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Résumeé

Des micro/nanoparticules des phosphates de calcium (hydroxyapatite et Brushite) ont
été préparées dans ce travail selon deux voies différentes, la voie hydrothermique et la voie
biomimétique. Ces particules devant étre utilisées comme vecteurs pour la m-THPP (méso-5,
10,15,20-tetrakis(4-hydroxyphenyl)porphyrine), un anti-cancéreux pour la thérapie
photodynamique PDT. Les résultats expérimentaux obtenus montrent bien, effectivement, la
possibilité d’inclure 1’agent actif dans des matrices aussi variées que I'HAP seule ou des
systémes composites tels que I'HAP-B-cyclodextrine. Cependant, il semble d’aprés des
résultats spectroscopiques (FTIR et notamment DRX) que la présence de la B-CD conduit &
des modifications structurales du support principal phosphaté en augmentant sa pureté. En
effet, la cristallinité de la matrice minérale devient meilleure et la taille des particules plus

petite.

Mots clés :

Vecteur thérapeutique, micro/nanoparticules, méso-5,10,20,20-tetrakis(4-

hydroxyphenyl)porphyrine, hydroxyapatite, Brushite, B-cyclodextrine.



Abstract

Calcium phosphate micfo/nanoparticles (Hydroxyapatite, Brushite) were prepared in this
work using two different routes, hydrothermal and biomimetic route respectively. These
particles could be used as vectors for (méso-5,10,15,20-tetrakis(4-hydroxyphenyl)porphyrine)
m-THPP which is a photosensitizer used in treatment of cancer by PDT. The experimental
results demonstrate that effectively, it’s possible to encapsulate the active agent into HAP in
its simple or composite forr1. However, according to the spectroscopic results (FTIR and
XRD), that the presence ofB-CD lead to a structural modification of the calcium phosphate
carrier increasing its puriﬁy, indeed, the crystallinity of the mineral matrix becomes better and

the size of the particles becomes smallest.

Key words:

Vector therapeutic, micro / nanoparticles, méso-5, 10, 20, 20-tetrakis (4-hydroxyphenyl)
porphyrine, hydroxyapatite, brushite, B-cyclodextrin
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Introduction générale

Des progres spectaculaires ont été observés au cours de ces derniéres décades pour le
traitement de plusieurs pathologies. Néanmoins, certains traitements, notamment dans le cas
des maladies cancéreuses, présentent une efficacité thérapeutique encore limitée et
accompagnée d’effets secondaires considérables. Ces effets secondaires résultent d’une part
de I’accumulation indésirable du principe actif dans des tissus sains qui provoque une certaine

toxicité, d’autre part de la nature des excipients de la formulation galénique.

L’adressage ciblé de molécules thérapeutiques vers un site d’action spécifique (un tissu ou
une cellule malade) constitue actuellement un défi majeur pour le traitement des maladies
cancéreuses et infectieus‘es. Ce concept s’approche de plus en plus de la réalité avec le
développement des nanotechnologies qui offrent des opportunités intéressantes pour la
vectorisation ciblée de principes actifs. Plusieurs types de nanoparticules ont été développés
telles que les liposomes, les micelles, les micro/nanocapsules, les micro/nanospheéres, ...ect.
Avec tous ces agents de vectorisation on vise souvent la protection de I’agent actif,
"augmentation de sa sélectivité thérapeutique et 1’élimination ou la réduction des effets

secondaires associés.

En outre, du fait de I’hydrophobie prononcée de certains principes actifs importants,
notamment des photosensibilisateurs utilisés en thérapie photodynamique pour le traitement
du cancer, le controle de cette propriété (qui limite en fait 1’efficacité) est considérée
actuellement comme une thématique de recherche primordiale. En effet, on peut modifier la
propriété d’hydrophobie du PS par son inclusion, par exemple, dans des molécules cages
hydrophiles telles que la B-cyclodextrine. Cette possibilité constitue notre intérét majeur dans

cette étude.

Des matériaux phosphocalciques apatitiques comme 1’hydroxyapatite (Ca;o(PO4)s(OH),) sont
utilisés ici comme support de base dans des systémes biologiques simulés. Ces matériaux,

similaires aux tissus osseux, sont généralement bioactifs, biocompatibles et non toxiques.
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Dans notre travail, des microparticules & base d’hydroxyapatite ont été préparées et utilisées

comme vecteurs pour le (m-THHP), agent actif.
Ce modeste travail est partagé en deux parties :

La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique sur la vectorisation, la

génération des vecteurs du principe actif, les phosphates de calcium et I’hydroxyapatite.

Dans la seconde partie, on s’est intéressé au développement de méthodes expérimentales pour
la préparation et la caractérisation des microparticules d’hydroxyapatite par voies
hydrothermique et biomimétique ainsi que des complexes d’inclusion de type «Host-Guesty

de I’agent actif (m—THPP) dans une molécule cage (B-cyclodextrine).

La spectrophotométrie infrarouge (FT-IR), la spectrophotométrie UV-Vis, la diffraction a
rayons X (DRX) ainsi que la microscopie €électronique & balayage (MEB) sont les principales

techniques analytiques utilisées dans cette étude.
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Partie expérimentale

L’adressage des molécules thérapeutiques vers un organe, un tissu ou une cellule
malade constitue aujourd’hui un défi majeur pour le traitement des maladies humaines,
notamment dans le cas des maladies cancéreuses, présentent une efficacité thérapeutique et
limitée d’accompagnée d’effets secondaires. Ce concept est devenu prés de la réalité grace a

la nanotechnologie avec le concept de la vectorisation ciblée des agents actifs [1].
I-1 La vectorisation
I-1.1 Définition

Vectoriser un médicament, c'est utiliser un support nommé "vecteur" pour l'acheminer
sur le site malade dans un but thérapeutique. La vectorisation des médicaments fait l'objet de
nombreuses recherches impliquant différentes approches car elle concerne pratiquement
toutes les maladies et plus particuliérement celles qui tourmentent I'Humanité, comme le

cancer.

On peut dire que les nano/microparticules sont des vecteurs efficaces car leur index
thérapeutique (capacité a traiter une maladie) est élevé par rapport aux techniques
conventionnelles. Cela est dii au fait que l'utilisation des nano/microparticules va permettre
dans un premier temps de cibler les cellules malades, donc de n'incorporer que la dose qu'il
faut, et dans un deuxiéme temps, leur grande surface par rapport & leur volume va permettre
d'administrer plus de p1'iﬁcipe actif, il n'y aura donc pas besoin d'injecter une grande quantité

de ces vecteurs dans le sang ce qui implique une baisse des risques liés a la toxicité.
I-1.2 Les différents types de vecteurs

On distingue trois types de vecteurs :

1. Le liposume : vésicule biodégradable composée de deux couches de lipides et d'un
compartiment aqueux au centre de la nanoparticule. Lorsque le principe actif du
médicament a stocker sans le liposome est hydrophile, il est placé dans le
compartiment aquéux, mais lorsqu'il est lipophile, il est placé dans la bicouche de
lipides. Le liposome mesure environ 100nm ce qui fait de lui un agent 70 fois plus

petit qu'un globule rouge.
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Partie expérimentale

2. La nano/microsphére : polymére (molécules enchevétrés) biodégradable de forme
sphérique. Le principe actif du médicament est dispersé dans la matrice de polymére.
Ce principe actif sera libéré lors de la dégradation de la nanosphére.

3. La nano/microcapsule : paroi fine de polymeére biodégradable qui entoure le principe

actif. On parle alors de "réservoir" du principe actif.

Fig.I-1 : (a) : liposome. (b) : micro/nanosphere et (c) : micro/nanocapsule

I-1.3 Les différentes générations de vecteurs

a) Les vecteurs de la premiére génération

Ce sont des microparticules administrées par voie vasculaire a proximité de I’organe a
traiter pour libérer le principe actif. Ces microparticules ont été utilisées pour I’encapsulation
des agents anticancéreux et le ciblage des tumeurs selon un mécanisme de chimio-
embolisation qui conjugﬁe une oblitération des artéres nourriciéres de la tumeur & une
libération de 1’agent antil-tumoral. Cependant, depuis une vingtaine d’années, 1’intérét c’est
porté sur I’obtention de vecteurs de taille submicronique permettant de nouvelles voies

d’administration [2].
b) Les vecteurs de deuxiéme génération

Ce sont des liposomes, des nanospheres ou des nanocapsules de taille inferieur au
micrometre. La vectorisation est dite passive quand la distribution du principe actif est
imposée par les caractéristiques physico-chimiques et la taille du vecteur. Des résultats
intéressant ont été obtenus lors I’administration de vecteurs colloidaux par voie orale ou
intramusculaire. Par voie intraveineuse, le probléme principal réside dans la capture de ces
particules principalement par le systéme phagocytaire mononuclée. Il est tout a fait
remarquable que ce verrou technologique ait étre contourné gréce a I’application du concept
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physico-chimique de la « répulsion stérique » développé par I’équipe de Gennes dés le début
des années 1990. Le recouvrement des vecteurs par des polyméres hydrophiles et flexible,
comme les polyéthylénes glycols (PEG), les polysaccharides, les poloxamers et les

poloxamines, empéche les protéines, en particulier les opsonines, de s’adsorber a leur surface

[2]-
¢) Les vecteurs de troisiéme génération

Lorsque les vecteurs de deuxiéme génération sont décorés de ligands, ils sont alors
capables de reconnaitre de maniére sélective des antigénes ou des récepteurs qui sont hyper-
exprimés a la surface des cellules cibles (exp : cellules cancéreuses) [2]. La conception de ces

36“]3

vecteurs de génération nécessite la construction d’édifices supramoléculaires composés :

- D’une particule type liposome ou nanoparticule.
- D’une couche de polymeéres hydrophiles et flexibles (exp: PEG) pour éviter la
reconnaissance hépatospléniques.

- D’un ligand de reconnaissance membranaire a ’extrémité de certaines chaines de

PEG.

Fig.I-2 : Les trois générations des vecteurs des médicaments

i

I-2 Les phosphates de calcium

I-2.1 Généralités

Les phosphates de calcium jouent un réle important dans divers domaines. Dans
I’industrie, ces minerais sont la source principale des engrais phosphatés et servent a préparer
I’acide phosphorique et différent dérivés phosphatés [3]. De plus, leurs propriétés

¢lectroniques sont largement mises a profit dans la conception des lampes fluorescentes [4]
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et des matériaux pour Laser [S]. Ils sont également utilisés en chromatographie pour la

séparation et la purification des molécules organiques [6; 7].

Outre leur importance industrielle, les phosphates de calcium apatitiques ont connu un
grand essor dans le domaine des biomatériaux. En effet, grace a leur composition chimique
proche de la phase minérale des tissus osseux, leurs propriétés de biocompatibilité et de
bioactivité les rendent utilisables sous diverses formes : substituts osseux, systéme de

libération de principes actifs, céramiques et ciments etc...[8; 9].

Les sels de calcium de l'acide orthophosphorique (H3PO4) constituent une grande
famille de composés solides: les orthophosphates de calcium. Ces composés dérivent en
général de la neutralisation de la premiere acidité (sels monobasiques : MCPA et MCPM), de
la deuxieme acidité (selé dibasiques : DCPA et DCPD) et / ou de la troisiéme acidité de
H3PO4 (sels tribasiques OCP, PTCa). Les équations des réactions acido-basiques suivantes

représentent les neutralisations successives des différentes acidités de 1’acide

orthophosphorique.

HPO; © MO (e HPOY + H30 Ka;= 5,86 107 4 37°C.
H,PO* + H,0 {—=> HPO/ + H;0" Ka,= 6, 85 10% 4 37°C.
HPO,” + H20 (== PO/ + H30' Kas= 6,62 10" 437°C.

Les propriétés dé dissolution de ces phosphates de calcium dépendent de leurs
caractéristiques physico-chimiques, en particulier le rapport molaire Ca/P, la structure
cristallographique et la surface spécifique [10]. Ainsi, en fonction du rapport molaire Ca/P qui
varie de 1,33 & 1,67, nous pouvons définir plusieurs familles d’orthophosphates de calcium

répertoriées dans le tableau I-3.

)

Parmi ces phosphates de calcium, notre choix a porté€ sur ces types d’apatites connues

par leurs applications dans le domaine des biomatériaux :

- Hydroxyapatite (HA).

- Apatites nanocristallines carbonatées.
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Tab.I-1: Orthophosphates de calcium et caractéristiques : rapport atomique (Ca/P) et
solubilité[11].

Phosphate de Calcium | Nom abrégé Formule Chimique CaP | Solubilité
186
Phosphate monocalcique
anhydre MCPA Ca{H.PCy): 0,50
monechydrate MPCW CalFLPO4), H,O 0.50
Phosphate dicalcique
anlyydre {monetite) ‘ DCPA CalPOy 1.00 .04
dihvdraté (brushite) { DCPD CaHPOy, 2H.0 1.00 &,73
Phosphate octecaleigue
triclinicpue i OCP, Cag POy HP Oy, SHRO 1.33 08.6
apatitique 0CP; Casg(HPO4 )2 5(PO s{OH)os 1,33
amorphe : OCPn Cagi POy HPOg, nH-0 1.33
Phosphate tricalcigue 1
o ou f | e, Ca(POs), 28.5-20.6
apafitique ' TCP, Cag(POSHPONOH)
amorphe ACP CapPOy4)s. nH:0O
Hydroxyapatite
hosphocaleigue®
stoechioméirigue ' HA Capg(PO{OH): 1.67 1172
non-stoechiométrique PCA Capa{ (PO s HPO ) (OH) 2z 11%33_—
ol

* Produit de solubilité (pKs) & 37°C [12].

I-2.2 I.’hydroxyapatite
Les tissus durs, 1’0s et les dents, sont des composites organo-céramiques qui ont une
microstructure trés complexe. Le principal constituant minéral de 1’os est I’hydroxyapatite

phosphocalcique (HA) pour une part de ~50% en masse et ~70% en volume.

Elle semble étre le matériau céramique le plus adéquat pour la construction du tissu
osseux artificiel grace a ses excellentes propriétés de biocompatibilité [13].Malheureusement,
les caractéristiques mécaniques des céramiques pures d’HA sont mauvaises. Les applications

médicales sont limitées aux petits implants non chargés mécaniquement, aux poudres, aux
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revétements et aux implants poreux peu chargés [14]. Sous forme de couches minces (films)
ou de revétements, l’HAJgarde Iintégrité mécanique du dispositif métallique de la prothése
ou de I’implant. Compte tenu de son excellente bioactivité, ’'HA favorise le développement
du tissu naturel osseux sur le dispositif prothétique et contribue a 1’adhésion et a la

prolifération des cellules osseuses.

i. Voies de synthese

On connait deux. voies principales d’élaboration des poudres d’HA, a savoir: les

synthéses par voie humide et les réactions a 1’état solide [14].

Les méthodes par voie humide peuvent étre divisées en trois groupes: la précipitation,
la technique hydrothermale et I’hydrolyse des autres phosphates de calcium. En fonction de la
méthode on obtient des matériaux de morphologies, steechiométries et degrés de cristallinité

variés.

Les réactions a 1’état solide donnent usuellement des produits steechiométriques, bien
cristallisés, mais exigent des températures relativement importantes. De plus, le frittage de ces

poudres est simple.

Il existe aussi des techniques alternatives pour 1’élaboration des poudres d’HA pure.
Nous énumérons ici la méthade sol-gel [15], la pyrolyse-spray [16], I’irradiation sous micro-

ondes [17] et la méthode de I’émulsion [18].

ii. Structure et propriétés

L’hydroxyapatite fait partie de la famille des orthophosphates de calcium. Elle
cristallise dans une structure hexagonale du groupe spatial P63/m [19]. Les paramétres du
réseau cristallin sont @0=b0=9,418 (+£0,003) A, ¢=6,883 (+0,003) A. La forme hexagonale est

connue depuis longtemps. Ultérieurement une forme monoclinique a été décrite [20].

Le squelette de I;apatite (Figure 1.9) est formé par deux couches horizontales de

tétraedres PO4, situés a z=1/4 et z=3/4, ayant 2 atomes d’oxygene dans le plan horizontal et
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les 2 autres situés sur une paralléle a I’axe c. Perpendiculairement & ces 2 couches, deux types

de tunnels apparaissent:

> le premier type cofrespond a I’axe ternaire de la structure; ce type de tunnels existe sur
chaque cellule élémentaire et chaque tunnel contient deux atomes de calcium.

> le deuxiéme type correspond & I’axe de symétrie hélicoidal d’ordre 6 situé aux
sommets de la maille élémentaire; les parois de ce tunnel sont constituées d’atomes

d’oxygeéne ou de calcium et contiennent aussi les groupes OH .

Les atomes de calcium forment des triangles équilatéraux. Les plans de ces triangles sont
paralleles 'un a 1’autre en formant ainsi le tunnel. La distance entre deux plans consécutifs est
environ 6,5 A. Les ions h:ydroxyles sont situés au centre des triangles et orientés avec I’atome
d’hydrogene vers la direction de 1’axe c. Ce type de tunnel a un diameétre beaucoup plus
important que celui du premier type et confére a I’apatite des propriétés d’échange ionique,
spécialement des ions OH et F , et permet aussi d’abriter de petites molécules, comme, par

exemple, O, et HyO. [21]

it

OH

Fig.I-3 : Projection dans le plan de base (001) de la cellule élémentaire de I’hydroxyapatite
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Le spectre IR de I'HA est reporté sur la Figure 1.10. Les positions des bandes et les

intensités sont indiquées dans le Tableau .10 [22].

Tab.I-2 : Position et intensités des bandes FTIR de ’HA

Nombre intensité Attribution
d’onde (cm-1)
L 35p ‘moyenne (vl) OH
1093 forte (v3) PO
1050 Trés fOI'te (V3) PO43-
‘ 963 forte 1) PO
. 630 moyenn .
OH
| 602 forte .
:. (v4) POy~
E 573 forte .
| v4) PO,
f 474 moyenne G
(v2) PO,
f
— = .‘f.-{
Wm == B o mﬂ%h""ﬂ._ ;g“
%"\; l.l
| i‘ :
’ Wk g
‘ |
21
| g
I i | = BE
2 |
T T T T T T ' T <0
3800 EIER Z50E 2804 1304 1403 300 200

Fig.1-4 :

Faanibra dangs, om-

Spectre FTIR de I'HA [22]
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Le diagramme de diffraction des rayons X de ’'HA est reporté sur la Figure I.11. Les
distances interréticulaires et intensités des principales raies de diffraction des rayons X sont

indiquées dans le Tableau I.2.

2300
| 2500
| 2000
|- #1500
I | 1030
I | % )
3, f: g § : atal
' v o | | -
4 N1 il Pl JJ;I Pt
™ it d b erised Wy —@L.-...-_Jst i'»..:L-.,J'L-..ULh_ ds -.,JJ.ML
] 3L 3 25 2 1.5
Digtancs Interatamiqus, d

Fig.I-5 : Diagramme de diffraction des rayons X de I"HA [22].

Tab.I-3 : Distances interréticulaires et intensités des principales raies de diffraction de ’'HA

[JCPDS-90432][22]

D théorique (A°) /T, hkl
3,44 40 002
2 81 100 211
2,78 60 112
202 60 300
2,63 25 302
2,26 20 310
1,94 30 222
1,84 40 9213
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L'hydroxyapatite phosphocalcique présente le produit de solubilité le plus faible du
systtme Ca(OH),-H3POs. Pour Caio(POs)s(OH),, Ks = 3,05.10% (mol.L")’ a 25 °C et
Ks=4,710-59 (mol.L-1)9 a 37 °C [22].

Le Tab.I-4 présente quelques paramétres thermophysiques et mécaniques de I’hydroxyapatite.

Tab.I-4 : Parametres thermo physiques et mécaniques de I’'HA [22].

Parameétre Température Valeur
(K)
Conductivité thermique (W m-1 K-1) 283 0,72
" 1352 2,16
Chaleﬁr spécifique
{J §:<g-1 k-1) 293-1300 766
(ca; g-1 K-1) 0,15
Chaleur latente de vaporisation (KJ kg-1) 15,4
Point %ie fusion (k) 19,23
Température des gouttelettes (K) 19,23
Densité tﬁéorique (g cm™) 3,15
Expansivité thermique (x 10° K) 293 13.3
1093 13,3
Module d’Young ( GPa) 90
Dureté k}]OOp (MPa) 3450
Coefﬁci;ent de poisson 0,3
Limite é?astique (MPa) 50

Contrainte'résiduelle (MPa) 20-30

iii. Les différents application de P’HA

a. Applications biolbgiques et médicales.

Comme évoqué précédemment, les HAp en tant que constituant minéral principal des
os et de I’email dentaire, possedent de trés bonnes propriétés de biocompatibilité et

notamment des propriétés d’adsorption spécifique des cellules ou des protéines.
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Elles sout donc ﬁtilisées fréquemment dans le domaine de la médecine et de la
pharmacie. Les HAp servent par exemple de matériaux de substitution pour le remplacement
ou la régénération de tissﬁs malades ou endommagés. Par couplage d’une HAp a un polymére
il est possible de créer des implants composites céramique-polymeére bioactifs et mieux tolérés

par I’organisme.

Les HAp sont également fréquemment utilisées comme « enduit » sur des prothéses en
titane pour faciliter 1’ostéointégration ou encore pour empécher 1’usure due a des
micromouvements oscillatoires & I’interface entre I’implant et 1’0s conduisant méme parfois a

une rupture de la prothese.

On trouve quelqllles exemples d’utilisation en tant que ciment employé dans la
chirurgie faciale afin de remplacer les greffes osseuses autogénes et un nombre croissant
d’applications en tant que vecteur de médicaments grice a une structure présentant des
micropores interconnectés. Néanmoins, sous certaines conditions, ce méme matériau peut
présenter un caractére pathogéne pour I’organisme: suite a des disfonctionnements, le corps
peut produire des HAp de morphologies particuliéres qui peuvent étre cause de la formation

de calculs rénaux ou de la calcification de cartilages qui s’avére dangereux pour I’organisme.

Dans toutes ces applications, c¢’est finalement la réactivité de surface de la HAp avec
le milieu biologique qui est le point clé. C’est la raison pour laquelle nombre d’études
fondamentales traitent de ’interaction de molécules biologiques (souvent des acides aminés)
avec la HAp, I’objectif étant de rationnaliser les propriétés d’adhésion des protéines sur ce
support (a ’origine de sa biocompatibilité). Sans entrer dans le détail de ces études, on peut
souligner le lien qui est fait entre la capacité d’adsorption ou de désorption des protéines selon
le pH du milieu, ce qui joue non seulement sur la spéciation de la molécule biologique, mais
aussi sur la charge de surface de la HAp. Pour autant, alors que ces interactions traduisent au
niveau moléculaire des interactions acide base (tout comme on le verra pour les applications

catalytiques), peu d’études posent le probléme en ces termes [23].
b. Autres applications chimiques

D’autres spécificités que la biocompatibilité de la HAp peuvent également étre mises a
profit telle son aptitude a la substitution qui lui permet de dépolluer des eaux contaminées par

des cations métalliques en jouant le réle d’échangeur inorganique de cation.
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Elles sont aussi employées trds fréquemment en chromatographie pour séparer les
protéines et autres biomolécules. Les HAp sont efficaces grice aux effets combinés des
groupes calcium et phosphates exposés & la surface du cristal qui donnent au matériau une

sélectivité pointue permettant la séparation de mélanges complexes [23].
¢. Applications en catalyse

Depuis une période relativement récente, les HAp sont des matériaux trés prisés dans

le domaine de la catalyse hétérogéne.

Elles sont par exemple utilisées dans 1’oxydation sélective d’alcools ou du méthane,
mais en co-action avec un métal de type ruthénium ou Nickel. Dans ce type de réactions les
especes actives sont les iespéces métallique (Ru(OH), ou Nickel sous forme partiellement
métallique et oxydée et lap HAp sert simplement de support qui se révéle d’une grande stabilité
a la fois texturale et aussi en terme d’interaction entre ces métaux et la structure apatite, et ce
méme dans les conditions de la catalyse. De méme, dans la réaction de water gas shift, la
HApest utilisée comme support de particules d’or (la HAp n’ayant aucune activité en elle-
méme dans cette réaction méme pour des températures supérieures a 400°C), et cette
combinaison Auw/HAp pe}met une bonne activité dans cette réaction pour des températures

aussi basses que 110°C.

En catalyse acide, la HAp peut étre utilisée en substitution d’AlClsdans les réactions
Friedel-Crafts afin de rendre le procédé moins polluant. Bien que la meilleure activité soit
atteinte pour ZnCl, supporté sur HAp (97% de conversion du toluéne en 2 minutes), la HAp
seule est également active (95% de conversion du toluéne en 120min). Ici les propriétés

acides intrinséques de la HAp sont utilisées en plus de sa fonction de simple support.

En catalyse basiqﬁe les propriétés acido-basiques intrinséques de la HAp sont mises a
profit. Dans certains caé ces propri¢tés peuvent &étre dopées, comme dans la réaction de
Knoevenagel, ou l’adj0n¢tion de fluor de potassium va permettre d’augmenter la basicité qui
pré-existe avant dopage. Les auteurs attribuent cette recrudescence d’activité 4 un changement
de morphologie induit par le dopage par KF, ce qui n’est pas surprenant puisque le fluor se
substitue facilement aux groupements hydroxyles et que des substitutions par des ions de
charge différentes (commé le K*) ont déja été rapportées et qu’elles se traduisent souvent par

une réorganisation du matériau pour compenser la charge.
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De méme, sans apcun dopage, la HAp se révele étre un treés bon catalyseur basique
dans certaines réactions de chimie fine : dans 1’addition de Michael par exemple elle permet
d’obtenir de hauts rendements tout en évitant les réactions indésirables et ce, dans des
conditions relativement douces. Zahouily et al font I’hypothése que la réaction a lieu a la
surface de la HAp et non au sein des canaux présents dans la structure et que 1’excellente
activité de ces matériaux est due a la nature acide et basique de cette surface : le caractére
acide induit une polarisation de la liaison C=0O du réactif alors que les sites basiques vont

augmenter la nucléophilie du thiol, accélérant ainsi la formation du lien S-C du produit final.

La réaction de Guerbet est un autre exemple probant de 1’activité basique particuliére
des HAp : contrairement aux autres oxydes basiques type CaO ou MgO, la HApa la
particularité de former sélectivement du n-butanol a partir de I’éthanol. Les auteurs mettent en
lumiere I’importance de la stoechiométrie: la sélectivité des différents produits va varier en
fonction du rapport Ca/P-de la Hap utilisée. Bien que la stoechiométrie soit une propriété de
coeur, on voit qu’elle a un impact sur les propriétés de surface et donc sur 1’activité basique
de la HAp. Pour compréndre le comportement atypique de la HAp dans cette réaction de
Guerbet, mais aussi plljs largement ses bonnes performances dans plusieurs réactions
notamment basiques, et rationnaliser I’impact de la stoechiométrie, propriété massique, sur la
réactivité basique, il faut se poser la question de la nature des sites basiques actifs en surface

de ce matériau et de leur mode de fonctionnement.

Jusqu’ici peu d’études ont été menées pour identifier les sites basiques et acides qui
sont impliqués dans la réactivit¢ des HAp. Au vu de la structure de la HAp il est possible
d’imaginer deux espéces pouvant potentiellement jouer le role de sites basiques : d’une part,
les groupements hydroxyles qui comme évoqué plus haut, sont des bases faibles susceptibles
de présenter une réactivité intéressante et, d’autre part, les groupements POy, sont également
de potentielles bases faibles. Pour ce qui est de sites acides susceptibles d’intervenir, deux
types peuvent a priori étre considérés des sites de type acide de Lewis que sont les ions

calcium et des sites de type acide de Bronsted représentés par les P-OH [23].
iv.  Application de PHA micro/nanostrucrée

Les phosphates de calcium apatitiques nanocristallins (NCA) possédent une plus grande
capacité d’adsorption attribuée a leur grande réactivité de surface. En effet, la faible

cristallinité, la taille et la morphologie des cristallites ainsi que la présence d’ions et de
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molécules relativement mobiles dans la couche hydratée de surface créent de nombreux sites
« actifs » favorables a la « fixation » de diverses molécules [24;25]. De plus, les
caractéristiques de cette: couche labile évoluent avec la maturation et les ions présents
permettant ainsi de moduler les paramétres d’adsorption en fonction des besoins et rendant

ainsi ce modele du minéral osseux « dynamique » contrairement & I’hydroxyapatite.

Aussi, I’adsorption d’acides aminés, de protéines, de facteurs de croissance ou encore
de molécules actives sur NCA ont fait I’objet de quelques récentes études. Barroug et al ont
notamment participé a I’étude et la compréhension des interactions entre ses molécules
« d’origine biologiques » et NCA. Ils ont étudié I’adsorption d’acides aminés tels que la O-
phospho-L-serine sur NCA et ont mis en évidence une adsorption de type Langmuir ainsi que
la grande capacit¢ d’adsorption et la grande affinité de ces acides aminés pour la surface des
cristaux de NCA [26]. De plus, ils ont montré que la présence d’un groupement phosphate
dans I’adsorbat favorisait 1’adsorption sur NCA. Ils ont observé des interactions similaires de
ces apatites avec 1’héparine, 1’albumine de sérum bovin (BSA) et les molécules actives de cis-

platine [27;28].

D’autres études ont aussi été réalisées en vue d’optimiser 1’adsorption de facteurs de
croissance sur des céramiques phosphocalciques. Autefage et al ont souligné ’impact d’un

dépot de NCA sur une céramique industrielle biphasée HA/TCP sur I’adsorption de thBMP-2.

Notons cependant que les études menées sur 1’adsorption via des supports apatitiques
nanocristallins restent moins abondantes que celle sur ’hydroxyapatite notamment pour des

raisons de stabilité, de solubilité et de complexité du systéme.

Les implants réalisés a partir de ce phosphate de calcium subissent une importante attaque par
’organisme. Ils sont dits biorésorbables. Les lacunes induites par la dissolution du matériau et
la phagocytose des grainé 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 da;ls la microstructure. En raison de cette dissolution rapide, ils ne sont
pas considérés comme des implants durables. Ils sont donc utilisés comme supports pour
I’élaboration de structures implantables biodégradables ou la libération contrdlée de principes
actifs [29].Le systéme de' délivrance d’une molécule active est également connu sous le nom

de « Drug Delivery System » ou « DDS ».
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Partie expérimentale

II.1 Introduction

Dans I’objectif d’améliorer la stabilité et I’efficacité de la porphyrine en tant qu’agent
actif dans la thérapie photodynamique du cancer, on s’est intéressé dans cette étude a la

préparation et la caractérisation de micro/nanovecteurs a base de phosphate de calcium.

Il est bien connu que ’utilisation des matériaux a base d’os substitué dans les sciences
des biomatériaux est un des objectifs importants a cause de leurs bioactivité et

biocompatibilité [1, 2].

L’hydroxyapatite (HA) est largement appliquée dans les biomatériaux pour
I’implantation des tissus osseux, & cause de sa bonne biocompatibilité, sa bioactivité et bien
aussi grace a sa similarité au compos¢ inorganique des tissus rigides présents dans I’os naturel
[3]. Dans la littérature, plusieurs méthodes ont été décrites pour sa synthése, incluant les
méthodes sol-gel [4, 5], les microémulsions inversées [6,7], I’hydrothermique classique et
sous micro-ondes [8, 9], ainsi que par voie biomimétique [10]. Dans la plupart des cas, les

particules obtenues se trouvent étre de taille micro et nanométrique.

Le présent travail décrit la préparation des micro/nanoparticulaires a base de
I’hydroxyapatite (HA) destinés pour I’encapsulation et le transport d’agent actif thérapeutique
(anti-cancéreux). Deux méthodes différentes ont été suivies pour cet objectif : la premicre est
une voie hydrothermique alors que la seconde est biomimétique dans du plasma sanguin
simulé SBF. Ces particule sont caractérisé par infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR),

Diffraction des Rayon X (DRX) et la Microscopie Electronique a Balayage (MEB).

Tous les produits utilisés dans cette partie expérimentale sont de qualité analytique des

firmes Aldrich et Fluka.
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I1.2 Synthése des micro/nanoparticules des phosphates de calcium

I1.2-1 Synthése des Np/up.HA par voie hydrothermique

a. Microparticules d’hydroxyapatite (n.HA)

Les nano/microparticules (Np/up.HA) sont préparées par la méthode hydrothermique
selon la méthode suivante: Une solution aqueuse du phosphate de sodium est ajoutée goutte a
goutte et sous agitation a une solution aqueuse de chlorure de calcium, a une température
fixée pendant Sh. Le précipité blanc des Np/up.HA est ensuite récupéré par filtration sous vide
puis séché a 50°C.

b. Microparticules d’hydroxyapatite fonctionnalisées (up.HAy)

Nous avons préparé trois systemes différents: (1) I’hydroxyapatite avec le polyéthylene
glycol (PEG), (2) I’hydroxyapatite avec la béta-cyclodextrine (B-CD) et (3) I’hydroxyapatite
avec le PEG et la B-CD a la fois. L’abréviation des différents systémes obtenus est comme

suit(up.HA-PEG, up.HA—B-CD et Np.HA-PEG-B-CD), respectivement. Les trois systemes

sont préparés par la méme méthode citée ci-dessus avec quelques modifications.

> Systéeme un : up.HA-PEG

Une quantité appropriée de la poudre obtenue dans le systéme un (Np/up.HA) a été
mélangée avec une solution aqueuse du PEG sous agitation douce pendant un temps précis et
le précipité (Np/up.HA-PEG) est séparé par filtration sous vide et laissé sécher a I’étuve a
S50°C. '

> Systéeme deux : up.HA--CD

Une quantité d’une solution de 1aB-CD est ajoutée a la solution du phosphate de sodium,
puis le mélange obtenu est égoutté sous agitation a une température fixe pendant un temps
précis dans la solution du chlorure de calcium. Le précipité du deuxiéme systeme Np/pup.HA-

B-CD est récupéré par filtration sous vide puis séché dans I’étuve a 50 °%C.

> Systeme trois : Np.HA-PEG--CD

Le systéme trois obtenu dans 1’étape précédente est ajouté & une solution aqueuse du PEG
sous agitation pendant un temps précis. Le précipité du systéme quatre Np/ up.HA-PEG-B-CD

est récupéré par filtration sous vide puis séché a I’étuve a 50°C.
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Le schéma de la méthode utilisée dans la préparation des quatre systémes est donné dans la

figure ci-dessous

Fig.II-1 : Préparation de I’HA par voie hydrothermique.

II.2-2  Synthése des microparticules de 1’hydroxyapatite par voie
biomimétique "
a. Préparation du plasma sanguin simulé(SBF)

Le SBF est une solution saline, possédant un pH neutre et libre d’enzymes, sa préparation

se fait selon le protocole expérimental suivant :

On met une quantité d’eau distillée dans un bécher. On y dissout ensuit des quantités
définies des réactifs cités ci-dessous afin d’avoir des concentrations ioniques similaires a

celles du plasma sanguin. [11]

NaCl, NaHCOs3, KClI, NaéHPO4, MgCls, Na;SOy4, (C,HsOH);CNH,.
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b. Microparticules d’hydroxyapatite par voie biomimétique (up.HA/SBF)

Les microparticules (up.HA/SBF) sont préparées par voie biomimétique dans le SBF.
Une solution du SBF contenant du phosphate de sodium a un pH basique & concentration
connue est ajoutée goutte a goutte et sous agitation a une solution du SBF a une
concentration connue du chlorure de calcium, & une température fixe pendant 1 h. En fin, le

précipité blanc des pp.HA/SBF est récupéré par filtration sous vide puis séché a 50°C.

Le schéma de la préparation des pup. HA/SBF est donné dans le schéma ci-dessous.

Egoutter / Agiter

Fig.11-2 : Préparation de ["hydroxyapatite par voie biomimétique

I1.2-3 Caractérisation des phosphates de calcium préparés
a) Aspect morphblogique

Les systemes préparés sont obtenus sous forme d’une poudre fine blanche sans odeur
caractéristique dans le cas des pup.HA, pup.HA-PEG, pp.HA-B-CD, Np/up.HA-PEG-B-CD, et
up.HA/SBF. (Fig.II-3-a, Fig.I1-3-b, Fig.II-3-c, Fig.II-3-d et Fig.II-3-e) respectivement.
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Fig.I1-3 : Vue macroscopique des différents phosphates de calcium préparés

b) Caractérisation spectroscopique par FTIR

Les spectres FTIR des différents produits sont enregistrésd’apres la méthode du disque
KBr sur une gamme de 400 cm™- 4000cm™. Un instrument de type SHIMADZU 8900 a été

utilisé.

» Spectre FTIR d’HA par voie hydrothermique

La premiére indication de la formation de I’hydroxyapatite est sous forme d’une large
bande dans le spectre FTIR d’HA (Fig.II-4) vers 1000-1100 cm™'[12]. La bandevers 961
cm’'correspondent 2 la vibration d’élongation symétrique de la liaison P-O du groupement

PO, 13, 14].

Comme pic majeur du groupement phosphate, on peut identifierdans la région entre
1092 cm™ et 1032 cm™ e pic le plus intense dans tous les modes de vibration du groupement
phosphates. Les bandes entre 602-558cm™et 474cm™ est attribuée aux vibrations de

déformation du groupemént PO

Les bandes assigriées aux vibrations d’élongation des groupements hydroxyles (OH)

dans I’hydroxyapatite (3571 cm et 632cm™) [12, 13] peuvent étre observées clairement dans
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le spectre. Et enfin, le faible pic vers 1639 cm™ est attribué a 1’eau associée a

I’hydroxyapatite.
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Fig.II-4 : Spectre FTIR de I’hydroxyapatite obtenue par voie hydrothermique

» Spectre FTIR du systéme HA-B-CD.
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Fig.II-5 : Spectrle FTIR du systtme HA-B-CD obtenu par voie hydrothermique.
L’¢chantillon d’hydroxyapatite préparée en présence de la B-CD garde les mémes pics
caractéristiques pour les différents modes de vibration du groupement PO,> qui apparaissent
autour de 1102, 1029, 961 et 557 cm™ tandis que les bandes a 3340 cmet 1640 cm™ sont

attribuées au groupement OH associé & la B-CD avec I’eau absorbée [15].

» Spectre FTIR d’HA-PEG

Comme il est clairement observé dans la Fig.II-6, le spectre FTIR d’HA-PEG ne différe pas
de celui d’HA seul. Les pics caractéristiques a 1032, 1099 et 965 cm™ sont attribués a
I’élongation du groupement PO4’ ~ tandis que ceux vers 604, 565 et 456 cm™ sont attribués a
la déformation du PO,>~ [16]. Les bandes d’absorption & 3446 et 1644 cm™ sont attribuées a
I’eau adsorbée tandis que le pic vers 3575 cm™ est attribué au —OH de I’hydroxyapatite. Le
pic vers 867 cm™ est attribué au groupement CO3>~ dans ’HA. De plus le faible pic vers
2928 cm™ est attribué a l’élongation de —CH,- du PEG,donc c’est une indication de formation

des liaisons intramoléculaire entre le PEG et HA.
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Fig.11-6 : Spectre FTIR du systeme HA-PEG préparé par voie hydrothermique.
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» Spectre FTIR d’'HA-B-CD-PEG
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Fig.II-7 : Spectre FTIR du systéme HA-B-CD-PEG préparé par voie hydrothermique.

A son tour, Le spectre FTIR du biocomposite d’HA-B-CD-PEG garde les mémes pics
caractéristiques observés dans les systemes cités ci-dessus avec des petits déplacements
observés. i.e. les deux pics vers 1032 et 1099 cm™ (HA-PEG) attribués a I’élongation du
groupement PO4>~ sont déplacés vers 1102 et 1029 cm™(HA-B-CD-PEG) qui est du a
Iinteraction de la B-CD avec I'HA sachant que la B-CD a un pic caractéristique a 1029 cm™

attribué a I’élongation C-O-C[17].

> Spectre FTIR d’HA/S3F (Brushite)

Le spectre FTIR de la Fig.II-8 montre que le produit obtenu n’est pas I’hydroxyapatite mais
son dérivé le Brushite CaHPO,.2H,0 [18]. La large bande entre 3168-3542 cm™ est attribuée
au groupement H-O-H. Le pic vers 1648 cm-1 est attribué a la présence de 1’eau H,O. Le pic
vers 1220 cm™ est attribﬁé a la déformation de la liaison PO-H venant du groupement HPOy.
Les pics vers 1131, 1059, 987, 788, 658, 574 et 427 cm” sont dus a la présence de la liaison
P-O provenant du groupement HPO, ou PO,. Les pics vers 987 et 872 cm™ sont attribués a
I’élongation de la liaison P-OH du groupement HPO,, et enfin, le pic vers 525 cm™ est

attribué a la déformation de la liaison HO-POjprovenant du groupement HPO,.
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Fig.I1-8 : Spectre FTIR de la Brushite préparée par voie biomimétique.

¢) Caractérisation par diffraction des rayons X

La pureté et les niveaux de cristallinité des différentes poudres de HA ont été mesurés par
diffraction X (DRX) au sein de la salle d’analyse du pavillon 13 (Département de chimie) sur
un diffractometre a rayon; X de type (BRUKER, PHASER D2) dans I’intervalle d’angle 20 <
20 <60.

> Diffractogramme RX d’HA préparée par voie hydrothermique

Le diffractogramme RX obtenu de I’échantillon d’hydroxyapatite synthétisé par voie
hydrothermique semble étre similaire aux données bibliographiques relatives a ce composé.
De plus, les signaux correspondants aux phases intermédiaires comme la a-TCP et la B-TCP
n’ont pas €t€ observés dans le diffractogrammereporté parSaezen[19], ce qui indique que le
matériau obtenu est d’un .rapport steechiométrique Ca/P proche de la valeur 1.67 comme il est

suggére [20].
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Fig.11-9 : Diffractogramme RX d’HA préparée par voie hydrothermique

» Diffractogramme RX d’HA-B-CD synthétisé par voie hydrothermique

Eevied
-

Fig.II-10 : Diffractogramme RX du systéme HA-B-CD préparé par voie hydr

othermique
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Le diffractogramme 'de 1’hydroxyapatite synthétisé en présence d’une concentration
définie de la B-CD est donné dans la figure ci-dessus (Fig.II-10). Les pics caractéristiques sont
attribués a la présence ‘d’une phase hexagonale de I’hydroxyapatite dans 1’échantillon
synthétisé [21]. Les pics caractéristiques d’HA dans les plans (002) et (211) sont détectés vers
20 = 26° et 32°, respectivement [22], tous les autres pics du diffractogramme RX sont
identique a ceux du HA standard (JCPDS 09-432). Lorsqu’on ajoute la B-CD, aucun pic
correspondant a d’autres phases comme B-TCP et CaO n’a été détecté, de plus les petites
impuretés de CayP,09 observées dans le spectre de HA seule ont disparus par 1’ajout de la -
CD ce qui indique que la B-CD a une influence sur le contrdle de la pureté de I'HA dans les

conditions expérimentales appliquées.

Diffractogramme RX du systéeme HA-PEG préparé par voie hvdrothermique

I

10008

Fig.I1-11 : Diffractogramme RX du systeme HA-PEG préparé par voie hydrothermique

D’aprés le diffractogramme ci-dessus il apparait que I’hydroxyapatite est la seule phase
cristalline observée dans I’échantillon de I’HA immergé dans la solution du polymere utilisé.
De plus, les pics sont devenus plus intenses par apport a ceux de I’HA seul ce qui indique que
la cristallinité est meilleure dans I’'HA-PEG que dans I’HA seul [23], par contre les pic sont

moins intenses et plus larges dans I’'HA-PEG que dans I’'HA- B-CD ce qui signifie que les
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particules de I’HA-PEG ont un aspect cristallin moins signifiant que celles de I’HA- B-CD et
une taille plus grande que celles de I’HA- B-CD.

> Diffractogramme RX d’HA-S-CD-PEG synthétisé par voie hydrothermique
Comme il est clairement observé, le diffractogramme d’HA-B-CD-PEG confirme les deux
résultats obtenus dans le DRX d’HA-B-CD et d’HA-PEG, i.e. I’ajout de la B-CD augmente la

cristallinit¢ d’HA et diminue la taille de ses particules. On juge que ce dernier systéme

pourrait €tre un vecteur thérapeutique vérifiant des propriétés intéressantes dans le domaine

de livraison médicale contrélée (taille, surface et stabilité).

2Thets {omded TweThelaThete WL 1640580

Figure.II-12 : Diffractogramme RX du systéme HA-B-CD-PEG préparé par voie hydrothermique

> Diffractogramme RX du Brushite synthétisé par voie biomimétigue

La figure ci-dessous (Fig.II-13) représente le diffractogramme de la brushite synthétisée
par voie biomim3tique. Ees pics de la diffraction RX des cristaux a 26= 20.9°, 23.6°, 29.3°,
35.5°, et 48° sont attribués a la structure cristalline de la brushite standard (JCPDS file no.2-
0085). Aucun pic des autres phases des phosphates de calcium ou impureté ont été détectés
comme il est signalé dans la référence [24]. L’intensité des diffractions des pics indique que

I’échantillon est bien cristallisé.
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Fig.JI-13 : Diffractdgramme RX obtenu de la Brushite préparée par voie biomimétique

» Principe de la formation des deux phosphates de calcium

a) Principe de la synthése de [’hydroxyapatite par voie hydrothermique

La synthése de I’hydroxyapatite dans les systtmes ne contenants pas la B-CD citées ci-

dessus peut étre décrite par la réaction suivante :

10 Caf+ + 6 PO, + 20H<——>Ca;o(PO4)s(OH),

Par contre sa synthése dans les systémes contenants la B-CD, se fait par deux étapes qui

peuvent étre décrites par les deux réactions suivantes :
» Etape une :

Ca”™ +np-CD «_ 5 [Ca(B-CD).]*'
> Etape deux: |

10[Ca(B-CD),]**+ 6PO4> + 20H ~<——> Cayy(PO4)s(OH), + np-CD
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b) Principe de la synthése de la Brushite par voie biomimétigue
> Etape une :

(NH4);HPO; <———> 2(NHy)" + HPO,*
» Etape deux :

Ca® + HPO,” <——> CaHPO,

» Equation globale

Ca(NO3); - 4H,0 + (NHy),HPOy <> CaHPO4 + (NH,),NOs+ 2H,0

d) Caractérisation morphologique et calcul de taille des particules par

MEB

Les analyses par microscopie électronique (MEB) ont été réalisées a I’aide d’un instrument
du type JEOL JSM-6360L. Tous les ¢chantillons étudiés ont subi une métallisation avec une

fine couche d’or. Les résultats sont donnés dans les figures ci-dessous.

Comme il est indiqué sur les microphotographies obtenues, les quatre systémes de
I’hydroxyapatite synthétisés par voie hydrothermique ont une morphologie de batonnets de
différentes surfaces et taﬂles, Le. dans le cas de HA( Fig.II-14-a) (batonnets de longueur :
l6pum et largeur 2pum avec des sphéres fortement agglomérées et une surface spongieuse),
dans le cas de HA-PEG ( Fig.II-14-b) (batonnets de longueur : 7um et largeur :2pm et d’une
surface poreuse), dans le cas de HA- B-CD (Fig.ll-14-c) (batonnets de longueur : 7um et
largeur :1.5um plus des sphéres de diamétre 1.5pum d’une surface plus lisse), dans le cas de
HA-B-CD-PEG (Fig.II-14-d) (des batonnets de trés petites tailles arrivant 4 400 nm) tandis
que dans le cas de la brushite (Fig.II-14-e) les particules ont plutdt la morphologie d’une
rose de sable dont la taille varie selon le nombre des feuillets qui 1’a constituent une dizaine

de pm (10-15um). Les résultats obtenus renforcent les résultats obtenus par FTIR et DRX.
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Fig.1I-14 : Microphotographies des différents phosphates de calcium préparés

I1.2-4 Etude de la bioactivité des phosphates de calcium synthétisés

Afin d’étudier la bioactivité des phosphates de calcium, des quantités appropriées des
différents systémes synthétisés ont été immergés dans une solution de SBF a 37 °C pendant
10 jours, puis on mesure le changement de la valeur du pH dans chaque milieu de stockage &

différents intervalles de te;mps. Les résultats sont donnés dans la figure ci-dessous.
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Comme il est clairement observé dans la figure ci-dessus, I’ajout des phosphates de calcium
que ce soit I’hydroxyapatite ou la brushite contribue & augmenter le pH du SBF. Le
changement du pH dans le cas du biocomposite des 1.HA-B-CD-PEG est trop faible par
rapport a celui des autfes systémes ce qui indique que ce systéme est le plus stable
physiologiquement durant i période d’étude, par contrele changement du pH est plus
remarquable dans le cas du systéme H.HA-B-CD ce qui indique qu’il se dissout plus
rapidement que les autres systémes. Ces résultats suggerent que le systéme p.HA-B-CD a une

bioresorption supérieure par rapport aux autres systémes [25].

Changement du pH en fonction de la periode
de stockage dans le SBF
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Fig.I1-15 : Changement des valeurs du pH en fonction de la période du stockage
des différents systémes synthétisés dans le SBF.

I1.3Synthése des micro/nanoparticules des phosphates de calcium chargé en

principe actif

On a fait le test de chargement des microparticules des phosphates de calcium par le
principe actif que sur un seul systéme seulement (microparticule d’hydroxyapatite synthétisé

par voie hydrothermique).
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Le chargement est fait selon deux voies :

» Chargement directe :le principe actif est encapsulé directement dans les p.HA

» Chargement indirecte :le principe actif est encapsulé d’abord dans la béta-

cyclodextrine formant un systéme supramoléculaire, ce dernier est par la suite lui-

meéme piégé dans les pu.HA.
I1.3-1- a) Chargement directe

On a refait les mémes étapes décrites dont la partie de synthése des p.HA par voie
hydrothermique sauf que la porphyrine est ajoutée sous sa forme diluée dans la solution du

calcium. A la fin, le produit récupéré est protégé dans un milieu opaque.
I1.3-1-b) Chargement indirecte
1. Préparation du systéme supramoléculaire

Une solution aqueuse de la B-CD a une concentration connue est mélangée avec une solution
organique de m-THPP & une concentration donnée dans le DMSO. On porte le mélange sous

agitation pendant 30 min & température ambiante.

2. La formaticn du systéme supramoléculaire
Une quantité¢ de la solution de m-THPP/DMSO a une faible concentration est ajoutée & un
exces de la solution de la'B-CD a différentes concentrations, on porte le mélange a une douce

agitation pendant 30 min [26], puis on fait I’étude par UV-Vis.
> Spectroscopie UV-Vis

Les spectres UV-Vis dés différents complexes d’inclusion m-THPP :B-CD a différentes
concentration de laB-CD et en présence de trois solutions tampon pH = 3, 7 et 10 sont donnés

dans les figures ci-dessous.
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Fig.II-16 : Spectre UV-Vis du complexe d’inclusion m-THPP : B-CD a
différentes concentration de B-CD, pH=3.
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Fig.I1-17 : Spectre UV-Vis du complexe d’inclusion m-THPP : B-CD a
| différentes concentration de B-CD, pH=7.
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Fig.II-18 : Spectre UV-Vis du complexe d’inclusion m-THPP : B-CD a
différentes concentration de B-CD, pH=10.

> Vérification de la formation du complexe d’inclusion.

L’ajout d’un excés d’une solution de B-CD & la solution de m-THPP, provoque des
changements dans les ;propriéte's photo-physiques de la m-THPP , en outre un léger
déplacement accompagné par une diminution dans les intensités d’absorbances en fonction de
I"augmentation de la concentration de 1ap-CD dans le milieux, celles-ci sont accompagnées
par I’apparence du point isobestique vers 421 nm dans le cas du milieu neutre, ce qui suggere
la formation d’un systéme supramoléculaire ou complexe d’inclusion d’une stoechiométrie et
une constante de complexation précises [27]tandis que dans le cas le cas du milieu acide et
basique on a remarqué la diminution dans I’absorbance en fonction de I’augmentation de laB3-
CD mais sans apparitioﬁ du point isobestique ces résultats conformes aux résultats de la

littérature [28] .
> Détermination de la :onstante et I’ordre d’inclusion

Afin de déterminer la constante et I’ordre de complexation caractéristique du
m-THPP : B-CD, on trac¢ une courbe 1/ AA f(C".cp)[27],0n se basant sur les résultats de la
Fig. I1.5
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Tel que AA est la différence d’atsorbance de la m-THPP en présence et en absence de la
B-CD, Cy est la concentration initiale de la m-THPP, a est le coefficient d’absorption du

systeme supramoléculaire THPP : B-CD et K c’est la constante d’inclusion.

La courbe 1/ AA (CIB.CD) Fig. I1.19 est une droite d’équation mathématique de la forme :

e Par superposition avec |’équation donnée ci-dessus, on a :

° Le ratio d’inclusion est donc 1:1 une THPP incluse dans une B-CD avec une constante

d’inclusion K=12.76 mol/l.

Complexe d'inclusion dans un milieu neutre
30
w 20
a 15 ,,,,,
§ T - < Sériel
O e —— .
o Linéaire (Sériel)
5
0 ; :
0 100 200 300 400 y=0,076x - 0,981
R%2=0,984
1/[p-CD]

Fig.II-19 : Double réciproque du m-THPP 4 différentes concentrations
de la B-CD en milieu neutre.

> Encapsulation du systéme supramoléculaire dans ’hydroxyapatite

Une fois que le systéme supramoléculaire est formé, on procéde a son encapsulation dans
’hydroxyapatite par la méme méthode faite par la voie directe sauf que la porphyrine est
remplacée par le systeme supramoléculaire.
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I1.3-2 Caractérisation de HA chargée en principe actif.
a) Aspect morphologique :

L’hydroxyapatite dopé a un aspect d’une poudre de couleur violet foncé et sans odeur
caractéristique dans le cas des up.HA-m-THPP (Fig.II-20-a)et d’une poudre fine de couleur
violet clair dans le cas des Np/up.HA-C(Fig.II-20-b). Une vue macroscopique des systémes

préparés est donnée dans la figure ci-dessous (Fig.II-20)

Fig.I1-20 : Vue macroscopique de I’hydroxyapatite chargé en principe actif (a) :
HA+PS et (b) : HA+complexe d’inclusion C.
Discussion :
Comme il est clairement observé sur la Fig.II-20, les couleurs des deux HA chargées par le PS
sont différentes, i.e : violet foncé dans le cas du HA chargée directement par le PS tandis
quune couleur plus claire « mauve claire » dans le cas de HA chargée par le complexe

d’inclusion et cela est dii la double encapsulation du PS dans le cas (b) .

b) Spectroscopie FTIR :

Les spectres FTIR du PS seul, HA-PS et HA-C sont donnés dans les figures ci-dessous :

On observe deux petits pics qui apparaissent vers 2997 et 2914 cm™ attribués aux —CH de la
porphyrine. Un léger dépiacement du pic 1639 cm™ attribué a I’eau associée dans le cas du
HA seul vers 1647 cm™ dans le cas de HA chargée par le complexe d’inclusion et cela est dii
a I’ interaction de coordination entre le Ca>* et THPP :B-CD plus précisément entre Ca’" et p-
CD, ce résultat montre que le groupement OH" de la B-CD est le site d’interaction major entre

la B-CD et Ca** (cas du HA avec le complexe) tandis que dans le cas de HA avec le PS seul le

Page | 40



Partie expérimentale

déplacement pourrait étre di a la déformation de la liaison C=C du cycle aromatique (vers
1600 cm™) provenant éventuzllement de la formation de la liaison hydrogéne du OH de HA
avec le OH du cycle aromatique du PS. De plus il apparait un pic vers 1387 cm™ qui pourrait
étre attribué au groupemé:nt COsdi a I’interaction du CO, de I’air avec les groupements OH
du HA. En outre, les HA chargée par le PS ou le complexe d’inclusion sont caractérisées par

les deux pics vers 1029 et 566 cm™ attribués au PO,> du HA.

® 03 n e300 m o

4000 3500 ' 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers

i

Fig.II-21 : Spectre FTIR de HA chargée par (a) : PS seul et (b) : complexe d’inclusion.
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Conclusion générale

supporter et vectoriser un principe actif anti-cancéreux (méso-5, 10, 15, 20-tetrakis (4-

hydroxyphenyl) porphyrine) dans le but d’augmenter sa sélectivité dans I’organisme.

Par voie hydrothermique, des micro-batonnets d’hydroxyapatite vide et fonctionnalisé ont été
obtenus en milieu alcalin. Dans le cas du systtme I’HAP /B-CD/PEG, des batonnets de trés

petites tailles arrivant a 400 nm ont été observés.

Les résultats analytiques obtenus nous permettent de dire que I’ajout de la béta-cyclodextrine
dans HAP contribue & augmenter la cristallinité de la matrice minérale ce qui indique que la
B-CD posséde une influence sur le contrdle de la pureté¢ d’HA. Aussi, la taille et
I’agglomération des partfcules d’hydroxyapatite semblent diminuer en présence de la B-CD.
Par conséquent, on peut signaler ici que le systtme I"HAP /B-CD/PEG peut répondre aux

exigences de la vectorisation microparticulaire (taille, surface et stabilité).

Par voie biomimétique, un dérivé de I’hydroxyapatite, la Brushite, a été obtenu. Ce dérivé
bien cristallisé et de taille micrométrique possede la morphologie d’une rose de sable dans le

SBF.

Dans la préparation de I’hydroxyapatite chargé en principe actif par voie directe et indirecte,
des complexe supramoléculaire m-THPP : B-CD ont été reconnus avec un excés d’une
solution de B-CD en milieu neutre. Le complexe supramoléculaire obtenu est de

stoechiométrie m-THPP : B-CD 1 :1.
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