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Substitut osseux comprenant un agent de contraste, son procede de

preparation et ses utilisations.

5 La présente invention se rapporte a un biomateriau de comblement osseux
utilisable en chirurgie, qui comprend un agent de contraste permettant au chirurgien
de controler par imagerie meédicale le succes de l'implantation dudit biomatériau
ainsi que sa resorption et substitution par de I'os nouvellement forme.

Les mélanges d’hydroxyapatite et de phosphate tricalcique B (B-TCP)

10  constituent la base minérale de nombreux materiaux de comblement utiles en

chirurgie osseuse. lls permettent d'associer la stabilité de I'hydroxyapatite, qui

constitue un support d'adhesion efficace pour les ostéoblastes, et la bonne
résorption du B-TCP, grace a la libération d'ions calcium par ce dernier.

Les matrices d’hydroxyapatite et de [B-TCP peuvent étre utilisées

15  efficacement dans tout type de comblement osseux, notamment en chirurgie

orthopéedique, cancerologique, traumatologique, ORL, maxillo-faciale,
parodontologique. Ce matériau peut aussi étre utilise afin de soigner des fractures
avec perte de substance, et la pseudarthrose avec ou sans perte de substance. |l
s'est révéle utile également pour les arthrodeses vertébrales (fusion rachidienne) et
20  en ostéeotomies d'addition. Il peut également augmenter le volume des autogreffes

et en accelérer les effets.

Daculsi et al. (Rev. Chir. Orthop. 1989, 75(2), 65-71) ont decrit un materiau
constitué d’hydroxyapatite et de B-TCP, (ci-aprés BCP) aux propriétés intéressantes

Le BCP présente une porosité globale de 70% dont 2/3 de macroporosité
25 (300 a o600 um) et 1/3 de microporosite (pore < 10 ym), cette derniere permettant la
diffusion des fluides biologiques.

Les phenomenes de dissolution des cristaux (essentiellement le TCP)
provoquent la liberation d'ions dans les fluides biologiques. Cette saturation en ions
conduit a une précipitation cristalline (produite en presence des propres proteines
30  du patient) constituée de cristaux d'apatites biologiques identiques aux cristaux d'os.

Cette precipitation a court terme permet daméliorer les proprietes
mecaniques Initiales, et constitue une nouvelle interface avec les cellules et les

tissus qui se substitue a la surface synthetique.
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Les macropores servent a guider les cellules en profondeur de l'implant
(osteo-conduction), lesquelles pourront résorber le materiau et former a la place un
tissu osseux differencie.

L'os neoforme subit rapidement un remodelage osseux. Un cycle résorption-
apposition se produit comme dans |'os classique. Le volume osseux augmente
progressivement aux dépens du BCP. La rapide rehabilitation du BCP, grace a
I'importance de sa porosité, permet d’'améliorer ses propriétés mecaniques au cours
de la transformation osseuse ; I'implant BCP va acquérir les propriétés de l'os
spongieux ou cortical, selon son site d'implantation.

Il est important de controOler le processus de resorption substitution osseuse,
nécessaire a un véritable substitut osseux. Le BCP, par son mélange HA et B-TCP
equilibre, et sa structure micro et macroporeuse, permet cette cinéetique.

Une des difficultés principales rencontrées par le chirurgien utilisant des
matériaux a base d’hydroxyapatite et de phosphate ftricalcique, réside dans Ia
difficulté de contrbler le succes de I'implantation du substitut osseux immeédiatement
apres |'opération, ainsi que sa resorption et substitution au cours du temps par les
tissus de l'organisme.

La radio-opacité de I'hydroxyapatite et du phosphate tricalcique p n'est en
effet pas suffisamment differente de celle de |'os, et ne permet par consequent pas
de visualiser correctement le biomatériau. |l serait donc souhaitable d’inclure des
agents de contraste dans les substituts osseux utilisés en chirurgie.

Les obstacles auxquels se sont heurtées la plupart des tentatives dans ce
domaine sont, d'une part, la difficulté d’obtenir une réepartition homogene de I'agent
de contraste a l'intérieur de la matrice phosphocalcique, et d’autre part la toxicité
des agents de contraste existant a ce jour, la fuite de ces derniers dans |'organisme
etant proscrite.

lIs doivent aussi étre utilisés en concentration suffisante afin d'étre détectes,
et néanmoins ne pas nuire a la colonisation osseuse. De plus, beaucoup d’'agents
de contraste, comme BaS0O, ou ZrO, présentent des effets secondaires importants
et peuvent induire une résorption osseuse pathologique.

L'inclusion d'agents de contraste dans ces protheses résorbables peut
egalement rendre celles-ci beaucoup trop dures et endommager les articulations a

proximite desquelles elles sont implantees.
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Les auteurs de la présente invention ont résolu les probléemes évoqués ci-dessus en
obtenant, de maniere surprenante, un substitut osseux comprenant du phosphate de calcium
combiné a un agent de contraste pour l'imagerie medicale, qui induit une bonne repousse
osseuse sans étre cytotoxique.

Selon un aspect, l'invention se rapporte a une composition pour biomatériau comprenant
un phosphate de calcium dans lequel le rapport molaire Ca/P est compris entre 1 et 2, fritte avec
un agent de contraste pour l'imagerie meédicale réparti uniformement dans la masse de la
composition.

Selon un autre aspect, f'invention se rapporte a une composition poreuse et resorbable
pour biomatériaux se présentant sous forme de granules sphériques de diametre moyen compris
entre 20 et 500 ym, comprenant un phosphate de calcium dans lequel le rapport molaire Ca/P est
compris entre 1 et 2, constitué de phosphate tricalcique 8 et d’hydroxyapatite dans un rapport en
poids phosphate tricalcique B/hydroxyapatite compris entre 20/80 et 70/30, fritté avec un agent de
contraste pour I'imagerie médicale réparti uniformement dans la masse de la composition.

On entend par « agent de contraste », au sens de la présente invention, un compose
capable de créer, sur une image médicale, un contraste artificiel sur une structure anatomique ou
pathologique naturellement peu ou pas contrastée, et donc difficilement differentiable des
structures voisines. Cet agent de contraste est avantageusement un agent radio-opaque utile en
imagerie par diffraction des rayons X, c'est-a-dire un composé qui n'est peu ou pas traverse par
les rayons X. L'agent radio-opaque est avantageusement inorganique ou ionique.

On entend par « rapport molaire Ca/P », au sens de la présente invention, le rapport entre

le nombre d'atomes de calcium et le nombre d'atomes de phosphore dans la formule chimigue du

phosphate de calcium.

L 'invention permet avantageusement d'inclure des agents de contraste inorganiques ou
loniques dans |la matrice de phosphate de calcium.

Le phosphate de calcium est avantageusement un meélange de phosphate tricalcique 3 et
d'hydroxyapatite, avantageusement dans un rapport en poids phosphate tricalcique
B/hydroxyapatite compris entre 20/80 et 70/30, plus avantageusement egal a 40/60.

Il est possible d'observer, dans la maille élémentaire du phosphate de calcium, la
substitution partielle du calcium par le cation provenant de l'agent de contraste, et/ou Ia
substitution partielle du phosphate ou d'un autre anion (par exemple hydroxyle, fluorure, chlorure)

par l'anion de l'agent de contraste.
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La proportion d'agent de contraste dans la composition selon [linvention est
avantageusement comprise entre 2 et 40% du poids total, plus avantageusement entre 5 et 35%,
plus avantageusement encore egale a environ 20%.

L'agent de contraste peut étre choist parmi les agents radio-opaques pour l'imagerie par

diffraction des rayons X et les agents de contraste pour l'imagerie par resonance magnetique

nucléaire.
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L'agent de contraste est avantageusement choisi parmi le sulfate de baryum,
'oxyde de bismuth, l'oxyde de Iutétium, le phosphate de gadolinium, et leurs
melanges.

Selon un mode de realisation particulier de l'invention, la composition se
présente sous forme de granule de forme irréguliere. Selon un autre mode de
réalisation avantageux de linvention, la composition se presente sous forme de
granule de forme sphérique.

Avantageusement, le diametre moyen des granules de la composition selon
I'invention est compris entre 20 et 500 um, de préférence entre 40 et 300 um, de

maniere particulierement préferee entre 80 et 200 um.

L'invention se rapporte egalement a une composition selon l'invention en
tant que substitut osseux.

L'invention a également pour objet une composition injectable comprenant
une composition selon I'invention en suspension dans un hydrogel.

L'hydrogel comprend avantageusement une solution aqueuse d'un dérivé de
la cellulose, avantageusement I'hydroxypropylmeéthylcellulose.

L'invention se rapporte egalement a une composition selon l'invention ou a
une composition injectable selon l'invention en tant que substitut osseux.

La composition selon linvention pourra avantageusement étre utilisée
comme materiau de comblement osseux dans toute chirurgie de reconstruction ou
de regéneération osseuse. La composition selon l'invention pourra également étre
utilisée dans des implants et osteosyntheses a base de polymeres et de granules,
comme par exemple les polymeres résorbables de la famille des PLA-GLA (acide
polylactique-acide polyglycolique), ou les polymeres non resorbables comme le
PEEK (polyéther ether cetone).

La composition injectable selon l'invention pourra avantageusement étre
utilisée comme materiau de comblement dans toute chirurgie de reconstruction ou
de regeéeneration tissulaire osseuse, par exemple articulaire et dentaire, et
notamment en chirurgie invasive a minima (« minimally invasive surgery »)

L'invention se rapporte également a un procedé de preparation d'une
composition selon linvention, caracterisee en ce quelle comprend les etapes
successives suivantes :

(a) melanger un phosphate de calcium dans lequel le rapport molaire Ca/P est

compris entre 1 et 2, avantageusement de l'apatite deficiente en calcium,
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avec un agent de contraste jusqu'a obtenir une répartition uniforme de
I'agent de contraste dans le phosphate de calcium ;

(b) granuler le mélange résultant ;

(C) fritter les granules a une température supérieure a 600°C, avantageusement

a une température comprise entre 700 et 1300°C ;

(d) eventuellement stériliser les granules frittes.

L'invention a donc également pour objet une composition susceptible d'étre
obtenue selon le procedé ci-dessus.

On entend par « apatite déficiente en calcium », au sens de la présente
iInvention, une apatite non steechiométrique. Celle-ci peut avantageusement obeir a
la formule Cay (POy4 ), (X)1-2, dans laquelle X peut étre choisi parmi OH, F et Cl, et ou
X est compris entre 7 et 10 exclu, et y entre 3 et 6 exclu. Elle peut également avoir
pour formule Cag(HPO4)(PO4)sOH.

On entend par «fritter », au sens de la présente invention, l'action de
consolider par action de la chaleur un agglomerat granulaire plus ou moins
compact, avec ou sans fusion d'un ou de plusieurs de ses constituants.

Differentes techniques de granulation peuvent étre utilisées pour obtenir ces
granules comprenant un agent de contraste.

Le phosphate de calcium, avantageusement une apatite déeficiente en
calcium, peut étre est prepare par reaction entre un sel de calcium (par exemple le
nitrate de calcium ou l'acétate de calcium) et un sel de phosphate (par exemple le
phosphate d'ammonium ou le phosphate de sodium) dans lesquels le rapport
molaire Ca/P est compris entre 1 et 2. Elle est suivie d'une précipitation en milieu
agueux basique a une température de 25 a 80°C, puis d'une phase de maturation
basique, qui permet d'augmenter la cristallinité et de contrdler et augmenter le ratio
Ca/P de I'apatite finale.

Une autre voie de synthese du phosphate de calcium peut mettre en ceuvre
la réaction entre I'hydroxyde de calcium avec une solution d'acide phosphorique.

La premiere mise en forme (étape a) consiste a obtenir une repartition de
I'agent de contraste dans le phosphate de calcium. Cette homogenéeisation peut se
faire en milieu aqueux ou sous forme seche, avantageusement en milieu aqueux.

Il est particulierement avantageux d'obtenir un mélange homogene, dans
lequel I'agent de contraste est reparti de facon uniforme au sein de la matrice

phosphocalcique, avant tout traitement thermique.
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La poudre, comprenant le phosphate de calcium et I'agent de contraste, peut
tout d'abord étre broyee au broyeur centrifugeur, et dispersée pour eviter les
agglomeérats. Le meélange homogene est ensuite avantageusement obtenu par
I'utilisation d'un meélangeur a trois dimensions (dit « turbulat ») pour les formes

seches, ou par melangeur rotatif pour les formes humides. La poudre obtenue a
avantageusement une taille inférieure a 20 um.

Une fois le melange homogene obtenu, la granulation de ce produit peut étre
realisée (étape b), par des techniques classiques connues de 'homme du méetier.

Deux voles principales peuvent avantageusement étre exploitées pour
obtenir les granules selon l'invention : la voie humide et la voie seche, selon des
techniques connues de 'homme du métier et abondamment decrites.

La voie humide peut consister essentiellement a utiliser 'eau comme liant
avec la poudre obtenue a I'étape (a). On pourra citer a titre d'exemple de techniques
de granulation humide convenant a la realisation de l'invention : le fractionnement
mecanique (utilisation d'un granulateur humide, la matiere humide étant forcée a
travers un tamis) ; le sechage direct dans un flux d'air chaud (utilisation d'un « spray
dryer », la matiere eétant dispersée dans un liquide et injectée dans un flux d'air plus
ou moins chaud); la technique de lit dair fluidisé ; la technique de l|'assiette
granulatrice ; le tambour granulateur ; la dispersion de gouttes (« prilling »).

La volie seche peut consister a agglomeéerer des particules tres fines par un
mouvement mecanique specifigue. Grace a la formation de liaisons chimiques,
electrostatiques et/ou magnetiques, et/ou a l'addition d'un liant, et/ou encore a
cause de leur forme, les particules auront tendance a s'imbriquer entre elles. Dans
ce cas, la techniqgue de compaction (presse), suivie de la technique de
fractionnement par broyage peuvent étre utilisees (au moyen par exemple d'une
assiette granulatrice, d'un tambour granulateur, sans addition de liant).

Une fois les granules obtenus, un frittage a haute temperature,
avantageusement supérieure a 600°C, plus avantageusement comprise entre 700
et 1300°C, est realise, afin de decomposer le phosphate de calcium comprenant
'agent de contraste en hydroxyapatite et en phosphate tricalcique [ comprenant
'agent de contraste. Cette derniere eétape peut avantageusement permettre
d'intégrer un elément radio opaque, comme par exemple le baryum, dans la maille

elementaire du phosphate de calcium.
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Le frittage peut étre effectué selon des techniques bien connues de 'homme
du métier. Il permet également d’obtenir une bonne tenue mécanique et un matériau
de type cristallin.

L'invention va maintenant étre illustrée de facon non Ilimitative par les

exemples 1 a 4 et les figures 1 a 5 suivantes.

La figure 1 représente les spectres de diffraction des rayons X de
compositions selon l'invention.

La figure 2A represente la surface de granules selon l'invention observée par
microscopie électronique a balayage, et la figure 2B cette méme surface apres
quatre jours de culture de cellules MCT3-E1.

La figure 3 représente des radiographies de I'eépiphyse fémorale de rats dans
laquelle a éte Implanté un granule radio opaque, apres trois semaines
d'implantation.

La figure 4A lllustre une image obtenue par microscopie electronique a
balayage de l'épiphyse femorale de rats dans laquelle a été implante un granule
radio opaque juste apres I'implantation. La figure 4B correspond a un traitement de
'image de cette épiphyse apres 3 semaines d’'implantation, afin de visualiser I'os
nouvellement forme en blanc.

La figure 5 représente une image au microscope a lumiere polarisee
montrant la repousse osseuse et la colonisation tissulaire chez le rat apres 3

semaines d’'implantation.

Exemple 1: préeparation de substituts osseux comprenant un agent de
contraste

Quatre composés radio opaques ont éte testés : le sulfate de baryum
(BaS0y), 'oxyde de lutetium (Lu,O3), I'oxyde de bismuth (Bi,O3) et le phosphate de
gadolinium (GdPQO,). Chacun de ces composés a été mélangé a 20% en poids a de
I'apatite deficiente en calcium. Le matériau composite a éte préparé en granules
ronds de diametre moyen compris entre 80 et 200 um. Les granules ont ete frittés a

1050°C, pour décomposer |'apatite déficiente en calcium en hydroxyapatite et [3-

TCP dans un rapport en poids hydroxyapatite/B-TCP de 60/40, puis ils ont été

sterilises a la vapeur (121°C, 30 minutes) ou a sec (180°C, quatre heures) pour étre

utilises dans les etudes in vitro et in vivo.
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Ces granules seront par la suite dénommés BCP/Ba, BCP/Lu, BCP/Bi et

BCP/Gd.
Les diffractogrammes des BCP/Ba, BCP/Lu, BCP/Bi montrent des
modifications des parametres cristallographiques a et ¢ de I'hydroxyapatite et du B-
5  TCP, attribués a l'intégration de cations et d’'anions de l'agent de contraste dans la
maille du phosphate de calcium. Ce phénomene est le plus marqué dans le cas du

baryum.

Exemple 2 : biocompatibilite in vitro

10 La biocompatibilité des substituts osseux prepares a 'exemple ci-dessus a
eté evaluee selon la norme ISO 10993-5 sur des extraits de cellules osteoblastiques
MC3T3-E1. Les materiaux ont dans ce cas ete prépares, non sous la forme de
granules, mais de pastilles de 10 mm de diametre et 1 mm d'épaisseur, par
compactage uniaxial. La cytotoxicite a eté mesuree en utilisant un test MTS. Les

15 resultats sont rassemblés dans le tableau 1 cl-dessous.

Tableau 1 : activite MTS des cellules MC3T3-E1 apres 72 h de culture, selon la
norme ISO 10993-5.

m Plastique (contrdle) | ActD | BCP/Ba | BCP/Bi | BCP/Lu

Activite des cellules MTS

20 Aucune cytotoxicite n'a éte detectee pour BCP/Ba et BCP/BI, alors que

BCP/Lu s'est revelé cytotoxique pour les cellules ostéoblastiques (décroissance de
I'activité MTS de plus de 20%). Act D est I'abréviation d'actynomycine D a Sug/ml

(contrOle négatif).

25 Exemple 3 : microscopie electronique a balayage
L'observation par microscopie électronique a balayage des surfaces
composites (figure 2A), montre que l'addition des agents de contraste a la matrice
de phosphate de calcium a une influence sur la forme du cristal, sur sa taille et sur
sa microporosite. Ainsi, I'addition de BaS0O,4 a conduit a la formation de gros cristaux

30  ayant une faible microporosite et une surface lisse.
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L'addition de Bi,O3 a conduit a la croissance de cristaux en aiguille ayant une
microporosité importante dans le cas de Lu,O; et GdPO4, la microporosite est
iImportante et les cristaux sont de petite taille. De nombreux fragments sont présents
sur la matrice BCP/Lu,0s.

La morphologie des cellules MC3T3-E1 a été déterminée au quatrieme jour
de culture en contact direct avec les granules. Apres fixation sur les cellules, les
granules ont éeté recouverts d'or et de palladium et observés au microscope
électronique a balayage, par diffraction d'électrons rétrodiffusés.

Les images obtenues sont reproduites a la figure 2B.

Le type de la matrice a une influence sur I'évolution des cellules. Les cellules
MC3T3-E1 ont une morphologie ostéoblastique classique dans tous les cas
(pseudopodia longue avec un bon étalement), sauf pour la matrice comportant Bi,O;
pour laquelle la morphologie et I'etalement des cellules se sont trouvées modifies.

La proliferation de cellules s'est en revanche trouvee grandement affectee
par le type de granules. La proliferation des cellules a été plus importante sur
BCP/Ba, moins importante et a peu pres similaire dans le cas de BCP/Lu et BCP/Gd

et encore plus faible sur BCP/BI.

Exemple 4 : implantation animale et histologie

Les granules ont été implantés dans l'epiphyse femorale de deux rats
femelle de type Wistar. Un défaut de 3 mm de diametre et de 5 mm a été effectué et
comblé avec les granules. Apres 3 semaines d'implantation, des radiographies ont
eté enregistrees afin d'evaluer la radio-opacite.

Les images obtenues sont reproduites a la figure 3.

L'évaluation du pouvoir radio-opaque in situ des differents matériaux a
montrée que le BCP/Ba et le BCP/BI présentent le mellleur contraste par rapport a
'environnement 0Sseux.

Ensuite, les implants ont eté prelevés, fixés dans une solution formolee et
iInclus dans de la résine de methacrylate de glycol. Les blocs ont été découpes en
coupes de 30 a 100 um d'épaisseur au microtome a scie diamantee, et analysés en
microscopie photonique et en microscopie electronique a balayage.

Les radiographies obtenues sont reproduites aux figures 4 et 5. Une

quantification de la colonisation osseuse, realisée par analyse d'image automatisée
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en 2D en microscopie électronique a balayage (électrons rétrodiffusés, BSE) est

donnée dans le tableau 2 ci-dessous.

Tableau 2 : quantification de la colonisation osseuse dans le materiau

Surface totale Surface du Surface de I'os
(%) biomatériau (%) | néoformeé (%)

100 o0 15

100 45
100 44
100 37

Les resultats histologiques complémentaires présentés aux figures 4 et 5
permettent d'évaluer la quantité d'os nouvellement formé et la réesorption des
granules (figure 4), ainsi que la qualité de la repousse osseuse en contact avec le

10  mateériau (figure 5). Les granules BCP/Ba et BCP/Gd présentent la repousse

osseuse la meilleure d'un point de vue quantitatif et qualitatif par rapport a BCP/BI et
BCP/Lu.
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REVENDICATIONS

1. Composition poreuse et résorbable pour biomatériaux se présentant sous forme de
granules spherigues de diameétre moyen compris entre 20 et 500 um, comprenant un phosphate
de calcium dans lequel le rapport molaire Ca/P est compris entre 1 et 2, constitué de phosphate
tricalcique B et d’hydroxyapatite dans un rapport en poids phosphate tricalcique B/hydroxyapatite

compris entre 20/80 et 70/30, fritte avec un agent de contraste pour 'imagerie medicale reparti

uniformement dans fa masse de la composition.

2. Composition selon la revendication 1, ou l'agent de contraste est un composé radio-
opaque.
3. Compositions selon la revendication 2, ou l'agent de contraste est un composé radio-

opague inorganique.

4. Composition selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, ou le rapport en poids

phosphate tricalcique B/hydroxyapatite est €gai a 40/60.

5. Composition selon l'une quelconque des revendications1 a 4, ou la proportion d'agent de

contraste est comprise entre 2 et 40% du poids total.

6. Composition selon la revendication 5, ou la proportion d'agent de contraste est comprise

entre 5 et 35% du poids total.

7. Composition selon la revendication 5, ou la proportion d'agent de contraste est egale a

environ 20% du poids total.

8. Composition selon 'une quelcongue des revendications 1 a 7, ou l'agent de contraste est
choisi parmi les agents radio-opaques pour l'imagerie par diffraction des rayons X et les agents

de contraste pour l'imagerie par résonance magnétique nucleaire.
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9. Composition selon I'une guelconque des revendications 1 a 8, ou l'agent de contraste est
choisi parmi le sulfate de baryum, I'oxyde de bismuth, l'oxyde de lutétium, le phosphate de

gadolinium, et leurs melanges.

10. Composition selon ['une quelcongue des revendications 1 a 9, ou le diametre moyen des

granules est compris entre 80 et 200 um.

11. Composition injectable comprenant une composition seion ['une quelconque des

revendications 1 a 10 en suspension dans un hydrogel.

12. Composition injectable selon la revendication 11, ou I'nydrogel comprend une solution

aqueuse d'un dérive de la cellulose.

13. Compositions injectable selon la revendication 12, ou I'hydrogel comprend une solution

agueuse d’hydroxypropylmeéthyicellulose.

14. Composition selon l'une quelconque des revendications 1 a 13 en tant que substitut

O0SSEuUX.

15. Procédé de préparation d'une composition selon 'une quelconque des revendications 1 a
10, comprenant les étapes successives suivantes :

(a) mélanger un phosphate de calcium dans lequel le rapport molaire Ca/P est compris entre
1 et 2, avec un agent de contraste pour I'imagerie médicale jusqu'a obtenir une répartition
uniforme de I'agent de contraste dans le phosphate de calcium ;

(b) granuler le melange resultant ;

(c) fritter les granules, a une température supérieure a 600°C;

(d) éventuellement stériliser les granules frittes.

16. Procédé selon la revendication 15, ou le phosphate de calcium de I'étape a) est de l'apatite

déficiente en calcium.

17. Procédé selon la revendication 15 ou 16, ou 'étape c) de frittage des granules est conduite a

une température comprise entre 700 et 1300°C.
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Figure 4

Figure 5
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