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Figure 2.12 : images MEB et histogrammes de taille des nanoparticules de verre
bioactif synthétisées avec différents ratio Ca/Si initiaux: a) 0,75, b) 1,3), ¢) 2, d) 2,6
et e) 3,5.

3.3.2. Caractérisation structurale des particules

Comme observé dans les cas précédents, les diffractogrammes
correspondants aux différents échantillons synthétisés ne présentent aucun

pic de diffraction, preuve que les particules sont bien amorphes (Figure
2.16).
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Figure 2.16 : diffractogrammes des nanoparticules bioactives obtenues pour
différents ratio Ca/Si initiaux.
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3.3.3. Détermination de la composition des particules

L’analyse de la composition par EDS montre que la quantité de calcium
insérée dans les nanoparticules bioactives augmente avec le ratio Ca/Si
initial jusqu’a atteindre un plateau pour (Ca/Si)itial = 2 (Ca/Si effectif = 0,1)
(Figure 2.17). Cette saturation peut étre expliquée par le nombre limité de
groupements Si-O- disponibles a la surface des particules de silice pour
l'adsorption des ions Ca2?*. Aucune augmentation supplémentaire n’est
observée au-dela de cette valeur due a I’étape de lavage qui retire tous les
ions Ca?* non adsorbés. Cependant, il importe de mentionner que pour un
tel ratio, seulement 5% des ions calcium ont été insérés dans les particules
de silice, ce qui est loin d’étre efficace et rentable. En comparaison avec
I'étude de Greasley et al.?” la quantité de calcium insérée est ici beaucoup
plus élevée malgré le fait que les nanoparticules synthétisées dans leur cas
soient plus petites (100 nm) et donc avec une plus grande surface spécifique.
Leur méthode, consistant a effectuer le lavage des particules aprés recuit, ne
parait donc pas la plus adaptée pour maximiser 'incorporation du calcium.
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Figure 2.17 : évolution du ratio Ca/Si mesuré en fonction du ratio Ca/Si initial.
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4. Conclusion

Dans cette étude, des nanoparticules de verre bioactif binaire (SiO2-CaO)
monodisperses en taille ont été élaborées par un procédé Stoéber modifié.
L’influence des parameétres de synthése, a savoir la concentration
d’ammoniaque, le moment d’ajout du nitrate de calcium et sa quantité (ratio
Ca/Si initial) sur la morphologie, la taille, la dispersion en taille, l'état
d’agglomeération et la composition des particules a été étudié.

Les résultats ont montré quune augmentation de la concentration
d’ammoniaque induit une augmentation de la taille des nanoparticules de
verre bioactif alors que l'ajout de nitrate de calcium, quelle qu’en soit la
quantité, a un temps H = 2h aprés le début de la réaction sol-gel n’a aucune
influence sur celle-ci. Toutes les nanoparticules élaborées sont
monodisperses en taille et non agglomérées a l'exception de celles obtenues
en ajoutant le sel de calcium a H < 1h apreés le début de la réaction sol-gel.

Au regard de la composition des particules, les résultats ont montré que le
moment d’ajout H du sel de calcium et le ratio Ca/Si initial ont un impact
considérable. En effet, les échantillons obtenus a H < 1h présentent une
teneur en calcium quasi maximale, mais sont fortement agglomeérés.
Cependant pour H > 1h, la quantité de calcium insérée dans la matrice de
silice diminue considérablement. Il apparait alors que le moment d’ajout
optimal permettant l'obtention de nanoparticules non agglomérées avec une
quantité de calcium inséré raisonnable est 2-3h aprés le début de la réaction
sol-gel.

La variation du ratio Ca/Si initial de 0,2 a 3,5 est suivie d'une augmentation
de la quantité de calcium insérée jusqu’a ce qu'un plateau soit atteint pour
un ratio Ca/Si = 2. Il est donc également possible d’insérer plus de calcium
dans les particules de silice en jouant sur ce parameétre, tout en étant
conscient que seule une faible proportion du sel de calcium sera
effectivement utile.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire qu'’il est maintenant clair et
facile de comprendre les effets des parameétres principaux de synthése sur la
morphologie, la taille et la composition des particules de verres bioactifs
élaborées par voie sol-gel.
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Chapitre 3 :

Effet de la quantité de calcium insérée sur
la bioactivité de nanoparticules de verre
bioactif
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1.Introduction

La formation d’hydroxyapatite (HAp) a la surface des verres bioactifs
lorsqu’ils sont immergés en milieu biologique ou dans un milieu mimant les
fluides biologiques (comme le SBF), est un prérequis a leur fixation
biologique avec les tissus osseux.! Deés lors, de nombreuses études se sont
focalisées sur les parameétres impactant la vitesse de formation de
I’hydroxyapatite lors d’é¢tudes in vitro. Dans la suite, cette vitesse de
minéralisation sera appelée bioactivite.

Parmi ces parameétres, il semblerait que la bioactivité soit grandement
affectée par la surface spécifique et la composition du verre, d’ou une course
a l'augmentation de la teneur en calcium dans la matrice vitreuse et de la
surface spécifique du matériau. A ce titre, El Rashidy et al.2 ont montré dans
leur étude qu’une forte teneur en calcium et une surface spécifique élevée
conduisent a une cristallisation rapide de ’hydroxyapatite (accélération de la
vitesse de dissolution du verre et de la libération des ions dans le SBF).
Saravanapavan et al.® ont étudié les mémes parametres et souligné la
difficulté de séparer leffet de la composition de celui des propriétés
texturales sur la vitesse de formation de ’hydroxyapatite.

Dans une autre étude, Lei et ses collaborateurs ont étudié l'influence de la
taille des particules de verre bioactif sur la bioactivité.* Il en ressort que le
processus de minéralisation est accéléré par 'augmentation de la surface
spécifique. Dans une série d’étude menée sur diverses compositions de verre
bioactif binaire dans (SiO2-CaO), Martinez et al® ont montré que la
bioactivité est plutot liee a la composition du verre. Selon les auteurs,
I'insertion d’une grande quantité de calcium au sein des particules induit a
la fois une libération rapide d’ions Ca?*' dans le milieu et une formation
importante de groupements silanols (Si-OH) a la surface du verre, entrainant
une croissance rapide de la couche d’apatite. De la méme maniére, Li et al.®
ont reporté que la bioactivitée de verres tertiaires (SiO2-CaO-P20s) est
principalement impactée par leur composition.

A partir de ses résultats répertoriés dans le Tableau 3.1, 'on remarque que
I’échantillon dont la surface spécifique est la plus élevée est parfois celui
présente la meilleure bioactivité (malgré une faible teneur en calcium) ou a
contrario, que c’est ’échantillon caractérisé par une forte teneur en calcium
(malgré une faible surface spécifique) qui favorise la formation la plus rapide
d’HAp a sa surface. Par ailleurs, il est difficile d’étre parfaitement en accord
avec toutes ces conclusions, car de nombreux parameétres ont été variés
simultanément et/ou parce que la composition réelle du verre a l'issue de la
synthése n’est pas déterminée précisément. On peut notamment voir dans
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I'étude de De Oliveira et al.” que la composition réelle des verres différe
grandement de leur composition nominale.

Par conséquent, ’objectif de ce chapitre est d’étudier I'impact du ratio Ca/Si
effectif (quantité de calcium réellement insérée) sur la bioactivité des verres
en é€laborant des nanoparticules de verre bioactif binaire de différentes
compositions, mais avec une surface spécifique similaire grace au procédé

Stober.

Composition Composition
nominale réelle

Surface

Références spécifique

Si:Ca(:P) Si:Ca(:P) (m?/g)

Martinez et al.®

0,6 : 0,36: 0,04 0,58 : 0,4: 0,02 0,69 92
'Ra h'd et l.z ’ ’ 2 ’ 9 2 2

El-Rashidy et a 0,48 : 0,52 0,94 : 0,06 0,06 13
0,6 : 0,36 : 0,04 86

Lei et al.? 0,6 : 0,36 : 0,04 ? ? 20

0,6 : 0,36 : 0,04 2

0,5:0,5 a3
Saravanapavan et al.’® 0,7 :0,3 ? ? 136
0,9:0,1 185

Ollveis ot a1t 0,6:0,38:0,02  0,57:0,39: 0,04 0,68 76
. 0,6 : 0,38: 0,02 0,81:0,18: 0,01 0,22 533
0,55 : 0,41: 0,04 213
0,6 : 0,36: 0,04 ? ? 289
0,8 :0,16: 0,04 431

Tableau 3.1 : parameétres principaux influencant la bioactivité des verres bioactifs
obtenus par voie sol-gel selon la littérature. En gras, ’échantillon de ’étude pour
lequel la croissance d’hydroxyapatite a été la plus rapide.

2. Protocole de synthése

Dans le chapitre précédent, des nanoparticules bioactives ont été élaborées
par modification du procédé Stober. En se basant sur les résultats obtenus,
des nanoparticules présentant des tailles similaires et différents ratios Ca/Si
effectifs ont été synthétisées. Le ratio Ca/Si initial a été fixé a 0,2 et le
moment d’ajout du sel de calcium dans le milieu réactionnel a été modulé
(entre H = 1h et H = 3h apreés le début de la réaction sol-gel).
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3.Caractérisations

3.1. Caractérisation morphologique et état
d’agglomération des particules

La Figure 3.1 présente les images MET des nanoparticules bioactives
élaborées respectivement avec H = 1, 2 et 3h (SiCa-1, SiCa-2 et SiCa-3).
Toutes présentent une morphologie sphérique réguliére. Par contre, on
remarque que les particules SiCa-2 et SiCa-3 sont bien séparées les unes
des autres alors que pour SiCa-1, il semble y avoir un état d’agglomération
plus important. Ces observations sont en parfait accord avec celles du
chapitre 2 et peuvent étre expliquées par le mécanisme de formation des
particules de silice (cf. paragraphe 3.2.1). L’ajustement des histogrammes de
taille par une fonction log-normale montre que le diameétre moyen des
particules SiCa-1, SiCa-2 et SiCa-3 est respectivement de 156 + 23 nm,
179 £ 25 nm et 175 * 21 nm. La dispersion en taille est pour les 3
échantillons d’environ 15%, ce qui prouve que les nanoparticules obtenues
sont monodisperses en taille.

SiCa-1 SiCa-2 SiCa-3

LA B S S S S m B S m e

d=175 21 nm |

Population (%)
Population (%)
Population (%)

50 100 150. 200 100 150 200 250 300 100 150 200 250
Diameétre (nm) Diamétre (nm) Diameétre (nm)

Figure 3.1 : images MET et histogrammes de taille des nanoparticules bioactives
élaboreées.
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3.2. Détermination de la surface spécifique des
particules

Les isothermes d’adsorption-désorption des échantillons (Figure 3.2) sont de
type III, caractéristique de matériaux non poreux. La surface spécifique Sger
associée a SiCa-1, SiCa-2 et SiCa-3 est respectivement de 18, 20 et 19 m?/g,
valeurs cohérentes avec celles obtenues dans le chapitre précédent. On
aurait pu s’attendre a une valeur plus importante pour l’échantillon SiCa-1
due a une taille plus petite des particules, mais ces derniéres étant agrégées,
la surface spécifique en est par conséquent diminuée. En conclusion, ces
trois échantillons présentent bien une surface spécifique similaire.
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Figure 3.2 : isothermes d’adsorption-désorption de: a) SiCa-1, b) SiCa-2, c) SiCa-3.

3.3. Composition des particules

L’¢laboration dun systéme bioactif passe par le contréle du ratio Ca/Si
effectif i.e. la quantité de calcium effectivement contenue dans le systéme, de
par le role de ce modificateur de réseau sur la bioactivité. Depuis la
découverte du bioverre 45S5, la gamme de composition dans laquelle le verre
présente une propriété bioactive a été élargie, essentiellement grace au
développement du procédé sol-gel. Cependant, dans de nombreuses études,
le ratio Ca/Si effectif n’est pas déterminé (seule la quantité de calcium
initialement utilisée pour la réaction est connue) ce qui rend impossible
toute comparaison et toute conclusion quant au protocole permettant
I’¢laboration de particules aux propriétés bioactives optimisées.

Ici, la composition des nanoparticules bioactives a été précisément
déterminée par spectroscopie d’émission optique a plasma a couplage
inductif. Les valeurs obtenues (Tableau 3.2) montrent que la quantité de
calcium insérée dans le réseau vitreux décroit lorsque le moment d’ajout du
sel de calcium est retardé par rapport au début de la réaction sol-gel. En
effet, aux temps H = 1h, 2h et 3h respectivement 91% (Ca/Si = 0,182),
58.5% (Ca/Si = 0,117) et 37% (Ca/Si = 0,074) de la quantité de calcium
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initialement dans le milieu a été incorporée dans les particules de silice. Ces
résultats montrent la reproductibilité de notre protocole de syntheése
puisqu’ils sont parfaitement en accord avec ceux obtenus dans le chapitre 2
ou l'on a observé cette méme tendance (diminution de 90 a 37% d’insertion
du calcium lorsque le nitrate de calcium est ajouté dans le milieu réactionnel
entre 1h et 3h aprés le début de la réaction sol-gel).

Ratio Ca/Si
effectif

Echantillons Si0, (%emol) CaO (%mol)

0,2 84,6 £ 0.8 15,4+0.1 0,182 £ 0,002
0,2 89,4 +0.9 10,6 +0.1 0,117 + 0,002
0,2 93,1+0.9 6,9%0.1 0,074 £ 0,001

Tableau 3.2 : composition effective des nanoparticules bioactives déterminée par
ICP- AES.

3.4. Structure des particules

Comme mentionné dans le chapitre 2, les ions Ca?* réduisent la connectivité
du réseau silicate par création d’oxygénes non-pontants. L’environnement
local des ions Si**, formateurs de réseau (tétraédre SiO4) se trouve modifié. Il
est donc possible de suivre par spectroscopie RMN du silicium a 1’état solide
(RMN 29Si) ce changement d’ordre local via la détermination de la
distribution des blocs structurels Q. en fonction de la quantité d’ions Ca2*
incorporée. Pour rappel, Q représente le tétraédre formateur de réseau et n
(0O < n < 4), le nombre d’atomes d’oxygéne pontant par tétraédre. A titre
d’exemple, les Figures 3.3a et 3.3b présentent respectivement les spectres
RMN de nanoparticules de silice pure (100Si, obtenue par le procédé Stdber)
et celui de SiCa-2.

A partir des spectres enregistrés, il est possible d’identifier les espéces Qn et
leur proportion relative par déconvolution du signal a l'aide de fonctions
gaussiennes. Les résultats obtenus (Figure 3.4), mettent en évidence la
présence des unités Qs (bleu) et Q4 (rouge) dont les déplacements chimiques
sont compris respectivement entre [-100 ppm; -102 ppm]| et [-109 ppm;
-112 ppm].8
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Figure 3.3 : spectres RMN 29Si de a) 100Si et b) SiCa-2.
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Figure 3.4 : spectres 29Si RMN de: a) 100Si et b) SiCa-2, déconvolués avec des
fonctions gaussiennes correspondant aux unités Qs (bleu) et Qs (rouge).

Les populations relatives des espéces Q3 et Q4 ainsi que le nombre de
coordination (NC) de chaque échantillon, calculé a partir de la relation ci-
dessous, sont répertoriés dans le Tableau 3.3.

_ 4%Qq + 3%0s +2%Q; + %0

Ne 100
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Echantillons

6 (ppm) Fopulation 6 (ppm) Fopulation
(%) (%)
-109,85 + 0.08 852 -101,4 £ 0,01 15% 1 3,85+ 0,03
-110,34 £ 0.07 731 -100,5 + 0,6 27 1 3,73 £ 0,04
-111,02 + 0.01 711 -100,57 £0,03  29%1 3,71 + 0,03
-111,91 £ 0.04 62 %1 -100,57 £0,07  38%2 3,68 + 0,02

Tableau 3.3 : déplacements chimiques, populations relatives des unités Qs et Qs et
nombre de coordination (NC) de 100Si et des nanoparticules bioactives
synthétisées.

En comparaison avec les particules de silice pure, le nombre de coordination
des nanoparticules bioactives diminue, et ce de maniére significative, lorsque
le sel de calcium est ajouté rapidement aprés le début de la réaction sol-gel.
Un tel résultat était attendu et peut facilement s’expliquer au regard du ratio
Ca/Si effectif des échantillons. En effet, l'incorporation du calcium dans la
matrice de silice lors du traitement thermique induit une ouverture du
réseau vitreux (role de modificateur de réseau des ions CaZ2*)? réduisant ainsi
la proportion des unités Q4, caractéristiques dun réseau vitreux
complétement dense. A l'inverse, celles qui caractérisent la réduction de la
connectivité, a savoir les espéces Qn avec n<4 (Qs dans notre cas), voient leur
proportion relative augmenter. En conséquence, une incorporation plus
importante du calcium va générer une diminution de plus en plus
importante de la connectivité du réseau vitreux, d’ou la baisse significative
du nombre de coordination des particules bioactives élaborées par rapport a
celui de la silice pure (cf. Tableau 3.3).

La Figure 3.5a présente la superposition des spectres IR des échantillons.
On observe principalement 3 bandes d’absorption entre 400 - 1250 cm-!,
caractéristiques de la matrice de silice. En effet, les bandes localisées a
475 cml et a 805 cm! peuvent étre associées a des vibrations de
déformation des liaisons Si-O-Si, respectivement de rotation (Bsio-s)!%1! et de
flexion (6sio-s).12 Et celle située entre 1000 et 1250 cm! correspond a la
vibration d’¢longation asymeétrique de la liaison Si-O-Si (vsio-si).!3 En outre,
une bande a 875 cm-!, dont l'intensité augmente quand H diminue, surtout
visible pour SiCa-2 et SiCa-1, peut étre attribuée a la flexion symétrique de
la liaison O-C-O (6o-.c-o) du carbonate de calcium (CaCOs3). Sa formation est
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une conséquence du processus de carbonatation entre le CO2 et les ions
Ca?* pendant la synthése ou lors des lavages et du traitement thermique.!4.15

Par ailleurs, la nature amorphe des échantillons a été confirmée par DRX,
comme observé en Figure 3.5b.
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Figure 3.5 : a) spectres IR et b) diffractogrammes des nanoparticules bioactives.

Des nanoparticules bioactives de surface spécifique similaire, mais de
ratio Ca/Si effectif différent ont été élaborées via la variation du
moment d’ajout du nitrate de calcium dans le milieu réactionnel
pendant la réaction sol-gel, selon le protocole établi dans le chapitre 2.
De cette maniére, toute différence de propriété bioactive au cours de
tests in vitro sera uniquement attribuable a la différence de
composition des particules (quantité de Ca insérée).

4. Evaluation de la bioactivité des échantillons

La vitesse de formation de I’hydroxyapatite a la surface des nanoparticules
élaborées a été évaluée apres difféerents temps d’immersion (de 16h a 17
jours) dans du SBF. La poudre et le SBF (1mg/mlL) ont été mis dans un
bécher hermétiquement fermé a l'aide de parafilm, et ce dernier étant placé
dans un agitateur orbital chauffant a 37°C. Aprés immersion, les
échantillons ont été lavés, séchés et caractérisés par DRX et FTIR. La Figure
3.6 et le Tableau 3.4 montrent respectivement le protocole expérimental
d’évaluation in vitro de la bioactivitée effectué en laboratoire et les
concentrations ioniques nominales du SBF synthétisé par rapport a celle du
plasma sanguin.
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Figure 3.6 : protocole d’évaluation de la bioactivité des échantillons.

Plasma sanguin

Concentration (mM)

Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg% 1,5 15
Ca% 2,5 2,5

Cr 103,0 147,8
HCO5 27,0 4,2
HPO,* 1,0 1,0
S0,> 0,5 0,5
pH 7,2-7,4 7,4

Tableau 3.4 : comparaison entre les concentrations nominales ioniques du SBF et
du plasma humain.!

A titre d’exemple, La Figure 3.7 montre les images MET des échantillons
obtenus apreés 7 jours d’immersion dans le SBF. On peut voir qu’ils sont

couverts de cristaux sous forme d’aiguille.

Les diffractogrammes des échantillons montrent l'apparition de pics de
diffraction correspondant aux familles de plan réticulaire (002), (210), (211),
(300), (202), (310), (222), (213) et (004) de I'hydroxyapatite (JCPDS 09-0432)
(Figure 3.8b). En outre, les spectres IR (Figure 3.8a) montrent 'apparition de
2 nouvelles bandes d’absorption, respectivement a 564 cm'! et 604 cm!,
attribuables aux vibrations de déformation de la liaison O-P-O (6o-p-0) des
groupements phosphates de l'’hydroxyapatite.!® Le caractére bioactif des
échantillons est ainsi confirmé.
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Figure 3.7 : images MET de a) SiCa-1 b) SiCa-2 et c¢) SiCa-3 aprés 7 jours
d’'immersion dans du SBF montrant la formation de cristaux a leur surface.
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Figure 3.8 : a) spectres IR et b) diffractogrammes des échantillons obtenus apres
7 jours d’immersion dans du SBF.

Par ailleurs, afin de comparer la proportion d’HAp formée a la surface des
échantillons, le rapport « r » de l'aire sous les bandes P-O-P (Ap.o-p) sur l'aire
totale (Ar) du spectre entre 402 et 863 cm-! a été calculé (voir Figure 3.9). A
noter que pour chaque composition, 5 pastilles ont été réalisées et analysées
afin d’estimer la barre d’erreur sur les valeurs de r. Les résultats ont montré
que le rapport r = Apopr / Ar pour SiCa-3, SiCa-2 et SiCa-1 est
respectivement de 0,04 + 0,02, 0,04 + 0,03 et 0,05 + 0,02. Il y n’a donc pas
d’évolution significative de la proportion d’HAp formée lorsque la quantité de
Ca dans le verre bioactif augmente. On peut ainsi considérer que la
bioactivité des 3 échantillons est similaire aprés 7 jours dimmersion dans le
SBF.
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Figure 3.9 : superposition des spectres IR de SiCa-1, SiCa-2, SiCa-3 apres retrait de
la ligne de base.

I1 est tout de méme important d’évaluer la cinétique de formation de I’'HAp
afin de comprendre plus finement limpact de la composition sur la
bioactivité. Au regard des spectres IR et des diffractogrammes obtenus aprés
difféerentes durées d’immersion des échantillons dans le SBF (voir Figure
3.10), on remarque que la cinétique de formation de I'HAp dépend de la
quantité de calcium insérée dans le réseau vitreux. En effet, de faibles pics
caractéristiques de ’'HAp sont présents sur les diffractogrammes de SiCa-1
et SiCa-2 aprés 3 jours d’immersion, tandis que ceux-ci ne sont visibles sur
le diffractogramme de 1’échantillon SiCa-3 qu’apres 7 jours. Pour des temps
plus longs, on observe lapparition d'un plus grand nombre de pics de
diffraction, et I'augmentation de leur intensité et une légére diminution de
leur largeur a mi-hauteur. Cela montre a la fois l'amélioration de la
cristallinité des particules d’HAp formées, et 'augmentation de la quantité
d’HAp dans les échantillons. Ces résultats sont en parfait accord avec ceux
obtenus par IR. On voit 'apparition et 1’évolution de l'intensité des bandes
caractéristiques de ’'HAp (bandes d’absorption a 564 et 604 cm!) aprés des
temps d’immersion similaires. De ces analyses, on en conclut que le verre
SiCa-1 présente une meilleure bioactivité que SiCa-2 qui a son tour est plus
bioactif que SiCa-3.
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Figure 3.10 : spectres IR et diffractogrammes de SiCa-1, SiCa-2 et SiCa-3 apres
immersion dans le SBF durant 16 h, 3 jours, 7 jours et 17 jours.

Une telle conclusion est logique puisque l'augmentation du ratio Ca/Si
effectif réduit la connectivité du réseau vitreux (cf. paragraphe 2.3) qui induit
une dissolution plus rapide du verre dans le SBF ce qui accélére la formation
des cristaux d’apatite.17.18

Malgré le fait que SiCa-1 semble étre le meilleur matériau pour la
régénération osseuse parmi les 3 synthétisés, la différence de bioactivité avec
les échantillons SiCa-2 et SiCa-3 est trés peu significative. Ceci nous laisse
penser que ce parameétre n’est sans doute pas le plus important (dans la
gamme de composition étudiée, 7-15 %mol CaO) si l'on veut vraiment
impacter la vitesse de minéralisation et donc la bioactivité.

5. Cytotoxicité des particules

L’évaluation de la cytotoxicité d'un matériau en milieu in vitro est un
prérequis indispensable avant d’envisager toute application biomédicale.
D’une maniére générale, ce test basé sur linteraction matériau - cellules,
permet d’évaluer impact d’'un matériau sur la vitalité de cellules dans des
conditions de culture proches du milieu in vivo. Pour avoir une bonne
statistique et une bonne reproductibilité des conditions, ’expérience doit étre
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répliquée plusieurs fois. Dans notre cas, des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) prélevées sur des patients lors d’opérations
chirurgicales (arthroplasties de hanche) ont été utilisées. Les procédures de
prélevement et de culture cellulaire sont détaillées en Annexe 2.

Pour les tests de cytotoxicité, les nanoparticules bioactives ont tout d’abord
été stérilisées dans une étuve (180°C/2h). Elles ont ensuite été déposées au
fond des puits d'une plaque de 24 puits ou des CSM ont ensuite été
ensemencées (5x10% cellules/puits). La concentration en particules dans
chaque puits est de 1 mg/mL. Le tout a ensuite été incubé pendant un
certain temps a 37°C. Des CSM ensemencées dans des puits sans
nanoparticules ont servi de témoin. Les tests ont été faits en triplicata. La
vitalité des cellules a ensuite été évaluée par l'analyse de leur activité
mitochondriale grace a laddition dun sel de tetrazolium, le MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide).1° Le principe
de cette méthode repose sur la réduction du sel de tetrazolium de coloration
jaunatre en un produit de couleur intense bleu-violet (formazan) par une
enzyme mitochondriale, la succinate-déshydrogénase, uniquement relarguée
par les mitochondries des cellules vivantes20.2! (mécanisme de réaction
schématisé en Figure 3.10).

Apres clivage du réactif MTT, la densité optique de la solution contenant les
sels de formazan est mesurée a l'aide d'un spectrophotometre afin de
quantifier la proportion de cellules vivantes. Le protocole détaillé des tests
MTT est décrit en Annexe 2.

Cette procédure est également appliquée au témoin (cellules non exposées
aux nanoparticules), puis des tests statistiques sont effectués afin de vérifier
s’il existe une différence significative entre le témoin et les cellules exposées.
La méthode non paramétrique de Mann-Whitney avec la correction de
Bonferroni a été utilisée. Par convention, le seuil de signification (p) est fixé a
5%. En d’autres termes, ceci implique que si :

e p>0,05: les différences sont statistiquement non significatives
e p<0,05: les difféerences sont statistiquement significatives

@
= HBr
SN SN
als J=
N:N N +2H N:N N
< >—<\ 4 —>< >—<\
N/N : N/NH :

MTT MTT formazan
Figure 3.10 : Réduction du MTT en formazan.1?
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Dans cette étude, la cytotoxicité de I’échantillon SiCa-1 (échantillon
présentant les meilleures propriétés bioactives parmi les 3 échantillons
élaborés) a été évaluée en présence de CSM avec un contact de 3 jours et 7
jours. La cinétique de formation de la couche apatitique a la surface des
verres bioactifs étant rapide, le pH du milieu de culture pourrait augmenter
au-dela d’une valeur critique (pH = 7.4), ce qui pourrait induire une certaine
toxicité.?2 Par conséquent, les tests biologiques ont été effectués sur
I’échantillon brut (SiCa-1) et pré-conditionné dans le SBF (SBF-SiCa-1).

En comparaison avec le contrdle (voir Figure 3.11), l’'activité mitochondriale
des CSM en présence des nanoparticules SiCa-1 et SBF-SiCa-1 ne montre
aucun changement significatif (p > 0,05). On peut donc affirmer que les 2
échantillons sont non cytotoxiques pour les deux temps d’incubation testés.
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Figure 3.11 : résultats MTT des échantillons obtenus apres incubation durant
3 jours et 7 jours avec des CSM, n = 3, *p > 0,05.
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6. Conclusion

La quantité de calcium et la surface spécifique sont les parameétres majeurs
impactant le mécanisme de bioactivité des verres bioactifs. Jusqu’a présent,
il était difficile d’identifier exclusivement le role de chaque parameétre, car ils
variaient simultanément dans de nombreuses études. Dans le but d’étudier
le seul effet de la composition, des nanoparticules de verre bioactif
caractérisées par une surface spécifique identique, mais avec différents
ratios Ca/Si effectifs ont été synthétisées. Il a été possible de varier leur
composition en oxyde de calcium (CaO) entre 6,9 et 15,4 %mol par variation
du moment d’ajout du sel de calcium dans le milieu réactionnel, selon un
protocole établit dans le chapitre 2 (modification du procédé Stbéber). Les
tests in vitro effectués dans le SBF ont montré que 'augmentation du ratio
effectif Ca/Si accélére la précipitation de 'HAp. Néanmoins, cet effet est
plutot peu significatif dans le domaine de composition étudié, ce qui suggere
que la bioactivité n’est pas principalement impactée par la teneur en
calcium. En outre, les essais préliminaires de biocompatibilité effectués sur
SiCa-1 (particules brutes et pré-conditionnées dans du SBF) n’ont montré
aucune cytotoxicité significative en présence de cellules souches
meésenchymateuses, et ce jusqu’a 7 jours d’incubation. Cet échantillon est
par conséquent trés prometteur pour une application dans le domaine de la
régénération osseuse.
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Chapitre 4 :

Elaboration de nanoparticules magnétiques
et bioactives (y-Fe203@Si02-CaO)
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1. Introduction

L’hyperthermie magnétique est une thérapie trés prometteuse qui consiste
en la destruction de cellules cancéreuses grace a la chaleur produite par une
source magnétique sous champ magnétique alternatif.!.2

Ces derniéres années, de nouveaux matériaux céramiques multifonctionnels
comprenant une source magnétique et une partie bioactive, ont été
développés. En effet, de tels matériaux pourraient étre trés utiles pour le
traitement de tumeurs difficilement atteignables par les méthodes usuelles,
comme certaines métastases osseuses,3 et ils permettraient également la
réparation osseuse dans le défaut créé par les lésions. De plus, les particules
magnétiques resteraient potentiellement fixées a l'endroit considére,
permettant ainsi de traiter une éventuelle résurgence de la tumeur par
hyperthermie sans nouvelle opération chirurgicale.

La Figure 4.1 présente la facon dont pourrait étre utilisé un tel matériau :

e Etape 1: Exérése de toute la masse tumorale par une intervention
chirurgicale.

e Etape 2: Insertion du matériau multifonctionnel dans le défaut
0SSeux.

e Etape 3: Traitement par hyperthermie magnétique pour s’assurer
de la destruction compléte des cellules cancéreuses. En cas de
résurgence, un traitement supplémentaire pourra étre effectué
ultérieurement.

e Etape 4: Minéralisation dans le défaut osseux grace a la propriété
bioactive des particules.

QP @ § @ 8@ Régé:%aﬁon

Cellules Implant osseuse
cancereuses magnétique et
bioactif

Figure 4.1: schéma représentatif du principe d'action de particules magnétiques et
bioactives.

Dans la littérature, la majorité des céramiques bioactives et magnétiques
présentées sont élaborées par fusion,*” une méthode qui ne permet pas le
controle fin des propriétés bioactives, magnétiques, morphologiques et de
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I’homogénéité chimique du matériau. Grace a la versatilité du procédé sol-
gel, il est possible aujourd’hui de controler ’ensemble des propriétés sus
mentionnées.

Dans ce chapitre, la synthése et la caractérisation de nanoparticules de
céramiques bioactives et magnétiques constituées de nanoparticules
superparamagnétiques de maghémite et de verre bioactif sont présentées.

2. Synthése de nanoparticules
multifonctionnelles

Dans le but de combiner les 2 propriétés (superparamagnétisme et
bioactivité) au sein d’'un méme matériau, une structure cceur coquille a été
choisie. L’élaboration se fait donc en 2 étapes principales : (i) élaboration de
nanoparticules de maghémite dans le régime superparamagnétique, puis (ii)
formation d’une coquille bioactive autour des nanoparticules magnétiques.

2.1. Synthése et caractérisation des nanoparticules
de maghémite

Notre choix de synthése s’est porté sur la méthode développée par Massart?
conduisant a 'obtention de nanoparticules de magnétite par co-précipitation
d’ions ferreux et ferriques en milieu basique, la maghémite étant finalement
obtenue par oxydation de la magnétite. Par ailleurs, la simplicité, la rapidité
et surtout la possibilité d’obtenir une grande quantité de particules
magnétiques en un seul batch, ont guidé notre choix pour cette méthode de
synthése plutét qu'une autre (microémulsion, polyol, hydrothermale,
décomposition thermique de précurseurs organométalliques).®

Selon Jolivet et al.1° la formation de la structure spinelle s’effectue selon la
théorie classique de nucléation et de croissance. Le chemin réactionnel qui
en découle est représenté schématiquement en Figure 4.2.

Tout d’abord, la dissolution des sels de fer en solution génére la formation de
précurseurs de charge nulle. A partir d’'une concentration critique (Co), des
germes se forment de facon « explosive » en solution via la polycondensation
(olation et oxolation) des précurseurs de charge nulle, et ce jusqu’a ce que
leur concentration revienne au voisinage de Co. La vitesse de nucléation
devient trés faible et les germes croissent par diffusion du soluté a leur
surface. Puis, une étape de vieillissement impliquant la restructuration des
particules par les phénomeénes de murissement d’Ostwald ou d’agrégation
peut survenir.
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Figure 4.2 : mécanisme de formation de la superstructure spinelle de la
magneétite.10

2.1.1. Protocole de syntheése

2.1.1.1. Formation de la magnétite

Des nanoparticules de magnétite ont été formées spontanément en milieu
ammoniacal par ajout de 11,4 mL de NH4OH concentré (14,8 M) a une
solution aqueuse acide (pH = 0,06) contenant les chlorures de fer ([Fe2*| =
[Fe3*] = 0,54 M). La solution noiratre obtenue a été laissée sous agitation
pendant 30 min puis décantée grace a un aimant et lavée 2 fois a l'eau
déionisée. L’équation bilan résultant de cette réaction chimique s’écrit :

Fe2*+ 2 Fe3* + 8 OH- — Fe304 + 4 H20

2.1.1.2.0Oxydation de la magnétite en maghémite

Les particules de maghémite ont été obtenues par oxydation de la magnétite
en 2 étapes. La premiére correspond a la dispersion des particules de
magnétite dans 4,9 mL d’une solution aqueuse d’acide nitrique (2 M), ce qui
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a probablement induit leur oxydation en surface. Aprés décantation et retrait
du surnageant, les particules magnétiques de composition mixte ont été
dispersées dans 12 mL d’une solution aqueuse de nitrate de fer (III) (1,5 M).
La dispersion résultante a été portée a reflux pendant 30 min afin de
finaliser leur oxydation. Cette derniére étape dont le mécanisme est explicité
ci-dessous implique la migration des ions Fe?* dans la solution sous forme
de complexe [Fe(H20)]?*, suivie de la création de lacunes positives dans les
sites octaédriques.

Fe25*-0-Fe25-OH —H 5 Fe3*-0-Fe2* -OH,* _H', Fe*_0H + [Fe(H,0)]2*,

oxyde solution

Figure 4.3 : mécanisme d’oxydation de la magnétite en maghémite en milieu acide.10

2.1.1.3 Peptisation et réduction de la dispersion en taille

L’étape de peptisation est nécessaire pour obtenir un ferrofluide. Ici, aprés
décantation et 3 lavages a l’acétone, les particules de maghémite ont été
dispersées dans 30 mL d'une solution aqueuse d’acide nitrique (pH = 2). On
s’assure ainsi d’'une stabilisation des particules par répulsion électrostatique
(point de charge nulle de la maghémite = 6,6).11

Les propriétés magnétiques des particules de maghémite étant dépendantes
de leur taille, il est important de controler leur dispersion en taille. Ceci a été
possible grace a plusieurs centrifugations du ferrofluide obtenu. A chaque
étape, seul le surnageant a été récupéré, car constitué d’'une dispersion
stable de particules de petite taille contrairement au culot, contenant les
plus grosses particules et des agrégats.

Le protocole de synthése est précisément décrit en Annexe 3.

2.1.2. Caractérisations structurale et morphologique des
nanoparticules élaborées

2.1.2.1. Caractérisation structurale

La Figure 4.4 présente le diffractogramme des particules magnétiques
élaborées. L’indexation des pics montre que l’échantillon a cristallisé dans
un systéme cubique a faces centrées (groupe d’espace Fd3m).

La maghémite et la magnétite cristallisant dans ce méme groupe d’espace, il
est difficile d’étre certain de la nature de la phase formée. Cependant,
I'identification a pu se faire par 1’évaluation du paramétre de maille (a), car
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les deux oxydes de fer présentent des parameétres de maille différents, a
savoir a = 0,839 nm (JCPDS 19-0629) pour la magnétite et a = 0,835 nm
(JCPDS 39-1346) pour la maghémite.
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Figure 4.4 : diffractogramme des particules magnétiques élaborées par la méthode
de co-précipitation.

Pour ce faire, une analyse par diffraction des rayons X sur poudre a été
effectuée sur un meélange échantillon + standard (LaBs) afin de pouvoir
corriger précisément tout décalage des raies di a wun mauvais
positionnement de l’échantillon en hauteur. La méthode de préparation
utilisée ne menant a aucun décalage des raies de diffraction, le parameétre de
maille a été affiné par la méthode d’affinement de profil avec contrainte de
maille (cf. Figure 4.5) sur un diffractogramme de ’échantillon seul. La valeur
du parameétre de maille obtenue est a = 0,835 nm (+/- 0,001), une valeur
similaire a la valeur théorique de la maghémite, ce qui prouve que la ferrite
élaborée est bien constituée purement de maghémite.
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Figure 4.5 : diffractogramme expérimental des particules magnétiques (en rouge),
résultat de I'ajustement de profil par contrainte de maille (en noir), différence entre
le diagramme expérimental et le simulé (en bleu).

La nature de la phase magnétique a également été vérifiee par FTIR,
notamment grace a la position des bandes de vibration des liaisons Fe-O-Fe
comprises entre 400 et 800 cm! (Figure 4.6). La présence des bandes
d’absorption vers 630 et 576 cm! justifie la formation de maghémite avec
une distribution désordonnée des lacunes cationiques.!?

Illllllllllllllllllll]llllllll]llllllll

Transmittance (u.a)

800 750 700 650 600 550 500 450
Nombre d'onde ( cm™)

Figure 4.6 : spectre IR des particules de maghémite.
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2.1.2.2 Caractérisation morphologique et état d’agglomération

L’observation des particules de maghémite par microscopie électronique a
transmission (Figure 4.7) montre qu’elles sont de morphologie irréguliére,
mais plutot sphéroidale. Le diameétre moyen évalué par ajustement de
I’histogramme de taille a l'aide d’une fonction log-normale est estimé a
11 + 4 nm. La dispersion en taille associée étant de 36 %, les nanoparticules
de maghémite sont polydisperses en taille malgré 1’étape de centrifugation
effectuée en fin de synthése. Cette polydispersité est caractéristique de la
méthode de synthése utilisée et est essentiellement due au chevauchement
des phases de nucléation et de croissance durant le processus de formation
des particules.

Il convient également de noter que les nanoparticules semblent étre dans un
état d’agglomération important. Ce n’est cependant qu'un effet de la
préparation des grilles MET, car dune part, des mesures de taille par
diffusion dynamique de la lumiére ont montré des particules uniques et
d’autre part, le ferrofluide est parfaitement stable dans le temps (pas de
floculation).

En outre, la visualisation des plans atomiques de diffraction par analyse
MET haute résolution (voir Figure 4.8) montre que les nanoparticules de
maghémite synthétisées présentent une trés bonne cristallinité.!3
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Figure 4.7 : image MET et histogramme de taille des nanoparticules de maghémite
€laborées par la méthode de co-précipitation.
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Figure 4.8 : a) image a haute résolution de nanoparticules de maghémite, b) vue
élargie d'une nanoparticule.

Les particules magnétiques ont été synthétisées en solution par une
variante de la méthode Massart. L’oxydation totale de la magnétite en
maghémite a été prouvée par l’affinement du diffractogramme de
I’échantillon. Le diameétre moyen des particules de 11 nm et leur
dispersion en taille de 36% montrent qu’elles sont bien nanométriques
avec une relativement faible polydispersité en taille.

2.2, Formation de la coquille bioactive

La formation d'une coquille bioactive autour des mnanoparticules de
maghémite a été effectuée par modification du procédé Stéber décrit dans le
chapitre 2 (€élaboration de nanoparticules bioactives). Comme pour ces
dernieres, la propriété bioactive est obtenue aprés insertion d’ions CaZ2* dans
la couche de silice préformée aprés traitement thermique. La croissance de la
coquille a été découplée de 1’étape d’insertion de calcium afin d’éviter des
effets indésirables sur les propriétés texturales du matériau.

2.2.1. Protocole de syntheése

2.2.1.1.Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules de
maghémite et peptisation

Une meilleure stabilisation en solution des nanoparticules magnétiques
s’impose, car leur forte réactivité conduirait a un état d’agglomération tres
important dans le composite final.1* Ainsi, la surface des nanoparticules a
été fonctionnalisée par l'acide citrique, un complexant organique qui va
permettre d’augmenter leur charge de surfacel®> et ainsi améliorer leur
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stabilité colloidale par répulsion électrostatique dans un large domaine de
pH.

Pour ce faire, 0,97 mL de ferrofluide (73 mgre203/mL) ont été dispersés dans
une solution aqueuse d’acide citrique (0,3 M). Ensuite le mélange a été mis
sous agitation pendant 30 min. Aprés décantation et 3 lavages a l’acétone,
les nanoparticules fonctionnalisées ont été stabilisées dans un mélange
H2O/NH4OH (5 mL/0,5 mL). Cette solution correspond a la « solution 1 ».

2.2.1.2.Formation de la coquille de silice

La formation homogéne d'une couche de silice a la surface des
nanoparticules magnétique est une étape au controle difficile, car dépendant
fortement de plusieurs parametres de syntheése, a savoir la concentration du
précurseur de silice (TEOS), de la base (NH4OH) et du ratio volumique
EtOHabs/H20 (Ve/VH).

Selon les études de Deng et all®, une trop faible concentration
d’ammoniaque (inférieure a 0,09 M) induit une croissance non uniforme de
la couche de silice autour des particules magnétiques tandis qu’une
concentration trop élevée (supérieure a 0,2 M) favorise la croissance
homogeéne de particules de silice en solution, en plus de l'obtention de
particules coeur-coquille (croissance hétérogéne). Cette séparation de phase
a également été observée par les auteurs lorsque le ratio Vg/Vu est inférieur
a 2. Il existe par ailleurs une concentration minimale de TEOS (0,009 M) a
partir de laquelle les particules magnétiques sont totalement recouvertes.

Pour notre protocole de synthése, nous avons choisi de fixer la concentration
de NH4OH et le ratio Vg/Vu respectivement a 0,09 M et 3. La quantité de
TEOS requise pour la formation d'une coquille uniforme a été calculée en
utilisant ’équation ci-dessous :

(psio,-MTEOS)

Vrgos = Npart[ ] Vsio, avec

(Msio, -PTEOS)

m,
N. — v—Fey03
part — v et
Py—Fez03 - Vy—Fe,03

4n 3
V5i02 = ?[(T + ecoquille) - rg]
ou pPsio,» Msio, , Vsio,, sont respectivement la masse volumique, la masse
molaire et le volume de la silice et prros, Mreos, Vrsos, 1a masse volumique, la
masse molaire et le volume de TEOS. Ny, est le nombre de particules de
maghémite.
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Notre but étant de former une coquille de 10 nm d’é¢paisseur autour d’une
particule de maghémite unique, le volume de TEOS a prélever calculé est de
6,1 mL.

En plus de la solution de particules magnétiques fonctionnalisées (¢« solution
1»), deux autres solutions ont été préparées séparément a température
ambiante :

e «solution 2 »: 6,1 mL (0.14 M) de TEOS dans 100 mL d’EtOHaps.
e «solution 3»: 2 mL de NH4OH, 58,5 mL de H2O déionisée et 87,5 mL
de EtOHabs.

Aprés avoir maintenu sous agitation les solutions 2 et 3 durant 10 min, la
dispersion de nanoparticule de maghémite fonctionnalisée a été versée
rapidement dans la solution 3. Puis, 10 min plus tard, la solution 2 a été
ajoutée au meélange précédent et le tout a été laissé sous agitation pendant
3 heures.

2.2.1.3.Insertion du calcium dans la coquille de silice

Par la suite, 1,9 g de nitrate de calcium tétrahydraté (préalablement dissous
dans 2 mL d’eau déionisée) ont été ajoutés dans la solution, puis le tout a
été laissé sous agitation pendant 21h. Un précipité de couleur orange
sombre a été récupéré apreés centrifugation (6297 g/10 min) puis laveé
plusieurs fois a ’eau déionisée dans le but d’éliminer les réactifs n’ayant pas
réagi. Le solide obtenu a ensuite été séché a 60°C dans une étuve et traité
thermiquement a 650°C pendant 3h dans un four a moufle afin de permettre
la diffusion du calcium dans le réseau vitreux.

Le protocole détaillé de la synthése de ces hétérostructures est présenté en
Annexe 3.

2.2.2. Caractérisations morphologique et structurale et
composition des particules élaborées

2.2.2.1. Caractérisation morphologique et état d’agglomération

Une image MET des hétérostructures €laborées par modification du procédé
Stober est présentée en Figure 4.9. On observe qu’elles sont de morphologie
relativement sphérique avec une structure multi coeur-coquille.

Un tel résultat peut étre expliqué par I’étude de la stabilité colloidale des
nanoparticules de maghémite dans le milieu réactionnel.l” La
fonctionnalisation de la maghémite par l’acide citrique permet de modifier
son potentiel de surface, qui a pH constant évolue vers des valeurs plus
négatives. L’ajout de 'ammoniaque au cours de la phase de peptisation
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induit une déprotonation des groupements carboxyliques de surface si bien
que la densité de charges négatives devient de plus en plus importante (pKa
de l'acide citrique de 3,13, 4,76 et 6,40). Le bilan global des interactions
électrostatiques dans la solution étant répulsif, une bonne dispersion des
nanoparticules de maghémite peut étre obtenue.
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Figure 4.9 : image MET et histogramme de taille des hétérostructures.

A titre illustratif, la Figure 4.10 présente 1’évolution du potentiel zéta des
nanoparticules magnétiques, de I’étape de fonctionnalisation jusqu’a celle de

peptisation.
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Figure 4.10 : évolution de la charge de surface des nanoparticules de maghémite en
fonction du pH.
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Les nanoparticules étant fortement chargées en surface, elles sont trés bien
dispersées dans le milieu réactionnel et elles présentent une affinité élevée
pour une polymérisation uniforme de la silice due a une condensation
préférentielle entre la surface trés nucléophile des nanoparticules de
maghémite fonctionnalisées (acidité élevée) et les espéces monomeres (faible
acidite).18 Il a été d’ailleurs proposé un schéma représentatif du mécanisme
de formation de la coquille de silice (voir Figure 4.11).19
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Figure 4.11 : mécanisme de formation d’'une coquille de silice selon Srdic¢ et al.1?

Dans notre cas, malgré ’étape de stabilisation surfacique des nanoparticules
de maghémite, la croissance de la coquille de silice s’est plutot faite autour
d’agrégats et non pas de particules uniques, on a donc obtenu des particules
a structure multi coeur-coquille. Cela peut s’expliquer par une séparation
insuffisante des particules en solution (concentration trop élevée ou charge
de surface trop faible pour assurer une bonne répulsion électrostatique).

Le diameétre des particules évalué par ajustement de ’histogramme de taille
a l'aide d'une fonction log-normale est de 73 £ 7 nm. On constate ainsi que
les hétérostructures élaborées sont nanomeétriques avec une faible dispersion
en taille (dispersion en taille d’environ 10%).

Par ailleurs, leur potentiel de surface final est de -15 mV, ce qui explique le
fait qu’elles ne soient pas agglomérées et qu’elles présentent une
relativement bonne stabilité colloidale. Cette valeur confirme une fois de plus
que les ions Ca2?* ont trés peu d’impact sur 1’état d’agglomération des
particules lorsque le sel de calcium est ajouté a minima 2h aprés le début de
la réaction sol-gel (H = 2h, cf. paragraphe 3.2.1 du chapitre 2). Il est
également important de noter que les valeurs de concentration en NH4sOH et
du ratio Vg/Vu choisies ont permis d’obtenir uniquement des
hétérostructures, qu’il n’y a pas eu de séparation de phase lors de la
syntheése.
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2.2.2.2. Caractérisation structurale et composition

On retrouve dans le spectre IR des hétérostructures (voir Figure 4.12a) les
bandes d’absorption caractéristiques du réseau vitreux déja mises en
évidence dans le cas des nanoparticules bioactives (cf. chapitre 3 paragraphe
2.3). En outre, on peut observer une faible bande d’absorption de la liaison
Fe-O-Fe vers 640 cm™! qui indique la présence d’oxyde de fer dans la matrice
de silice.20

La phase cristalline de I’échantillon a été analysée par diffraction des rayons
X sur poudre. Tel qu'observé sur la Figure 4.12b, les pics de diffraction de la
maghémite sont toujours visibles méme si leur intensité est relativement
faible a cause de leur faible proportion dans la poudre et de la présence de la
bande amorphe de la coquille bioactive. Aucune autre phase cristalline n’est
présente sur le diffractogramme ce qui confirme la pureté chimique de
I’échantillon synthétisé (pas de cristallisation de silicates de calcium par
exemple).
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Figure 4.12 : a) spectre IR et b) diffractogramme des hétérostructures
nanomeétriques.

La composition fine de 1’échantillon a été déterminée par spectrométrie a
plasma a couplage inductif (voir Tableau 4.1). Environ 57 % de la quantité
de calcium initialement dans le milieu réactionnel a été insérée dans la
coquille de silice, ce qui est en accord avec les résultats obtenus dans les
chapitres 2 et 3. A noter qu’une grande quantité de maghémite (71%) a bien
été encapsulée dans la matrice bioactive.
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Composition ?ommale 76,2 22,4 1,4
(Yomolaire)

Composition réelle
(Yomolaire)

86,2 £ 0,7 12,8 £ 0,1 1,02 £ 0,01
Tableau 4.1 : composition nominale et réelle des hétérostructures élaborées.

Des nanoparticules a structure multi cceur-coquille (y-Fe203@Si02-CaO)
monodisperses en taille et non agglomérées ont été synthétisées par
modification du procédé Stober. La formation de la couche de silice
autour des nanoparticules de maghémite est I’étape cruciale a
controler. Il faut travailler a forte dilution et avec un ratio Veg/Vua > 2
afin de favoriser une croissance hétérogéne de la silice autour des
nanoparticules de maghémite et fonctionnaliser la surface des
particules magnétiques avec de l’acide citrique afin d’améliorer leur
dispersion en milieu ammoniacal.

3. Etude des propriétés magnétiques et
d’hyperthermie

3.1. Propriétés magnétiques
3.1.1. Courbes d’aimantation M(H) a 10 K et a 300 K

Des courbes d’aimantation en fonction du champ magnétique M(H) ont été
enregistrées respectivement a 10 K et a 300 K pour les nanoparticules de
maghémite brute et les hétérostructures a l'aide d'un magnétometre a
SQUID. Les valeurs d’aimantation ainsi mesurées ont été normalisées par
rapport a la masse d’oxyde de fer contenue dans chaque échantillon.

Il peut étre observé sur la Figure 4.13 que le comportement magnétique des
2 échantillons est identique. Leurs courbes M(H) a 10 K présentent une trés
faible coercivité (Tableau 4.2) alors que celles enregistrées a 300 K ne
présentent aucune boucle d’hystérésis. Un tel comportement magnétique a
température ambiante est caractéristique du régime superparamagnétique. Il
convient également de mentionner que les valeurs d’aimantation a
saturation (Ms) obtenues a 300 K répertoriées dans le Tableau 4.2 sont
inférieures a celle de la maghémite a 1’état massif (Ms = 75 emu/g). Cette
diminution systématiquement observée dans la littérature est a attribuer a la
taille nanomeétrique des particules magnétiques, dont le trés fort ratio
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surface/volume exacerbe l’effet délétére du désordre des spins de surface
(spin canting) sur l'aimantation a saturation.!3
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Figure 4.13 : courbes d’aimantation M(H) des nanoparticules brutes de maghémite
et des hétérostructures nanomeétriques enregistrées a 10 K et a 300 K.

M, (300 K)
(emu/gre203)

Echantillons

y-Fe,03 210

y-Fe,0,@Si0,-Ca0 210

Tableau 4.2 : valeur de 'aimantation a saturation (Ms) et du champ coercitif (uoH,)
des échantillons mesurés respectivement a 300 Ket a 10 K.

3.1.2. Mesures ZFC-FC

Les courbes Zero Field Cooled-Field Cooled sous 25G (ZFC-FC) des 2
échantillons ont été enregistrées afin d’évaluer leur température de
blocage T, température a partir de laquelle 1’énergie thermique permet
d’induire le retournement de I'aimantation sur ’'axe de facile aimantation.

De facon pratique, la branche ZFC s’obtient par refroidissement de
I’échantillon de la température ambiante a la plus basse température
atteignable par le magnétomeétre, sous champ magnétique nul. Puis un faible
champ magnétique de 25 G est appliqué et I’évolution de 'aimantation est
suivie lors du réchauffement de I’échantillon. La branche FC quant a elle,
s’obtient aprés refroidissement sous champ magnétique (25 G) de
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I’échantillon. De la méme maniere que pour la ZFC, l'aimantation est
mesureée lors de la remontée en température, sous champ magnétique.

L’allure de la branche ZFC dépend de la distribution de température de
blocage des nanoparticules magnétiques (dépendante de leur anisotropie et
de leur volume). Lorsque les particules sont monodisperses en taille, la
température de blocage correspond a un maximum piqué T,,,, de la branche
ZFC. Pour une assemblée de particules polydisperses en taille, la
température de blocage ne peut étre assimilée a cette température maximale
de la ZFC.2! Cependant, il est toujours possible de comparer des
échantillons si la dispersion en taille est similaire.

I1 est intéressant de noter que la température maximale de la ZFC est
différente pour les particules de maghémite brutes (T,,4x = 205 K) et pour les
hétérostructures (T, = 93 K) (Figure 4.14) alors que les particules utilisées
sont les mémes (elles ont la méme distribution de taille). Ceci peut-étre
expliqué par des interactions dipolaires magnétiques beaucoup moins
importantes dans le cas des hétérostructures, dues a l’espacement plus
important des particules magnétiques induit par la coquille bioactive. Cet
effet des interactions dipolaires magnétiques est souvent reporté dans la
littérature.?223 L’augmentation de la force des interactions dipolaires
entraine une augmentation de la constante d’anisotropie effective (K) et donc
de l’énergie de la barriere (KV) séparant les 2 états d’aimantation. Il en
résulte que le temps de relaxation magnétique augmente, ce qui a pour
conséquence un déplacement de Ty vers des températures élevées. C’est bien
ce que l'on retrouve ici en Figure 4.14.
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Figure 4.14 : courbes d’aimantation ZFC-FC sous 25 G des nanoparticules de
maghémite pure et des hétérostructures.
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L’effet des interactions dipolaires magnétiques est également visible sur les
branches FC des 2 échantillons. L’évolution importante de l'aimantation
dans le cas des hétérostructures montre que le systéme est constitué d’'une
assemblée de particules dans un état plutot isolé (présence de faibles
interactions dipolaires) tandis que la saturation de 'aimantation dans le cas
des nanoparticules de maghémite est caractéristique d'une assemblée de
particules interagissant de facon collective (présence de fortes interactions
dipolaires).24

Les courbes d’aimantation M(H) et 1les courbes ZFC-FC des
nanoparticules de maghémite et des hétérostructures ont montré
qu’elles sont dans le régime superparamagnétique a température
ambiante. Elles présentent une aimantation a saturation relativement
importante (~55 emu/gre203) ce qui confirme qu’elles pourront étre
utilisées pour des tests d’hyperthermie magnétique.

3.2. Propriétés d’hyperthermie

L’évaluation du pouvoir chauffant des nanoparticules de maghémite et des
hétérostructures a été faite par la mesure calorimétrique du SAR sur des
poudres dispersées dans de l'eau déionisée. Pour ce faire, une cellule
contenant la dispersion des particules est placée au centre d'une bobine
(ainsi le champ magnétique généré au sein de ’échantillon est homogene et
intense).2> Aprés application d'un champ magnétique alternatif, I’évolution
thermique AT (due a l’équilibre entre la chaleur générée au sein de
I’échantillon et celle interchangée avec son environnement) est mesurée en
fonction du temps via une sonde immergée dans la solution. Le schéma
représentatif du dispositif expérimental est présenté en Figure 4.15. Comme
indiqué dans le paragraphe 5.1 du chapitre 1, 'expression du SAR est la
suivante :

Cp AT

SAR = —
m(Fe) At

Le systéme n’étant pas parfaitement adiabatique (mauvaise isolation
thermique de la cellule par exemple), des pertes thermiques subviennent ce
qui entraine aprés un certain temps une saturation de I’€lévation de
température (voir figure 4.16). Il y a donc souvent une sous-évaluation de la
capacité chauffante des particules magnétiques.2°
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Figure 4.15 : montage expérimental de la mesure du SAR par calorimétrie.
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Figure 4.16 : évolution de la température en fonction du temps dans des conditions
adiabatique et non adiabatique.25

Pour quantifier la chaleur dissipée, la méthode de «la pente initiale », trés
prisée par de nombreux groupes de recherche a été utilisée.2’30 La
principale hypothése de cette méthode est que les pertes thermiques sont
négligeables au début du processus de chauffage. Ainsi, la valeur maximale

de i—: est obtenue a t = 0 et correspond a la pente initiale (voir Figure 4.16)

déterminée par ajustement de la courbe expérimentale a 'aide d'une fonction
polynomiale de second degré:

y =a+ byx + b,x? oﬂazOetblz(%)t_O
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NB : les mesures ont été effectuées dans leau (Cp, = 4.18 j.K1.g!) et la masse
d’échantillon utilisée a été calculée afin d’obtenir une concentration en Fe de
1 mg/mL.

La Figure 4.17 présente les profils thermiques des échantillons soumis a un
champ magnétique alternatif de 300 G d’amplitude et de 536,5 kHz de
frequence pendant 3 min. La valeur d’ILP des nanoparticules de maghémite
répertoriée dans le Tableau 4.3 indique un pouvoir chauffant plus important
que d’autres oxydes de fer répertoriés dans la littérature.31-34 L'origine de ce
phénomeéne est sans doute liée a la présence de fortes interactions dipolaires
au sein de I’échantillon (auparavant mises en évidence par les mesures ZFC-
FC). Sous champ magnétique, il est possible que celles-ci induisent un
arrangement spatial favorable a 'augmentation de l’anisotropie effective du
systéme, améliorant par conséquent la capacité chauffante du matériau. En
effet, des études théoriquess>36 et expérimentales3’-38 ont montré qu’une
organisation des particules en forme de chainons augmente la production de
chaleur grace au couplage uniaxial des moments magnétiques des particules
selon la direction du champ magnétique appliqué. Cependant, il semble
qu'une telle géométrie soit plutdot rencontrée dans le cas de nanoparticules
facettées.39-41 Par ailleurs, la présence de fortes interactions dipolaires peut
également générer sous champ magnétique la formation d’agrégats de taille
controlée (type nanoflowers) au sein desquels l'orientation cristalline de
chaque particule est similaire.?7.32 L’effet coopératif qui en découlerait
optimiserait la dynamique magnétique du systéme.
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Figure 4.17 : évolution thermique d’une dispersion colloidale de nanoparticule de :
a) maghémite et b) d’hétérostructures sous un champ magnétique alternatif
d’amplitude H = 23,8 kA/m et de fréquence f = 536,5 kHz.
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Dans le cas des hétérostructures, on observe une diminution de la valeur de
I'ILP par rapport aux particules brutes. Il est probable que le confinement
des nanoparticules sous forme d’agrégats (avec orientation aléatoire) dans la
matrice de silice soit pour une part responsable de cette baisse d’efficacité
thermique.4245 En outre, un effet d’écrantage thermique due a la présence
de la coquille amorphe autour des nanoparticules magnétiques pourrait
également expliquer cette forte réduction de SAR.4! En effet, la capacité
calorifique de la silice (Cp = 0.35 j.K'l.g'l) étant fortement inférieure a celle
de l'eau (Cp = 4.18 j.K'l.g'1), la chaleur produite par les coeurs magnétiques
n’est pas entiérement transmise au milieu.

- SAR ILP
Echantillons

v-Fe;0, 0,181 757 £ 5 2,49 £ 0,01
(dispersion)

y-Fe,0;@Si0,-CaO
(dispersion)

0,03 159£5 0,52 £ 0,01

y-Fe,0;@Si0,-CaO
(pastille)

0,027 122 £ 5 0,4£0,01

Tableau 4.3 : valeurs de b;, du SAR et de I'ILP des hétérostructures (dispersion
colloidale et pastille) et des particules de maghémite (dispersion).

Les mesures d’hyperthermie ont également été effectuées pour les
hétérostructures pressées sous forme de pastille, en vue de déterminer
I'impact de leur immobilisation sur leur pouvoir chauffant. La Figure 4.18
présente le profil de température enregistré. A noter que le saut de
température observé est di a la position de la sonde, qui a un moment
donné s’est trouvée trés proche d'un morceau de pastille.

On observe une baisse du pouvoir chauffant lorsque les hétérostructures
sont immobilisées. Ce résultat est facilement explicable, car pressé sous
forme de pastille, la rotation physique des particules en solution est inhibée.
I1 n’y a donc pas de perte de chaleur via le mécanisme de relaxation de
Brown.46:47 La production de chaleur est donc exclusivement liée a la
relaxation de Néel alors que pour la dispersion colloidale de ces mémes
particules, les deux mécanismes contribuaient a 1’élévation de température.

115



T T T T T
profil de température
——fit polyndmial de 2™ dégré

0 T T T T T T T
0 45 90 135 180

t(s)

Figure 4.18 : évolution thermique des hétérostructures sous forme de pastille
lorsqu'un champ magnétique alternatif (H = 23,8 kA/m, f = 536,5 kHz) est appliqué.

Une contribution plus importante de la relaxation brownienne a la
production de chaleur est sans doute la troisiéme cause expliquant la grande
différence de SAR observée entre les hétérostructures et les particules brutes
de maghémite. En effet, elle ne représente qu’une faible proportion de la
chaleur produite dans le cas des hétérostructures alors que pour une
dispersion de nanoparticules de maghémite d’environ 10 nm de diameétre,
elle peut étre plus importante, et d’autant plus si la constante d’anisotropie
effective (K) du systéme est augmentée (due a une organisation spatiale
favorable des particules sous champ). Cet effet a été observé par Deatsch
et al*® dans une étude menée sur des nanoparticules de magnétite de
différentes tailles (de 13 a 20 nm) ou il est montré que 'augmentation de
I’anisotropie génére une augmentation de la contribution de la relaxation
brownienne.

Malgré un ILP plus faible, les hétérostructures synthétisées présentent un
pouvoir chauffant assez intéressant si on compare avec d’autres matériaux
de la littérature répertoriés dans Tableau 4.4.29,38,49-52

La production de la chaleur par les différents échantillons synthétisés a
été mise en évidence grace a une mesure calorimétrique sous champ
magnétique alternatif. Le pouvoir chauffant des hétérostructures est
divisé par 4,8 par rapport a celui des particules brutes de maghémaite.
Néanmoins, elles sont trés prometteuses pour une application de
traitement de cancer par hyperthermie magnétique, car leur ILP est
compris entre 0,15 - 3,1 nH.m2?/kg, intervalle correspondant a la
chaleur produite par des nanoparticules magnétiques déja
commercialisées.53
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ILP
Taille Amplitude | Fréquen Hxf SAR
S e wao | Wi |

y-Fe,0, 114 757+4 2,49 £0,01
V'Fc(é(i);gizﬁ ICaO 73+7 23,8 536,5 1,28 x 1010 150+5  0,52+0,01 H,0 Notre étude
TR 628,33@;5%'@0 / 122+5 0,40 0,01
N bes d’oxyd: 2 500 1,1 Martinez-
am’cgee}fer oxyde 23,8 765 1,82 x 1010 H,0 Boubeta et
40 205 0,5 al?
Fe 0, 8 44,5 360 1,6 x 1010 280 0,39 H,0 Chang et al.
Fsé%;(’:da;‘)" 17 31,8 310 1,07x10° 185+ 15 0,59 + 0,04 H,0  Nemati et al®®
Fe,05 13,5+ 0,45 24 785 9,85 x 10° 472+ 5 1,04 £ 0,01 H,O Garaio et al.>°
CoFe,0,@DMSA 9 443 0,6
37,4 500 1,87 x 1010 H,0 Lee et al.28
MnFe,0,@DMSA 15 411 0,6
CoFe,0, 3,9+0,4 40 0,09
5,3%0,19 4 0,009
24,8 700 1,73 x 101° H,O Fortin et al.5!
y-Fe;04 6,7 £ 0,2 14 0,03
81+0,21 37 0,08

Tableau 4.4 : valeurs de SAR et d’ILP reportées dans la littérature pour différents
matériaux. DMSA (dimercaptosuccinic acid).

4. Evaluation de la bioactivité des
hétérostructures

La bioactivité des hétérostructures élaborées a été évaluée par des tests in
vitro dans le SBF selon le protocole établi dans le paragraphe 2.4 du chapitre
3. La Figure 4.19 présente I'image MET de I’échantillon obtenu aprés 3 jours
d’immersion dans le SBF. Tout comme pour les nanoparticules de verre
bioactif, on observe la formation hétérogéne de cristaux a la surface des
particules dont la nature apatitique a été confirmée par DRX et FTIR. En
effet, les différents pics de diffraction caractéristiques de l’hydroxyapatite
sont visibles sur le diffractogramme (Figure 4.20b). En spectroscopie
Infrarouge (Figure 4.20a), en plus des bandes de vibration des groupements
phosphate de I’hydroxyapatite (observées a 564 et 604 cm-1), on remarque a
879 cm1, 1419 cm! et 1458 cm- !, la présence de trois nouvelles bandes de
vibration correspondant respectivement a la déformation (6) et a I’élongation
(v) de la liaison O-C-O du carbonate de calcium.>*5 Ceci suggere la
cristallisation d’hydroxyapatite carbonatée (HAC), une phase minérale
similaire a celle de 1'0s.56 Ces résultats contrairement a ceux d’Ebisawa
et al.>7” et d’Ohura et al.58 montrent que la présence de la maghémite dans la
matrice vitreuse n’inhibe pas la propriété bioactive de la céramique
magnétique.
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Par ailleurs, 'observation des pics de la maghémite sur le diffractogramme
indique leur immobilisation au sein de I'HAC ou a lintérieur des
hétérostructures comme on peut 'observer sur I'image MET.

Figure 4.19 : image TEM des hétérostructures aprés 3 jours d’immersion dans Le

SBF.
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Figure 4.20 : a) spectre IR et b) diffractogramme des hétérostructures apres 3 jours
d’immersion dans le SBF.

Dans le but d’évaluer l'effet de la maghémite sur la bioactivité, nous avons
comparé la bioactivité des hétérostructures a celle de nanoparticules de
verre bioactif binaire (SiO2-CaO) aprés immersion dans le SBF durant 3
jours. Les valeurs de surface spécifique et de la teneur en Ca sont reportées
dans le Tableau 4.5. La quantité de Ca contenue dans les échantillons étant
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trés proche et comprise entre 7 et 15 %mol, leur bioactivité ne sera que trés
faiblement influencée par la composition en CaO (cf. Chapitre 3).

Surface Teneur en
Echantillons spécifique calcium
(m?/g) (Yomol)

Ratio Ca/Si

effectif

v-Fe,0,@Si0,-CaO 28 12,8 £ 0,1 0,148 + 0,002 0,21

113 10,7 £ 0,1 0,124 = 0,002 0,14

Tableau 4.5 : surfaces spécifiques, composition et valeurs de r des hétérostructures
et de SiO,-CaO.

Au regard des diffractogrammes superposés des 2 échantillons (Figure 4.21),
il est possible de rendre compte de linfluence des nanoparticules de
maghémite sur la Dbioactivite. En effet le diffractogramme des
hétérostructures présente un plus grand nombre de pics caractéristiques de
I’'HAp par rapport a celui de SiCa-4. On observe également que l'intensité des
pics est plus élevée et que leur largeur a mi-hauteur est plus faible dans le
cas des hétérostructures.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

— . Hydroxyapatite —
- Zélggzgg 1346 Cag(PO,);OH
i ( “1346) (ucPDs 09-0432) |

Intensité (u.a)

20 30 40 50 60
26 (°)

Figure 4.21 : diffractogramme des hétérostructures et de SiCa-4 apres 3 jours
d’immersion dans le SBF.
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Ce résultat est d’ailleurs conforté par I’évolution du ratio de l’'aire des bandes
de vibration correspondant aux liaisons O-P-O de I'HAp sur l’aire des pics
compris entre 400 et 862 cm! (r = Ap-o-p / Ar, cf. Figure 4.22). On peut voir
dans le Tableau 4.5 que r est de 0,21 pour les hétérostructures alors qu’il
n’est que de 0,14 pour les particules bioactives SiCa-4, ce qui montre bien
une plus grande proportion d’HAp formée dans le cas des hétérostructures.
On aurait pu s’attendre a ce que SiCa-4 présente une meilleure bioactivité
due a la valeur trés élevée de sa surface spécifique (plus de 4 fois supérieure
a celle des hétérostructures). II semble donc que la présence des
nanoparticules de maghémite soit un facteur bien plus influent que la
surface spécifique sur la vitesse de minéralisation dans le SBF. Notons
également que la valeur de r de SiCa-4 est bien plus grande que celles de
I’échantillon SiCa-2 de composition similaire (0,14 contre 0,04), ce qui
s’explique par la multiplication par plus de 5 de la surface spécifique de
SiCa-4 comparativement a SiCa-2.

1 1 T T l T T 1 1 I 1 1 T T | T 1 1 1 | T T T

| =——SiCa-4
- = y-Fe;0:@Si0; - Ca0

= bo-p-0 -

| /\

Absorbance (u.a.)

| 1 1 1 1 | T T T T | 1 1 1 I | T 1 1 1 | 1 T T

900 800 700 600 500
Nombre d'onde (cm™)

Figure 4.22 : superposition des spectres IR des hétérostructures et de SiCa-4 apres
retrait de la ligne de base.

120



5. Conclusion

Des nanoparticules a structure multi cceur-coquille (y-Fe2O3@SiO2-CaO)
dans le régime superparamagnétique ont été élaborées. Des nanoparticules
de maghémite ont tout d’abord été synthétisées par co-précipitation. Puis,
une étape de fonctionnalisation par l’acide citrique a permis d’apporter une
plus forte charge négative a leur surface afin de permettre une croissance
uniforme dune coquille de silice. La synthése de cette derniére a été
effectuée en milieu dilué (Ve/Vu > 2) pour éviter toute séparation de phase
(précipitation homogéne de nanoparticules de silice). En derniéres étapes,
I’'ajout d’ions calcium en solution, des lavages et un traitement thermique a
650°C, ont permis d’obtenir une coquille de verre bioactif. En comparaison
avec les nanoparticules brutes de maghémite, les mesures d’hyperthermie
ont montré que la chaleur dissipée par les hétérostructures est plus faible.
Cependant elle est suffisamment importante pour une application
thérapeutique. En outre, les tests in vitro de bioactivité ont confirmé d’une
part que le matériau multifonctionnel est bioactif (précipitation d’HAp apres
seulement 3 jours d’immersion dans le SBF) et d’autre part que la présence
des nanoparticules de maghémite dans le réseau vitreux améliore
significativement la bioactivité. Pour toutes ces raisons, elles sont trés
prometteuses pour le traitement du cancer couplé a la régénération osseuse.
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Conclusions

Des nanoparticules multifonctionnelles a structure multi coeur-coquille pour
le traitement local du cancer par hyperthermie magnétique et la régénération
osseuse ont été élaborées. La stratégie de synthése utilisée a été la
croissance d’une coquille bioactive, constituée de verre bioactif binaire (SiO2
— CaO) par un procédé Stéber modifié autour dun coeur magnétique
constitué de nanoparticules de maghémite obtenues par co-précipitation.

Afin de mieux comprendre l'impact des différents parametres de synthése
sur la vitesse de minéralisation et de 'optimiser, des nanoparticules de verre
bioactif binaire de différente taille et composition ont tout d’abord été
synthétisées. L’influence de 3 parameétres de synthése, la concentration en
ammoniaque, le moment d’ajout du précurseur de calcium et le ratio Ca / Si
initial (quantité initiale de calcium) sur la taille, ’état d’agglomération et la
composition des nanoparticules bioactives a ainsi été analysée. Il ressort de
cette étude les points essentiels suivants :

e La concentration en ammoniaque controle principalement la taille des
particules (plus la concentration de NH4OH augmente, plus le
diameétre augmente).

e La teneur en calcium des verres bioactifs et leur état d’agglomération
dépendent essentiellement du moment d’ajout du précurseur de
calcium dans le milieu réactionnel. Lorsque le sel de calcium est
ajouté moins d'une heure aprés le début de la réaction sol-gel, une
grande quantité de calcium est insérée dans le verre. Par contre, cette
forte incorporation du calcium se fait au détriment de leur
dispersibilité en solution : les nanoparticules formées sont trés
agglomérées. Pour des moments d’ajout de deux heures ou plus, la
quantité de calcium incorporée est moindre et diminue lorsque le
moment d’ajout augmente. Les particules formées sont par contre non
agglomérées. Un bon compromis est donc de réaliser l'ajout du
précurseur de calcium entre 2 et 3 heures aprés le début de la
synthése (obtention de nanoparticules bioactives non agglomérées et
contenant une quantité de calcium raisonnable).

e Il est possible d’augmenter la teneur en calcium du verre bioactif en
augmentant la quantité initiale de sel dans le milieu (ratio Ca/Si
initial). Néanmoins celle-ci atteint un plateau a partir d’'un ratio Ca/Si
de 2.

L'effet des parameétres expérimentaux majeurs sur la synthése des
nanoparticules de verre bioactif par le procédé Stober étant compris et
controlé, nous nous sommes ensuite attachés a étudier le seul impact de
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leur composition (proportion de CaO) sur leur bioactivité. En effet, a ce jour
I’étude de la littérature ne permet pas de séparer 'effet de la composition de
celui de la surface spécifique des particules, 2 paramétres influencant
fortement la bioactivité.

Pour ce faire, 3 échantillons présentant une taille, une dispersion en taille,
une surface spécifique et une porosité similaire, mais de composition
différente en CaO (6,9 %mol, 10,6 %mol et 15,4 %mol) ont été élaborés par
variation du moment d’ajout du sel de calcium dans le milieu réactionnel.
Les caractérisations structurales des échantillons obtenus aprés immersion
dans du SBF, ont montré que ’échantillon contenant la plus grande quantité
de calcium présentait les meilleures propriétés bioactives. Cependant la
quantité d’HAp formée n’a pas évoluée de maniére significative dans le
domaine de composition étudié. L’échantillon contenant le plus de calcium
n’a présenté aucune cytotoxicité significative apres 3 et 7 jours d’incubation
avec des cellules souches mésenchymateuses. C’est donc un échantillon trés
prometteur pour une application dans le domaine de la régénération
osseuse.

A la suite de ces études, des nanoparticules multifonctionnelles ont été
élaborées par un protocole en 2 étapes:

e Formation des nanoparticules de maghémite par co-précipitation,
fonctionnalisation avec de l’acide citrique et peptisation en milieu
basique.

e Croissance d’une coquille de verre bioactif autour des particules
magnétiques via la formation d’une coquille de silice en milieu dilué
(Ve /Vu > 2) suivie de l'ajout d’un sel de calcium 3h apreés le début de
la réaction sol-gel et dun traitement thermique permettant la
diffusion des ions Ca?* dans le réseau vitreux.

La microscopie ¢€lectronique en transmission a mis en évidence une
structure multi cceur-coquille des nanoparticules qui sont par ailleurs
monodisperses en taille, non agglomérées et qui contiennent une quantité de
calcium raisonnable (12,8 %mol). En outre, des mesures d’hyperthermie et
des tests de bioactivité effectués sur les hétérostructures ont montré un
véritable potentiel pour le traitement du cancer et la régénération osseuse,
car elles présentent d’excellentes propriétés bioactives couplées a un pouvoir
chauffant élevé (ILP = 0,52 nH.m?/kg en dispersion, 0,4 nH.m?2/kg sous
forme de pastille).
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Perspectives

Des nanoparticules a structure multi coeur-coquille aux propriétés
magnétiques et bioactives ont été synthétisées dans cette étude. Malgré leur
potentiel trés prometteur pour le traitement du cancer par hyperthermie
magnétique, nous avons observé une forte réduction de leur pouvoir
chauffant comparativement aux particules magnétiques brutes. Une
perspective serait donc d’essayer d’augmenter leur SAR via 'obtention de
particules mono cceur-coquilles. En effet, I'influence délétére des interactions
magnétiques dipolaires sur le pouvoir chauffant peut étre importante. Il
serait donc nécessaire de controler finement le phénomeéne d’agglomération
des particules magnétiques lors de la croissance de la coquille bioactive. En
outre, au regard des études reportées dans la littérature, il est admis que des
nanoparticules magnétiques avec une forte aimantation a saturation (Ms)
et/ou une taille proche de la transition superparamagnétique -
ferromagnétique possédent une capacité de chauffe plus élevée. Par
conséquent, l'idéal serait d’élaborer un matériau a structure mono cceur-
coquille dont le coeur est constitué de nanoparticule de maghémite d’environ
15 nm de diameétre. Des synthéses ont été effectuées dans ce sens. Les
caractérisations sont en cours et semblent trés prometteuses.

Un autre axe de perspectives serait d’élaborer d’autres types
d’hétérostructures. Il serait en effet intéressant de comparer les propriétés
magnétiques et d’hyperthermie des hétérostructures déja synthétisées a
celles d’hétérostructures inverses (nanoparticules bioactives décorées de
particules magnétiques). Dans le cas d’hétérostructures inverses, le devenir
des particules magnétiques lors de la formation d’HAp serait a étudier.
Aussi, dans le but d’accélérer la minéralisation de la coquille bioactive,
former une coquille mésoporeuse aurait un grand intérét car cela permettrait
d’augmenter considérablement la surface spécifique des échantillons. Au-
dela des différentes caractérisations physico-chimiques, magnétiques et de
cytocompatibilité qui peuvent étre envisagées, il serait également intéressant
d’effectuer des études d’hyperthermie magnétique en milieu in vivo afin
d’évaluer lefficacité thérapeutique des différentes hétérostructures
élaborées. Une étude sur petit animal pourrait méme étre envisagée. Les
hétérostructures pourraient étre mélangées a du sang pour former une pate
pressée dans de petits défauts osseux, ou pourraient étre utilisées pour
obtenir un matériau de taille macroscopique. Cela pourrait se faire soit par
dispersion dans un polymeére ou par la technique de 1’éponge sacrificielle,
afin d’avoir une structure poreuse similaire a celle de l’'os naturel.
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Annexe 1

1. Synthése de nanoparticules de verre bioactif

1.1. Variation de la concentration d’ammoniaque

Solution 1 : 20 mL EtOHaps + 2,34 mL TEOS

Solution 2 : 17,5 mL EtOHaps + 11,7 mL H2O + 2z mL NH4OH (28%)

Volume d’ammoniaque préleveé Concentration ammoniaque
(2, mL) (C, M)
0,75 0,14
1,12 0,21
1,5 0,33
1,75 0,57

e Mettre sous agitation Sol 1 et Sol 2.

e 30 min plus tard, transférer Sol 1 dans Sol 2.

e 24h plus tard, ajouter dans le milieu réactionnel 0,49 g de
Ca(NO3)2.4H20 (préalablement dissous dans 1 mL d’eau).

e Laisser sous agitation le mélange résultant pendant 3h.

e Retirer le surnageant par centrifugation (10 min / 7700 rpm).

o Effectuer 3 centrifugations avec de ’¢thanol (20 min / 7700 rpm).

e Sécher le précipité dans une étuve a 60°C.

e Broyer la dans un mortier le solide récupeéré.

e Recuit a 650°C pendant 3h.

1.2. Variation du moment d’ajout du sel de calcium

Solution 1 : 20 mL EtOHaps + 2,34 mL TEOS

Solution 2 : 17,5 mL EtOHups + 11,7 mL H,0 + 1,12 mL NH4OH (28%)

e Mettre sous agitation Sol 1 et Sol 2.

e 30 min plus tard, ajout de Sol 1 dans Sol 2.
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A différents temps, Hi = 30 min, H> = 1h, .... H7 = 6h, ajout dans le
milieu réactionnel de 0,49 g de Ca(NO3)2.4H20 (préalablement dissous
dans 1 mL d’eau).

Laisser sous agitation le mélange résultant pendant (24 — Hx), avec Hx
= Hi, Ho,

ey

Lavages, séchage et recuit comme dans la section 1.1.

1.3. Variation du ratio Ca/Si initial

Solution 1 : 20 mL EtOHaps + 2,34 mL TEOS

Solution 2 : 17,5 mL EtOHaps + e mL H20 + 1,12 mL NH4OH (28%)

Ratio Ca/Si initial Volume eau distillée Masse.de sel de
(e, mL) calcium (g)
) .
2 .
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Mettre sous agitation Sol 1 et Sol 2.

30 min plus tard, ajout de Sol 1 dans Sol 2.

3h plus tard, ajout de la quantité correspondante de Ca(NO3)2.4H20
dans le milieu réactionnel (cf. tableau ci-dessus)

Laisser sous agitation le mélange résultant pendant 21h.

Lavages, séchage et recuit comme dans la section 1.1.



Annexe 2

2. Essais biologiques

2.1. Procédure d’isolement et de culture des cellules
souches mésenchymateuses (CSM)

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) ont été extraites a partir de
morceaux d’os spongieux métaphysaire prélevés sur la téte fémorale
supérieure de patients lors d’'une arthroplastie totale de la hanche. Avant
I’extraction, les patients ont signé une autorisation permettant l'utilisation
de leurs os a des fins de recherche. Le volume d’os prélevé est fonction du
patient et varie généralement entre 2 et 4 cm3. Les morceaux d’os spongieux
ont ensuite été transportés rapidement au laboratoire de culture cellulaire
dans un tube contenant 5 mL d'une solution tampon de phosphate salin
(PBS) stérile et 100 uL d’héparine a 2%.

Une fois au laboratoire, les os ont subi plusieurs étapes de rincage par
aspiration et refoulement avec du PBS. La solution de rincage filtrée a été
conservée. Aprés avoir découpé les os en petites piéces, ils ont été transférés
dans un tube contenant 0,2 mL de collagénase diluée dans 2 mL de PBS et
4 mL d’un milieu de culture dont la composition est détaillée dans le Tableau
A2.1. Puis, I'ensemble a été incubé dans un bain-marie durant 15 min a
37°C. Ensuite, les morceaux d’os ont été rincés avec 5 mL de PBS contenant
5% de SVF (Sérum de Veau Fétal) et filtrés.

Les différentes solutions de rincages obtenues ont été centrifugées pendant
10 min a 1400 rpm. Le surnageant a été é€liminé et le culot cellulaire,
contenant les CSM et cellules sanguines, a été repris dans 5 mL de PBS.
Apreés comptage sur lame de Malassez, les cellules ont été mises en culture
dans des flasques de 25 cm? a une concentration moyenne de 20.10° cellules
par flasque et placées a 37°C sous atmospheére régulée a 5% de COa.

Apreés 3 jours de culture, les flasques ont été rincées avec 3 mL de PBS afin
d’é¢liminer les cellules sanguines et de conserver les CSM qui ont adhérées a
la surface des flasques. 5 mL de milieu de culture frais ont été ajoutés et le
milieu a été renouvelé 2 fois par semaine.

Lorsque les cellules ont atteint environ 80% de confluence, un repiquage a
été effectué a l'aide de trypsine-EDTA 1X (Trypsine-Ethyléne Diamine Tétra-
Acétique). Aprés un nouveau comptage, une concentration appropriée de
cellules a été mise en culture avec les échantillons pour évaluer leur
cytotoxiciteé.
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Produits Volumes
MEM + Glutamax (Dutscher) 500 mL
Gentamicine sulfate (50 mg/mL Dutscher) 40 uL
Acides aminés non essentiels (100 X 5
mL
Dutscher)
Sodium pyruvate (100 mM Dutscher) S mL
Vitamines (100 X Dutscher) S5 mL
SVF 50 mL

Tableau A2.1 : composition du milieu de culture.

2.2. Test de cytotoxicité

A la fin de la période d’incubation (3 jours et 7 jours) des poudres en
présence des CSM, 100 uL de réactif MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) ont été ajoutés dans les puits. Les plaques de
culture ont été ré-incubées pendant 3h a 37°C sous atmospheére régulée a
5% de CO2. Aprés 3h 'ensemble des puits de culture a été vidé, sans toucher
aux poudres et aux cellules situées au fond des puits. Puis 500 uL de DMSO
(diméthyl sulfoxide) ont été ajoutés dans les puits afin de dissoudre les
cristaux de formazan. Apres 40 min, la solution de DMSO de chaque puits a
été preélevée et transférée dans une nouvelle plaque, en faisant attention a ne
pas prélever les particules. La densité optique (DO) de chaque puits de la
nouvelle plaque a ensuite été mesurée a 570 nm et 690 nm. La différence
entre les valeurs de DO obtenues a ces 2 longueurs d’onde est utilisée pour
obtenir l’'activité mitochondriale des cellules en présence et en absence des
échantillons (Témoin).
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Annexe 3

3. Synthése d’hétérostructures (y-Fe203@Si02-CaO)

3.1. Synthése de nanoparticules de maghémite

Dissoudre 5,73 g de FeCl3,6H20 dans 30 mL de H20

Dissoudre 3,87 g de FeCl2,4H20 dans 6 mL de HCI. Puis mélanger les
2 solutions sous agitation.

Ajouter rapidement 11,4 mL d'une solution aqueuse de NH4OH (28%,
14,8 M) puis laisser sous agitation pendant 30 min.

Retirer le surnageant a I'aide d’'un aimant (décantation magnétique).
Laver 2 fois a I'eau déionisée le floculat obtenu.

Ajouter 4,9 mL de HNOg3 (2 M) et laisser agiter pendant 30 min.
Décantation magnétique.

Ajouter 7,38 g de Fe(NO3)3,9H20 (préalablement dissous dans 12 mL
d’eau) et transvaser la solution résultante dans un ballon de 100 mL.
Porter a reflux pendant 30 min vers 110°C

Laisser refroidir puis transférer le mélange dans un bécher.

Ajouter 27 mL de HNOsz (2 M) puis porter le tout sous ultrasons
pendant 10 min.

Décantation magnétique.

Effectuer 3 lavages a ’acétone.

Disperser les particules dans 30 mL de HNO3 (pH = 2).

Mettre sous ultrasons pendant 10 min.

Effectuer 2 centrifugations (6490 g) pendant 5 min pour retirer les

plus grosses particules et les agglomérats.
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3.2. Fonctionnalisation de la surface des

nanoparticules de maghémite et peptisation

Mettre 0,97 mL de la dispersion de nanoparticules de y-Fe2Os
(73 mg/mL) dans un bécher contenant 15 mL d'une solution aqueuse
d’acide citrique (C = 0,3 M).

Porter sous ultrasons le mélange pendant 5 min et laisser sous
agitation pendant 30 min.

Retirer le surnageant par décantation magnétique

Effectuer 2 lavages a l'acétone afin d’éliminer l’excés de groupements
citrate non adsorbés en surface.

Disperser les nanoparticules fonctionnalisées dans un meélange H2O

(5 mL) + NH4OH (0,5 mL).

3.3. Croissance d’une coquille bioactive

Solution 1 : 100 mL EtOHaps + 6,1 mL TEOS

Solution 2 : 87,5 mL EtOHaps + 58,5 mL H20 + 2 mL NH4OH (28%)

Solution 3 : Dispersion de nanoparticules de y-Fe>O3 fonctionnalisées a

I’acide citrique (voir section 3.2.).
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Sol 1 et Sol 2 sont mis sous agitation.

10 min plus tard, Sol 3 est ajouté a Sol 2

Apres 10 min d’agitation, ajout de Sol 1 au mélange précédent (Sol 2 +
Sol 3)

3h plus tard, ajout dans le milieu réactionnel de 1,9 g de
Ca(NO3)2,4H20 (préalablement dissous dans 1 mL d’eau)

Laisser sous agitation le mélange résultant pendant 21h.
Centrifugation (10 min / 7700 rpm), retrait du surnageant.

Effectuer plusieurs lavages a ’eau déionisée par centrifugation (20 min
/ 7700 rpm) jusqu’a ce que la solution de lavage soit incolore

Sécher le solide récupéré dans une étuve a 60°C.

Broyage de la poudre dans un mortier.

Recuit a 650°C pendant 3h.



Produits chimiques utilisés

Acétone (VWR chemicals)

Acide citrique monohydrate, pureté = 99.5 % (Labogros)
EtOH absolute, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)
Ca(NO3),4H20 (Sigma-Aldrich)

FeCl3,6H20, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)

FeCl2,4H20, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)
Fe(NO3)3,9H20, pureté > 98% (Sigma-Aldrich)

HNOs3 solution, pureté = 65% (Sigma-Aldrich)

NH4OH solution, pureté 28-30% NH3 (Sigma-Aldrich)

NaCl, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)

NaHCOg, pureté 99,7-100,3% (Sigma-Aldrich)
KClI, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)
KoHPO4,3H20, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)
MgCl,,6H20, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)
CaCly, pureté 96% (Sigma-Aldrich)

Na2SO4, pureté = 99% (Sigma-Aldrich)

HCI solution, pureté 32 %wt (Sigma-Aldrich)
Trizma base (Sigma-Aldrich)
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Liste des abréviations

a-TCP : a-Tricalcium phosphate
B-TCP : 3-Tricalcium phosphate
Ca : Calcium
Ca(NOg3)2 : Nitrate de calcium
CME : 2-méthoxyéthanolate de calcium
HAC : Hydroxyapatite carbonatée
HAp : Hydroxyapatite
IUPAC : International Union of Pure and Applied Chemistry
LaBs : Hexaborure de lanthane
PCL : Polycaprolactone
PMMA : Poly(Methyl Methacrylate)
PLLA : Polylactic acid
MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
UHMWPE : Ultra-High Molecular Weight Polyethylene
4585 : Verre bioactif avec 45 %wt de SiO2 et un ratio molaire
CaO:P20s5 = 5:1
58S : Verre bioactif avec 58 %wt en SiO2
898r : I[sotrope du strontium dont le nombre de masse est 89
1538Sm : [sotrope du samarium dont le nombre de masse est 153
A : Constante d’échange
a : Parameétre de maille
A;: Aire de la boucle d’hystérésis
A;j : Intégrale d’échange
CSM : Cellule Souche Mésenchymateuse
C, : Capacité calorifique
D. : Diameétre critique
d : Diameétre d’'une particule
dm : Diameétre moyen des particules
EPR : Enhanced Permeability and Retention
Eg: Energie de barriére
Er: Energie thermique
f : Fréquence du champ magnétique
H : Champ magnétique
Hc : Champ coercitif
H : Amplitude du champ magnétique
ILP : Intrinsic Loss Power
K : Constante d’anisotropie
kg : Constante de Boltzmann
M : Aimantation
M; : Aimantation a saturation
r: Aimantation rémanente
P : Puissance calorifique
PDI : Polydispersity Index



SAR : Specific Absorption Rate

SBF : Simulated Body Fluid

T : Température

Ts: Température de blocage

Tc : Température de Curie

Tn : Température de Néel

V : Volume de la particule

ZFC-FC : Zero Field Cooled - Field Cooled

x : Susceptibilité magnétique

Ty : Temps de relaxation de Néel

7o : Temps intrinséque de retournement de 'aimantation
T, : Temps d’acquisition de la mesure magnétique

Tp : Temps de relaxation de Brown

Tesr - Temps de relaxation effectif

n : Viscosité du milieu

uo : Perméabilité du vide

us : Magnéton de Bohr

o : Largeur de distribution

0,4 : Déviation standard

S;, Sj: Moments de spin portés par des électrons i et j
Xij : Interaction €élémentaire entre les électrons i et j
DDL : Diffusion Dynamique de la Lumiere

DRX : Diffraction des Rayons X

EDS : Energy Dispersive X-rays Spectrometry

FTIR : Fourier Transform Infrared

ICP-AES : Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry
MEB : Microscopie électronique a balayage

MET : Microscopie €électronique a transmission

RMN 29Si: Résonance Magnétique Nucléaire du silicium

nVB+xmin, nVB+xh : Nanoparticules de verre bioactif élaborées aprés
ajout du sel de calcium a un temps x aprées le début de la réaction sol-
gel

SiCa-y : Nanoparticules de verre bioactif, synthése n°y
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Abstract: Most of patients suffering of cancer develop bone metastases
because of the migration of primary tumors cells. Surgical extraction is one
of the commonly used therapies in clinical settings but deteriorates
significantly the patient quality of life. In this context, it is needed to improve
this therapy in order to minimize its side effects. We propose to design a new
kind of multifunctional biomaterial, composed of bioactive glass and iron
oxide nanoparticles to combine the benefits of bone regeneration and
destruction of cancerous cells through magnetic hyperthermia. Indeed, these
particles could be implanted into the cavity originating from the tumor
removal, and the heat produced by the magnetic particles in an alternative
magnetic field would destroy selectively the remaining or resurgent
cancerous cells. Finally, the bioactive glass would induce the bone
regeneration in the cavity. In a first part of this work, the influence of the
synthesis parameters (sol-gel process) on the composition and the textural
properties of bioactive nanoparticles (SiO2-CaO) have been studied. The
impact of their composition on their bioactivity has then been investigated.
In a second part, core/shell nanoparticles composed of maghemite (y-Fe2O3)
and bioactive glass (SiO2-CaO) have been synthesized and characterized. The
good performances in terms of heating power (SAR) and bioactivity of the
y-FeoO3@SiO2-CaO heterostructures pave the way to their use for bone
cancer treatment.

Résumé : La plupart des patients atteints de cancer développent également
des meétastases osseuses dues a la migration des cellules tumorales
primaires. L’extraction de la masse tumorale par une intervention
chirurgicale fait partie des traitements classiques utilisés en milieu clinique,
néanmoins elle détériore considérablement la qualité de vie du patient. Dans
un tel contexte, il est donc nécessaire d’ameéliorer cette thérapie afin de
minimiser les inconvénients qui y sont associés. Nous proposons
I’élaboration dun biomatériau multifonctionnel, constitué de verre bioactif et
de nanoparticules magnétiques en vue de combiner les effets bénéfiques de
la régénération osseuse et de la destruction des cellules cancéreuses par
hyperthermie magnétique. En effet, aprés implantation de ces particules
dans le défaut osseux généré par l'exérése de la masse tumorale, la
production de chaleur sous champ magnétique alternatif pourrait détruire
totalement les cellules cancéreuses restantes ou résurgentes, puis le verre
bioactif induirait la minéralisation osseuse dans la cavité. Dans une
premiére partie, l'influence des parameétres de synthése (voie sol-gel) sur la
composition et les propriétés texturales de nanoparticules bioactives (SiO»-
CaO) a été étudiée. L'impact de la composition sur leur bioactivité a ensuite
été évalué. Dans une deuxiéme partie, des nanoparticules a structure coeur-
coquille composées de maghémite (y-Fe2O3z) et de verre bioactif (SiO2-CaO)
ont été synthétisées et caractérisées.. Les bonnes performances en termes de
pouvoir chauffant (SAR) et de bioactivité des hétérostructures y-Fe2O3@SiO2-
CaO ouvrent la voie pour leur utilisation pour le traitement des métastases
osseuses.
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