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(54) Titre: PROCEDE DE PREPARATION DE LIPOSOMES SANS UTILISATION DE SOLVANT ORGANIQUE

(57) Abstract

A method for preparing liposomes by (1) mixing together an aqueous solvent, a surfactant including a hydrophilic terminal and a
C2-16 hydrocarbon chain, a sterol and/or a membrane protein, and/or a product to be encapsulated, to dissolve the sterol and/or the product
to be encapsulated; (2) mixing the resulting composition with a lipid surfactant to form a uniform lamellar liquid crystal phase or a liquid
crystal phase suspension in water; and (3) converting the liquid crystal phase or liquid crystal phase suspension into liposomes.

(57) Abrégé

La présente invention concemne un procédé de préparation de liposomes comprenant: 1) le mélange d’un solvant aqueux, d'un
tensioactif comprenant une téte hydrophile et une chaine hydrocarbonnée en C; a Cig, d’un stérol et/ou une protéine membranaire et/ou
d'un produit 2 encapsuler de fagon & obtenir une dissolution du stérol et/ou du produit 2 encapsuler; 2) le mélange de la composition ainsi
obtenue avec un tensioactif lipidique de fagon 4 former une phase cristal liquide lamellaire homogene ou une suspension de phase cristal
liquide dans de I’eau; et 3) la transformation de la phase cristal liquide ou de la suspension de phase cristal liquide en liposomes.
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de sclvant organique.

La présente invention concerne ul procedée de
préparation de liposomes sSans utilisation de solvant
organigue.

Les liposomes comprennent habituellement un

5 tensioactif lipidique ainsi que du cholestércl et/ou
un/des produit(s) actif(s) encapsulé(s) . Le cholestérol
(plus généralement un stérol) se lie avec le phospholi-
pide pour améliorer les propriétés élastiques et d'im-
perméabilité de la membrane lipidique. Si le cholestérol
10 ou le produit actif & encapsuler sont mélangés directe-
ment avec le lipide et le solvant aqueux, le meélange
reste inhomogéne. Par exemple, on peut observer que le
cholestérol reste aprés plusieurs jours sous forme de
petits cristaux gui ne se dissolvent pas dans la prépara-
15 tion méme par adjonction d'un grand exces d'eau. Afin de
pallier & ce probléme on passe par un procédé dit
"3'atomisation" (voir EP-A-87 993) qui comprend le me -
lange des différents constituants dans un solvant
organique (généralement chlore tel que le chloroforme oOu
20 ie dichlorométhane, le méthanol est aussi utilisé) avant
leur utilisation en milieu agueux. L'évaporation de ce
solvant produit une poudre qui est ensuite utilisée
directement dans le procédé de préparation des liposomes
(voir par exemple EP-A-0 107 539). L'inconvénient de ce
25 procédé est gue le passage par 1'atomisation peut laisser
des traces (petites mais impossible a faire disparaitre)
de solvant dans la préparation finale. Compte tenu des
effets nuisibles sur la santé de telles traces il est
indispensable d'arriver & préparer des liposomes sans

30 utiliser de solvant organique.

Des procédés semblables sont utilisés pour
incorporer dans des liposomes des protéines membranaires,

c'est-a-dire des protéines solubles dans les membranes
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mais difficilement solubles dans 1'eau.

La présente invention vise a fournir un
procédé de préparation de liposomes permettant de se
dispenser de 1l'étape d'atomisation. L'originalité du
procédé repose sur l'utilisation d'un co-tensiocactif bien
choisi qui permet de solubiliser le cholestérol ou le
produit actif & encapsuler sans utiliser un solvant
organique.

La présente invention a ainsi pour objet un
procédé de préparation de liposomes comprenant :

1) le mélange d'un solvant aqueux, d'un
tensicactif comprenant une téte hydrophile et une chaine
hydrocarbonée en C, a C,,, d'un stérol et/ou une protéine
membranaire et/ou d'un prodult & encapsuler de fagon a
obtenir une dissolution du stérol et/ou du produit a
encapsuler;

2) le mélange de la composition ainsi obtenue
avec un tensiocactif lipidique de fagon a former une phase
cristal liquide lamellaire homogéne ou une suspension de
phase cristal liquide dans de 1l'eau, et

3) la transformation de la phase cristal
liguide ou de la suspension de phase cristal liguide en
liposomes.

Il est & noter que dans certains cas la
transformation de la phase cristal liquide en liposomes
se produit spontanément.

La taille des liposomes spontanés est
typiquement de 100 a 500 nm plus généralement de 50 &
5000 nm. Les liposomes spontanés obtenus sont des liposo-
mes multilamellaizfés comportant généralement de .10 a
10000 couches alternées d'eau et de tensicactifs (& titre
hydrophile et lipophiles) y compris au coeur des liposo-=
mes.

Mais l'invention a également pour objet 1la

phase cristal liguide ou la suspension de phase cristal
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liquide obtenue au deuxieme stade.

On décrira maintenant de fagon plus détaillée
la présente invention.

Le tensicactif utilisé &au premier stade
comprend une chaine carbonée en C, & C,, ramifiée ou non
et de préférence en C, a C,;.

La téte hydrophile est généralement un alcool
ou un alcool éthoxylé mais peut étre aussi’ un acide
carboxyligue ou un sel d'acide gras, un ammonium guater-
naire, un sulfonate ou un sulfate ou tout autre groupe-
ment ionigue ou non ionigque polaire.

Dans le premier stade, le solvant aqueux, le
tensicactif et le cholestércl et/ou une protéine membra-
naire et/ou le produit a encapsuler sont mélangés en
proportions adéquates. Genéralement, le tensioactif est
utilisé en une proportion de 1 a8 50 % en poids, de préfé-
rence de 5 a4 25 % et le cholestérol en une proporticn de
O % &8 25 % en poids. Aprés agitation, généralement le
mélange est laissé 1 & 2 heures au repos. On peut dans
certains cas solubiliser le cholestérol dans ce mélange
avec ou sans chauffage (40 & 100° Celsius) et agitation.
Cette solubilisation peut durer de gquelgues heures a
quelques jours. Il est possible de solubiliser aussi dans
certains cas d'abord le cholestérol dans le tensiocactif
lorsqgu'il est ligquide (alcocl, alcool éthoxvylé, etc...)
puis d'ajouter le solvant aqueux.

Dans 1le deuxieme stade, 1le tensioactif
lipidique est ajouté a la composition obtenue au premier
stade en proportion nécessaire pour la formation d'une
phase cristal liquide ou d'une suspension de phase

cristal. liquide dans 1l'eau. Typigquement on ajoute de 1

ad 50 %, de préférence de 5 &8 25 % en poids de tensioactif _.

lipidique. De préférence, le tensiocactif lipidique est
ajouté en une quantité supérieure & celle du tensioactif
utilisé au premier stade. Le tensiocactif lipidique est
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choisi parmi ceux classiquement utilisés pour la fabrica-
tion des liposomes et est géneralement un phospholipide.
Généralement le mélange est agité doucement pendant 5 &
48 heures. Si nécessaire on peut le porter & une tempéra-

5 ture plus élevée de l'ordre de 60-80° Celsius afin
d'accelérer le processus de dissolution. Puis le mélange
est ramené a température ambiante. Dans certains cas, on
peut ajouter le produit & encapsuler & ce moment, juste
avant d'ajouter le tensicactif lipidique.

10 On obtient ainsi une phase cristal liquide
lamellaire homogéne ou une suspension de phase cristal
liquide dans un exces d'eau. L'ensemble du cholestérol
et/ou du produit actif a encapsuler ont été solubilisés.
OCn peut alors utiliser cette pé&te pour préparer des

15 liposomes selon une méthode classique (ultrasonication,
extrusion) ou par cisaillement constant selon le procédé
décrit dans FR-A 2 689 418.

Comme indiqué précédemment, dans certains
cas, on obtient la formation de sphérulites spontanées

20 sans le besoin d'étapes supplémentaires. Ces sphérulites
peuvent é&tre facilement caractérisées par microscopie
optique a contraste de phase ou ordinaire lorsgue leur
tallle est suffisamment importante et/ou par cryofracture
et microscopie é€lectronique. Lorsque le dosage conduit

25 a la formation de sphérulites spontanées, la créme
cbtenue apres le second stade peut é&tre diluée directe-
ment dans une solution aqueuse et les liposomes initia-
lement empilés de fagon compacte se séparent et restent
en suspension diluée. Lorsgu'un produit actif a été

30 incorporé lors de la premiére étape, celui-ci se.retrouve
& l'intérieur des liposomes.

Il est & noter que par ailleurs on peut
disperser les liposomes obtenus dans une phase huileuse.
Dans ce cas, la dispersion est homogéne aprés une
35
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agitation de quelques minutes. Cependant, au bout de
quelgues heurés,- les liposomes finissent par décanter
mais peuvent étre remis en suspension par simple agita-
tion. La phase huileuse que l'on peut utiliser peut étre
entre autres une huile minérale ou une huile végétale.

Le procédé selon l1'invention permet d'incor-

‘porer une substance active du point de vue pharmaceutique

ou cosmétique, substance qui peut &tre incorporée suivant
sa nature, soit dans les parties agueuses, soit dans les
parties formées par les tensioactifs.

A titre d'exemples de substances actives, on
peut citer :
- dihydroxyacétone (DHA),
- alpha hydroxy acides (acide de fruits) et plus spécifi-
quement acides glycoliques, lactiques, tartrigues,
salyciliques,
- filtres solaires hyvdrosolubles et liposolubles,
- huilles essentielles,
- composés insaponifiables,
- hyaluronate de sodium,
- TiQ, micronisé,
- céramides,
- caféine,
- vitamines A, E et C.

Les exemples suivants illustrent la présente

invention.
EXEMPLE 1

1,5 g de pentaoxyethylene lauryl é&ther
(C12E5) de la société NIKKOL est dissous dans 7g d'eau.
On ajoute 0,14 g de cholestérol (MERCK). On mélange et
1'on peut clairement voir avec les yeux et sous micros-
cope optique les cristaux de cholestérol non dissous. On
porte le mélange & 80" pendant 12 heures afin d'obtenir
une compléte dissolution du cholestércol dans le mélange
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eau/CLl2E5. On peut éventuellement agiter de ‘temps en

temps le mélange ou de fagon permanente, le temps de

dissolution du cholestérol est alors réduit. Le mélange

homogeéne obtenu est ramené & température ambiante. On

5 ajoute alors 1,35 g de lécithine de soja (SIGMA) puis on

mélange et aprés 12 h d'attente on obtient une phase
cristal. liquide lamellaire homogéne.

On peut vérifier soit par microscopie optigue

apreés dillution soit par cryofracture et microscopie

10 électronique sur la créme pure que le mélange est

constitué de liposomes concentrés de rayon d'environ 200

a 500 nm. On peut afin d'améliorer 1'homogénéité en

taille, traiter directement le mélange obtenu (avant

dilution) selon le procédé décrit dans FR-A-2 689 418.

15 EXEMPLE 2

On opere comme & 1l'exemple précédent en
suivant le méme ordre mals avec les proportions suivan-
tes:

2,5 g de Cl2E5S

20 2,1 g de lécithine

0,4 g de cholestérol

5 g d'eau.

On obtlent spontanément des 1lipdsomes a
l'issue du deuxiéme stade. |

25 EXEMPLE 3

On opere comme & l'exemple 1 mais avec les

- — —

proportions suivantes :

0,5 g de C1l2E5

2,5 g de lécithine de soja

30 0,25 g de cholestérol

6,75 g d'eau.

11 est cependant nécessaire d'attendre au
moins 24 h & 60° pour obtenir un mélange homogéne d'eau,
de Cl2E5 et de cholestérol.

35 - On obtient spontanément des liposomes a
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EXEMPLE 4

On opére comme & l'exemple 1, mais on
remplace le Cl2E5 de la société NIKKOL par du LAUROPAL
de la société WITCO (constitué principalement de Cl2ES)

et en utilisant les proportions suivantes :
1,1 g de LAUROPAL 0205
1,9 g de lécithine de soja
0,2 g de cholestérol
6,8 g d'eau

ou
0,4 g de LAUROPAL Q0205
2,6 g de lécithine de soja
0,25 g de cholestérol
6,8 g d'eau.
EXEMPLE 5

On opére comme & l'exemple 1 mais en utili-
sant un autre tensiocactif non-ionigque : LAUROPAL 4 de la
société WITCO (constitué principalement de Cl2E4) et les
proportions suivantes :

1,5 g de LAUROPAL 4

2,5 g de lécithine de soja

0,25 g de cholestérocol

6 g d'eau
ou

0,7 g de LAUROPAL 4

3,3 g de lécithine de soja

0,33 g de cholestérol

6 g d'eau.

EXEMPLE 6 _

On opére comme & l'exemple 1 en utilisant un

autre tensiocactif non-ionique : REMCOPAL 121 de la
société CECA (constitué principalement de C1l2E3) et les

proportions suivantes :
0,7 g de REMCOPAL 121
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3 g de léecithine de soja

0,33 g de cholestérol

6 g d'eau
ou

0,5 g de REMCOPAIF 121

3 g de lécithine de soja

0,35 g de cholestéerol

6 g d'eau.

EXEMPLE 7

On opere comme a l'exemple 1 en utilisant :

l g d'oleate de potassium (Aldrich)

3 g de lécithine de soja

0,3 g de cholestérol

6 g d'eau
ou

0,5 g d'oléate de potassium

3,5 g de lécithine de soja

0,35 g de cholestérol

6 g d'eau.

EXEMPLE 8

On incorpore dans 1l'eau de préparation de
]l 'exemple 4 (deuxieme composition) une concentration de
10" molaire de calcéine. On peut aprés préparation
vérifier que la sonde fluorescente (calcéine) a bien été
incorporée en mesurant la cinétique de déclin de fluo-
rescence par extinction avec du cobalt.

EXEMPLE 9

On met dans un erlen 2,5 g de Remcopal* 121
(CECA) et 0,8 g de cholestérol (Aldrich). On ajoute 4 g
d'eau, mélange puls laisse reposer pendant 2 a8 3 heures
a 65° C jusqu'éa dissolution complete du cholestérol, on
laisse refroidir a tempeérature ambiante. On ajoute 10 g
de lécithine'Phospholipon*QOP (Nattermann), on mélange
pendant quelques minutes, ajoute goutte a goutte 8,5 g

* (marques de commerce)
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d'une solution aqueuse contenant 40 % en poids de DHA
(Merck) et ajuste a pH3 avec de 1l'acide chlorhydrique.
On mélange intimement afin d'obtenir une pate homogeéene
et laisse reposer 24 h a8 température ambiante.

On peut ensuite diluer cette pate dans de
l'eau pour obtenir une suspension homogéne de capsules
contenant la '‘DHA. On ajuste ensuite le pH a8 pH = 5, ce
qui permet d'avoir une formulation externe des capsules
a4 ce pH tout en gardant la DHA dans les capsules & un pH

‘plus acide. Des mesures de pH et des dosages en fonction

du temps permettent de vérifier que la dégradation de la
DHA est ralentie lorsque celle-ci est microencapsulée par

rapport 38 une solution aqueuse simple.

EXEMPLE 10

On met dans un erlen 2,5 g de Remcopal 121 et
0,8 g de cholestérol. On ajoute 4 g d'eau, mélange puis
laisse reposer pendant 2 a 3 heures & 65° C jusqu'a
dissolution compléte du cholestérol. On laisse refroidir
a température ambiante. On ajoute 10 g de lécithine
Phospholipon® 90P et 1 g d'acide salicylique (Aldrich).
On mélange pendant quelques minutes, ajoute goutte a
goutte 7 g d'une solution aqueuse contenant 42 mg de
parahydroxybenzoate de méthyle sodés, 89 mg de parahydro-
droxybenzoate de propyle sodés et 127 mg de 2-phénoxy
éthanol (Aldrich). On mélange pendant quelques minutes
et laisse reposer 24 h a 37° C. Cette padte homogéne peut
ensuite étre dispersée dans de 1l'eau pour former des
liposomes multilamellaires contenant l'acide salicylique.
Une séparation par centrifugation puis un dosage permet
de montrer que plus de 70 ¥ de l'acide est contenu dans
les capsules. L'ajout d'un indicateur coloré & 1la
préparation permet de montrer en effectuant un dosage
acido-basigue gque l'intérieur des capsules est a un pH
de 2 unités de pH environ plus faible que 1l'extérieur.

* (marque de commerce)
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EXEMPLE 11

On met dans un erlen 2,5 g de Remcopal 121 et
0,8 g de cholestérol. On ajoute 4 g d'eau, mélange puis
laisse reposer pendant 2 8 3 heures & 65° C jusgu'a
dissolution compléte du cholestérol, laisse refroidir a
température ambiante. On ajoute 10 g de lécithine
Phospholipon®90P. On mélange pendant quelgues minutes,
ajoute goutte a goutte 8,5 g d'une solution agueuse
contenant 1 % de hyaluronate de sodium (Laboratoire
Bomann). On laisse reposer 24 h. On peut disperser ce
mélange dans de l'eau afin d'obtenir une suspension
agqueuse de capsules contenant le hyaluronate de sodium.

On peut egalement disperser le mélange dans
de l'huile de ricin et obtenir une suspension homogene
de capsules qui peut étre utilisée dans des préparations
futures. Cependant,. au bout de guelques heures les
capsules décantent mais peuvent étre remises en suspen-

sion par simple agitation.

EXEMPLE 12 (filtre solaire soluble dans
l'eau).

On prépare une phase aqueuse conterant 10 %
d'Eusolex 232 (Merck) : phase A.

On met dans un erlen 2,3 g de Remcc:’pal1|Ir 121 et
0,8 g de cholestérol, ajoute 4 g d'eau, on melange puis
laisse reposer pendant 2 & 3 heures a 65° C jusqu'a
dissolution complete du cholestérol, on laisse refroidir
4 température ambiante. On ajoute 11,3 g de lécithine
Phospholipon* 25P (Nattermann). On mélange pendant
guelgues minutes, ajoute goutte a 'goutte 7 g de phase A.
On laisse reposer 24 h. La pré'paration peut étre disper-
sée dans de l'eau ou de l'huile afin d'obtenir une'

suspension de capsules contenant le filtre solaire.

* (marques de commerce)
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EXEMPLE 13 (filtre solaire soluble dans
l'huile).

On met dans un eflen 6 g de Remcopal* 121 et
1,5 g de cholestérol, ajoute B g d'eau, on mélange puis
laisse reposer pendant 2 a 3 heures a 65° C jusqu'a
dissolution compléte du cholestérol. On laisse refroidir
a température ambiante. On ajoute 18 g de 1lécithine
Phospholipon® 25P. On ajoute 6 g de méthoxycinnamate,
mélange pendant guelques minutes, ajoute goutte a goutte
16 g d'eau. On laisse reposer 24 h, la préparation peut
étre dispersée dans de l'eau afin d'obtenir une suspen-
sion de capsules contenant le filtre solaire.

* (marques de commerce)
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REVENDICATIONS

1. Procéde de preparation de liposomes contenant un stérol,
comprenant:
1) le meélange d'un solvant aqueux, d'un tensioactif

comprenant une tete hydrophile et une chaine hydrocarbonée en Co a Cqg et

dudit stérol, de fagon a obtenir une dissolution dudit stérol:

2) le meélange de la composition ainsi obtenue avec un
tensioactif lipidique de fagon a former une phase cristal liquide lamellaire
homogene ou une suspension de phase cristal liquide dans de I'eau, et

3) la transformation de la phase cristal liquide ou de la
suspension de phase cristal liquide en liposomes.

2. Procede selon la revendication 1, caractérisé en ce que ledit
sterol est le cholestérol.

3. Procede de préeparation de liposomes selon la revendication
1 ou 2, dans lequel le tensioactif utilisé au premier stade a une chaine
hydrocarbonee en Cg a C14.

4. Procede de préparation de liposomes selon l'une
quelconque des-revendications 1 a 3, dans lequel au premier stade on utilise un
melange comprenant 1 a 50% en poids de tensioactif et du cholestérol a une
concentration d'au plus 25% en poids.

5. Procéde de préparation de liposomes selon la revendication
4, dans lequel au premier stade on utilise un mélange comprenant 5 a 25% en
poids de tensioactif.
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0. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 5,

dans lequel au deuxiéme stade on ajoute 1 a 50% en poids de tensioactif

lipidique.

7. Procédé selon la revendication 6, dans lequel au deuxieme
stade on ajoute 5 a 25% en poids de tensioactif lipidique.

8. Procédé selon |'une quelconque des revendications 1 a 7,
dans lequel le tensioactif lipidique est ajouté en une quantité supérieure a celle

du tensioactif utilisé au premier stade.

0. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 8,
dans lequel les liposomes obtenus sont disperses dans une phase huileuse.

10. Procédé de préparation d'une phase cristal liguide ou d'une

suspension de phase cristal liquide qui comprend:
1) le mélange d'un solvant aqueux, d'un tensioactif
comprenant une téte hydrophile et une chaine hydrocarbonée en Co a Cqg et

d'un stérol de fagon a obtenir une dissolution dudit stéerol,

2) le mélange de la composition ainsi obtenue avec un
tensioactif lipidique de facon a former une phase cristal liquide lamellaire
homogéne ou une suspension de phase cristal liquide dans de 'eau.

11. Procédé seion la revendication 10, caracterise en ce que
ledit stérol est le cholesterol.
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