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Résumé  

Dans l’ingénierie tissulaire, certaines molécules bioactives participent activement au métabolisme osseux. 
Parmi celles-ci on trouve le chitosane. C’est un biopolymère naturel extrait des carapaces de crustacés. Cette 
étude vise à évaluer l’effet de l’association du chitosane avec le verre bioactif sur la cinétique de la 
consolidation osseuse chez la ratte ostéoporotique. Des rattes femelles wistar ont été divisées en 4 groupes: 
I, II III et IV utilisées respectivement comme contrôle, ovariectomisées (OVX), implantées avec du verre 
bioactif VB (VB) et du verre bioactif associé au chitosane (VB-CH). Les analyses par spectrométrie 
d'émission optique (ICP-OES) et les observations histologiques ont montré l’intégration des biomatériaux 
avec le tissu osseux hôte. La cinétique de la consolidation osseuse est plus avancée dans le cas de 
l’association du verre bioactif avec le chitosane. Après 60 jours d’implantation, le calcium (Ca) se stabilise 
dans le régénérat osseux du VB et du VB-CH à des taux normaux respectivement vers 240 et 238 mg/g. Le 
taux des phosphores (P) notés dans le régénérat osseux du VB et du VB-CH sont respectivement, de l’ordre 
de 141 et 138 mg/g. Le rapport Ca/P est égal à 1.7 et1.72 respectivement, dans le régénérat osseux du VB et 
du VB-CH. En raison de la biocompatibilité des biomatériaux avec les tissus osseux, les deux biomatériaux 
VB et du VB-CH devraient constituer une alternative thérapeutique  dans le domaine de l’ingénierie 
tissulaire. 
 
Mots clés : Verre bioactif, chitosane, consolidation osseuse, defect osseux, minéralisation osseuse. 
 
Summary  
 
In tissue engineering, several molecules are widely involved in metabolic bone disease. Among them 
chitosan possess interesting properties in regenerative medicine. Wistar rats were divided into four groups: I, 
II, III and IV, respectively, used as control, ovariectomised (OVX), implanted with bioactive glass (VB) and 
implanted with bioactive glass associated with chitosan (VB-CH). Analysis by optical emission spectrometry 
(ICP-OES) and histological observations have shown the biomaterials integration and a more enhanced 
increase in the bone mineralization kinetic in the case of VB-CH. After 60 days of implantation, Calcium 
(Ca) was stabilized at normal levels (240 and 238 mg/g) respectively, in the regenerative bone of VB and 
VB-CH biomaterials. Phosphorus (P) reached ordinary levels (141 and 138 mg/g) respectively, in the 
regenerative bone of VB and VB-CH biomaterials.The Ca/P ratio of the regenerative bone of VB and VB-
CH represented respectively, 1.7et1.72. Due to the biomaterial biocompatibility, the VB and VB-CH 
biomaterials might be used as an alternative against bone diseases in tissue engineering. 
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INTRODUCTION  
 
Le chitosane a montré un fort potentiel pour la 
médecine régénérative notamment du tissu osseux 
et du cartilage en raison de leur homologie de 
structure avec les glycoaminoglycanes de la  
matrice extracellulaire (MEC) [1,2]. Les 
biomatériaux à base de chitosane ont également 
suscité l’intérêt de plusieurs équipes de recherche 
pour des applications dans le domaine biomédical. 
Plusieurs architectures composites associant 
chitosane et hydroxyapatite, utilisées pour la 
régénération osseuse, améliorent l’adhérence, la 
prolifération et la différentiation d’ostéoblastes [3]. 
Par ailleurs, d’autres travaux portant sur la 
combinaison du chitosane avec des facteurs de 
croissance ou encore la culture in-vitro de cellules 
souches mésenchymateuses ont rapporté la capacité 
à stimuler la formation osseuse [4,5]. Cette 
molécule a fait l'objet de plusieurs études et a 
retenu l'attention en tant que candidat pour 
plusieurs applications médicales parmi les quelles 
nous citons : membranes de dialyse, fibres de 
sutures, agent stabilisant de liposomes, 
antimicrobiennes, antiviral, antitumoral, réducteur 
de cholestérol au niveau sanguin, agent  
hémostatique stimulant du système immunitaire et 
en tant que système de relargage de  médicaments 
[6,7,8 ,9]. Cependant le manque de données sur les 
propriétés du verre bioactif associé au chitosane du 
point de vue biologique nous a conduits à la 
réalisation de ce travail. Nous cherchons à explorer 
son activité potentielle dans le domaine biomédical 
général et dans les cas orthopédiques et 
thérapeutiques en particulier. Ce travail est 
concentré sur l’effet de l’association de chitosane 
au verre bioactif sur la réparation osseuse. La 
composition chimique du matériau conditionne sa 
vitesse de dégradation. Celle-ci doit être contrôlée 
pour obtenir une dégradation directement corrélée 
dans le temps avec la formation de l’os. Ces 
biomatériaux associés à des agents thérapeutiques 
sont de bons candidats pour des applications dans 
le domaine orthopédique comme matériaux 
d’implantation favorisant la régénération du tissu 
osseux. Pour suivre l’implantation de ces deux 
biomatériaux, une étude chez la ratte Wistar  durant 
une période de traitement de 60 jours a été 
effectuée afin de déterminer la biocompatibilité et 
la cinétique de la minéralisation osseuse.  
 
 
 

 
MATERIELS ET METHODES  
 
Etude de la cinétique de consolidation osseuse 
par spectrométrie d’émission optique 
 
La spectrométrie d’émission optique est une 
méthode physique d'analyse chimique permettant 
de doser la quasi-totalité des éléments 
simultanément. C’est une méthode quantitative 
dont la sensibilité est inférieure à µg/g ou ppm 
[10]. Les échantillons solides à analyser doivent se 
présenter sous forme de solution. Les solutions sont 
nébulisées, puis ionisées par pulvérisation dans un 
plasma d'argon. Les échantillons ont été mis en 
solution dans de l’acide nitrique à 2 %. Une fois 
acidifiées, les solutions ont été envoyées au 
nébulisateur, grâce à une pompe isostatique, puis 
pulvérisées en fines gouttelettes (spray) dans la 
chambre de nébulisation. Le spray a été ensuite 
transporté vers le plasma grâce à un courant 
d’argon. Une solution d’acide nitrique à 2 % 
permet de faire le « zéro ». Pour chaque série 
d’analyses, six solutions étalons multiélémentaires 
de concentrations connues ont été préparées de 
façon à encadrer les valeurs théoriques à analyser. 
 
Etude histologique 
  
Après prélèvement, les pièces osseuses  ont été  
marquées de façon à distinguer la partie distale et la 
partie proximale. Elles  ont infiltrées par l’MMA 
(méthyle-méthacrylate) par agitation constante à 
l’aide de rotatif en vitesse lente. La durée des bains 
était de 1 heure avec un volume de 5 ml environ. 
Tous les bains ont  été réalisés à température 
ambiante à l’exception du dernier bain 
d’infiltration qui a été pratiqué à -20°C pendant une 
nuit. Sur les  pièces osseuses incluses, des coupes 
sériées ont été réalisées à l’aide d’un microtome 
Polycut S Reichert Jung équipé d’un rasoir au 
carbure de tungstène. Les coupes ont été récupérées 
dans l’eau à l’aide d’une bande de papier humide. 
Des coupes de 7µm d’épaisseur ont été réalisées 
avec la coloration de Goldner. 
 
Protocole opératoire 
Matériel anesthésique 
 
Les rattes ont été anesthésiées avec un mélange 
xylasine/kétamine et la patte arrière droite a été 
rasée. Après l’injection, l’animal a été isolé et placé 
au calme les yeux fermés. Une anesthésie locale à 
l’aide de la xylocaine (unicaine, 2%, UNIMED) a 
été toujours associée.  
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Ovariectomie de ratte  
 
Pour éliminer la principale source d’estrogène, les 
femelles sont ovariectomiséés. L’ovariectomie a 
été pratiquée à l'aide d'ustensiles  stériles. Une 
incision a été   réalisée dans la peau et les muscles 
de l'abdomen sous la dernière cote. Une ligature 
des oviductes  a été pratiquée avant la séparation 
des ovaires. Un point de suture a été réalisé au 
niveau des muscles et un second  dans  la peau.  
 
Déroulement de l’opération 
 
Chaque animal a été  installé sur la table 
chirurgicale en décubitus dorsal, ses quatre 
membres ont  été maintenus en extension à l’aide 
de lacettes fixées à la table. Pour la ratte un forage 
a été réalisé au niveau de condyle fémoral. Un 
préforage a été d’abord réalisé à l’aide d’un foret 
de taille inférieure (2 mm) à la taille définitive. 
Puis un forage définitif a été effectué à l’aide d’un 
foret de taille adaptée aux dimensions du substitut 
osseux préformé, la vitesse de rotation utilisée est 
faible pour éviter un écrasement et un 
échauffement des travées osseuses. Les substituts 
osseux (VB et VB-CH) ont été insérés dans le trou 
de forage. La suture cutanée a été réalisée au fil 
non résorbable. Le pansement postopératoire a été 
fait avec une compresse stérile passée sur les 
différentes plaies opératoires après application 
locale de Bétadine gel.  Le pansement a été changé 
après trois jours de l’opération. Un contrôle 
quotidien des plaies a permis de vérifier l’état des 
cicatrices, de nettoyer  les plaies. 
 
L’observation clinique 
 
Il s’agit d’un examen de base qui a permis 
d’évaluer globalement l’état général de l’animal 
après l’acte opératoire de suivre son comportement 
envers les aliments et les boissons, d’évaluer leurs 
réactions envers le manipulateur, d’observer 
l’animal en mouvement afin d’évaluer sa prise 
d’appui sur le  membre  opéré,  de déterminer une 
pesée régulière de chaque animal ainsi qu'un 
examen attentif des sites opératoires . 
 
RESULTATS ET DISCUSSION  
 
Les biomatériaux sont couramment utilisés pour 
remplacer des tissus ou des membres afin de 
fournir une restauration partielle des fonctions 
endommagées [11]. Différents domaines de la 
chirurgie reconstructrice se sont développés et ont  

 
émergé pour améliorer la qualité de vie [ 12 ,13]. 
Dans le domaine d’orthopédie, nous avons cherché 
à développer de nouvelles structures biomimétiques 
à base de polymères composites en vue de 
produire, à plus long terme, des implants 
biomédicaux attrayants. Le but de cette étude est 
d’évaluer l’effet de   l’association de verre bioactif 
avec la biomolécule du chitosane sur la 
consolidation osseuse chez la ratte ostéoporotique. 
Les concentrations des éléments Ca, P et le rapport 
phosphocalcique Ca/P ont été déterminées par la 
méthode ICP-OES. Les échantillons analysés sont ; 
les os provenant des rattes témoins, des rattes 
ovariectomisées, implantées par le VB et implantés 
par le VB-CH (Figures 1et 2). Les concentrations 
en Ca dans les deux implants VB et du VB-CH ont 
progressivement augmenté respectivement jusqu’à 
240 et 238 mg/g durant 60 jours d’implantation. Le 
taux des phosphores (P) notés dans le régénérat 
osseux de VB et du VB-CH sont respectivement, 
de l’ordre de 141 et 138.5 mg/g à partir du 
soixantième jour. Le rapport Ca/P est égal à 1 .7 
et172 respectivement, dans le régénérat osseux de 
VB et du VB-CH (Figure 3).  
L’examen histologique mené sur des pièces 
osseuses inclues dans du méthyle méthacrylate sans 
décalcification préalable, coupées et colorées au 
trichrome de Goldner permet de suivre les 
différents aspects de tissu osseux après 
implantation avec le VB et le composite VB-CH 
(Figure 2 et 3). Les implants ont tous été retenus 
dans les gaps osseux et sont encore présentes 
durant la première période. Les lésions de contrôles 
étaient remplies d’un tissu fibro-cartilagineux 
tandis que les lésions traitées contenaient des 
particules de composite VB-CH. Après 4 semaines, 
les implants ont favorisé un remodelage osseux et 
une intégration latérale plus complète. Les pertes 
de substances osseuses traitées avec les implants 
VB-CH démontrent une guérison plus avancée à 4 
semaines que les lésions traitées avec des implants 
de VB seul. Le composite VB-CH ne parait pas 
avoir un effet délétère sur le remodelage osseux 
dans lequel il a été résident pendant 4 semaines de 
traitement malgré sa dégradation. En effet, les 
implants VB-CH ont fait leurs preuves quant à leur 
capacité de générer du tissu osseux mature, mieux 
intégré et mieux vascularisé que les VB seuls. Les 
analyses histologiques n’ont pas montré 
d’altération structurale au niveau de l’organisation 
générale des pièces de condyles fémoraux chez les 
rattes traitées. Le chitosane permet une bonne 
stabilisation des particules du verre bioactif au site 
chirurgical et une bonne reconstitution osseuse  
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avec une intégration accrue du tissu de réparation 
aux tissus résidents et une vascularisation 
transitoire accrue de l’os. Cette réparation par le 
composite VB-CH consiste essentiellement 
d’apercevoir des trabécules osseux normaux avec 
un espace trabéculaire bien réduit qui a été 
caractérisé après ovariectomie par des trabécules 
osseuses minces avec des grands espaces 
trabéculaires. Le processus de guérison est très 
avancé en présence du composite VB-CH. La 
résorption progressive de VB-CH a été mise en 
évidence par la fragmentation des particules.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSION  
 
Les résultats in vivo chez la rate Wistar  montrent 
une bonne biocompatibilité du verre bioactif et du 
verre bioactif associé au chitosane. La dégradation 
de deux biomatériaux a été quantifiée par mesure 
de la concentration en ions phosphate et calcium 
dans le milieu osseux environnant. Après 60 jours 
d’implantation, le rapport Ca/P des précipités 
augmente avec le temps de maturation osseuse. La 
cinétique de la consolidation osseuse est plus 
avancée dans le cas de l’association du verre 
bioactif avec le chitosane. La présence de chitosane 
dans les matériaux semble être particulièrement 
importante dans les phénomènes d’initiation de la 
différenciation ostéoblastique. Les deux implants 
permettent la stimulation de l’ossification osseuse. 
 
 

 
Figure.1. Distribution de Ca chez les rattes 
implantées avec   VB et VB-CH   après 60 
jours d’implantation. 
 

Figure.2. Distribution de P chez les rattes 
implantés avec   VB et VB-CH   après 60 jours 
d’implantation. 
 

 
Figure.3. Le rapport  Ca/ P chez les rattes 
implantées avec  VB et VB-CH   après 60 
jours d’implantation. 
 

 
Figure.4. déconnexion trabéculaire pour la 
ratte ovariéctomisée (A)  tissu osseux 
implanté par VB-CH  (B) et  par VB  (C).  
Coloration Trichrome de Goldner. Cercle 
déconnexion trabéculaire,        VB-CH,                  
VB 
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