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(57) L’invention conceme la préparation de
nanoparticules pour 1’encapsulation de principes actifs.
L’un des objectifs de l'mvention est de fournir un
proced¢ d’obtention de nanocapsules vesiculaires
dispersibles en phase aqueuse sous forme colloidale,
non-toxiques bio-compatibles, stables en suspension
colloidale, protégeant bien le principe actitf et obtenables
de manicre simple et économique. Le procede consiste a
faire mtervenir deux phases non huileuses S1 (acétate

d’¢thyle) et 82 (eau), non miscibles I’une a I’autre et une
troisieme phase huileuse S3 (mygliol); a réaliser une

¢mulsion huile dans I’eau dont la phase dispersee
comprend S3, Sl’ ou un polymere PE dissous dans S1 et

destine a former 1’enveloppe des nanocapsules et
¢ventuellement un principe actif PA dissous (S1 ctant

apporte par une solution saturce de S ) dans S 1) et dont la
phase continue est 82 = non-solvant de PE; et a extraire
S1 de la phase dispersc€e, en faisant en sorte que les
conditions de la phase continue soient telles que Sl sO1t
miscible dans S2' On obtient ainst une solution

colloidale stable de nanocapsules de diametre de 1'ordre
de 300 nanometres.
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(57) The 1nvention concerns the preparation of
nanoparticles for encapsulating active principles, and
more precisely a method for obtaining vesicular
nanoparticles dispersible in aqueous phase 1n colloidal
form, which are non-toxic, biologically compatible,
stable 1 colloidal suspension, protecting well the active
principle and simply and mexpensively obtainable. The
method consists 1n using two non-oily phases S1 (ethyl

acetate) and 82 (water), non-miscible with each other
and a third oi1ly phase S3 (mygliol); i producing an oil-

in-water emulsion whereof the dispersed phase
COMPrises S3, Sl’ or a polymer PE dissolved 1n S1 and

designed to form the nanocapsule envelope and
optionally a dissolved active principle PA (S1 being

brought by a solution saturated with 82 1n Sl) and
whereof the continuous phase 1s 82 = non-solvent of PE;

and 1n extracting from the dispersed phase, ensuring that
the conditions of the continuous phase are such that S1 1S

miscible 1n 82, thereby obtamning a stable colloidal

solution of nanocapsules with diameter of the order of
300 nanometers.
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(54) Titlee METHOD FOR PREPARING VESICULAR NANOCAPSULES
(54) Titre: PROCEDE DE PREPARATION DE NANOCAPSULES DE TYPE VESICULAIRE

(587) Abstract

The invention concerns the preparation of nanoparticles for encapsulating active principles, and more precisely a method for obtaining
| vesicular nanoparticles dispersible in aqueous phase in colloidal form, which are non-toxic, biologically compatible, stable in colloidal |
suspension, protecting well the active principle and simply and inexpensively obtainable. The method consists in using two non-oily
phases S (ethyl acetate) and Sz (water), non—-miscible with each other and a third oily phase S3 (mygliol); in producing an oil-in—water
emulsion whereof the dispersed phase comprises S3, S1, or a polymer PE dissolved in S1 and designed to form the nanocapsule envelope
and optionally a dissolved active principle PA (S being brought by a solution saturated with S, in S1) and whereof the continuous phase
is S, = non—solvent of PE; and in extracting from the dispersed phase, ensuring that the conditions of the continuous phase are such that
Sy is miscible in Sy, thereby obtaining a stable colloidal solution of nanocapsules with diameter of the order of 300 nanometers.

(57) Abrégé

L’invention concerne la préparation de nanoparticules pour ’encapsulation de principes actifs. L'un des objectifs de I’invention
| est de fournir un procédé d’obtention de nanocapsules vésiculaires dispersibles en phase aqueuse sous forme colloidale, non-toxiques |
bio-compatibles, stables en suspension colloidale, protégeant bien le principe actif et obtenables de maniére simple et économique. Le
| procédé consiste a faire intervenir deux phases non huileuses S1 (acétate d’éthyle) et S2 (eau), non miscibles 1’'une 2 1’autre et une troisieme
phase huileuse S3 (mygliol); 2 réaliser une émulsion huile dans 1'eau dont la phase dispersée comprend S3, S, ou un polymere PE dissous
| dans S et destiné & former 1’enveloppe des nanocapsules et éventuellement un principe actif PA dissous (31 étant apport€ par une solution
saturée de S dans S1) et dont la phase continue est Sz = non-solvant de PE; et a extraire S1 de la phase dispers€e, en faisant en sorte que |
| les conditions de la phase continue soient telles que S! soit miscible dans S2. On obtient ainsi une solution colloidale stable de nanocapsules
de diamétre de I’ordre de 300 nanometres. |
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PROCEDE DE PREPARATION DE NANOCAPSULES DE TYPE
VESICULAIRE

DOMAINE TECHNIQUE DE L’INVENTION :

Le domaine technique de I’invention est celui des nanoparticules
destinées, en particulier, a I’encapsulation de principes actifs de nature
médicamenteuse, cosmétique, diététique, phytosanitaire ou autre. Il s’agit donc, en
d’autres termes, de systémes colloidaux transporteurs notamment de principes actifs.
De tels sytémes colloidaux préservent ces principes actifs et peuvent permettre leur
libération contrdlée et/ou prolongée au niveau de leur site d’action. Ces systémes
peuvent également avoir comme vocation de masquer le goiit et/ou de diminuer la
toxicité de certains principes actifs.

Plus précisément, la présente invention concerne la préparation de
nanocapsules susceptibles de comprendre au moins un principe actif, ces nanocapsules
étant des vésicules dont ’enveloppe est constituée par au moins un matériau
macromoléculaire.

La présente invention vise également les nanocapsules telles qu’obtenues
par ce procédé, les suspensions colloidales comprenant ces nanocapsules, ainsi que les
compositions, par exemple thérapeutiques, comprenant lesdites nanocapsules en
suspension colloidale ou non.

ETAT DE LA TECHNIQUE :

On distingue trois familles de vecteurs submicroscopiques permettant le
transport de principes actifs, a savoir :

les liposomes, les nanosphéres et les nanocapsules.

Les liposomes sont des vésicules submicroniques dont la paror est
constituée d’un ou plusieurs feuillets, comprenant chacun un bicouche a base de
phospholipides. Les liposomes présentent notamment les inconveénients suivants :

a) Instabilité physique

b) Instabilité chimique des phospholipides constitutifs (par ex.
hydrolyses ou formation de peroxides)

¢) Mauvaise reproductibilité de lot a lot
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d) Perte du principe actif

Les nanosphéres correspondent a des structures de type matriciel formees
par des sphéres solides, dans lesquelles le pnincipe actif est piégé et/ou dissous.

Les nanocapsixles sont des vésicules comportant une enveloppe
généralement de nature macromoléculaire. Le ou les principe(s) actif(s) sont
susceptibles d’étre contenus dans le noyau délimité par ladite enveloppe et/ou
adsorbés sur I’enveloppe des vésicules.

La littérature scientifique relative a la caractérisation et a la préparation de
ces vecteurs nanoparticulaires colloidaux de transport de principes actifs, est riche.

A titre d’illustration de la famille des nanosphéres, on peut évoquer le
brevet américain N° 5 118 528, qui décrit des nanoparticules matricielles & base de
polyméres et obtenues selon une technique, dans laquelle

» d’une part, on dissout un matériau filmogene constitue par un polymere
d’acide lactique dans de I’acétone (phase I)

> et, d’autre part, on prépare un plus grand volume d’une deuxieme
phase liquide (phase II) consistant essentiellement en un non-solvant du maténau
filmogéne, ce non-solvant étant, par exemple, de I'eau.

Les tensioactifs peuvent étre ajoutés a la phase I contenant le polymeére
et/ou a la phase II aqueuse. Ils sont par exemple constitués par un polypropylene-
glycol et par un tensioactif non ionique ajouté dans la phase II aqueuse. Selon ce
procédé, les phases I et II sont mises en présence sous agitation magnétique a 100
tours/min. Le mélange formé est opalescent, ce qui témoigne de la formation de
nanoparticules ou vésicules sphériques de polyméres d’acide lactique de diametre
environ égal 4 200 nanométres. L’acétone est éliminé de cette suspension colloidale
de nanoparticules par tirage sous vide. On peut également éliminer I'eau par
ultrafiltration et séchage, pour produire une poudre de nanospheres. En complément
ou en remplacément de ’eau dans la phase II, on peut utiliser un alcool tel que
I’éthanol. Ces nanosphéres matricielles ne donnent pas entierement satisfaction,
notamment au regard des points suivants :

a) faible rendement
b) nécessité de grands volumes de solvant
¢) difficulté pour controler la taille de particules.

Il est également possible de préparer des nanospheres matricielles, en
mettant en oeuvre une technique d’extraction du solvant du polymeére constitutif
desdites nanosphéres. Cette technique est fondée sur la restauration de la miscibilite
du solvant du polymére, dans le solvant formant la phase continue homogene de la



10

15

20

235

30

335

CA 02297760 2000-01-20

WO 99/04766 PCT/FR98/01611

suspension colloidale. Il s’agit de la technique de relargage « salting out ». Elle est
décrite notamment dans le brevet US N° 4 968 350. Le procédé décrit dans ce brevet
consiste a préparer une premiére solution I aqueuse concentrée d’un solide du type
électrolyte (par exemple MgCl,) a laquelle est ajoutée une quantité suffisante d’un
colloide protecteur (par exemple alcool polyvinylique), de fagon a produire une
solution visqueuse ou un gel. On réalise par ailleurs une seconde solution II a base
d’un polymére non hydrosoluble et formant le matériau constitutif des nanospheres.
Ce polymére est par exemple I’acétate de cellulose ou I'acétophtalate de cellulose. Le
solvant mis en oeuvre est I’acétone. On mélange ensuite les deux solutions I et II
I’une a ’autre sous agitation, de maniére a obtenir une émulsion de la solution 1I de
polymére dans le gel aqueux d’alcool polyvinylique + MgCl,. Les nanosphéres sont
obtenues grice a I’extraction de ’acétone de la phase I hétérogene polymere vers la
phase II continue aqueuse. Ce transfert est obtenu par addition d’eau dans I’émulsion,
ce qui provoque la restauration de conditions physicochimiques permettant que
I’acétone et I’eau soient miscibles. La concentration en MgCl, est réduite en dega
d’une concentration limite. Selon une variante, on ne prévoit pas d’agent du type
MgCl, insolubilisant I’acétone dans la solution II de polymere. Dans ce cas, cette
derniere est directement émulsifiée dans I’hydrocolloide. Les sels et solvants
organiques peuvent étre éliminés par filtration a flux tangentiel afin de récupérer les
nanocapsules sous forme d’une dispersion colloidale aqueuse ou sous forme de
poudre par centrifugation/séchage de la dispersion.

Les nanosphéres obtenues par « salting out » souffrent naturellement des
inconvénients attachés a ce type de nanoparticules vecteurs de principes actifs. Il
s’agit entre autres :

a) usage de grandes quantités d’acétone et de sels

b) longues étapes de punfication

¢) incompatibilité possible entre le sel et certains composés bioactifs

d) grandes quantités d’alcool polyvinylique résiduel, ce qui n’est pas
acceptable pour une administration intraveineuse.

Les nanocapsules ont ceci d’avantageux sur les nanospheres et les
liposomes, qu’elles permettent une meilleure protection des principes actifs incorporés
ou encapsulés, de méme qu’un meilleur contrdle de leur libération in vivo. En outre,
elles permettent I’incorporation de grandes quantités de principes actifs huileux.

Parmi les techniques traditionnelles de préparation de nanocapsules, la

polymérisation interfaciale figure en bonne place. Cette techmque est une
polymérisation de monomeéres a ’interface d’'une émulsion eau dans huile ou huile
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dans eau. Le polymére se développe en formant une paroi autour des globules de
phase hétérogéne, ce qui conduit finalement a une enveloppe encapsulant ladite phase
hétérogéne contenant ou non le principe actif. On produit ainsi une multitude de
vésicules en suspension dans la phase continue.

Classiquement les polyméres d’enveloppe des nanocapsules sont des polymeres
acryliques, méthacryliques ou alkyles cyano(meth)acryliques. Le brevet
US N° 4 329 332 divulgue la préparation de nanocapsules par introduction du
monomeére alkylcyanoacrylate, dans une solution aqueuse d’un agent tensioactif de
préférence non ionique, tel que le monolaurate de polyhydroxyéthyli-sorbitan. Le
milieu est ensuite soumis a une agitation vigoureuse, de maniére a former une solution
micellaire. Le pH de cette solution est ajusté a 2-3, a Paide d'un acide
physiologiquement acceptable. L’adjonction de I’éventuel principe actif se fait par
dissolution dans la phase aqueuse réactionnelle. Les nanocapsules obtenues ont une
taille d’environ 200 nanométres. En outre, il est a noter que le pH acide de la phase

aqueuse peut étre dommageable & un certain nombre de principes actifs. Les
nanocapsules selon ce brevet ont également pour inconvénient de faire intervenir des
monoméres, qui sont potentiellement toxiques a I'état de residus. Ces nanocapsules
ont également ceci de désavantageux, qu’une réaction chimique est possible entre le
polymére et certains principes actifs.

La demande de brevet PCT WO 94/15 590 décrit des nanocapsules dont
le polymére d’enveloppe est constitué par un alkyl-2-cyanopolyacrylate (alkyl = 4-ter-
octyl-phényl-, 2’-carboxyéthyl-, hexadécyl-)). Selon ce procédé, on utilise des
monoméres alkylcyanoacrylates hydrophiles (ester d’acide cyanoacrylique avec du
polyéthyléne glycol) ou lipophiles (hexadécyl-2-cyanoacrylate) et on met en oeuvre
des systémes mono ou biphasiques. Dans les systémes monophasiques, le principe
actif constitue lui-méme la phase dispersée servant de support a la polymérisation qui
conduit aux nanocapsules. Dans les systémes biphasiques faisant intervenir deux
liquides non miscibles I’'un & P'autre, le principe actif est contenu dans I'une des
phases, I’ensemble formant la phase dispersée de I’émulsion, siege de la
polyménsation interfaciale

La demande PCT WO 94 17789 divulgue plus précisément des
nanocapsules obtenues par polymérisation interfaciale, dans un systéme biphasique.

Le brevet US N° 5 500 224 divulgue une composition pharmaceutique
comprenant des suspensions colloidales de nanocapsules préparées par polymérisation
interfaciale de n-butyle-2-cyanoacrylate sur des micelles comportant du tampon acide
acétique pH 4,3 et un tensioactif du type laurylsulfate de sodium. La phase huileuse
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continue est constituée par du mygliol (triglycéride d’acide gras en C3-C,,) additionné
de monooléate de sorbitanne (SPAN 80).
Les nanocapsules obtenues ont un diamétre de I’ordre de 250 nanomeétres. Le principe
actif est contenu dans la phase aqueuse dispersée formant le coeur des nanocapsules.

La polymérisation interfaciale permet également de préparer des
nanospheres.

Les nanoparticules obtenues par polymérisation interfaciale présentent un
certain nombre d’inconvénients, dont certains sont évoqués ci-apres.
Dans certains cas, cette technique fait intervenir des solvants orgamques qui sont
pharmaceutiquement rédhibitoires en raison de leur haute toxicite. Il est alors
indispensable de purifier les nanocapsules en éliminant ces solvants indésirables. Cela
complique beaucoup le procédé et greéve lourdement son colit de revient.

En outre, cette technique peut nécessiter I’emplo1 de macromoléecules du
type sérum albumine ou dextrane, qui présentent le grave defaut d’€tre immunogene.

De plus, les alkylcyanoacrylates sont des polymeéres d’enveloppe dont la
biocomptabilité laisse encore a désirer. De surcroit, la toxicité des monomeres utilisés
pour préparer ces polyméres, est certaine, ainsi que celle des produits obtenus aprés
biodégradation.

Par ailleurs, la technique de polymérisation interfaciale est relativement
contraignante donc coliteuse notamment au regard des conditions de polymeérisation.

Pour étre complet, on signalera également I'existence du brevet
FR 2 084 199, qui concerne I’obtention non pas de nano mais de microcapsules, par la
technique de « salting out». Il s’agit donc, selon ce brevet; de préparation de
microgranulés sphériques s’écoulant librement, solides, et comprenant une matrice
polymére enrobant des particules liquides ou solides de substances encapsulées. Ce
procédé comprend les étapes suivantes :

a - préparation d’une solution du polymere d’encapsulage (éthylcellulose)
dans un solvant (n-butanol) soluble a 15 % en poids au plus dans ’eau a 20° C ;

b - dissolution ou dispersion dans la solution a, d’un matériau a enrober
solide ou liquide, par exemple de ’huile de paraffine ;

¢ - dispersion de la solution ou de I’émulsion obtenue (phase organique A)

dans un liquide aqueux (phase aqueuse B = eau saturée en n-butanol) non miscible
avec le solvant organique ;

d - migration lente et sous contrdle du solvant organique (n-butanol) de la
phase organique A dans la phase aqueuse B, de fagon que le polymere dissous soit
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déposé a la surface des particules dispersées dans B, cette migration s’opérant par
incorporation d’eau dans le milieu ;

e - séparation et éventuellement séchage des particules solidifiées, c’est-a-
dire le mélange de granulés.
Les vésicules obtenues sont des microcapsules de diamétre compris entre 80 et 500 p.
Ce sont des vésicules constituées par un noyau a base d’huile de paraffine enveloppée
d’éthyle cellulose. 11 est clair que le solvant n-butanol est mis en oeuvre dans ce
procédé sous forme pure et non sous forme d’une solution d’eau dans le n-butanol.
Par ailleurs, ce procédé est contraignant en ce qu’il impose de chotsir un solvant dont
la solubilité dans I’eau n’excéde pas 15 % en poids a 20 °C.

BREF EXPOSE DE L’INVENTION :

Dans cet état de la technique, I’'un des objectifs essentiels de la présente
invention est de fournir un procédé de préparation de nanocapsules chargées ou non
en principes actifs et formées par des vésicules dont I'enveloppe est constituée par au
moins un polymeére, lesdites nanocapsules se devant :

- d’étre dispersibles en phase liquide, par exemple aqueuse, sous
forme colloidale,

- d’étre exemptes de produits toxiques,

- d’étre constituées par des substances biocompatibles et
éventuellement biodégradables,

- d’étre stables en suspension colloidale,

- de permettre une bonne protection du principe actif éventuellement
encapsulé, de méme qu’une libération prolongée et/ou contrdlée de
celui-ci 1n vivo,

- et d’étre obtenable de maniére simple et économique.

Un autre objectif essentiel de la présente invention est de fournir un
procédé de préparation de nanocapsules du type de celui sus-visé et qui soit en outre
aisé et rentable a mettre en oeuvre a I’échelle industrielle.

Un autre objectif de 'invention est de fournir un procédé de préparation

de nanocapsules du type visé supra permettant d’obtenir de maniere fiable et
reproductible des particules de taille inférieure a 1 pm.

Un autre objectif essentiel de la présente invention est de fournir un
procédé de préparation de nanocapsules du type visé supra et ne nécessitant pas
d’étapes de purification lourdes et couteuses.
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Un autre objectif essentiel de la présente invention est de fournr un
procédé de préparation de nanocapsules de type vis€é supra et permettant
I’encapsulation d’une grande variété de principes actifs de nature hydrophile ou
lipophile.

Un autre objectif de I’invention est de fournir une composition colloidale
de nanocapsules obtenue selon le procédé sus-visé et répondant aux spécifications
attendues, notamment dans le domaine pharmaceutique, pour des voies
d’administration orale, parentérale dermique, ou pour des applications sur des
muqueuses.

Un autre objectif de linvention est de fournir une composition
thérapeutique comprenant des nanocapsules ou la suspension colloidale sus-visée.

S’étant fixée tous ces objectifs, la demanderesse a eu le mérite de mettre
en évidence, de maniére tout a fait surprenante et inattendue, qu’il est possible de
préparer des nanocapsules

- en faisant intervenir deux phases non huileuses, non miscibles I’une a
I’autre et une troisiéme phase huileuse ;

- en réalisant une émulsion huile dans eau, dont la phase dispersée
huileuse contient le polymére d’enveloppe ;

- et en extrayant le solvant du polymere d’enveloppe contenu dans la
phase dispersée lipophile en faisant en sorte que les conditions de la phase continue
soient telles que le solvant du polymeére d’enveloppe redevienne au moins en partie
miscible dans la phase continue.

Grice a ces dispositions, la demanderesse a pu observer avec étonnement,
aprés de nombreux travaux et essais, que la solhdification du polymere se produisait a
I’interface de I’émulsion et se développait en formant les parois des nanocapsules
renfermant la phase hétérogene.

Il s’ensuit que les objectifs fixés au départ, parmi d’autres, ont pu étre
atteints par la présente invention, qui concerne un procédé de préparation de
nanocapsules (NC) susceptibles de comprendre au moins un principe actif (PA), ces

nanocapsules étant des vésicules de taille moyenne inférieure a 1000 um et dont
I’enveloppe est constituée par au moins un polymere (PE),

caractérisé en ce qu’il consiste essentiellement :
- 1 -4 mettre en oeuvre au moins trois substances liquides (S,, S,, S;),

au moins un polymére d’enveloppe (PE), et éventuellement un ou
plusieurs principes actifs (PA),

ces substances étant choisies de telle sorte que :
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* S, est un solvant/dispersant organique, au moins partiellement
miscible avec S, et S;,
et agissant comme solvant et/ou dispersant de PE et de
I’éventuel PA,

5 * §, est un non-solvant de PE, non miscible a S,,

* S, est un liquide, de préférence une phase huileuse, non-solvant
de PE et solvant/dispersant de 1’éventuel PA ; S, étant en outre
destiné a rentrer dans la constitution du coeur des NC ;

- 2 - a réaliser une premiére phase liquide homogene I comprenant une
10 solution de PE, de S, et, éventuellement de PA dans S, ; §; €tant
apporté par l'intermédiaire d’une solution de S, dans §;, de

préférence saturée en S;.

- 3 - a préparer une deuxieme phase liquide homogene II, comprenant
le solvant S, et dans laquelle S, peut étre émulsifiée,
1S - 4 - 3 mettre en présence les phases I et II, en leur adjoignant
éventuellement au moins un tensioactif stabtlisant,
- 5 - a procéder a la mise en émulsion du mélange obtenu a |’étape 4,

pour produire une émulsion de I dans II,

- 6 - a ajouter du solvant S, dans I’émulsion I/II, de fagon a instaurer

20 dans la phase homogéne II, des conditions telles que S, soit au
moins en partie miscible a S, et permettre ainsi la diffusion de S, de

la phase 1 dans la phase II, pour obtenir in fine les NC en suspension

dans une nouvelle phase continue IlI,

- 7 - éventuellement a éliminer tout ou partie de S, et/ou S,,
25 Le procédé selon !invention s’articule autour du choix du
solvant/dispersant S, et du non solvant S,, ainsi que sur la miscibilité partielle de S, et
de S,.
Un autre fondement de I’invention tient & la réalisation d’une émulsion
B dont la phase dispersée contient le polymeére d’enveloppe, le
30 solvant/dispersant S,, I’éventuel PA et I’huile S,
B et dont la phase continue contient principalement S,, les conditions
~ étant telles que S, n’est plus soluble dans S,.
Le procédé de I'invention est également basé sur la disposition selon
laquelle on met fin & la non miscibilité de S, dans S, apres la réalisation de I’émuision,

35 de facon a tirer S, de la phase dispersée vers la phase continue et permettre ansi la
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solidification du polymére d’enveloppe et subséquemment la formation des
nanocapsules. Il ne reste plus alors qu’a éliminer S; et tout ou partie de S,
Enfin, la caractéristique préférée de saturation mutuelle des solvants §,,
S, dans ’étape @, favorise, contre toute attente, I’obtention des nanoparticules de
5 taille moyenne inférieure au micron.

EXPOSE DETAILLE DE L’ INVENTION

Un tel procédé est commode a mettre en oeuvre. Il conduit a des
10  nanocapsules de taille moyenne inférieure 2 1000 nanometres, de préférence a 500
nanométres. La stabilité en suspension colloidale de ces nanocapsules est avéréee. Elle
confére au principe actif qu’elles sont susceptibles d’encapsuler soit dans leur coeur,
soit par adsorption sur leur paroi, une protection au stockage ainst que lors de leur
transport vers leur site d’action. Ces nanoparticules sont en effet tout a fait
15  appropriées pour étre utilisées comme systéme colloidal de vectorisation de principes
actifs, notamment pharmaceutiques. Ces nanocapsules ne sont pas toxiques aussi bien
au stade du produit fini qu’au stade méthodologique au travers des matériaux et
dispositifs mis en oeuvre pour leur obtention.
Le fait d’utiliser une huile, une émulsion du type huile dans eau et une solidification de
20 la coque polymére par une extraction de solvant reposant sur I'instauration de
conditions de solubilisation ou de miscibilité dans la phase continue non huileuse, sont
des éléments tout a fait novateurs qui traduisent le mérite et le caractére inventif du
procédé ici considéré.
I.’activité inventive est encore renforcée par le fait qu’il n’était absolument pas
25  prédictible que le polymére se solidifie a I'interface selon une structure pariétale. La
solidification aurait pu, par exemple, intervenir dans la masse de la phase hétérogéne,
de préférence huileuse.
Les notions de solubilité et de miscibilité auxquelles on se référe, a titre
d’exemple non limitatif, dans le cadre de la présente sont explicitées notamment au
30  chapitre 14 page 340 et suivantes de I’ouvrage PHARMACOPEE GMP.
On reviendra plus en détail ci-aprés sur I’étape ® du procédé selon
I’invention consistant dans le choix des matiéres premieres S,, S, S;, PE et
éventuellement PA.
Dans I’étape @, on prépare une premiére phase liquide homogene I en
35 dissolvant le polymére d’enveloppe PE et le liquide S;, de préference huileux, et
éventuellement le principe actif PA dans le solvant §,.




CA 02297760 2000-01-20

WO 99/04766 ~ PCT/FR98/01611

10

Conformément & I’invention, ce dernier peut étre employé pur ou étre constitué par

une solution du non-solvant S, dans §,.

Dans un tel cas de figure, il est préférable (sans que cela ne soit limitatif) que cette

solution de S, dans S,, soit saturée en S,. Cela rend plus commode I'ctape O
s d’émulsification de la phase I dans la phase II, puisque cela supprime le temps de

latence induit par ’amenée & saturation de S, dans S,. La saturation mutuelle des

solvants favorise le procéssus d’émulsification.

En pratique, cette étape @, est réalisée de maniére conventionnelle, dans
des conteneurs, de préférence équipés de moyens d’agitation. Cette étape s’efiectue

10  avantageusement i température ambiante et & pression atmosphérique.

L’étape @ du procédé selon P’invention est celle au cours de laquelle, on
prépare la deuxiéme phase liquide homogene II. Cette phase II est caractérisée en ce
qu’elle comprend le solvant S, et en ce que elle constitue un milieu dans lequel S, et
plus généralement la phase I peut étre émulsifiée.

15 Selon une variante 3’ de cette étape @, on prépare une phase II comprenant
exclusivement S, ou constituée par une solution de S; dans §,, S, n’étant pas a
saturation. Dans un tel cas de figure, on fait en sorte que dans I’étape @, les quantités
de phase I et II (Volumes totaux en S, et S,) mises en oeuvre soient en proportions
telles que se forme I’émulsion de I dans II. Dans cette variante 3°, 1l faut donc tout

20 d’abord que la phase I mélangée a la phase II, améne S, a saturation dans S,, avant
que I’émulsion I/II se produise. Cela allonge d’autant ’étape @ comme dans le cas
évoqué ci-dessus, ou la phase I n’est pas formée par une solution non-saturee de S,
dans S,.

Dans une variante 3"’ de 'étape @, on prépare une phase Il a base de S, et

25 comprenant :

- a - soit S, a saturation

- b - soit au moins un agent A apte a rendre S, non miscible a S,

- ¢ - soit la combinaison de a et de b.

Dans cette variante, les sous-variantes a, b, ¢ ont pour vocation d’améliorer la

30 formation de ’émulsion et, dans le meilleur des cas, de permettre a celle-ci de se
produire instantanément aprés le mélange des phases I et I1.

En tout état de cause conformément a I’invention, on privilégie le mode opératoire
selon lequel, lors du mélange des phases I et II, le solvant S; et le non-solvant S, ne
sont que partiellement miscibles I'un a "autre.

35  En pratique, on utilise, de préférence, dans la phase I une solution de S, saturée en S,
et dans la phase II une solution de S, saturée en S,.
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L’étape @ se déroule idéalement avec les meémes moyens matériels et dans les mémes
conditions de température et de pression que I’étape @. 1l en va d’ailleurs de méme en
ce qui concerne les étapes @ et ® de mise en présence et d’émulsification des phases
[etIL

5 Selon une disposition avantageuse de I’invention, la mise en émulsion ©

est réalisée sous agitation vigoureuse, de préférence a I’aide de moyens mécaniques
fonctionnant i un régime = 1500 tr/min, de préférence = 5 000 tr/min et, plus

préférentiellement encore compris entre 7 000 et 10 000 tr/mun.

A titre d’exemple de dispositif d’émulsification convenable pour le procede selon
10 Iinvention, on peut citer un agitateur mécanique a hélice ou un homogénéisateur

(ultra-Turrax®)

La formation des nanocapsules NC par solidification du polymere PE a
interface de 1’émulsion I dans II, se produit lors de I’étape ®. Il s’agit dans cette
étape, de faire en sorte que S, devienne miscible a S,.

15 De maniére préférée, on parvient a cela en complétant I’émulsion I/Il a I'aide du
solvant S,.

Selon une variante envisageable dans le cas ot I’on met en oeuvre dans la phase II, un

agent A apte a rendre S, non miscible a S,, il est possible de prévoir la formation de
NC par dilution de la phase externe au moyen d’eau et d’éliminer A par un moyen
20 approprié (par ex. filtration a flux tangentiel).

Une fois réalisé le transfert de S, dans la phase homogene II, on procéde
dans I’étape @, a I’élimination de tout ou partie de S, et/ou S,. Avantageusement on
élimine S, par tout moyen approprié tel que le soutirage par le vide plus ou moins
poussé, I”’évaporation, la distillation ou tout autre moyen de fractionnement.

25  Aprés élimination de S; de la phase II, on obtient une suspension colloidale de

nanocapsules NC dans S,. Cette suspension peut étre plus ou moins concentrée par
élimination et/ou ajout de S,.

Les moyens mis en oeuvre pour éliminer S, peuvent étre les mémes que ceux
employés pour retirer S, En pratique, on peut par exemple purifier la suspension par
30 filtration a flux tangentiel, de maniére a recueillir les nanocapsules NC que I’on peut
ensuite sécher, de maniére a les produire sous forme seche et solide. Il est également
tout-a-fait envisageable de procéder a une atomisation ou a une lyophilisation (en
présence ou non d’un agent cryoprotecteur) des nanocapsules NC en suspension.

Ces nanocapsules NC sont parfaitement caractérisées et possédent une
35  structure stable et bien définie. Une fois formées, elles conférent a la suspension un
aspect blanc laiteux a reflets bleutés tout a fait révélateur et specifique.
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Ces nanocapsules possédent également des densités et des vitesses de sédimentation
spécifiques, qui permettent de les distinguer des autres nanoparticules, telles que les
nanosphéres comprises dans les nanoémulsions. .
La stabilité de la suspension colloidale selon I’invention est d’au moins
5  une anneée.

Avantageusement, la température de mise en oeuvre du procédé est comprise entre 4

et 45° C de préférence entre 15 et 25° C.

Selon une disposition préférée de I'invention, on choisit les proportions en

S,, S,, S, et PE, de telle sorte que la taille des NC soit inférieure a 1000nm, ces

10  proportions étant, de préférence, les suivantes (exprimées en % par rapport a S, ) .

* PE compris entre 0,1 et 100, de préférence entre 0,5 et 20 poids
sec/volume,

* S, compris entre 51 et 1000, de préférence entre 100 et 500 V/V,

* S, compris entre 0,1 et 10, de préférence entre 0,1 et 5,0 V/V.

15 En tout état de cause, on fait en sorte que, sur le plan quantitatif, la proportion de S,
soit la plus faible possible de maniere a disposer d’une suspension concentrée de
nanocapsules. Il en va de méme en ce qui concerne les quantités de S; mises en
oeuvre, de maniére a faciliter I’élimination de ce dernier.

Les nanocapsules NC produites par le procédé selon P'invention ont

20  avantageusement une taille controlée inférieure a 1000 nanometres, de préférence a
500 nanométres, et plus préférentiellement comprise entre 50 et 350 nanometres.

S’agissant des produits mis en oeuvre dans le procédé conforme a

I’invention, on précise ci-aprés, sans que cela ne soit limitatif, les groupes de

substances S, S,, PE et PA, vers lesquels le choix se porte de pretérence.

25 Le solvant S, est avantageusement sélectionn€ dans la famille des alcools,
phénols, cétones, esters d’acides carboxyliques et leurs mélanges.

Plus précisément, on retient particuliérement le groupe de produits suivants pour S, :
acétate d’éthyle, alcool benzylique, propyléne carbonate, butanol,
butanone et leurs mélanges,

30 Le non-solvant S, est avantageusement un liquide ou un mélange de
liquides contenant de I’eau et/ou au moins un alcool. Ainsi S, est sélectionne plus
spécialement dans le groupe de produits suivants :

eau, alcool - par exemple éthanol, propyléne-glycol ou glycérine - et
leurs mélanges.
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Le liquide S,, de préférence, huileux est choisi dans la famille des huiles
végétales ou minérales, huiles neutres, huiles essentielles, acides gras, esters d’acides
carboxyliques, terpénes, vitamines et leurs mélanges.

Avantageusement, on retiendra les produits huileux sutvants :

5 Mygliol®. 810, 812 et 840 (Dynamit Nobel, Germany), Labrafac®
lipophilique, Lauroglycol (Gattefossé, France), huile minérale, huile
d’olive, huile de sésame, huile de mais, huile de coton, huile de
cacahuéte, benzoate de benzyle, myristate d’isopropyle, huile
essentielle de lavande, huile essentielle de bouquet, vitamine E,

10 clofibrate, etc.

En ce qui concerne les polymeéres d’enveloppe PE, la sélection s’opére
parmi les homo et/ou copolyméres naturels et synthétiques biocompatibles. Il peut
s’agir par exemple de I’acide polylactique D ou L et DL, copolymeres d’acide lactique
et d’acide glycolique ; la poly e-caprolactone ; la polypropiolactone ; la

15 polybutylrolactone ; la polypivalactone ; [’acétate butyrate de cellulose ;
I’éthylcellulose ; la phtalate d’hydroxyméthylpropylcellulose ; la gomme laque ;
I’acéto-phtale de polyvinyle ; I’acétophtalate de cellulose ; les acrylates et les
polymeéres acryliques (Eudragit®, R6hm Pharma, Germany) ; les polymeres obtenus a
partir d’esters cycliques des acides hydroxybutyrique, hydroxyisobutyrique,

20  hydroxyméthylvalérique, phényl-lactique, hydroxyéthylbutyrique, le polybétamalate de
benzyle, les polycyanocrylates d’alkyle, les polyéthylene-vinyl acétate ; et leurs
mélanges.

Conformément a I’invention PE est choisi dans le groupe de polymeres suivants :
e (co)polymére d’acide(s)a-hydrocarboxylique(s), de préférence

25 I’acide lactique et/ou ’acide glycolique,

o (co)polymére d’acide (meth)acrylique et/ou de méthacrylate,

o poly-g-caprolactone,

e cellulose et ses dérivés

¢ bloc polymére d’acide o-hydroxycarboxylique et du poly(oxyde
30 d’éthylene)

¢ cyanocrylates,

e et copolymeres et/ou mélanges d’entre eux.

Les principes actifs PA susceptibles d’€tre encapsulés dans les
nanocapsules NC préparées conformément a I’invention, peuvent €tre divers et variés.

35 La condition a respecter quant au choix du principe actif tient a sa solubilité et/ou a
son aptitude a la dispersion dans le solvant S,;. De maniere générale, il peut s’agir par
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exemple de principes actifs utilisés en allergologie, anesthésiologie, cancerologie,

cardiologie et angiologie, dermatologie, endocrinologie, gastroentérologie,

gynécologie, hematologie, hepatologie, immunologie, infectrologie, neurologie,

ophtalmologie, parasitologie, pneumologie, rhumatologie, stomatologie, toxicologie,
5  ou utilisés en tant qu’antalgiques ou anti-inflammatoires...

De préférence, le principe actif est choisi dans le groupe de produits

suivants :
indométacine, hormones, - de préférence progestérone-Estradiol-,
Chlorambucil, S,, vitamines (de préférence vit E et K), cyclosporine
10 A, ibuprofen, propanolol, acide valproique, clofibrate, etc, et leurs
mélanges.

Concernant les tensioactifs stabilisants convenables pour I’étape @ du
procédé selon I'invention, on les choisit de préférence conformément & ’invention
parmi les tensioactifs ioniques ou non ioniques. Plus précisément, le choix peut se

15 porter par exemple sur les alcools polyvinyliques par exemple Mowiol® 4-88
(Hoechst, Frankfurt, Germany) ; les poloxamers par exemple Pluronics® F-68 et F-
127 (BASF, Wyandotte, EU) ; les sels biliaires par exemple glycocolate de sodium et
les sels d’acides carboxyliques par exemple oléate de sodium.

Les avantages du procédé selon I’invention, sont nombreux. On peut citer
20  entre autres :

- fiabilité,

- haut rendement,

- reproductibilité,

- transposition d’échelle facile pour des applications industrielles.

25 - mise en oeuvre d’équipements conventtonnels non sophistiqués (en
particulier les homogénéisateurs a haute pression ou les dispositifs
d’ultrasonication ne sont pas indispensables)

- utilisation de solvants, de stabilisants et d’additifs non toxiques et
bien tolérés par I’organisme.

30 - contréle de la taille des nanocapsules NC obtenues.

Selon un autre de ces aspects, la présente invention vise également les
nanocapsules NC per se telles qu’elles sont obtenues par le procedé ci-dessus défini

ou par tout autre procédé conduisant au méme résultat ou a un résultat semblable.
En particulier, I'invention a pour objet des nanocapsules NC de taille inférieure a

35 1000 nanométres, de préférence a SO0 nanomeétres, dont la paroi est constituée par au

moins un polymeére PE tel que présenté supra et qui comprenne, a I"état de trace ou
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non, des substances S, et/ou S, et/ou S; et éventuellement un principe actif PA ; ces
substances étant telles que définies supra. |

La présente invention vise également une suspension colloidale de
nanocapsules NC caractérisée en ce qu’elle est obtenue a partir du produit 1ssu de
I’étape ® du procédé tel que défini ci-dessus et/ou en redispersant les nanocapsules
NC obtenus a I’issue de I’étape @ dudit procédé, dans un non-solvant de PE.

Un autre objet de Pinvention est constitué¢ par une 'composition
thérapeutique comprenant les NC chargés en PA et obtenus par le procédé tel que
présenté ci-dessus ou par un procédé conduisant au méme produit.

La présente invention sera mieux comprise a la lumiére des exemples
donnés ci-aprés. Ces derniers feront également ressortir tous les avantages et les
variantes de mise en oeuvre du procédé selon I'invention. En outre, ces exemples
comprendront la caractérisation et ’évaluation des propriétés des nanocapsules NC
conformes & la présente invention.

Pour compléter Uillustration donnée par les exemples, on fournit en
annexe, une Figure 1 unique représentant une photographie au microscope
électronique a balayage des nanocapsules selon I'invention - grossissement : x 14.000.

EXEMPLES

EXEMPLE 1 : PREPARATION DE NANOCAPSULES DE POLYMERE BIODEGRADABLE
CONTENANT UN LIQUIDE ORGANIQUE .
D’une part, 200 mg de polymére PE d’acide lactique D,L (MEDISORB® 100 DL) et
0.5 ml de triglycérides d’acides caprilyque/caprique - huile S; - (Mygliol® 812) sont
dissous dans 20 ml d’acétate d’éthyle S, saturé avec de I’eau = §, (Phase I).

D’autre part, 2 g d’alcool polyvinylique (Mowiol® 4-88), agent tensioactif, sont
dissous dans 40 ml d’eau (S,) purifiée saturée avec de I’acétate d’éthyle S, (Phase II).

La phase I & base de S, saturé avec S, (acétate d’éthyle + eau), est emulsionnée dans
la phase aqueuse II (S,) sous agitation vigoureuse (environ 8000tr/min) pendant dix
minutes. 200 ml d’eau = S, sont ajoutés a I’émulsion sous agitation a fin de permettre
la diffusion de 1’acétate d’éthyle vers la phase II aqueuse. Le mélange (phase III)

devient blanc laiteux avec des reflets bleutés diis a la formation des nanocapsules NC
dont la paroi est constitué de PE.

L’acétate d’éthyle S, est éliminé sous pression réduite (vide de la trompe a eau) et la

suspension est concentrée, par élimination de I'eau S, dans les mémes conditions,
jusqu’au volume désire.




*B

10

15

20

25

30

35

CA 02297760 2000-01-20

WO 99/04766 PCT/FR98/01611

16

La taille des nanocapsules NC mesurée dans un diffractométre a rayon laser
(Nanosizer® de la firme Coultronics) est de 329 nm avec un indice de dispersion de 2.
L’existence des nanocapsules NC a été confirmée, d’une part, par cryofracture des
nanocapsules et observation par microscopie électronique a balayage (Fig. 1) et,
d’autre part, par la comparaison de la wvitesse de sédimentation sous
ultracentrifugation des nanocapsules selon I'invention et de nanoémulsions ou de
nanosphéres témoins préparées par la méme méthode a la différence pres que pour les
nanoémulsions, il n’y a pas de polymére PE dans la préparation et pour les
nanosphéres, il n’y a pas d’huile S; dans la préparation. En effet, la vitesse de
sédimentation de nanoémulsions, nanosphéres et nanocapsules differe en raison des
constitutions différentes et par conséquent de leur densité. On peut mesurer la densité
de ces systémes par centrifugation isopycnique (sur un gradient de densité de silice
colloidale (Percoll®, Pharmacia, LKB, Suede). La centrifugation a éte faite a 4° C et
1500 g pendant 3 heures. Des tubes marqueurs de densités connues (Sephadex®,
Pharmacia) ont été utilisés pour calculer la densité des systémes. Apres centrifugation,
elle est mesurée par la distance (h) entre le ménisque de la dispersion et la bande
contenant les nanoparticuies.

Résultats :

Nanoémulsions : Il n’y a pas sédimentation (h = 0)

Considérant que la densité du Mygliol® 812 est de 0,9438 g/cm® (calculée avec un
pycnométre) il est logique que I’huile contenue dans la nanoémulsion tende a flotter.
Nanosphéres : Sédimentation (h = 55,12 mm).

Densité calculée = 1,1405 g/cm?

La forte sédimentation démontre la constitution matricielle solide des particules.
Nanocapsules : Sédimentation (h = 14,98 mm)

Densité calculée = 1,0357 g/cm?

Cette sédimentation indique un état intermédiaire entre une nanoémulsion et des
nanospheres.

Ceci indique que le polymére et I’huile font partie des particules.

Le fait qu’il y ait seulement une bande confirme la structure vésiculaire dans laquelle
I’huile forme le noyau.

EXEMPLE 2 : PREPARATION DE NANOCAPSULES CONTENANT DES HUILES COSMETIQUES
On procéde comme indiqué dans I’exemple 1 mais en substituant le Mygliol® 812 par
une huile minérale dans la phase I d’acétate d’éthyle/eau.

Les nanocapsules NC ont une taille de 303 nm avec un indice de dispersion de 2.
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EXEMPLE 3 : PREPARATION DE NANOCAPSULES CONTENANT UNE ESSENCE

On procéde comme indiqué dans I'exemple 1, mais en substituant le Mygliol® 812
par 0,1 ml d’huile essentielle de lavande au niveau de la phase I d’acétate d’éthyle.
Les nanocapsules NC ont une taille de 304 nm avec un indice de dispersion de 2.

EXEMPLE 4 : PREPARATION DE NANOCAPSULES CONTENANT UN COLORANT LIPOPHILE
On procéde comme indiqué dans I’exemple 1, mais en ajoutant 5 mg de Soudan III
dans la phase I d’acétate d’éthyle.

Les nanocapsules ont une taille de 340 nm avec un indice de dispersion de 2.

La suspension des nanocapsules est ensuite centrifugée a 20 000 tr/min pendant 40
min. Le dépot est séché sous vide en dessiccateur. Environ 30 mg du produit sec sont
dissous dans 50 m de chloroforme. L’absorbance de la solution est mesurée a 518 nm
en référence a une courbe de calibration. Le pourcentage de Soudan III encapsulée
(rapporté au pourcentage du contenu initial) est de 100,8 %.

EXEMPLE 5 : PREPARATION DE NANOCAPSULES AVEC UN POLYMERE DE SOLUBILITE
DEPENDANT DU pH

On procéde comme indiqué dans I’exemple 1, mais en substituant le polymere PE et le
solvant S, respectivement par de ’Eudragit® E (polymere acrylique soluble a pH
gastrique) et par du propyléne carbonate.

Les nanocapsules NC ont une taille de 239 nm avec un indice de dispersion de 3.

EXEMPLE 6 ' PREPARATION DE NANOCAPSULES AVEC UN POLYMERE DE SOLUBILITE
DEPENDANT DU pH, CONTENANT UN COLORANT LIPOPHILE
On procéde comme indiqué dans I’exemple 4, mais en substituant le polymere PE et le

solvant S, par de Eudragit® E et par de I’alcool benzylique, respectivement.
Les nanocapsules ont une taille de 287 nm avec un indice de dispersion de 2.

Le pourcentage de Soudan III encapsulé aprés filtration tangentielle (dispositif
Minitan®) est de 92,4 %.

EXEMPLE 7 : PREPARATION DE NANOCAPSULES CONTENANT UN PRINCIPE ACTIF SOLIDE

On procéde comme indiqué dans I'exemple 1, mais en ajoutant 20 mg d’indometacine
dans la phase I d’acétate d’éthyle. S, sature en eau S,.

Les nanocapsules ont une taille de 314 nm avec un indice de dispersion de 2.
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La suspension est centrifugée et séchée comme dans I’exemple 4. Environ 30 mg du
produit sec sont dissous dans 20 mi de chloroforme. Aprés une dilution convenable
avec du chloroforme, I’absorbance est, mesurée a 248 nm en référence a une courbe
de calibration. Le pourcentage d’indométacine encapsulée est de 94,4 %.

EXEMPLE 8 : PREPARATION DE NANOCAPSULES CONTENANT UN PRINCIPE ACTIF
LIQUIDE
On procéde comme indiqué dans I’exemple 1, mais en remplagant I’huile S; (mygliol)
par du clofibrate S;. Les nanocapsules ont une taille de 317 nm avec un indice de
10  dispersion de 2. |
La suspension est centrigée et sechée comme dans I’exemple 4.
Environ 25 mg du matériel sec sont dissous dans 20 ml de chloroforme. L’absorbance
est ensuite mesurée a3 280 nm en référence a une courbe de calibration. Le
pourcentage de clofibrate encapsulé est de 95,3 %.
15
EXEMPLE 9 : PREPARATION DE NANOCAPSULES CONTENANT UN ACTIF COSMETIQUE
On procéde comme indiqué dans I’exemple 1, mais en substituant I'huile a de la

vitamine E pour former S;. Les nanoparticules ont une taille de 322 nm, avec un
indice de dispersion de 2.

20  La suspension est centrifugée et sechée comme dans I’exemple 4.
Environ 20 mg du produit sec sont dissous dans 20 ml de chloroforme. L’absorbance
est ensuite mesurée a 297 nm, en référence 4 une courbe de calibration. Le
pourcentage de vitamine E encapsulée est de 92,2 %.

25
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REVENDICATIONS :

1 - Procédé de préparation de nanocapsules (NC) susceptibles de
comprendre au moins un principe actif (PA), ces nanocapsules étant des vésicules de
taille moyenne inférieure ‘2 1000 nm et dont I’enveloppe est constituée par au moins

S un polymére (PE),

caractérisé en ce qu’il consiste essentiellement :

- 1 - a2 mettre en oeuvre au moins trois substances liquides (S, S,, S;),
au moins un polymeére d’envéIOppe (PE), et éventuellement un ou
plusieurs principes actifs (PA),

10 ces substances étant choisies de telle sorte que :

* §, est un solvant/dispersant organique, au moins partieliement
miscible avec S, et S;,
et agissant comme solvant et/ou dispersant de PE et de
I’éventuel PA,

15 * S, est un non-solvant de PE, non miscible a §;,

* S, est un liquide, de préférence une phase huileuse, non-solvant
de PE et solvant/dispersant de I’éventuel PA ; S; €tant, en outre,
destiné a rentrer dans la constitution du coeur des NC ;

- 2 - a réaliser une premiére phase liquide homogéne I comprenant une

20 solution de PE, de S, et, éventuellement de PA dans S, ; S, etant
apporté par l'intermédiaire d’une solution de S, dans §;, de

préférence saturée en S,.

- 3 - & préparer une deuxieme phase liquide homogene II, comprenant
le solvant S, et dans laquelle S, peut étre émulsifiée,

25 - 4 - 4 mettre en présence les phases I et II, en leur adjoignant
éventuellement au moins un tensioactif stabilisant,

- 5 - a procéder a la mise en émulsion du mélange obtenu a I’étape 4,
pour produire une émuision de I dans 11,

- 6 - a ajouter du solvant S, dans ’émulsion I/Il1 de fagon a nstaurer

30 dans la phase homogéne II, des conditions telles que S, soit au
moins en partie miscible a S, et permettre ainsi la diffusion de S, de

la phase I dans la phase II, pour obtenir in fine les NC en suspension
dans une nouvelle phase continue III,

- 7 - éventuellement & éliminer tout ou partie de S, et/ou §,.
35 2 - Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, dans

I’étape @, on prépare une phase II comprenant exclusivement S, ou constituee par
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une solution de S, dans S,, S, n’étant pas a saturation et en ce que, dans I’étape ®, on
met en oeuvre des quantités de phases I et II (Volumes totaux en S, et S,) dans des
proportions choisies de telle sorte que se forme une émulsion de I dans II.

3 . Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, dans
I’étape @, on prépare une phase II a base de S, et comprenant :

- a - soit S, a saturation

- b - soit au moins un agent A apte a rendre S, non miscible a S,

- ¢ - soit la combinaison de a et de b.

4 - Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisé
en ce que 1 ’étape ® de mise en émulsion est réalisée par agitation mécanique a un
régime = 1500tr/min.

5§ - Procédé au moins selon I'une quelconque des revendications 1 a 4,
caractérisé en ce que I’étape @ (facultative) d’élimination de tout ou partie de S,
et/ou de S, est réalisée par évaporation et/ou filtration tangentielle, et/ou
(ultra)centrifugation et/ou atomisation, et/ou soutirage par le vide.

6 - Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 5, caractérisé
en ce que I’on choisit les proportions en S,, S,, S; et PE, de telle sorte que la taille
des NC soit inférieure a 1000nm, ces proportions étant, de préférence, les suivantes
(exprimées en % par rapport & S) :

* PE compris entre 0,1 et 100, de préférence entre 0,5 et 20 poids
sec/volume,

* S, compris entre 51 et 1000, de préférence entre 100 et 500 V/V,

* S, compris entre 0,1 et 10, de préférence entre 0,1 et 5,0 V/V.

7 - Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérisé
en ce que I’on sélectionne :

-> S, dans le groupe de produits suivants ;

acétate d’éthyle, alcool benzylique, propyléne carbonate, butanol,
butanone et leurs mélanges,

-» S, dans le groupe de produits suivants :
eau, alcool - par exemple éthanol, propyléne-glycol ou glycérine - et
leurs mélanges,

-> S, dans le groupe de produits huileux suivants :
Mygliol® 810, 812 et 840 (Dynamit Nobel, Germany), Labrafac®
lipophilique, Lauroglycol (Gattefossé, France), huile minérale, huile
d’olive, huile de sésame, huile de mais, huile de coton, huile de
cacahuéte, benzoate de benzyle, myristate d’isopropyle, huile
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essentielle de lavande, huile essentielle de bouquet, vitamine E,
clofibrate.

- PE dans le groupe de polyméres suivants :

o (co)polyméres d’acide(s)o-hydrocarboxylique(s), de préférence

5 I’acide lactique et/ou ’acide glycolique,

o (co)polymeére d’acide (meth)acrylique et/ou de méthacrylate,

e poly-e-caprolactone,

e cellulose et ses dérivés

e bloc polymére d’acide o-hydroxycarboxylique et du poly(oxyde

10 d’éthyléne)

e cyanocrylates,

e et copolyméres et/ou mélanges d’entre eux.

-> PA dans le groupe de produits suivants

indométacine, hormones, - de préférence progestérone-Estradiol-,

15 Chlorambucil, S,, vitamines (de préférence vit E et K,
cyclosporine A, ibuprofen, propanolol, acide valproique, clofibrate
et leurs mélanges.

8 - Suspension colloidale de NC caractérisée en ce qu’elle est obtenue a

partir du produit de I’étape ® du procédé selon 'une quelconque des revendications

20 1 a 7 et/ou en redispersant les NC obtenues a I’issue de I’étape @ de ce procédé dans
un non-solvant de PE.

9 . Composition thérapeutique caractérisée en ce qu’elle comprend des

NC chargées en PA et obtenues par le procédé selon l'une quelconque des
revendications 1 a 7.

25
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