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BREVET D'INVENTION

NOUVEAU PROCEDE DE PREPARATION DE MICROPARTICULES
LIPIDIQUES

MEDGENIX GROUP S.A.

ABREGE DESCRIPTIF

La présente invention a pour objet un procédé de préparation

de microparticules lipidiques d'aspect microcristallin d'une substance

insoluble dans l'eau présentant une affinité pour les phospholipides, et d'au

moins un phospholipide, microparticules stables en suspension dans une

solution aqueuse, caractérisé en ce que :

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans un

solvant organique commun de ladite substance et du ou desdits
phospholipides,

on mélange la solution de ladite substance et du ou desdits phospho-

lipides a wune solution aqueuse dans une quantité telle qu'une
Insolubilisation sous forme de précipité se produit,
on élimine pour récupérer une solution aqueuse contenant les micro-

particules sous forme de microsuspensions.
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La présente invention concerne un nouveau procédé de
preparation de microparticules lipidiques d'aspect microcristallin.
Par "aspect cristallin on n'entend pas que la structure

cristalline soit nécessairement obtenue stricto sensus.

Ce type de microparticules a été décrit par la Demanderesse
notamment dans la demande de brevet européen n° 270 460.

Plus precisement, il s'agit de microparticules d'une substance
insoluble dans l'eau présentant une affinité pour les phospholipides et d'au
molins un phospholipide.

[I faut entendre par '"substance insoluble dans l'eau" une
substance peu ou pas soluble dans l'eau et par "substance présentant une
affinite pour les phospholipides" un composé chimique plus particuliérement
capable d'interagir avec les phospholipides par voie physico-chimique.

Ces microparticules offrent principalement ['avantage
d'obtenir une microsuspension stable en solution aqueuse d'une substance
par atlleurs insoluble en phase aqueuse, ce qui permet de l'administrer
notamment lorsqu'il s'agit d'un medicament sous forme injectable ou
pulvérisable.

En outre, vraisemblablement en vertu d'un effet de pilotage
accrl notamment vers les macrophages d'une part, et d'un effet de
libération progressif de la substance active d'autre part, des préeparations
de microparticules donnent des résultats d'activité thérapeutique et de
toxicite nettement plus intéressants que les vésicules lipidiques de type
liposome.

On a deécrit dans la demande EP 270 460 un procédé de
préparation relativement complexe de ces microparticules inspiré des
procedes utilisés pour la préparation des liposomes.

Le procédé décrit dans EP 270 460 comporte essentiellement
les etapes suivantes :

a) on évapore les solvants d'une solution de phospholipide dans le

chloroforme et de ladite substance dans le méthanol,
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b) on remet le film obtenu aprés ¢vaporation desdits solvants en suspension dans une
solution aqueuse apres agitation vigoureuse.

Pour remettre le film obtenu a I’étape b) en suspension, ceci était
effectué par traitement aux ultrasons.

Dans le cadre d'une application industrielle du procédé, la cornplexité
de celui-c1, avec notamment la présence d’une étape d’agitation vigoureuse et
notamment de traitement aux ultrasons, constitue un inconvénient majeur.

LLa demanderesse a maintenant découvert que ces microparticules
pouvaient etre preparées par un procéde beaucoup plus simple et avec un bien meilleur
rendement.

En particulier, selon le procédé objet de la présente invention, 1’étape
de sonication est supprimee et |’on n’utilise plus de chloroforme pour solubiliser le
phospholipide.

En eftet, la présente invention a pour objet procédé de préparation de
microparticules hpidiques d’aspect microcristallin d’une substance insoluble dans
I’eau presentant une athnité pour les phospholipides, et d’au moins un phospholipide.
microparticules stables en suspension dans une solution aqueuse, caractérisé en ce que:
a) on dissout ladite substance et i¢ ou lesdits phospholipides dans un solvant organique
commun de ladite substance et du ou desdits phospholipides en milieu basique ou
acide; b) on melange la solution de ladite substance et du ou desdits phospholipides a
une solution aqueuse dans une guantité telle qu’une insolubilisation sous forme de
precipite se produit, ¢) on neutralise la solution par addition d’acide ou de base
respectivement; d) on élimine le solvant pour récupérer une solution aqueuse contenant
les microparticules sous forme de microsuspensions.

L’¢himimation du solvant organique peut se faire par évaporation,
centrifugation ou ultrafiltration.

La simplicité du procéde selon la présente invention provient du fait
que des complexes substance-phospholipides sont vraisemblablement formés dés la
mise en presence des différents constituants résultant d’une interaction physico-
chimique. L apport de la solution aqueuse entraine la précipitation sous forme de
microparticules desdits complexes.
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Selon la preésente Invention, on obtient des microparticules
d'aspect, de structure et de taille similaires et des pfeparations de
microparticules plus homogenes présentant méme des propriétés pharma-
cologiques avantageuses par rapport a des lots obtenus par le procéde
précedeamment décrit dans EP 270 460,

Comparé & la préparation de liposomes et a la préparation des
microparticules selon le procédé antérieur, le procédé selon la présente
invention est beaucoup plus simple et plus économique. On obtient en
particulier beaucoup moins de substances libres dans la solution finale et
donc un meijlleur rendement et les préparations de microparticules obtenues
ont une plus grande pureté que celles obtenues par le précédent procédé,
Clles sont essentiellement dépourvues d'amphotéricine B libre ou de
phospholipide libre. En outre, les microparticules obtenues sont aussi
stables que celles obtenues par !'ancien procédé et donc beaucoup plus
stables que les liposomes qui souffrent d'une instabilite qui en limite
considérablement les possibilités d'emploi. L'avantage du procédé selon
I'invention est en effet aussi notable en termes de reproductibilité et
d'homogénéité des lots de multiparticules produits. La présente invention a
donc également pour objet des préparations de microparticules obtenus par
le procéde selon l'invention caractérisés en ce qu'elles sont essentiellement

dépourvues en substance active libre et en phospholipide libre et que les
microparticules sont de tailles homogénes.

A titre de solvants organiques utiles dans le procédé selon
I'invention, on peut citer plus particulierement les solvants de polarité
intermediaire tels que le méthanol, le diméthylformamide (DMF), le
diméthylacétamide (DMA), ou le propyléne glycol ou I'éthanol.

Comme solution aqueuse utile dans le procédé selon la
présente invention, on utilisera avantageusement l'eau pure ou un tampon
phosphate ou des solutions salines telles qu'une solution de NaCl, par
exemple a concentration de 0,5 4 | %, par exemple 0,9 % (poids/volume) ou
une solutian de saccharose de | a 10 % {(poids/volume), par exemple du
lactose ou du glucose sont particuliérement appropriés en vue d'une
lyophilisation ultérieure.

On cite en particulier une solution tampon phosphate 50mM

pH=7,8 contenant 6% de lactose qui permet d'obtenir des préparations
tres homogenes en taille,
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Selon la présente invention, le rapport molaire phospholipide(s)/
substance engagés dans le procédé peut étre compris entre 0,1 et 10.

Comme on lI'a vu, les microparticules selon lI'invention
résultent vraisemblablement d'une complexation substance-phospholipide
dans un rapport molaire voisin de 1/1. C'est pourquoi, si le rapport molaire
est inférieur ou épal & 2, c'est-a-dire par exemple entre 0,5 et 2, de
préférence entre 0,5-1, on observe une interaction spécifique avec
production homogene oPtimun'; de microparticules dont la taille moyenne

\

est inferieure a | p.

Dans les préparations de microparticules obtenues par le
procédé selon l'invention, la taille des microparticules est homogéne et se
répartit en genéral entre 0,5 et 2 i, certaines pouvant dépasser cette
fourchette mais restant entre 0,1 et 10 .

Comme phospholipides utiles dans le procédé, on peut utiliser
la phosphatidylcholine, la dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC), la
distéaryl phosphatidyl choline (DSPC), la dipalmitoylphosphatidylicholine
(NDPPC), la phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylserine, la dipalmitoyl
phosphatidyl serine (DPPS), la phsophatidylinositol, la phosphatidylglycérol,
la dimyristoyl phosphatidyl glycérol (DMPQ), la distearyl phosphatidyl
glycérol (DSPG), la 3'O-lysylphosphatidylglycérol, la diphosphatidy!
glycérol, ou encore des esters de cholestérol, seuls ou en mélange, cette
liste n'etant bien entendu pas limitative.

Selon I'invention, on utilisera de préférence comme phospho-
lipide de la phosphatidylcholine ou dimyristoy! phosphatidylcholine en
mélange avec du dimyristoy! phosphatidyl glycerol, La phosphatidylcholine
peut &tre préparée & partir de lécithine de jaune d'oeuf, de soja hydrogénée
ou non ou de tout autre source industrielle de lécithine.

Certaines substances présentent une plus grande solubilité en
solution organique dans un solvant donné lorsqu'on se trouve en milieu
acide ou basique et sous forme de sel et qu'elles sont ionisées.

Dans ce cas, on prépare avantageusement les microparticules
selon l'invention de la maniere suivante :

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans leur
solvant organique commun en milieu basique ou acide,
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b) on mélange la solution obtenue avec une solution aqueuse pour obtenir
un précipité, et on neutralise la solution par addition d'acide ou de base
respectivement, la neutralisation pouvant se faire avant ou apres
addition de la solution aqueuse.

c) on elimine le solvant pour récupérer une phase aqueuse contenant les

microparticules sous forme de microsuspensions.

On peut egalement laver les microparticules a l'eau par des

cycles repetés de centrifugation et d'élimination du surnageant afin

d'éliminer le maximum de solvant organique.

N\

A l'etape a) , on introduira de facon appropriée de | a 1,5
equivalent de base ou d'acide le cas échéant par rapport a ladite substance,
et on neutralisera par la méme quantité d'acide ou de base respectivement.

On observe un début de précipitation a ['étape a).

Le procede selon l'invention est particuliérement intéressant
pour preparer des microparticules de médicaments antimycotiques
macrolides polyenes, tels que la nistatine et l'amphotéricine B et leurs
derivés qui présentent également une activité antifongique.

Lorsque dans le procéde selon l'invention, ladite substance est
I'amphotéricine B, les meilleurs résultats ont été obtenus en utilisant un
mélange de phosphatidylcholine (lécithine d'oeuf ou lécithine de soya
hydrogénée) ou DMPC et de DMPG en rapports molaires variables de 5:5 3
9:1.

Dans le cas ou la substance active est un macrolide de type
polyéne tel que I'amphotéricine B ou la nystatine, lorsqu'elle est dissoute
dans du methanol ou du propyléne glycol, la solution initiale de la
substance et du phospholipide sera avantageusement une solution basique,
par exemple une solution comportant de | a 1,5 équivalent de base tel que
NaOH ou KOH par rapport a la substance active. On neutralise ultérieu-
rement la solution par addition de | a 1,5 équivalent d'acide te! que HCI.

L'équivalent représente en l'espéce autant de moles de base ou d'acide que
de moles d'amphotéricine.
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Dans le cas ou la substance active est un macrolide de type
polyene tel que ['amphotéricine B ou fa nystatine et lorsqu'elle est dissoute
dans une solution d'é¢thanol ou de DMF, avantageusement la solution

initiale de la substance et du phospholide sera une solution acide, par

exemple une solution comportant de | a {,5 equivalent d'acide tel que HCL
par rapport a la substance active. On neutralise ultérieurement la solution
dans le procede par additionde | a |,5 équivalent de base tel que NaOH ou
KOH.

Lorsque le solvant est le DMA, on peut également avoir
recours a une solution acide bien que cela ne soit pas obligatoire, la
solubilite des macrolides polyénes tels que I'amphotéricine B dans le DMA
étant suffisante pour éviter I'utilisation d'un acide. Il demeure que la
solubilité de l'amphotéricine B est améliorée en solution acide dans le
DMA.

Dans certains cas, notamment lorsque |'‘élimination du solvant
ne se fait pas par chauffage avantageusement de manijere a obtenir des
microparticules plus stables, on chauffe le mélange avant l'élimination du

A

solvant a I'étape c), par exemple 30 minutes & au moins 40°C, de
preference 60°C.

De méme pour éviter un risque de dégradation de la substance
active en milieu acide ou basique, on pourra solubiliser en la refroidissant
dans un bain de glace a l'étape a).

Le traitement des infections mycotiques causées par Candida
et Aspergillus est difficile et habituellement mal toléré. Peu de
médicaments sont actifs contre ces deux types de microorganismes.

Les antimycotiques macrolides polyenes tels que la nystatine
et I'amphotéricine B sont les produits les plus utilisés et caractérisés par
une activité tant sur l'espece Aspergillus que l'espéce Candida.
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L'utilisation clinique de ['amphotéricine B est tres fortement

limitée par deux inconvénients majeurs :

- en premier lieu, sa grande insolubilité qui nécessite son administration en
solution dans du désoxycholate de sodium,

- en second lieu, la toxicite intrinseque de désoxychlotate qu! s'additionne
a l'activité toxique de I'amphotericine B proprement dite et qul s'exerce
surtout au niveau des reins et de la moelle osseuse.

Cependant, quels que Soient ses effets secondaires, cet
antibiotique reste efficace dans les infections fongiques qui auraient un
pronostic mortel sans ce traitement. Dans ce contexte, il est apparu
important de diminuer la toxicité de l'amphotéricine B en modifiant sa
pénétration intracellulaire.

En effet, un facteur tres important pour I'efficacité des
antimycotiques en geéneral, et pour l'amphotéricine B en particulier, est la
nécessité d'induire une action antiblotique qui soit synergique avec celle
des cellules hétes, responsables des défenses anti-infectieuses de
l'organisme. Il a en effet eté démontré que les polymorphonuciéaires et les
macrophages peuvent malitriser avec succées, des infections mycotiques dans
la mesure ou ces cellules peuvent phagocyter les microoganismes et les
contrdoler dans leur systeme lysosomial. Des médicaments antimycotiques
doivent des lors, non seulement réduire la multiplication des agents
infectieux présents dans le milieu extracellulaire mais pouvoir exercer
egalement leur action a l'intérieur des phagosomes et lysosomes de
polymorphonucléaires et macrophages. Or, trés peu de choses sont connues
de la pénétration intracellulaire des macrolides polyénes et tout laisse
supposer par ailleurs que ces substances s'accumulent au niveau des
membranes pericellulaires et ne parviennent deés lors a atteindre les

compartiments lysosomiaux intracellulaires que grace au flux membranaire

de la surface vers les espaces intracellulaires.
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L'invention a apporte une solution a ces problémes en
proposant une nouvelle forme galenique de l'amphotéricine B basée sur
l'interaction de ce medicament avec la phosphatidylcholine pour former une

suspension de microparticules évoquée ci-dessus.

Cette formule galénique permet en premier lieu d'administrer

l'amphotericine B sans avoir recours a du désoxycholate et elle permet de

decroitre tres significativement la toxicité aigué€ des produits apres
injection intraveineuse. Ces microparticules ont la méme activité que

I'amphotéricine solubilisée par du désoxycholate contre des Candida

extracellulaires et sont plus actifs in vitro dans les infections intra-

S

cellulaires a macrophages.

Les proprietés des microparticules d'amphotéricine B ont
egalement été comparées avantageusement a celles des liposomes
contenant le méme macrolide polyene et qui sont également préconisées
comme transporteur capable de reduire les effets secondaires de
I'amphotéricine.

D'autres caracteristiques et avantages de la présente invention

“

apparaitront a la lumiere de la description qui va suivre faisant référence a

des figures.

Les figures | et 2 représentent les courbes de stabilité de
I'amphotericine B en milieu acide et basique respectivement, a diverses

concentrations et a tempeérature ambiante.

\

Les figures 3 a 16 représentent les profils de densitée des
centrifugations en gradient de sucrose pour différentes fractions de

préparation d'amphotéricine B selon les procédures | a 14 respectivement.

EXEMPLE ! : Microparticule d'amphotericine B et de phosphatidylicholine

I. Solubilité de l'amphotéricine B

L'amphotéricine B est une composé amphotére présentant a la
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fois une partie de sa structure qui est polaire (avec des groupes acide et
des groupes amine) et une partie non polaire. Excepté dans le DMSO et le
DMF, l'amphotericine B se dissout faiblement dans la plupart des solvants

organiques. Toutefois, l'ionisation des groupes acide et amine augmente sa
solubilite (voir tableau 1)

Tableau |

Solubilite de I!'amphotéricine B dans différents solvants

WS- NP, aea e L

- - Wbk

pH H.,0 ' CH,OH Diméthylformamide

—

neutre insoluble 0,2-0,4 mg/ml 2,0-4,0 mg/ml
acide 0,1 mg/ml 3,0-5,0 mg/ml 60,0-80,0 mg/ml
basique 0,1 mg/ml 2,0-3,0 mg/ml |  ceemmeeo -

I N _

Deux lots differents d'amphotéricine B ont été utilisés pour

les tests décrits ci-apres :
- amphotéricine B 'pour application topique,

- amphotéricine B pour injection i.v.

.1 Solubilite de I'amphotéricine B "'gerade topique"

Solvant Solubilite_(mg/m))
CHBOH 0,13
CH3OH + 1,5 eq. HCI 2,00*

CHBOH + 1,5 eq.NaOH 5,00
* yoir § 2.3

1.2 Solubilité d'amphotericine B "grade iv."

Solvant Solubilite (mg/m!)
CH3OH 0,150
CHBOH + 1,0 eq. HCI 2,00%
CHBOH + 1,0 eq. NaOH 5,00

* dissolution voir § 2.3
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'acide aceéetique et l'ammoniac NH3 dans le methano!l ne
dissolvent pas l'amphotericine B (5 mg/ml dans CH,OH) apres addition de
deux equivalents desdits reactifs.

2. Stabilité des solutions d'amphotericine B

2.1 Methode

[La stabilite des solutions d'amphotericine B a été enregistree
MC
par analyse HPLC en utilisant une colonne a phase inverse (C18 Bondapak

de 25 x 0,5 cm, Waters Associates). On a utilise comme eluant un systeme

CHBCN/tampon acétate 10 mM, pH 7 (39:61). On a effectue l'enregistrement

U.V. a 404 et 362 nm. Le débit etait de 2 ml/min. Le temps de retention
(R.T.) de Il'amphotéricine B est de 9,5 minutes. Des resultats ont ete

exprimes comme le pourcentage de la surface des pics.

2.2 Solutions de CH3OH neutre

A une concentration de 0,1 mg/ml, l'amphotericine B est

stable pendant plusieurs jours a 4°C. L'amphotericine B grade topique a une
purete de 88,5 % (contamination de 7,6 % avec un temps de retention de
4,5 minutes).

L'amphotéricine B de grade i.v. a une purete de 94,5 %
(contamination de 3,5 % avec un temps de retention de 4,5 minutes).

2.3 Solutions de methanol en milieu acide

Les essais avec l'amphotericine B grade topique ont montre
que le composé est stable a une concentration de 0,1 mg/ml en presence de
[,5 eq. de HCIl dans la solution methanolique, mais se degrade dans ce
milieu acide a une concentration de 5 mg/ml (voir figure ). Les resultats
HPLC obtenus pour une solution d'amphotericine B de 0,1 mg/mi sont
reproduits dans le tableau 2 ci-apres. La neutralisation a ete effectuee par
contrdle du pH. L'addition d'un exces de NaOH n'affecte pas la stabilite du

compose (tableau 2).
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Tableau 2
™ T
. Amphotericine B Contamination
=chantillon oH (ORI, 2 9,5min | (%) R.T.: 4,5 min |
R N
Ampho. B 0,1 mg/ml 7,1 89,1 7,6
'id. + 1,5 eq. HCI 3,7 88,2 7,7
id. + 1,5 eq. NaOH 7,1 87,3 l 8,1 |
id. + exces de NaOH l 7,5 87,3 g, 1
lid. + excés de NaOH | 9,5 87,3 l 3,1 |

Afin d'etudier l'effet de l'addition de HC! sur la stabilité de
I'amphotericine B, des quantités croissantes d'amphotéricine B (grade i.v.)
ont eté dissoutes dans le méthanol en présence d'un équivalent de HCI
(solution méthanolique). La dégradation en milieu acide de la substance de
I'amphotéricine B augmente fortement quand la concentration d'ampho-
téricine B est supérieure & 2 mg/ml (voir figure 1) et ceci méme quand
I'addition de HCI en solution méthanolique a été faite & 0°C (avec une
contamination de 31 %). Pour obtenir une solution d’amphotéricine B/HCI a
une concentration de 5 mg/ml sans deégradation de l'amphotéricine B,
I'amphotéricine B a été dissoute dans du méthanol en présence d'un
equivalent de HCI a une concentration de 2 mg/ml. Le solvant a ensuite été
évaporé et le sel d'acide de I'amphotéricine B a été redissous dans le
volume requis d'alcool.

2.4 Solutions de CH3OH basique

Des quantites croissantes d'amphotéricine B (grade i.v.) ont
ete dissoutes dans du méthanol en présence d'un équivalent de NaOH
(solution méthanolique). Les solutions ont été ensuite analysées par HPLC.
Comme 1l apparalt sur la figure 2, I'amphotéricine B a une bonne stabilité
en solution méthanolique de NaOH jusqu’a une concentration de 5 mg/ml.
La neutralisation avec de I'HCl méthanolique n'a pas d'effet sur la stabilité
du produit.
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3. Dosage de l'amphotéricine B

Pour doser l'amphotericine B par analyse U.V., la valeur E a

eté déterminée en mesurant l'absorbance a 404 nm pour des quantités

croissante d'amphotericine B dissoutes dans du DMF.
L'amphotéricine B (mg/ml) : (Abs. / 49,8) x facteur de dilution.
Des contrbles appropries ont montré que les phospholipides et
le sucrose n'interferent pas avec le dosage de l'amphotéricine B.

4. Preparation des microparticules

4.1 Introduction

Dans le but d'ameéliorer la préparation des microparticules,
differents procédés ont été comparés. Plusieurs paramétres ont été
evalués :

a) l'addition de NaOH ou HCI pour augmenter la solubilité d'amphotéricine
B dans le méthanol,
b) l'effet de la dissolution du phospholipide dans du chloroforme avant
I'addition de la solution meéthanolique d'amphotéricine B,
c) l'effet de la formation d'un film de phospholipide préalablement a
l'addition de la solution methanolique d'amphotéricine B.
La centrifugation en gradient de densité a été choisie comme

methode analytique pour déterminer la qualité des microparticules.

4.2 Materiels et méthodes

* Materiels

La L-alpha phosphatidylcholine a eté préparée a partir de
lécithine de jaune d'oeuf (purete : 99 %, masse molaire : 789) ou de soja.
L'amphotericine B était celle de grade i.v. (pureté : 94 %, masse molaire :
924). L'évaporation a été effectuée en utilisant un évaporateur du type
Buchi evaporateur rotatif (sauf indication contraire).

* Procédes de préparation

Toutes les preparations décrites ci-aprés contenaient de

\

I'amphotéricine B a une concentration finale de 5 mg/ml.
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25 mg d'amphotericine B on éte dissous dans du méthanol
(0,1 mg/ml). Le solvant a ete evaporée et le résidu sec a €té repris dans 5 ml]
d'une solution saline de tampon phosphate de pH 7,4 (PBS).L'echantillon a
e€té sonique.

Procedure 2

Les preparations de microparticules d'Amphotéricine B ont été
realisees en utilisant un evaporateur a film ascendant de QUICK FI%C

Dans un erlen de 5 Litres, on dissout | gramme d'Amphote-
ricine B et 0,85 grammes de L-alpha-phosphatidylcholine (egg lecithine
purete supeérieure a 99 %) dans 1,5 litres d'un melange de chloroforme-
methanol (l:1 en volume), auxquels on rajoute, quand la solution est
limpide, 100 m! de NaCl 0,9 %.

Les solvants sont élimines sous vide dans l'évaporateur a film
ascendant. La tempeérature maximale de la solution, en haut de l'évapora-
teur est de 35°-45°C. Apres separation des phases, on récupere la phase
aqueuse contenant les microparticules, que 1'on soumet a un deuxieme cycle
d'evaporation.

Le systeme est rince a l'aide d'eau distillee et le volume final
est amené a 200 ml a l'aide d'un évaporateur rotatif, dont le bain chauffant
ne depasse pas 40°C.

On recupere generalement 82 a 86 % de l'amphoteéricine sous
forme d'une suspension de microparticules a la concentration comprise
entre 4 et 5 mg/ml.

Procedure 3

25 mg d'amphotericine B ont ete dissous dans du methanol
(5 mg/ml) en presence d'un equivalent de NaOH (205 pl d'une solution
methanolique 0,132 M). 21,2 mg de phosphatidylcholine ont éte introduits
dans le melange. Ceci correspond a un rapport molaire 1:1 entre
I'amphotéricine B et la phosphatidylcholine. La préparation a ete agitée

jusqu'a complete dissolution. 5 ml de NaCl 0,9 % en poids ont eté ajoutes.
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La formation d'un precipite jaune est observée. Le mélange est ensuite
neutralise par addition d'un équivalent d'acide (30,7 pl d'une solution
0,88 M HCI dans le methanol). Le méthanol a ensuite été évaporé et le

volume final a eté ajusté a 5 ml avec une solution de NaCl 0,9 % en potds.
Procedure 4

D A Al amin aupy Supy RN G BN A spgh gugy whgy il

21,2 mg de phosphatidylcholine ont été déposés sous forme de
film au fond d'un ballon de 500 ml par rotoévaporation du chloroforme
d'une solution chloroformique du phospholipide. Le film a été solubilisé
dans 250 ml d'une solution d'amphotéricine B dans le méthanol (25 mg a 0,1
mg/ml) et a nouveau évaporé a I'évaporateur rotatif, jusqu'a obtention d'un
film fin. Apres addition de 5 m! de solution PBS, le mélange a été soniqué
pendant 0,5 heures.

Procedure 5

GAE D sl Py T TN IR AR A GMR Sl sl dde

Le méme procéde que la "procédure 3" a été suivi excepté le
fait que le phospholipide etait dissous dans le chloroforme avant l'addition
de la solution d'amphotéricine B. Dans ce cas, aucun précipité n'a été
observé apres addition de la solution aqueuse PBS (2 mil). Toutefois un
solide jaune précipite durant l'évaporation des solvants.

Procédure 6

Un procédé identique a celui de la "procédure 4" a été suivi en

utilisant toutefois de la l1écithine de soja a la place de la lécithine de jaune
d'oeul.

Procédure 7

L 4 L Rk L % § ¥ N ¥ ¢ § ¢}

Une procédure identique a la "procédure 3" a été suivie en

utilisant de la lécithine de soja hydrogénée a la place de la lécithine de
jaune d'oeuf.

Procedure 8

[N

Une procedure identique a la "procédure 3" a été suivie en

“

utilisant de l'eau a la place d'une solution de NaCl 0,9 %.
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Une procédure identique a la "procédure 3" a été suivie en

utilisant un solution de lactose 5 % a la place de la solution de NaCl 0,9 %.
Procédure 10

“

Une procédure identique a la "procédure 3" a été suivie
excepte le fait que seulement 1 ml d'une solution de NaCl 0,9 % a été
ajouté a la solution. Dans ce cas, la précipitation n'était pas complete lors
de l'apport de la solution aqueuse. Cette précipitation était parachevée lors
de la phase de neutralisation.

Procédure 11

Méme proceédure que la "procédure 3" excepté que le mélange
a é€té neutralisé par addition d'un équivalent de HC! en solution

meéthanolique avant l'addition de la solution de NaCl 0,9 %.

Procédure 12

R e ok dan AN AN ASR WS TUF EEE BN AMh s wlve SUR

25 mg d'amphotericine B ont été dissous en présence d'un
équivalent de HCIl dans une solution meéthanolique a une concentration de
2 mg/ml dans le but d'obtenir une solution a 5 mg/ml de médicament sans
trop de dégradation. Le solvant a été évaporé et le compose dissous dans le
volume requis de methanol. 21,2 mg de phosphatidyicholine de jaune d'oeuf
ont été introduits dans le mélange. La préparation a été agitee jusqu'a
complete dissolution. 5 ml de solution de NaCl 0,9 % ont été ajoutes. La
formation d'un précipité jaune a été observée. Le mélange a été neutralisé
par addition d'un equivalent d'acide. Le méthanol a été évaporé et le

S

volume final ajusté a 5 ml avec une solution de NaCl 0,9 %.
Procedure 13

duky py AU SEE GER dhb b WER SR PN AN GER AED AER VD

Méme procedure que la "procédure 12" excepté que le mélange
a eté neutralisé par addition d'un équivalent de NaOH dissous dans du
méthano!l avant l'addition de la solution de NaCl 0,9 %.
Procédure 14

Méme procédure que la '"procédure 13", excepté que le
phospholipide a ete dissous dans le chloroforme avant !'addition de la
solution d'amphotericine B. Aucun précipité n'a été observé apres I'addition
de NaCl 0,9 % (2 ml). Un precipité jaune apparalt durant I'évaporation des
solvants.
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Procedure 15
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Méme procedure que pour la "procedure 3" excepté que la
lecithine est remplacee par un melange de 1,2 - dimiristoy! - sn - glycerol
(3) phosphocholine (12,84 mg) et de [,2 - dimiristoyl - sn - glycero (3)
phospho (1) - rac - glycerol (5.59 mg).

Procedure 16

2 g d'amphotericine B en suspension dans 500 ml de méthanol
sont dissous par addition d'un equivalent de NaOH en solution dans le
méthanol. 1.7 g de lecithine d'oeuf (1 equivalent) sont ajoutés a la solution
limpide. Cette derniere est agitee jusqu'a dissolution complete du lipide.
Sous agitation energique, l'addition de 300 a 500 ml d'eau suivie de
I'ajustement du pH de la solution a pH 7,8 entraine la precipitation des
microparticules. Le methanol est evapore sous vide en utilisant un

MC
évaporateur a film ascendant (Quick Fit). La tempeérature maximale au haut

de la colonne d'évaporation est de 35° a 45°C.

* Methodes

Centrifugation_en_gradient de_ densite
(A. S. Janoff, L.T. Boni, M.C. Popescu, S.R. Minchey, P.R. Cullis, T.D.
Madden, T. Taraschi, S.M. Gruner, E. Shyamsunder, M.W. Tate, R.
Mendelsohn, and D. Bonner, Proc. Nat. Acad. Sci1 USA 85, 6122-6126
(1988)

500 pl d'un echantillon ont ete deposes sur un gradient de

sucrose continu (d = 1.5 a .18 g/ml) dans une solution de NaCl 150

mM/Hepes 20 mM, pH 7,4. Le gradient a ete centrifuge pendant 21 heures a

22°C dans un rotor SW-4| {BReckman) a 230 000 x g. Apres centrifugation, le

gradient est fractionne en fraction de 0,53 ml et dose quant au continu
d'amphotericine B et de phospholipide.
(M. Takayama, S. Itom, T. Nagasaki, I Tanimizu, Clinica Chimica
Acta, /9 (1977) 93-98 "A new Enzymatic method for determination of
serum choline-containing phospholipids")
Classiquement, 20 pl d'un echantillon ont ete melanges avec

3 ml d'une solution d'enzyme (Boehringer Mannheim Gmbh, kit 691344) et

incubés a 37°C pendant 10 minutes. L'absorbance de !'échantillon a ete
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mesuree a 500 nm. La solution de chlorure de choline (correspondant a
3 mg de PC/ml) a été utilisée comme témoin.
4,3 Resultats

4.3.1 Determination de phospholipide dans les micro-
particules
Des microparticules ont eté préparées a partir de 4,15 mg de
lecithine d'oeuf et 5 mg d'amphotéricine B. Les microparticules ont ete
mises en suspension dans une solution de Doc | % et ont été dosées quant a

leur contenu total en phospholipide.

Plusieurs dilutions de microparticules ont été préparées dans
une solution de Doc | % pH 11,3 et dosées quant a leur contenu en
phospholipide. Le dosage est précis a partir de 0,1 mg de phospholipide/ml
jusqu'a au moins 5 mg/ml.

4.3.2 Precision des profils de densité

Un gradient de saccharose de 0 a 41 % en poids de sucrose a
eté obtenu en utilisant un générateur de gradient LKB (volume total :
Il ml). Le tube a été fractionné en aliquots de 0,53 ml et la densité des

differentes fractions a été déterminée par gravimétrie. Il apparait un

gradient lineaire qui s'étale de 1 & 1,18 g/ml. Une expérience de contrdle a

montré que le profil de densité est le méme apres centrifugation de
230 000 x g.

4.3.3 Dosage de phospholipide et I'amphotéricine B

dans les microparticules obtenues selon les
procedures | a 5

Comme il apparait au tableau 3 ci-apres, I'amphotéricine et le

N\

phospholipide sont récupérés a peu prés complétement quel que soit le
procédé suivi.
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Tableau 3
I
 Echantillon Phosrgargx;)rlgf)ide op % Ampr:?/:i':licine' 04 %
L — L |

1 0,00 R U, 15 83,0

2 3,99 n.d,** n.d. H n.d.

3 4,64 109,0 I U, 74 94,8

4 4,24 | 99,8 4,46 | 89,2

5 5, 05 | 118,8 5,06 L 101,2

A J

* exprime en pourcentage de la valeur théorique
** valeur théorique non disponible
4.3.4 Profil de densité des centrigugations en gradient
de sucrose

Les figures 3 & 16 montrent des profils de densite de sucrose
isopycniques de 14 préparation-s d'amphoteéricine B. Les microparticules
obtenues dans les procédure 3 et 10 (figures 5 et 12 respectivement)
donnent lieu a des profils de densité dans lesquels l'amphotéricine B est
étroitement associé a la phosphatidylcholine dans une unique bande
(1,13-1,15 g/ml). Les couches sont minces et sont nettement distantes du
fond du tube. Le rapport molaire amphotéricine B/phospholipide et la
densité de ces bandes uniques suggérent que l'on a bien i faire 3 un
complexe d'amphoteéricine B/lipide. Les largeurs de couches de micro-
particules et\les rapports molaires amphoteéricine B/phospholipides observés
pour ces différentes procédures sont reportés au tableau 4 ci-aprés.

Dans la procédure 1 (figure 3), I'amphotéricine a migré au
fond du tube. Ce résultat indique que la centrifugation de gradient de
densité est utile pour distinguer des microparticules d'amphotericine
B/phospholipide d'agrégats d'amphotéricine B libre.

Les microparticules obtenues selon la procédure 5 (figure 7),
la procédure 6 (figure 8) et la procédure 14 (figure 16) ont montré une
distribution de densité bimodale trés proche. La grande majorite de
'amphotéricine B était située au fond du tube avec une partie dir lipide.

Les phospholipides restants flottaient sous forme de couche opalescente.
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Pour ces echantillons, il est difficile de démontrer la presence de
microparticules.

Les résultats obtenus avec des lécithines de soja et de soja
hydrogenes (procédure 7, figure 9 et procédure 8, figure 10 respectivement)
sont tres proches de ceux observés avec les microparticules obtenues selon
les procedures 3 et 10, mais les microparticules sont legerement moins
homogenes.

Les microparticules ont ete obtenues quand on a ajouté une
quantite inférieure de NaCl 0,9 % (procédure 1l, figure 13), quand la
neutralisation intervenait avant l'addition de la solution aqueuse NaCl 0,9

% (procédure 13, figure 15) ou quand l'amphotéricine B était dissoute dans
un milieu acide (procedure 14, figure 16).

Tableau 4
o o o - T |
Procédure (]‘:'gsgﬁgr(g;) ;{f?c?s%?\r;lig}(c)ileaiii AmphoB/ |
—_—— - |
i — —
2 0,4 1,37
3 0,1 i 1,15 + 0,04 (n = u)
” . o |
5 - —
6 0,6* 1,04 1
/ 0,4* 0,87
8 0,8 ‘ 0,99
9 0,1 0,97 |
10 1,3 | 0,97 A
1 0,8 | 0,74
[2 0,4 0,87 |
13 | 0,3 0,82
1 4 | _—— ——
. | S - ]

* mesuré apres lyophilisation
** rapport calcule pour la fraction de gradient contenant la quantité la

plus important de microparticules
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0. Lyophilisation

Les microparticules sont conservéees sous forme lyophilisée, la

reconstitution apres lyophilisation de la suspension de microparticules en
solution auqueuse conduit a des particules présentant les mémes caracté-
ristiques physicochimiques et biologiques qu'avant la lyophilisation.

Afin de conserver l'integrité des microparticules, la lyophili-
sation doit se faire en presence de divers excipients tels que le glucose, le

lactose, tampon phosphate, tris, albumine, carboxyméthylcellulose.

6. Conclusions

Les preparations les plus homogeénes ont été obtenues suivant

les procédures 3 et 10, c'est-a-dire dissolution de ['amphotéricine B a une
concentration de 5 mg/ml en présence d'un équivalent de base, utilisation
de phosphatidylcholine de jaune d'oeuf et addition de solution de NaCl
0,9 % ou de lactose 5% (I ml pour 5 mg d'amphotéricine B) avant
neutralisation du melange. La preparation a base de lécithine de soja ou de
lecithine de soja hydrogéné était légérement moins homogene.

Des microparticules ont aussi €té préparées par neutralisation
du mélange avant l'addition de la solution NaCl 0,9 % ou par dissolution de
['amphotericine dans le méthanol en utilisant un équivalent de HCI. Selon
cette derniere procédure, le mélange a été neutralisé avant ou apres
I'addition de la solution NaCl 0,9 %. Dans toutes ces préparations, les

microparticules étaient moins homogeénes comme le montre la centrifu-

gation en gradient de sucrose.

Aucune microparticule n'a eété obtenue quand du chloroforme
€tait utilisé pour préformer un film de lécithine de jaune d'oeuf ou pour
dissoudre le phospholipide avant ['addition de la solution méthanolique
basique d'amphotéricine B.

EXEMPLE 2 : Microparticules préparées avec d'autres solvants
A) Utilisation du DMF

50 mg d'amphotéricine B sont dissous a 0°C dans | ml de

dimethylformamide en présence d'un équivalent d'HC! dans le méthanol
(47 pl d'une solution 0,87 M) 42,5 mg (1 équivalent) de phosphatidylcholine

sont introduits dans la solution. La preparation est agitée jusqu'a complete
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dissolution, I'addition d'I ml d'eau entraine la precipitation des micro-
particules. La solution est neutralisée par addition d'} equivalent de NaOH.
La dimethylformamide est éliminée en majorité par trois cycles de

centrifugation-eélimination du surnageant et resuspension en solution
aqueuse.

B) Utilisation du propane diol 1.2

[ g d'amphotéricine B est dissous dans 250 mi de propane diol
1.2 (4 mg/ml) en présence de | équivalent de KOH (10 ml d'une solution i
0,1 M de KOH dans I'éthanol). 850 mg de phosphatidylcholine en solution

dans 3 ml d'éthanol sont introduits dans la solution ; ceci correspond a un

rapport molaire l:1 entre I'amphotéricine B et la phosphatidylcholine. La
solution est agitee a 800 tours/minute a température ambiante et

neutralisee a l'aide de 10 ml de HCI 0,1 M (I équivalent). 250 ml de HZO

sont ajoutés au meélange entralnant la précipitation des microparticules.
L'elimination du propane diol 1.2 a été conduite par filtration tangentielle.
C) Utilisation du diméthylacétamide (DMA)

La solubilite de l'amphotéricine B dans le DMA (6 mg/ml) est
suffisante pour éviter l'utilisation d'une base ou d'un acide.

300 mg d'amphotéricine B sont dissous dans 50 ml de DMA
(6 mg/ml), 255 mg de lécithine d'oeuf dans I'éthanol (I ml) sont ajoutés & la
solution. Le melange est agité a 1000 tours/minute et 75 ml d'eau sont
ajoutés au mélange entrainant la précipitation des microparticules. Le DMA

est eliminé par centrifugation vu l'incompatibilité des membranes de
filtration avec le DMA.

Centrifugation en gradient de sucrose

La centrifugation sur gradient de sucrose montre pour les
préparations obtenues dans la DMF, le propane diol 1.2 et le DMA, une

bande située a mi-hauteur du tube et caractérisée par un rapport molaire
amphotericine B/phospholipide compris entre 0,8 et 1,4.

Aucune trace d'amphotéricine B libre ou phospholipide libre
n'est observée.
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EXEMPLE 3 : Microparticules d'amphotéricine B et de divers mélanges de

phospholipides.

EXEMPLE 3.1

1 gr (1,1 mmole) d'Amphotericine-B a été dissous dans 250 ml de méthanol

refroidi dans un bain de glace en présence d'un équivalent de NaOM., Un

-melange de 0,367 g. (0.5 équivalent) de DMPO et 0,373 g. (0,5 équivalent)

de DMPG en solution dans 80 ml de méthanol a été ajouté a la solution
d'‘Amphotericine-B refroidie dans un bain de glace. Le rapport molaire
Amphotéricine-B phospholipides est de 1 ¢ |. Les microparticules ont eté
obtenues par précipitation aprés addition de 300 m) de tampon phosphate
30mM pH 7,8, 6% lactose et neutralisation du mélange. Le melange est

.\

chauffé durant 30 minutes a 60°C et le méthanol est éliminé par

évaporation sur film ascendant.

EXEMPLE 3-2

Méme procédeé que celui décrit dans l'exemple | mais en partant de 0,35
equivalent de DMPC et 0,15 équivalent de DMPG calculésl par rapport a
['tAmphotéricine-B. Le rapport molaire Amphotéricine-B-phospholipides est
donc de 2 : |l.

EXEMPLE 3-3

Mé&me procédé que celul décrit dans l'exemple 1 mais en partant de 0,75
équivalent de DMPC et 0,08 équivalent de DMPG calculés par rapport a
I'Amphotéricine-B. Ce qui correspond a un rapport molaire Amphotéricine-
B-phospholipides de 1,2 : .

EXEMPLE 3-4

Méme procédé que celui décrit dans I'exemple | mais en partant de 0,7
équivalent de lécithine d'oeuf et 0,3 équivalent de DMPG calculé par

rapport a l'Amphotéricineb-B. Ce qui correspond a un rapport molaire
Amphotéricine-B-phospholipides de 1 : [.
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EXEMPLE 3-5
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Méme procédé que celui décrit dans l'exemple | mais en partant de 0,7
équivalent de lécithine de soja hydrogénce et 0,3 équivalent de DMPG

’ calculé par rapport a I'Amphotéricine-B. Ce qui correspond a un rapport
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molaire Amphotéricine-B~phospholipides de 1| ¢ I.

EXEMPLE 3-6

1,85 g (2 mmoles) d'Amphotéricine-B ont ete dissous dans 500 ml de
propane diol 1,2 en présence d'une équivalent de NaOH (200 pl d'une
solution NaOH 10ON), Une solution contenant 0,45 g (0,33 équivalent) de
DMPC et 0,46 g (0,33 équivalent) de DMPG en solution dans 100 ml de
propane diol-1,2 a été ajouté a la solution d'Amphoteéricine-B, La mise en
solution du DMPG dans le propane diol-1,2 se fait par chauffage de la

L Y

solution a 60° Le rapport molaire Amphotéricine-B-phospholipides est de
1,0 ¢+ .

Les microparticules ont été obtenues par preécipitation apres addition d'un
litre de tampon phosphate 50mM pH 7,8, 6% lactose et neutralisation du
mélange (addition de 2 ml d'une solution HC1 1 N)

Aprés chauffage du mélange durant 30 minutes a 60° C, le propane diol-1,2
est éliminé par filtration tangentielle.

EXEMPLE 3-7

Méme procédé que celui décrit dans l'exemple 6 mais en partant d'un
rapport molaire Amphotéricine-B-phospholipides de 2 : 1.
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EXEMPLE 3-8

Méme procedé que celui décrit dans I'exemple 6 mais en partant d'un
rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides de | : 1.,

EXEMPLE 3-9

Mé&me procédé que celui décrit dans I'exemple 6 mais en partant de 0.35

équivalent de DMPC et 0.}15 équivalent de DPPS. Ce qui correspond a un
rapport molaire AmphotériCine-B-phOSpholipides de 2 : 1,

EXEMPLE 3-10

1,85 g (2 mmoles) d'Amphotéricine-B ont été dissous dans 400 m) d'éthanol
refroidi dans un bain de glace en présence d'un équivalent de HC! (2 ml
d'une solution HC1 1 N). Une solution contenant 0,45 g (0,33 equivalent) de
DMPC et 0,46 g (0,33 équivalent) de DMPG en solution dans 100 ml
d'‘ethano) contenant 2 ml de HC! 1 N a été ajouté a la solution
d'Amphotéricine-B refroidie dans un bain de glace, Le rapport molaire
Amphotéricine-B-phospholipides est de 1,5 : 1. Les microparticules ont été
obtenues par precipitation aprés addition sous agitation d'un litre d'eau et
neutralisation du melange (addition de 4 ml d'une solution NaOH 1 N).
Apres chauffage du mélange durant 30 Min a 60° C, I'éthanol est éliminé
par {lltration tangentielle ou par évaporation sur film ascendant.

EXEMPLE 3-11

1,85 g (2 mmoles) d'Amphotéricine-B ont été dissous dans 400 mi d'éthanol
refroidi dans un bain de glace en présence d'un equivalent de HC! (2 ml
d'une solution HCJ I N). Une solution de 2,85 g (3 équivalents) de valerate
de cholestérol et 0,689 g (0,3 équivalent) de DMPG dans de !'éthanol
contenant 2 ml de HCI [ N est ajouté a la solution d'Amphotéricine-B

refroidie dans la glace. Le rapport molaire Amphotéricine-B-lécithine est
de 0,3 : |. Le mélange est agité énergiquement et les microparticules sont
obtenues par précipitation apres addition d'un litre d'eau et neutralisation
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du mélange (addition de 4 ml de NaOH IN, Apres chauffage du meélange
durant 30 minutes & 60° C, l'‘éthanol est elimine par {iltration tangentielle
ou sur film ascendant.

Ces préparations des exemples 3-1 a 3-11 sont homogenes, montrent une
absence d'effet hémolytique, une activité in-vitro sur candida tropicalis
égale ou légérement supéricure a celle de la fungizone et une diminution
de la toxicité mesurée in-vivo sur des souris OF1 en comparaison a celle de

la Fungizone. On observe dans cetrtains cas une LDg, supérieure a 30.

L'utilisation de DSPC, DSPG et DPPS conduit & des préparations tres
homogeénes de microparticules présentant une bonne activité in-vitro sur
candida tropicalis (ED50 égale ou légerement meilleure que la Fungizone)
et montrant méme une diminution de la toxicité aiglie déterminée jn-vivo

\

sur souris OF] et comparée a I'Amphotéricine-B utilisée sous forme de
Fungizone.

TABLEAU 5
LD, des préparations correspondants aux exemples | a 1]
Etudes conduites sur souris OFI

EXEMPLE LDSB

28,06

» 30
27,06

>30

230
29,5
21,7
29,5
19

)30
%30

— O O 00 NN N S W N -
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REVENDICATIONS

I. Procede de préparation de microparticules lipidiques d’aspect
microcristallin d’une substance insoluble dans I’eau présentant une affinité pour les
phospholipides, et d’au moins un phospholipide, microparticules stables en suspension
dans une solution aqueuse, caractérise en ce que:

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans un solvant
organique commun de ladite substance et du ou desdits phospholipides en milieu
basique ou acide;

b) on mélange la solution de ladite substance et du ou desdits phospholipides a une
solution aqueuse dans une quantité telle qu’une insolubilisation sous forme de
précipité se produit;

¢) on neutralise la solution par addition d’acide ou de base respectivement;

d) on elimine le solvant pour récupérer une solution aqueuse contenant les
microparticules sous forme de microsuspensions.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le rapport

molaire entre le ou les phospholipides et ladite substance est inférieur a 2.

3. Procéde selon la revendication 1, caractérisé en ce que le rapport
molaire entre le ou les phospholipides et ladite substance compris entre 0, 5 et 1.

4, Procédé selon 1'une des revendications 1 a 3, caractérisé en ce que
ladite substance est choisie parmi les agents antimycotiques macrolides polyénes.

5. Procédé selon la revendication 4, caractérisé en ce que ladite
substance est choisie parmi la nystatine, ’amphotéricine B et leurs dérivés

antifongiques.

6. Procéde selon 'une des revendications 1 a 5, caractérisé en ce que
le  phospholipide est  choisi parmi la  phosphatidylcholine, la
dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC), la distéarylphosphatidylcholine (DSPC), la
dipalmitoylphosphatidylcholine  (DPPC), la  phosphatidyléthanolamine, la
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phosphatidylsérine, la dipalmitoylphosphatidyl sérine (DPPS), la phosphatidylinositol, la
phosphatidylglycérol, la dimyristoyl phosphatidyl glycérol (DMPG), la distéaryl
phosphatidylglycérol (DSPG), la 3’-O-lysylphosphatidylglycérol, la diphosphatidylglycérol,
ou des esters de cholestérol, seuls ou en mélange.

7. Procéde selon I’une des revendications 1 & 6, caractérisé en ce que le
phospholipide est de la phosphatidylcholine ou une dimyristoylphosphatidylcholine en
mélange avec de la dimyristoylphosphatidylglycérol en rapport molaire 5:5 4 9:1.

8. Procéde selon I’une des revendications 1 & 7, caractérisé en ce que le
solvant organique de la solution de phospholipide et de ladite substance est choisi parmi les
solvants organiques.

9. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que les solvant
organiques sont choisi parmi le méthanol, le diméthylformamide, le diméthylacétamide, le
propyléne glycol ou I’éthanol.

10. Procéd¢ selon I'une des revendications 1 & 9, caractérisé en ce que la
solution aqueuse est de 1’eau pure, une solution saline ou une solution de saccharose.

11. Procéde selon la revendication 10, caractérisé en ce que la solution
aqueuse est une solution de lactose de 1 & 10 % en poids/volume de la solution aqueuse.

12. Procédé¢ selon I’une des revendications 10 ou 11, caractérisé en ce que la

solution aqueuse est un tampon phosphate 50mM pH=7,8 contenant 6% de lactose
poids/volume de la solution aqueuse.

13. Procédé selon I’'une des revendications 1 & 12, caractérisé en ce que
ladite substance est choisie parmi les agents antimycotiques macrolides du type polyénes et a
I’¢étape a) est dissoute dans une solution méthanolique ou une solution de propyléne glycol en
milieu basique ou dans une solution de diméthylformamide (DMF) ou d’éthanol en milieu
acide, ou encore dans une solution de diméthylacétamide (DMA) en milieu neutre ou acide.
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14. Procédé selon la revendication 13, caractéris€ en ce que les agents
antimycotiques macrolides du type polyenes sont choisi parmi I’amphotéricine B ou la

nystatine.

15. Procédé selon ’une des revendications 1 ou 14, caractéris€ en ce
qu’a I’étape a) la quantit€¢ d’acide ou de base utilisée est de 1 a 1,5 équivalent d’acide
ou de base par rapport a la quantit¢ de substance active, et a 1’étape c¢) on neutralise
avec une méme quantité de base ou d’acide respectivement.

16. Procédé selon 1’une des revendications 1 a 15, caractérisé en ce
que on chauffe le mélange avant 1’étape d).

17. Préparation de microparticules obtenue par le procédé
selon I’une des revendications 1 a 16, caractérisée en ce que les microparticules sont de
tailles homogenes.
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