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Introduction

Les pathologies osseuses et articulaires d’origine infectieuse, tumorale ou inflammatoire, affectent des
millions de personnes dans le monde. La prise en charge de ces maladies nécessite souvent, en
complément du traitement thérapeutique, une intervention chirurgicale et I'utilisation de dispositifs
meédicaux permanents ou temporaires. En outre, les pertes de substance osseuse d’une taille

importante, conduisent le chirurgien a avoir recours a des substituts osseux pour combler la cavité.

Au cours des 60 dernieres années, trois générations de biomatériaux a usage orthopédique se sont
succédé : les matériaux bioinertes (premiére génération), les matériaux bioactifs (deuxieme
génération), et les matériaux congus pour stimuler les réponses cellulaires et/ou ayant une fonction
thérapeutique (troisieme génération). Lorsque les matériaux synthétiques ont commencé a étre
utilisés, I'exigence principale était de réaliser une combinaison appropriée de leurs propriétés
physiques et mécaniques avec celles du tissu a remplacer, tout en minimisant leur toxicité ainsi que la
réponse immunitaire du receveur. La deuxiéeme génération de biomatériaux, apparue au début des
années 80 a été marquée par le développement de matériaux bioactifs. Ces matériaux s’intégrent
intimement a 'environnement biologique améliorant ainsi la réponse tissulaire : existence d'une bonne
cohésion a l'interface tissus/surface et dégradation progressive, si nécessaire, de l'implant en paralléle
de la néoformation d’un tissu nouveau. La troisieme génération de biomatériaux associe au substitut
0Sseux une composante organique afin de conférer au systéme une fonction thérapeutique
supplémentaire a celle de support a la repousse osseuse (Drug Delivery System) ou pour stimuler

l'activité cellulaire et moléculaire dans I'environnement de I'implant (Ingenierie Tissulaire).

Les matériaux phosphocalciques ont commenceé a étre utilisés dans des applications de comblement
osseux & partir des années 1970. En raison de leur composition chimique analogue a celle de la
phase minérale de l'os, ils sont biocompatibles, c'est-a-dire bien tolérés par les tissus environnants,
bioactifs et biorésorbables. De plus, ces matériaux ont la capacité de permettre la repousse osseuse,
par invasion vasculaire et cellulaire, a partir des berges du tissu hoéte. Cette propriété
d’ostéoconduction est favorisée par la présence d’'un réseau de pores permettant I'invasion du support
par les fluides biologiques, la pénétration des cellules osseuses, la vascularisation, 'oxygénation et la
colonisation osseuse. Ces biocéramiques phosphocalciques poreuses sont également d’excellents
candidats pour le développement de systemes combinés intégrant des agents thérapeutiques pour le
traitement de pathologies osseuses. Cette association vise a I'administration localisée d’'un principe
actif, afin de réduire les effets secondaires liés a une administration a haute dose par les voies
classiques et d’augmenter l'efficacité thérapeutique par un relargage localisé et continu dans le temps.
Pour répondre aux besoins cliniques, le développement des DDS nécessite une connaissance
approfondie des mécanismes qui gouvernent les propriétés finales du systeme. Il est également
nécessaire de développer les outils pour une caractérisation la plus compléte possible, de maniére a

proposer un systeme de délivrance contrdlée, adaptée et efficace.

Le travail présenté ici, a pour objectif d’étudier un DDS composé de sphéroides phosphocalciques
poreux en combinaison avec de l'ibuproféne. La forme sphérique des supports, ainsi que leur porosité
inter et intra granulaire, leur conferent des propriétés adéquates pour le comblement de cavités

osseuses de forme complexe. L’agent anti-inflammatoire associé permet de proposer ce DDS pour
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Introduction

améliorer le traitement de pathologies inflammatoires, par la libération in situ de libuproféne. Les
sphéroides poreux ont été fabriqués par granulation humide a haut cisaillement, en utilisant deux
phosphates de calcium au comportement biologique différent, I'hydroxyapatite et le phosphate
tricalcique beta. Dans un premier temps, en raison de leur incidence directe sur les quantités
chargées et sur les cinétiques de libération de la molécule active, les mécanismes d’interaction entre
libuprofene et les sphéroides ont été étudiés. Ensuite, I'influence de la texture des supports et des
conditions de chargement sur I'adsorption de I'ibuproféne a été évaluée. Enfin, une caractérisation

approfondie des supports chargés a été mise en ceuvre.

Ce travail de thése, effectué au sein du laboratoire Science des Procédés Céramiques et de
Traitements de Surface (SPCTS UMR CNRS 7315), soutenu financiérement sous la forme d’'une
bourse d’étude par la Région Limousin, s’inscrit dans la thématique « Biocéramiques, applications
thérapeutiques et ingénierie tissulaire ».

La majeure partie de ce travail est présentée sous forme de publications précédées d’une synthése de

leur contenu, rédigée en francais.

14



15



16



Chapitre |

Synthese bibliographique
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La synthése bibliographique de ce travail est organisée en trois parties principales. Aprés avoir
présenté le tissu osseux, les substituts synthétiques ainsi que leurs modes d’élaboration seront
brievement décrits. Un paragraphe sera ensuite consacré aux pathologies osseuses. Puis, les
applications des substituts précédemment décrits en tant que « Drug Delivery System », pour une
libération localisée et contrblée de molécules actives, seront ensuite exposées. Une attention
particuliere sera apportée a la mise en lumiére des parameétres susceptibles d’affecter leurs

caractéristiques thérapeutiques (quantité de molécule active adsorbée et cinétiques de libération).

[-1- L’os et le tissu osseux

Les réles de protection, de locomotion et de mastication sont essentiellement assurés par les tissus
durs du corps humain, c'est-a-dire les os et les dents. La forme, la taille et la structure d’'un os sont
conditionnées par la fonction qu'il occupe au sein du corps humain. Les os des c6tes protégent le
cceur et les poumons, ceux de la vol(te cranienne le cerveau et d’autres assurent la locomotion en
constituant des points d’attache pour les muscles et les tendons. A I'échelle cellulaire, I'os est un site
de protection et de production pour les moelles osseuses rouge et jaune, respectivement impliquées
dans la formation des cellules sanguines et le stockage des tissus adipeux. Enfin, le tissu osseux est
un réservoir en sels minéraux. Il contient 99% du calcium et 85% du phosphore total de I'organisme et
est utilisé par le systéeme endocrinien pour réguler les taux de calcium et de phosphore dans la

circulation des fluides biologiques [Athanasiou'00-Barrére'08-Shea'05].

I-1-1- Constitution de I'os

L’'os est constitué de deux parties distinctes : la partie périphérique et la partie centrale. La partie
centrale ou os spongieux, est constituée d’un tissu riche en cellules conjonctives adipeuses et en
éléments sanguins (figure 1-1). En fonction des facteurs génétiques, métaboliques et de la fonction
méme de l'os, la porosité de I'os spongieux est comprise entre 75 et 95 % et sa densité est de I'ordre
de 0,2 g.cm"e’. La partie périphériqgue ou os compact, est plus dure et plus dense. Sa porosité varie
entre 5 et 30 % et sa densité est d’environ 1,8 g.cm'3 [Shea'05]. D’'un point de vue organisation, I'os
est constitué d’'une matrice extracellulaire composée d’'une phase organique et d’'une phase minérale,

et de cellules, principalement les ostéoblastes et les ostéoclastes.
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Canal central de Havers
Os spongieux

Moelle osseuse

| _Ostéoblaste

Périoste

Artére

/ T~ ,/
;' ;v Os compact
\ ™~ Nerf

Lamelle osseuse

Ostéoclastes

Figure 1-1- Schéma en coupe d'un os long

La partie organique, ou substance intercellulaire, est essentiellement composée de collagene de type
I. Représentant environ 90 % du poids de la matrice organique de l'os sec, le collagéne est une
glycoprotéine fibreuse, rigide, en forme de tresse a trois brins, il confére a I'os sa flexibilité. La phase
organique de l'os contient également diverses protéines non collagéniques telles que des
glycoprotéines (ostéonectine, ostéopontine, sialoprotéine, fibronectine), des protéines contenant des
résidus d’acide glutamique carboxylé (ostéocalcine), des phosphoprotéines, des phospholipides, des

protéoglycanes ou encore des facteurs de croissance [Gelse'03].

La composition chimique de la partie minérale de la matrice osseuse est complexe et dépend de la
nature de l'os (compact, spongieux) ainsi que de l'dge, de l'alimentation et du sexe de l'individu.
Cependant, il est admis que c'est une apatite carbonatée mal cristallisée proche d'une hydroxyapatite
partiellement substituée par des ions comme COz;*, HPO, ou encore Na', Mg®*, K*, CI, F et
contenant de nombreux éléments traces (Sr**, Pb*, zn®*, Cu®, Fe*...). En ne prenant en
considération que les éléments majoritaires, le minéral osseux peut étre représenté par une apatite

déficiente en calcium et substituée, de formule générale [Legros’84] :
Ca8'3:1’7(PO4)413(C03,HPO4)1’7(OH)0’3D117 avec [=lacune

Les cristaux d’hydroxyapatite ont une forme de plaquette de 20 & 1100 A de long et sont alignés
parallélement aux fibres de collagéne (figure 1-2). La faible taille de ces cristaux et leur nombre
conferent a la partie minérale de I'os naturel une grande surface spécifique (environ 100 mz.g'l). Cette
derniére couplée a la présence de lacunes dans la structure des cristaux d’hydroxyapatite crée une
interface tres favorable aux échanges ioniques avec les fluides biologiques sursaturés en ions
[Cazalbou'04].

Les ostéoclastes sont issus des cellules souches hématopoiétiques. Ces cellules géantes de 100 um
de diamétre et multinucléées se trouvent au contact de la matrice osseuse minéralisée. En sécrétant
des enzymes lysosomiales et des acides, elles sont responsables de la résorption osseuse. Grace a
leur structure polaire, les ostéoclastes s’attachent a la partie minérale de I'os créant une zone

circulaire d’adhésion sous laquelle la résorption osseuse a lieu (figure 1-2). La cavité osseuse s’élargit
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de 7 a 9 um par jour et progresse dans un sens déterminé notamment par les contraints mécaniques

a la vitesse de 40 a 50 um par jour, réalisant ainsi une structure tunnellaire dans l'os

[Kartsogiannis'04-Teitelbaum'00].

Les ostéoblastes ou cellules formatrices de I'os sont des cellules souches non spécialisées issues du
mésenchyme. De maniere générale, les ostéoblastes comblent les lacunes créées par les
ostéoclastes en apposant une nouvelle matrice collagénique. Cette matrice non minéralisée ou
ostéoide sera ensuite minéralisée a la jonction entre le tissu ostéoide et le tissu minéralisé [Annaz'04-
Kartsogiannis'04]. En fonction de leurs activités et de I'étape de différenciation cellulaire, ces cellules
se répartissent en trois catégories principales. Les ostéoblastes actifs, cellules cuboides de 20 um de
diamétre et mononuclées, se caractérisent par une forte activité cellulaire : sécrétion d’enzymes
(phosphatase alcaline principalement), synthése et sécrétion du collagéne de type 1, des
glycoprotéines et des facteurs de croissance de la matrice minérale de l'os. Les ostéoblastes matures
ou ostéocytes, cellules fusiformes et aplaties, au noyau condensé et central, sont responsables de
I'équilibre du calcium, de la formation de I'os et du maintien de la matrice osseuse. Les ostéoblastes
épithéliaux ou ostéoblastes inactifs ont une activité métabolique trés réduite et forment une couche de

cellules a la surface de l'os.

Ostéoblastes ;
ostéoclastes

T -

Pstiogyles Apatite

Collageéne

Figure I-2- La structure moléculaire et cellulaire simplifiée de I'os [Woodfield'02].

I-1-2- Le remodelage osseux

L'os est en renouvellement permanent grace a I'action conjointe des ostéoclastes et des ostéoblastes.
Le remodelage osseux est donc un processus physiologique permettant un renouvellement continu de
la matrice osseuse. Ce processus est une unité fonctionnelle et mobile qui progresse dans le tissu
osseux en faisant intervenir les ostéoclastes puis les ostéoblastes. Le cycle de remodelage osseux
(figure 1-3) commence par une phase dite d’activation pendant laquelle les ostéoclastes actifs se
placent le long de la surface osseuse recouverte de cellules bordantes, fusionnent et initient la
résorption de I'os ancien. Puis les ostéoclastes endocytent les tissus osseux creusant des lacunes de
résorption. Les ostéoclastes ayant terminé la formation des lacunes, la phase d’interversion
commence. Au cours de cette phase, les ostéoclastes subissent une apoptose et sont remplacés par
les ostéoblastes. Les ostéoblastes actifs vont combler les cavités en synthétisant une trame protéique

(ostéoides) au fond des lacunes. Cette trame protéique fixe les éléments calcium et phosphore sous
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forme d’ions calcium et groupements orthophosphate. Ces ions vont ensuite interagir et former un
complexe phosphocalcique qui sera éliminé vers la matrice pré-osseuse sous forme de cristaux

d’apatite biologique et déposé au niveau des fibres de collagéne [Doblaré’04].

Apoptose
\
. g )
Cellules bordantes
- . o Ostéocytes
Pré-ostéoclaste / =
Quiescence \ Ostéoblastes

200 09 oo Y
<D P o) =)
A ==}
Activation Formation

|

Ostéoclaste o [
Apoptose Pre-ostéoblaste ©
- = === - o

(== [==3
Différenciation \ / Recrutement
osteoclastique =) o t;}ed‘lf:f}ﬁ;llzgf)ll?“slkgl

f=) - -
Résorption

Figure 1-3- lllustration du cycle de remodelage osseux [Marie’01]

[-2- Les substituts osseux

Suite a des lésions tissulaires, 'os peut se régénérer. Cependant, cette réparation spontanée n’est
possible que dans le cas de défauts de petite taille, dite « non-critique ». Les fractures, dues a une
chute ou a un accident, l'ostéoporose, les fragilités osseuses constitutionnelles ou encore la résection
de tumeurs, de kystes ou de foyers infectieux, sont a l'origine de pertes de substances osseuses
conséquentes. La régénération spontanée de l'os est, dans ces cas, insuffisante. Il est alors
nécessaire de combler la cavité par un substitut osseux afin d’apporter un soutien mécanique a la
zone traumatisée et fournir une surface favorisant la cicatrisation [Szpalski'02]. Les stratégies
actuelles de reconstruction et de comblement des cavités osseuses consistent a employer des greffes

ou bien des matériaux naturels ou synthétiques.

I-2-1- Les greffes osseuses

La technique usuelle pour le traitement des déficiences osseuses est I'utilisation de greffes d’os

spongieux provenant soit du patient lui-méme (autogreffe) soit d’'un donneur (allogreffe).

Les autogreffes présentent des propriétés ostéoconductrices et ostéogéniques optimales, n’induisent
pas de réponse immunitaire néfaste et diminuent les risques de transmission de maladies
infectieuses. Bien qu’optimales pour la reconstruction osseuse, elles nécessitent un prélevement du

greffon ce qui provoque une douleur et une morbidité importantes méme avec les nouvelles
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techniques de préléevement. Enfin, les quantités disponibles ne permettent pas le comblement de

défects osseux importants.

Les allogreffes, quant a elles, sont disponibles en plus grande quantité. Une étape préalable de
congélation ou de lyophilisation du greffon réduit la réponse immunitaire du receveur apres
implantation. Cependant, bien que les procédures de prélévement et de traitement des allogreffes
aient permis de limiter les transmissions de maladies, les risques ne sont pas totalement éliminés. Les
allogreffes présentent des qualités ostéoconductrices permettant la repousse osseuse mais leurs
propriétés ostéoinductrices sont trés limitées. Des matrices osseuses déminéralisées élaborées a
partir d’allogreffes ont été développées. En leur associant par la suite des protéines non
collagéniques, des facteurs de croissance et du collagene, elles ont conduit a un matériau présentant
des propriétés ostéoinductrices intéressantes. Cependant cet os déminéralisé ne parvient pas a étre

un support favorable a la reconstruction osseuse [Betz'02-Boyce'99].

Face a toutes ces difficultés et limites, l'utilisation de matériaux synthétiques, dits biomatériaux, s’est
développée pour le traitement des défects osseux. Ces matériaux sont biocompatibles et peuvent étre
d’origine organique (polyméres), minérale (métaux et céramiques) ou organo-minérale (composites).
Le choix de I'implant et de ses propriétés chimiques, mécaniques et biologiques est dicté par les
criteres orthopédiques. Depuis la fin des années 80, de nombreuses équipes de chercheurs se sont
intéressées a la grande famille des phosphates de calcium [De Groot'87]. Ces composés, dont les
compositions sont proches de la phase minérale de l'os, présentent un intérét certain en chirurgie

dentaire et orthopédique et plus particulierement en comblement osseux.

I-2-2- Les phosphates de calcium

L’élaboration d'un substitut osseux doit prendre en compte deux critéres généraux : la composition
chimique et la présentation physique. La composition des phosphates de calcium est semblable a
celle du minéral osseux, ce qui leur confére des propriétés telles que la bioactivité (interaction avec les
tissus environnants conduisant a une liaison directe et forte et a une accélération des processus de
cicatrisation tissulaire), la biorésorbabilité (résorption et remplacement du matériau par un tissu vivant)
et l'ostéoconduction [LeGeros'02]. L’'ostéoconduction est la propriété passive d’'un matériau a
promouvoir la repousse osseuse, par invasion vasculaire et cellulaire, a partir des berges du tissu
héte. L'os vient se déposer a la surface du matériau ; sa croissance se fait alors par épitaxie a la

surface de l'implant.

1-2-2-1- Présentation générale

Les sels de calcium de l'acide orthophosphorique (HsPO,) présentent diverses compositions
chimiques et des structures cristallines trés variées. La majorité des orthophosphates de calcium

résultent de la neutralisation des différentes acidités de I'acide orthophosphorique (HsPO,) par 'oxyde
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de calcium (CaO). Ces sels présentent des compositions chimiques et des structures cristallines trés
variées (tableau I-1). Les propriétés chimiques et biologiques des phosphates de calcium sont
fortement influencées par leur composition, c'est-a-dire par leur rapport molaire Ca/P et par leur
structure. Malgré les différences existant entre vitesse et mécanismes de résorption in vivo et in vitro,
des essais en milieu aqueux permettent de comparer les solubilités des différents phosphates de
calcium. De maniére générale, la solubilité augmente lorsque le rapport molaire Ca/P du composé
diminue (tableau 1-2).

Orthophosphates de calcium Abréviation Formule chimique Rapport Ca/P
Phosphate monocalcique 0,50
anhydre MCPA Ca(H,POy),
monohydraté MCPM Ca(H,P0Oy),,H,0
Phosphate dicalcique 1,00
anhydre (monétite) DCPA CaHPO,
dihydraté (brushite) DCPD CaHPO,,2H,0
Phosphate octocalcique 1,33
triclinique OCPt Cag(POy4)4(HPO,),,5H,0
apatitique OCPa Cag(HPO,)25(PO4)35(0OH)o 5
amorphe OCPam Cag(PO4)4(HPO,),,nH,O
Phosphate tricalcique 1,50
aoup TCP(a,B) Caz(POy),
apatitique TCPa Cag(PO4)s(HPO,4)(OH)
amorphe ACP Cag(P0Oy)s,nH,O
Hydroxyapatite phosphocalcique
stoechiométrique HAP Cayp(P0O,4)s(OH), 1,67
Phosphate tétracalcique TTCP Cay(P0O,),0 2,00

Tableau I-1- Les différents orthophosphates de calcium
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Rapport Ca/P Composé Solubilité & 25°C (-log(Ks)) SO'Ub(iéiff_l*‘i‘ 25°C

05 Ca(H,PO,),,H,0 1,14 ~ 18
Ca(H,PO,), 1,14 ~17

1,0 CaHPO,,2H,0 6,59 ~ 0,088

CaHPO, 6,90 ~ 0,048

1,33 Cag(HPOL)2(PO4)s,5H,0 96,6 ~0,0081

1,5 a-Cag(PO,), 25,5 ~0,0025

B-Cas(PO.), 28,9 ~0,0005

15167 Cayox(HPO4)x(PO4)6.<(OH)2x 851 - 0,0094

(0O<x<1)

1,67 Cao(PO4)s(OH), 116,8 ~0,0003

1,67 Cayo(POu)sF 120,0 ~0,0002

2,0 Cay(PO,);0 38-44 ~0,0007

Tableau I-2- Solubilités des différents orthophosphates de calcium en milieu aqueux et a

25°C, en fonction de leurs rapports Ca/P [Dorozhkin'07]

1-2-2-2- L’hydroxyapatite phosphocalcique et le phosphate tricalcique béta

a- Données cristallographiques et propriétés

L’hydroxyapatite phosphocalcique Ca;o(PO4)s(OH), notée HA, fait partie de la famille des « apatites ».
Les apatites présentent la forme générique suivante : Mo(XO4)sZ,, OU M est un cation métallique
divalent (Ca®*, Cd®*, Pb**, Ba®", Sr**,...), XO, un groupement anionique trivalent (PO,%, AsO,>, VO,*
,...) et Z un anion ou un groupement anionique monovalent (OH’, F, CI,...). Ces composés
cristallisent selon une structure hexagonale et acceptent un grand nombre de substitutions. Les
parametres de maille de I'hydroxyapatite stoechiométrique, dans le systeme hexagonal, sont :
a=b=9418 A c=6.884 A, o.=y=90° B = 120° (figure I-4). Sa densité théorique est de 3,16 g.cm™
[Kay'64].

Le phosphate tricalcique béta B-Caz(PO,),, noté B-TCP ou whitlockite cristallise, lui, dans le systéme

rhomboédrique avec pour paramétres de maille a = 10,429 A et ¢ = 37,38 A [Yashima'03b] (figure I-5).

25



Chapitre |

@ OH

Q O Og

(_\,l«—. L ) u L. o NS @ca

D, A 2
e o0 :O 2 cdl b-axis
PP _ Q <5 3 A column —

) o Figure 1-5- (a) Configuration des colonnes A et B et (b)
Figure I-4- Projections de la structure de ) )
arrangement de ces colonnes au sein de la maille de (3-

I'nydroxyapatite sur le plan (001) [Kay'64
Y yap plan (001) [Kay'64] TCP [Nakashima'06]

Les solubilités respectives de I'hydroxyapatite et du phosphate tricalcique beta sont trés éloignées,

induisant des comportements biologiques trés différents.

L’hydroxyapatite stoechiométrique présente un trés faible produit de solubilité dans leau -
log(Ks) = 116,8 & 25°C, correspondant & une solubilité (S) de 3x10™ g.L™ (tableau I-2) ce qui en fait le
compose le plus stable et le moins soluble du systéeme Ca(OH),-H3;PO,4-H,0. De ce fait, la plupart des
phosphates de calcium de rapport molaire Ca/P inférieur a 1,667 évolue en solution et dans des
conditions de température et de pH bien définies vers 'hydroxyapatite [LeGeros'91]. L’hydroxyapatite
biologique est une apatite sous-stcechiométrique, mal cristallisée et carbonatée. Ces imperfections
cristallographiques induisent une solubilité plus élevée que celle de 'HA stcechiométrique [Hench'98].
Néanmoins, I'hydroxyapatite stcechiométrique présente une excellente capacité de liaison avec le
tissu osseux ce qui en fait un matériau bioactif. De plus, elle est ostéoconductrice : la repousse et la

colonisation osseuses sont favorisées a son contact.

A cause de la forte solubilité du B-TCP (-log(Ks) = 28,9) [Dorozhkin'07], les implants réalisés a partir
de ce phosphate de calcium subissent une importante attaque par l'organisme. lls sont dits
biorésorbables. Les lacunes induites par la dissolution du matériau et la phagocytose des grains par
les cellules multinucléées permettent une pénétration croissante des fluides au sein du matériau. Les
pores ainsi créés permettent a la matrice extracellulaire calcifiante de s’insérer dans la microstructure.
En raison de cette dissolution rapide, ils ne sont pas considérés comme des implants durables. lls
sont donc utilisés comme supports pour I'élaboration de structures implantables biodégradables ou la

libération contrdlée de principes actifs [Klein'85].
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b- Synthése

Les phosphates de calcium peuvent peut étre synthétisés par voie séche ou par voie humide. La
pureté, la morphologie ainsi que le degré de cristallinité des produits obtenus différent selon la

méthode employée.

La voie seche consiste en des réactions solides/solides réalisées a haute température ou par
broyage. Les poudres obtenues par réaction a hautes températures (T > 1000°C) présentent des
hétérogénéités de compositions, de formes et de tailles. Le contrble de la composition chimique aprés
calcination nécessite souvent une correction par ajout d’'un des réactifs suivi d’'un nouveau cycle
thermique. C’est une méthode de préparation colteuse en énergie, peu reproductible et limitée a de
trés petites quantités de produit [Famery'94]. La préparation de poudre d’'HA, par exemple, par
broyage ou mécanosynthése [Silva'03], permet de diminuer la taille des particules des réactifs et
d’augmenter leurs surfaces spécifiques. La formation de I'hydroxyapatite est alors due a l'interaction
des particules entre elles. Cette méthode est moins colteuse en énergie mais reste lente (temps de
broyage de plusieurs heures) et présente des risques de pollution de la poudre (alumine ou zircone

issue des billes de broyage).

Les syntheéses en voie humide consistent a mettre en contact en milieu liquide des précurseurs des
éléments calcium et phosphore, a température et pH controlés. Parmi les méthodes employées on
trouve : la synthése par neutralisation de 'acide phosphorique [Trombe’72], la synthése par double
décomposition [Jarcho'76], la synthése hydrothermale [Liu'03] ou encore des procédés sol-gel [Liu'01].
Ces méthodes conduisent a des précipités qui sont séchés, le gateau obtenu est ensuite broyé et la
poudre séche calcinée si besoin.

Les synthéses d'hydroxyapatite stoechiométrique (Ca/P = 10/6) en milieu aqueux peuvent conduire a
des composés non-steechiométriques suite a lintroduction dans le réseau cristallin d'ions

% ou carbonates CO5”. Le produit de synthése présentera alors un léger

hydrogénophosphates HPO,
écart par rapport au rapport molaire de I'HA stoechiométrique : ce sera soit une HA déficitaire en
calcium (Ca/P < 10/6), soit une HA avec un exces de calcium (Ca/P > 10/6) [Raynaud'02]. Apres
calcination, 'HA déficitaire en calcium conduira & un mélange HA/B-TCP et I'HA présentant un exces
de calcium conduira a un mélange HA/CaO. En revanche, le B-TCP (Ca/P = 3/2) ne peut pas étre
obtenu directement par précipitation en voie humide. Le produit obtenu est un phosphate tricalcique
apatitique de formule Cag(PO,)s(HPO,4)(OH),nH,O. Néanmoins, la synthése du TCP apatitique, qui est
en fait une HA déficitaire en calcium de type Caig4(PO.)sx(HPO4)x(OH),.« avec x=1, est envisageable
par un mode de synthése classiquement utilisé pour 'HA stcechiométrique. Ce n’est qu'aprés un
traitement thermique au-dessus de 700°C qu'’il y aura formation du phosphate tricalcique anhydre
cristallisé Caz(PO,), par condensation des ions hydrogénophosphates [Heughebaert'77-
Destainville'03b]. Comme dans le cas de I'hydroxyapatite, un faible écart par rapport a la valeur
Ca/P = 3/2 engendrera l'apparition d’une phase secondaire lors d’'un traitement thermique. Si le
rapport Ca/P est supérieur a 3/2, la phase secondaire sera de I'hydroxyapatite, s’il lui est inférieur ce

sera du pyrophosphate de calcium Ca,P,0; (CPP) [Destainville'03a].
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La figure 1-6, présente la composition chimique de poudres de phosphate de calcium de rapport
molaire Ca/P variable en distinguant les résultats d’analyses de composition sur poudre brute de
synthése par précipitation et aprés calcination a 1000°C pendant 15 heures (traitement thermique
correspondant a la norme utilisée pour la caractérisation des phosphates de calcium dans ce systéeme
[Afnor’08]).

Apatites déficitaires en calcium
Cagpy (PO (HPO)(OH)y; ¢

TCP apatitique
+
CaHPO,

TCP apatitiqus Hydroxyapatite
| cmﬂﬂnawomang Ca,,(PO,)(O
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1
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Figure 1-6- Composition chimique de poudres de phosphate de calcium de rapport molaire

Ca/P variable, brutes de synthése par voie aqueuse et aprés calcination [Destinville’06]

1-2-2-3- Applications en comblement osseux

Les propriétés intrinséques d’'un substitut osseux ne sont pas les seuls critéres influencant la
reconstruction osseuse. En effet, les propriétés telles que la biocompatibilité, la bioactivité et la
biorésorbabilité sont conditionnées par la composition chimique du matériau mais aussi par sa forme
et sa structure. L’ostéointégration des matériaux de comblement est fortement liée a la présence d’un
réseau de pores interconnectés qui favorisent la colonisation cellulaire. Plus précisément, la structure
physique d’un substitut osseux nécessite la présence de deux types de porosité ayant une influence

distincte sur les processus biologiques se déroulant au contact de I'implant :

e la microporosité (diamétre de pores < 10 ym) intervient dans les phénoménes d’échange
ionique avec les fluides biologiques,

e la macroporosité (diametre de pores = 100 uym) est un facteur déterminant pour l'invasion
vasculaire et la colonisation cellulaire [Habraken'07-LeGeros'08].

Afin de répondre au mieux a ces critéeres, les matériaux phosphocalciques de comblement sont

fabriqués sous trois formes principales : les ciments, les blocs poreux et les granules (figure 1-7).
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Figure I-7- Différentes présentations des matériaux de comblement a base de phosphate de calcium

Les ciments phosphocalciques (CPC) sont disponibles sous forme de pates injectables. lls sont
généralement obtenus a partir du mélange d’une phase solide, constituée d’'un ou plusieurs composés
de phosphate de calcium, et d’'une phase liquide, telle que de I'eau pure, une solution acide, basique
ou tamponnée. Les réactifs solides se dissolvent dans le milieu liquide jusqu’a sursaturation de la
solution, puis précipitent sous forme d’un phosphate de calcium moins soluble, I'hydroxyapatite. Les
cristaux néoformés croissent en s’enchevétrant assurant ainsi la cohésion et les propriétés
mécaniques du ciment. Injectés sous forme pateuse, les CPC rendent les actes chirurgicaux trés peu
invasifs et permettent le comblement de cavités osseuses de géomeétries complexes [Bohner'05-
Ginebra'06]. Bien que microporeux, les ciments phosphocalciques ne présentent généralement pas de

macropores, ce qui limite le passage des cellules et donc la repousse osseuse au cceur du substitut.

Les blocs poreux et les grains en phosphate de calcium sont fabriqués par différents procédés
céramiques de mise en forme. Ces procédés sont détaillés en partie 1-3 de ce chapitre. Ils permettent
d’intégrer a la fois des macroporosités et des microporosités au sein du matériau conduisant ainsi a
des structures poreuses en 3 dimensions favorisant la vascularisation et la colonisation osseuse. La
forme prédéfinie et statique des blocs limite leur utilisation au remplissage de cavités osseuses
« larges » et de forme réguliere. Par contre, les cavités osseuses de géométries complexes pourront
étre comblées par des sphéroides poreux de petit diametre (< 1 mm). Dans ce cas, la macroporosité
interconnectée est assurée par les espaces inter-granulaires résultant de I'empilement des objets
dans la cavité a combler, la porosité intra-granulaire des grains assurant, quant a elle, le passage des

fluides biologiques [Chevalier'10-Cunin'00-Descamps'09].

[-3- Méthodes d’élaboration des substituts phosphocalciques poreux

Les procédés les plus fréquemment utilisés dans le domaine des biomatériaux pour générer de la
porosité au sein des céramiques sont basés sur la préparation d’'un mélange de poudre céramique
avec un agent porogéne. Ce mélange est ensuite mis en forme et le réseau de pores est obtenu par

I'élimination du porogene. La préparation du mélange poudre/porogéne est dictée par le choix du
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procédé de mise en forme, celui-ci pouvant se faire soit par moulage, soit par voie solide. Les
porogenes insolubles seront éliminés par traitement thermique et les additifs solubles, e.g. les cristaux

de sel ou les fibres d'alcool polyvinylique, par dissolution [Chevalier'08a] (tableau I-3).

Type de procédé Procédé par moulage Procédé en voie solide
Directe Indirecte
Méthode , ]
(sans frittage) (avec frittage)
Nature du porogéne Gaz Liquide Solide
Voie d'élimination du Chauffage Dissolution
porogéne (Sublimation, évaporation, fusion, calcination) (En cours de procédé, in situ)

Tableau I-3- Procédés de génération de porosité au sein des céramiques [Chevalier'08a]

Le paragraphe suivant est consacré aux méthodes d’élaboration des biocéramiques
phosphocalciques poreuses par moulage et par voie solide, en se concentrant sur les procédés
indirects, c'est-a-dire nécessitant un traitement thermique, et utilisant des porogénes organiques. Ces

procédés permettent d’obtenir un réseau de micropores et de macropores interconnectés.

I-3-1- Les procédés par moulage

L’élaboration des biocéramiques poreuses par moulage consiste premieérement a préparer une
barbotine par dispersion de la poudre céramique dans une phase liquide a laquelle sera ajouté un
agent porogéne. La barbotine est ensuite coulée dans un moule puis, I'ensemble est séché et fritté
afin d’éliminer le porogéne et améliorer les propriétés mécaniques des céramiques.

Selon la nature du porogene utilisé, les procédés par moulage peuvent étre divisés en deux

catégories : les procédés par dispersion et les procédés par mousse.

a- Les procédés par dispersion

Ces procédés consistent a disperser un agent porogéne solide (sous forme de particules) ou liquide
dans une barbotine céramique. La barbotine est ensuite moulée, séchée et frittée [Chevalier'08a-
Studart'06].

Les porogénes solides, comme I'amidon [Lyckfeldt'98-Prabhakaran'07] ou les billes de polymére
(PMMA) [Chen'05a-Chen'05b-Descamps’'09], conduisent a la formation d’'un réseau de macropores
interconnectés via des micropores. La porosité totale, la morphologie et la taille des pores sont
modulables par la quantité et la morphologie des particules porogénes utilisées, cependant
'homogénéité de la répartition des pores est difficile a contréler. Parmi les porogénes liquides on
trouve principalement I'eau qui est éliminée par lyophilisation avant I'étape de frittage. Cette technique

permet également d’obtenir un réseau de macropores interconnectés [Deville'06]. Enfin, d’autres
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procédés utilisent 'immiscibilité de certains liquides pour fabriquer des grains sphériques microporeux
[Bohner'05].

Avec le procédé d’hétérocoagulation, qui consiste a mélanger deux suspensions de charge opposée,
la distribution des pores est plus réguliere. En effet, le mélange de la suspension de sphéres
porogénes (core) a la suspension de nanoparticules de céramique (shell) conduit a la formation d’une
structure « core-shell », c'est-a-dire au dép6t des particules de céramique a la surface du porogene

par interactions électrostatiques [Chotard-Ghodsnia'09].

b- Les procédés par mousse

L’intégration du réseau de pores se fait a partir d’'une mousse. Celle-ci est produite soit au cours de la
préparation de la barbotine par des agents moussants, soit par I'introduction d’'une mousse polymére

(réplication) dans la barbotine.

Dans le cas de I'intégration d’agents moussants dans la barbotine, I'agitation vigoureuse du mélange
conduit a la formation de bulles, stabilisées grace a des agents tensioactifs. Le mélange est ensuite
séché, puis fritté. La porosité totale intégrée par cette méthode dépend de la nature de I'agent
moussant, de la quantité introduite et de la vitesse d’agitation. Le réseau de pores ainsi créé est un
réseau interconnecté de micro- et de macropores sphériques [Jones'03-Lee'03-Sepulveda'99].
L’'imprégnation d’'une mousse organique par une barbotine céramique nécessite, quant a elle, I'ajout
de liants afin de contrdler la viscosité de la barbotine. Ces liants permettent de maintenir la continuité
de la barbotine sur la mousse, de limiter le retrait au séchage et d’éviter I'effondrement de la
céramique pendant le traitement thermique. Les mousses les plus couramment utilisées sont en
cellulose [Fabbri'95-Mastrogiacomo'06] ou en polyuréthane [Herath'05-Sepulveda'99]. Les céramiques
obtenues par ce procédé sont des réplicats des mousses et ont donc un réseau de macropores

interconnectés dont les formes et les tailles dépendent de la forme initiale de la mousse organique.

[-3-2- Les procédés par voie solide

De maniére générale, les procédés en voie solide consistent a mélanger une poudre céramique avec
un agent porogéne lui-méme sous forme de poudre. Le mélange est ensuite mis en forme et traité
thermiquement afin d’éliminer le porogéne et de consolider la piéce par frittage. Ces procédés
conduisent a des objets de formes géométriques simples (pastilles, blocs, granules,...) et peuvent étre
divisés en trois catégories : les procédés par compaction, les procédés par extrusion et les procédés
par granulation. Le procédé de granulation humide ayant été utilisé pour le travail présenté ici, il sera

plus particuliérement développé.
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a- Les procédés par compaction

Dans ce premier cas, le mélange poudre/porogéne est mis en forme a I'aide d’'une presse uniaxiale ou
isostatique, a température ambiante ou a haute température, avant de subir le traitement thermique
qui permettra d’éliminer le porogéne et de consolider la céramique obtenue [Chevalier'08a]. Les
agents porogenes utilisés sont principalement de nature organique : naphtaléene [Bouler'96-
Tancret'06], saccharose [Wang'05], poly(methylmetacrylate) (PMMA) [Uchida'84-Zhang'07], dextrine
[Zeng'07], acide stéarique [Zhang'07] ou encore de la cire [Prado Da Silva'02]. La taille et la
morphologie des macropores ainsi obtenus sont proches de la taille et de la morphologie de I'agent
porogéne, et leur densité est modulée par la quantité de porogéne utilisé. Ces macropores sont

interconnectés via les micropores induits par le traitement thermique [Chevalier'08al].

b- Les procédés par extrusion

Une pate constituée du mélange poudre céramique/porogéne additionnée d'un liant est extrudée
préalablement au traitement thermique. Les porogenes utilisés dans ce procédé sont de nature
organique (nylon [Isobe'06a], polyvinyle de butyral (PVB) [Krajewski'00], polyvinyle acétate (PVAC)
[Isobe'07]) ou inorganique (carbone [Isobe'06b]). Il est impératif qu’ils soient sous forme de fibres
(fibres de Nylon ou de carbone) ou qu’il s’agisse de polyméres déformables (PVB ou PVAC) afin de
pouvoir s’orienter ou de se déformer dans le sens de I'extrusion. De ce fait, le réseau de pores obtenu
est constitué de cylindres uniformes, de taille identique, orientés uni-directionnellement et

interconnectés par des micropores [Chevalier'08a].

c- Les procédés par granulation

Le procédé de granulation est une méthode traditionnellement utilisée dans [lindustrie
pharmaceutique, I'agroalimentaire et la détergence. Dans son usage classique, ce procédé est
destiné a améliorer les propriétés d’'un mélange de poudres, par assemblage des particules primaires
en agglomérats. Le but est d’augmenter la masse volumique apparente, d’assurer 'homogénéité des
mélanges, de garantir la manipulation des produits formés et d’améliorer certaines propriétés du
mélange telles que l'augmentation de I'aptitude a la compression des grains [Knight'0l]. La

granulation est réalisée soit par voie séche, soit par voie humide.

La granulation en voie séche, consiste au compactage de la poudre inorganique avec un liant
organique, puis au broyage/concassage des agrégats formés par I'application d'une force mécanique
durant la compaction. Enfin un tamisage/calibrage permet d’homogénéiser la distribution

granulométrique des agglomérats [Lerk'74].

La formation des grains par granulation en voie humide se produit, quant a elle, par I'addition d’un
liquide sur le mélange de poudre. Un liant permettant la cohésion des grains par la création de
liaisons physiques ou chimiques, est introduit sous forme dispersée ou dissout dans le liquide de

granulation [Chevalier'09].
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La granulation humide est traditionnellement décrite comme la combinaison de trois étapes: mouillage
et nucléation, croissance et consolidation, attrition et rupture (figure 1-8). La premiére étape de la
formation des grains (mouillage et nucléation), déterminante pour I'ensemble du processus de
granulation, est générée par I'addition du liquide de mouillage au matériau sec et a sa distribution. La
qualité du mouillage dépend de la répartition du liant solide dans le mélange de poudre ou de la
dispersion de la solution liante, qui dépend elle-méme des caractéristiques physicochimiques des
matiéres premiéres, des propriétés rhéologiques de la solution liante et des modalités d’incorporation
du liant. La deuxieme étape qu'est la croissance des grains débute lorsque les nucléi, sous l'effet des
collisions, s’assemblent. Si tous les agglomérats contiennent une quantité identique de liant, leurs
propriétés physiques sont identiques et la distribution granulométrique est étroite. En revanche, si le
liant est dispersé de facon aléatoire au sein du mélange de poudres, certains nucléi sont plus saturés
que d’autres et leur croissance devient préférentielle. Enfin, la granulation est le résultat de la
compétition entre la croissance des agglomérats et leur rupture sous leffet des conditions
mécaniques. La cassure des grains humides dans le granulateur peut étre un moyen de contrdler la
granulométrie des grains, notamment dans le cas des granulateurs a haut cisaillement [Iveson'98]. A
lissue de I'étape de granulation, une sphéronisation consistant a maintenir l'agitation aprés l'ajout
complet du liquide de mouillage, peut étre mise en ceuvre afin de conférer aux grains une forme

sphérique [Chevalier'09].

Mouillage et nucléation

Croissance et consolidation

8
S o B

Attrition et rupture
. o . ’ L]
B By
B £,
& .
Figure 1-8- Représentation schématique des différents stades de la granulation [lveson'98]

La granulation humide peut étre réalisée selon des procédés multiphasiques, pour lesquels mélange,

granulation et séchage sont effectués dans des appareils différents [Bock'0l-Faure'99], ou

33



Chapitre |

monophasiques (single pot) combinant toutes les étapes dans un méme appareil [Duschler'95-
Stahl'00].

En résumé, les céramiques phosphocalciques poreuses constituent une catégorie de substituts
osseux largement utilisée. Leurs propriétés biologiques sont modulées par leurs compositions, leurs
structures et leurs solubilités. Elles peuvent se présenter sous différentes formes, leurs propriétés

macro- et microstructurales dépendant des procédés d’élaboration utilisés.

I-4- Le traitement localisé des pathologies osseuses par des substituts

fonctionnalisés

Les biomatériaux de substitution osseuse sont de plus en plus associés a des molécules actives afin
de conférer au matériau de comblement une fonction thérapeutique supplémentaire. Cette forme
galénique apparait comme un dispositif d'administration localisée, continue et contrélée, d'un principe
actif [Vallet-Regi'06]. Le systéme de délivrance d’'une molécule active est également connu sous le

nom de « Drug Delivery System » ou « DDS ».

L’intérét de la libération locale d’'une molécule active provient du faible taux de vascularisation autour
du tissu osseux traumatisé. Ce probléeme peut provenir du traumatisme initial (Iésion importante des
artéres nourricieres ou métaphysaires) ou de l'acte chirurgical (lésions iatrogenes). Les voies
classiques d’administration d’un principe actif (voies orale ou parentérale) véhiculent le médicament
par le sang en le diffusant dans I'ensemble du corps. Or, lorsque la cible est le tissu osseux, une
augmentation des doses est nécessaire pour que la concentration du principe actif soit suffisante dans
la zone exigeant le traitement, ce qui peut engendrer une toxicité systémique du principe actif [Wu'06].
En revanche, un DDS permet d’administrer la molécule thérapeutique d’'une maniere localisée et la
dose nécessaire est présente majoritairement dans la zone a traiter. Ainsi, ce type d’administration
permet de limiter les effets secondaires de la molécule active. La cinétique de libération est
déterminée par la dissolution du principe actif dans les fluides biologiques circulant au niveau de

limplant et par la résorption éventuelle de ce dernier [Porter'09].

Les pathologies particulierement visées par ce type de traitement sont les infections et les cancers du
tissu osseux mais également les pathologies musculo-squelettiques qui touchent une population de
plus en plus nombreuse en raison de I'augmentation de la durée de la vie. En effet, en 2005 aux
Etats-Unis par exemple [Wang'08], environ 10 millions de personnes de plus de 50 ans étaient
atteintes d’ostéoporose et 34 millions présentaient une masse osseuse faible (ostéopénie) laissant
présager une fracture vertébrale, de la hanche ou du poignet ; et un adulte américain sur trois était
touché par une arthrite. Les conséquences de ces pathologies sont importantes en termes de
mortalité, de morbidité mais également de colt [Cummings'02] : perte d’autonomie, douleurs,
difficultés fonctionnelles, incidence négative sur le moral, dépenses d’hospitalisation et de soins ...
Tout ceci justifie 'amélioration de la prise en charge thérapeutique avec en outre le développement de

systemes de libération localisée de molécule active au niveau du tissu osseux.
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1-4-1- Infections osseuses

Malgré tous les efforts faits dans le domaine de la prévention des infections, celles-ci demeurent

toujours un réel probleme avec potentiellement de graves conséquences pour le patient atteint.

L’infection des tissus osseux ou ostéomyélite, survient principalement suite a une fracture ouverte
mais elle peut également étre d’origine hématogene. L’infection se fixe sur certaines parties de I'os,
qui peuvent étre en voie de nécrose, et peut étre responsable d’'un retard ou d’une inhibition de la
cicatrisation osseuse. L’infection engendre I'inflammation, intensifie la résorption osseuse et induit une

nécrose supplémentaire de l'os.

L’infection peut également apparaitre aprés limplantation d’'une prothése. Certaines espéces
bactériennes sont capables de s'attacher aux surfaces d'implants et de former une couche protectrice,
dite bio-film, extrémement résistante au systéme immunitaire et aux antibiotiques. Ces bio-films sont

considérés comme la cause principale des infections associées aux dispositifs médicaux.

Quelle que soit l'origine de linfection (hématogéne, post-opératoire, post-traumatique ou de
contiguité), son traitement associe un traitement chirurgical, visant a exciser les zones nécrosées, a
un traitement antibiotique adapté. La pharmacocinétique et la pénétration des antibiotiques dans I'os
sont mal connues chez 'homme et dépendent de chaque molécule. En général, les concentrations
osseuses atteignent 20 a 40% des concentrations sériques (tableau 1-4), mais dans I'os nécrosé,
dépourvu de vascularisation, les concentrations d’antibiotiques ne sont pas détectables. Face aux
voies usuelles d’administration des médicaments qui obligent donc a avoir recours a de fortes doses
d’antibiotiques pour éradiquer les microorganismes pathogénes, les systéemes de délivrance localisée

présentent un réel potentiel thérapeutique.

Comme llustré sur la figure 1-9 [Campoccia’10], la conception d’'un tel systéeme doit prendre en
considération quatre éléments majeurs qui interagissent mutuellement quand le biomatériau chargé
en antibiotique est implanté : la zone d’implantation, la nature du biomatériau, la molécule active et la
bactérie a I'origine de l'infection. Le choix de I'antibiotique associé au biomatériau dépend en premier
lieu du microorganisme a éradiquer, mais également du type de traitement (curatif ou préventif) et de
la compatibilité physique et chimique entre la molécule active et le biomatériau. Le tableau 1-5
récapitule les principaux antibiotiques candidats pour une délivrance locale a partir de biomatériaux

[Campoccia’10].
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Fosfomycine

Famille Molécule (V) Concentration antibiotique
Os/sérum (%)
B-lactamines Pénicillines 10a30
Céphalosporines 10a30
Imipeneme Non précisé mais faible
aztréonam 20
Glycopeptides Vancomycine 10a30
Teicoplamine 10 ou plus

15a20

Aminosides

Tableau I-4- Pénétration osseuse des antibiotiques [Zeller'06], lignes grises : antibiotiqgues & bonne

pénétration osseuse.
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Figure 1-9- Complexité des interactions entre la zone d’'implantation et un biomatériau chargé en

antibiotique [Campoccia’10]
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o Spectre Bactéries o
Antibiotique L i Stabilite a la chaleur
d’activité sensibles

Faible pour plusieurs céphalosporines :
Gram+ et quelques

B-lactamines Etroit diminution de l'activité aprés 1 sem a
Gram-
37°C
. . i Gram+ et quelgques .
Céfazolines Etroit oui
Gram-
Céfuroxime Etendu Gram+ et Gram- oui
Aminoglycosides Gram- et plusieurs .
) Large oui
Gentamycine Gram+
. Gram- et plusieurs .
Tobramycine Large oui
Gram+
Tétracycline Large Gram+ et Gram- oui
Lincosamides Gram+ et Gram- _
. . Moyen o oui
Clindamycine anaérobies
Lincomycine Moyen Gram+ oui
Macrolides Gram+ et quelques _
] Moyen oui
Erythromycine Gram-
. } Gram+ et quelques .
Polymyxine Etroit oui
Gram-
Glycopeptides ) Diminution de 40% de l'activité en 3 sem
. Etroit Gram+ .
Vancomycine a37°C

Tableau I-5- Candidats pour une libération locale a partir de biomatériaux [Campoccia’10]

Bien que représentant une alternative intéressante, ces systémes de délivrance ne sont pas sans
risques et inconvénients [Campoccia’10-Zilberman'08]. En particulier, la diffusion prolongée de
l'antibiotique a une concentration inférieure a la concentration inhibitrice, a lissue de la diffusion
massive initiale, peut favoriser 'émergence de mutants résistants. Par ailleurs, la survenue de
réactions allergiqgues ne peut étre totalement écartée. Ces risques conduisent certains auteurs a
réserver 'emploi de ces systemes de délivrance a des situations cliniques ou la souche bactérienne a
pu étre identifiée avant I'implantation, de maniére a choisir I'antibiotique en fonction de la sensibilité

des bactéries visées [Campoccia’10].

1-4-2 Cancers du tissu 0sseux

Le traitement des cancers du tissu osseux associe généralement une chimiothérapie a I'ablation de la
tumeur osseuse, afin de traiter le tissu en cas de résection insuffisante mais également en vue de
prévenir la dissémination de métastases. Cependant I'efficacité de la chimiothérapie est souvent

limitée par la toxicité des agents anti-cancéreux. Ainsi les doses et les fréquences des traitements
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sont dépendantes de la toxicité de ces molécules sur les tissus hématopoiétiques et sur les

mugqueuses buccales et gastro-intestinales [Lebugle'02].

L’incorporation dans des DDS de molécules telles que le methotrexane [ltokazu'99-Itokazu'98-
Lebugle'02] ou des anti-tumoraux a base de platine [Barroug'02-Netz'01] permettrait d’améliorer
I'efficacité du traitement et de réduire le risque de récidive aprés le curetage de la tumeur, en
maintenant une concentration locale élevée sur une longue période de temps, tout en limitant les
effets secondaires de la chimiothérapie. Dans le cas particulier du méthotrexate, une libération
prolongée est recherchée car les cellules cancéreuses sont plus sensibles a la durée du traitement

qu’a la dose administrée [Lebugle'02].

1-4-3- Pathologies musculo-squelettiques

Le vieillissement de la population entraine une prévalence des pathologies musculo-squelettiques,

dont essentiellement I'ostéoporose et les pathologies inflammatoires.

a- Ostéoporose [Lin'96]
L'ostéoporose est une maladie caractérisée par une fragilité excessive du squelette, due a une
diminution de la masse osseuse et a l'altération de la microarchitecture osseuse. Elle apparait a partir
de 50-60 ans, surtout chez les femmes ménopausées. Durant toute leur vie les hommes perdent
environ 20 a 30% de leur masse osseuse et les femmes 30 a 40%. Avec l'augmentation de
l'espérance de vie, I'ostéoporose devient un probléme médical et socio-économique majeur, qui

nécessite le développement de traitements préventifs et curatifs.

La solidité de l'os résulte d'un équilibre subtil entre les ostéoblastes, qui solidifient l'os, et les
ostéoclastes, qui les fragilisent. Une activité dominante des ostéoclastes conduit a I'ostéoporose. Les
principales molécules disponibles pour le traitement de cette pathologie sont les bisphosphonates, qui
présentent une aptitude a inhiber la résorption osseuse. Bien que leurs propriétés physico-chimiques
soient semblables, l'efficacité de ces bisphosphonates differe remarquablement comme lindique le

tableau 1-4 :

Bisphosphonate 50% inhibition Aptitude relative
in vitro (mol/L)

In vitro In vivo
Etidronate 1x10° 1 1
Clodronate 15x 107 8 10
Pamidronate 2x107 550 100
Alendronate 2x10° 700 700
BM 21.0955 35x10"° 5000 4000

Tableau I-4- Aptitudes in vitro et in vivo des bisphosphonates & inhiber la résorption osseuse [Lin'96]
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Pour améliorer la biodisponibilité de toutes ces molécules, des dispositifs d’administration localisée
dans le tissu osseux peuvent étre envisagés. En effet, il peut étre mentionné ici la biodisponibilité trés
limitée des bisphophonates administrés par voie orale (< 3%) en raison de leur faible lipophilie
[Lin'96]. Par exemple, Faucheux et al ont démontré I'efficacité in vitro du zoledronate chargé sur une
apatite déficiente en calcium a inhiber I'activité des ostéoclastes [Faucheux'09]. Le pamidronate libéré
a partir de grains d’hydroxyapatite a également permis de réduire le nombre d’ostéoclastes in vitro
[Seshima'06].

La calcitonine, en se liant sur les récepteurs des ostéoclastes, est également efficace pour réduire la
résorption osseuse. Diverses études ont en effet démontré son action lorsqu’elle est administrée par
voie parentérale ou nasale [Arkfeld'05]. Enfin diverses thérapies hormonales (Tamoxifene, Raloxifene,

hormone PTH) sont également proposées.

b- Pathologies inflammatoires [Arkfeld'05-Carli'09-Gabay'07-Wang'08]

30% des sujets entre 45 et 65 ans et 70% des personnes de plus de 65 ans sont atteints d’arthrose.
Cette pathologie se situe ainsi au deuxiéme rang des maladies chroniques. Les maladies
ostéoarticulaires représentent 6,2% des dépenses de santé en France. Cliniguement les pathologies

inflammatoires se classent en trois groupes :

e Les pathologies dysimmunitaires (la polyarthrite rhumatoide, les spondylartropathies) : ces
maladies auto-immunes systémiques sont caractérisées par une réaction inflammatoire
dirigée contre des constituants cellulaires ou tissulaires, liee a une réponse immunitaire
anormale définie comme « auto-agressive »

e Les arthropathies microcristallines : de nombreux types de microparticules sont décrits chez
’homme : microcristaux d’urate monosodiques a l'origine de la goutte, microcristaux de
pyrophosphate de calcium dihydraté impliqués dans la chondrocalcinose articulaire,
microcristaux d’apatite ou hydroxyapatite et autres cristaux rares

e L’arthrose : longtemps considérée comme une fatalité liée a la vieillesse, l'arthrose est
aujourd’hui reconnue comme une pathologie a part entiére, caractérisée par un ensemble de

désordres aboutissant a un défaut structural et fonctionnel d’'une ou plusieurs articulations.

La prise en charge globale des patients atteints de pathologies inflammatoires articulaires consiste en
une association de traitements pharmacologiques, non pharmacologiques et si nécessaires
chirurgicaux. Les traitements médicamenteux associent souvent quatre grandes classes de molécules

actives :

¢ Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

e Les antalgiques

e Les corticostéroides

e Les traitements de fond conventionnels (hydroxychloroquine, sulfasalazine...) et les

biothérapies dirigées contre une cible spécifique de la réponse immunitaire.
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Les traitements par les voies usuelles d’administration ne sont pas toujours suffisants et nécessitent
souvent une administration localisée conjointe par exemple des injections intra-articulaires
[Fernandez-Carballido'04]. Cependant la demi-vie dans le liquide synovial des agents anti-
inflammatoires non stéroidiens (diclofénac, ibuproféne par exemple) est courte ce qui oblige a des

injections fréquentes pour maintenir une concentration intra-articulaire suffisante.

Ces dernieres années, de grandes avancées ont été faites dans la connaissance de la biologie du
tissu osseux, conduisant a I'émergence de nouvelles molécules actives sur des cibles moléculaires
spécifiques. Cependant la plupart de ces nouvelles molécules manquent de spécificité tissulaire et
provoquent des effets secondaires importants. Le développement de systémes de délivrance localisée
(« Drug Delivery System ») dans l'os atteint, présente dans ce cadre une possibilité d’optimisation de

la biodistribution et de la pharmacocinétique de ces molécules pour un traitement plus efficace.

I-5- Développement d’un « Drug Delivery System »: systéme combiné

biocéramique phosphocalcique poreuse/principe actif

Le développement et le contréle d’'un « Drug Delivery System » nécessitent une connaissance
approfondie des propriétés physico-chimiques respectives du support poreux et du principe actif mais
également une maitrise des paramétres du procédé d’incorporation de la molécule thérapeutique. En
effet, 'adsorption et la mise a disposition ultérieure de la molécule active dépendent non seulement de
son affinité pour le support mais également des conditions expérimentales lors du chargement. Ainsi
une revue bibliographique a permis de mettre en lumiére les principaux parametres influencant les
caractéristiques d'un DDS élaboré par adsorption dune molécule active sur un support
phosphocalcique poreux. Ces paramétres présentés sous formes de publication, sont structurés de la
maniere suivante :
- Influence des caractéristiques physiques du support,

- Influence de la composition chimique respective du support et de la molécule active,
- Impact de la technique d’incorporation du principe actif dans le support.

La mise au point d’un tel systéme requiert également une évaluation in vitro de la libération de la
molécule avant utilisation clinigue. Contrairement au contréle des formes pharmaceutiques, aucun
essai de dissolution normalisé n’est décrit pour ces biomatériaux. Or, les résultats de ces essais sont
trés largement dépendants des conditions expérimentales. Le dernier paragraphe fait donc le point sur
les différents dispositifs et les conditions opératoires décrits dans la littérature pour établir les
cinétiques de dissolution in vitro de molécules thérapeutiques chargées sur des biocéramiques

phosphocalciques.
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I-6- Positionnement de I’étude

L’étude bibliographique a mis en évidence dans un premier temps, l'intérét d’'utiliser des matériaux
synthétiques poreux en phosphate de calcium pour le comblement osseux. Leur composition chimique
est proche de celle du minéral osseux et un réseau de pores favorise l'ostéoconduction et les
échanges avec les fluides biologiques. Parallélement, dans le cadre d’une application en tant que
systéme de délivrance d’un principe actif (DDS), ce réseau poreux permet I'intégration d’'une molécule
a visée thérapeutique. Le couplage substitut osseux poreux ostéoconducteur et fonctionnalisation

thérapeutique apparait ainsi prometteur pour le traitement de pathologies osseuses.

De nombreux paramétres tels que les caractéristiques physico-chimiques du substitut osseux et de la
molécule active, ainsi que les conditions de I'imprégnation, sont a prendre en considération pour la
conception d’'un Drug Delivery System. Les paramétres principaux susceptibles de déterminer les
propriétés thérapeutiques d’'un tel systéeme (aptitude au chargement et a la délivrance du principe
actif) sont récapitulés sur la Figure 1-8. lls peuvent étre divisés en trois catégories: (1) les
caractéristiques du support phosphocalciques, (2) la chimie du principe actif et (3) les conditions
d’'imprégnation. Par ailleurs, selon les compositions respectives du support et de la molécule active,

des interactions physico-chimiques d’intensité variable se mettent en place, modulant également les

Caractéristiques du DDS \
Conditions d’imprégnation
Pr|n<:|pe actlf \

Microstructure Solution d’imprégnation Protocol

caractéristiques du DDS.

Support phosphocalaque

Macrostructure

o - Stereochlmle Hydl’OPhllle
Composition chimique

Solubilité Chargé électrique

Figure 1-8- Parametres principaux contrélant les caractéristiques d’un Drug Delivery System

Le travail présenté ici est consacré a I'étude d’un systeme combiné « sphéroides phosphocalciques
poreux/ibuproféne ». Grace a leur forme sphérique, ces substituts sont adaptés au comblement de
cavités osseuses a géométrie complexe [Chevalier'10]. En effet, 'empilement des sphéroides dans la
fraction granulométrique [710-1000] um crée des porosités inter-granulaires de 180 um de diamétre
environ, optimales pour la reconstitution osseuse [Chevalier'08]. De plus, la microporosité générée par
I'élimination du porogene et la calcination de ces sphéroides est favorable a la circulation des fluides
biologiques ainsi qu’a l'incorporation de molécules actives. Le principe actif retenu pour cette étude
est un agent anti-inflammatoire, I'ibuproféne, en raison de sa taille moléculaire (0,6-1 nm) [Higgins'01]

adaptée a son inclusion dans des supports poreux. Par ailleurs, comme il a été vu dans le chapitre
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bibliographique, I'administration locale d’anti-inflammatoire est intéressante pour le traitement de
pathologies osseuses de type inflammatoire.

Un précédent travail a démontré la faisabilité du concept. Il s’agit ici d’étudier plus particulierement les
caractéristiques de ce systéme et d’identifier les paramétres déterminant ses qualités thérapeutiques
(dose d’agent thérapeutique chargé et cinétique de libération in vitro).

Dans cet objectif, I'étude explore tout d’abord I'incidence de la composition chimique et des propriétés
texturales du support, par la comparaison de sphéroides poreux d’hydroxyapatite (HA) et de
phosphate tricalcique beta (B-TCP). La deuxieme partie est consacrée a I'analyse des conditions
d’'imprégnation : nature du solvant, température, agitation et protocole d'imprégnation. Enfin, le dernier
chapitre approfondit la caractérisation des sphéroides chargés par des solutions d’ibuproféne de
concentration croissante. Il expose les intéréts et les limites des différentes techniques de dosage des

principes actifs dans les DDS.
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Chapitre Il

Développement du systeme combiné :

Sphéroides phosphocalciques poreux/ibuproféne
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Ce chapitre est destiné a étudier l'influence des parametres liés aux supports phosphocalciques
poreux sur les propriétés du DDS « sphéroides phosphocalciques poreux /ibuproféne ». Il est divisé

en trois parties :

Dans un premier temps, le mécanisme d’adsorption de l'ibuproféne sur les surfaces internes et
externes des sphéroides de B-TCP, ainsi que les interactions entre le principe actif et les granules
sont étudiés. Les résultats sont présentés et discutés dans l'article « f-TCP porous pellets as an

orthopaedic drug delivery system: lbuprofen/carrier physicochemical interactions ».

Puis, linfluence de la composition chimique des sphéroides sur les mécanismes d’interaction entre
libuprofene et les sphéroides poreux est analysée. Pour cela, deux phosphates de calcium,
I'nydroxyapatite (HA) et le phosphate tricalcique beta (B-TCP), ont été choisies pour la fabrication des
granules. Cette étude est présentée et argumentée dans I'article « Porous calcium phosphate pellets

as drug delivery systems: Effect of drug carrier composition on drug loading and in vitro release ».

Enfin I'incidence des propriétés physiques des sphéroides phosphocalciques telles que la porosité, la
surface spécifique et la taille, sur I'adsorption et le relargage du principe actif est évaluée. Les
propriétés physiques des sphéroides ont été modulées par la température T, du traitement thermique.
Pour cela, la fraction granulométrique [250-355] um a été calcinée dans une gamme de la
température allant de 800°C a 1000°C. Les propriétés d’adsorption et de dissolution de I'ibuproféne a
partir des sphéroides dans cette fraction ont été comparées avec celles de la fraction [710-1000] um.
Les résultats obtenus sont présentés et discutés dans l'article « Effect of physical parameters of

calcium phosphate porous pellets on ibuprofen loading and delivery properties ».

Avant la présentation de ces publications, la démarche expérimentale adoptée pour cette étude est

exposée en partie II-1.

81



82



Chapitre Il

lI-1- Démarche expérimentale

Les principales étapes de la préparation des sphéroides poreux chargés en ibuproféne ainsi que leur
caractérisation et leur évaluation en tant que « Drug Delivery System » sont présentées sur la figure Il-
1.

Elaboration et caractérisation
des sphéroides
phosphocalciques poreux

Chargement en principe actif

!

Caractérisation des
sphéroides chargés

Evaluation des Evaluation de la
interactions dissolution
ibuproféne/sphéroides in vitro de I'ibuproféne

Figure II-1- Grandes étapes de I'élaboration et de I’évaluation du « Drug Delivery System »

sphéroides phosphocalciques/ibuprofene.

I1.1.1. Elaboration et caractérisation des sphéroides phosphocalciques poreux

Deux phosphates de calcium, I'hydroxyapatite (HA, Caio(PO,4)s(OH),), bioactive et trés peu
biorésorbable, et le phosphate tricalcique beta (B-TCP, B-Caz(POy,),), bioactif et biorésorbable, ont été
choisis pour la fabrication des sphéroides poreux. L’hydroxyapatite phosphocalcique a été synthétisée
au laboratoire par voie hydrothermale [Raynaud'02b] (Annexe 1). Le phosphate tricalcique utilisé est
une poudre commerciale, fournie par la société Cooper (Annexe 2). Les sphéroides ont été fabriqués
par granulation humide a haut cisaillement [Chevalier'08] dans un mélangeur-granulateur Mi-Pro (Pro-
C-epT). Le protocole suivant est appliqué pour un lot de 200 g, composé de 90% en masse de poudre
phosphocalcique et 10% en masse d'amidon prégélatinisé (Sepistab ST 200, Seppic), utilisé comme
liant de granulation et agent porogéne :

1) mélange a sec pendant 180 s avec une vitesse de pale et d’émotteur de 500 rpm ;
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2) granulation avec une vitesse de pale et d’émotteur de 1000 rpm et un débit de liquide de
mouillage, I'eau distillée, de 35 mL.min™;

3) sphéronisation pendant 60 s a une vitesse de pale et d’émotteur de 500 rpm.

Les sphéroides obtenus ont été séchés en lit fluidisé (Glatt) pendant 20 minutes a 60 °C, puis calibrés

afin de retenir les fractions granulométriqgues 710-1000 pum et 250-355 pum.

Remarque : les caractéristiques physiques des grains dépendent non seulement des paramétres du
procédé de granulation (mélange, granulation, mouillage et sphéronisation), mais aussi des propriétés
physicochimiques des matiéres premieres (liant et poudre a granuler) [Litster'01-Rowe'89]. Dans ce
travail, l'objectif n’était pas d’optimiser la granulation de I'hydroxyapatite. C’est pourquoi, faute de
temps et de quantité de poudre d’HA disponible, les conditions de granulation du p-TCP optimisées
dans des travaux précédents [Chevalier08] ont été reprises, seule la quantité de liquide de mouillage
a été adaptée. De ce fait, le rendement de granulation n’a pas été aussi élevé que pour le TCP et la

guantité de sphéroides disponibles dans la fraction [710-1000] um était plus réduite.

Un traitement thermique a permis I'élimination du liant et 'amélioration des propriétés mécaniques des
sphéroides par la consolidation (Figure II-2). Le traitement thermique est divisé en deux phases : le
premier plateau a 270°C (T,) correspond a la température de décomposition de I'amidon et le
deuxiéme plateau (T,) correspond, lui, & la température de consolidation des sphéroides. Dans le cas
du phosphate tricalcique, la température T, a été fixée a 900°C pour deux raisons. La poudre
commerciale utilisée pour I'élaboration des sphéroides de B-TCP est un mélange composé de
monétite et d’hydroxyapatite (Annexe 2). Le traitement thermique des granules a 900 °C conduit par
réaction solide/solide entre les phases initiales, a la formation de la phase B-TCP. De plus, un
traitement thermique a cette température améliore des propriétés mécaniques des sphéroides, en
effet le frittage de la phase B-TCP commence a 700°C [Raynaud'02a - Chevalier'09].

Dans le cas de I'hydroxyapatite, T, a été fixée a 950°C. Pour pouvoir comparer les capacités
d’adsorption des deux types de sphéroides, la température de calcination des granules d’'HA a été
ajustée afin d’obtenir une surface spécifique (S, — mz.g'l) proche de celle des sphéroides de B-TCP
(5,4 mz.g'l). L’analyse préliminaire de la gamme de température 800-1000° C a permis de retenir la
température de 950°C pour la calcination des grains d’HA, en conduisant & une surface spécifique de
6,3 m>g™. La calcination de la poudre a cette température conduit également a une consolidation des

sphéroides par frittage de I’'HA qui commence a partir de 780°C [Raynaud'02a].
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Figure 11-2- Protocole de traitement thermique des sphéroides phosphocalciques.
Ty = 270°C, Top.1cp)=900°C, Topa) = 950°C
Les sphéroides poreux ont ensuite fait I'objet de caractérisations physico-chimiques par diffraction des
rayons X (DRX), spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR), spectroscopie de
diffusion Raman et microscopie électronique a balayage muni d’'un canon a émission de champ (MEB-
FEG pour Field Emission Gun). Les surfaces spécifiques ont été déterminées par adsorption d'azote
suivant la méthode BET [Emmett'37] et la porosité a été mesurée a l'aide d’'une porosimétre a
intrusion de mercure. Les différentes caractéristiques physico-chimiques des sphéroides dans la

fraction granulométrique [710-1000] um sont récapitulées dans le tableau I1-1.

Composition | Traitement Ca/P Porosité | Taille des Ssp
chimique thermique (%) pores (nm) (mz_g'l)
TCP 900°C 1,512 57 [80-300] 5,4
P 15 min ’ [300-2000] ’
950°C [70-400]
HA 1,662 6,3
15 min 67 [400-6000]

Tableau II-1- Caractéristiques physico-chimiques des sphéroides phosphocalciques aprés calcination

I1.1.2. Fonctionnalisation thérapeutique des sphéroides phosphocalciques

Méthode et parameétres du chargement en principe actif
Les sphéroides poreux ont été fonctionnalisés par adsorption d’'une molécule anti-inflammatoire
modele, libuproféne (ibuprofene 50 — BASF). Pour ce chargement, 350 mg de sphéroides de
phosphate de calcium calcinés et calibrés sont immergés dans 4 mL d'une solution éthanolique
d’'ibuprofene a température ambiante et sans agitation. Aprés un temps de contact préalablement
déterminé, les sphéroides chargés sont séparés du surnageant et séchés a température ambiante
pendant 24h. Afin d’étudier les propriétés d’adsorption des sphéroides poreux, trois études ont été

menées (tableau 11-2).
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Etude Cinétique , . Isotherme de
, . Isotherme d’adsorption p .
Paramétres d’adsorption désorption

Parameétres . : Cinu = 25, 50, 100, 150, Cibu = 300, 150,
variables 10 min <t < 1440 min 200 mg.mL" 100, 50 mg.mL™

Parameétres o 1 _ Temps de
constants Cipy = 100 mg.mL Temps de contact=1h contact= 1 h

Tableau II-2- Parameétres expérimentaux utilisés lors de la fonctionnalisation

Les cinétiques d’adsorption ont été réalisées a concentration constante en ibuproféne mais pour un
temps de contact variable. Elles ont permis de déterminer le temps nécessaire pour atteindre

'équilibre de I'adsorption (eq.ll-1)

PAscIuﬁon -~ PAadsorbé (eq”_1)

Les isothermes d’adsorption ont été réalisées a temps de contact constant et pour une gamme de
concentrations allant de 25 & 200 mg.mL™. Ces courbes ont permis de mettre en évidence le
mécanisme d’adsorption de I'ibuproféne sur les sphéroides. Ces isothermes d’adsorption ont ensuite
été modélisées par le modeéle de Freundlich, décrit par I'équation 1I-2 (eq.lI-2) :

Q=axC] (eq.ll-2)

ou Q représente la quantité d’ibuproféne adsorbé (mmol.m'z), C. la concentration a I'équilibre (eq.ll-1)
des solutions d’ibuproféne, a la capacité d’adsorption et m I'affinité d’adsorption.

Afin de vérifier la réversibilité de I'adsorption de libuproféne par les sphéroides poreux, des
isothermes de désorption ont été effectués. Les sphéroides ont tout d’abord été immergés dans une
solution concentrée en ibuprofene (300 mg.mL"l) pendant un temps de contact équivalent au temps
d’équilibre d’adsorption. Les solutions d’imprégnation ont ensuite été diluées au 1/2, 1/3 et 1/6 par

ajout d’éthanol, puis la quantité d’ibuproféne présente dans les sphéroides a été dosée.

Quantification de I'ibuprofene adsorbé
En raison de la solubilité trés élevée de l'ibuprofene dans I'éthanol [Gracin'02], la quantité d’ibuproféne
adsorbé sur les sphéroides est déterminée aprés désorption compléte de l'ibuproféne. Pour ce faire,
les grains sont immergés dans 40 mL d’éthanol pendant 4 heures. La concentration en ibuproféne
dans cette solution, dite solution d’extraction, est mesurée par spectrophotométrie UV-visible & A =
264nm et le taux de chargement des grains (Drug Content — DC%) est calculé a 'aide de I'équation II-
3 (eq.lI-3):

Masse d'ibuproféneadsorbé (mg)
Masse de sphéroideschargés(mg)

DC% = x100 (eq.ll- 3)
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La fiabilité de la méthode de dosage a été contrblée par deux tests. Premiérement, apres la
désorption de l'ibuproféne, les sphéroides séchés ont été immergés dans 40 mL d’éthanol pendant 6
heures puis séparés de leur surnageant. Afin de déterminer la quantité d’ibuproféne présente dans les
surnageants, ceux-ci ont été dosés par spectrophotométrie UV. Deuxiémement, les sphéroides ont
été caractérisés par spectroscopie FT-IR. Aucune trace d’ibuproféne n’ayant été détectée dans les
surnageants ou observée sur les spectres FT-IR grains apres désorption, il a été considéré que tout

libuproféne se trouvait dans les solutions d’extraction.

Effet du procédé d’imprégnation sur les sphéroides phosphocalciques
L’incidence de l'imprégnation par les solutions d’ibuproféne sur la composition et la structure des
grains phosphocalciques a été étudiée. La cristallinité et la structure des sphéroides aprés contact
avec les solutions d’ibuproféne ont été vérifiées par diffraction des rayons X et les diffractogrammes
ont été comparés avec ceux effectués avant le chargement en principe actif. Cette étude a été
complétée par une comparaison avant/aprés chargement par spectroscopie FT-IR. Parallelement, la
dissolution potentielle des grains dans les solutions d’ibuproféne a été étudiée en mesurant la
concentration en ions calcium dans les solutions aprés l'imprégnation par colorimétrie suivant la
méthode de l'orthocrésolphtaléine-complexone(o-CPC) a A=575 nm. Les ions calcium donnent un

complexe rouge lorsqu’ils réagissent avec ce composé (réaction Il-1 et figure 11-3) [Moorehead'74].

ca® + CPC - Ca-CPC (reaction 11-1)

CH-CO5 OH

Ha
HOQCHQC—H,f—C

CH,CO,

N CHaCOH

0O

Figure 11-3- Ortho-crésolphthaleine-complexone

L’ensemble des résultats a montré que le protocole d'imprégnation ne modifiait ni ne dégradait les
sphéroides phosphocalciques. Les groupements et la structure cristalline des grains d’'HA et de B-TCP
restent inchangés aprés 1 heure d’immersion. La concentration maximale en ion Ca®" mesurée est
égale & 5x10™ mmol.mL™, ce qui indique que les sphéroides d’HA et de B-TCP sont trés peu solubles
dans les solutions d’'imprégnation. Donc, la méthode d’incorporation de I'ibuproféne est adaptée et ne

modifie pas les caractéristiques physicochimiques des sphéroides.
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[1.1.3. Caractérisation des sphéroides chargés

Les sphéroides chargés en ibuproféne ont été caractérisés afin de déterminer les interactions entre le
principe actif et les supports poreux. Les cinétiques de dissolution in vitro de I'ibuproféne a partir des

sphéroides ont également été établies.

Etude des interactions sphéroides phosphocalciques/ibuprofene
Pour étudier les d'interactions entre libuprofene et les grains de B-TCP ou d’'HA, les sphéroides
chargés en ibuproféne ont fait I'objet de différentes caractérisations physico-chimiques. Tout d’abord
la possible formation de nouvelles liaisons entre la molécule active et les supports phosphocalciques a
été étudiée par spectroscopies Raman et FT-IR. Les spectres des sphéroides chargés ont été
comparés avec ceux de l'ibuprofene et des sphéroides avant chargement. Les sphéroides chargés
ont également été caractérisés par DRX, afin de vérifier la structure de I'ibuproféne adsorbé et par
MEB-FEG pour déterminer sa morphologie a la surface des sphéroides. De plus la charge
électrostatique des sphéroides a été déterminée par des mesures de potentiel zéta dans I'éthanol et
dans des solutions éthanoliques d’ibuproféne de concentrations croissantes. Finalement, afin
d’évaluer les modifications des propriétés physiques des sphéroides aprés chargement, leur surface

spécifique (Ssp) et leur porosité ont été comparées a celles mesurées avant chargement.

Etude de la dissolution in vitro de l'ibuproféne

Afin d’étudier l'aptitude des sphéroides phosphocalciques chargés a la libération de la molécule
active, des essais de dissolution in vitro ont été effectués. Les tests ont été conduits sur 275 mg de
sphéroides chargés avec des solutions d’ibuproféne de concentration 200 mg.mL™ et effectués dans
un appareil a flux continu [European pharmacopeia’11] en utilisant un tampon phosphate
(K;HPO4/NaOH, pH= 7,5) comme milieu de relargage. L’appareil a flux continu (figure 11-4) utilisé dans
ce travail se compose d’un réservoir pour le milieu de dissolution (100 mL), d’'une pompe servant a
faire circuler le milieu (2 mL.min"l) et de cellules, montées verticalement et munies d'un filtre
permettant la rétention des particules. Afin d’assurer un flux constant laminaire au niveau de la cellule,
une bille de rubis est déposée au fond de la cellule et un lit de billes de verre de 1 mm de diamétre est
placé par-dessus. Les grains chargés sont placés sur le lit de billes de verre. La température du milieu
de dissolution est maintenue a 37°C a l'aide d’un bain d’eau thermostaté. La dissolution est assurée
par le passage du milieu de relargage et par le renouvellement permanent de l'interface solide-liquide.
Un spectrophotométre UV-visible monté en ligne permet de mesurer la concentration en ibuproféne
aux intervalles de temps définis (A = 264 nm).

La quantité d’ibuproféne libérée dans le tampon phosphate est déduite de la concentration en
ibuproféne dans 100 mL de milieu et mesurée par le spectrophométre UV. Le pourcentage cumulé en

ibuproféne libéré (Released %) au temps t (min) est calculé a partir de I'équation 11-4:

Masse d'ibuproféneibéré(mg) "
Masse totaled'ibuproféne(mg)

Realesed = 100 (eq.ll-4)
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La masse totale de I'ibuproféne adsorbé sur 275 mg des grains chargés a été calculée a partir des
DC% des sphéroides et les cinétiques de dissolution correspondent a I'évolution du pourcentage
d’ibuprofene libéré en fonction du temps.

La libération d’un principe actif peut suivre différents mécanismes tels que la diffusion du principe actif
a travers le réseau de pores du substrat, I'érosion du support ou du principe actif ou un mélange des
deux mécanismes. Des modeéles mathématiques permettent d’identifier le mécanisme limitant la
libération du principe actif et de comparer différents profils de dissolution. Les cinétiques de libération
obtenues dans ce chapitre ont été modélisées par deux modéles. Le modéle de Higuchi [Higuchi’63],
décrit par I'équation II-4, qui est applicable si la diffusion est responsable de la libération du principe
actif et le modéle de Hixon-Crowell [Hixon’31], décrit par I'équation II-5, qui est applicable si le

mécanisme de libération est de I'érosion.

q@) = at'? +b (eq.11-5)

Y100 -3/100 - q =cxt  (eq.l-6)

Pour ces deux équations, q représente le pourcentage dissous d’ibuproféne au temps t, aetc la

vitesse de libération et b est une constante de I'’équation de Higuchi.
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(a)

Cellule

/

275 mg sphéroides chargés

Réservoir 2 mL.min"!

e

Tampon phosphate — pH=7,5
37°C
(=

Spectrophotométre UV visible
A=264 nm

Figure 11-4- (a)Schéma de I'appareil de dissolution a flux continu en circuit fermé, (b) cellule a flux

continu (CE 7smart, Sotax)

A la fin des tests de dissolution, les sphéroides phosphocalciques ont été séparés du milieu de
dissolution, puis séchés et caractérisés par diffraction des rayons-X et spectroscopie FT-IR. La
comparaison des diffractogrammes et des spectres infrarouges avec ceux effectués avant chargement
a montré que les sphéroides phosphocalciques gardaient leur structure cristalline et leurs propriétés
physicochimiques initiales tout au long des essais de dissolution. Leurs caractéristiques de substituts
osseux sont ainsi conservéees apres la libération de la molécule active. Ces résultats ont été confirmés
par la faible teneur en ions Ca®* (mesurée par colorimétrie suivant la méthode o-CPC décrite
précédemment) du milieu de dissolution a la fin de I'essai. En effet, les essais ayant été effectués
dans un tampon phosphate, un équilibre s'établit entre les sphéroides et le milieu induisant une
dissolution des sphéroides quasi-nulle et donc une concentration en ion calcium dans le milieu proche
de zéro [Eliott'94].
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[1-5- Conclusion

Ce chapitre a montré les conséquences de la modification des parametres liés aux sphéroides
phosphocalciques (compositions chimiques et textures), sur 'adsorption et I'aptitude a la dissolution in

vitro de I'ibuproféene dans un tampon phosphate.

Les sphéroides obtenus aprés calcination a des températures supérieures ou égales a 800°C
présentent deux catégories de micropores intra-granulaires résultant, respectivement, de I'élimination
du porogene/liant et des conditions de frittage des sphéroides. Ce réseau de micropores permet
I‘adsorption des molécules d’'ibuproféne et la circulation des fluides biologiques dans les supports. De
plus, 'empilement des sphéroides d’'un diamétre supérieur a 710 ym permet d’avoir une porosité inter-

granulaire de I'ordre de 180 um favorable a la colonisation par les cellules osseuses [Chevalier'09].

Les conséquences, communes aux deux compositions (HA et B-TCP), de I'adsorption de I'ibuproféne
sur les sphéroides poreux, sont résumeées dans le tableau II-3. La diminution de la porosité et de la
surface spécifique des sphéroides ainsi que la présence d’ibuproféne a la surface des granules aprés
chargement, indiquent que l'ibuproféne s’adsorbe sur les surfaces internes des pores mais également
sur les surfaces externes des sphéroides. Il a également été montré que quelle que soit la nature du
phosphate de calcium, I'adsorption de l'ibuprofene est un phénomene rapide, I'équilibre d’adsorption
est atteint aprés 1 h de mise en contact et la teneur en ibuproféne des sphéroides phosphocalciques
est proportionnelle a la concentration des solutions en ibuproféne. Plus précisément, I'adsorption de
libuproféne suit le modéle de Freundlich, caractéristique d’'une adsorption faible d’'une molécule sur
un substrat et sans saturation des sites potentiels d’adsorption [Barroug'02]. Enfin, la caractérisation
physicochimique des sphéroides chargés a montré que l'ibuproféne interagissait physiquement avec
les granules d’HA et de B-TCP et qu'il était adsorbé via des attractions électrostatiques. De ce fait son

adsorption est réversible, quelle que soit la composition chimique du substitut.

" R ’ L Modéle Mécanismes
Composition Localisation de I'ibuproféne , f , -
d’adsorption d’adsorption
B-TCP - Couche hétérogéne d’ibuproféne sur la - Physisorption
surface Freundlich - Attraction électrostatique
HA - Comblement partiel des pores - Réversible

Tableau II-3- Caractéristiques de I'adsorption de I'ibuproféne sur les sphéroides phosphocalciques

poreux

Bien que les mécanismes de l'adsorption de libuproféne soient indépendants des propriétés
physicochimiques du support, la quantité d’ibuproféne adsorbé est, elle, liée aux caractéristiques des
sphéroides. Les variations de composition chimique, de température de la calcination (T,) et de taille
des granules affectent la texture et le réseau poreux des sphéroides et par conséquent leur capacité
d’adsorption. Par contre la cinétique de dissolution in vitro de l'ibuproféne n’est affectée que par la

granulométrie des sphéroides. L’'impact de ces parameétres sur les caractéristiques des sphéroides,
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leurs capacités d’adsorption en ibuproféne et la dissolution du principe actif sont présentées dans le

tableau 11-4.
Conséquences
Paramétres ] ] . ] o
Support CaP Adsorption de I'ibuproféne Dissolution in vitro
Composition chimique " » -Dissolution rapide et totale
Porosité HA>Porosité B-TCP DC"A;}_‘A>DC%&TCF "

HA vs. B-TCP -Pas de différence HA/B-TCP
Température de - T,°C /"= Porosité et 5., T°C M = DC% “a -Dissolution rapide et totale
calcination (T2 ) incidence plus marquee sur FHA incidence pius marquée sur 'HA -Pas de différence HA/B-TCP

Tai P ) - Cinétique de dissolution plus
aille des spheéeroides o A -HA: S3a, porosité DC%,, [710-1000] > DC%,2[250-355] ) ]
-Pas d'effet sur le —TCP | poog [710-1000] = DC%, 1=[250-355] rapide pour e fraction
[250-355] vs. [710-1000] um o TeP 05 TCP [250-355]um

Tableau Il-4- Conséquences de la variation des caractéristiques des supports phosphocalciques sur

I'adsorption et la dissolution in vitro de I'ibuproféne

Le changement de la composition chimique des sphéroides, pour une granulométrie donnée, affecte
la quantité d’ibuproféne adsorbé : la capacité d’adsorption des sphéroides d’HA est supérieure a celle
du B-TCP. Cette différence est liée a la texture des sphéroides qui differe entre les deux compositions
chimiques. Les sphéroides d’HA ont une porosité supérieure a celle du B-TCP. La porosité des
sphéroides est conditionnée par les comportements de la poudre durant la granulation [Litster'01-
Rowe'89] et le frittage [Raynaud'02], eux-mémes dépendants de la nature du phosphate de calcium.
Par contre, la cinétique de dissolution in vitro est inchangée quelle que soit la composition
chimique du support. La libération de l'ibuproféne est rapide et totale, ce qui s’explique par la faible

intensité des liaisons ibuproféne/phosphate de calcium.

L’'augmentation de la température du traitement thermique de 800 °C a 1000 °C diminue la surface
spécifique des sphéroides et la porosité, notamment la population des pores de la premiere catégorie
([80-300] nm, ce qui a pour conséquence une diminution du DC%. Le comportement au frittage de
I'HA étant différent de celui du B-TCP, les modifications texturales induites par le traitement thermique
sont plus marquées sur les sphéroides d’HA. L'incidence de la température sur le DC% est par
conséquence également plus importante sur les grains d’'HA. Cependant, ce changement n’influence
pas les interactions HA/ibuproféne et B-TCP/ibuproféne ; elles restent physiques, conduisant a des
cinétiques de dissolution in vitro similaires, quelle que soit la température du traitement thermique
appliqué.

La modification de la taille des sphéroides change la porosité et la surface spécifique des granules
d’HA mais ces propriétés restent similaires dans le cas des granules de B-TCP. La capacité
d’adsorption des granules d’HA peut donc étre modulée par la fraction granulométrique de ces
sphéroides; lorsque la granulométrie augmente le DC% augmente. Pour une composition donnée, les
granules dans la petite fraction granulométrique, ici [250-355] um, engendrent une libération plus
rapide que les granules de la grande fraction, [710-1000] um. La cinétique de libération de I'ibuproféne

peut donc étre contrblée par I'ajustement de la taille des sphéroides.
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Pour conclure, le choix de la composition chimique des sphéroides poreux pour un « DDS » dépendra
tout d’abord du comportement in vivo recherché: les sphéroides de B-TCP possédent une
biorésorbabilité élevée et leur présence est donc temporaire, tandis que les sphéroides de I'HA
peuvent jouer le rle de support sur une durée plus longue. Ce choix dépendra également de la dose
requise d’ibuproféne. Si la dose nécessaire est faible (teneur en ibuproféne < 10% massique), les
deux compositions chimiques présentent des capacités d’adsorption suffisantes et donc le choix
pourra se faire sur le seul critére de biodégradabilité. En revanche, pour obtenir des sphéroides avec
des teneurs importantes (20% massique et plus) en ibuproféne, le choix de I'HA semble plus
favorable. De plus, I'adsorption physique et réversible de libuproféne sur les sphéroides et la
libération intégrale du principe actif permettent aux granules de conserver toutes leurs qualités pour

une application en tant que substitut osseux.
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Etude de I'imprégnation ex situ des sphéroides

phosphocalciques
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[1I-1- Introduction

L’étude bibliographique de ce travail sur la fonctionnalisation thérapeutique des biocéramiques
phosphocalciques dans le but d’en faire des systéemes de délivrance de molécule active (DDS) a
montré que les principes actifs peuvent étre incorporés au sein du support soit par incorporation in

situ, soit par incorporation ex situ.

L’incorporation in situ est l'inclusion du principe actif au cours de la synthése du biomatériau par
formation d’'un complexe avec un des précurseurs de la poudre céramique [Banerjee’11] ou pendant
le procédé de mise en forme par mélange du principe actif avec la poudre céramique [Moldovan'94-
Yamashita'98]. Cette méthode a I'avantage de permettre I'incorporation de la totalité de la quantité
requise de principe actif a l'intérieur de la biocéramique phosphocalcique. Cependant, a cause de
linstabilité et de la dégradation de la maijorité des molécules actives a des températures supérieure a
300°C, cette méthode n’est pas compatible avec un procédé d’élaboration nécessitant un frittage ou
un traitement thermique du DDS aprées sa mise en forme.

L’incorporation ex situ consiste a imprégner la biocéramique préalablement fabriquée par une solution
contenant le principe actif. De ce fait, cette méthode a I'avantage de permetire un traitement
thermique de la céramique visant a accroitre ses propriétés mécaniques [Cornell'93]. L'incorporation
du principe actif se fait par adsorption sur le support, la quantité de principe actif adsorbée dépendant
non seulement des propriétés physico-chimiques de la molécule active et du support, mais aussi des
parameétres d'imprégnation. En effet, 'adsorption de la molécule active sur la surface du support et a
partir de la solution de chargement, est déterminée par I'affinité relative de la molécule pour la surface
du support et pour la solution de chargement. Ces propriétés intrinséques au couple support/principe
actif peuvent étre partiellement modulées par les caractéristiques du milieu de chargement. En outre,
la concentration en principe actif, le pH, la nature du solvant et la température de la solution
d’'imprégnation influencent la physicochimie de la surface du support et la solubilité de la molécule
active. Par ailleurs, I'application d’'une agitation et/ou d’'une pression peut affecter les gradients de
concentration du principe actif dans le milieu de chargement et donc déplacer I'équilibre d’adsorption
(eq.lll-1). Il apparait ainsi nécessaire d’évaluer I'incidence de tous ces paramétres sur la quantité de
PA adsorbée, sa localisation sur les supports poreux et sa dissolution, afin de maitriser et adapter les

caractéristiques du DDS aux besoins thérapeutiques.

I:)Asolution «— PAadsorbé (eq|||'1)

L’'objectif de ce chapitre est donc d’étudier I'influence des paramétres expérimentaux de chargement
sur I'adsorption de I'ibuproféne par les supports phosphocalciques poreux. Cette étude a été réalisée
sur la fraction granulométrique [710-1000] um des grains de B-TCP. La poudre utilisée est présentée

dans l'annexe 2, la mise en forme des grains et leur caractérisation dans le chapitre Il. Quatre
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paramétres ont été étudiés: le solvant, la température, l'agitation et le nombre de cycles

d’'imprégnation (figure 111-1).

Elaboration des sphéroides poreux
de B-TCP

1

Chargement en ibuproféne par
imprégnation

Parameétres

@ Agltatlon

Etudes de I'adsorption de ]

—_
Cycles
d’imprégnation

I'ibuproféne

Figure llI-1- Etude de I’adsorption par imprégnation ex situ de I'ibuproféne sur les sphéroides poreux
de B-TCP

L'impact du solvant sur le chargement du substrat en principe actif a été étudié en utilisant des
solvants ayant des propriétés physicochimiques (polarité, polarisabilité, viscosité et point d’ébullition)
différentes. Ces essais d’imprégnation ont été conduits a température ambiante, sans agitation, selon
le protocole opératoire décrit dans le chapitre Il. Afin d’étudier l'influence de la température sur
l'imprégnation, des isothermes d’adsorption ont été effectuées a 25°C et 35°C, dans I'éthanol et sans
agitation. L'effet de I'agitation a été étudié en appliquant une agitation de 80 rpm (agitateur « orbital
platform »). Les résultats ont été comparés a ceux obtenus dans les mémes conditions, c'est-a-dire
dans les solutions éthanoliques et a température ambiante, mais sans agitation. Enfin, pour
déterminer si des imprégnations successives pouvaient affecter la quantité d’ibuproféne adsorbée, le
protocole de chargement a été répété deux puis trois fois sur les sphéroides poreux de B-TCP
préalablement imprégnés par une solution éthanolique d’ibuproféne & 200 mg.mL™, & température

ambiante et sans agitation.

L’exploitation des différentes expériences est basée d’une part sur la caractérisation des grains
chargés et la détermination du Drug Content (équation 1I-2) et dautre part sur Il'aspect
thermodynamique de I'équilibre d’adsorption (éq.lll-1). Pour ce faire, les variations de I'enthalpie libre
standard (AG°us - kJ.mol™) liées a I'adsorption de I'ibuproféne a la surface des sphéroides ont été

calculées au moyen de I'équation 11I-2 (éq.11I-2) :
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AG® 46 (K).mol™) =-RTINK (éq.111-2)

ol R est la constante universelle des gaz parfaits (8,314 J.mol™.K") et T (K) la température a laquelle
'adsorption est effectuée. La constante d’équilibre d’adsorption de I'ibuproféne K, a été préalablement

calculée a partir des résultats expérimentaux et de I'équation II-3 :

Cs(mgg™)

Kt = Co(mgL™)

(éq.111-3)

oll C, est la masse d'ibuproféne adsorbé par unité de masse des sphéroides (mg.g™) et C (mg.L™") la

concentration en ibuproféne dans les solutions d’imprégnation a I'équilibre (t¢q =1 h).

Parallelement, des essais de dissolution in vitro ont été effectués, dans les mémes conditions que
ceux réalisés dans le chapitre Il, afin d’évaluer lincidence des conditions de chargement sur le

relargage de I'ibuproféne.

L’ensemble des résultats de cette étude est présenté et discuté dans I'article «f-tricalcium phosphate
porous pellets for local ibuprofen delivery: effect of impregnation parameters on drug content

adjustment and drug release».
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[lI-2- Etude de I'imprégnation des sphéroides phosphocalciques par des

solutions organiques de I'ibuproféne

Article: p-tricalcium phosphate porous pellets for local ibuprofen delivery: effect of impregnation

parameters on drug content adjustment and drug release
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[1I-3- Conclusion

Le procédé d’incorporation d’un principe actif dans un support poreux par imprégnation simple (i.e.
imprégnation sans applicatoin de vide) consiste en trois étapes principales (tableau 1l1-2). Aprées
limmersion du support poreux dans une solution contenant le principe actif, les surfaces externes et
internes du solide sont mouillées par la solution et les pores comblés lors de la monté capillaire de la
phase liquide [Stahli’10]. Une fois le contact établi entre la phase liquide et la surface du solide,
I'adsorption de la molécule active se produit a I'interface de solide/liquide. Puis, les supports chargés
sont séparés de leur surnageant et séchés afin d’éliminer les résidus de solvant. La quantité de
principe actif adsorbée par le substrat est influencée par les facteurs contrélant chacune des étapes
du procédé d’incorporation de la molécule active (tableau 111-2). Fixer 'adsorbant et 'adsorbé, permet
de s’affranchir d’'une partie de ces facteurs. C’est pourquoi, linfluence des paramétres
d'imprégnation tels que nature du solvant, la température, l'agitation et le nombre de cycle
d’'imprégnations, sur l'adsorption de libuproféne ont été étudiés pour un seul substrat, i.e. les

sphéroides poreux de 3-TCP.

Etapes
d’incorporation du Facteurs influents
PA
Parametres liés au support ou PA Pﬁrame}res I!es a
Impregnation
1 e Porosité du support
_ _ (taille, interconnection, e Solvant
Mouillage du solide et morphologie des pores) e Température
comblement des . .
e Physico-chimie de la e Pression

ores par le liquide X
P P q surface solide

2 e  Physico-chimie de la e Solvant
Adsorption & surface solide e Température
l'interface e Solubilité de la molécule e Concentration
solide/liquide active dans le solvant «  Agitation
° - Solvant
Séchage

Tableau I1I-2- Etapes d’incorporation d’un principe actif par imprégnation simple et facteurs contrélant

la quantité et la localisation de PA adsorbé

Au cours de cette étude, il a été mis en évidence que le mécanisme d’adsorption de I'ibuproféne sur
les sphéroides de B-TCP n’était pas lié aux paramétres d’imprégnation. En effet, quelles que soient
les conditions d’imprégnation, la quantité d’ibuproféne adsorbée (DC%) augmente linéairement avec
la concentration initiale en ibuproféne et les isothermes d’adsorption suivent toutes le modéle de
Freundlich, traduisant une adsorption non homogéne du principe actif a la surface des sphéroides et
une non saturation des sites d'adsorption Plus précisément, les variations des constantes du modele,

i.e. la capacité d’adsorption (a) et I'affinité d’adsorption (m), d’'une condition a l'autre, sont trés faibles.
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Enfin, les valeurs de l'affinité d’adsorption (m > 1) et les variations d’enthalpie libre liées a la réaction
d’adsorption (-20 < AG°,s< 0 kJ.mol") montrent que le mécanisme d'adsorption répond a des
interactions physiques.

Parallelement, la quantité d’ibuproféne adsorbée, i.e. le Drug Content (DC%), et la cinétiqgue de
dissolution in vitro sont influencées par certains des facteurs d’imprégnation. L’ensemble des
variations des propriétés du DDS « sphéroides poreux de B-TCP/Ibuprofene » en fonction de ces

facteurs sont récapitulées dans le tableau Il1-3.

Facteurs Conséquences

d’imprégnation Effets attendus

Adsorption Dissolution

DC% >DC% :
Solvant polaire Equilibre IBU*/Solution ot profiaue BPT = cinétique plus rapide
BP*T:> IBU adsorbé sur la surface T

Température Solubilité de 'BU pas d'effet nd
Agitation Gradient de concentration |IBU pas d'effet nd
a linterface solide/solution
Imprégnation Etat d'équilibre Cycle n®1 — Cycle n°2 : DC% T nd
successive IBU adsorbé/IBU total Cycle n°2 — Cycle n°3 DC% =~

*|1BU : Ibuproféne, BP : point d’ébullition
Tableau IlI-3- Effets des paramétres d’imprégnation sur les propriétés du DDS « sphéroides poreux de

B-TCP/ibuproféne »

Les Drug Contents obtenus sont fonctions du caractére protique ou non des solvants : les DC% des
solvants aprotiques sont similaires (DC%acetone ® DC%gichiorométhane) €t SUPErieurs a ceux des solvants
protiques, eux-mémes similaires (DC%gtanoi * DC%metnano). EN effet, les solvants protiques, tels que
les alcools, sont capables de former des liaisons hydrogénes avec le groupement carboxyle de la
molécule d’ibuproféne ce qui n'est pas possible dans le cas de solvants aprotiques tels que le
dichlorométhane ou I'acétone.

Lors de la dissolution in vitro de I'ibuproféene a partir de grains chargés dans de I'éthanol ou dans de
l'acétone, deux comportements distincts ont été observés : la dissolution est plus lente dans le cas
d'un chargement en solution éthanolique. Ce comportement peut étre relié aux points d’ébullition des
deux solvants. En effet 'acétone a un point d’ébullition plus faible que celui de I'éthanol, ce qui peut
conduire lors de I'étape de séchage, a une accumulation de I'ibuproféne a I'entrée des pores, prés de
la surface externe des sphéroides. Cette localisation rend le principe actif plus accessible au milieu de
dissolution et donc sa libération est plus rapide.

Malgré l'augmentation de la solubilité de libuproféne dans I'éthanol par I'augmentation de la
température [Civan'01], la quantité d’ibuproféne adsorbé sur les sphéroides de B-TCP n’a pas été
affectée par ce facteur, dans les conditions de I'expérience. L’agitation du milieu d’imprégnation

permet de renouveler la solution a la surface du solide. Dans ce travail, la mise en ceuvre d’'une
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agitation a 80 rpm n’a pas permit d’augmenter la quantité d’'ibuproféne adsorbé et ce probablement a
cause de I'établissement trés rapide de I'état d’équilibre entre les sphéroides poreux et la solution

d’ibuprofene.

Les imprégnations successives ont permis d'augmenter le DC% d'environ 2%. Cette augmentation est
due a une modification de I'équilibre d'adsorption. En effet, il a été montré dans le chapitre 1I-1 que
'adsorption de Iibuproféne sur les grains de B-TCP était réversible et que donc la quantité
d’'ibuproféne adsorbé dépendait de la quantité totale d’ibuproféne présent dans le systéme, i.e. le

milieu de chargement.

En résumé, pour le systéme étudié et pour une concentration donnée de la solution d’imprégnation, le
choix du solvant est le paramétre permettant de moduler les caractéristiques du DDS. La quantité de
principe actif adsorbé sur le support poreux sera d’autant plus importante que le solvant est polaire et
aprotique. D’un autre cbté, un chargement effectué dans un solvant polaire et protique donnera lieu a

des cinétiques de libération moins rapides.
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Chapitre IV

Quantification et localisation de I’'ibuproféne adsorbé sur

les sphéroides phosphocalciques
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Chapitre IV

IV-1- Introduction

Dans I'étude des propriétés et des potentiels des DDS, I'évaluation de la teneur en principe actif est
une donnée importante mais sa localisation sur le support joue également un rdle non négligeable. Le
développement d’'un DDS par incorporation ex situ du principe actif exige une quantification précise du
principe actif afin de répondre aux exigences thérapeutiques. De plus, par cette méthode, le principe
actif est adsorbé a la fois sur la surface externe des granules et a l'intérieur des pores. Cette
distribution affecte sa disponibilité et par [a méme les mécanismes qui régissent sa libération. Ainsi, il
a été montré dans les chapitres précédents que, dans le cas de I'ibuproféne adsorbé physiquement
sur le support phosphocalcique, la fraction déposée sur les surfaces externes se libére rapidement,
alors que la partie adsorbée a l'intérieur des pores doit, aprés dissolution, diffuser via le réseau poreux
vers I'extérieur du DDS. Pour développer un systéme de délivrance contrélée et efficace, il apparait

donc nécessaire de mettre en ceuvre une stratégie de caractérisation la plus compléte possible.

Afin de doser précisément la quantité d’ibuproféne adsorbé et définir sa répartition sur les différentes
surfaces offertes par les grains, plusieurs méthodes de caractérisation ont été comparées. L’objectif

de ce chapitre est de déterminer la pertinence, les avantages et les limites de chacune d’entre elles.

Cette étude est réalisée sur la fraction granulométrique [250-355] um des grains d’hydroxyapatite (HA)
et de phosphate tricalcique beta (B-TCP). Les poudres utilisées pour la fabrication de ces sphéroides
sont présentées dans les annexes 1 et 2, la mise en forme et la caractérisation de sphéroides poreux
dans le chapitre Il. Les sphéroides poreux ont été imprégnés par des solutions éthanoliques
d’ibuproféne de concentrations variables (25, 100 et 200 mg.mL™), suivant le protocole présenté dans
la partie 11-1-2 du chapitre Il. Les DDS obtenus ont ensuite été caractérisés qualitativement et
guantitativement par spectrophotométrie UV-Visible, par analyse thermogravimétrique (ATG) et par

spectroscopie de diffusion Raman (figure 1V-1).
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7 )
Elaboration des sphéroides poreux
L [250-355]um )
( Chargement en ibuproféne par )
imprégnation
[IBU]=25, 100, 200 mg.mL-"

1

[ Caractérisation des DDS

Etude quantitative Etude qualitative
Dose de PA Interaction support/PA

Localisation du PA

Spectroscopie UV-VIS Analyse thermogravimétrie Spectroscopie Raman

Figure 1V-1- Quantification et localisation du principe actif (PA) adsorbé sur les sphéroides

phosphocalciques

L’ibuproféne adsorbé par les grains a tout d’abord été quantifié par spectrophotométrie UV-Visible
suivant le protocole décrit dans le paragraphe IlI-1-2. La masse d’ibuproféne obtenue a été ensuite
exprimée par rapport a la masse des sphéroides chargés (équation 1l-1, chapitre 1) et sera notée
DCyv (exprimé en pourcentage) par la suite. Les incertitudes relatives et absolues de cette méthode
de dosage ont été calculées selon I'équation. IV-1. mjgy représente la masse d’'ibuproféene déduite de
la concentration mesurée, Cyy dans les solutions d’extraction, V. le volume des solutions d’extraction

(40 mL) et mgympie la masse de sphéroides chargés immergés dans I'éthanol.

Mgy (MQ) %100 = Cuv (mg.ml_'l)x Vgoi (ML) y

DCyy =
w msample (mg) msample (mg)

100 (eq.ll-1)

ADCyy o, _| ACuy(Mg.MLY) | AVi(mL)  AMsampe MA) |, (eq.IV-1)

DCyy Cyy (mg.mL™) Vgai(ML) Mgample (MY)
Les analyses thermogravimétriques (ATG) ont été effectuées sous air, entre 25°C et 800°C avec une
rampe en température de 5°C.min™. La stabilité thermique des sphéroides chargés ainsi que leur
perte de masse ont été étudiées. Les pertes de masse des sphéroides ont été attribuées a
'élimination des molécules d’ibuproféne. Ces pertes de masse ont été analysées de maniére a
calculer le DC+g (équation. 1V-2). La perte de masse obtenue a 600°C (m+¢) est divisée par la masse
des sphéroides chargés (msampe) Utilisée pour l'analyse thermique, soit environ 250 mg. Les

incertitudes relatives et absolues des DCrg obtenus ont été ensuite calculées suivant I'équation 1V-3.
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DCrg =2 x100 (éq. IV-2)

ADCTG 0p = AmTG(mg) 4 Amsample(mg)

x100  (eq. IV-3)
DCTG mTG(mg) msample(mg)

Dans un premier temps, la comparaison des méthodes d’analyses thermique (ATG) et
spectrophotométrique (UV-visible) a conduit a une argumentation sur les intéréts et les limites de ces
deux techniques pour le dosage de principes actifs dans le cadre des DDS. Dans un deuxiéme temps
les résultats obtenus par ATG ont été analysés plus en détails. Les pertes de masse se faisant par
paliers, ces derniers ont été corrélés aux différentes localisations de I'ibuproféne, c’est-a-dire a la

surface des sphéroides ou a I'intérieur des pores.

Les analyses par spectroscopie Raman ont permis d’analyser les interactions entre la molécule active
et les supports phosphocalciques mais également d’évaluer les quantités d’ibuproféne adsorbées a la
surface des sphéroides en fonction de leur nature (B-TCP ou HA) et de la concentration de la solution
d'imprégnation. En effet la profondeur d’analyse du laser (1 um), étant considérablement inférieure a
la taille des sphéroides étudiés, cette méthode a été considérée comme une technique d’analyse de
la surface des granules chargés. En raison de I'hétérogénéité de la couche d’ibuproféne sur la surface
des sphéroides, 3 zones d’acquisition réparties aléatoirement ont dues étre moyennées pour chaque
échantillon. Enfin les intensités intégrées des pics de I'ibuproféne dans l'intervalle de 2800 a 3100 cm’

! ont été corrélées a la concentration en ibuproféne de la solution d’imprégnation.

La combinaison des approches qualitatives et quantitatives de ces méthodes de caractérisation a
confirmé la possibilité d’'un dosage précis de I'ibuproféne physisorbé mais également sa localisation.
Les résultats ont montré que la teneur en ibuprofene des sphéroides augmentait avec la concentration
des solutions d'imprégnation et que la molécule active s’adsorbait préférentiellement dans les pores

des sphéroides de B-TCP et sur la surface externe pour les sphéroides d’HA.
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IV-2- Quantification et localisation de I'ibuproféne adsorbé sur les sphéroides
phosphocalciques

Article : Analytical approach to drug delivery systems evaluation: case of ibuprofen adsorption on

porous calcium phosphate pellets
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Conclusion

Lors d'une perte de substance osseuse conséquente, la cicatrisation spontanée et naturelle est
insuffisante pour combler la cavité osseuse. Il est donc nécessaire d’avoir recours a un substitut
osseux afin d’'apporter un soutien mécanique a la zone traumatisée et fournir une surface favorisant la
cicatrisation. Les propriétés trés favorables des biocéramiques phosphocalciques (bioactivité,
biorésorbabilité et ostéoconduction) font de ces matériaux des substituts synthétiques de choix pour le
traitement des défects osseux. Ces derniéres années, dans I'objectif de permettre un traitement local
de pathologies telles que les infections ou les tumeurs osseuses mais également afin d’améliorer la
prise en charge thérapeutique de patients souffrant de pathologies musculo-squelettiques de type
inflammatoire ou ostéoporotique, une nouvelle génération de biocéramiques phosphocalciques
intégrant une molécule active s’est développée. Ces supports assurent ainsi la double fonction de
substitut osseux et de vecteur de substance active, pour une libération localisée sur le site
d’'implantation. Le développement et la fabrication de ces systémes combinés, connus sous le nom de
« Drug Delivery System » ou DDS, nécessitent une connaissance approfondie des paramétres
déterminant les propriétés fonctionnelles du systéme. En outre I'ostéoconduction doit étre maintenue
tout en garantissant la libération de la dose thérapeutique nécessaire sur une durée adaptée. Dans le
cas des systemes élaborés par adsorption de la molécule active sur le support biocéramique, les
caractéristiques physico-chimiques du substrat et du principe actif ainsi que les conditions

d’imprégnation sont déterminantes.

Ce travail était destiné a l'étude du DDS sphéroides phosphocalciques poreux/ibuproféne. Le
mécanisme d’adsorption, la quantité adsorbée, la localisation et les cinétiques de dissolution in vitro
de l'ibuproféne ont été étudiés pour des sphéroides de composition chimique, texture et granulométrie
variables. L'incidence des parameétres d’'imprégnation (solvant, température, nombre de cycles) a

€galement été évaluée.

Il s’est avéré que le mécanisme d’adsorption de I'ibuproféne sur les sphéroides ne dépendait ni des
propriétés physicochimiques des supports, ni des facteurs d’imprégnation. Le principe actif est
adsorbé par physisorption sur les sphéroides d’'HA et de B-TCP, quelles que soient les conditions de

chargement.

Cependant, la quantité d’'ibuproféne adsorbé, ou drug content des sphéroides, dépend indirectement
de la composition chimique des supports via l'influence que cette derniere opére lors de la mise en
forme. En effet il a été montré que, en raison de leur porosité plus élevée, les grains d’'HA présentent
une capacité d’adsorption supérieure a celle des grains de B-TCP. Par ailleurs la porosité et la surface
spécifique, modulées par la température du traitement thermique des substrats, influencent également
la quantité d’ibuproféne adsorbé ; les plus fortes teneurs en ibuproféne sont obtenues pour les
sphéroides présentant une surface et un volume poreux élevés. Enfin le choix d'un solvant
polaire/aprotique favorise I'adsorption de l'ibuproféne sur les sphéroides du B-TCP, tout en gardant le

méme mécanisme d’adsorption.
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Conclusion

Les caractérisations physico-chimiques des sphéroides chargés, par porosimétrie a mercure,
spectrophotométrie UV, analyse thermogravimétrique et spectroscopie Raman, ont montré que
libuproféene était adsorbé sur les surfaces externes mais également internes des sphéroides d’'HA et
de B-TCP. Cependant, la répartition de libuproféne difféere selon la composition du support : la
proportion d’ibuproféne adsorbé sur les surfaces externes des sphéroides d’HA est plus importante

gue dans le cas des sphéroides de B-TCP.

Enfin, la cinétique de dissolution dépend de la taille des sphéroides ainsi que du solvant utilisé pour
limprégnation. Le rapport surface/volume est plus faible pour les supports sphériques de grande
dimension ce qui conduit a un ralentissement de la dissolution de I'ibuproféne. En ce qui concerne la
nature du solvant, c’est le point d’ébullition qui agirait sur la cinétique de dissolution par une
modification de la localisation de I'ibuproféne adsorbé. Une température d’ébullition faible pourrait

conduire a une adsorption préférentielle de I'ibuproféne au niveau des surfaces externes lors du

séchage des sphéroides et donc une dissolution plus rapide.

Afin de compléter ce travail, plusieurs points pourraient étre approfondis pour comprendre au mieux
les interactions principe actif/substrat, les cinétiques d'imprégnation et les mécanismes de dissolution
et répondre a la question : comment moduler les caractéristiques d'un DDS (propriétés du substrat,
doses et cinétiques de libération pour un principe actif donné) pour étre capable de proposer une

solution adaptée a chaque cas clinique ? A cet effet, plusieurs approches peuvent étre considérées.

Pour une meilleure compréhension du systéeme combiné sphéroides phosphocalciques
poreux/ibuproféne, il serait intéressant de mesurer les tensions interfaciales liquide/solide ainsi que les
charges de surfaces des sphéroides dans diverses solutions d’ibuproféne. Parallelement, des
cinétiques d'imprégnations sur une gamme de température permettraient d’obtenir les enthalpies et
entropie de physisorption du principe actif. Ces différentes mesures permettraient de renforcer les

connaissances sur les mécanismes d’adsorption de I'ibuproféne sur les phosphates de calcium.

L'étude du DDS sphéroides phosphocalciques poreux/anti-inflammatoire pourrait également étre
complétée par l'incorporation d’'une molécule active présentant une stéréochimie et un encombrement
stérique différents de I'ibuproféne (e.g. ibuproféne-lysine) ce qui permettrait de vérifier I'effet de la
tortuosité du réseau de pores des sphéroides sur I'adsorption et la libération de la molécule active.
Par ailleurs, les comportements des sphéroides en HA et en B-TCP au contact de solutions aqueuses
étant tres différents et dans I'optique d’envisager le chargement de molécules hydrosolubles sur ces

supports, il serait nécessaire de prolonger cette étude par des analyses en milieu aqueux.

L’incidence directe de la porosité des supports sur les caractéristiques du DDS proposé ayant été
mise en évidence dans ce travail, d’autres pistes peuvent étre envisagées pour moduler le réseau de
pores intra-granulaires et sa tortuosité comme par exemple I'emploi de porogénes ou d'une
association de porogénes présentant des caractéristiques physico-chimiques différentes
(granulométrie, solubilité, température de dégradation...). Il serait alors intéressant de relier ces

variations de texture poreuse a des données de mécanique des fluides.
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Afin de valider le concept proposé dans ce travall, il serait nécessaire de vérifier que le procédé de
chargement ne dégrade pas l'activité thérapeutique de la molécule active mais également que cette
fonctionnalisation ne perturbe pas la biocompatibilité et la bioactivité/biorésorbabilité in vivo de ces
supports phosphocalciques. De plus, au-dela de la caractérisation in vitro qui doit étre la plus
compléte possible pour pouvoir contrbler tous les parametres du systéme, la transposition clinique de
ce traitement localisé nécessite des évaluations in vivo afin d’établir les cinétiques de libération in situ.
Les critéres thérapeutiques (concentration locale requise et durée de libération de la molécule active)
varient de maniére treés importante selon la pathologie a traiter, il s’agit d’étre capable de moduler les
caractéristiques du DDS en fonction du besoin clinique.
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Annexe 1

Synthése et caractérisation du lot de poudre d’hydroxyapatite stoechiométrique

Synthése des poudres

L’hydroxyapatite phosphocalcique (Ca;o(PO,4)s(OH), — HA ; Ca/P = 10/6) utilisée pour ce travail a été
synthétisée, au laboratoire, par voie hydrothermale selon la réaction suivante :

6 (NH,),HPO, + 10 Ca(NOs), + 8 NH,OH — Cayo(PO.)s(OH), + 20 NH,NO; + 6 H,O

La maitrise de la composition de I'hydroxyapatite synthétisée dépend du contr6le de nombreux
parametres tels que : le rapport molaire Ca/P en réactif, la température ainsi que I'atmosphére et le pH
au sein du réacteur, la vitesse d’addition des réactifs, le temps de maturation. Ces paramétres de
synthése ont été étudiés et optimisés au laboratoire au cours des travaux de thése de doctorat de
Sylvie Raynaud [Raynaud'02]. De ce fait, les conditions expérimentales utilisées dans le présent
travail en sont tirées et sont récapitulées dans le tableau A-1.

Une solution de nitrate de calcium tétrahydraté (Ca(NOs3),.4H,0 - Aldrich) est introduite au sein d’'un
réacteur de 10 L (figure A-1). Cette solution est chauffée a la température de 90,0 £ 1,0°C,
température qui sera maintenue constante tout au long de la synthése et de I'étape de maturation.
Puis, une solution de dihydrogénophosphate d'ammonium (NH4H,PO, - Aldrich) est ajoutée a débit
constant a la solution de nitrate de calcium. Le pH du milieu réactionnel est maintenu constant
(pH 8,5 + 0,1) a l'aide d’'une solution d’ammoniaque NH,OH concentrée. Le milieu est maintenu sous
agitation et balayage d’argon durant la synthése et I'étape de maturation afin de limiter la
carbonatation de I'hydroxyapatite. Le gel obtenu est centrifugé et lavé a I'eau distillée afin déliminer
les résidus de synthése, puis séché a I'étuve (80°C/24 h).

Solution de nitrate de calcium [Ca2+] =1,28 mol.L"" = Vggution = 2 L
Solution de dihydrogénophosphate d'ammonium [PO,*]1=1,28 mol.L™ = Veguuion = 1,2 L
pH 85+0,1

Température 90,0+ 1,0°C

Débit d’ajout de la solution de phosphate 40 mL.min™*

Temps de maturation 60 min

Débit d’argon 5L.min™

Tableau A-1- Conditions expérimentales utilisées pour la synthése de I'hydroxyapatite

stcechiométrique
Afin d’obtenir la quantité de poudre d’HA requise pour I'élaboration des grains poreux, soit environ 1

kg de poudre, 15 synthéses ont été effectuées. La conformité de chaque synthése, c'est-a-dire le

respect d’un rapport molaire Ca/P égal a 10/6 correspondant a une hydroxyapatite stoechiométrique, a
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été vérifiee comme suit, puis les différentes synthéses ont été réunies en un seul et méme lot de
poudre.

Agi Agitateur mécanique

i
ra

peo®® ,
A\ & Régulateur de
Régulateur de pH ® 00 0O température
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Figure A-1 : Schéma du montage du réacteur de synthése par précipitation en voie aqueuse

Détermination du rapport molaire Ca/P des poudres d’hydroxyapatite synthétisées

La stoechiométrie de I'hydroxyapatite obtenue est évaluée par sa stabilité thermique [Raynaud'O1].
Quelques grammes de poudre sont calcinés a 1000°C durant 15h dans un four de type Super
Kanthal. [Afnor’'08]. Si la poudre est sous-stcechiométrique (Ca/P < 10/6) alors le traitement thermique
conduit & sa décomposition en HA et en B-TCP. Ces phases seront visibles sur les diffractogrammes
et identifiées par comparaison avec les références du fichier ICDD-PDF, International Center for
Diffraction data — Powder Diffraction Files (Fiche N°00-09-0432 pour I'HA et N°00-09-0169 pour le B-
TCP). Si la poudre est sur-stoechiométrique (Ca/P > 10/6) alors le traitement thermique conduit a sa
décomposition en HA et en chaux vive, CaO (Fiche N°00-013-1497). Avant toute analyse par
diffraction des rayons X, la présence de ce composé est décelée par un test a la phénolphtaléine.
Pour ce faire quelques grammes de poudre chaude (poudre calciné a 1000°C durant 15 h et gardée a
400°C) sont immergés dans une solution de phénolphtaléine. Si la solution vire au rose, alors la
poudre contient de la chaux.

La composition de la poudre, c'est-a-dire le rapport molaire Ca/P, est déterminée par caractérisation
gualitative par DRX. Les diffractogrammes sont réalisés avec un pas en 26 de 0,02° et un temps de
comptage de 4 secondes sur un intervalle de 27 a 38° afin de couvrir 'ensemble des pics de
diffraction nécessaires a une possible quantification des phases secondaires (—TCP ou CaO). Aprés
identification des phases sur le diffractogramme de la poudre calcinée a 1000°C pendant 15h

[Afnor'08], le rapport molaire Ca/P des poudres cristallisées est calculé a partir des intensités
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intégrées des pics de diffraction (logiciel TOPAS). Les abaques utilisés dans cette méthode ont été
réalisés et validés pour des poudres dont le rapport molaire Ca/P est compris entre 1,5 et 2,0 par
Sylvie Raynaud [Raynaud'01] et inférieurs 1,5 par Arnaud Destainville [Destainville‘03].

Préparation et caractérisation du lot d’hydroxyapatite

Aprés vérification de la conformité de chaque synthéese , les hydroxyapatites stoechiométriques ont été
rassemblées pour former un lot de poudre. Les analyses qualitatives et quantitatives réalisées sur un
échantillon du lot de poudre aprées calcination a 1000° durant 15 h montrent que le lot est composé a
plus de 95% massique d’hydroxyapatite (figure A-2). En effet, une Iégére trace de B-TCP est observée

ce qui conduit a un rapport Ca/P molaire égal a 1,662.

*PDF 00-09-0432 HA
O PDF 00-009-0169 p-TCP

Intensité (u.a)
*

*

N L)

28 29 30 Kl 32 33 34

26 ()

Figure A-2- Diffractogramme réalisé sur un échantillon du lot de poudre d’HA aprés calcination a
1000°C durant 15h

Ce lot a été broyé a l'aide d’'un granulateur oscillant (Erweka AR 400 type FGS-grille 315um) puis
calciné a 650°C pendant 30 minutes afin de diminuer la surface spécifigue de la poudre et de la
préparer pour le procédé de granulation. Ce lot de poudre a ensuite été caractérisé par diffraction des
rayons-X (figure A-3-a) et spectroscopie FT-IR (figure A-3-b). La poudre d’hydroxyapatite calcinée a
650°C est une poudre partiellement cristallisée contenant une légére trace de B-TCP. Une légére
trace d’eau adsorbée est visible sur le spectre FT-IR mais aucun résidu de synthése n’a été observé.

La surface spécifique du lot de poudre d’hydroxyapatite a été mesurée par adsorption d'azote suivant
la méthode BET [Emmett'37] et la distribution granulométrique de la poudre par granulométrie laser
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd, Worcestershire,UK) en voie seche. Cette poudre a une
surface spécifique de 34 m>.g™, avec une distribution granulométrique multimodale (figure A-4). Le dos

est estimé a 10 um.
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Figure A-3- (a) Diffractogramme et (b) spectre FT-IR du lot d’hydroxyapatite synthétisée et calcinée a
650°C durant 30 minutes
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Figure A-4- Répartition en volume du lot d’hydroxyapatite synthétisée et calcinée a 650°C durant 30

minutes
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Annexe 2

Caracteéristiques du phosphate de calcium commercial

La caractérisation de la poudre commerciale de phosphate de calcium (Cooper — France- N° de lot
05110196/B) par diffraction des rayons-X montre que cette poudre est composée de deux phases
cristallines : I'’hydroxyapatite et la monétite (CaHPO, — phosphate dicalcique anhydre) (figure A-4-a).
Le spectre FT-IR indexé de la poudre est présenté par la figure A-4-b. Cette poudre a une surface

spécifique de 30 m®.g™* et une distribution granulométrique multimodale (Figure A-5) avec un dos (1m)
estimé a 9.

~ PDF 00-09-0432 HA (@)

(h)
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Figure A-4- (a) Diffractogramme et (b) spectre FT-IR du lot de poudre commerciale de phosphate

tricalcique avant traitement thermique
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Figure A-5- Répartition en volume de la poudre commerciale de phosphate tricalcique avant traitement

thermique

Les analyses qualitatives et quantitatives [Afnor'08] par DRX, réalisées sur un échantillon du lot de
poudre aprés calcination a 1000° durant 15 h montrent que le lot est composé a plus de 95%
massique de B-TCP (figure A-6). En effet, une légere trace de HA est observée ce qui conduit & un
rapport Ca/P molaire égal & 1,512.

* PDF 00-09-0432 HA
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Figure A-6- Diffractogramme de la poudre commerciale de phosphate tricalcique apres calcination a
1000°C durnat 15h

Afin d’obtenir un produit monophasé avant la mise en forme de la poudre, deux traitements
thermiques (700 et 900°C pendant 15 minutes) ont été appliqués a la poudre commerciale
[Chevalier09]. Les diffractogrammes (Figure A-7) montrent que le produit calciné a 700°C est
composé d’hydroxyapatite et de phosphate tricalcique alpha (a-TCP) alors que celui calciné a 900°C
est composé majoritairement de B-TCP avec des traces résiduelles d’hydroxyapatite. L’apparition

successive des phases de phosphate tricalcique alpha et beta est due a une réaction solide/solide
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entre les phases initiales, soit 'nydroxyapatite et la monétite. Tampieri et al. ont utilisé les mémes
précurseurs, i.e. un phosphate dicalcique anhydre et une hydroxyapatite stoechiométrique, pour la
fabrication de biocéramiques de B-TCP par réaction solide/solide a haute température. D’aprés leur
étude sur les transformations de phases d'un tel systeme, le phosphate tricalcique alpha formé a
basse température (noté &—TCP) commence a apparaitre a partir de 700°C. L'augmentation de la
température de calcination résulte en la formation de la phase stable du B-TCP [Tampieri'97]. lls en
ont déduit que la réaction en voie solide entre la monétite et 'hydroxyapatite peut étre divisée en deux
domaines de température : si T < 750°C il y formation d’HA, phase maijoritaire, avec o -TCP comme

phase stable et si 800 °C< T < 960°C c’est la phase B-TCP qui est majoritaire.
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Figure A-7- Diffractogrammes des sphéroides calcinés a 700°C et a 900°C durant 15 minutes
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RESUME

Les céramiques phosphocalciques, utilisées en chirurgie orthopédique en tant que substituts osseux,
sont biocompatibles, bioactives, biorésorbables et osteoconductrices. L’intégration d’'un réseau de
pores dans ces substituts osseux accroit I'ostéointégration en favorisant I'invasion du support par les
fluides biologiques et les cellules osseuses. Ces biocéramiques poreuses peuvent, apres
fonctionnalisation thérapeutique, étre utilisées comme systeme de délivrance d’une molécule active
(Drug Delivery System),. Le réseau de pores sert alors de réservoir au principe actif, permettant sa
libération in situ et une réduction des effets secondaires par rapport a une administration par voie
orale ou parentérale.

L’objectif de ce travail est la réalisation et I'étude d’'un systéme de délivrance constitué de sphéroides
phosphocalciques poreux d’hydroxyapatite (HA) ou de phosphate tricalcique beta (B-TCP)
fonctionnalisés par de I'ibuproféne, pour un traitement in situ de pathologies inflammatoires osseuses.
Le chargement de l'ibuproféne est réalisé par imprégnation en solution. Afin d’étudier les mécanismes
de l'adsorption, la localisation et la quantité de principe actif adsorbé, ainsi que les cinétiques de
dissolution in vitro, plusieurs méthodes de caractérisation sont mises en ceuvre. Il est montré que le
mécanisme d’adsorption est indépendant des caractéristiques physico-chimiques des sphéroides et
des conditions d'imprégnation mais que la quantité adsorbée est fortement liée a la texture poreuse
des sphéroides et a la nature du solvant d’imprégnation. Les essais de dissolution in vitro de
l'ibuproféne dans un tampon phosphate a 37°C montrent que la libération de l'ibuproféne est rapide,
indépendante de la composition chimique et des parametres texturaux des grains, mais dépendante
de la taille des sphéroides et de la répartition de I'ibuproféne sur les supports. Le relargage est plus
rapide pour les grains de petite dimension et lorsque I'ibuproféne est adsorbé majoritairement sur la
surface externe des sphéroides.

Mots-clés : Systéme de délivrance, phosphates de calcium, ibuproféne, biocéramique,
fonctionnalisation thérapeutique

ABSTRACT

Calcium phosphate ceramics used as bone defect filler materials are biocompatible, bioactive,
bioresorbable and osteoconductor. The presence of an interconnected pore network inside these
bioceramics favors the attachment of bone cells and circulation of biological fluids. After being
functionalized by therapeutic agents, these porous bioceramics can also be used as drug carriers in
Drug Delivery Systems (Drug Delivery System). Indeed, the pore network play the role of therapeutic
agent reservoir, allowing an in situ drug release which can reduce drug administration side effects
compared to oral or parenteral administration.

The present work investigates the combination of calcium phosphate porous pellets with ibuprofen, an
anti-inflammatory agent, for bone filling and treatment of inflammatory pathologies. Two calcium
phosphate compositions, hydroxyapatite (HA) and beta tricalcium phosphate (3-TCP) were chosen to
be formed by wet high shear granulation method and they were loaded by ibuprofen via impregnation.
In order to study the drug adsorption mechanisms, its localisation, the pellets drug content and the in
vitro drug dissolution kinetics, several characterisation methods were used. The obtained results
showed that the adsorption mechanism of ibuprofen on the porous pellets is independent from their
physicochemical properties and the impregnation parameters. However, the adsorbed amount of the
drug depends strongly on the textural properties of the pellets and the impregnation solvent. The in
vitro dissolution kinetics trials in a phosphate buffer at 37°C shows the independence of release
kinetics from the pellets chemical composition and texture but it depends on the pellets size. Besides,
the dissolution kinetics are influenced by the ibuprofen distribution on outer surface and inside the
pores.

Keywords: Drug Delivery System, calcium phosphate, ibuprofen, bioceramics, therapeutic
functionalisation





