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Depuis plusieurs années, l’utilisation de systèmes lipidiques dans la conception de formulations 

médicamenteuses destinées à une administration par voie orale s’est largement répandue. De 

nombreuses spécialités pharmaceutiques utilisant cette technologie avec des substances actives 

telles que des agents antirétroviraux ou immunosuppresseurs sont actuellement commercialisées. 

Ces systèmes correspondent généralement à des formes pharmaceutiques liquides ou semi-solides 

contenues dans des capsules molles ou dures. Ces formulations sont préférées à des formes solides 

comme les poudres et les comprimés parce qu’elles permettent d’améliorer la biodisponibilité par 

voie orale de nombreux principes actifs lipophiles ou faiblement absorbés par voie orale. Le principal 

avantage de ces formes pharmaceutiques orales est de permettre un traitement ambulatoire pour 

lequel le patient peut poursuivre son traitement à domicile sans avoir à faire l’objet d’une 

hospitalisation durant laquelle les substances actives seraient administrées par voie intraveineuse. 

De plus, la prise d’un traitement par voie orale permet d’améliorer la compliance des patients. Par 

conséquent, les systèmes lipidiques apportent un réel progrès thérapeutique en contribuant ainsi à 

une amélioration de la « Santé Publique ». 

La mise sur le marché de la première spécialité commerciale d’un système lipidique remonte à 1997. 

Il s’agissait du Néoral®, un immunosuppresseur indiqué dans les rejets de greffes d'organes, de tissus 

ou de moelle. Depuis, de nombreuses autres formulations de ces systèmes lipidiques ont été 

proposées. En effet, la mise au point de ces formulations n’est pas toujours évidente et se heurte 

souvent à des choix déterminants quant à leur efficacité, leur sécurité d’emploi et leur qualité. D’une 

part, ces choix doivent se faire en fonction des propriétés physicochimiques, de la perméabilité et de 

la métabolisation pré-systémique éventuelle du principe actif. D’autre part, la grande diversité des 

excipients disponibles rend plus difficile la conception de ces systèmes. De plus, de nombreux 

excipients sont connus pour améliorer la biodisponibilité par voie orale de certaines substances 

actives en agissant plus ou moins spécifiquement sur différents phénomènes de résistance 

médicamenteuse. Ces derniers correspondent soit à l’efflux, un système de « contre-transport » 

énergie-dépendant rejetant les molécules substrats hors des cellules à l’aide de protéines 

membranaires (p-glycoprotéine, BCRP…) soit à la métabolisation pré-systémique de certaines 

substances actives par des cytochromes intestinaux (CYP3A4…). Que ces excipients soient de nature 

amphiphile (Cremophor®, Labrasol®…) ou non (polyéthylène glycol…), ils sont capables d’inhiber ces 

protéines. De plus, Il est également important de souligner que la proportion des différents 

excipients au sein d’une formulation conditionne le type de systèmes obtenus (types I, II, III ou IV). En 

effet, certains confèrent une très bonne dispersion au contact des fluides gastro-intestinaux (type II 

et III), tandis que d’autres (type IV) peuvent conduire à la formation de gels visqueux ralentissant la 
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solubilisation et diminuant la surface de contact du principe actif. Par conséquent, le choix du type 

de formulation constitue aussi un élément stratégique de formulation. 

La caractérisation de ces formulations permet aussi de mieux les définir et surtout de prédire leur 

devenir in vivo. Dans un premier temps, l’étude physicochimique de ces systèmes s’intéresse 

essentiellement à la solubilité du principe actif en milieux aqueux et à la distribution 

granulométrique des entités colloïdales formées à l’issue de leur contact avec un milieu aqueux. De 

telles informations permettent de mieux prédire la mise à disposition in vivo de la substance active. 

Dans un deuxième temps, l’étude de leurs propriétés biologiques qui se base sur les mécanismes à 

l’origine de l’absorption par voie orale d’une molécule, permet de mieux comprendre l’impact de 

certaines activités physiologiques sur la formulation. Pour cela, l’utilisation de modèles in vitro 

d’absorption intestinale comme celui des cellules Caco-2 permet d’évaluer les phénomènes de 

perméabilité et d’efflux. En effet, les cellules Caco-2 sont capables de former une monocouche 

homogène de cellules différenciées présentant de grandes similitudes avec les entérocytes 

intestinaux. Elles expriment de nombreux transporteurs dont la p-glycoprotéine et permettent, de ce 

fait, d’étudier les phénomènes d’efflux. Enfin, d’autres modèles comme ceux de métabolisation et de 

lipolyse gastro-intestinale permettent de déterminer les capacités d’une formulation à maintenir le 

principe actif sous forme solubilisée ou de le protéger des enzymes de dégradation. 

L’objectif de mon travail de thèse était de mettre au point et de caractériser des formulations 

lipidiques destinées à une administration par voie orale. Ces travaux sont exposés dans une partie 

expérimentale qui a été scindée en deux études. La première partie traite de la cytotoxicité que 

peuvent présenter certains excipients sur des infrastructures cellulaires bien définies comme la 

membrane plasmique ou les jonctions serrées. Cette étude s’est aussi intéressée aux propriétés 

biologiques de mélanges d’excipients typiques de certains systèmes lipidiques. A l’issue de ces 

travaux, un protocole d’étude de la cytotoxicité d’excipients hydrosolubles a été mis au point. La 

deuxième partie s’est intéressée à l’orlistat, une substance lipophile et traversant très difficilement la 

barrière intestinale. L’intérêt de formuler l’orlistat de manière à augmenter sa biodisponibilité orale 

réside dans la récente découverte de ses propriétés anticancéreuses. Initialement commercialisé 

pour traiter l’obésité, l’orlistat constitue un exemple intéressant de médicament qui pourrait se voir 

attribuer une nouvelle application thérapeutique grâce à sa formulation sous forme de systèmes 

lipidiques. 
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PARTIE 

BIBLIOGRAPHIQUE 
 

L’objectif principal de cette partie est d’exposer les connaissances pluridisciplinaires actuelles du 

domaine de la formulation qui faciliteront aussi la compréhension de la partie expérimentale. 

Dans un premier chapitre, les principes de la formulation des systèmes lipidiques destinés à la voie 

orale y sont présentés à travers les différentes problématiques que posent la nature physicochimique 

du principe actif, des excipients et du type de systèmes lipidiques mis en œuvre. Parallèlement à 

cette partie galénique, des considérations d’ordre biologique seront également abordées en 

mentionnant entre autre les effets de certains excipients sur les phénomènes de résistance 

médicamenteuse (efflux et métabolisation). 

Le deuxième chapitre est consacré davantage à la caractérisation de ces formulations en étudiant 

leurs propriétés physicochimiques (granulométrie) et biologiques (perméabilité intestinale, 

cytotoxicité et lipolyse). En conclusion de cette partie, une stratégie générale de formulation des 

principes actifs lipophiles sera présentée.  
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Chapitre 1: Formulations orales à base d’excipients 

lipidiques 

La mise au point d’une formulation orale à base d’excipients lipidiques est complexe et doit tenir 

compte de nombreux facteurs. Cette partie traitera de ces facteurs qui jouent un rôle déterminant 

dans l’efficacité d’une forme pharmaceutique destinée à la voie orale. Ces paramètres sont : 

 Les propriétés physicochimiques et biologiques du principe actif ; 

 Le large choix des excipients pharmaceutiques disponibles pour la formulation ; 

 La diversité des systèmes lipidiques destinés à renfermer le principe actif ; 

 Les propriétés biologiques de certains surfactants. 

1.1 Les principes actifs 

Le principe actif est la molécule qui, dans un médicament, possède un effet thérapeutique, des 

propriétés curatives ou préventives à l’égard des maladies humaines ou animales mais également 

utilisée en vue d’établir un diagnostic médical ou encore de restaurer, corriger ou modifier des 

fonctions physiologiques en exerçant une action pharmaceutique, immunologique ou métabolique. 

Administrés par voie orale, ils ne traversent pas tous le tractus gastro-intestinal et ne présentent pas 

tous nécessairement une bonne biodisponibilité par voie orale. Un certain nombre de facteurs 

limitants sont à surmonter afin de favoriser leur absorption. Ces facteurs correspondent notamment 

à des problèmes de stabilité et de solubilité dans les fluides gastro-intestinaux ou à des phénomènes 

de résistances médicamenteuses se manifestant au niveau de l’intestin ou du foie *Stegemann et al. 

2007]. 

Actuellement, environ 40% des nouvelles substances actives en cours de développement sont très 

peu hydrosolubles [Douroumis et al, 2006 ; Hauss et al, 2007 ; Stegemann et al. 2007]. Outre leur 

faible solubilité, ces substances présentent souvent une faible perméabilité qui explique les 

problèmes de faible biodisponibilité suite à une administration par voie orale. Les stratégies actuelles 

de recherche et de développement dans le domaine pharmaceutique sont concentrées davantage 

sur les cibles biologiques et sur le développement de substrats spécifiques à ces dernières. Ces 

stratégies conduisent à l’obtention de candidats médicaments chimiquement plus complexes 

présentant un poids moléculaire élevé, un nombre important de liaisons hydrogènes et/ou une 

lipophilie plus élevée. Ces propriétés contribuent à rendre les molécules moins perméables et moins 

hydrosolubles [Lipinski et al. 2000]. 
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En 1995, un système de classification biopharmaceutique ou BCS (Biopharmaceutics Classification 

System) a été proposé par Gordon Amidon et al. afin de classer les principes actifs en fonction de leur 

perméabilité et de leur hydrosolubilité. Cette classification comprend quatre groupes (Figure 1) dont 

deux d’entre eux comportent des substances à caractère lipophile mentionnées précédemment. Il 

s’agit des composés de classe II BCS (faible solubilité et forte perméabilité) et de classe IV BCS (faibles 

solubilité et perméabilité) [Amidon et al, 1995]. 
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Figure 1 : Classification biopharmaceutique des substances actives (BCS) selon Amidon et al [Amidon et al, 1995] 

 

La classification introduite par Amidon a par la suite inspiré d’autres auteurs. En effet, dès 2005, le 

système de classification biopharmaceutique pour la disposition des principes actifs ou BDDCS 

(Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System) a été proposé (Figure 2). Dans cette 

classification améliorée, la notion de perméabilité initialement utilisée dans le cadre de la BCS a été 

remplacée par celle du métabolisme. Comme les données de métabolisme vues au sens large du 

terme (réactions de phase I et de phase II) étant plus facilement accessibles que celles de la 

perméabilité, cette classification est plus représentative des phénomènes d’absorption, d’élimination 

et de transport du principe actif [Wu et al, 2005 ; Benet et al, 2008]. Dans cette nouvelle 

classification, la majorité des substances lipophiles des classes II et IV BCS se retrouvent 

respectivement dans les classes II et IV BDDCS. 
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Figure 2 : Classification biopharmaceutique pour la disposition des principes actifs (BDDCS) selon Benet et al [Benet et al, 
2008] 

 

1.2 Excipients pharmaceutiques 

Un excipient pharmaceutique correspond à toute substance autre que le principe actif ou la pro-

drogue qui rentre dans le procédé de fabrication ou la composition de la forme pharmaceutique 

finale. Mis à part les rôles de liant, de désintégrant, de diluant, de lubrifiant ou de conservateur, un 

excipient peut aussi être utilisé comme émulsifiant ou solubilisant. La mise en forme galénique de 

substances lipophiles et/ou faiblement perméables se réalise généralement à l’aide de solvants 

organiques miscibles à l’eau, de surfactants non-ioniques, de lipides insolubles dans l’eau, de 

liquides/semi-solides organiques, de cyclodextrines et de produits permettant un ajustement du pH. 

Au final, les mélanges principe actif/excipients sont idéalement formulés dans des capsules de 

gélatine d’un volume allant de 0,19 à 5,0 mL afin de permettre une administration par voie orale 

[Strickley et al, 2004]. 

Au sein de chacune de ces catégories d’excipients, il y a une grande diversité de produits présentant 

des propriétés physicochimiques variables et dont le choix peut être déterminant dans la formulation 

d’un principe actif. 

1.2.1 Les solvants organiques miscibles à l’eau ou « co-solvants » 

Les solvants organiques miscibles à l’eau (Tableau 1), également appelés co-solvants hydrosolubles, 

ont été utilisés dans de nombreuses formulations destinées à la voie orale pour solubiliser des 

substances lipophiles comme des agents anticonvulsivants, des substances antinéoplasiques ou 

encore des substances cardiotoniques. La majorité des excipients hydrosolubles sont d’origine 
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synthétique ou hémi-synthétique et peuvent se présenter sous diverses formes (glycéride, alcools, 

polyéthylène glycol 400 ou encore dénommé PEG 400,…) [Hauss et al, 2007]. Du fait de sa bonne 

tolérance, le PEG 400 est le solvant le plus couramment utilisé parmi les excipients autorisés et 

disponibles commercialement. Par contre, d’autres co-solvants sont moins couramment utilisés. A 

titre d’exemple, l’éthanol ne peut pas être utilisé à trop forte concentration dans les capsules molles. 

En effet, du fait de sa volatilité, il peut diffuser facilement à l’extérieur de ces dernières et conduire à 

une modification de la formulation. 

Rares sont les médicaments, comme le VePesid®, formulés avec seulement des solvants organiques 

hydrosolubles. En général, ces excipients sont associés à des surfactants et/ou des huiles [Strickley et 

al, 2004]. 

1.2.2 Les excipients huileux 

D’origine naturelle ou synthétique, ces excipients sont insolubles dans l’eau. Principalement utilisés 

comme agents solubilisants, ces excipients sont représentés principalement par des acides gras à 

longues chaînes, des triglycérides à chaînes longues et moyennes, des huiles et certaines vitamines 

liposolubles (Tableau 1). Ces excipients huileux sont utilisés dans des compositions de médicaments 

dont les substances actives ont des propriétés thérapeutiques antivirales, anti-acnéiques, anti-

lépreuses, antinéoplasiques, anticonvulsivants et hormonales [Strickley et al, 2004]. 

Les excipients lipophiles peuvent présenter des caractéristiques physicochimiques très diverses. En 

effet, les huiles naturelles se distinguent par leur mélange en triglycérides qui peuvent contenir des 

acides gras de longueur de chaîne et de degré d’insaturations variables. Ces paramètres influent 

beaucoup sur leur point de fusion [Hauss et al, 2007]. De plus, les triglycérides à chaînes longues et 

moyennes peuvent présenter des propriétés solubilisatrice et pharmacocinétique différentes en 

fonction des principes actifs concernés. Le seocalcitol, substance de la classe II de la classification 

biopharmaceutique, fait partie des molécules ne présentant pas de différences en termes de 

biodisponibilité et de solubilité que ce soit en présence de chaînes longues ou moyennes [Grove et 

al, 2005]. Ce fait n’est pas toujours observé avec d’autres substances actives. La longueur de chaîne 

des triglycérides présents dans la phase lipophile peut altérer la biodisponibilité des principes actifs 

faiblement hydrosolubles. A titre d’exemple, pour la cyclopsorine A, l’halofantrine et la cinnarizine, 

l’utilisation de triglycérides à longues chaînes permet d’obtenir une biodisponibilité supérieure à 

celle qui est obtenue en utilisant des triglycérides à chaînes moyennes. Ce phénomène peut être 

attribué soit à la stimulation de l’absorption par voie lymphatique soit à une meilleure solubilisation 

des principes actifs dans des micelles mixtes [Behrens et al, 1996 ; Caliph et al, 2000 ; Kaukonen et al, 

2004]. Inversement, pour la griséofulvine, la progestérone, le diazépam et le danazol, les triglycérides 
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à chaînes moyennes permettent une meilleure biodisponibilité. Les processus de digestion et les 

produits qui en résultent permettent d’expliquer ces observations du fait des différences d’affinité 

des lipases gastro-intestinales vis-à-vis des triglycérides (voir section 2.2.3.1) [Kaukonen et al, 2004 ; 

Dahan et al, 2006 ; Dahan et al, 2007]. Par conséquent, en termes de solubilisation, le choix des 

triglycérides peut avoir une forte influence pour la biodisponibilité des principes actifs. En général, 

les triglycérides à longues chaînes sont préférentiellement utilisés pour solubiliser des substances 

actives très lipophiles, alors que les triglycérides à chaînes moyennes sont généralement utilisés pour 

des molécules moins lipophiles. 

Toutefois, l’utilisation de triglycérides comparée à des composés plus amphiphiles n’a pas connu un 

grand essor. Les raisons principales résident dans leur faible capacité à solubiliser certaines 

molécules lipophiles, dans la nécessité d’une lipolyse afin de promouvoir le transfert des principes 

actifs vers la phase aqueuse et dans des problèmes de stabilité liés à la présence d’insaturations 

(doubles liaisons) [Porter et al, 2008]. 

1.2.3 Les surfactants non-ioniques 

Principalement d’origine semi-synthétique, les surfactants non-ioniques se définissent comme des 

composés amphiphiles, non chargés et capables de réduire la tension superficielle entre une phase 

aqueuse et une phase organique. Ils se caractérisent par leur balance hydrophile/lipophile ou HLB 

(balance hydrophile/lipophile) et leur concentration micellaire critique (CMC). L’HLB permet de 

caractériser les tendances hydrophiles et lipophiles d’un surfactant. Plus l’HLB est élevée, plus le 

surfactant possède un caractère hydrophile. Inversement, plus l’HLB est faible, plus le surfactant 

possède un caractère lipophile. Quant à la CMC, elle correspond à la concentration minimale pour 

que le surfactant forme des agrégats appelés micelles. Ces deux paramètres influent beaucoup sur la 

solubilisation de substances lipophiles. 

Les surfactants sont capables de s’auto-assembler sous formes de micelles mais aussi de rendre des 

systèmes composés d’huile et/ou de co-solvant, auto-émulsifiants. De plus, ces excipients jouissent 

d’une riche diversité de structures et de propriétés physicochimiques du fait des possibilités élevées 

de greffage et de polymérisation des glycérides ou des acides gras. Pour ces raisons, les surfactants 

non-ioniques sont largement utilisés dans la formulation de systèmes lipidiques [Strickley et al, 

2004]. 

De nombreux surfactants peuvent aussi agir comme promoteurs d’absorption en augmentant la 

fluidité membranaire des cellules épithéliales. Ce phénomène permet d’améliorer significativement 

la perméabilité transcellulaire de molécules lipophiles. Ainsi, en plus de leur propriété solubilisante, 
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les surfactants peuvent favoriser le passage de substances faiblement hydrosolubles au travers de la 

barrière intestinale (voir section 1.4.2.1) [Duizer et al, 1998]. 

Le Tableau 1 représente une liste non-exhaustive de surfactants non-ioniques utilisés dans le 

domaine pharmaceutique. Il est important de noter que certains excipients classés comme 

surfactants, peuvent être considérés et utilisés comme des huiles. En effet, le Labrafil® M1944CS qui 

a une valeur d’HLB environ égale à 3-4, peut agir aussi bien comme agent surfactant ou solubilisant 

huileux. 
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Tableau 1 : Excipients pharmaceutiques utilisés dans la formulation des systèmes lipidiques 

Catégorie Nom chimique Nom commun ou commercial HLB CMC (% m/m) 

Solvants organiques 
miscibles à l’eau 

PEG 300, PEG 400    

Ethanol    

Propylène glycol    

Glycérine    

…    

Excipients huileux Acide oléique    

Triglycérides à chaînes longues Huile de maïs, huile de ricin, Peceol®, 
Maisine®… 

  

Triglycérides à chaînes moyennes Labrafac®, Miglyol® 810, Miglyol® 812, 
Crodamol® GTCC-PN, 

  

Vitamines liposolubles d-α-tocophérol (vitamine E)   

…    

Surfactants non-ioniques Polysorbate Tween® 20, 
Tween® 80 

16,1 
15,0 

 
0,005 

Dérivés d’huile de ricin polyoxyéthylénés Cremophor® EL, Cremophor® ELP 
Cremophor® RH40 

12-14 0,009 

Mono-, di- et triglycérides et mono- et 
diesters de PEG 

Labrafil® M1944CS, 
Labrafil® M2125CS, 
Labrasol®, 
Gelucire® 44/14 

3-4 
3-4 
14 
14 

0,005 

Succinate de polyéthylène glycol 1000 de 
d-α tocophérol  

Vitamine E TPGS® 13 0,02 

Hydroxystéarate de PEG-15 Solutol® HS15 14-16 0,005-0,02 

Poloxamère Pluronic®   

…    
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1.2.4 Les cyclodextrines 

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques présentant une cavité centrale hydrophobe et 

une surface externe hydrophile. Ces sucres sont capables de solubiliser des substances lipophiles en 

les logeant au sein de leur cavité hydrophobe [Strickley et al, 2004]. Ces excipients ne seront pas 

traités plus en détail dans ce manuscrit du fait de leur caractère « non lipidique ». 

Au final, la diversité des excipients pharmaceutiques permet la formulation de substances peu 

solubles dans une phase aqueuse. Elle donne aussi l’opportunité d’agir sur plusieurs paramètres 

(HLB, CMC, proportion huile/surfactant…) afin d’optimiser une forme pharmaceutique et de conduire 

à une efficacité in vivo adéquate. 

1.3 Systèmes lipidiques 

L’idée du développement des systèmes lipidiques en tant que forme pharmaceutique vient 

d’observations faites sur des patients prenant leur traitement accompagné de repas riches en 

graisses. Il a été effectivement rapporté que la biodisponibilité orale de principes actifs lipophiles 

comme le danazol est augmentée lorsque l’administration de ce dernier est accompagnée d’aliments 

gras. Ces derniers permettent entre autres de rallonger le temps de vidange gastrique et ainsi de 

favoriser la solubilisation et l’absorption de la substance active au niveau du tractus gastro-intestinal 

[Sunesen et al, 2005]. Ainsi, les formes pharmaceutiques à base de lipides ont permis très 

rapidement la formulation de substances lipophiles. Ces formes présentent des propriétés 

particulières. Elles peuvent modifier la composition du contenu gastro-intestinal, interagir avec des 

transporteurs membranaires et/ou stimuler le transport des principes actifs par la voie lymphatique 

[Porter et al, 2007]. Ainsi, leur capacité à améliorer la biodisponibilité orale de principes actifs peu 

hydrosolubles ou lipophiles a contribué à leur essor. De plus, ils apportent une alternative 

intéressante par rapport aux formes injectables et permettent, du fait de leur administration orale 

sous forme de capsules molles ou dures, d’améliorer la compliance des patients. Enfin, dans la 

formulation de peptides thérapeutiques, ces systèmes apportent une protection vis-à-vis des 

dégradations enzymatiques [Gao et al, 1998 ; Porter et al, 2008]. 

1.3.1 Le système de classification des systèmes lipidiques 

En 2000, Pouton a établi un système de classification des systèmes lipidiques. Amélioré par la suite 

en 2006, ce système regroupe les formulations en fonction de leur composition, de leur 

comportement lors d’une dilution et de la distribution granulométrique des entités colloïdales 

formées au contact d’une phase aqueuse. Cette classification se compose de quatre types de 

formulations (Tableau 2) [Pouton et al, 2000 ; Pouton et al, 2006]. 
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Tableau 2 : Classification des systèmes lipidiques selon Pouton [Pouton et al, 2006] 

 Type I Type II Type III A Type III B Type IV 

Composition des formulations (%, m/m)      
Excipients lipophiles 100 40-80 40-80 <20 - 
Surfactants lipophiles (HLB<12) - 20-60 - - 0-20 
Surfactants hydrophiles HLB>12) - - 20-40 20-50 30-80 
Co-solvant 
 

- - 0-40 20-50 0-50 

Autres dénominations 
 

 SEDDS SMEDDS®  

Taille des particules dispersées 
 

 >100nm <100nm 50-100nm 

 

Les formulations de type I correspondent à des systèmes comportant une forte proportion de phase 

lipophile (triglycérides…). De très faibles concentrations de surfactants (de l’ordre de 1%) peuvent 

être présentes pour des raisons de stabilité. Ces systèmes présentent les avantages d’être 

biocompatibles et simples à préparer. Mais ils ne permettent généralement ni une bonne dispersion 

ni une nette amélioration de la biodisponibilité du principe actif. En fait, ce ne sont pas au sens strict 

du terme des systèmes auto-émulsionnés contrairement aux formulations de type II. Ces dernières 

sont aussi connues sous le nom de SEDDS (Self-Emulsifying Drug Delivery Systems). Ils correspondent 

à des mélanges isotropiques d’une phase huileuse et de surfactants lipophiles (HLB<12) formant une 

émulsion L/H en contact d’une phase aqueuse. La proportion de surfactants utilisés est en général 

supérieure à 25%. Une forte proportion de surfactants peut amener à des difficultés d’émulsification 

du fait de la formation au niveau de l’interface huile/eau, de gels plus ou moins visqueux en fonction 

du surfactant utilisé. Ces systèmes conviennent tout à fait à la formulation de principes actifs 

lipophiles qui peuvent par la suite être encapsulés dans des capsules molles ou des gélules 

constituant des formes orales adaptées à la thérapeutique. Ces systèmes se distinguent par leur 

lipophilie et leur capacité d’auto-émulsification. Les formulations de type III, aussi connues sous le 

nom de SMEDDS® (Self-MicroEmulsifying Drug Delivery Systems), incorporent une phase huileuse, 

des surfactants plus hydrophiles et des co-solvants (éthanol, polyethylene glycol…) [Pouton et al, 

2006]. Les SEDDS (Type II) et les SMEDDS® (Type III) se distinguent par la clarté optique de la 

dispersion résultante de leur mise en contact avec une phase aqueuse et de la taille des particules 

qui s’y sont formées. Ainsi, les SEDDS permettent l’obtention de dispersions plutôt opaques avec des 

particules de tailles supérieures à 100 nm de diamètre, tandis que les SMEDDS® confèrent la 

formation de particules plus petites avec une taille inférieure à 100 nm et l’obtention d’une 

dispersion optiquement transparente ou légèrement opalescente. Enfin, les formulations de type IV 

contiennent une forte quantité de surfactants hydrophiles et/ou de co-solvant. Mais elles 
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n’incorporent pas d’excipients lipophiles et se caractérisent par leur forte hydrophilie [Porter et al, 

2008]. 

A ce jour, les principaux systèmes lipidiques destinés à être encapsulés dans une forme solide 

(gélules ou capsules molles) pour administration orale, peuvent être classés en deux grands groupes : 

 Les systèmes auto-émulsifiants, qui se retrouvent parmi les formulations de type II et III. 

 Les systèmes micellaires, assimilables aux formulations de type IV. 

1.3.2 Systèmes auto-émulsifiants 

Les systèmes auto-émulsifiants regroupent les SEDDS (type II) et les SMEDDS® (type III). Ils ont été 

largement utilisés en vue d’améliorer la biodisponibilité orale de substances actives faiblement 

hydrosolubles. Ces formulations auto-émulsifiantes correspondent à des mélanges isotropiques 

d’huiles avec des surfactants et/ou des co-solvants qui ont la propriété de s’émulsifier spontanément 

au contact des fluides gastro-intestinaux afin de former des émulsions ou des microémulsions L/H 

[Constantinides et al, 1995 ; Pouton et al, 1997 ; Gursoy et al, 2004]. Ces microémulsions 

correspondent à des dispersions isotropiques et thermodynamiquement stables. Ces entités formées 

in situ au niveau du tractus gastro-intestinal assurent la solubilisation du principe actif [Strickley et al, 

2004]. 

Ces systèmes présentent l’avantage de pouvoir incorporer une plus forte quantité de principes actifs 

lipophiles qu’avec des systèmes non émulsionnés de type I [Pouton et al, 2000]. Une émulsification 

rapide de ces systèmes sous une agitation modérée et en présence d’une phase aqueuse comme les 

fluides gastro-intestinaux génère une grande surface de contact pour la formulation. Ceci contribue à 

améliorer le taux d’absorption de la substance active et permet d’obtenir des profils d’absorption 

plus reproductibles [Porter et al, 2008]. 

Les SEDDS et les SMEDDS® ont largement contribué à l’amélioration de la biodisponibilité orale de 

nombreux principes actifs faiblement hydrosolubles. L’un des exemples de SMEDDS® le mieux connu 

et commercialement disponible est le Neoral®. Il s’agit d’une formulation de la cyclosporine A, 

substance utilisée comme immunosuppresseur. Composé d’huile de maïs comme phase huileuse, 

d’huile de ricin hydrogénée et polyethoxylénée comme surfactant (Cremophor® RH40), d’éthanol et 

de propylène glycol comme co-solvant, cette spécialité pharmaceutique permet au contact des 

fluides gastro-intestinaux une dispersion rapide et thermodynamiquement stable de la cyclosporine 

A avec des tailles de particules inférieures à 100 nm. Par rapport à une autre spécialité de la 

cyclosporine A non formulée sous forme de SMEDDS® (Sandimmun®), le Neoral® permet une bonne 

dispersion de la substance active. Cette propriété permet d’expliquer la meilleure absorption et la 
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réduction des variations inter- et intra-patients de la biodisponibilité observées après administration 

orale du Neoral® [Mueller et al, 1994 ; Kovarik et al, 1994+. D’autres phénomènes peuvent aussi 

expliquer ces observations. En fait, certains excipients du Neoral® peuvent agir sur les phénomènes 

de résistance médicamenteuse qui se développent au cours d’un traitement. Ce point sera abordé 

plus en détail dans une partie ultérieure (voir section 1.4.2). 

Les principaux systèmes auto-émulsifiants commercialisés sont le Néoral® (cyclosporine), le Norvir® 

(ritonavir) et le Fortovase® (saquinavir). 

1.3.3 Formes micellaires 

Les formes micellaires correspondent à des formulations de type IV. Elles permettent de solubiliser 

une quantité plus importante de principe actif par rapport aux formulations de type I et, tout comme 

les formulations de type III, de très fines dispersions sont obtenues au contact d’un milieu aqueux. 

Ces caractéristiques semblent permettre une libération rapide des principes actifs de la formulation 

et une meilleure absorption [Gao et al, 1998]. En pratique, la dispersion de ces systèmes ne se fait 

pas aisément. Dans une étude sur les systèmes micellaires, deux formulations du danazol contenant 

uniquement du Cremophor® RH 40 ou du Cremophor® EL n’ont présenté étonnement qu’une faible 

biodisponibilité par voie orale. En comparant l’administration du danazol à l’aide d’une capsule molle 

et celle d’une solution micellaire pré-dispersée, il fut observé que la forme pré-dispersée était plus 

efficace. Ceci permet de conclure qu’une telle formulation présente une très faible capacité de 

dispersion [Cuiné et al, 2008]. Ces données sont en accord avec des études préliminaires montrant 

qu’un gel visqueux se forme à la surface des surfactants en cours de dissolution. Ce phénomène 

limite la pénétration de l’eau dans la masse de surfactants et réduit ainsi le pouvoir de dispersion et 

de dissolution des formulations riches en surfactants [Gursoy et al, 2004]. Par la suite, les mêmes 

auteurs ont étudié l’impact de l’ajout d’un co-surfactant à ce type de formulation afin d’améliorer la 

dispersion du système. Il en a résulté une amélioration du pouvoir dispersant comparé à une 

formulation ne comportant qu’un seul surfactant. L’association d’un co-surfactant ne permet pas 

d’obtenir de meilleurs résultats en termes de biodisponibilité qui sont, par contre, observés avec 

l’association avec des triglycérides à longues chaînes (SEDDS ou SMEDDS®) [Cuiné et al, 2008]. Ceci 

suggère que l’inclusion d’une faible quantité de lipides sensibles à la lipolyse serait nécessaire pour 

une absorption maximale du principe actif. 

A ce jour, peu d’études comparatives ont été menées par rapport aux formulations de type II et III. 

Cependant, des spécialités commerciales de formulation de type IV sont disponibles sur le marché. 

Un inhibiteur de protéase du VIH, l’amprenavir, présenté sous forme de capsule molle et 

commercialisé sous le nom d’Agenerase®, en est un exemple. L’Agenerase® est composé de Vitamine 
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E TPGS® en tant que surfactant, de PEG 400 et de propylène glycol en tant que co-solvant [Strickley 

et al, 2004 ; Porter et al, 2008]. 

1.4 Mécanismes amenant à une amélioration de la biodisponibilité par 

voie orale 

La faible biodisponibilité de certains médicaments administrés par la voie orale s’explique souvent 

soit par des problèmes de solubilité inhérents aux propriétés physicochimiques de la substance 

active (voir section 1.1) soit par des phénomènes de résistances médicamenteuses. 

Un principe actif ne peut franchir les membranes biologiques que s’il est solubilisé au niveau des 

fluides gastro-intestinaux [Porter et al, 2007]. Les composés de la classe II et IV BCS (voir section 1.1) 

sont les plus concernés par les problèmes de trop faible solubilité [Amidon et al, 1995]. La forte 

lipophilie de ces composés constitue un obstacle majeur dans l’obtention d’une bonne 

biodisponibilité par voie orale. Pour résoudre ces problèmes, une grande variété d’excipients 

solubilisants peut être utilisée [Dressman et al, 2000 ; Strickley et al, 2004]. 

De nombreuses substances actives font l’objet de résistances médicamenteuses développées par 

l’organisme. Initialement, ces réactions physiologiques ont un but de protection vis-à-vis de 

substances exogènes potentiellement toxiques. Elles se manifestent généralement par une activité 

synergique des phénomènes d’efflux et de réactions de métabolisation pré-systémique. Ces deux 

mécanismes contribuent fortement à diminuer la biodisponibilité orale de nombreux principes actifs 

[Benet et al, 2001 ; Benet et al, 2004 ; Sun et al, 2004]. 

1.4.1 Augmentation de la solubilité des principes actifs 

La solubilité d’un principe actif lipophile peut être augmentée par la mise au point de systèmes 

lipidiques utilisant des excipients solubilisants comme les surfactants non-ioniques, les excipients 

lipophiles, les co-solvants ou encore les cyclodextrines (voir section 1.2.4) [Strickley et al, 2004]. Ces 

excipients permettent de réduire les forces intermoléculaires qui sont en jeu lorsque le principe actif 

est sous forme solide et ainsi d’améliorer son taux de solubilisation [Porter et al, 2007]. 

Comme mentionné précédemment (voir section 1.3), une alimentation riche en lipides peut 

augmenter la solubilisation et la biodisponibilité de certains principes actifs. De plus, les systèmes 

lipidiques peuvent aussi augmenter leur dissolution gastro-intestinale en stimulant divers processus 

physiologiques. Ils peuvent favoriser la sécrétion endogène de sels biliaires ou de phospholipides. La 

combinaison de lipides exogènes et endogènes peut amener à la formation d’entités colloïdales 

comme des micelles mixtes permettant de solubiliser le principe actif [Porter et al, 2007]. 
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Pour évaluer l’efficacité de l’effet solubilisant des formulations, il existe des milieux de dissolution 

permettant de prédire le comportement in vivo d’un principe actif peu soluble dans l’eau. Ces milieux 

permettent d’étudier la solubilité d’une molécule dans l’estomac ou dans l’intestin. De plus, il est 

possible de simuler les conditions « à jeun » ou « après un repas » en faisant varier leur composition 

et leur osmolarité. Ces solutions qui seront traitées dans le chapitre suivant (voir section 2.1.2), 

contiennent du taurocholate de sodium, de la lécithine, de l’acide acétique et divers sels. Ces essais 

de dissolution présentent une bonne corrélation in vitro /in vivo. Ces essais donnent des résultats 

d’autant plus exacts pour les substances de la classe II BCS. Par conséquent, ces essais peuvent 

s’avérer particulièrement utiles lors du développement d’une formulation [Dressman et al, 2000]. La 

détermination de la perméabilité in vitro utilisant des modèles d’absorption intestinale comme celui 

des cellules Caco-2 (voir section 2.2.1.1.3), peuvent être mis à profit pour étudier la solubilité. Ces 

essais de perméabilité ne permettent pas d’évaluer directement la solubilisation du principe actif. 

Une amélioration du passage au travers de la monocouche cellulaire signifie que les différents 

composants de la formulation ont permis une dissolution efficace de la substance [Saha et al, 2000]. 

Ces essais in vitro présentent beaucoup d’intérêts parce qu’en plus d’étudier les phénomènes de 

solubilisation, ils permettent aussi de diminuer le nombre d’expérimentations animales. 

1.4.2 Impacts sur les phénomènes de résistance médicamenteuse 

Pour de nombreuses pathologies, le développement de phénomènes de résistance médicamenteuse 

est un problème majeur. De nombreux principes actifs comme les agents anticancéreux voient leur 

biodisponibilité par voie orale diminuée suite à des phénomènes d’efflux et de métabolisation pré-

systémique. Les phénomènes d’efflux sont médiés par des transporteurs très peu spécifiques 

présents au niveau de l’épithélium intestinal. Ces protéines transportent les principes actifs du milieu 

intracellulaire vers le milieu extracellulaire, empêchant de cette façon leur absorption [Sun et al, 

2004 ; Chan et al, 2004]. Les réactions de métabolisation contribuent aussi par des réactions 

enzymatiques à diminuer la biodisponibilité d’une substance active en le dégradant en métabolite 

inactif [Benet et al, 2004] 

1.4.2.1 Les protéines d’efflux 

Les transporteurs membranaires les plus largement connus et impliqués dans les phénomènes 

d’efflux appartiennent à la superfamille des protéines ABC (ATP-Binding Cassette). Ces protéines 

utilisent l’ATP comme source d’énergie pour pouvoir assurer le transport unidirectionnel de leur 

substrat. Cette superfamille se subdivise en plusieurs sous-familles de protéines classées en fonction 

de leur homologie de séquence. Parmi ces groupes, les transporteurs responsables du phénomène 

d’efflux sont la p-glycoprotéine (p-gp), la « Multi-Resistance Protein 2 » (MRP 2) et la Breast Cancer 

Resistance Protein (BCRP). Localisés sur le pôle apical des cellules épithéliales, ces transporteurs 
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jouent donc un rôle important dans le devenir de certains médicaments dans l’organisme *Chan et al, 

2004]. 

La p-gp est une protéine de 170-180 kDa possèdant une partie cytosolique renfermant le site de 

fixation de l’ATP nécessaire à l’efflux *Sun et al, 2004]. Cette protéine est fortement exprimée dans 

les tumeurs cancéreuses mais également dans de nombreux tissus normaux tels que l’épithélium 

intestinal, la barrière hémato-encéphalique, le foie ou le rein. Au niveau des tissus normaux, la p-gp 

détient un rôle d’excrétion ou de barrière protectrice vis-à-vis de l’organisme en limitant l’absorption 

de substances exogènes ou de toxines. Cependant, elle participe aussi aux phénomènes de résistance 

médicamenteuse en effluant de nombreux principes actifs. Cette résistance est surtout rencontrée 

au niveau des cellules cancéreuses où la p-gp est généralement fortement exprimée. La p-gp possède 

une large spécificité. Toutefois, la majorité des substrats de la p-gp partagent une structure 

commune. Ils possèdent généralement un caractère organique amphiphatique avec une partie plane 

hydrophobe et sont neutres ou chargés positivement [Chan et al, 2004]. Les principes actifs 

concernés appartiennent à des classes thérapeutiques très diverses (anticancéreux, antiviraux, 

antibiotiques…) (Tableau 3). Cette propriété d’efflux associée à sa très grande diversité de 

localisation, d’expression et à sa faible spécificité, fait de la p-gp une des principales protéines 

impliquées dans les phénomènes de résistance médicamenteuse [Sun et al, 2004 ; Chan et al, 2004]. 

A ce jour, 13 transporteurs MRP ont été découverts. Seule la protéine MRP2 est exprimée sur le pôle 

apical des cellules épithéliales intestinales et participe ainsi à l’efflux. Ces derniers présentent aussi 

une large spécificité de substrats. MRP2 permet l’efflux de nombreuses substances actives comme 

les anticancéreux, les inhibiteurs de protéases anti-VIH ou encore des fluoroquinolones (Tableau 3) 

[Chan et al, 2004]. De plus, cette spécificité se superpose à celle de la p-gp, bien qu’elle en reste 

distincte. La MRP2 peut exercer un effet synergique avec la p-gp lorsque son expression et sa 

compatibilité de substrats sont similaires [Taipalensuu et al, 2001 ; Chan et al, 2004]. 

La BCRP est une protéine de 72 kDa qui, à la différence de la p-gp et de la MRP2, ne possède qu’un 

seul site de fixation à l’ATP. Cette protéine est très largement exprimée au niveau de la membrane 

plasmique des cellules néoplasiques. Elle est aussi localisée au niveau des tissus normaux comme le 

placenta, l’épithélium intestinal ou les vaisseaux sanguins. Également impliquée dans l’efflux de 

diverses molécules dont de nombreuses substances actives (Tableau 3), la BCRP a préférentiellement 

pour substrat des composés neutres ou chargés négativement et des métabolites sulfatés. Le rôle de 

la BCRP et de la MRP2 pourrait être sous-estimé par rapport à celui de la p-gp parce qu’en fonction 

de la localisation sur le tractus gastro-intestinal, leur expression peut être bien supérieure à celle de 
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la p-gp. Ainsi, leurs implications dans les phénomènes de résistance médicamenteuse n’est pas 

négligeable [Chan et al, 2004 ; Mao et al, 2005 ; Gutmann et al, 2005 ; Taipalensuu et al, 2001]. 

Tableau 3 : Exemples de principes actifs reconnus pour être sensibles au phénomène d’efflux [Chan et al, 2004] 

 p-gp MRP2 BCRP 

Anticancéreux    
Vinblastine Substrat Substrat  
Vincristine Substrat Substrat  
Daunorubicine Substrat  Substrat 
Doxorubicine Substrat Substrat Substrat 
Etoposide Substrat Substrat Substrat 
Teniposide   Substrat 
Cisplatin  Substrat  
Methotrexate Substrat  Substrat 
Mitoxantrone Substrat  Substrat 
Paclitaxel Substrat   
Topotecan Substrat  Substrat 

β-bloquants    
Celiprolol Substrat   
Talinolol Substrat   

Antiviraux    
Indinavir Substrat Substrat  
Nelfinavir Substrat   
Ritonavir Substrat Substrat  
Saquinavir Substrat Substrat  
Adefovir  Substrat  
Cidofovir  Substrat  

Antibiotiques    
Ciprofloxacine    
Grepafloxacine Substrat Substrat  
Sparfloxacine Substrat   
Levofloxacine Substrat   
Erythromycine Substrat   

 

Le chevauchement des spectres d’activité de ces 3 transporteurs d’efflux fait qu’une seule et même 

molécule, substrat de ces protéines, peut rencontrer des difficultés majeures à franchir la barrière 

intestinale. De plus, ces difficultés sont amplifiées, lorsque la substance active est sensible aux 

enzymes de métabolisation pré-systémique. 

1.4.2.2 Les enzymes de métabolisation intestinale 

Lors des études du métabolisme des médicaments, une grande importance est souvent apportée à 

l’activité hépatique. Par contre, l’activité du métabolisme intestinal ou pré-systémique n’est pas 

étudiée en routine et cette négligence peut s’avérer lourde de conséquences dans des études de 

prédiction in vitro /in vivo. En effet, une grande partie des substances de la classe II BDDCS (voir 

section 1.1) est métabolisée au niveau de l’intestin. Parmi ces substances, de nombreux 
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immunosuppresseurs, benzodiazépines et antiviraux sont retrouvés. Au niveau intestinal, les 

réactions de métabolisation qui ont lieu, impliquent des enzymes de phase I et II comme celles de la 

superfamille des cytochromes P450 ou des glutathion-S-transférases. La CYP3A, une sous-famille des 

cytochromes P450, comporte la CYP3A4, une enzyme exprimée de façon prédominante au niveau de 

l’intestin. Elle représente environ 80% de tous les cytochromes P450 intestinales. Cette sous-famille 

se caractérise par leur très large spécificité de substrats et détient un rôle majeur dans la 

métabolisation médicamenteuse chez l’homme. 40-50% des principes actifs commercialisés font 

l’objet d’une réaction d’oxydation par ces enzymes. De plus, leur expression peut être induite par 

l’administration chronique de principes actifs de natures diverses comme des anticonvulsivants, des 

glucocorticoïdes ou certains antibiotiques. Comme ces inductions sont propres à chaque 

thérapeutique, elles peuvent différer d’un individu à l’autre. Ceci permet aussi d’expliquer les 

variabilités d’expression interindividuelle des CYP3A *Thummel et al, 1998 ; Galetin et al, 2006]. Par 

conséquent, les réactions de métabolisation pré-systémique sont des facteurs importants à prendre 

en compte dans l’étude des résistances médicamenteuses parce que les CYP3A intestinales peuvent 

agir sur la biodisponibilité (potentielles interactions médicamenteuses…) de nombreuses substances 

actives de façon très variable en fonction de leur degré d’expression propre à chaque individu 

[Thummel et al, 1998]. 

A ce jour, il n’existe pas de modèle in vitro approprié afin de prédire fidèlement les réactions de 

métabolisation pré-systémique. Un tel modèle devrait tenir compte de nombreux facteurs comme la 

variation d’expression des enzymes le long du tractus gastro-intestinal, les différences 

interindividuelles d’activité et le rôle du phénomène d’efflux [Galetin et al, 2006]. Quelques modèles 

de prédiction in vitro mettant en jeu des microsomes humains ont été proposés [Obach et al, 2006]. 

Toutefois ces tests sont loin de tenir compte des facteurs cités précédemment. 

Un autre phénomène visant à diminuer encore plus l’absorption des substances actives est la 

synergie qui existe entre la CYP3A4 et la p-gp au niveau de l’épithélium intestinal. En effet, la p-gp 

permet d’augmenter l’exposition du principe actif à la métabolisation par la CYP3A4 à travers des 

cycles répétés d’absorption et d’efflux *Benet et al, 2001 ; Sun et al, 2004]. Cette synergie est 

amplifiée par le fait que ces deux protéines partagent de nombreux substrats communs [Chan et al, 

2004 ; Wu et al, 2005] et que leurs gènes sont largement exprimés tout le long du tractus gastro-

intestinal [Thörn et al, 2005]. 

1.4.2.3 Activité modulatrice des excipients sur les phénomènes de résistance 

Tous les excipients ne sont pas nécessairement de nature inerte. Certains peuvent être considérés 

comme des « excipients fonctionnels ». Cette fonctionnalité s’exprime généralement par des 
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modifications des activités métaboliques et/ou de transport. En effet, ces excipients possèdent des 

propriétés physicochimiques propres permettant de moduler les phénomènes de résistance 

médicamenteuse. Ils peuvent agir sur les CYP3A et les protéines d’efflux par des mécanismes très 

variés [Strickley et al, 2004]. 

Pour bloquer les pompes d’efflux (p-gp, MRP2, BCRP), les excipients peuvent agir de différentes 

manières. Ils sont entre autre capables de s’y lier de façon compétitive ou non, de perturber la 

fluidité de la membrane plasmique ou de priver ces transporteurs d’énergie en créant une déplétion 

en ATP (Figure 3). 

La majorité des surfactants non-ioniques inhibent la p-gp en modifiant la fluidité de la bicouche 

phospholipidique constituant la membrane plasmique. Leur insertion à ce niveau peut altérer 

l’arrangement physiologique de la membrane et ainsi celui des protéines d’efflux. En fonction de la 

structure du surfactant, ces modifications peuvent se faire dans le sens d’une augmentation ou dans 

celui d’une diminution de la fluidité et, par conséquent, entrainent une perte de la fonctionnalité des 

protéines d’efflux. Une étude a montré que l’HLB optimale (voir section 1.2.3) pour obtenir une 

bonne activité sur les protéines d’efflux, devrait préférentiellement être située entre 10 et 17 [Lo et 

al. 2003]. Ces perturbations ont été notamment observées avec le Labrasol® [Lin et al, 2007], la 

Vitamine E TPGS®, le Cremophor® EL, le Solutol® HS15 [Cornaire et al, 2004], le Pluronic® P85 

[Yamagata et al, 2007], les polysorbates 20 et 80 [Yamazaki et al, 2000], des PEG de poids 

moléculaires très variés et des esters de PEG et d’alcool gras ou acide gras de longueurs de chaînes 

intermédiaires [Lo et al, 2003 ; Shen et al, 2006]. En plus de leur impact sur la membrane plasmique, 

certains de ces excipients comme le Cremophor® EL ou le polysorbate 80 peuvent exercer leurs effets 

inhibiteurs en se liant directement à la p-gp [Cornaire et al, 2004]. Enfin, il existe aussi des excipients 

qui agissent intra-cellulairement au niveau des mitochondries. Ces derniers bloquent la production 

endogène d’ATP et ainsi inhibent indirectement l’efflux par les transporteurs ABC et certaines 

activités métaboliques (Figure 3). Les poloxamères (Pluronic® P85) et la Vitamine E TPGS® sont bien 

connus pour épuiser les réserves intracellulaires d’ATP. En conséquence, ces excipients présentent 

un double intérêt en formulation : ils permettent de priver en énergie les pompes d’efflux ATP-

dépendant tout en les inhibant par modification de la fluidité membranaire [Kabanov et al, 2002 ; 

Collnot et al, 2007]. 

La concentration en surfactants est aussi un paramètre important pour inhiber les protéines d’efflux. 

Ces excipients agissent généralement sous forme de monomères. Ainsi, pour avoir une inhibition 

efficace, il a été rapporté, notamment pour le Pluronic® P85, que la concentration doit être en 

dessous de la CMC (voir section 1.2.3) [Nerurkar et al, 1997 ; Kabanov et al, 2002 ; Lo et al, 2003]. 
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Au niveau des microsomes cellulaires, l’activité de la CYP3A4 peut y être inhibée de plus de 50% par 

différents types d’excipients comme des surfactants, des polymères ou encore des antioxydants. 

Néanmoins, ce sont surtout les surfactants (Cremophor® EL, polysorbate 80) qui montrent les 

meilleures propriétés inhibitrices. En effet, le polysorbate 20 montre une activité inhibitrice 

particulièrement forte. De ce fait, l’impact des excipients sur la CYP3A4 est un paramètre à prendre 

en considération lors de la formulation de médicaments sensibles aux réactions de métabolisation 

intestinale [Ren et al, 2008 ; Ren et al, 2009]. 

Nous avons vu précédemment (voir section 1.3) que formuler des principes actifs faiblement 

hydrosolubles dans des SMEDDS® permettait d’améliorer significativement la biodisponibilité orale 

de certaines de ces substances et aussi de réduire leurs variabilités inter- et intra-patients. Ceci est 

souvent lié à une meilleure solubilisation de la substance active mais aussi à une activité plus 

« pharmacologique » des excipients. La cyclosporine A est un bon exemple de molécule peu soluble 

dans l’eau et faisant l’objet d’efflux et de métabolisation par les CYP3A. Dans une formulation orale 

commercialisée sous le nom de Neoral®, ce principe actif est formulé avec du Cremophor® RH40 

(huile de ricin polyethoxylénée) qui détient un triple rôle. Il permet de maintenir la cyclosporine A 

sous forme solubilisée après ingestion tout en contribuant à l’atténuation des phénomènes de 

résistance médicamenteuse en inhibant la p-gp [Cornaire et al, 2004] et CYP3A4 [Ren et al, 2008]. 

Des mécanismes similaires sont suggérés pour expliquer l’augmentation de la biodisponibilité orale 
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d’un certain nombre de substrats lipophiles de la p-gp et/ou des CYP3A comme le talinolol et le 

saquinavir. Respectivement, ces deux principes actifs ont été formulés avec de la Vitamine E TPGS® 

et du Cremophor® EL comme surfactants connus pour leur effet sur la p-gp [Bogman et al, 2005 ; 

Martin-Facklam et al, 2002]. 

Au final, la compréhension des mécanismes permettant d’augmenter la biodisponibilité orale de 

substances actives lipophiles constitue un réel progrès et permet de mettre en place des stratégies 

de formulation plus efficace [Porter et al. 2008]. 
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Chapitre 2: Caractérisation des systèmes lipidiques 

et leur stratégie de formulation 

2.1 Propriétés Physicochimiques 

Une formulation à base d’excipients lipidiques possède ses propres caractéristiques 

physicochimiques qui varient en fonction de la nature et de la proportion de ses composants. Deux 

de leurs principales propriétés sont souvent étudiées lors de la caractérisation et de l’évaluation 

d’une formulation. Ces propriétés correspondent à : 

 La taille et la distribution granulométrique des entités colloïdales formées après dispersion 

dans la phase aqueuse. 

 La capacité de la formulation à solubiliser le principe actif dans des milieux de dissolution 

spécifiques et stimulant les conditions in vivo. 

2.1.1 Granulométrie 

Après administration par voie orale, les gélules ou les capsules molles libèrent au niveau du tractus 

gastro-intestinal un système lipidique qui aura tendance à s’émulsifier et à former des colloïdes dans 

lesquels le principe actif est dissout. La taille de ces entités colloïdales peut être mesurée par 

granulométrie laser ou DLS (Dynamic Light Scattering). Cette technique d’analyse permet aussi la 

mesure de l’indice de polydispersité qui donne une estimation de la distribution des tailles des 

entités colloïdales présentes dans la phase dispersante. Étudié depuis longtemps, ce paramètre de 

taille est d’ailleurs utilisé comme un des critères du système de classification des formulations 

lipidiques proposé par Pouton en 2000 (voir section 1.3.1) [Pouton et al, 2000]. 

Les avis concernant la relation entre de la taille de ces colloïdes et l’amélioration de l’absorption de la 

substance active, divergent. Porter et al. considèrent que la performance d’une formulation est très 

faiblement liée à la taille des particules dispersées au niveau des fluides gastro-intestinaux et que 

cette performance dépend plutôt des mécanismes de solubilisation, de dispersion et de digestion 

lipidique [Porter et al, 2007]. Par contre, d’autres auteurs suggèrent qu’une taille de particules 

réduite augmentant la surface de contact du principe actif ainsi qu’un faible indice de polydispersité 

seraient en faveur d’une meilleure absorption. Cet effet s’expliquerait par une perturbation de la 

fluidité membranaire initiée par la grande proportion de surfactants nécessaire à cette réduction de 

taille (voir section 1.4.2.3). Une telle corrélation a été notamment observée avec des polysorbates, 

des sucro-esters et des esters de sorbitane et d’acides gras [Gao et al, 1998 ; Koga et al, 2000 ; Koga 

et al, 2002 ; Cui et al, 2005]. De plus, l’obtention de fines gouttelettes associée à une faible 

polydispersité est garante d’une meilleure stabilité des entités colloïdales formées [Hong et al, 2006]. 
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Néanmoins, la capacité à produire une fine dispersion de gouttelettes n’est pas nécessairement 

garante d’une biodisponibilité optimale. Le critère de lipolyse (voir section 2.2.3) reste 

incontournable. Une étude comparative sur l’efficacité de systèmes auto-émulsifiants formant des 

particules de tailles plus grandes que celles fournies par une formulation composée uniquement de 

surfactants (type IV), a été menée. Elle a montré que la formation d’entités colloïdales de taille très 

réduite n’aboutit pas forcément à une meilleure absorption mais que la présence de triglycérides 

dans la formulation peut s’avérer utile [Nielsen et al, 2008]. 

L’intérêt de mesurer ce paramètre permet d’estimer l’efficacité de la forme pharmaceutique et 

surtout de donner une idée sur ses capacités à faire passer la substance active au travers des 

membranes biologiques. 

2.1.2 Milieux de dissolution 

Bien que le principe actif soit solubilisé dans la formulation, il est possible qu’il précipite en arrivant 

au niveau de l’estomac ou de l’intestin. Afin de mieux prédire ces phénomènes de précipitation, il a 

été vu précédemment (voir section 1.4.1) qu’il existe quatre milieux de dissolution simulant 

l’environnement gastro-intestinal : le milieu « SGF » mimant le contenu gastrique à jeun, le milieu 

« Milk » mimant le contenu gastrique après un repas, le milieu « FaSSIF » mimant le contenu 

intestinal à jeun et le milieu « FeSSIF » mimant le contenu intestinal après un repas. L’état post 

pandriale est reproduit dans le milieuFeSSIF par une augmentation de l’osmolarité, des 

concentrations en sels biliaires (taurocholate de sodium) et en phospholipides (lécithine) et par une 

chute de pH. Au cours d’un test de dissolution, le milieu est agité à l’aide d’une pale afin de faciliter la 

dispersion de la formulation et les échantillons sont prélevés pour une analyse qui se fait 

généralement par chromatographie liquide [Dressman et al, 2000]. Néanmoins, la mise en place de 

ces systèmes peut s’avérer complexe et des soucis de reproductibilité peuvent être rencontrés. Ceci 

est notamment observé avec le taurocholate de sodium dont l’état de pureté peut varier [Wei et al, 

2006]. 

Ces tests de solubilité ont été appliqués dans l’étude de nombreuses formulations lipidiques. Schamp 

et al. ont mis au point des systèmes à base de Gélucire® 44/14, de Vitamine E TPGS® et de Soluphor® 

P (2-pyrrolidone) pour solubiliser un principe actif lipophile et le maintenir dans cet état. En 

comparant leurs résultats in vitro avec des données in vivo réalisées chez le chien, une très bonne 

corrélation a pu être établie [Schamp et al, 2006]. Par conséquent, ces milieux présentent une bonne 

corrélation in vitro/in vivo pour les substances de la classe II BCS et s’avèrent, par conséquent, utiles 

lors de la mise en forme de médicaments [Dressman et al, 2000]. 
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Les milieux de dissolution se présentent donc comme un outil intéressant en formulation. Ils peuvent 

aussi être incorporés dans des systèmes plus complexes. En effet, un couplage à un modèle 

d’absorption intestinale comme des cellules Caco-2 (voir section 2.2.1.1.3) fournit un système 

permettant l’étude des phénomènes de dissolution et d’absorption. Un tel système peut être 

appliqué aussi bien sur des principes actifs seuls que sur des formulations auto-émulsifiantes 

[Kataoka et al, 2006]. 

2.2 Propriétés biologiques 

L’examen des propriétés biologiques et de l’efficacité d’une formulation orale peut se faire de trois 

façons différentes. D’abord, la perméabilité et le métabolisme du principe actif peuvent être évalués 

à l’aide de modèles in vitro mimant les phénomènes d’absorption et de métabolisation intestinale. 

Par la suite, il est intéressant de rechercher les potentiels effets cytotoxiques qu’auraient les 

excipients afin d’améliorer l’efficacité et la sécurité de leur emploi. Enfin, la connaissance de la 

sensibilité de la formulation à la lipolyse permet de mieux prédire son devenir in vivo. 

2.2.1 Etude de la perméabilité et du métabolisme 

2.2.1.1 Perméabilité intestinale 

2.2.1.1.1 Physiologie de l’appareil digestif 

L’administration orale d’un médicament se déroule généralement en quatre phases distinctes qui 

sont l’absorption, la distribution, la métabolisation et l’élimination. Pour les médicaments 

administrés par voie orale, la phase d’absorption tient une place prépondérante. Elle a lieu 

principalement au niveau de l’épithélium de l’intestin grêle. Ce tissu est doté d’une riche 

vascularisation lui permettant une bonne distribution des molécules absorbées vers les organes 

cibles. 

Le tube digestif est constitué de la cavité buccale, de l’œsophage, de l’estomac, de l’intestin grêle et 

du gros intestin. Histologiquement, l’intestin grêle est constitué de quatre couches distinctes qui 

sont, en partant de la lumière intestinale, la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et enfin la 

séreuse. La muqueuse possède trois fonctions importantes : la fonction sécrétrice, l’absorption et la 

protection vis-à-vis des agents infectieux. Elle est également composée de trois structures 

différentes : l’épithélium de revêtement, la lamina propria et la musculaire muqueuse. Les 

phénomènes d’absorption se déroulent au niveau de l’épithélium. Ce dernier est riche en cellules 

caliciformes responsables de la sécrétion de mucus. Le mucus ainsi sécrété empêche la digestion de 

certains organes par les enzymes sécrétées. Il facilite également le transit de la nourriture le long du 

tube digestif. Certaines cellules de l’épithélium sécrètent des enzymes et des hormones, permettant 
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ainsi à la muqueuse d’avoir une fonction endocrine. La sous-muqueuse renferme des vaisseaux 

sanguins et lymphatiques ainsi que des follicules lymphatiques et des neurofibres. Ce réseau 

vasculaire abondant alimente les tissus de la paroi du tube digestif. La musculeuse et la séreuse ont 

principalement un rôle structural et ne participent pas à l’absorption des médicaments. 

Anatomiquement, l’intestin grêle est constitué de trois parties qui sont le duodénum (20-30cm), le 

jéjunum (2,5m) et l’iléum (3,6m). Sa seule longueur associée à la présence des villosités et 

microvillosités intestinales (Figure 4) procurent une grande surface d’absorption d’environ 200m2. 

Les villosités intestinales sont des cavités digitiformes de 0,5 à 1mm de hauteur. En ce qui concerne 

les microvillosités, ce sont de minuscules saillies qui se trouvent à la surface des cellules épithéliales. 

Chaque cellule en compte environ 1000. Ces microvillosités sont formées par la membrane 

plasmique donnant un aspect duveteux à la muqueuse, d’où l’appellation de bordure en brosse de 

l’épithélium intestinal *Physiological Pharmaceutics, Barriers to Drug Absorption, 2nd Edition, Chapitre 

VI]. 

 

Figure 4 : Structure d’une villosité au niveau de l’épithélium intestinal circulation sanguine et lymphatique *Physiological 
Pharmaceutics, Barriers to Drug Absorption, 2

nd
 Edition, Chapitre VI] 

Au niveau de l’épithélium intestinal, les médicaments peuvent franchir la barrière intestinale en 

empruntant la voie paracellulaire ou la voie transcellulaire (Figure 5). Le mode de passage à travers 

cette barrière est déterminé par les propriétés physicochimiques, le poids moléculaire, la lipophilie et 

le degré d’ionisation de la substance active. Les molécules hydrophiles de faible poids moléculaire 

auront plutôt tendance à traverser l’épithélium intestinal en suivant la voie paracellulaire, alors que 
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des molécules plus grosses et lipophiles emprunteront la voie transcellulaire [Hidalgo et al, 2001 ; 

Chan et al, 2004]. 

Le transport paracellulaire (Figure 5 A) des ions et des molécules de petites tailles se fait 

sélectivement. En effet, il est régulé par différents types de jonctions intercellulaires localisées vers le 

pôle apical. Ces protéines regroupent les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les jonctions 

communicantes et les desmosomes qui jouent le rôle de "joints étanches" entre les entérocytes 

(Figure 5). Elles permettent aussi le maintien de la polarité cellulaire en évitant la libre diffusion des 

protéines et des lipides du côté apical vers le côté basolatéral et inversement. Ce type de transport 

est qualifié de passif parce qu’il ne nécessite pas d’autres sources d’énergie que celle générée par le 

gradient électrochimique [Kapus et al, 2006]. 

A ce jour, quatre types de jonctions serrées ont été identifiés. Il s’agit de l’occludine, des claudines, 

des JAM (Junctionnal Adhesion Molecule) et de la protéine Crumb. L’occludine et les claudines jouent 

un rôle prépondérant dans l’adhésion des cellules entre elles. L’occludine dont l’expression est très 

large (glandes salivaires, peau, cellules rénales, œsophage, foie…), constitue le composant 

majoritaire des jonctions serrées. Puis, viennent les claudines qui occupent aussi une place 

importante parmi les jonctions serrées. Découvertes en 1998, 24 types de claudines différentes ont 

été identifiés sur le génome humain. C’est l’interaction des domaines extracellulaires des jonctions 

serrées de deux cellules voisines qui contribue à leur liaison [Feldman et al, 2005 ; Van Itallie et al, 

2006]. 

De nombreuses substances chimiques comme le caprate de sodium, les sels biliaires ou les chitosans 

sont connus pour agir au niveau du cytosquelette et ainsi affecter les jonctions serrées. Ces 

excipients peuvent « desserrer » ces jonctions et ainsi augmenter le diamètre des pores 

intercellulaires. Ces effets amènent à une augmentation de la perméabilité de molécules plus 

lipophiles et de poids moléculaire plus élevé. Ce mécanisme permet notamment d’expliquer l’effet 

promoteur d’absorption de certains excipients. Néanmoins, de telles substances promotrices 

d’absorption peuvent également présenter une certaine toxicité in vivo (voir section 2.2.2). En 

conséquence, il est plus prudent de tenir compte de la balance bénéfice/risque lors de l’utilisation de 

ces produits [Anderberg et al, 1993 ; Ward et al, 2000 ; Turner et al, 2006 ; Salama et al, 2006].  
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Figure 5 : Schéma de l’épithélium intestinal formant une barrière sélective contre le passage dans la circulation générale 
de substances exogènes. (A) voie paracellulaire. (B) Absorption transcellulaire par un transporteur membranaire. (C) 
Phénomène de diffusion passive et phénomène d’efflux réalisé par un transporteur membranaire et limitant l’absorption 
de la substance exogène. (D) Phénomène d’efflux favorisant l’élimination intestinale de substances provenant du sang 
[Chan et al, 2004]. 

Le passage transcellulaire est la voie majoritaire d’absorption des nutriments et des médicaments. 

Ce transport peut se réaliser par simple diffusion au travers de la membrane plasmique (Figure 5 C) 

ou à l’aide de transporteurs membranaires (Figure 5 B). L’absorption des molécules hydrophiles 

mettent préférentiellement en jeu des transporteurs membranaires qui ont la particularité d’être 

saturables et de demander de l’énergie. Quant aux molécules lipophiles, elles empruntent 

généralement la voie de la diffusion passive. Mais cette diffusion permet aussi le passage sélectif 

d’ions et de molécules organiques par l’intermédiaire de canaux. Ce passage se fait dans le sens du 

gradient électrochimique et ne nécessite donc pas d’apport d’énergie. Cependant, cette voie ne 

permet pas de contourner les phénomènes possibles d’efflux vus précédemment (voir section 

1.4.2.1). D’ailleurs, les protéines d’efflux peuvent aussi participer à l’élimination intestinale de 

substances présentes dans la circulation sanguine (Figure 5 D). 

Les transporteurs membranaires interviennent dans le cadre du transport actif. Ce dernier peut être 

primaire ou secondaire. Le transport actif primaire nécessite l’hydrolyse de l’ATP comme source 

d’énergie et met en jeu de nombreux transporteurs de la superfamille des protéines ABC. Ces 

derniers assurent un transport unidirectionnel de leur substrat. Ils ont soit une fonction d’efflux, soit 

une fonction d’absorption. Pour le transport actif secondaire, l’énergie requise pour le passage 

transmembranaire du substrat est apportée par le co-transport d’une autre molécule. Ce co-

Côté apical 

Côté basolatéral 

Entérocyte 

A B C D 

Circulation sanguine 

Lumière intestinale 

Principe actif 

Jonctions serrées 



 

 44 

transport a lieu, soit dans le même sens que le transport du substrat du transporteur, soit en sens 

inverse. Il s’agit alors respectivement d’un symport ou d’un antiport. Les transporteurs de la famille 

SLC (SoLute Carrier) assurent ce transport actif secondaire [Hidalgo et al, 2001 ; Chan et al, 2004]. 

Outre les protéines d’efflux décrites précédemment (voir section 1.4.2.1), la superfamille des 

protéines ABC comporte aussi des transporteurs transmembranaires (MRP1, MRP3…) impliqués dans 

les phénomènes d’absorption. La protéine MRP1 localisée sur le côté basolatéral des cellules de 

l’épithélium intestinal permet le passage du milieu intracellulaire vers le compartiment sanguin de 

substances exogènes. Néanmoins, ce transporteur possède un rôle ambigu. Bien qu’il favorise le 

passage systémique de xénobiotiques, son association avec les systèmes d’efflux peut aussi jouer un 

rôle de détoxification cellulaire en accélérant leur métabolisation et/ou leur élimination. Ainsi, 

l’accumulation intracellulaire de molécules potentiellement toxiques est réduite [Englund et al, 

2006 ; Chan et al, 2004]. 

La famille des protéines SLC comporte des transporteurs d’ions organiques et des transporteurs 

peptidiques. 

Au niveau de l’intestin, les transporteurs d’ions organiques ont pour substrats de nombreuses 

molécules ioniques et non ioniques, endogènes ou exogènes. Chacune des sous-familles de ces 

transporteurs comme les OAT (Organic Anionic Transporter) et les OCT (Organic Cationic 

Transporter) présente leurs propres spécificités de substrats. Les OCT permettent le transport facilité 

de molécules organiques chargées positivement. Parmi ces molécules, de nombreuses substances 

actives (antihistaminiques, myorelaxants, β-bloquants, antiarythmiques) et métabolites portent dans 

leurs structures chimiques des fonctions amines primaires, secondaires, tertiaires ou quaternaires. 

Outre ces xénobiotiques, les OCT transportent également des cations organiques endogènes comme 

la dopamine et la choline. Malgré le rôle important qu’ils jouent dans l’absorption intestinale, leur 

expression est réduite au niveau du tube digestif en comparaison de celle qui existe dans le rein ou 

dans le foie [Zaïr et al, 2008]. Le transport des cations organiques au niveau de l’épithélium intestinal 

peut se faire soit dans le sens d’une absorption soit dans le sens d’un efflux. Ce transport est 

généralement potentiel-dépendant, bien que pour certains substrats comme la choline, aucune force 

motrice ne soit nécessaire. Les OAT, aussi faiblement exprimés au niveau de l’épithélium intestinal, 

permettent le transport facilité de molécules organiques chargées négativement [Endres et al, 2006 ; 

Zaïr et al, 2008]. 

L’effervescence du secteur de la biotechnologie et le développement de médicaments à structure 

peptidique ou peptidomimétique ont conduit les chercheurs à s’intéresser au mode de transport des 

peptides. Ainsi, la découverte de la hPepT1, un transporteur peptidique au niveau de l’épithélium 
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intestinal, a été faite par Fei et al. [Fei et al, 1994 ; Liang et al, 1995]. Ce transporteur intervient dans 

l’absorption de di- et tripeptides mais également dans l’absorption de médicaments (inhibiteurs 

d’enzyme de conversion, antibiotiques). Le transport à travers l’épithélium intestinal s’effectue grâce 

à une force motrice induite par un gradient de protons [Thwaites et al, 1994]. En effet, la structure 

de hPepT1 a révélé la présence d’un site de liaison aux protons *Nussberger et al, 1997]. Le problème 

majeur que pose l’administration orale des peptides thérapeutiques, est lié à leur inactivation par 

des enzymes de dégradation (carboxypeptidases, aminopeptidases, trypsine…) présentes tout le long 

du tractus gastro-intestinal. Ces enzymes lysent les oligopeptides à des endroits très précis dans 

l’enchaînement des acides aminés. Elles ont pour but final de réduire la protéine initiale en 

fragments di- ou tripeptidiques qui pourront être absorbés au niveau intestinal. Ces raisons 

expliquent que les seuls substances actives de natures peptidiques (insuline, héparines…) 

commercialisés sont formulés pour une administration parentérale [Petrus et al, 2009]. 

Grace à ces connaissances détaillées sur les mécanismes d’absorption intestinale, de nombreux outils 

in vitro ont pu être développés afin de mieux prédire le devenir d’une formulation pharmaceutique 

dans l’organisme humain. 

2.2.1.1.2 Modèles in vitro d’absorption intestinale 

Il existe de nombreux modèles in vitro de barrière intestinale permettant de mieux comprendre les 

propriétés d’absorption de formulations ou l’effet de modulateurs des protéines d’efflux sur le 

passage de principes actifs substrats de ces protéines. Les principaux modèles sont basés soit sur 

l’utilisation de morceaux d’intestin prélevés directement chez l’animal soit sur l’utilisation de lignées 

cellulaires issues de tumeurs présentant des phénomènes de résistance médicamenteuse. 

Les modèles nécessitant un prélèvement de tissus ou d’organes chez l’animal ne sont pas toujours 

évidents à mettre en place. Ils exigent une bonne maitrise et un savoir-faire dans leur mise en place 

et leur manipulation. La chambre de Ussing et la méthode du sac d’intestin éversé de rat sont deux 

exemples permettant d’illustrer ce type de modèles. Le premier consiste à fixer des petites sections 

de muqueuse intestinale entre deux chambres contenant un tampon. Ainsi, le transport d’une 

molécule d’une chambre à l’autre au travers de ce tissu peut y être évalué. Typiquement, la molécule 

d’intérêt est additionnée dans la chambre donneuse et son accumulation dans la chambre receveuse 

est mesurée en fonction du temps. Ce modèle présente l’avantage de pouvoir évaluer le transport 

sur des sites bien précis de l’intestin et surtout de présenter une très bonne corrélation in vitro/in 

vivo [Lennernäs et al, 1997]. La méthode du sac d’intestin éversé de rat consiste à « éverser » un 

morceau d’intestin fraîchement excisé de façon à ce que l’épithélium intestinal se retrouve orienté 

vers l’extérieur. A partir de petits segments d’environ 2,5cm de long, des sacs renfermant une 
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solution tampon sont préparés et introduits dans un récipient contenant une solution contenant une 

formulation à tester. Sur ce modèle, le contenu du sac et le récipient correspondent respectivement 

au compartiment receveur et donneur. Cette technique rapide et peu coûteuse permet d’étudier et 

de quantifier les phénomènes d’absorption et d’efflux par l’intestin grêle et le colon. Bien que sa 

mise en place nécessite un savoir-faire, sa reproductibilité et sa précision confortent son grand 

potentiel dans les études de mécanismes ou de cinétique du transport des substances actives [Barthe 

et al, 1998 ; Hidalgo et al, 2001]. 

Plusieurs lignées cellulaires immortalisées ont été utilisées dans les études d’absorption intestinale et 

les principales sont les cellules Caco-2, HT-29 et MDCK. Les cellules HT-29 sont capables de former 

une monocouche cellulaire et se différencier en entérocytes ou en cellules sécrétrices de mucus. De 

ce fait, elles permettent d’étudier les effets de la mucine sur l’absorption intestinale. Les cellules 

MDCK forment une monocouche de cellules différenciées en seulement 3 jours. Ce modèle est 

adapté pour suivre la perméabilité paracellulaire ou la diffusion transmembranaire d’un 

médicament. Avec ces cellules, les résultats obtenus sont très reproductibles d’une expérience à 

l’autre. Par contre, sa faible expression en p-gp rend les études d’interaction avec le système d’efflux 

impossibles. Enfin, les caractéristiques des cellules Caco-2 seront exposés plus longuement à la 

section suivante [Irvine et al, 1999 ; Braun et al, 2000 ; Hidalgo et al, 2001 ; Taub et al. 2002]. 

2.2.1.1.3 La lignée cellulaire Caco-2 

La lignée cellulaire Caco-2 est constituée d’une population hétérogène de cellules cancéreuses issues 

d’un adénocarcinome colonique humain. Elle a été largement utilisée depuis les années 80 en tant 

que modèle in vitro de barrière intestinale. Les cellules Caco-2 sont classiquement ensemencées sur 

un support poreux (Figure 6) où elles forment une monocouche qui sert à délimiter le compartiment 

donneur (ou mucosal) du receveur (ou sérique). Après confluence, ces cellules se différencient 

spontanément en cellules morphologiquement et biochimiquement proches des entérocytes 

humains. Cette différentiation se réalise dans des conditions classiques de culture cellulaire pendant 

environ 21-25 jours. Au fur et à mesure des années, elles sont devenues le modèle cellulaire le plus 

largement utilisé dans les études prédictives de l’absorption d’un principe actif. Ces cellules 

permettent aussi l’étude des phénomènes de résistances médicamenteuses grâce à l’expression de 

protéines d’efflux comme la p-gp et la BCRP sur leur pôle apical [Artursson et al, 2001 ; Hidalgo et al, 

2001 ; Gutmann et al, 2005 ; Sambuy et al, 2005]. 
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Les cellules Caco-2 expriment beaucoup de protéines impliquées dans l’absorption et l’efflux de 

molécules exogènes. Outre la p-gp et la BCRP, ces cellules présentent des potentiels d’absorption et 

de métabolisation propres aux entérocytes humains. En effet, elles expriment des transporteurs Na+-

dépendants (SGLT1) et Na+-indépendants (GLUT1 – GLUT5) qui rendent possibles le transport de 

glucose [Delie et al, 1997]. Mais elles expriment aussi des transporteurs peptidiques [Thwaites et al, 

1994 ; Behrens et al, 2004], nucléosidiques [Delie et al, 1997], d’acides biliaires et des protéines 

d’efflux *Taipalensuu et al, 2001 ; Gutmann et al, 2005 ; Englund et al, 2006 ; Maubon et al, 2007]. 

Par conséquent, le modèle in vitro d’absorption intestinale Caco-2 apparaît comme un modèle fidèle 

des phénomènes d’absorption et d’efflux intestinaux. Sa corrélation in vitro/in vivo est tout 

particulièrement fidèle en ce qui concerne la p-gp et la BCRP [Delie et al, 1997]. L’activité 

métabolique des cellules Caco-2 se rapproche aussi de celle de l’intestin. Ces cellules Caco-2 peuvent 

synthétiser et sécréter des particules lipoprotéiques (apolipoprotéines, chylomicrons,…) *Delie et al, 

1997]. Des peptidases (trypsine et chymotrypsine) [Bai et al, 1995], des glutathion-S-transférases, des 

enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, glutathion réductase, 

catalases…) et des cytochromes P450 sont exprimées. Toutefois, ces cytochromes sont exprimés de 

façon hétérogène dans les cellules Caco-2. Ainsi, l’isoforme 1A1 du cytochrome P450 (CYP1A1) est 

fortement exprimé et inductible dans les cellules Caco-2, tandis que les isoformes 1A2 (CYP1A2) et 

3A4 (CYP3A4) y sont absents. Exprimant de nombreuses enzymes de métabolisation, les cellules 

Caco-2 apparaissent comme un modèle intéressant dans l’étude de la métabolisation intestinale de 

principes actifs. Cependant, l’absence d’expression du CYP3A4, enzyme majeure de la métabolisation 

de médicaments, limite l’utilisation des cellules Caco-2 dans les études de métabolisation aux 

molécules insensibles à la CYP3A4 [Delie et al, 1997]. Néanmoins, il est possible de faire exprimer la 

CYP3A4 en l’induisant avec de la vitamine D3 dihydroxylée ou en transfectant les cellules [Van 

Breemen et al, 2005]. Cette expression permet ainsi d’étudier le métabolisme pré-systémique des 

Compartiment donneur (mucosal) 

Monocouche de cellules Caco-2 

Support poreux 

Compartiment receveur (sérique) 

Figure 6 : Schéma d’une monocouche de cellules Caco-2 ensemencés sur un support poreux. Cette monocouche délimite 
le compartiment donneur du compartiment receveur. 
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médicaments [Cummins et al, 2001]. Finalement, les cellules Caco-2 apparaissent comme un modèle 

cellulaire fiable pour les études in vitro prédictives d’absorption intestinale et d’interactions 

médicamenteuses. 

Cependant, plusieurs paramètres de cultures influencent les caractéristiques de la monocouche de 

cellules Caco-2 et sont à prendre en compte. Parmi ces facteurs, le nombre de passages des cellules 

et les conditions de culture interviennent. 

Les cellules Caco-2 constituent une population hétérogène de cellules présentant des phénotypes 

variables. De ce fait, les paramètres des monocouches étudiées peuvent varier d’une étude à une 

autre. Ainsi, les variations d’expression en p-gp ou en jonctions serrées peuvent modifier les 

propriétés absorptives de ce modèle. Afin de limiter cette variabilité, la connaissance du nombre de 

passages cellulaires peut s’avérer être utile. Ce passage correspond au procédé de sous-culture de 

cellules qui est généralement réalisé pour produire un grand nombre de cellules à partir de cellules 

préexistantes. Le nombre de passages cellulaires est un bon indicateur des caractéristiques de la 

monocouche étudiée. Aux passages cellulaires élevés, la résistance électrique transépithéliale (TEER) 

des monocouches est souvent élevée. L’activité enzymatique (sucrase-isomaltase, phosphatase 

alcaline…) et l’expression des transporteurs membranaires (p-gp…) sont variables. Ces différences 

d’expression en fonction du nombre de passages des cellules sont imputables à l’hétérogénéité 

intrinsèque de la population parentale de cellules Caco-2. Par conséquent, lors d’études mettant en 

jeu les cellules Caco-2, il est important de connaître avec précision le nombre de passages [Sambuy 

et al, 2005].  

A côté des facteurs relatifs aux cellules elles-mêmes, les paramètres de culture cellulaire comme le 

temps de culture, la densité d’ensemencement, la composition du milieu ou le support de culture, 

influent beaucoup sur les propriétés des monocouches cellulaires. Une forte densité 

d’ensemencement permet aux cellules d’arriver à confluence plus rapidement et de débuter plus tôt 

le processus de différentiation. Un ensemencement d’une trop forte densité augmente également le 

risque de former des multicouches. Ainsi, en fonction de la densité d’ensemencement, le temps de 

culture global ne sera donc pas identique. Dans la littérature, les densités peuvent varier de 3 500 

cellules/cm2 [Anderle et al, 2003] à 500 000 cellules/cm2 [Thwaites et al, 1993]. De façon générale, 

une densité de 60 000 cellules/cm2 est utilisée avec les Caco-2 afin d’obtenir une bonne 

différentiation cellulaire au bout de trois semaines [Behrens et al, 2003]. Le temps de culture des 

cellules influence aussi les caractéristiques morphologiques et biochimiques des cellules. Après 25 

jours de culture sur des filtres en polycarbonate traités avec du collagène, les cellules sont 

totalement différenciées (avec un noyau polarisé et une taille de cellules comparable à celle des 
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entérocytes humains) et présentent une expression maximale et homogène du récepteur PepT1. 

Généralement, les valeurs du TEER et de la perméabilité apparente du mannitol atteigent un plateau 

à partir du 21ème jour [Bravo et al, 2004]. Avant les 21-25 jours recommandés, les monocouches de 

cellules Caco-2 ne sont pas suffisamment matures en tant que modèle de transport intestinal. De 

nombreux transporteurs membranaires (transporteurs du glucose, de peptides, de vitamines…) et 

enzymes risquent d’être mal exprimés, si le temps de culture n’est pas bien contrôlé. Inversement, 

sur des cultures étendues sur quatre semaines, les risques de désorganisations morphologiques et 

d’apparition de multicouches sont plus importants. Par conséquent, le temps de culture gouverne un 

bon nombre de caractéristiques morphologiques et biochimiques [Behrens et al, 2003]. La 

composition du milieu de culture peut aussi être à l’origine des grandes variabilités intra- et 

interlaboratoires. D’un lot à l’autre, le sérum de bœuf fœtal utilisé peut moduler la morphologie et 

les fonctions biochimiques des cellules. Lorsqu’un nouveau lot de sérum est utilisé, il est nécessaire 

d’effectuer un certain nombre de contrôles comme des observations microscopiques, l’évaluation du 

passage paracellulaire (perméabilité au Lucifer Yellow…) ou des mesures de TEER. Ceci est nécessaire 

parce que la composition en hormones de croissance et autres facteurs, varie d’un lot de sérum à 

l’autre [Hubatsch et al, 2007]. La composition du milieu et notamment le sérum influent beaucoup 

sur la différentiation cellulaire. En effet, la perméabilité paracellulaire peut différer en fonction de la 

quantité de jonctions serrées. Le milieu de culture peut aussi favoriser l’expression de protéines 

impliquées dans les phénomènes de résistance médicamenteuse. En effet, la CYP3A4 très faiblement 

exprimée dans des conditions de culture « classiques », peut voir sa présence augmentée lorsque 

qu’elles sont cultivées pendant 2 semaines avec un milieu de culture contenant de la vitamine D3 

dihydroxylée [Cummins et al, 2001]. Outre l’activité enzymatique, l’expression des transporteurs 

peut aussi être régulée par la composition en nutriments du milieu. Par exemple, la présence d’acide 

rétinoïque permet d’augmenter l’expression de la p-gp [Sambuy et al, 2005]. Par conséquent, la 

composition du milieu est un paramètre clé dans la bonne maturation des monocouches des cellules 

Caco-2. Actuellement, les supports de culture poreux sur lesquels poussent les cellules Caco-2, sont 

en polyester (PE), en oxyde d’aluminium (OA), en polycarbonate (PC) ou en polyéthylène-

téréphtalate (PET). Les filtres en OA ou PET présentent l’avantage d’être translucides et de permettre 

des observations microscopiques par rapport à ceux en PE ou PC. Le matériau du filtre ne semble pas 

avoir d’influence sur l’expression des transporteurs membranaires [Delie et al, 1997 ; Sambuy et al, 

2005]. Inversement, la perméabilité paracellulaire semble dépendre du filtre choisi. Behrens et Kissel 

ont observé des TEER plus élevés et des perméabilités paracellulaires réduites pour les cellules mises 

en culture sur des filtres en PET par rapport à des filtres en PC [Behrens et al, 2003]. Enfin, ces 

supports peuvent être traités et recouverts de collagène, ce qui permet de favoriser l’adhésion 

cellulaire [Delie et al, 1997 ; Behrens et al, 2003]. 
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Toutefois, ce modèle n’est pas parfait et présente des inconvénients. Ces cellules demandent une 

longue période de maturation (21-25 jours) nécessaire à l’obtention d’une monocouche 

fonctionnelle et pendant laquelle le risque d’infection est plus important. Les résultats peuvent 

présenter de grandes variabilités intra- et interlaboratoires dues au caractère hétérogène des 

cellules, à leurs conditions de culture, au facteur humain (variabilité liée à l’opérateur) ou aux 

propriétés de la monocouche cellulaire (TEER, passage). De ce fait, la comparaison de résultats 

interlaboratoires doit être interprétée avec prudence [Hidalgo et al, 2001 ; Sambuy et al, 2005]. De 

plus, l’absence de mucus et de cholestérol constitue une barrière en moins au passage des 

substances exogènes. Ainsi, la diffusion passive de composés lipophiles comme la testostérone au 

travers d’une monocouche de cellules Caco-2 peut être surestimée [Ward et al, 2000]. 

De nombreuses solutions ont été proposées pour répondre aux difficultés rencontrées avec les 

cellules Caco-2. Le temps de maturation peut être réduit à 3 jours en cultivant les cellules avec un 

milieu de culture enrichi en hormones de croissance [Da Violante et al, 2004]. Pour limiter les 

variations intra- et interlaboratoires, des clones ont été isolés à partir de lignée originelle de cellules 

Caco-2 (lignée parentale). Cette sélection permet d’obtenir des lignées clonales possédant des 

propriétés bien précises. Par exemple, le clone Caco-2/TC7 exprime significativement plus d’enzymes 

de métabolisation (CYP3A) que la lignée parentale. Ces lignées (Caco-2/TC7, Caco-2/AQ, Caco-2/15…) 

ont permis l’obtention de populations cellulaires homogènes et, par conséquent, des résultats 

reproductibles [Carrière et al, 1994 ; Chan et al, 2004 ; Sambuy et al, 2005]. Enfin, pour pallier à 

l’absence de mucus, des co-cultures hétérogènes ont été réalisées avec de cellules caliciformes 

(sécrétrices de mucus) [Hilgendorf et al, 2000]. Ainsi, l’association de cellules Caco-2 avec des HT29 

ont permis d’obtenir un modèle plus fidèle de l’épithélium intestinal tout en rendant la méthode plus 

robuste et des résultats plus reproductibles. 

Les cellules Caco-2 ont souvent été utilisées afin de comparer la perméabilité intestinale d’un 

principe actif seul par rapport à la même substance formulée dans un système lipidique. Cet outil 

permet de vérifier l’efficacité d’une formulation. De telles études ont déjà été réalisées avec des 

systèmes contenant du Gelucire® 44/14, du polysorbate 80, du Pluronic® [Saha et al, 2000], de la 

Vitamine E TPGS® [Rege et al, 2002], des phospholipides [Kapitza et al. 2007], du Cremophor® RH40 

[Nielsen et al, 2008]. 

Au final, les cellules Caco-2 apparaissent comme un modèle de barrière intestinale présentant une 

très bonne corrélation in vitro/in vivo. Outre les difficultés citées précédemment, elles ont pour 

avantages d’être faciles à mettre en culture et à manipuler. Elles expriment des mécanismes de 

transport et de métabolisme intestinaux permettant de réaliser des études prédictives d’absorption 

http://fr.bab.la/dictionnaire/francais-anglais/cellules+caliciformes.html
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ou de métabolisation. L’intérêt majeur de ce modèle en formulation est la possibilité d’étudier les 

phénomènes de résistance médicamenteuse grâce à la présence de la p-gp [Artursson et al, 1991 ; 

Saha et al, 2000 ; Sambuy et al, 2005]. 

2.2.1.2 Modèles in vitro de métabolisme intestinal 

Par rapport à l’efflux, les phénomènes de métabolisme intestinal ne sont pas toujours 

systématiquement étudiés. Dans cette partie, deux modèles permettant leur étude vont être 

présentés. 

Le premier modèle a déjà été évoqué précédemment et consiste à utiliser des cellules Caco-2 

exprimant des CYP3A. Pour obtenir de telles cellules, il suffit de les transfecter de façon stable par 

des gènes codant pour la CYP3A4 [Cummins et al, 2001] ou d’utiliser directement les clones Caco-

2/TC7 exprimant des concentrations effectives de CYP3A [Carrière et al, 1994]. La recherche de 

métabolites formés permet d’apprécier les phénomènes de métabolisme intestinal. 

Le deuxième modèle fait appel à des microsomes intestinaux (fragments de membranes du réticulum 

endoplasmique) pour étudier les réactions métaboliques de phase I initiées par les cytochromes P450 

et les réactions de conjugaisons de phase II. Au niveau de l’épithélium, ces réactions produisent des 

métabolites qui peuvent atteindre directement la circulation générale en traversant la membrane 

basolatérale. Toutefois certains d’entre eux obtenus selon la technique décrite ci-dessus, peuvent 

aussi être des substrats des transporteurs d’efflux qui les éliminent vers le lumen intestinal [Chan et 

al, 2004]. Bien que les microsomes aient été souvent utilisés pour prédire le métabolisme de premier 

passage ou les interactions médicamenteuses [Galetin et al, 2006 ; Obach et al, 2006], ils ont aussi 

permis d’étudier l’effet d’excipients pharmaceutiques sur la métabolisation du midazolam, un 

substrat de la CYP3A4 [Ren et al, 2008 ; Ren et al ; 2009]. 

Sachant que de nombreux excipients couramment utilisés en formulation sont capables d’inhiber la 

CYP3A (voir section 1.4.2.3), ces modèles peuvent se révéler très utiles dans l’évaluation du pouvoir 

inhibiteur de formes pharmaceutiques sur la métabolisation pré-systémique. 

2.2.2 Tests de cytotoxicité 

Un malentendu général stipulant que les excipients sont inertes et exempts d’effets indésirables 

persiste chez certaines personnes. Les excipients pharmaceutiques sont censés être des entités 

chimiques inoffensives et n’exerçant pas d’effets pharmacologiques. La toxicité de substances 

inconnues utilisées comme excipients constitue une caractéristique critique et imprévisible pour la 

formulation de médicaments. Des excipients couramment utilisés et ayant démontré une grande 

efficacité dans l’amélioration de la biodisponibilité orale de substances lipophiles comme le 
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Cremophor® EL, ont été associés à de sérieux troubles. Des réactions d’hypersensibilité 

anaphylactiques, des hyperlipidémies, des anomalies au niveau des lipoprotéines, des agrégations 

d’érythrocytes et des neuropathies périphériques ont été rapportées pour le Cremophor® EL à la 

dose moyenne de 5 mL par jour [Gelderblom et al, 2001]. Ces effets indésirables pourraient 

s’expliquer par la formation de radicaux libres issus de la peroxydation d’excipients polyinsaturés 

et/ou par la perturbation directe de la membrane plasmique [Gelderblom et al, 2001 ; Wandel et al, 

2003]. En fonction de leur structure chimique, certains esters et éthers de PEG peuvent montrer une 

toxicité épithéliale à partir d’une concentration de 0,1 mM [Ekelund et al, 2005]. Quant au 

polysorbate 80, il est aussi capable à partir d’une concentration de 30 µg/mL d’altérer certains 

paramètres physiologiques intracellulaire et membranaire comme la perméabilité au Ca2+ ou la 

concentration cytosolique en glutathion [Hirama et al, 2004]. Comme la mise au point de systèmes 

lipidiques tend à augmenter, le risque potentiel de cytotoxicité liée aux excipients doit être pris en 

compte afin d’assurer une meilleure sécurité, efficacité et qualité de ces formulations [Gursoy et al, 

2004]. L’utilisation de tests de cytotoxicité in vitro mettant en jeu des cultures de cellules permettrait 

de mieux prédire l’impact in vivo de certains excipients. 

2.2.2.1 Mises en solution des excipients lipophiles 

Les difficultés de solubilisation en milieu aqueux sont essentiellement rencontrées avec des 

composés fortement lipophiles comme les excipients huileux ou les surfactants ayant une HLB très 

basse. Néanmoins la solubilisation des excipients est nécessaire à la réalisation des tests de 

cytotoxicité. Elle constitue une difficulté non négligeable qui doit être surmontée. L’identification de 

solvants permettant de solubiliser une forte concentration d’excipients et rendant sa dispersion 

homogène est essentielle. De plus, le milieu aqueux et le solvant utilisés pour dissoudre le principe 

actif doit aussi respecter l’intégrité des cellules afin d’éviter les faux positifs. Généralement, les essais 

de solubilisation se font par des techniques d’agitation dont l’intensité augmente au besoin et les 

phases dispersantes utilisables sont, par ordre de préférence, des solutions aqueuses compatibles 

avec la culture cellulaire (DPBS, HBSS, milieu de culture…), le diméthyl sulfoxyde (DMSO) et l’éthanol. 

Certains polymères comme les PEG400 permettent aussi d’améliorer la solubilisation [Sugano et al, 

2001+. La solubilité de l’excipient peut être déterminée par observation visuelle ou microscopique. Si 

la solution apparaît claire, transparente et exempte de précipitation, la substance est considérée 

comme dissoute [Stokes et al, 2008]. 

La première technique de solubilisation préconisée dans les tests de solubilisation consiste à agiter 

au vortex de façon modérée la solution à température ambiante pendant 1 à 2 minutes. Si la 

substance n’est pas dissoute, la solution est passée aux ultrasons pendant 5 minutes. En dernier 

ressort, la solution peut être chauffée à 37°C pendant 5-60 minutes sous agitation magnétique. Si les 
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différentes techniques de solubilisation sont inefficaces, l’utilisation de solvants organiques s’avère 

nécessaire. En général, le DMSO ou l’éthanol sont utilisés à une concentration de 0,5% (v/v) [Stokes 

et al, 2008]. Cependant, la concentration en DMSO ne devrait pas dépasser 0,5-1% (v/v) au risque 

d’induire des dommages cellulaires [Irvine et al, 1999], bien que dans certaines études, elle atteigne 

des concentrations de 10% (v/v) tout en montrant une bonne compatibilité du point de vue viabilité 

cellulaire [Da Violante et al, 2002] 

2.2.2.2 Tests in vitro sur culture cellulaire 

Des nombreux essais de cytotoxicité in vitro à court terme ont été développés dans le cadre des 

études de criblage (chimiothèque). Bien que ces tests ne remplaceront jamais les études in vivo sur 

l’animal, ils peuvent être un outil intéressant dans la pré-sélection des substances dont la toxicité est 

inconnue et surtout dans l’apport d’informations sur leur activité au niveau cellulaire [Lappalainen et 

al, 1994]. De plus, ces tests in vitro peu onéreux permettent de réduire les expérimentations 

animales. Récemment, il a été rapporté que le rôle de la toxicologie prédictive est essentiel pour le 

bon développement d’un médicament tout comme leur application dans la détermination des 

concentrations non-cytotoxiques des excipients [Kola et al, 2004 ; Sachs-Barrable et al, 2007] 

L’essai de cytotoxicité in vitro idéal devrait permettre une mesure simple, rapide, efficace, fiable, 

sensible, reproductible et économique de la viabilité cellulaire. Malheureusement, un tel test n’existe 

pas pour l’instant et ceci explique le besoin d’utiliser plusieurs types de tests présentant leurs 

caractéristiques propres (sensibilité, spécificité…). Le choix du test de cytotoxicité approprié se fait en 

fonction des effets présumés d’une substance inconnue sur les cellules. Ce choix est crucial dans 

l’obtention de données fiables et ne doit pas être négligé, surtout lors d’études de cytotoxicité à 

court terme *Pohjala et al, 2007+. Ainsi, il est recommandé d’utiliser plusieurs tests afin d’assurer la 

fiabilité des données obtenues [Fotakis et al, 2006]. Dans cette partie, les caractéristiques des 

principaux essais de cytotoxicité seront exposées. 

2.2.2.2.1 Observations microscopiques 

La façon la plus simple, rapide et économique de visualiser des altérations cellulaires est 

l’observation microscopique. Les altérations morphologiques sont souvent les premiers signes d’une 

mort cellulaire par nécrose ou apoptose. Bien que différents colorants vitaux permettent d’affiner 

ces observations, seules des informations générales de modifications structurales peuvent être 

obtenues par simple observation microscopique [Borenfreund et al, 1985]. Depuis l’émergence de la 

fluorescence dans le domaine de la microscopie, l’utilisation de marqueurs cellulaires spécifiques 

couplés à une sonde fluorescente permet également de visualiser de façon précise certaines 

infrastructures cellulaires [Silva et al, 2006]. 
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2.2.2.2.2 Mesure du TEER 

Mentionné précédemment (voir section 2.2.1.1.3), le TEER permet d’évaluer et de suivre l’intégrité, 

la maturité et l’étanchéité d’une monocouche de cellules mimant la barrière intestinale (voir section 

2.2.1.1.3). Sa mesure est simple, fiable et non destructive. Elle consiste à apprécier le flux 

d’électrolytes entre les compartiments donneur et receveur à l’aide de deux électrodes. Une valeur 

élevée de TEER signifie qu’une monocouche est étanche et que de nombreuses jonctions serrées s’y 

sont formées. Par contre, une chute du TEER peut indiquer une augmentation de la perméabilité 

paracellulaire. Ce paramètre peut être mesuré avec toutes lignées cellulaires capables de former une 

monocouche de cellules différenciées comme les MDCK, les Caco-2 ou les HT-29. 

Les opinions sur la fiabilité du TEER en tant que bon indicateur de cytotoxicité divergent d’un auteur 

à l’autre. D’une part, Okada et al considèrent que le TEER est un indicateur sensible pour une grande 

variété de substances (agents formant des pores au niveau des membranes ou agissant sur le 

cytosquelette) *Okada et al, 2000+. D’autre part, cette sensibilité a été remise en question. 

Mukherjee et al ont suggéré que le TEER ne reflète que l’intégrité des jonctions serrées et leur 

récupération. Cette dernière consiste à remplacer la solution contenant l’excipient à tester par un 

milieu riche en nutriments (milieu de culture…) pendant une durée déterminée afin de laisser une 

opportunité aux cellules de « récupérer ». Si le TEER revient à sa valeur originelle, les dommages 

créés par l’excipient sont réversibles. Inversement, si le TEER diminue ou ne change pas, les 

dommages sont irréversibles. Toutefois, il a été observé que même après un retour à des valeurs 

normales de TEER, des lésions cellulaires peuvent persister. Ceci a notamment été observé par le test 

du MTT (voir section 2.2.2.2.4.1) [Mukherjee et al, 2004]. Par conséquent, le suivi seul du TEER ne 

permet pas de fournir des résultats objectifs de cytotoxicité. Dans la majorité des études, la 

détermination de la valeur du TEER est associée à d’autres essais [Collnot et al, 2006]. 

2.2.2.2.3 Marqueurs de perméabilité paracellulaire 

Une relation étroite existe entre l’intégrité membranaire et la perméabilité paracellulaire (voir 

section 2.2.2.2.2). En effet, les lésions membranaires peuvent causer l’ouverture des jonctions 

serrées. Mais la dénaturation protéique, l’altération des filaments d’actine du cytosquelette ou la 

modification de la concentration intracellulaire de calcium peuvent aussi avoir un impact sur les 

jonctions serrées. [Tomita et al, 1995 ; Sakai et al, 1998 ; Konsoula et al, 2005 ; Duizer et al, 1998]. 

Ceci explique l’utilisation des marqueurs de perméabilité paracellulaire comme tests de cytotoxicité. 

Comme pour le TEER, ce paramètre peut être mesuré sur toutes les monocouches cellulaires 

simulant une barrière physiologique. 

Les principaux marqueurs sont la fluorescéine, le Lucifer Yellow (LY) et le mannitol radio-marqué. Ils 

présentent des poids moléculaires variés (voir Tableau 4). Ils ont été utilisés pour étudier la toxicité 
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de diverses substances affectant la perméabilité paracellulaire comme des enzymes protéolytiques 

[Bock et al, 1998] ou des promoteurs d’absorption *Anderberg et al, 1993 ; Tomita et al. 1995]. En 

plus d’être utilisés dans les études de cytotoxicité, ces marqueurs servent couramment à vérifier la 

qualité des monocouches cellulaires [Irvine et al, 1999 ; Hubatsch et al, 2007]. 

Tableau 4 : Marqueurs de perméabilité paracellulaire [Konsoula et al, 2005] 

Dénomination Poids moléculaire (g.mol-1) Structure chimique 
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Le mannitol radio-marqué est le marqueur le plus souvent utilisé du fait de sa grande sensibilité dans 

la détermination des dommages au niveau des jonctions serrées [Konsoula et al, 2005]. Cependant, 

la fluorescéine et le LY apportent une alternative non radioactive à l’étude de la perméabilité 

paracellulaire [Hubatsch et al, 2007]. En général, les marqueurs fluorescents sont utilisés à des 

concentrations allant de 100µM à 2,2mM, tandis que le mannitol est utilisé à 0,1% (m/v). Malgré la 

grande sensibilité des techniques de fluorescence, celle du dosage radioactif du mannitol se révèle 

être supérieure. Mais les méthodes de fluorescence restent intéressantes en termes de sécurité et 

de gestion des déchets [Konsoula et al, 2005]. De plus, elles peuvent fournir des informations sur le 

diamètre d’ouverture des jonctions serrées. En effet, Noach et al. ont couplé la fluorescéine à des 

dextranes de poids moléculaires variés. Ces composés présentent ainsi des tailles variées et le suivi 

de leur perméabilité permet d’estimer la taille d’ouverture des jonctions serrées *Noach et al, 1993]. 

Certains excipients pharmaceutiques comme le Softigen® 767, peuvent agir sur les jonctions serrées 

[Cornaire et al, 2004]. L’utilisation de ces marqueurs peut aider à exposer ces effets. 
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2.2.2.2.4 Activité métabolique cellulaire 

Les tests de cytotoxicité évaluant le métabolisme cellulaire existent depuis plus de 20 ans. De 

nombreuses modifications permettant de les améliorer et de les optimiser ont été apportées au fil 

des années. Ces tests ont été largement exploités dans les études de criblage à haut débit [Hamid et 

al, 2004 ; Wang et al, 2004]. Les techniques les plus fréquemment utilisées ont été celles mettant en 

jeu les sels de tétrazolium et le resazurin. 

2.2.2.2.4.1 Les sels de tétrazolium 

Les tests aux sels de tétrazolium sont des tests colorimétriques permettant d’étudier les effets 

cytotoxiques de substances chimiques [Vellonen et al, 2004]. Le principe de cette méthode repose 

sur la réduction des sels de tétrazolium lors du transport des électrons dans la chaîne respiratoire des 

mitochondries [Mosmann et al, 1983]. Cette réduction reflète l’activité métabolique mitochondriale 

qui peut être altérée sous l’effet d’excipients ou d’autres substances chimiques. 

Le premier sel de tétrazolium à avoir été développé est le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-

2,5-diphényltétrazolium (MTT). Ce réactif est dilué à une concentration de 5 mg/mL dans du milieu 

de culture dépourvu de sérum. Après exposition des cellules aux substances à tester pendant une 

durée bien déterminée (2 à 24 heures), le MTT est mis au contact des cellules. Une incubation de 3-4 

heures à 37°C sous atmosphère humide et à 5% de CO2 est nécessaire pour que le MTT entre dans les 

cellules soit par endocytose soit par l’intermédiaire d’un transporteur membranaire [Liu et al, 1997]. 

Au contact des cellules viables, le réactif MTT de couleur jaune est réduit par des déhydrogénases en 

cristaux de formazan MTT insolubles dans l’eau. Ces cristaux dont la formation est proportionnelle au 

nombre de cellules viables, peuvent être facilement solubilisés par du DMSO ou de l’isopropanol. 

Une simple mesure d’absorbance permet d’obtenir les résultats de ce test aux sels de tétrazolium 

[Mosmann et al, 1983 ; Holst et al, 2005 ; Hansen et al, 1989]. 

Vers la fin des années 80, des sels analogues au MTT ont été mis au point. Ils présentent l’avantage 

d’aboutir à la formation de formazans solubles dans l’eau après métabolisation enzymatique par des 

cellules viables. Ces sels correspondent aux 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium (MTS), disulfonate de 4-[3-(4-iodophényl)- 

2-(4-nitrophényl)-2H-5-tétrazolio]-1,3-benzène (WST-1) et sodium(2,3-bis(2-méthoxy-4-nitro-5-

sulphophényl)-2H-tétrazolium-5-carboxanilide (XTT). Avec ces sels, l’étape de solubilisation du 

formazan n’est plus nécessaire. En réduisant le protocole d’une étape, les risques d’imprécision et 

d’erreur diminuent également. Le MTS, le WST-1 et le XTT se différencient essentiellement par la 

longueur d’onde d’absorption utilisée pour leur détection. Cependant, ces sels demandent la 

présence d’un accepteur intermédiaire d’électrons, le méthosulfate de phénazine, afin de catalyser la 

formation du formazan. 
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Cette méthode a été largement utilisée dans l’étude de promoteurs d’absorption *Mukherjee et al, 

2004] tout comme dans celle d’excipients pharmaceutiques [Wang et al, 2004]. Néanmoins, cette 

technique présente aussi un certain nombre de limites. Ces sels peuvent notamment être réduits 

ailleurs que dans les mitochondries. Des inhibiteurs et substrats de protéines d’efflux *Vellonen et al, 

2004], diverses substances chimiques [Konsoula et al, 2005], des enzymes cytosoliques ou 

microsomales ainsi que la membrane plasmique peuvent réduire de façon non spécifique les sels de 

tétrazolium. De ce fait, la cytotoxicité peut être sous-estimée ou complètement masquée [Bernas et 

al, 2000 ; Gonzalez and Tarloff, 2001]. Pour éviter ces erreurs d’interprétations des résultats obtenus, 

il est recommandé de réaliser en parallèle d’autres tests aux sels de tétrazolium en l’absence de 

cellules [Konsoula et al, 2005]. Enfin, cette méthode est destructive et ne permet donc pas de 

réaliser des études ultérieures avec les mêmes cellules [Holst et al, 2005]. 

Outres les inconvénients cités précédemment, les tests aux sels de tétrazolium présentent les 

avantages d’être reproductibles [Lappalainen et al. 1994] et très sensibles [Fotakis et al. 2006]. 

L’activité mitochondriale est un marqueur de cytoxicité aigüe qui montre des signes de lésions 

cellulaires beaucoup plus précoces qu’avec les deux autres méthodes vues précédemment ou avec 

des marqueurs d’intégrité membranaire [Konsoula et al, 2005]. 

2.2.2.2.4.2 Resazurin 

La méthode utilisant le resazurin (aussi connu sous le nom de Alamar BlueTM) est basée sur un 

mécanisme similaire à celui des sels de tétrazolium. Le principe de cette méthode consiste à utiliser 

un marqueur d’oxydoréduction, le resazurin. Ajouté dans un milieu de culture, ce réactif de couleur 

bleu foncé et non-fluorescent est assimilé au niveau cellulaire où il est réduit en un produit rouge 

fluorescent, le resofurin [O'Brien et al, 2000]. Cette réduction se fait aussi au niveau des 

mitochondries mais la principale différence avec les sels de tétrazolium est que le résazurin capte les 

électrons à une autre étape de la chaîne respiratoire *O’Brien et al, 2000 ; Holst et al, 2005]. 

Du fait de leurs similarités, de nombreuses comparaisons ont été faites entre le résazurin et les sels 

de tétrazolium. Ces comparaisons ont amené à des résultats très divergents sur la sensibilité de ces 

méthodes. Hamid et al ont observé une meilleure sensibilité avec le résazurin [Hamid et al, 2004], 

tandis que Holst et al ont observé le phénomène inverse [Holst et al, 2005]. 

Le resazurin et les sels de tétrazolium présentent un inconvénient en commun qui est le risque de 

réduction non-spécifique du réactif par des systèmes d’oxydoréduction présents au niveau du 

cytoplasme ou des microsomes [O’Brien et al, 2000 ; Gonzalez and Tarloff, 2001]. Ces réductions 

peuvent amener à des faux positifs. Par contre, le resazurin affiche le précieux avantage de ne pas 

être destructif vis-à-vis des cellules et permet ainsi leur utilisation pour des études ultérieures. Les 
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cellules gardent leurs fonctions intactes comme celle de la production aérobie d’ATP [Holst et al. 

2005]. 

2.2.2.2.5 Marqueurs d’intégrité membranaire 

Les marqueurs d’intégrité membranaire permettent d’apprécier l’état de la membrane après 

exposition à une substance toxique. Ces marqueurs correspondent soit à des substances endogènes 

présents dans les cellules comme la lactate deshydrogénate (LDH) soit à des substances exogènes 

(rouge neutre, bleu trypan…) dont l’accumulation intracellulaire est étudiée. 

2.2.2.2.5.1 LDH 

Jusqu’à un certain seuil, la présence de LDH dans le surnageant cellulaire indique des lésions au 

niveau de la membrane plasmique. Les cellules mortes suite à la destruction de leur membrane 

plasmique, libèrent une grande quantité de LDH. Le dosage de cette enzyme peut se faire de diverses 

façons. Il est possible de le réaliser par des mesures d’absorbance à l’aide d’un lecteur de 

microplaques. Ceci permet l’application de ce test aux criblages à haut débit. Les informations 

fournies permettent d’étudier des phénomènes de cytotoxicité [Fotakis et al, 2006; Silva et al, 2006; 

Pohjala et al, 2007]. 

Le test de la LDH est connu pour sa faible sensibilité. De plus, il n’est capable que de détecter des 

effets directs sur la membrane plasmique, tandis que les sels de tétrazolium permettent de détecter 

des troubles intracellulaires plus profonds [Pohjala et al, 2007]. En plus de sa faible sensibilité, les 

résultats sont moins précis et moins reproductibles d’une expérience à l’autre en comparaison de ce 

qui est observé avec les sels de tétrazolium [Lappalainen et al, 1994 ; Fotakis et al, 2006]. 

Comme pour les autres méthodes, le test de la LDH a été utilisé pour étudier les propriétés 

cytotoxiques d’excipients pharmaceutiques comme la Vitamine E TPGS® [Collnot et al, 2006], du 

polysorbate 80, du Cremophor® EL [Cornaire et al, 2000],... 

2.2.2.2.5.2 Autres marqueurs 

Le neutre rouge (NR) ou chlorure de 2-amino-3-méthyl-7-diméthylaminophénazonium est un 

colorant vital hydrosoluble, peu onéreux et utilisé dans certains tests de cytotoxicité. Après sa 

diffusion à travers la membrane plasmique de cellules intactes, il s’incorpore au niveau des 

lysosomes. Le NR étant légèrement électropositif, il a tendance à former des liaisons électrostatiques 

avec les sites anioniques présents dans l’environnement lysosomal. Contrairement aux tests 

d’activité métabolique, le NR n’est pas censé être dégradé enzymatiquement. Ainsi, le risque de faux 

négatif est moins important [Finter et al, 1969 ; Borenfreund et al, 1985]. En fonction des études 

réalisées, certains auteurs trouvent une meilleure sensibilité du NR par rapport à celle de la LDH 

*Fotakis et al, 2006+, alors que d’autres la trouvent inférieure [Weyermann et al, 2005]. Comme pour 
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le TEER, son association avec d’autres tests de cytotoxicité peut se révéler utile dans l’identification 

de mécanismes amenant aux effets cytotoxiques [Borenfreund et al, 1988]. 

De nombreux marqueurs similaires existent. Par exemple, le bleu trypan est aussi un colorant vital 

hydrophile utilisé couramment en culture cellulaire pour différencier les cellules mortes des cellules 

vivantes. D’autres composés comme la calcein-AM sont aussi utilisables… 

Tout comme les tests de cytotoxicité, les phénomènes de digestion lipidique ont une grande 

importance. 

2.2.3 Lipolyse 

La lipolyse intestinale est un processus physiologique survenant après administration orale de tout 

produit lipidique. Elle peut jouer un rôle dans la biodisponibilité d’un principe actif en fonction de la 

sensibilité des excipients utilisés dans le système lipidique. 

2.2.3.1 Métabolisme lipidique physiologique 

Les modalités du processus de lipolyse gastro-intestinale des lipides sont des éléments déterminants 

dans la compréhension des phénomènes de solubilisation des lipides et des principes actifs 

lipophiles. 

Le métabolisme des lipides exogènes provenant de l’alimentation ou de traitements médicamenteux 

commence généralement au niveau de l’estomac où les triglycérides sont hydrolysés en diglycérides 

et en acides gras par des lipases acides. Parmi ces enzymes, la lipase gastrique et la lipase linguale 

contribuent principalement à cette hydrolyse. Ces lipases présentent une meilleure affinité vis-à-vis 

de triglycérides à chaîne moyenne que pour les triglycérides à chaîne longue. Les phospholipides et 

les esters de cholestérol ne sont pas métabolisés par ces enzymes [Nordskog et al, 2001] et les 

lipases acides peuvent être inhibées par les acides gras à chaîne longue. Ce dernier phénomène 

permet d’expliquer la faible contribution des lipases acides à l’hydrolyse totale des triglycérides 

provenant de l’alimentation. En effet, la lipolyse gastrique ne représente que 10-30% de cette 

hydrolyse totale [Pafumi et al, 2002 ; Mu et al, 2004]. 

Au niveau du tractus gastro-intestinal, l’émulsification des lipides exogènes a lieu d’abord dans 

l’estomac. Elle se fait de façon relativement grossière avec formation de gouttelettes de grandes 

tailles. Les mécanismes de contraction et de vidange gastrique ainsi que la présence de 

phospholipides, de protéines, de polysaccharides et d’autres produits amphiphiles exogènes 

contribuent à cette formation en stabilisant les interfaces eau/huile [Armand et al, 1996]. Arrivés au 

niveau du duodénum, les lipides exogènes stimulent la sécrétion de sels biliaires, de phospholipides, 

de cholestérol et de fluides pancréatiques (contenant des lipases pancréatiques) [Kossena et al, 
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2007]. Grâce à la présence de ces sécrétions et de la pré-hydrolyse gastrique, une émulsification plus 

stable, homogène et fine peut se mettre en place [Embleton et al, 1997 ; Mu et al, 2004]. Par la suite, 

le processus de digestion lipidique est complété par l’action de complexes de lipase/co-lipase 

pancréatiques. Les lipases se fixent à la surface des gouttelettes d’huile afin d’hydrolyser les 

triglycérides en 2-monoglycéride et en acides gras. Cependant, les concentrations physiologiques de 

sels biliaires et de phospholipides inhibent l’activité des lipases pancréatiques. Dans de telles 

conditions, le rôle de la co-lipase est essentiel afin de permettre aux lipases pancréatiques de se fixer 

à la surface des gouttelettes d’huile *van Tilbeurgh et al, 1999 ; Miled et al, 2000 ; Lowe et al, 2002]. 

Les produits de lipolyse gastrique sont aussi de puissants agents émulsifiants et les acides gras 

favorisent la liaison du complexe lipase/co-lipase à la surface de l’émulsion. Ces facteurs montrent 

que la lipolyse est un processus essentiellement auto-catalytique [Embleton et al, 1997; Nordskog et 

al, 2001]. 

Une attention particulière peut être apportée aux inhibiteurs de lipases qui peuvent modifier de 

façon significative les phénomènes physiologiques de lipolyse. A titre d’exemple, l’orlistat qui est un 

médicament indiqué dans le traitement de l’obésité, peut bloquer la digestion lipidique au niveau 

gastro-intestinal *Padwal et al, 2007+. Ce genre d’interactions médicamenteuses peut ainsi affecter la 

biodisponibilité orale de certaines formes pharmaceutiques. 

Tout au long du processus de lipolyse gastro-intestinale, des variations chimiques et physiques liées à 

la digestion de lipides exogènes peuvent survenir au niveau de la lumière intestinale. Des systèmes 

micellaires composés de sels biliaires et de phospholipides peuvent se former et faciliter la 

solubilisation de substances lipophiles au niveau du tractus gastro-intestinal. Dans le cadre des 

systèmes lipidiques, il est possible de contrôler ces paramètres au moment du choix des excipients 

lipidiques. 

2.2.3.2 Métabolisme gastro-intestinal des systèmes lipidiques 

En stimulant la sécrétion de sels biliaires au niveau du duodénum, les lipides exogènes en association 

avec les produits de lipolyse permettent la formation d’une série d’entités colloïdales comme des 

micelles, des micelles mixtes ou des émulsions. Depuis longtemps, les repas riches en lipides sont 

connus pour favoriser la sécrétion de sels biliaires. Or des études récentes ont montré que de petites 

quantités de lipides (de l’ordre du gramme) étaient capables de stimuler les contractions de la 

vésicule biliaire et la sécrétion des sels. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’administration orale de 

gélules ou de capsules molles renfermant un système lipidique serait à même de stimuler la 

sécrétion de sels biliaires à jeun [Kossena et al, 2007]. 
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L’association citée précédemment (sels biliaires, lipides exogènes, produits de lipolyse) et la présence 

de lipides endogènes (phospholipides, cholestérol…) permettent aussi une bonne solubilisation des 

principes actifs peu hydrosolubles dans un microenvironnement lipidique contenant des émulsions, 

des systèmes micellaires et vésiculaires [Wiedmann et al. 2002]. Parallèlement, ceci permet de créer 

un réservoir de principes actifs solubilisés au niveau du site d’absorption et de générer un gradient 

de concentration requis pour favoriser l’absorption du principe actif du compartiment intestinal vers 

le compartiment sanguin. Certaines substances amphiphiles présentes dans le lumen comme les sels 

biliaires ou les phospholipides, permettent aussi d’améliorer l’absorption de principes actifs peu 

hydrosolubles en facilitant leur solubilisation à des concentrations en dessous de leur CMC [Luner et 

al, 2001]. 

La digestion lipidique d’une forme orale est un processus dynamique et complexe durant lequel 

différentes phases peuvent être rencontrées. Rübe et al ont réalisé la première tentative de suivi en 

temps réel de la distribution du principe actif présent au sein d’entités colloïdales en utilisant la 

spectrométrie par résonance paramagnétique électronique [Rübe et al, 2006]. Cependant, la 

majorité des études faites à ce sujet n’ont décrit que des phénomènes de solubilisation du principe 

actif dans des systèmes formés à la suite du contact entre une forme orale et un milieu aqueux. Ces 

systèmes se présentent sous forme de liquides colloïdaux simples, de structure lamellaire ou de 

structure cubique. Au cours de la digestion de la formulation, ces trois formes peuvent être 

rencontrées et leur capacité à faire passer le principe actif à travers la barrière intestinale peut varier. 

Kossena et al ont formulé la cinnarizine, un antihistaminique faiblement hydrosoluble, avec des 

proportions différentes en acides gras et en monoglycérides. Ces mélanges ont été administrés à des 

rats dont la sécrétion biliaire a été bloquée. Une augmentation de la concentration sanguine en 

cinnarizine a été observée, lorsque le principe actif se trouve dissout dans un système à phase 

lamellaire. Par contre, en présence de sécrétion biliaire, cette concentration augmente pour le 

système à phase cubique et diminue pour le système à phase lamellaire. Ainsi, la composition de ces 

formes orales et leur sensibilité à la lipolyse influencent sensiblement l’absorption intestinale du 

principe actif [Kossena et al, 2005]. 

Au niveau du tractus gastro-intestinal, la composition des formulations peut faire varier les 

mécanismes de solubilisation du principe actif. Une étude sur l’impact de la concentration en lipides 

et la présence de structures colloïdales sur les phénomènes de solubilisation a été réalisée en 

utilisant de l’hydrocortisone et différents esters d’hydrocortisone comme principes actifs lipophiles. 

Lorsque les structures vésiculaires contiennent une forte quantité de lipides en C8, leur capacité de 

solubilisation est inférieure à celle de structures contenant des lipides à chaînes plus longues (C12 et 
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C18). De ce fait, la nature des composants ainsi que leurs proportions sont des paramètres 

importants pour obtenir une biodisponibilité optimale [Kossena et al, 2004]. 

Par conséquent, il apparait évident que la capacité de solubilisation des structures colloïdales 

formées à l’issue de la dispersion et de la digestion des systèmes lipidiques puisse être dépendante 

de la quantité d’excipients lipidiques inclus, de leurs natures (surfactants, co-surfactants et co-

solvants) et des lipides endogènes (sels biliaires, phospholipides) présents. Le choix du lipide 

(sensibilité à la lipolyse, longueur de chaîne, présence d’insaturation), de l’inclusion de surfactant, co-

surfactant et co-solvant et du type de formulation (Type I, systèmes micellaires, SEDDS, SMEDDS®…) 

ont un grand impact sur la biodisponibilité de principe actif formulé [Porter et al, 2008]. 

2.2.3.3 Modèles in vitro de lipolyse intestinale 

Récemment, de nombreux modèles in vitro de dispersion et de lipolyse simulant l’environnement 

gastro-intestinal ont été développés afin de mieux prédire le profil de dissolution in vivo de principes 

actifs lipophiles [Dahan et al, 2007 ; Brogård et al, 2007]. Des milieux de dissolution reflétant 

fidèlement les conditions de lipolyse in vivo ont été largement décrits dans la littérature [Vertzoni et 

al, 2004 ; Kostewicz et al, 2004+. L’efficacité des systèmes lipidiques, au sens large du terme, ne se 

définit pas uniquement par leur composition, leur capacité de dispersion dans les fluides gastro-

intestinaux ou leur effet sur des protéines responsables de résistance médicamenteuse. Il faut aussi 

tenir compte de leur comportement vis-à-vis de la lipolyse. Un bon modèle de lipolyse doit être 

capable de former les entités colloïdales obtenues à la suite de la dispersion et de la digestion des 

composants de la formulation. Ces entités sont notamment composées de surfactants endogènes 

(sels biliaires, phospholipides, cholestérol…), des composants de la formulation et de leurs produits 

de lipolyse. 

Comparativement au test traditionnel de dissolution (voir section 2.1), les modèles actuels 

s’intéressent à la précipitation de la fraction solubilisée du principe actif en fonction du temps. Ces 

tests in vitro décrivent plus fidèlement les capacités de la formulation à maintenir la substance active 

à l’état solubilisé durant la dispersion au niveau de l’estomac et ultérieurement durant la digestion 

de la formulation par les fluides biliaires et pancréatiques. Porter et al ont décrit cette évaluation in 

vitro en deux étapes. La première consiste à étudier les propriétés dispersantes d’une formulation 

dans un milieu simulant les conditions acides de l’estomac (0,1 N HCl). D’un point de vue cinétique, 

l’efficacité de la dispersion est évaluée par la mesure de la taille des particules formées. Cette 

manière de procéder permet surtout de déceler des phénomènes de précipitation du principe actif 

lors de la phase de dispersion en prélevant des échantillons à des temps bien déterminés. Par la 

suite, ces échantillons sont centrifugés et le principe actif est dosé d’une part dans le surnageant et 
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d’autre par dans le culot. En pratique, la probabilité qu’il y ait précipitation dans le cas d’une 

formulation de type I et II est faible puisque la proportion en composés lipophiles est plus 

importante. Inversement, les formulations de type III et IV présentent plus de risques de 

précipitation puisqu’elles contiennent des quantités plus importantes de surfactants non-ioniques 

plus hydrophiles ainsi que des co-solvants [Porter et al, 2008]. La deuxième étape tient compte des 

changements possibles dans la capacité de solubilisation suite à la digestion de certains composés de 

la formulation et à l’interaction avec certains agents solubilisants endogènes (sels biliaires, 

phospholipides…). Ces changements sont étudiés à l’aide de modèles in vitro de lipolyse (Figure 7) 

[Porter et al, 2004 ; Goddeeris et al, 2007]. En général, l’étude de la lipolyse des formulations se fait à 

l’aide de fluides simulant les conditions intestinales puisque la majorité de la digestion lipidique a lieu 

au niveau de l’intestin. Cependant, ce choix n’est pas toujours justifié puisque la lipolyse est initiée 

au niveau de l’estomac par des lipases gastriques. De plus, dans le cas d’un traitement 

thérapeutique, de petites quantités de lipides contenues dans les systèmes lipidiques sont 

administrées. Par conséquent, l’effet de la lipolyse gastrique peut être significatif. Cet effet est 

d’autant plus amplifié lors de l’utilisation d’excipient comme le Labrasol® qui contient des glycérides 

à chaîne moyenne sensibles aux lipases gastriques [Fernandez et al, 2007]. 

 

Figure 7 : Modèle de lipolyse pour l’évaluation in vitro de formulations lipidiques. Le principe de cette méthode consiste 
à utiliser un récipient contenant un milieu de digestion lipidique (sels biliaires, phospholipides, lipases…) stabilisé à 37°C 
ainsi que le système lipidique à tester. Au niveau de ce récipient, l’activité des lipases pancréatiques sur les lipides 
exogènes et endogènes libère des acides gras libres qui font chuter le pH. Cette chute de pH est ensuite titrée par 
pHmétrie et réajustée par l’ajout d’une quantité équimolaire de soude [Porter et al, 2008]. 

L’application des modèles de lipolyse sur les systèmes lipidiques (SEDDS, SMEDDS®…) permet de 

prédire leurs performances in vivo. En effet, une étude sur le danazol sous forme de SMEDDS® 

contenant des triglycérides à chaînes longues d’une part et des triglycérides à chaînes moyennes 
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d’autre part, a permis l’établissement d’une bonne corrélation in vitro/in vivo. Dans cette même 

étude, le danazol précipite fortement lorsqu’il est formulé avec des triglycérides à chaînes moyennes, 

alors qu’avec des triglycérides à chaînes longues, le principe actif reste majoritairement solubilisé. 

Lors du stade initial de dispersion, les deux formulations ont présenté des phénomènes de 

précipitation semblables suggérant que les processus de lipolyse les différencieraient principalement. 

Cette différence s’est confirmée par des expériences in vivo chez le chien montrant une meilleure 

biodisponibilité orale du danazol lorsqu’il est formulé avec des triglycérides à chaînes longues [Porter 

et al, 2004]. Des expériences similaires de lipolyse ont été aussi réalisées sur l’halofantrine, le 

danazol, le diazépam, la cinnarizine, et la griséofulvine formulés avec des triglycérides de longueurs 

de chaînes variées [Kaukonen et al, 2004]. Par contre, une étude s’est intéressée à l’impact de la 

nature du surfactant sur la solubilisation et la biodisponibilité orale de l’atovaquone sous forme de 

SEDDS. Lors des tests de lipolyse, aucune différence de solubilisation n’a été observée entre les deux 

formulations contenant des triglycérides à chaîne longue, de l’éthanol et du Cremophor® EL ou du 

Pluronic® L121. Pourtant, leurs propriétés auto-émulsifiantes étaient bien différentes. En accord avec 

les résultats de solubilisation, les biodisponibilités orales de l’atovaquone chez le chien pour ces deux 

formulations se sont révélées similaires. Ainsi, dans certains cas, la sensibilité à la lipolyse joue un 

rôle plus important par rapport à la composition de la formulation [Sek et al, 2006]. Par conséquent, 

il existe une bonne corrélation entre le profil de solubilité du principe actif durant une lipolyse in 

vitro et les modifications survenant in vivo. 

La dégradation des surfactants peut avoir un impact sur les performances d’une formulation. En 

effet, tous les esters d’acide gras utilisés comme surfactants ne sont pas tous pris en charge de la 

même façon lors de la lipolyse. Par exemple, le Cremophor® RH40 est moins dégradé par les lipases 

que le Cremophor® EL. Actuellement, les explications de ces différences de sensibilité à la digestion 

ne sont pas évidentes. Mais des raisons stéréochimiques liées à la saturation des chaînes aliphatiques 

ou à la taille du motif polyéthylène glycol pourraient être incriminées. Une étude de digestion in vitro 

sur deux SMEDDS® qui diffèrent par la nature de leur surfactants (Cremophor® RH40 et Cremophor® 

EL), a montré une différence évidente dans leur pouvoir de solubilisation in vitro. Ainsi, les 

formulations contenant des surfactants peu sensibles à la lipolyse comme le Cremophor® RH40 

présentent moins de risque de précipitation. Par la suite, des études de biodisponibilité in vivo ont 

effectivement montré que la biodisponibilité orale du danazol est bien meilleure avec le Cremophor® 

RH 40 qu’avec le Cremophor® EL [Cuiné et al, 2008]. Les enzymes pancréatiques responsables de la 

dégradation des surfactants n’ont pas été clairement identifiés mais la « pancreatic lipase-related 

protein 2 » et la « carboxyl ester hydrolase » joueraient un rôle important dans la digestion de 

certains excipients lipidiques polyéthoxylénés [Fernandez et al, 2007]. 
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2.3 Stratégie de formulation 

Pour certaines substances actives, et en particulier pour les molécules lipophiles de classe II BCS, les 

systèmes lipidiques apportent des solutions efficaces et rapides à des problèmes de formulations. 

Ces difficultés correspondent généralement à la faible solubilité des molécules dans les fluides 

gastro-intestinaux. Bien que les potentiels qu’offrent les systèmes lipidiques soient connus depuis 

plusieurs années, l’étude des mécanismes entrant dans la mise à disposition des principes actifs n’a 

fait l’objet de recherches que récemment. A cette fin, une série de tests in vitro de dispersion et de 

digestion ont permis de réaliser beaucoup de progrès dans la compréhension des mécanismes de 

solubilisation. 

Historiquement, la mise au point des formulations lipidiques auto-émulsifiantes et le choix des 

excipients reposaient principalement sur la solubilité de la substance à formuler, l’aisance qu’avait la 

formulation de se disperser dans un système aqueux et la taille des gouttelettes formées après le 

processus d’émulsification. Récemment, de nouveaux paramètres ont été pris en compte. La 

digestion des excipients lipidiques au niveau du tractus gastro-intestinal peut notamment amener à 

des problèmes de solubilité de principes actifs incorporés dans un système lipidique. Des études de 

lipolyse sont de plus en plus couramment menées afin d’enrichir les données concernant les 

prédictions in vitro/in vivo. En effet, la digestibilité des huiles utilisées dans les formulations est 

importante. L’utilisation d’huiles non-digestibles au sein de certaines formulations peut provoquer 

une diminution de l’absorption des principes actifs. Ceci peut s’expliquer par une rétention de ces 

derniers au sein de la phase huileuse diminuant de la sorte leur transfert vers la phase aqueuse 

luminale où l’absorption peut avoir lieu. L’utilisation d’huiles sensibles à la lipolyse comme les huiles 

de soja, de maïs et d’olive est généralement préférée et permet d’améliorer la biodisponibilité de 

principes actifs faiblement hydrosolubles [Stegemann et al, 2007 ; Porter et al, 2008]. 

Porter et al. suggèrent de prendre en compte sept principes généraux (Tableau 5) permettant de 

définir une stratégie appropriée pour la formulation d’un système lipidique. Cependant, les 

considérations toxicologiques et réglementaires ne sont pas prises en compte dans ces principes 

[Porter et al. 2008] : 
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Tableau 5 : Liste des 7 principes généraux que Porter et al proposent de suivre lors de la formulation d’un système lipidique *Cuiné et al, 2008 ; Porter et al, 2008] 

 Principes Tests associés 

1 
La solubilité du principe actif dans la formulation et son maintien sous forme solubilisée lors de sa dispersion au 
niveau de l’estomac et de sa digestion au niveau de l’intestin, sont des indicateurs critiques de la performance in vivo 
des formulations. 

Lipolyse et dissolution 

2 

Les propriétés des entités colloïdales formées après contact de la formulation avec le contenu gastro-intestinal 
définissent les mécanismes de solubilisation du principe actif au niveau du site d’absorption. La solubilisation 
intestinale effective des colloïdes peut être améliorée ou atténuée par des interactions avec l’environnement 
biologique. 

Lipolyse, dissolution et 
granulométrie 

3 
Les SEDDS composés de forte proportion de triglycérides et d’une quantité plus petite de surfactant et de co-solvant 
permettent, en général, une solubilisation plus robuste des principes actifs en termes de dispersion et digestion. 

Lipolyse et dissolution 

4 

Pour les substances très lipophiles, les produits issus de la digestion de triglycérides à chaîne longue favorisent la 
solubilisation de ces substances dans des micelles mixtes ou dans des vésicules composées de sels biliaires et de 
produits de digestion. Ceci mène à une meilleure biodisponibilité qu’avec des triglycérides à chaîne moyenne, bien 
que des exceptions existent. 

Lipolyse et perméabilité 
intestinale 

5 
Les SMEDDS® contenant une plus forte proportion de surfactants permettent une dispersion très fine. Ceci dépend 
beaucoup de la nature du surfactant. La performance in vivo de ces formulations contenant des surfactants sensibles 
à la lipolyse est réduite en comparaison de celles contenant moins de surfactants sensibles. 

Lipolyse et perméabilité 
intestinale 

6 
Les formulations de type IV contenant un unique surfactant sont limitées par leur faible pouvoir dispersant. Mais cet 
inconvénient peut être surmonté par l’ajout d’un co-surfactant. 

Dissolution et cytotoxicité 

7 

Les formulations de types IV contenant seulement des surfactants et des co-solvants pourraient être utiles dans les 
situations où la solubilité du principe actif est meilleure que dans un mélange incorporant des glycérides. Cependant, 
il faut faire attention aux formulations comportant une grande quantité de substances hydrophiles qui pourraient 
être responsables de phénomène de précipitation lors de la dispersion. Il en est de même pour les formulations 
comportant une grande quantité d’esters d’acide gras (surfactants) dont la digestion peut aussi amener à des 
phénomènes de précipitation. L’utilisation d’excipients résistants à la lipolyse est un critère propre aux formulations 
de type IV parce que, pour les SEDDS et les SMEDDS®, la lipolyse permet une meilleure solubilisation et absorption du 
principe actif. 

Dissolution 
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De nombreux auteurs ont proposé des stratégies pour la formulation de principes actifs faiblement 

hydrosolubles à base d’excipients lipidiques. Ces stratégies gardent généralement la même ligne 

directrice. Dans un premier temps, la formulation d’une substance faiblement hydrosoluble se fait à 

l’aide d’excipients huileux (type I). Le recours aux surfactants ne survient qu’en cas d’échec. Au cas 

où le mélange surfactants/huiles ne suffirait pas pour obtenir une bonne solubilisation du principe 

actif ou à améliorer sa biodisponibilité, la mise au point de systèmes auto-émulsifiants (SEDDS, 

SMEDDS®, micelles) est nécessaire. Quel que ce soit le type de formulation, les sept principes 

mentionnés sur le Tableau 5 doivent être suivis afin de tenir compte des phénomènes de solubilité, 

de dispersion, de composition, d’absorption et de lipolyse. La Figure 8 récapitule les relations 

existantes entre les différents principes et une stratégie classique de formulation [Strickley et al, 

2004]. 
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Figure 8 : Relations entre les principes émis par Porter dans la stratégie de formulation d’un système lipidique 
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PARTIE 

EXPERIMENTALE 
 

Les travaux réalisés au cours de mon travail doctoral ont porté principalement sur deux études. 

La première étude a concerné l’évaluation de la cytotoxicité d’excipients commerciaux et de 

systèmes lipidiques de type II (SEDDS) et III (SMEDDS®). Nous nous sommes intéressés à leurs effets 

sur différentes infrastructures cellulaires comme la membrane plasmique, les jonctions serrées ou 

l’activité métabolique. 

La seconde étude  a été focalisée sur la mise en forme d’une substance de la classe IV BCS présentant 

des propriétés anticancéreuses intéressantes, l’orlistat. 
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Chapitre 3: Evaluation de la cytotoxicité d’excipients 

utilisés dans les systèmes lipidiques 

3.1 Introduction générale 

Dans la formulation de systèmes lipidiques innovants destinés à solubiliser un principe actif peu 

hydrosoluble dans des nano-gouttelettes au niveau du tractus gastro-intestinal, un choix important 

d’excipients est disponible (voir section 1.2). Les surfactants non-ioniques sont les plus largement 

utilisés du fait de leur pouvoir solubilisant. Ils sont principalement représentés par des dérivés d’huile 

de ricin polyoxyéthylénés (Cremophor® EL) [Gelderblom et al, 2001], des hydrostéarates de PEG-15 

(Solutol® HS15) [Buckingham et al, 1995], des polysorbates (Montanox®, Tween®) et des dérivés 

vitaminés (Vitamine E TPGS®) [Constantinides et al, 2006]. D’autres types d’excipients comme les co-

solvants (PEG300) ou les excipients huileux (Labrafil® M1944CS) sont fréquemment utilisés pour leur 

propriété solubilisatrice (Tableau 1). Ces composés présentent des différences structurelles 

impliquant aussi des activités biologiques diverses et variées comme des perturbations de la fluidité 

de la membrane plasmique ou des modifications de conformations de protéines membranaires 

(jonctions serrées…). Par conséquent, ces activités peuvent provoquer de potentiels effets 

indésirables. En effet, il a été rapporté dans la littérature que certains excipients peuvent présenter 

de tels effets. Par exemple, le Cremophor® EL [Gelderblom et al, 2001], le polysorbate 80 [Hirama et 

al, 2004], le Labrasol®, le Softigen® 767 [Cornaire et al, 2004] ou les poloxamères [Kabanov et al, 

2003] sont connus pour exercer des effets toxiques comme des réactions d’hypersensibilité 

anaphylactiques ou de toxicité épithéliale. 

Des mises en garde ont été faites ces dernières années quant à la rapide et large expansion des 

nanotechnologies. De nombreux impacts sur la santé et notamment sur l’appareil respiratoire ont 

été relevés  , 2005]. Par contre, peu d’études ont été menées sur 

l’assimilation des nanoparticules par le tractus gastro-intestinal et leur devenir dans l’organisme. Il a 

été admis que ces particules traversent le tractus pour être rapidement éliminée , 

2005]. Comme les systèmes lipidiques cités précédemment aboutissent à la formation de 

nanoparticules composées d’excipients lipidiques, l’étude des propriétés biologiques de ces entités 

sans y incorporer de principe actif permettrait d’apporter des éléments de réponses sur cette 

problématique de « nano-toxicité » par voie orale. 

Afin de procéder à l’analyse toxicologique par voie orale de ces formulations, nous avons proposé un 

protocole d’évaluation de la cytotoxicité de solutions aqueuses d’excipients. Ce protocole a pour but 

de prédire la toxicité orale de systèmes lipidiques grâce à l’utilisation d’une lignée cellulaire issue 
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d’un adénocarcinome colique humain, les cellules Caco-2 (voir section 2.2.1.1.3) [Hilgers et al, 1990 ; 

Sambuy et al, 2005]. Quatre tests de cytotoxicité représentatifs des principaux paramètres de 

viabilité cellulaire ont été réalisés. Ils correspondent : 

 Au dosage de la LDH dont la concentration extracellulaire augmente en cas de dommages au 

niveau de la membrane cellulaire. Le dosage de la LDH permet de déterminer efficacement la 

cytotoxicité de composés hydrosolubles (voir section 2.2.2.2.5.1) [Fotakis et al, 2006 ; Silva et 

al, 2006 ; Pohjala et al, 2007]. 

 A la perméabilité du LY, un marqueur de passage paracellulaire. Le LY permet d’évaluer 

indirectement l’état des jonctions serrées liant les cellules entre elles au niveau de la 

monocouche cellulaire. Son dosage possible par fluorescence permet une détection très fine 

des altérations survenues au niveau de ces jonctions (voir section 2.2.2.2.3) [Konishi et al, 

2002]. 

 Au TEER qui reflète aussi l’état des jonctions serrées [Mukherjee et al, 2004]. Son suivi lors 

des différentes étapes du protocole permet surtout d’apprécier la réversibilité ou non de 

l’effet de certains excipients (voir section 2.2.2.2.2) [Ekelund et al, 2005]. 

 A l’activité métabolique cellulaire qui est mesurée à l’aide du test de viabilité au MTT (voir 

section 2.2.2.2.4.1) [Scudiero et al, 1988; Hansen et al, 1989]. 

Lors de cette étude, le protocole présenté précédemment est appliqué sur une série d’excipients 

couramment utilisés en formulation galénique. Des surfactants, des co-solvants et des excipients 

huileux de grade pharmaceutique ont été testés (Tableau 6) afin d’évaluer la sensibilité de notre 

protocole de cytotoxicité. Parallèlement aux tests menés sur des solutions contenant chacune qu’un 

seul excipient, six systèmes auto-émulsifiants (correspondant à des SEDDS et des SMEDDS® selon la 

classification de Pouton décrite dans la section 1.3.1) composés d’un surfactant non-ionique et d’une 

huile ont été réalisées afin d’étudier la cytotoxicité des nanoparticules formés après solubilisation 

dans une phase aqueuse. 

3.2 Matériel et méthode 

3.2.1 Préparations des solutions d’excipients 

Afin de solubiliser un excipient, il faut utiliser un tampon aqueux compatible avec une bonne viabilité 

cellulaire. Ce dernier correspond à une solution de Hanks (HBSS : Hank’s Buffered Saline Solution) 

(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) à 15 mM de glucose, tamponnée par du MES (acide 2-(N-

Morpholino)éthanesulfonique) (Sigma-Aldrich Chemicals, St. Quentin Fallavier, France) et ajustée à 

un pH de 6,0. La liste des excipients testés aux cours de cette étude est reprise dans le Tableau 6. Des 

solutions mères de 100 g/L sont préparées dans des fioles jaugées pour chaque excipient, excepté 
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pour le Labrafil® M1944CS dont la solution a été préparée à 233 g/L. Cette exception s’explique par 

le fait que les solutions mères des formulations étudiées par la suite, ont contenu pour certaines 

jusqu’à 233 g/L de Labrafil® M1944CS. Enfin, les solutions mères des préparations contenant qu’un 

seul excipient ont été diluées 4 fois au dixième (en cascade) afin d’établir la gamme de 

concentrations à tester sur les cellules Caco-2. Cette gamme s’étend de 10 mg/L à 100 g/L, sauf pour 

celle du Labrafil® M1944CS qui va de 23,3 mg/L à 233 g/L. 

Tableau 6 : Liste des excipients étudiés suivant le protocole de cytotoxicité 

Nom chimique Nom commercial Fonction Source 

Hydroxystéarate de 
PEG-15 

Solutol® HS15 Surfactant non-ionique 
BASF, Ludwigshafen, 
Allemagne 

PEG-35 d’huile de 
ricin 

Cremophor® EL Surfactant non-ionique 
BASF, Ludwigshafen, 
Allemagne 

PEG-35 d’huile de 
ricin, purifié 

Cremophor® ELP Surfactant non-ionique 
BASF, Ludwigshafen, 
Allemagne 

PEG-40 d’huile de 
ricin hydrogénée 

Cremophor® RH40 Surfactant non-ionique 
BASF, Ludwigshafen, 
Allemagne 

Succinate de PEG-20 
D-α-tocophérol  

Vitamin E TPGS® Surfactant non-ionique Eastman, TN, USA 

Mono-, di- et 
triglycérides et mono- 
et diesters de PEG 

Labrafil® M1944CS 
Surfactant non-ionique et 

excipient huileux 
Gattefossé, Saint-Priest, 
France 

Polysorbate 80 Montanox® 80 Surfactant non-ionique 
Seppic, Paris-La-
Défense, France 

2-pyrrolidone Soluphor® P Co-solvant 
BASF, Ludwigshafen, 
Allemagne 

Diéthylène glycol 
monoéthyléther 

Transcutol® P Excipient huileux 
Gattefossé, Saint-Priest, 
France 

 

Les compositions des six formulations lipidiques testées au cours de cette même étude sont reprises 

dans le Tableau 7. Dans un premier temps, un excipient huileux et un surfactant non-ionique sont 

mélangés à l’aide d’un barreau magnétique pendant environ 5 minutes afin d’obtenir un ensemble 

homogène. Ces formulations ne contiennent pas plus de deux types différents d’excipients afin de 

rendre possible l’interprétation des tests de cytotoxicité. Ainsi, aucun co-solvant n’a été utilisé pour 

améliorer la dispersion de ces systèmes. Par la suite, la même solution aqueuse utilisée 

précédemment (HBSS à pH 6,0) est ajoutée aux mélanges d’excipients afin d’obtenir des 

nanoparticules similaires à celles qui pourraient se former au niveau gastro-intestinal. Chaque 

solution mère ainsi obtenue présente un volume de 25 mL et chacune est diluée 4 fois au dixième. 

Pour chaque formulation, la solution mère est désignée par S5. Les solutions S4, S3, S2 et S1 sont 
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respectivement les dilutions au dixième des solutions S5, S4, S3 et S2. Les tests de cytotoxicité sont 

réalisés sur chacune de ces solutions. 

Tableau 7 : Composition des six formulations testées 

  Surfactant non-
ionique 

Excipient huileux 

Formulation 1 

Excipient Cremophor® ELP Labrafil® M1944CS 

Proportion au sein de la formulation 30% (m/m) 70% (m/m) 

Concentration de S5 100 g/L 233 g/L 
Concentration de S4 10 g/L 23,3 g/L 
Concentration de S3 1 g/L 2,33 g/L 
Concentration de S2 100 mg/L 233 mg/L 
Concentration de S1 10 mg/L 23,3 mg/L 

Formulation 2 

Excipient Solutol® HS15 Labrafil® M1944CS 

Proportion au sein de la formulation 30% (m/m) 70% (m/m) 

Concentration de S5 100 g/L 233 g/L 
Concentration de S4 10 g/L 23,3 g/L 
Concentration de S3 1 g/L 2,33 g/L 
Concentration de S2 100 mg/L 233 mg/L 
Concentration de S1 10 mg/L 23,3 mg/L 

Formulation 3 

Excipient Vitamine E TPGS® Labrafil® M1944CS 

Proportion au sein de la formulation 30% (m/m) 70% (m/m) 

Concentration de S5 100 g/L 233 g/L 
Concentration de S4 10 g/L 23,3 g/L 
Concentration de S3 1 g/L 2,33 g/L 
Concentration de S2 100 mg/L 233 mg/L 
Concentration de S1 10 mg/L 23,3 mg/L 

Formulation 4 

Excipient Cremophor® RH40 Labrafil® M1944CS 

Proportion au sein de la formulation 30% (m/m) 70% (m/m) 

Concentration de S5 100 g/L 233 g/L 
Concentration de S4 10 g/L 23,3 g/L 
Concentration de S3 1 g/L 2,33 g/L 
Concentration de S2 100 mg/L 233 mg/L 
Concentration de S1 10 mg/L 23,3 mg/L 

Formulation 5 

Excipient Cremophor® RH40 Labrafil® M1944CS 

Proportion au sein de la formulation 40% (m/m) 60% (m/m) 

Concentration de S5 133 g/L 200 g/L 
Concentration de S4 13,3 g/L 20 g/L 
Concentration de S3 1,33 g/L 2 g/L 
Concentration de S2 133 mg/L 200 mg/L 
Concentration de S1 13,3 mg/L 20 mg/L 

Formulation 6 

Excipient Vitamine E TPGS® Labrafil® M1944CS 

Proportion au sein de la formulation 70% (m/m) 30% (m/m) 

Concentration de S5 233 g/L 100 g/L 
Concentration de S4 23,3 g/L 10 g/L 
Concentration de S3 2,33 g/L 1 g/L 
Concentration de S2 233 mg/L 100 mg/L 
Concentration de S1 23,3 mg/L 10 mg/L 
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3.2.2 Culture cellulaire 

Les cellules Caco-2 (HTB-37) a été obtenues au passage 18 de l’American Type Culture Collection 

(LGC/ATCC, Molsheim, France). 

Cultivées à 37°C dans des incubateurs (JOUAN IG150, Saint Herblain, France) où règne une 

atmosphère à 95 % d’humidité relative et à 5 % de CO2, les cellules ont été utilisées du passage 21 à 

28. Elles sont mises en culture jusqu’à environ 80-90 % de confluence sur des flacons de culture de 

75 cm2 dans du milieu de culture qui est composé de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) à 

10 % de sérum de bœuf fœtal (inactivé pendant 30 minutes à 56°C), à 1 % d’acides aminés non 

essentiels, à 100 unités/mL de pénicilline G et à 100 µg/mL de Streptomycine (Invitrogen Corp, 

Carlsbad, CA, USA). Le milieu est changé tous les deux jours. 

Pour les tests de la libération de LDH, du TEER et de la perméabilité au LY, les cellules Caco-2 sont 

ensemencées à une densité de 6×104 cellules/cm2 sur des membranes poreuses de type Millicell® 

(Millipore, Molsheim, France). Ces membranes présentent des pores de 0,4 µm de diamètre et une 

surface de 1,13 cm2. Au bout de 21 à 25 jours de culture, la maturation et l’intégrité de la 

monocouche cellulaire sont évaluées par la mesure du TEER (voir section 2.2.2.2.2). Ce contrôle se 

fait à l’aide d’un voltmètre Millicell®ERS (Millipore, Molsheim, France). Seules les monocouches 

présentant un TEER au dessus de 300 Ω.cm2, sont retenues pour les tests de cytotoxicité [Sambuy et 

al, 2005 ; Hidalgo et al, 2001 ; Artursson et al, 2001]. 

Pour le test au MTT, les cellules Caco-2 sont ensemencées à une densité de 4×104 cellules/cm2 dans 

des plaques à 96 puits. Après ensemencement, ces plaques sont incubées à 37°C, 24 heures avant le 

test. 

3.2.3 Evaluation de la cytotoxicité 

La première étape du protocole consiste à mesurer le TEER initial des monocouches cellulaires et la 

libération de la LDH. A la sortie de l’incubateur, le milieu de culture des cellules est remplacé par de 

l’HBSS. Les monocouches sont remises à incuber à 37°C avant d’effectuer la mesure de TEER. Les 

monocouches retenues pour les tests (TEER supérieur à 300 Ω.cm2), sont incubées pendant 2 heures 

avec la solution d’excipients à étudier, à 37°C et sous une agitation orbitale de 50 tpm. Les témoins 

négatifs mis en place correspondent à des solutions d’HBSS dépourvues d’excipients. Après cette 

incubation, le surnageant cellulaire est prélevé et la LDH y est dosée à l’aide du kit EnzylineTM LDH 

Optimisé 10 (bioMérieux, Marcy-l’Etoile, France) et d’un automate CX5 (Beckman Coulter, Villepinte, 

France). La libération totale de LDH a été obtenue par une lyse cellulaire initiée par une solution à 
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10% de dodécylsulfate de sodium. Les résultats de la libération de LDH sont exprimés en pourcentage 

de la lyse cellulaire totale. 

Lors de la deuxième étape, la perméabilité du LY du sens apical vers le sens basolatéral a été évaluée 

en présence d’un gradient de pH (pH de 6,0 au niveau apical et de 7,4 au niveau basolatéral). Une 

solution contenant 0,04% (m/v) de LY (Sigma-Aldrich Chemicals, St. Quentin Fallavier, France) est 

introduite dans le compartiment apical alors qu’une solution d’HBSS tamponnée à pH 7,4 avec 10 

mM de HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) (Invitrogen Corp., Carlsbad, 

CA, USA) est ajoutée dans le compartiment basolatéral. Des prélèvements sont réalisés du côté 

basolatéral à 15, 30, 60, 90 et 120 minutes. Le volume basolatéral est maintenu constant par l’ajout 

du même volume d’HBSS frais après chaque prélèvement. Comme pour le test à la LDH, cette étude 

de perméabilité se déroule à 37°C et sous une agitation orbitale à 50 tpm. Le LY dans les échantillons 

obtenus sont dosées par absorption UV à la longueur d’onde de 280 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV-2401PC (Shimadzu, Kyoto, Japon). Les résultats sont présentés en 

perméabilités apparentes (Papp) exprimée en cm.s-1 et son calcul se réalise à l’aide de l’Équation 1 : 

Équation 1 : formule de la perméabilité apparente 

0×

1
=

CAdt

dC
P r

app  

Avec : 

 dt

dCr

 : pente de la concentration cumulative de la substance étudiée dans le compartiment 

basolatéral en fonction du temps (µg.s-1) 

 A : surface de la monocouche (cm²) 

 C0 : concentration (µg/ cm3) de la substance étudiée dans le compartiment apical au temps 0 

La troisième étape consiste à faire une deuxième mesure du TEER pour étudier les effets immédiats 

des excipients sur l’intégrité de la monocouche et à évaluer la réversibilité de ces effets. Dans un 

premier temps, les cellules sont préalablement incubées pendant 30 minutes dans de l’HBSS avant 

de réaliser la mesure du TEER. Par la suite, l’HBSS est remplacé par du milieu de culture et les cellules 

sont ré-incubées à 37°C dans cet état pendant 3 heures. Une mesure finale du TEER a lieu après cette 

période et permet d’estimer l’état de récupération des cellules (voir section 2.2.2.2.2). 

Parallèlement à ces 3 derniers tests, les phénomènes de métabolisation du MTT ont été étudiés sur 

des plaques à 96 puits. Lors de ce test, les cellules Caco-2 ont été mises en contact pendant 4 heures 

avec les solutions à tester. Après cette période de contact, les cellules sont rincées avec de l’HBSS. 
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200 µL de DMEM et 20 µL d’une solution à 5 mg/mL de MTT (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, USA) 

sont ajoutés dans chaque puits. Une nouvelle incubation de 3 heures à 37°C est nécessaire pour 

permettre la réduction du MTT en formazan. Chaque puits est ensuite vidé délicatement et les 

cristaux violets de formazan sont solubilisés avec 100 µL de DMSO. Les résultats sont donnés par une 

lecture de l’intensité de la coloration qui est réalisée à 570 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques 

Bio-Rad Model 550 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Le MTT pouvant être réduit de façon non 

spécifique, ce réactif a aussi été incubé en l’absence de cellules avec toutes les solutions d’excipients 

pendant 3 heures afin de déceler toutes les réactions indésirables. Les résultats sont exprimés en 

pourcentages de viabilité par rapport à un témoin négatif. 

Dans le cadre de ce protocole, chaque solution a été testée trois fois. 

3.2.4 Granulométrie laser 

La granulométrie laser a servi pour mesurer les tailles et les indices de polydispersité des différents 

systèmes colloïdaux formés à la suite du contact de la formulation avec la phase aqueuse. Ces 

mesures ont été réalisées à l’aide d’un Zetasizer Nano ZS (Malvern, Worcester, U.K.). Cet appareil est 

équipé d’un laser He-Ne de 4mW fonctionnant à la longueur d’onde de 633 nm. Les données 

recueillies ont été traitées à l’aide du logiciel Dispersion Technology Software 5.10. 

3.2.5 Statistiques 

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ±ESM. Ils sont analysés par one-way ANOVA et 

le test de comparaison multiple de Student-Newman-Keuls a été utilisé pour déterminer le niveau de 

signification statistique (p=0,05) des différences observées. 

3.3 Résultats 

Les résultats de cette étude seront présentés en deux parties. La première partie reprend l’ensemble 

des résultats obtenus lors des études de cytotoxicité avec les excipients seuls. La deuxième partie 

reprend l’ensemble des résultats des six formulations lipidiques décrites précédemment. 

3.3.1 Etudes de cytotoxicité sur les excipients seuls 

Afin d’avoir une vue générale des propriétés biologiques de chaque excipient, les résultats de 

perméabilité au LY, de la libération de LDH, de MTT et de TEER ont été regroupés dans les figures 9 à 

17. 

Certains excipients ont un effet sur la libération de la LDH, sur la perméabilité du LY et sur le 

métabolisme (MTT). En effet, le polysorbate 80 (Figure 9) induit significativement une augmentation 

à la fois de la LDH à 10 g/L et de la perméabilité au LY à 100 g/L. Toutefois une baisse des activités 
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métaboliques est observée à partir de 1 g/L. Les résultats de TEER montrent une chute brutale du 

TEER à 100 g/L signifiant que les cellules ne sont plus viables à cette concentration. Le Cremophor® 

EL (Figure 11), pour sa part, donne des résultats similaires de TEER, de LY et de LDH. La baisse des 

activités métaboliques ne survient qu’à 100 g/L. Les résultats de la Figure 14 montrent que le 

Solutol® HS15 affecte les jonctions serrées et le métabolisme à 1 g/L ainsi que l’intégrité 

membranaire à 100 g/L. 

Dans d’autres cas, les excipients n’affectent que deux paramètres de cytotoxicité. Le Soluphor® P 

(Figure 13) et le Transcutol® P (Figure 16) n’exercent pas d’effet sur la membrane plasmique (LDH). 

Par contre, ils affectent le métabolisme cellulaire et les jonctions serrées à partir de 10 g/L. Il en est 

de même pour la Vitamine E TPGS® (Figure 15). Toutefois,  ses effets sur le métabolisme et les 

jonctions serrées ne sont observés qu’à 100 g/L. 

Enfin, le Cremophor® ELP et le Cremophor® RH40 se présentent comme les produits les mieux 

tolérés au niveau cellulaire. En effet, le Cremophor® ELP (Figure 12) ne provoque pas de hausse de la 

libération de la LDH et de la perméabilité apparente du LY. Le métabolisme cellulaire se trouve 

atteint à une concentration de 100 g/L. Le Cremophor® RH40 (Figure 10), pour sa part, ne montre 

aucun signe de cytotoxicité quel que soit le test utilisé dans ce protocole.  

Les tests de réduction non spécifique du MTT avec les excipients étudiés n’ont révélé aucune 

interférence, excepté pour le Labrafil® M1944CS. Cet excipient est capable de réduire le MTT en 

formazan en l’absence de cellules. Ce test ne peut donc pas être utilisé pour évaluer la cytotoxicité 

de cet excipient huileux. De plus, le Labrafil® M1944CS (Figure 17) augmente significativement la 

perméabilité au LY à partir d’une concentration de 233 g/L. Cette observation reste relativement 

subjective parce qu’à cette concentration, une séparation de phase est visible à l’œil nu et limite le 

contact des cellules avec l’excipient qui se trouve en surface. 
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Figure 9 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour le polysorbate 80. Les barres représentent des moyennes ±ESM, n=3. 
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Figure 11 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour le Cremophor® EL. Les barres représentent des moyennes ± ESM, 
n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Figure 12 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour le Cremophor® ELP. Les barres représentent des moyennes ± ESM, 
n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Figure 13 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour le Soluphor® P. Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. 
Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Figure 14 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour le Solutol® HS15. Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. 
Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Figure 15 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour la Vitamine E TPGS®. Les barres représentent des moyennes ± ESM, 
n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Figure 16 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour le Transcutol® P. Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. 
Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Figure 17 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), du MTT (C) et du TEER (D) pour le Labrafil® M1944CS. Les barres représentent des moyennes ± ESM, 
n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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3.3.2 Etudes de cytotoxicité de systèmes lipidiques 

Par rapport aux études de cytotoxicité réalisées sur les excipients seuls, les résultats de celles 

réalisées sur des systèmes lipidiques ne comportent pas de test sur le métabolisme cellulaire puisque 

l’excipient huileux utilisé, le Labrafil® MS1944CS, réagit avec le MTT (voir section 2.2.2.2.4). Ainsi, les 

données de cytotoxicité obtenues pour les six formulations se limitent à celles de LDH, de LY et de 

TEER. Par contre, des informations de granulométrie sont présentées. 

La perméabilité au LY augmente significativement pour les solutions S4 et S5 des formulations 1 

(Figure 18) et 2 (Figure 19). Quant à la libération de LDH, elle augmente également pour ces deux 

formulations mais à partir des solutions S5 et S4 respectivement. Enfin, la formulation 6 (Figure 23) 

affecte significativement les jonctions serrées pour les solutions de S1 à S5, alors que la libération de 

LDH ne se trouve augmentée que pour S5. 

Les formulations 3 (Figure 20), 4 (Figure 21) et 5 (Figure 22) ne créent pas de dégâts au niveau de la 

membrane plasmique. Dans les trois cas, la perméabilité au LY est augmentée avec la solution S5. 

De manière générale, la taille des particules diminue avec les dilutions jusqu’à atteindre un plateau 

lorsque les émulsions présentent un indice de polydispersité bas (de 0 à 0,2). Ceci est 

particulièrement vrai pour les formulations 1, 2, 4 et 5. Les formulations 3 et 6 présentent des indices 

de polydispersité bien au dessus de 0,2 signifiant la présence d’une population de particules de tailles 

hétérogènes. Ces formulations conduisent à la formation de particules de tailles élevées allant de 

178,4 nm à 2,7 µm, alors que les quatre autres formulations forment des gouttelettes de 60 à 100 

nm. 

Pour les cellules traitées avec la solution mère S5 des formulations 2 et 3, la LDH n’a pas pu être 

détectée lors de son dosage. Cet inconvénient peut être lié à la dénaturation de l’enzyme causée par 

la forte concentration d’excipients présents dans les solutions S5. Cette concentration est 

effectivement d’environ 333 g/L soit 3 fois plus élevée que celle utilisée lors des tests avec les 

excipients seuls. 
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Diamètre (nm) Indice de polydispersité 

 
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type 

S1 66,8 0,1 0,107 0,021 

S2 64,8 0,2 0,110 0,015 

S3 65,6 0,2 0,077 0,009 

S4 68,8 0,3 0,103 0,022 

S5 336,8 1,6 0,455 0,013 
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Figure 18 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), de granulométrie (C) et du TEER (D) pour la formulation 1 (70% (m/m) Labrafil® M1944CS et 30% 
(m/m) Cremophor® ELP). Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Diamètre (nm) Indice de polydispersité 

 
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type 

S1 60,5 0,6 0,086 0,008 

S2 61,6 1,0 0,073 0,007 

S3 60,8 8 0,060 0,011 

S4 64,0 0,2 0,120 0,013 

S5 871,6 37,3 0,201 0,025 
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Figure 19 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), de granulométrie (C) et du TEER (D) pour la formulation 2 (70% (m/m) Labrafil® M1944CS et 30% 
(m/m) Solutol® HS15). Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Diamètre (nm) Indice de polydispersité 

 
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type 

S1 178,4 10,1 0,284 0,009 

S2 279,3 38,6 0,414 0,098 

S3 268,2 13,6 0,501 0,146 

S4 323,1 29,0 0,429 0,027 

S5 2730,3 217,8 0,975 0,022 
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Figure 20 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), de granulométrie (C) et du TEER (D) pour la formulation 3 (70% (m/m) Labrafil® M1944CS et 30% 
(m/m) vitamine E TPGS). Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 

A 

B 

C 

D 

* 



 

 92 

 

 

  

 
Diamètre (nm) Indice de polydispersité 

 
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type 

S1 103,9 0,2 0,100 0,014 

S2 99,0 0,5 0,091 0,017 

S3 100,3 0,3 0,075 0,019 

S4 105,7 0,4 0,127 0,006 

S5 701,0 1,6 0,263 0,029 
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Figure 21 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), de granulométrie (C) et du TEER (D) pour la formulation 4 (70% (m/m) Labrafil® M1944CS et 30% 
(m/m) Cremophor® RH40). Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Diamètre (nm) Indice de polydispersité 

 
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type 

S1 67,4 0,8 0,133 0,009 

S2 57,7 0,5 0,143 0,044 

S3 117,5 41,8 0,188 0,053 

S4 120,0 42,2 0,217 0,073 

S5 263,0 137,2 0,446 0,165 
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Figure 22 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), de granulométrie (C) et du TEER (D) pour la formulation 5 (60% (m/m) Labrafil® M1944CS et 40% 
(m/m) Cremophor® RH40). Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 
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Diamètre (nm) Indice de polydispersité 

 
Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type 

S1 222,7 9,4 0,294 0,035 

S2 240,5 20,3 0,326 0,038 

S3 211,9 4,3 0,513 0,120 

S4 225,0 8,1 0,509 0,138 

S5 428,8 2,3 0,597 0,092 
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Figure 23 : Résultats des tests de perméabilité au LY (A), de la libération de LDH (B), de granulométrie (C) et du TEER (D) pour la formulation 6 (30% (m/m) Labrafil® M1944CS et 70% 
(m/m) Vitamine E TPGS®). Les barres représentent des moyennes ± ESM, n=3. Les astérisques indiquent la significance en comparaison avec la solution contrôle (* p<0,05). 

A 

B 

C 

D 

* * * 
* 

* 

* 



 95 

3.4 Discussion 

Comme de plus en plus de candidats médicaments et de principes actifs liposolubles présentent une 

faible biodisponibilité lors d’une administration par voie orale, le développement de systèmes 

lipidiques est largement encouragé. Les surfactants non ioniques utilisés présentent généralement 

des structures chimiques, des valeurs de HLB et des valeurs de CMC très variées. D’autres agents 

solubilisants sont utilisables comme les co-solvants qui facilitent la dispersion de la formulation au 

sein des fluides gastro-intestinaux. Grâce à cette diversité d’excipients, l’optimisation d’une 

formulation est possible par un choix approprié d’excipients. Cependant, cette même diversité peut 

aussi être responsable d’effets biologiques variés et parfois imprévisibles. En effet, certains 

excipients peuvent entrainer des effets cytotoxiques. Par conséquent, développer un protocole 

capable d’évaluer la cytotoxicité d’un excipient et de déterminer la concentration à laquelle elle se 

manifeste, peut s’avérer utile. Ceci est d’autant plus vrai lorsque certains produits comme le 

Cremophor® EL [Gelderblom et al, 2001] ou le polysorbate 80 [Shelley et al, 1995 ; Hirama et al, 

2004], sont connus pour leurs effets cytotoxiques. Afin de tester ce protocole, nous avons étudié un 

excipient lipophile, sept surfactants non ioniques et un co-solvant commercialement disponibles et 

présentant des propriétés physicochimiques différentes (Tableau 6). 

Les études de cytotoxicité menées sur ces différents excipients ont apporté des résultats qui sont 

repris dans le Tableau 8. Il est important de préciser que la concentration d’excipient de 100 g/L 

utilisée dans notre protocole représente des conditions d’études extrêmes et non réalistes dans le 

cadre d’une administration par voie orale. En effet, pour atteindre une telle concentration, il faudrait 

ingérer 20 g d’excipient en considérant que le volume des fluides gastro-intestinaux soit de 200 mL. 

Avec le polysorbate 80, le Soluphor® P et le Solutol® HS15A, les cellules sont d’ailleurs complètement 

lysées. Les résultats obtenus à cette concentration n’ont qu’un intérêt informatif et ne peuvent être 

utilisés objectivement dans la détermination de la cytotoxicité. Par conséquent, l’interprétation de 

nos résultats se base essentiellement sur les concentrations allant de 10 mg/L à 10 g/L. 

Les résultats obtenus avec le Labrafil® M1944CS sont tout aussi subjectifs parce que cet excipient 

seul n’arrive pas à former un mélange monophasique stable au contact d’une solution aqueuse. En 

effet, à 100 g/L, une séparation de phase apparaît rapidement avec le Labrafil® M1944CS se trouvant 

au dessous de l’HBSS. De ce fait, il en résulte un mauvais contact de l’excipient avec les monocouches 

cellulaires. Cette séparation peut s’expliquer par sa faible HLB qui est de 3-4. Par conséquent, le 

champ d’application de notre protocole se limite à l’étude d’excipients hydrosolubles et ne s’étend 

pas à celle d’excipients peu hydrosolubles dans l’eau comme le Labrafil® M1944CS. 
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Des résultats intéressants ont été obtenus avec les autres excipients. Il a été notamment observé que 

certains produits comme le Cremophor® EL induisent plutôt des dégâts superficiels au niveau 

membranaire et des jonctions serrées, alors que d’autres comme le Soluphor® P, provoquent des 

dégâts plus profonds en atteignant le métabolisme. Le Solutol® HS15, la Vitamine E TPGS® et le 

polysorbate 80 causent des dommages qui sont à la fois superficiels et internes. Les résultats obtenus 

avec le Cremophor® ELP permettent de justifier la présence de l’étude du métabolisme cellulaire 

dans notre protocole d’étude. En effet, cet excipient n’affecte pas l’intégrité membranaire ni celle 

des jonctions serrées même à la concentration de 100 g/L. Pourtant, les tests MTT montrent que leur 

activité métabolique est diminuée. La combinaison du test MTT avec ceux de la LDH, du LY et du 

TEER est donc justifiée dans le cadre de ce protocole et permet d’avoir une vue générale sur les 

risques de cytotoxicité d’un excipient. Ce protocole peut donc permettre de mieux comprendre et 

interpréter les mécanismes par lesquels les excipients exercent leur toxicité.  

Tableau 8 : Synthèse des résultats des tests de cytotoxicité pour les excipients seuls 

 Perméabilité 
paracellulaire (LY) 

Intégrité membranaire 
(LDH) 

Métabolisme (MTT) 

Polysorbate 80 
Augmentation à partir 

de 100g/L 

Diminution à partir de 

10g/L 

Diminution à partir de 

1g/L 

Cremophor® RH40 Pas d’effets Pas d’effets Pas d’effets 

Cremophor® EL 
Augmentation à partir 

de 100g/L 

Diminution à partir de 

10g/L 

Diminution à partir de 

100g/L 

Cremophor® ELP Pas d’effets Pas d’effets 
Diminution à partir de 

100g/L 

Soluphor® P 
Augmentation à partir 

de 100g/L 
Pas d’effets 

Diminution à partir de 

1g/L 

Solutol® HS15 
Augmentation à partir 

de 10g/L 

Diminution à partir de 

100g/L 

Diminution à partir de 

1g/L 

Vitamine E TPGS® 
Augmentation à partir 

de 10g/L 
Pas d’effets 

Diminution à partir de 

10g/L 

Transcutol® P 
Augmentation à partir 

de 100g/L 
Pas d’effets 

Diminution à partir de 

100g/L 

Labrafil® M1944CS 
Augmentation à partir 

de 100g/L 
Pas d’effets - 

 

Ce même protocole a aussi été appliqué à six formulations composées de Labrafil® M1944CS et à 

différents surfactants non ioniques (Tableau 7). Cette étude permet d’apporter des éléments de 

réponses à une problématique récente concernant l’impact des nanoparticules sur la santé humaine 

[  , 2005]. Peu d’études sur une potentielle cytotoxicité des 

nanoparticules formées après dispersion d’une formulation orale lipidique dans les fluides gastro-
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intestinaux ont été menées et des données expérimentales sont nécessaires pour étayer cette 

problématique. Les six formulations étudiées ont toutes montré d’une manière ou d’une autre une 

cytotoxicité (élévation de la LDH et/ou de la perméabilité au LY) principalement avec les solutions 

fortement concentrées (S4 et S5). Néanmoins, il est important de noter que la concentration en 

excipients des solutions S5 est environ 3 fois supérieure à la plus forte concentration appliquée lors 

de l’étude des excipients seuls (de 100 à 233 g/L pour les solutions contenant un seul excipient et de 

333 g/L pour les solutions S5 issues des formulations étudiées – voir Tableau 7). Il n’est pas évident 

d’utiliser les résultats des solutions S5 pour conclure quant à la toxicité vis-à-vis de l’épithélium 

intestinal. Ces résultats permettent principalement de différencier les excipients bien tolérés par les 

cellules à des concentrations plus faibles (de l’ordre de 1 g/L) et d’établir un classement parmi ces 

excipients. A titre d’exemple, le Cremophor® RH40 et le Cremophor® EL ne provoquent pas une 

diminution de l’activité métabolique cellulaire. Toutefois, cette dernière diminue avec le Cremophor® 

EL à partir d’une concentration de 100 g/L, alors qu’à la même concentration, elle reste normale avec 

le Cremophor® RH40. Enfin, l’inconvénient majeur dans l’étude de ces formulations est de ne pas 

avoir de données sur l’activité métabolique des cellules puisque le Labrafil® M1944CS réduit le MTT 

en formazan. 

Dans le cadre de cette étude, les phénomènes de cytotoxicité dont les résultats sont récapitulés dans 

le Tableau 9, peuvent avoir deux origines. La première est liée directement à la composition du 

système lipidique et à la cytotoxicité propre de chaque excipient. La seconde correspond à la 

polydispersité des particules obtenues en solution aqueuse. En effet, certaines formulations comme 

la 3 et la 6, ne permettent pas l’obtention d’émulsions monodisperses, stables et reproductibles. Ces 

systèmes montrent d’ailleurs une cytotoxicité vis-à-vis des jonctions serrées en augmentant le 

passage paracellulaire. D’après ces observations, une forte polydispersité pourrait être responsable 

de réarrangements importants au niveau de ces jonctions. La nature des excipients utilisés est 

également un facteur important. Les formulations contenant du Cremophor® RH40 (4 et 5) ne 

présentent aucun signe de cytotoxicité. Ces résultats étaient prévisibles puisque les études 

préliminaires sur le Cremophor® RH40 n’ont montré aucun signe apparent de dégâts cellulaires. Par 

contre, la formulation 2 contenant un excipient cytotoxique, le Solutol® HS15, entraine une 

augmentation de la LDH et de la perméabilité au LY. Le Cremophor® ELP seul ne perturbe pas la 

perméabilité paracellulaire. Au sein de la formulation 1, une augmentation de passage du LY est 

observée avec les solutions S4 et S5. Cet effet peut être attribué au Labrafil® M1944CS dont les 

résultats de cytotoxicité (en lien avec les observations faites quant à sa faible hydrosolubilité) 

montrent des atteintes au niveau des jonctions serrées. Par conséquent, l’étude de ces formulations 
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peut permettre une détermination indirecte de la cytotoxicité d’excipients non solubles dans l’eau 

comme le Labrafil® M1944CS. 

Tableau 9 : Synthèse des résultats des tests de cytotoxicité pour les six formulations 

 Perméabilité paracellulaire 
(LY) 

Intégrité membranaire 
(LDH) 

Polydispersité 

Formulation 1 Augmentation à S4 et S5 Diminution à S5 Faible 

Formulation 2 Augmentation à S4 et S5 Diminution à S4 Faible 

Formulation 3 Augmentation à S5 Pas d’effets Elevée 

Formulation 4 Augmentation à S5 Pas d’effets Faible 

Formulation 5 Augmentation à S5 Pas d’effets Faible 

Formulation 6 Augmentation de S1 à S5 Diminution à S5 Elevée 

 

A partir des mesures de granulométrie, les six formulations étudiées peuvent être caractérisées et 

classées selon le système de Pouton (voir section 1.3.1) [Pouton et al, 2006]. Ces formulations sont 

toutes formées d’un mélange d’huile et de surfactant qui leur confèrent des propriétés auto-

émulsifiantes. Les formulations 3 et 6 contenant de la Vitamine E TPGS® correspondent à des SEDDS 

qui forment typiquement des émulsions dont la taille des particules est comprise entre 100 et 300 

nm. Les formulations 1, 2, 4 et 5 contenant du Solutol® HS15, du Cremophor® ELP ou du Cremophor® 

RH40 correspondent à des SMEDDS® qui, après dispersion, forment des particules de taille inférieure 

à 100 nm [Pouton et al, 2006]. Comme mentionnés précédemment, les risques de toxicité suite à une 

administration de nanoparticules par voie orale sont peu connus , 2005]. Notre 

étude a permis d’apporter des éléments de réponse à ce sujet. En effet, la formulation 6 qui donne 

lieu à la formation de particules de grande taille exprime une forte cytotoxicité, alors que les 

formulations 4 ou 5 formant de plus fines particules n’en présentent pas. D’après nos résultats, la 

toxicité d’un système lipidique ne dépend pas particulièrement de la taille des particules mais plutôt 

de la nature des excipients la composant et, dans une moindre mesure, de la polydispersité des 

entités colloïdales formées après émulsification. 

D’après ces résultats de cytotoxicité, une comparaison de ces essais peut être faite. En accord avec 

les données de la littérature, le test MTT semble être le plus sensible dans la détection d’effets 

cytotoxiques *Pohjala et al, 2007+, tandis que le TEER qui ne reflète que l’intégrité des jonctions 

serrées, présente la plus faible sensibilité [Mukherjee et al, 2004]. La libération de LDH, plus adaptée 

à l’étude des liposomes [Lappalainen et al, 1994], et la perméabilité au LY n’ont permis d’apprécier 

qu’une sensibilité intermédiaire. Par conséquent, notre protocole se présente comme un ensemble 

de tests de cytotoxicité complémentaires avec des degrés différents de sensibilité permettant 

l’évaluation d’excipients pharmaceutiques hydrosolubles et de formulations lipidiques. 
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Il a été rapporté dans la littérature que le polysorbate 80 est un excellent promoteur d’absorption 

[Nerurkar et al, 1996] tout en présentant des effets indésirables évidents [Shelley et al, 1995 ; Hirama 

et al, 2004]. Ces observations permettent de conclure que la frontière séparant les effets 

cytotoxiques des effets promoteurs d’absorption d’un excipient n’est pas toujours claire. Notre étude 

a tenté de mieux comprendre les mécanismes amenant à ces effets. La dégradation de la membrane 

plasmique ou des jonctions serrées peut améliorer le passage à travers la barrière intestinale. A 

partir d’un certain seuil de dégradation, certains excipients, en plus d’améliorer l’absorption, 

exercent une cytotoxicité. Par conséquent, une amélioration de l’absorption par l’usage d’excipients 

est souvent corrélée à des phénomènes importants de cytotoxicité. Il ne faut donc pas négliger les 

éventuels effets indésirables de vecteurs contenus dans une formulation par rapport à ceux des 

principes actifs. Le protocole décrit dans cette étude peut s’avérer utile dans le développement de 

formulations destinées à la voie orale en facilitant le choix des excipients appropriés à la formulation. 

3.5 Conclusion 

En conclusion, notre étude a permis de montrer que les excipients pharmaceutiques à une 

concentration bien définie, peuvent induire des dommages cellulaires de natures variées comme des 

désordres jonctionnels, membranaires ou enzymatiques. Notre protocole a été mis au point en 

tenant compte de ces éléments. Il combine des tests de cytotoxicité spécifiques (MTT, LDH, LY et 

TEER) permettant de déterminer de façon sensible les éventuels effets biologiques d’une substance 

inconnue ou d’une nouvelle formulation. 

En fait, les effets indésirables liés aux formulations sont souvent sous-estimés (nano-toxicité…) et les 

notions de cytotoxicité et de promotion d’absorption peuvent souvent être amalgamées et ainsi 

créent des confusions. Par conséquent, le protocole proposé peut être utilisé pour solutionner ces 

points en permettant le développement, la caractérisation et l’optimisation de systèmes lipidiques 

destinés à application thérapeutique par voie orale. 
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Chapitre 4: Mise au point d’une formulation orale 

pour une substance lipophile, l’orlistat 

4.1 Introduction générale 

Mis sur le marché en 1998, l’orlistat est une substance active appartenant à la classe des inhibiteurs 

des lipases gastro-intestinales. Indiquée dans le traitement à long terme de l’obésité, elle se 

caractérise par sa faible biodisponibilité par voie orale et par son action localisée au niveau intestinal. 

Pour une efficacité optimale, l’orlistat est associé à un régime hypocalorique et hypolipidique. A la 

posologie de 3 gélules contenant chacune 120 mg de principe actif par jour, ce traitement permet 

une perte de poids tout en diminuant les facteurs de risques cardio-vasculaires ainsi que l’incidence 

du diabète chez des patients à haut risque [Padwal et al, 2007]. Ce médicament est commercialisé 

par les laboratoires Roche sous le nom de Xénical® (120 mg par gélule) et par GlaxoSmithKline sous le 

nom de Alli® (60 mg par gélule). 

La faible biodisponibilité par voie orale de l’orlistat s’explique par son caractère lipophile. En effet, sa 

solubilité dans l’eau est inférieure à 1 mg par 100 mL. Ainsi, dans sa forme commerciale, l’absorption 

systémique de l’orlistat est négligeable (concentration inférieure à 5 ng/L). L’orlistat traverse très 

difficilement les barrières biologiques [Zhi et al, 1995]. Ceci peut s’expliquer par la présence de 

longues chaînes hydrocarbonées dans sa structure chimique (Figure 24). L’orlistat inhibe les lipases 

gastriques et pancréatiques en formant une liaison covalente avec un résidu sérine du site actif de 

l’enzyme *Lucas et al, 2001+. Cette inhibition permet de réduire d’environ 30 % l’absorption des 

matières grasses provenant de l’alimentation en limitant l’hydrolyse des triglycérides en acides gras 

libres et monoglycérides. En conséquence de ce mécanisme d’action, l’élimination des graisses 

alimentaires se fait dans les selles. [Padwal et al, 2007] 
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Figure 24: Structure chimique de l'orlistat 

Des études récentes ont souligné une forte activité inhibitrice de l’orlistat sur l’acide gras synthase 

(AGS). Cette enzyme homo-dimérique permet la formation de novo d’acide palmitique (acide gras 
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polyinsaturé en C16), précurseur de nombreux acides gras endogènes. C’est à partir d’acétyl-CoA, de 

malonyl-CoA et de NADPH que l’AGS synthétise l’acide palmitique. Physiologiquement, sa présence 

et son activité sont normales dans le foie, le tissu adipeux et les glandes mammaires. Cependant, 

cette enzyme est surexprimée dans les cellules tumorales. Elle se présente donc comme une cible 

thérapeutique potentielle et intéressante dans les traitements anticancéreux [Kridel et al, 2004 ; 

Lupu et al, 2006]. Comme mentionné avec les lipases, l’orlistat est capable d’inhiber spécifiquement 

l’AGS en agissant au niveau de son domaine thioestérase (Figure 25) [Pemble et al, 2007]. 

 

Figure 25 : Représentation tridimensionnelle du complexe formé par le domaine thioestérase de l’AGS et l’orlistat 

Des études ont montré qu’en inhibant l’AGS, l’orlistat peut exercer une activité anti-tumorale sur les 

cancers de la prostate, du colon [Kridel et al, 2004] ou du sein [Menendez et al, 2005]. Menendez et 

al ont testé l’association de l’orlistat et du trastuzumab, un anticorps monoclonal dirigé contre les 

récepteurs HER2-neu, dans le cadre d’un traitement du cancer du sein. Ils ont observé que cette co-

administration permettait d’obtenir une activité anti-tumorale synergique par rapport à 

l’administration de ces substances seules [Menendez et al, 2006]. 

Agrandissement 

orlistat 
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Pharmacologiquement, l’orlistat interfère avec la prolifération cellulaire. Cette molécule est capable 

d’induire la mort cellulaire par apoptose des cellules tumorales en provoquant un stress au niveau du 

réticulum endoplasmique, site majeur de la synthèse de phospholipides au niveau cellulaire. Ce 

stress a pour origine l’inhibition de l’AGS par l’orlistat [Little et al, 2007]. Une étude récente sur la 

lignée cellulaire murine de mélanome métastatique B16-F10, a montré une inhibition spécifique de 

l’activité de l’AGS par l’orlistat. Ceci a eu pour conséquence une réduction significative de la 

prolifération cellulaire et une accélération de l’apoptose [Carvalho et al, 2008]. Ainsi, l’orlistat peut se 

révéler être un candidat intéressant dans le traitement de nombreux cancers. Cependant, sa 

formulation actuelle destinée à traiter l’obésité ne permet pas un passage systémique suffisant que 

pour générer une activité anti-tumorale. L’utilisation des systèmes lipidiques, décrits précédemment, 

devraient permettre d’augmenter la biodisponibilité par voie orale de cette substance active. 

Au sein de notre laboratoire, des travaux ont été réalisés afin de formuler l’orlistat de manière à 

améliorer son absorption par voie orale. Des travaux pluridisciplinaires ayant impliqué quatre 

laboratoires différents, se sont déroulés en cinq étapes : 

 Etape 1 : Des études d’inhibition de croissance de l’orlistat sur deux lignées de cellules 

immortalisées issues d’un adénocarcinome colorectal ont été réalisées afin de confirmer 

l’effet anticancéreux de l’orlistat et de déterminer la concentration à laquelle elle exerce son 

effet. 

 Etape 2 : Une validation de la méthode analytique de dosage de l’orlistat par 

chromatographie liquide a été entreprise pour permettre de quantifier de très faibles 

concentrations. 

 Etape 3 : Des études de perméabilité de l’orlistat incorporé dans des systèmes lipidiques 

auto-émulsifiants ont été réalisées à l’aide d’un modèle in vitro de barrière intestinale basé 

sur l’utilisation de cellules Caco-2. Ces études ont permis d’évaluer l’efficacité de ces 

formulations. 

 Etape 4 : Des études de cytotoxicité des différentes formulations ont été réalisées afin 

d’évaluer leur sécurité d’emploi et de déceler d’éventuels dégâts cellulaires. 

 Etape 5 : Enfin, grâce à un granulomètre laser, des mesures de tailles ont été déterminées 

sur les différentes espèces colloïdales issues des différentes formulations testées. 

4.2 Matériel et méthode 

4.2.1 Etudes d’inhibition de croissance 

Les études d’inhibition de croissance ont été réalisées sur deux lignées cellulaires issues d’un 

adénocarcinome humain. Il s’agit des cellules SW480 et SW620. Elles ont été prélevées chez le même 
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patient mais à des stades différents du développement de son cancer. Les cellules SW480 

proviennent d’un prélèvement au stade primaire du développement de l’adénocarcinome et les 

cellules SW620 d’un prélèvement de métastases. Les SW480 se développant moins vite que les 

SW620, ces cellules sont moins sensibles à l’activité des anticancéreux. Inversement, les SW620 se 

multiplient moins vite en présence d’un agent anticancéreux. 

Les lignées de cellules SW480 et SW620 ont été obtenues respectivement aux passages 11 et 91 de 

l’American Type Culture Collection (LGC/ATCC, Molsheim, France). Les conditions de culture ont été 

identiques pour les deux lignées. Cultivées à 37°C dans des incubateurs où règne une atmosphère à 

95% d’humidité relative et à 5% de CO2, les SW480 ont été utilisées au passage 18 et les SW620 au 

passage 98. Le milieu utilisé est composé de DMEM à 25mM de glucose supplémenté avec 3 % de 

sérum de cheval (inactivé pendant 30 minutes à 56°C), 1% d’acides aminés non essentiels, 100 

unités/mL de pénicilline G, 100 µg/mL de Streptomycine 5 µg/mL de transferrine, 5 ng/mL de 

Sélénium et 10 µg/mL d’insuline. 

Pour les tests d’inhibition de croissance, les cellules ont été ensemencées à une densité de 4×103 

cellules/puits (200 µL/puits) sur des plaques à 96 puits. Les cellules sont mises en contact avec des 

solutions d’orlistat à différentes concentrations 24 heures après l’ensemencement. Le milieu est 

aspiré puis remplacé par le milieu contenant le produit à tester. Les courbes de croissance sont 

établies sur neuf jours pendant lesquels une mesure de la croissance est réalisée le 1er, 3ème, 5ème, 

7ème et 9ème jour. 

Pour réaliser une mesure, les cellules doivent être « fixées » (tuées). Cette opération consiste à 

rajouter 50 µL d’acide trichloracétique à 50 % (la concentration finale dans le puits étant de 10 %) 

dans chaque puits. La plaque est mise à 4°C pendant une heure. Après cette période, le milieu est 

enlevé par inversion de la plaque qui est ensuite rincée cinq fois à l’eau. Enfin, la plaque est laissée à 

sécher sur papier absorbant. La coloration des différentes plaques est effectuée le même jour en fin 

d’étude de croissance. Dans chaque puits, 125 µL d’une solution à 0,04 % de sulforhodamine B dans 

une solution à 1 % d’acide acétique (Sigma-Aldrich Chemicals, St. Quentin Fallavier, France) ont été 

ajoutés. Après 30 minutes d’incubation à température ambiante, les plaques sont lavées cinq fois à 

l’acide acétique à 1%. Après séchage, 200 µL de tampon TRIS pH 10,5 sont ajoutés dans chaque puits. 

Enfin, une lecture d’absorbance est réalisée à 490 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques 

(Shimadzu, Kyoto, Japon). 

La gamme de concentrations utilisée a été préparée à partir d’orlistat provenant de deux sources 

différentes. L’orlistat a été obtenu soit directement par Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemicals, St. 

Quentin Fallavier, France) soit par extraction liquide (éthanol) du Xénical® (Roche, Bale, Suisse). 
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Ces tests d’inhibition ont été réalisés au sein du Laboratoire de Prévention Nutritionnelle du Cancer 

(Professeur Francis RAUL et Madame Francine GOSSE) à l’Institut de Recherche Contre les Cancers de 

l'Appareil Digestif (IRCAD) à Strasbourg. 

4.2.2 Validation de la méthode chromatographique de dosage de l’orlistat 

L’orlistat provenant de chez Sigma-Aldrich est utilisé pour la validation de la méthode de dosage. Le 

dosage de cette substance a été réalisé par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 

masse. 

Le matériel utilisé correspond à un système chromatographique liquide de type Varian (Palo Alto, CA, 

USA) qui comporte un injecteur automatique ProStar 410, deux pompes ProStar Dynamax 210 et 

d’un détecteur 1200 L triple quadripolaire équipé d’une chambre d’ionisation par électrospray (ESI-

MS-MS). Le logiciel utilisé pour l’acquisition et le traitement des données correspond à la version 6,8 

du Varian MS Workstation. 

Les solutions d’orlistat sont préparés en dissolvant le principe actif dans du méthanol. Environ 10 mg 

d’orlistat ont été pesés directement dans une fiole jaugée de 10,0 mL. La masse exacte en 

milligramme servira à calculer la concentration de la solution mère (SM) qui sera d’environ 2 mM. 

Cette solution est diluée au centième pour avoir la solution SM’. Par la suite, une gamme 

d’étalonnage est réalisée. Les volumes indiqués dans le Tableau 10 sont prélevés dans les solutions 

correspondantes pour établir cette gamme. Le volume d’injection de chacune de ces solutions est de 

20 µL. 

Tableau 10 : Volumes prélevés pour préparer la gamme d’étalonnage de l’orlistat 

Solutions de la gamme 

d’étalonnage 

Volumes 

des solutions utilisées 

pour la préparation de la gamme 

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 

SM’ (µL) 500 200 100 - - - - - 

S1 (µL) - - - 1000 - - - - 

S2 (µL) - - - - 200 - - - 

S3 (µL) - - - - - 200 - - 

S4 (µL) - - - - - - 200 - 

S5 (µL) - - - - - - - 200 

Volume de méthanol ajouté (µL) 1500 1800 1900 1800 1800 1800 1800 1800 
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Les échantillons sont analysés de façon isocratique et la séparation se fait sur une colonne phényle 

de type Zorbax Eclipse XDB-phényl (250 mm×3.0 mm, 5 µm, Agilent Technologies, Wilmington, DE, 

USA) à une température de 20±2°C. La phase mobile est composée de 15 % d’une solution aqueuse 

d’acide acétique à 0,1 % (v/v) et de 85 % d’acétonitrile. Le débit utilisé au moment de la séparation 

est de 1,0 mL/min. Avant son utilisation, la phase mobile est filtrée par une membrane en nylon de 

0,45 µm de taille de pores. Le temps d’analyse est de 6 minutes par échantillon. En sortie de colonne, 

seul 20 % (200 µL/min) de la phase mobile ont été dirigés vers le spectromètre de masse (split). 

L’acétonitrile, le méthanol et l’acide acétique (Sigma-Aldrich Chemicals, St. Quentin Fallavier, France) 

utilisés sont de grade analytique. La phase aqueuse est préparée à partir d’eau ultrapure fournie par 

un système de purification Synergie® UV (Millipore, Molsheim, France). 

Les paramètres du spectromètre de masse ont été définis par infusion et par introduction directe 

d’une solution méthanolique d’orlistat à 5 µM à l’aide d’une vanne Rhéodyne de 5 µl. Ces 

paramètres sont présentés ci-dessous : 

 Le mode d’ionisation du spectromètre ESI-MS-MS est réglé en mode ion positif. 

 La tension de l’aiguille de nébulisation est réglée à 5000 V. 

 La pression et la température de l’azote utilisé comme gaz séchant sont respectivement de 

20 psi et de 300°C. 

 La pression du gaz de nébulisation est réglée sur 47 psi. 

 La température de la source est de 50°C. 

 La transition m/z 518 → m/z 518 est sélectionnée pour la quantification. 

 L’énergie de collision est de 10 eV. 

 La tension du détecteur est réglée sur 1700 V. 

Au cours de l’analyse, l’éluant (20 % soit 200 µL/min) en sortie de colonne a été tout d’abord dirigé 

vers les déchets. Cette opération permet d’éviter la contamination du détecteur en éliminant la 

première fraction chargée de sels. Ces sels ont un temps de rétention inférieurs à 4 minutes. Après 

ces 4 minutes, l’éluant a été redirigé vers le spectromètre de masse grâce à une vanne automatisée à 

6 voies placée en amont du détecteur. La substance étudiée présente un temps de rétention 

d’environ 4,6 minutes qui correspond à la transition m/z 518→m/z 518 de l’orlistat. 

Une validation de la méthode de dosage de l’orlistat a été effectuée. Pour cela, la spécificité, la 

linéarité, la fidélité et le seuil de détection de notre méthode analytique ont été déterminés. 

Ces travaux ont été rendus possibles grâce à l’aide du Professeur Eric MARCHIONI et le Docteur 

Minjie ZHAO qui m’ont aidé à rechercher et mettre au point la méthode de dosage de l’orlistat afin 
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de pouvoir traiter nos échantillons avec leur matériel au sein du laboratoire de Chimie Analytique et 

Sciences de l’Aliment à la Faculté de Pharmacie de Strasbourg. 

4.2.3 Préparation des systèmes lipidiques renfermant l’orlistat 

L’orlistat provenant de chez Sigma-Aldrich a été utilisé dans huit formulations incorporant un seul 

(Tableau 11) ou plusieurs excipients (huile, surfactant, solvant) (Tableau 12) afin d’étudier l’impact de 

leur composition sur la perméabilité in vitro du principe actif au travers d’une monocouche de 

cellules Caco-2. 

La phase aqueuse utilisée pour former les émulsions ou les systèmes micellaires à partir des 

différentes formulations, correspond à de l’HBSS à 15 mM de glucose, tamponnée avec 20 mM de 

MES et ajustée à pH 6,0. 

Tableau 11 : Solutions préparées à partir des quatre formulations comportant qu’un seul excipient 

  Excipients 

Formulation ELP 
Excipients Cremophor® ELP 
Concentration dans la solution mère 7,2 g/L 

Formulation EL 
Excipients Cremophor® EL 
Concentration dans la solution mère 7,2 g/L 

Formulation L 
Excipients Labrafil® M1944CS 
Concentration dans la solution mère 1 g/L 

Formulation P 
Excipients PEG300 
Concentration dans la solution mère 1,8 g/L 
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Tableau 12 : Solutions préparées à partir des quatre formulations comportant une association d’excipients 

  Surfactant non ionique Co-solvent Excipient huileux 

Formulation A 

Excipient Cremophor® ELP - Labrafil® M1944CS 
Proportion au sein 
de la formulation 

30% (m/m) - 70% (m/m) 

Concentration dans 
la solution mère 

3 g/L - 7 g/L 

Formulation B 

Excipient Cremophor® ELP PEG300 Labrafil® M1944CS 
Proportion au sein 
de la formulation 

72% (m/m) 18% (m/m) 10% (m/m) 

Concentration dans 
la solution mère 

7,2 g/L 1,8 g/L 1 g/L 

Formulation C 

Excipient Cremophor® EL PEG300 Labrafil® M1944CS 
Proportion au sein 
de la formulation 

72% (m/m) 18% (m/m) 10% (m/m) 

Concentration dans 
la solution mère 

7,2 g/L 1,8 g/L 1 g/L 

Formulation D 

Excipient Cremophor® ELP - Labrafil® M1944CS 
Proportion au sein 
de la formulation 

88% (m/m) - 12% (m/m) 

Concentration dans 
la solution mère 

7,2 g/L - 1 g/L 

 

L’orlistat est pesé directement dans une fiole jaugée. Par la suite, les excipients ont été rajoutés dans 

la même fiole. L’ensemble est ensuite homogénéisé à l’aide d’un barreau magnétique pendant un 

minimum de 5 minutes. Enfin, tout en maintenant l’agitation, la phase aqueuse correspondant à de 

l’HBSS pH 6,0 est progressivement ajoutée au mélange jusqu’à atteindre un volume de 25 mL. Les 

concentrations des excipients contenus dans une telle solution sont proches de celles obtenues dans 

le cadre d’une administration orale d’une forme pharmaceutique. La concentration finale des 

solutions en orlistat est de 100 µM. 

4.2.4 Culture cellulaire 

La lignée de cellules Caco-2 (HTB-37) a été obtenue au passage 18 de l’American Type Culture 

Collection (LGC/ATCC, Molsheim, France). 

Cultivées à 37°C dans des incubateurs où règne une atmosphère à 95% d’humidité relative et à 5 % 

de CO2, les cellules ont été utilisées du passage 21 au 29. Elles sont cultivées jusqu’à environ 90 % de 

confluence dans des flacons de culture de 75 cm2 dans du milieu de culture qui est composé de 

DMEM à 10 % de sérum de bœuf fœtal (inactivé pendant 30 minutes à 56°C), à 1 % d’acides aminés 

non essentiels, à 100 unités/mL de pénicilline G et à 100 µg/mL de Streptomycine. Le milieu est 

changé tous les deux jours. 
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Pour les tests de perméabilité, les cellules Caco-2 sont ensemencées à une densité de 6×104 

cellules/cm2 sur des membranes poreuses de type Millicell®. Ces membranes présentent des pores de 

0,4 µm de diamètre et une surface de 1,13 cm2. Au bout de 21 à 25 jours de culture, la maturation et 

l’intégrité de la monocouche cellulaire sont évaluées par la mesure du TEER (voir section 2.2.2.2.2). 

Ce contrôle se fait à l’aide d’un voltmètre Millicell®ERS. Seules les monocouches présentant un TEER 

au dessus de 300 Ω.cm2, sont retenues pour les tests de perméabilités. Après ces tests, une dernière 

mesure du TEER est effectuée afin de s’assurer de l’intégrité de la monocouche [Sambuy et al, 2005 ; 

Hidalgo et al, 2001 ; Artursson et al, 2001]. 

4.2.5 Test de perméabilité in vitro 

Les tests de perméabilité in vitro utilisés lors de cette étude sont basés sur l’utilisation de cellules 

Caco-2. Seul le passage du côté apical vers le côté basolatéral a été étudié. Un gradient de proton a 

été instauré lors du test avec un pH de 6,0 au niveau du compartiment apical et un pH de 7,4 au 

niveau du compartiment basolatéral. La phase aqueuse décrite dans la section 4.2.1 a été utilisée 

pour remplir le compartiment apical. Le compartiment basolatéral contient une solution 

correspondant à de l’HBSS tamponnée avec 10 mM d’HEPES. La solution contenant l’orlistat a été 

introduite au niveau apical. Les monocouches ont été pré-incubées avec cette solution pendant une 

heure à 37°C avant le début du test de perméabilité. Par la suite, des prélèvements de 200 µL ont été 

effectués au niveau basolatéral à 15, 30, 60, 90 et 120 minutes. Le volume du compartiment 

basolatéral a été maintenu constant par l’ajout de tampon frais après chaque prélèvement. Toutes 

les études de perméabilité se sont déroulées à 37°C et sous une agitation orbitale de 50 tours par 

minute. Chaque essai a été réalisé trois fois. 

L’évaluation de la perméabilité de l’orlistat a été réalisée en comparant les résultats des différentes 

formulations par rapport à une solution contrôle contenant la même concentration d’orlistat. Cette 

solution est composée de la phase aqueuse décrite dans la section 4.2.1 (HBSS à pH 6.0). Cette 

solution contenait 1% de DMSO (Sigma-Aldrich Chemicals, St. Quentin Fallavier, France) nécessaire à 

une bonne solubilisation de l’orlistat. 

Les perméabilités apparentes de l’orlistat (Papp) ont été calculées à l’aide de l’Équation 1 (page 76). 

4.2.6 Tests de cytotoxicité 

Trois tests de cytotoxicité ont été effectués lors de cette étude : 

 Mesure de la libération de LDH 

 Evaluation de la perméabilité apparente du LY 

 Mesure du TEER 
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La libération de la LDH dans le surnageant est utilisée comme indicateur de lésions des membranes 

cellulaires. Au niveau du compartiment apical, 200 µL de surnageant sont prélevés à la fin du test de 

perméabilité. La LDH est quantifiée à l’aide du kit EnzylineTM LDH Optimisé 10 et d’un automate CX5. 

Ces travaux ont été rendus possibles par le Professeur Jean-Marc LESSINGER et son équipe qui ont 

traité nos échantillons au sein de leur laboratoire au Centre de Chirurgie Orthopédique et de la Main 

de Strasbourg. 

La quantité totale de LDH libérées est obtenue à l’aide d’une solution à 10% de dodécylsufate de 

sodium qui permet d’obtenir une lyse cellulaire complète. Les résultats sont présentés en 

pourcentage par rapport à la lyse totale des cellules. 

Le LY est un marqueur du passage paracellulaire (voir section 2.2.2.2.3). Il permet d’évaluer 

l’intégrité des jonctions serrées qui contribuent à l’étanchéité de la monocouche cellulaire. L’étude 

de sa perméabilité est réalisée après le test de transport de l’orlistat au travers de la membrane 

poreuse. Une solution à 0,04% (m/v) de LY est introduite dans le compartiment apical et de l’HBSS 

dans le compartiment basolatéral. Le test s’étend sur 2 heures pendant lesquelles des prélèvements 

de 200µL sont effectués au niveau basolatéral à 15, 30, 60, 90 et 120 minutes. L’ajout de tampon 

frais après chaque prélèvement permet de maintenir le volume du compartiment basolatéral 

constant. Les échantillons sont dosés par absorption UV à la longueur d’onde de 280 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV-2401PC. Comme pour l’orlistat, les résultats sont exprimés en perméabilité 

apparente (Équation 1). 

Au total, trois mesures de TEER ont été effectuées. Elles ont pour but d’évaluer l’intégrité de la 

monocouche cellulaire et de déceler des atteintes au niveau des jonctions serrées. La première, 

réalisée avant le test de perméabilité à pour but de vérifier la bonne maturation et l’intégrité des 

monocouches de cellules Caco-2. La deuxième a lieu juste après le test de perméabilité du LY. Elle a 

pour but d’évaluer les effets potentiels qu’auraient les formulations sur l’intégrité de la monocouche. 

Le milieu de transport (HBSS) est ensuite remplacé par du milieu de culture. Après une phase 

d’incubation de 12 heures, la troisième mesure est réalisée. Dans le cas d’une diminution du TEER à 

la deuxième mesure, une ré-augmentation de la valeur du TEER au moment de la troisième mesure 

signifie que les lésions de la monocouche (perte d’intégrité) sont réversibles. Inversement, si le TEER 

ne change pas ou diminue, les lésions sont irréversibles. 

4.2.7 Granulométrie laser 

Comme pour l’étude précédente, la granulométrie laser a servi pour mesurer les tailles et les indices 

de polydispersité des différentes entités colloïdales formées à la suite du contact des formulations 

avec la phase aqueuse. Ces mesures ont été réalisées à l’aide d’un Zetasizer Nano ZS équipé d’un 
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laser He-Ne de 4mW fonctionnant à la longueur d’onde de 633 nm. Les données recueillies ont été 

traitées à l’aide du logiciel Dispersion Technology Software 5.10. 

4.2.8 Statistiques 

Les résultats de perméabilité et de cytotoxicité ont été présentés sous forme de moyennes ±écart-

type. Ils sont analysés par one-way ANOVA et le test de comparaison multiple de Student-Newman-

Heuls a été utilisé pour déterminer la significance statistique (p=0.05) des différences observées. 

4.3 Résultats 

4.3.1 Etudes d’inhibition de croissance sur les cellules SW480 et SW620 

Les résultats des études d’inhibition de croissance sur les cellules SW620 sont représentés à la Figure 

26. Au 6ème jour, l’orlistat provenant des laboratoires Roche inhibe la croissance cellulaire de 53 % à 

la concentration de 100 µM, alors qu’à la même concentration, la même molécule provenant de chez 

Sigma-Aldrich ne l’inhibe que de 12 %. Cette dernière ne présente de bons effets inhibiteurs (84 %) 

qu’à la concentration de 200 µM. Les raisons de cette différence peuvent avoir plusieurs explications. 

La principale résiderait dans la présence de certains excipients comme le laurylsulfate de sodium 

dans la solution obtenue après extraction du principe actif à partir des gélules de Xénical®. 

Néanmoins, ces résultats permettent de définir approximativement une concentration d’utilisation 

de l’orlistat à laquelle elle serait capable d’exercer un effet anticancéreux. 
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Figure 26 : Résultats des tests d’inhibition de croissance sur les cellules SW620 traitées avec l’orlistat (Roche et Sigma-
Aldrich) 

Les résultats des études d’inhibition de croissance sur les cellules SW480 représentés à la Figure 27 

confirment les observations faites avec les cellules SW620. L’orlistat provenant de Roche (57 %) 

présente aussi un meilleur pouvoir inhibiteur que l’orlistat provenant de chez Sigma-Aldrich (29 %) à 

la concentration de 100 µM. Un fort pouvoir inhibiteur de la part du produit Sigma-Aldrich (73 %), 

n’est obtenu qu’à 200 µM. Ces résultats confirment que la concentration active de l’orlistat est de 

100 µM. Mais ils révèlent surtout qu’il y a une différence d’activité entre les produits Sigma-Aldrich 

et Roche. Ainsi, l’origine de la matière première aura un impact certain sur des études ultérieures 

d’inhibition de croissance. 
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Figure 27 : Résultats des tests d’inhibition de croissance sur les cellules SW480 traitées avec l’orlistat (Roche et Sigma-
Aldrich) 

4.3.2 Validation de la méthode analytique de dosage 

4.3.2.1 Analyse du spectre de masse 

Avant de commencer la mise au point de la méthode de dosage, il est nécessaire de chercher les 

paramètres d’analyses adéquats au niveau de la masse. A partir d’injections directes d’une solution 

d’orlistat de référence, celle-ci a d’abord été analysée en masse simple, puis en mode MS-MS. 

Les résultats des injections directes de la solution de référence sont représentés à la Figure 28. Le 

chromatogramme représente trois pics correspondant chacun à une injection d’orlistat. Sur le 

spectre de masse 1A, les pics du bruit de fond ainsi que ceux des ions moléculaires sont représentés. 

L’orlistat ne semble pas se fragmenter. Le spectre 2A correspond à un agrandissement du spectre 1A. 

Il permet de mieux isoler les deux pics qui nous intéressent c’est-a-dire à celui de masse 496 (495 + 1) 

et de masse 518 (495 + 23). Le pic à 496 correspond à la masse de l’orlistat protonée au niveau de 

son azote. Le pic à 518 correspond aussi à la masse de l’orlistat mais additionnée par celle d’un ion 

sodium. Enfin, le spectre 3A représente le bruit de fond propre au détecteur. Par conséquent, les pics 

observés à 157, 213, 198 et 235 ne correspondent pas à des fragments de l’orlistat. 

Le choix de l’ion moléculaire pour mettre au point la méthode de dosage s’est porté sur celui 

affichant une masse de 518 parce que ce pic montre une meilleure sensibilité (6,4×107) que celle du 

496 (5,4×107). 
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4.3.2.2 Spécificité 

Afin d’évaluer la spécificité de la méthode de dosage décrite à la section 4.2.2, il est important de 

s’assurer que le milieu dans lequel l’orlistat sera dosé n’interfère pas en présentant des signaux au 

même temps de rétention. Par conséquent, l’HBSS qui sera utilisé dans les tests de perméabilité est 

analysé avec la méthode de dosage de l’orlistat. Les chromatogrammes d’une solution d’HBSS simple 

et d’une solution à 0,96 µM d’orlistat sont représentés à la Figure 29. Ils montrent bien que l’HBSS ne 

présente pas d’interférence dans le dosage de l’orlistat. 
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Figure 28 : Spectre de masse de l’orlistat 
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Figure 29 : Chromatogramme de masse de la transition m/z 518 → m/z 518 d’une solution d’HBSS simple et d’une 
solution d’HBSS à 0,96 µM d’orlistat. 

4.3.2.3 Linéarité 

La linéarité de la méthode de dosage a été évaluée sur trois jours pendant lesquelles deux gammes 

différentes d’orlistat ont été analysées par jour. Les différentes solutions de la gamme de référence 

de l’orlistat ont été réalisées en utilisant du méthanol comme agent solvant. L’autre gamme de 

solutions est préparée à partir du tampon utilisé lors des études des perméabilités, l’HBSS. Ainsi, 

chaque jour, deux nouvelles gammes sont préparées et analysées par chromatographie liquide. Les 

résultats de ces analyses du premier, deuxième et troisième jour sont repris respectivement dans le 

Tableau 13, le Tableau 14 et le Tableau 15. Les courbes de linéarité correspondantes sont 

représentées à la Figure 30. 
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variation de 4,2 %. La droite moyenne obtenue à partir de ces trois séries de résultats a pour 

équation «  » avec R2 = 0,999. Quant à la gamme préparée à partir 

d’HBSS, la moyenne des pourcentages est de 102,3 % avec un coefficient de variation de 4,5 %. La 

droite moyenne obtenue à partir de ces trois séries de résultats a pour équation « 

 » avec R2 = 0,999. 

Les tests statistiques utilisés au cours l’étude de la linéarité dans notre méthode de dosage sont 

représentés dans le Tableau 16. Toutes les droites d’étalonnage présentées à la Figure 30 sont 

linéaires avec un coefficient de corrélation supérieur ou égal à 0,99. Six tests différents ont été mis 

en place : 

 Le test statistique de comparaison des ordonnées à l’origine avec zéro donne des valeurs 

inférieures à la valeur théorique autorisée (p=0,05) aussi bien pour les solutions de référence 

que pour les solutions à tester. Ces résultats montrent que les droites d’équation « 

 » et «  » passent statistiquement 

par zéro. 

 Le test d’homogénéité des variances (Cochran) donne des valeurs de 0,704 pour la référence 

et de 0,840 pour la solution à tester. Ces valeurs sont légèrement supérieures à la valeur 

critique qui est de 0,516 (p=0,05). Les variations ne sont pas homogènes dans l’ensemble. 

Elles concernent essentiellement les solutions à faible concentration. 

 Pour les deux gammes d’étalonnage, en utilisant un test de Fisher, il est possible de conclure 

à l’existence d’une pente au risque de 5%. 

 Le test de comparaison des pentes des droites d’ajustement démontrent que les deux pentes 

sont statistiquement similaires. Il en est de même pour le test de comparaison des 

ordonnées à l’origine. Par conséquent, la présence d’HBSS n’a pas d’influence sur le dosage 

de l’orlistat. 

En conséquence, la méthode mise au point pour le dosage de l’orlistat est linéaire, malgré 

l’hétérogénéité des variances observée avec le test de Cochran.  
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Tableau 13 : Résultats de l’analyse chromatographique pour l’étude de linéarité du premier jour 

Référence : Gamme 1 préparée avec du méthanol  Gamme 1 préparée avec de l’HBSS 

Concentration 
théorique (µM) 

Surface de 
pic 

Concentration 
calculée (µM) 

% 

 
Concentration 
théorique (µM) 

Surface de 
pic 

Concentration 
calculée à partir 
de la référence 

(µM) 

% 

0,019 (S8) 2796000 0,017 90,9  0,020 2848000 0,019 92,9 

0,048 (S7) 4310000 0,050 104,7  0,050 4527000 0,055 109,9 

0,096 (S6) 6651000 0,101 105,1  0,100 6801000 0,104 104,2 

0,192 (S5) 11010000 0,195 101,7  0,200 11320000 0,202 101,0 

0,480 (S4) 23540000 0,467 97,2  0,500 25840000 0,516 103,3 

0,960 (S3) 46500000 0,964 100,4  1,000 47460000 0,985 98,5 

1,920 (S2) 90700000 1,921 100,0  2,000 92900000 1,968 98,4 

4,800 (S1) 230400000 4,946 103,0  5,000 241090000 5,18 103,5 

 
Moyenne 100,4   Moyenne 101,2 

 
Ecart-type 4,6   Ecart-type 5,4 

 
Coefficient de variation (%) 4,6   Coefficient de variation (%) 5,3 

 

Tableau 14 : Résultats de l’analyse chromatographique pour l’étude de linéarité du deuxième jour 

Référence : Gamme 2 préparée avec du méthanol  Gamme 2 préparée avec de l’HBSS 

Concentration 
théorique (µM) 

Surface de 
pic 

Concentration 
calculée (µM) 

% 

 
Concentration 
théorique (µM) 

Surface de 
pic 

Concentration 
calculée à partir 
de la référence 

(µM) 

% 

0,021 (S8) 2186000 0,021 102,1  0,019 2217000 0,022 112,8 

0,052 (S7) 3607000 0,050 96,6  0,048 3610000 0,050 103,8 

0,103 (S6) 6302000 0,104 101,2  0,096 6194000 0,102 106,3 

0,206 (S5) 11920000 0,218 105,7  0,192 11080000 0,201 104,6 

0,515 (S4) 26170000 0,506 98,2  0,480 24850000 0,479 99,8 

1,030 (S3) 51760000 1,023 99,3  0,960 48100000 0,949 98,9 

2,060 (S2) 103300000 2,065 100,2  1,920 94950000 1,896 98,7 

5,150 (S1) 255500000 5,141 99,8  4,800 245000000 4,929 102,7 

 
Moyenne 100,4   Moyenne 103,5 

 
Ecart-type 2,7   Ecart-type 5,1 

 
Coefficient de variation (%) 2,7   Coefficient de variation (%) 4,9 

 

Tableau 15 : Résultats de l’analyse chromatographique pour l’étude de linéarité du troisième jour 

Référence : Gamme 3 préparée avec du méthanol  Gamme 3 préparée avec de l’HBSS 

Concentration 
théorique (µM) 

Surface de 
pic 

Concentration 
calculée (µM) 

% 

 
Concentration 
théorique (µM) 

Surface de 
pic 

Concentration 
calculée à partir 
de la référence 

(µM) 

% 

0,023 (S8) 2218000 0,025 109,2  0,024 2286000 0,026 107,8 

0,057 (S7) 3980000 0,061 108,3  0,061 4142000 0,065 106,6 

0,113 (S6) 6790000 0,119 105,6  0,121 7052000 0,125 103,1 

0,226 (S5) 12080000 0,229 101,3  0,242 12710000 0,242 100,0 

0,565 (S4) 28150000 0,562 99,4  0,605 30470000 0,610 100,8 

1,130 (S3) 54380000 1,105 97,8  1,210 57980000 1,179 97,5 

2,260 (S2) 110800000 2,273 100,6  2,420 118100000 2,424 100,2 

5,650 (S1) 281400000 5,805 102,7  6,050 291100000 6,006 99,3 

 
Moyenne 103,1   Moyenne 102,3 

 
Ecart-type 4,5   Ecart-type 3,8 

 
Coefficient de variation (%) 4,4   Coefficient de variation (%) 3,7 
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Figure 30 : Courbes de linéarité obtenues sur les trois jours de solutions d’orlistat préparées à partir de méthanol ou 
d’HBSS 
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Tableau 16 : Tests statistiques utilisés dans la détermination de la linéarité de la méthode de dosage 

 Référence : préparation 
de la gamme dans du 

méthanol 

Solutions à tester : 
préparation de la 

gamme dans de l’HBSS 

Valeur 
théorique, au 
risque de 5 % 

Pente des droites 
d’ajustement 

48939974 48560079 - 

Ordonnée à l’origine des 
droites d’ajustement 

919399 1134148 - 

Coefficient de corrélation 1,000 0,999  
Test de comparaiosn des 
ordonnées à l’origine par 
rapport à zéro 

1,902 1,599 2,069 

Test d’homogénéité des 
variances (Cochran) 

0,704 0,840 0,516 

Test de l’existence des 
pentes (Fisher) 

616 406 4,35 

Test de comparaison des 
ordonnées à l’origine 

0,250 2,069 

Test de comparaison des 
pentes des droites 
d’ajustement 

0,910 2,069 

 

4.3.2.4 Fidélité 

La fidélité de la méthode de dosage proposée a été déterminée à partir d’une solution d’HBSS 

contenant de l’orlistat. Six analyses consécutives sont réalisées par jour pendant trois jours. Les 

concentrations calculées ont été déterminées à partir de la solution S5 de la gamme d’étalonnage. Le 

Tableau 17 représente les résultats de ces analyses. 
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Tableau 17 : Résultats de l’analyse chromatographique pour l’étude de fidélité 

 Essai Surface de pic Concentration calculée (µM) 

1er jour 
Concentration 
théorique : 0,200 µM 

1 11510000 0,201 

2 11690000 0,204 

3 11320000 0,197 

4 11510000 0,201 

5 11660000 0,203 

6 11690000 0,204 

2ème j our 
Concentration 
théorique : 0,192 µM 

1 11480000 0,198 

2 11500000 0,199 

3 11520000 0,199 

4 11370000 0,196 

5 11400000 0,197 

6 11480000 0,198 

3ème jour 
Concentration 
théorique : 0,242 µM 

1 13010000 0,243 

2 12790000 0,239 

3 12890000 0,241 

4 13060000 0,244 

5 13020000 0,244 

6 13173000 0,246 

Coefficient de variation de répétabilité : 0,98 %  

Coefficient de variation de reproductibiilté : 1,70 %  

 

Le test d’homogénéité des variances intragroupes (Test de Cochran) a fourni une valeur de 0,54, 

inférieure à la valeur théorique au risque de 5 % qui est de 0,75. De plus, les coefficients de variation 

de répétabilité et de reproductibilité sont inférieurs à 5 %. Par conséquent, l’ensemble des variances 

des trois groupes peut être considéré comme homogène. 

4.3.2.5 Seuil de détection 

Pour déterminer le seuil de détection de la méthode de dosage, plusieurs solutions très diluées en 

orlistat ont été analysées. La Figure 31 représente le chromatogramme d’une solution à 0,01 µM 

d’orlistat. Le seuil de détection de notre méthode est de 5 nM. 

Comme le seuil de quantification correspond à  fois le seuil de détection, notre méthode de dosage 

est capable de doser l’orlistat jusqu’à une concentration d’environ 17 nM. 
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Figure 31 : Pic obtenu lors de l’analyse d’une solution d’HBSS à 0,01 µM d’orlistat. 

4.3.3 Préparation des solutions à tester 

Lors de la préparation des différentes solutions, plusieurs observations ont été faites à l’œil nu : 

 La solution formée par le mélange de la formulation L contenant le Labrafil® M1944CS avec 

la phase aqueuse n’est pas stable. En effet, une séparation de phase apparait quelques 

minutes après la fin de l’agitation. Suite à cette observation, les mesures par granulométrie 

laser n’ont pas été réalisées pour cette formulation. 

 Un précipité apparait lors de l’ajout de la phase aqueuse à la formulation P contenant 

uniquement du PEG300. Ceci est visible au moment de l’agitation. 

 Les formulations A, D, ELP et EL présentent de très mauvaises propriétés de dispersion avec 

la formation d’un gel visqueux propres aux formes micellaires (voir section 1.3.3). 

 Les formulations B et C ont pu se disperser rapidement et de façon homogène dans la phase 

aqueuse. 
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Le Tableau 18 décrit les observations macroscopiques des solutions à tester ainsi que le 

comportement des formulations au moment du contact avec la phase aqueuse. 

Tableau 18 : comportement des formulations au contact de la phase aqueuse 

 Comportement au contact de la 
phase aqueuse 

Apparence macroscopique 

Formulation A Mauvaise dispersion Légèrement trouble 
Formulation B Bonne dispersion Translucide 
Formulation C Bonne dispersion Translucide 
Formulation D Mauvaise dispersion Translucide 
Formulation EL Mauvaise dispersion Translucide 
Formulation ELP Mauvaise dispersion Translucide 
Formulation L Séparation de phase Apparition de 2 phases troubles 
Formulation P Précipitation Translucide mais avec présence de 

précipitation 
 

4.3.4 Perméabilité de l’orlistat au travers de la monocouche de cellules Caco-2 

Pour chaque dispersion étudiée, la concentration en orlistat est de 100µM. La Figure 32 représente 

sous forme d’histogramme les perméabilités apparentes du principe actif pour chacune des huit 

formulations. 

Dans la solution contrôle, malgré l’ajout de DMSO pour aider à solubiliser l’orlistat, la perméabilité 

apparente de l’orlistat est nulle. Les formulations aboutissant à la précipitation du principe actif 

(formulation P) ou à une séparation de phase (formulation L) présentent les mêmes résultats qu’avec 

la solution contrôle. Cependant, l’utilisation de surfactants seuls (formulations EL et ELP) amène à 

des résultats plus intéressants avec des perméabilités apparentes allant de 1 à 2 × 107 cm.s-1. Au 

final, ce sont les systèmes émulsionnés incorporant au minimum du Labrafil® M1944CS et un 

surfactant qui présentent les meilleurs résultats. Par contre, les formulations B et C contenant une 

forte proportion de Cremophor® EL associée à du Labrafil® M1944CS et à un co-solvant, amène à des 

valeurs de perméabilité apparente de 10 à 20 fois plus importantes que celles des formulations 

contenant uniquement un surfactant (formulation EL et ELP). 
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Figure 32 : perméabilités apparentes de l’orlistat au travers de la monocouche de cellules Caco-2 pour les 8 formulations 
étudiées et la solution contrôle. La concentration en orlistat de chaque solution est de 100 µM. Les barres représentent 
des moyennes ±écart-type, n=3. 

Du point de vue statistique, les formulations A, B, C, D, EL et ELP présentent tous des perméabilités 

apparentes différentes. Ces perméabilités augmentent dans l’ordre suivant : ELP < EL< A < D < B < C. 

4.3.5 Résultats des tests de cytotoxicité 

Les tests de cytotoxicité permettent l’apport de données supplémentaires aux résultats de 

perméabilité et contribuent à la meilleure caractérisation de nos systèmes.  

La Figure 33 représente la proportion de LDH libérée au cours de l’étude de perméabilité de l’orlistat. 

Les résultats obtenus peuvent être classés selon trois groupes : 

 Le premier groupe contient uniquement le contrôle qui donne une libération normale de la 

LDH 

 Le deuxième groupe contient les formulations A, B, C, D, EL et ELP. Pour ces derniers, la  

libération de la LDH est significativement plus importante que celle du contrôle. La 

concentration en LDH augmente dans l’ordre suivant : D < ELP < B < C < A < EL. 

 Le troisième groupe contient les formulations L et P qui présentent une libération de LDH 

intermédiaire par rapport aux deux autres groupes. 
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Figure 33 : Libération de la LDH exprimée en pourcentage par rapport à la quantité maximale relargée lors d’une lyse 
cellulaire totale. Les barres représentent des moyennes ±écart-type, n=3. 

Les résultats de perméabilités apparentes au LY sont représentés sur la Figure 34. La formulation A 

provoque très nettement une augmentation du passage du LY. Les formulations C et EL qui sont les 

seules à contenir du Cremophor® EL, présentent des perméabilités apparentes inférieures à celle de 

la A mais supérieures aux B, D et ELP. Ces dernières formulations contenant du Cremophor® ELP 

affichent des résultats intermédiaires par rapport à ceux du contrôle et des formulations C et EL. 

Enfin, les formulations L et P présentent des résultats similaires à ceux du contrôle. 
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Figure 34 : perméabilités apparentes du LY au travers de la monocouche de cellules Caco-2 après le test de perméabilité 
de l’orlistat. La concentration en LY est de 0,04 % (m/v). Les barres représentent des moyennes ±écart-type, n=3. 

Toutes les monocouches utilisées ont présenté au début de cette étude un TEER supérieur à 300 

Ω.cm2, indiquant que leur intégrité n’a pas été altérée. La Figure 35 montre les mesures effectuées 

après le test de perméabilité du LY (TEER2) ainsi que celles effectuées après l’incubation de 12 

heures dans du milieu de culture (TEER3). La valeur du TEER2 est généralement abaissée après une 

étude de perméabilité. Néanmoins, une augmentation de la valeur du TEER3 marque une 

récupération de l’intégrité des monocouches et une réversibilité des éventuels dégâts cellulaires. 
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Figure 35 : Valeurs de TEER mesurées après l’étude de perméabilité du LY (TEER2) et valeurs mesurées 12 heures après le 
TEER2 (TEER3). La concentration en orlistat de chaque solution est de 100 µM. Les barres représentent des moyennes 
±écart-type, n=3. 

4.3.6 Granulométrie des entités colloïdales formées 

Dans le but de caractériser les émulsions et les micelles formées, une mesure de taille a été réalisée 

pour les huit formulations contenant de l’orlistat. Le Tableau 19 présente les tailles et les indices de 

polydispersité mesurés avec les solutions décrites dans la section 4.3.3. 

Les formulations C et P présentent les plus mauvais indices de polydispersité avec des valeurs de 

0,575 et 0,292 respectivement. Quant aux diamètres des particules, ce sont ceux des formulations A 

et P qui donnent les plus grandes valeurs avec respectivement 76,9 et 248,1nm. Les formulations EL 

et ELP contenant uniquement un surfactant permettent la formation d’une population monodisperse 

de nanoparticules d’environ 12 nm de diamètre. 
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Tableau 19 : Diamètres et indices de polydispersité des entités colloïdales formées à partir des 7 formulations 

 Diamètre (nm) Indice de polydispersité 

Formulation A 76,9 ± 0,4 0,181 
Formulation B 18,0 ± 0,1 0,292 
Formulation C 27,9 ± 0,5 0,575 
Formulation D 14.9 ± 0,7 0,117 
Formulation EL 12,1 ± 0,2 0,019 
Formulation ELP 12,0 ± 0,1 0,064 
Formulation P 248,1 ± 14,5 0,292 
 

4.4 Discussion 

Comme mentionné précédemment, l’orlistat est une substance qui présente des caractéristiques 

particulières. De par sa forte lipophilie, cette substance traverse difficilement les barrières 

physiologiques comme la barrière intestinale. Pour son traitement contre l’obésité, la formulation de 

l’orlistat a été développée de telle façon à ce qu’après administration par voie orale, la molécule 

reste au niveau du tractus gastro-intestinal pour une activité locale. En tenant compte de la 

classification biopharmaceutique d’Amidon (section 1.1) [Amidon et al, 1995], l’orlistat peut être 

considéré comme appartenant à la classe IV BCS de cette classification puisqu’il présente un 

caractère lipophile prononcé ainsi qu’une faible perméabilité au travers des barrières biologiques 

(inférieure à 1 % au travers d’une monocouche de cellules Caco-2). En effet, une substance active 

présente une faible perméabilité si son taux d’absorption par voie orale est inférieur à 50 % 

[Lindenberg et al, 2004 ; FDA Guidance, 2000]. Cette classe de médicaments présente des problèmes 

majeurs dans la mise au point de formulations orales destinées à augmenter l’absorption du principe 

actif. Dans le passé, de nombreuses études visant à améliorer la perméabilité de substances 

appartenant à la classe II BCS ont été menées [Kovarik et al, 1994 ; Martin-Facklam et al, 2002]. Il est 

généralement recommandé pour les substances de la classe IV BCS, de revenir à des étapes 

antérieures de développement afin de modifier les propriétés physicochimiques de la molécule 

[Pouton et al, 2006]. Néanmoins, l’un des objectifs de cette étude était d’améliorer la solubilité et la 

perméabilité de l’orlistat. 

Notre étude sur l’orlistat a été motivée par la récente découverte de ses propriétés anticancéreuses 

[Kridel et al, 2004 ; Menendez et al, 2006 ; Little et al, 2007]. Ces mêmes propriétés ont même 

éveillés l’intérêt de chimistes organiciens pour ce type de molécule. En effet, la synthèse de 

nouvelles β-lactones inhibitrices de l’AGS en utilisant l’orlistat comme point de départ a été 

entreprise et a mené à la découverte de trois molécules présentant (Figure 36) une meilleure 

hydrosolubilité et une activité inhibitrice accrue [Richardson et al, 2008]. 
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Figure 36 : Structure chimique des béta-lactones présentant une meilleure activité inhibitrice vis-à-vis de l’AGS et une 
solubilité aqueuse améliorée. 
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Les travaux que nous avons entrepris sur cette substance ont été pluridisciplinaires et plusieurs 

laboratoires y ont contribué. 

4.4.1 Etudes d’inhibition de croissance 

Les études sur les propriétés cancéreuses de l’orlistat ont été menées avec des méthodes et des 

techniques différentes suivant les laboratoires. Le suivi de l’intégrité du réticulum endoplasmique de 

fibroblastes de souris et de cellules HT-29 [Little et al, 2007], des expériences d’inhibition de 

prolifération de cellules tumorales PC-3 d’origine murine *Kridel et al, 2004] et le suivi de la taille de 

tumeurs greffées sur des souris [Carvalho et al, 2008] ont été notamment réalisés. Ces travaux ont 

bien démontré l’activité anticancéreuse de l’orlistat mais ils ne fournissent pas de données précises 

quant à la concentration à laquelle l’orlistat exerce son effet. Avant de commencer toute étude de 

formulation, nous nous sommes tout d’abord intéressé à déterminer cette concentration. 
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Les résultats de nos essais d’inhibition de croissance ont permis de déterminer que l’orlistat agit à 

environ 100 µM. Dans la littérature, l’orlistat testé provient soit directement de chez Sigma-Aldrich 

soit de l’extraction de gélules de Xénical® provenant des laboratoires Roche. Pour cette raison, nous 

avons décidé de tester ces deux produits dans la même étude pour évaluer l’impact de leur 

provenance. Il s’est avéré que le produit issu des laboratoires Roche est plus efficace que le produit 

Sigma-Aldrich. Cette observation a porté notre attention sur la nature des excipients du Xénical®. 

Cette spécialité pharmaceutique commercialisée par les laboratoires Roche contient du laurylsulfate 

de sodium qui est soluble dans le solvant utilisé (éthanol) pour extraire l’orlistat. Il est à noter que cet 

excipient correspond à un surfactant ionique (CAS#: 151-21-3) qui présente des effets irritants vis-à-

vis des muqueuses du fait de ses propriétés détergentes. Par conséquent, ces effets peuvent avoir un 

impact sur la croissance des cellules SW480 et SW620. De plus, il est intéressant de rappeler que le 

laurylsulfate de sodium, aussi connu sous le nom de dodécylsulfate de sodium, est couramment 

utilisé en biologie comme agent cytotoxique à une concentration de 1 % (m/v) [Animal Cell Culture, 

3ème Edition, Chapitre III]. Les quantités utilisées dans les formulations médicamenteuses sont 

évidemment inférieures (de l’ordre du milligramme) et bien tolérées dans le cadre d’une 

administration par voie orale [Handbook of Pharmaceutical Excipients, 5ème Edition, 687-689]. Ces 

observations peuvent remettre en question certaines études de cancérogénicité ayant utilisé de 

l’orlistat extrait de gélules de Xénical®. 

Suite à cette étude, l’orlistat à été utilisé à la concentration de 100 µM pour les études de 

perméabilité et de cytotoxicité. 

4.4.2 Validation de la méthode analytique 

La validation de la méthode de dosage est une étape obligatoire afin de pouvoir quantifier de très 

faibles concentrations d’orlistat. Une étude sur des volontaires sains ayant pris de l’orlistat par voie 

orale a montré que la molécule ne traverse pas la barrière intestinale. Aucune trace de la substance 

n’a pu être détectée dans le sang, bien que cette dernière ait été recherchée par des techniques de 

radioactivité [Zhi et al, 1995]. De telles observations risquent d’être faites lors des tests de 

perméabilité avec les Caco-2. Par conséquent, cette étape préalable de chimie analytique est 

nécessaire pour obtenir une méthode présentant un seuil de quantification très bas. 

Le choix de la technique s’est porté sur la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 

masse. Bien que, lors de nombreuses études de perméabilité avec les Caco-2, les techniques 

radioactives ont été largement utilisées, elles présentent plusieurs inconvénients comme le 

problème de gestion de déchets, de sécurité vis-à-vis de l’opérateur et surtout de disponibilité des 

substances radio-marquées. De nos jours, l’utilisation de la spectrométrie de masse s’est généralisée 
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et s’est révélée particulièrement bien adaptée aux études de perméabilité. Cette technique présente 

une meilleure sensibilité par rapport aux détections par absorption UV ou par fluorescence. De plus, 

l’orlistat absorbe très peu dans l’UV parce qu’il ne présente que peu de systèmes de doubles liaisons 

conjuguées (Figure 24). Lors de la mise au point de notre méthode d’analyse de dosage, nous avons 

programmé une ouverture de la vanne automatisée envoyant vers les déchets la première fraction 

d’éluant chargée en sels. Ceci évite au capillaire de se boucher prématurément et à la source du 

détecteur de ne pas être contaminée [Wang et al, 2000 ; Van Breemen et al, 2005]. 

La méthode mise au point est très sensible et présente un seuil de quantification de 0,017 µM soit 

8,4 ppb. Le temps de rétention de la molécule étant aussi très court (4,6 minutes), il permet une 

analyse rapide des échantillons. 

4.4.3 Comparaison des différentes formulations 

Chacune des formulations étudiées présente des caractéristiques particulaires. Elles peuvent être 

classées en 2 groupes distincts en fonction de leur composition : 

 Les formulations EL, ELP, L et P avaient pour but d’étudier l’influence d’un excipient seul dans 

la solubilisation et la perméabilité apparente de l’orlistat. Les formulations EL et ELP étant 

composées de surfactants, ils aboutissent à la formation de solution micellaire (type IV) après 

contact avec la phase aqueuse. Par contre, la formulation L contenant un excipient huileux 

ne permet pas une dispersion stable de particules contenant de l’orlistat. A l’œil nu, le 

principe actif semble solubilisé mais une séparation de phase apparait très rapidement 

lorsque la solution est au repos. La formulation P contient du PEG300 qui agit comme un 

solvant. A la concentration utilisée, cet excipient ne semble pas permettre une bonne 

solubilisation du principe actif. Des précipités apparaissent instantanément au moment de 

l’ajout de la phase aqueuse à la formulation. 

 Les formulations A, B, C et D contiennent une phase huileuse (Labrafil® M1944CS) 

émulsionnée par un surfactant (Cremophor® EL ou ELP). L’incorporation d’un co-solvant dans 

la formulation permet d’améliorer la dispersion de la formulation dans une phase aqueuse. 

La formulation A contient une forte proportion de phase huileuse et une plus faible 

proportion de Cremophor® ELP. Aucun co-solvant n’a été utilisé dans la mise au point de 

cette formulation. Elle avait pour but d’étudier l’impact d’une forte proportion d’huile sur la 

solubilisation et la perméabilité de l’orlistat. Les formulations B et C sont très semblables 

entre elles. Elles contiennent toutes la même proportion de PEG300, d’huile et de 

surfactants. La seule différence réside dans la nature du surfactant. Le Cremophor® ELP est 

utilisé pour la formulation B et le Cremophor® EL pour la formulation C. Les Cremophor® ELP 
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et EL ne diffèrent que par leur pureté. Le Cremophor® EL est produit suite à la réaction 

d’estérification de l’huile de ricin avec du PEG dans un rapport molaire de 1 : 35. A l’issue de 

cette réaction, se forment principalement des dérivés d’huile de ricin polyoxyéthylénés. Le 

Cremophor® EL contient également des réactifs en excès comme du PEG et des produits 

secondaires qui sont d’ailleurs recherchés lors du contrôle qualité du produit fini. Ces 

produits secondaires correspondent principalement à des acides gras libres comme l’acide 

ricinoléique, l’acide palmitique et l’acide oléique. Par contre, le Cremophor® ELP contient 

moins de ces produits de réactions secondaires [Informations techniques BASF]. Par 

conséquent, les deux systèmes, l’un contenant du Cremophor® EL et l’autre du Cremophor® 

ELP, permettent d’étudier l’influence de la pureté des excipients sur la perméabilité de 

l’orlistat au travers de monocouches de cellules Caco-2. Enfin, la formulation D se compose 

de la même proportion en surfactants et en excipients huileux que la formulation B mais elle 

ne contient pas de PEG300. Elle permet d’évaluer le rôle du co-solvant dans la perméabilité 

de l’orlistat. 

Les formulations lipidiques A, B, C, D, EL et ELP ont permis d’augmenter significativement la 

perméabilité apparente de l’orlistat en comparaison avec la solution contrôle où cette molécule n’a 

été formulée avec aucun promoteur d’absorption. Toutefois, les résultats sont très variables d’une 

formulation à l’autre. Ceci permet de faire un certain nombre d’observations : 

 Les formulations EL et ELP permettent à l’orlistat de traverser la barrière constituée de 

cellules Caco-2. Ces formulations forment des solutions translucides (Tableau 18) dans 

lesquelles les Cremophor® EL et ELP solubilisent l’orlistat au sein de micelles. Leur 

inconvénient majeur est la lenteur de leur dispersion dans un milieu aqueux. Comme 

mentionné précédemment (voir section 1.3.3), ce type de systèmes forme à la surface des 

surfactants en cours de dissolution, un gel visqueux qui limite la pénétration de l’eau dans la 

masse de surfactant. Ces phénomènes rencontrés avec des formulations riches en 

surfactants réduisent leur pouvoir de dispersion et de dissolution [Gursoy et al, 2004 ; Cuiné 

et al, 2008]. L’utilisation de surfactants suffirait amplement à la solubilisation de l’orlistat 

mais des difficultés à obtenir une dispersion rapide persistent. De plus, malgré la formation 

de solutions translucides et monodisperses, nos résultats de perméabilité montrent que ces 

formulations présentent un intérêt limité quant à l’augmentation du passage de l’orlistat. 

Ceci est en accord avec des données de la littérature stipulant que l’utilisation de surfactants 

seuls ne permet pas d’obtenir une bonne biodisponibilité par voie orale. Pourtant, de telles 

difficultés de dispersion peuvent être surmontées par l’association d’un co-solvant [Cuiné et 

al, 2008]. 
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 Parmi les formulations A, B, C et D contenant plusieurs excipients, la formulation A présente 

statistiquement la plus faible perméabilité. Ceci permet de déduire que l’utilisation d’une 

forte proportion d’huile n’est pas en faveur d’un meilleur passage du principe actif. Par 

contre, les formulations B, C et D présentent une perméabilité plus élevée. Ce résultat peut 

s’expliquer par l’emploi d’une proportion plus importante en surfactants puisque cette 

dernière constitue la principale différence avec la formulation A. Toutefois, cette formulation 

provoque la plus forte augmentation pour la libération de LDH et pour la perméabilité au LY 

signifiant que l’intégrité de la membrane cellulaire et des jonctions serrées ont été altérées. 

Malgré ces dégâts pouvant provoquer une augmentation du passage de l’orlistat, peu de 

principes actifs se sont retrouvés du côté basolatéral. Ce phénomène pourrait s’expliquer par 

des problèmes de solubilisation de l’orlistat. Comme mentionnée précédemment (Tableau 

18), la solution issue de la formulation A apparait légèrement trouble. Ceci pourrait 

s’expliquer par la faible proportion de surfactants qu’elle contient par rapport au Labrafil® 

M1944CS. Ces observations suggèrent que l’orlistat aurait plus tendance à se solubiliser en 

s’insérant entre les groupements lipophiles des surfactants qu’en étant dissout directement 

dans une grande quantité d’huile. En effet, il a été décrit que des molécules comme les 

prodrogues lipophiles contenant une longue chaîne aliphatique pourraient grâce à leur 

caractère amphiphile s’intercaler entre les groupements lipophiles des surfactants au lieu de 

se dissoudre directement dans l’huile *Porter et al, 2007+. 

 Les formulations B et C ne diffèrent que par la nature du surfactant (Tableau 12). La 

formulation C contient du Cremophor® EL, alors que la B contient du Cremophor® ELP, une 

forme plus pure du Cremophor® EL. Les produits secondaires et les réactifs en excès présents 

dans le Cremophor® EL jouent très probablement un rôle important dans la formulation de 

l’orlistat. En effet, la formulation contenant du Cremophor® EL (C) permet l’obtention d’une 

perméabilité apparente environ 3 fois plus élevée que celle contenant du Cremophor® ELP 

(B). Du point de vue cytotoxique, la formulation C provoque par rapport à la B une 

augmentation plus importante de la perméabilité au LY, tandis que la libération de LDH reste 

très similaire. Cette perméabilité paracellulaire accrue pourrait expliquer l’augmentation de 

la perméabilité de l’orlistat. Les impuretés contenues dans le Cremophor® EL pourraient être 

impliquées dans cette augmentation en affectant les jonctions serrées liant les cellules entre 

elles. Ces impuretés correspondent principalement à des acides gras libres comme l’acide 

palmitique, oléique et ricinoléique. Or, certains acides gras à chaînes courtes, comme le 

caprate de sodium, sont connus pour agir sur les jonctions serrées [Anderberg et al, 1993]. 

Une augmentation de ce type de passage est très probablement responsable de la 

perméabilité accrue de l’orlistat  
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 Les résultats des tests de cytotoxicité ont montré que la formulation A exerce le plus de 

dommages au niveau de la membrane cellulaire et des jonctions serrées. Ces effets peuvent 

s’expliquer à l’aide des études de cytotoxicité menées préalablement avec les excipients 

seuls (voir section 3.4). La formulation A est composée de 70 % de Labrafil® M1944CS qui, à 

la concentration utilisée, peut entrainer des atteintes au niveau des jonctions serrées. En 

accord avec les résultats de cette étude précédente, la formulation A entraine une forte 

augmentation de la perméabilité au LY qui est d’environ 2 à 8 fois supérieure à celles des 

formulations B, C, D, EL et ELP. Les comparaisons des résultats de cytotoxicité entre les 

formulations EL et ELP et entre les formulations B et C permettent aussi de confirmer les 

propriétés cytotoxiques plus élevées du Cremophor® EL par rapport à celles observées en 

présence de Cremophor® ELP. 

 La comparaison des formulations B et D suggère que le PEG300 n’est pas impliqué dans le 

passage de l’orlistat au travers de la monocouche cellulaire. La différence entre les deux 

perméabilités apparentes n’est pas significative. Toutefois, ces deux formulations se 

distinguent au moment de leur contact avec la solution aqueuse. La formulation B se 

disperse plus facilement que la formulation D. Cette dernière traverse une courte étape où 

un gel visqueux se forme. Ces observations concordent avec les données de la littérature 

[Gao et al, 1998 ; Pouton et al, 2000 ; Gursoy et al, 2004 ; Cuiné et al, 2008] qui stipulent que 

la présence d’un co-solvant facilite la fine dispersion de la formulation sous faible agitation. 

Une différence entre ces deux formulations aurait pu être mise en évidence sur des modèles 

animaux avec lesquels la phase de dispersion est mieux représentée. 

 Concernant les perméabilités obtenues avec la solution contrôle et les formulations L et P, 

elles sont nulles signifiant qu’aucune trace décelable d’orlistat n’a pu être dosée au niveau 

du compartiment basolatéral. Pour la formulation P, ce résultat étaye l’hypothèse émise 

précédemment concernant la précipitation de l’orlistat. De plus, il permet de corroborer les 

résultats obtenus par Pouton et al. [Pouton et al, 2000] qui rapportent que l’utilisation seule 

de co-solvant amène à la précipitation du principe actif. Pour la formulation L, il y a de fortes 

probabilités que l’orlistat ait été dissout dans la phase huileuse restée en surface empêchant 

sa dispersion dans la phase aqueuse. Ces résultats étaient prévisibles à la suite des 

observations faites au moment de leur préparation (voir section 4.3.3). 

Au final, ces considérations suggèrent que pour améliorer le passage de l’orlistat au travers de 

cellules de types Caco-2, tout en minimisant les effets cytotoxiques, la formulation idéale devrait 

contenir une forte proportion de Cremophor® EL. La présence d’un co-solvant est aussi 

recommandée afin de faciliter la dispersion de cette formulation. 



 133 

D’après la classification des systèmes lipidiques de Pouton [Pouton et al, 2006] (voir section 1.3.1), il 

est possible de classer les formulations A, B, C et D à partir de leur composition et de la taille des 

colloïdes qu’elles forment dans une solution aqueuse. La formulation A se compose de 70 % de 

Labrafil® M1944CS et de 30 % de surfactants présentant une valeur de HLB supérieure à 12. Cette 

composition est caractéristique d’une formulation de type IIIA (40 à 80 % d’excipients huileux et 20 à 

40 % de surfactants). De plus, dans l’eau, la formulation A forme des colloïdes présentant une taille 

inférieure à 100 nm (76,9 nm) propre à ce type de système lipidique. Par contre, les formulations B, C 

et D se composent de 72 % de surfactants et de 10 % de Labrafil® M1944CS. Il est plus difficile de 

classer ces formulations parce qu’elles présentent des caractéristiques appartenant à la fois aux 

systèmes de type IIIB et à ceux de type IV. En effet, les formulations de type IV contiennent de 30 à 

80 % de surfactants et les formulations de type IIIB contiennent moins de 20 % d’excipient huileux. 

Cependant, les formulations de types IV se distinguent principalement par l’absence dans leur 

composition d’excipients huileux. Par conséquent, les formulations B, C et D qui contiennent du 

Labrafil® M1944CS, se rapprocheraient plutôt des systèmes de type IIIB que des systèmes de type IV. 

Comme mentionné précédemment (voir section 1.3.1), Pouton et al. [Pouton et al, 2006] assimilent 

également les systèmes de type IIIA et IIIB à des SMEDDS®. Par conséquent, les quatre formulations 

étudiées qui forment après dispersion des colloïdes de taille inférieure à 100 nm, correspondent à 

des SMEDDS®. Quant aux formulations EL et ELP, elles correspondent plutôt à des formulations de 

type IV et forment des colloïdes de tailles inférieures à 100 nm. Il est intéressant de constater que la 

meilleure pureté du Cremophor® ELP par rapport au Cremophor® EL permet la formation de 

colloïdes de plus petites tailles. Malgré une augmentation de la surface de contact consécutive à 

cette réduction de taille, aucune amélioration du passage de l’orlistat au travers de la monocouche 

de cellules Caco-2 n’a été observée avec la formulation B. Ces observations renvoient à des 

considérations faites par Porter (voir section 2.1.1) et stipulant que la performance d’une 

formulation est très faiblement liée à la taille des colloïdes [Porter et al, 2007] 

Dans le cadre de cette étude, nous avons pu montrer que la mise au point de systèmes lipidiques 

dans la formulation de composés de la classe IV BCS, pouvait augmenter la solubilisation et la 

perméabilité de ces substances au travers de barrières physiologiques. À l’aide de ces systèmes, 

plusieurs mécanismes entrent en jeu comme la présentation du principe actif sous sa forme 

solubilisée ou son maintien sous forme de dispersion moléculaire. Ces phénomènes contribuent à 

une absorption plus rapide du principe actif permettant une action plus rapide de ce dernier [Porter 

et al, 2007]. 

Le développement de telles formulations lipidiques présente un intérêt certain dans les thérapies 

anticancéreuses et dans l’amélioration de la compliance des patients en fournissant des formes à 
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administration orale. L’efficacité de l’orlistat en tant qu’agent anticancéreux a déjà été mise en avant 

dans plusieurs études antérieures [Kridel et al, 2004 ; Menendez et al, 2005 ; Little et al, 2007 ; 

Carvalho et al, 2008]. Menendez et al l’ont associée au trastuzumab, un anticorps monoclonal 

indiqué dans le cancer du sein. Leur étude a montré que ces deux médicaments ont un effet in vitro 

synergique sur des cellules ovariennes cancéreuses [Menendez et al, 2006]. Toutefois, d’autres 

études décrivant de telle association devraient être menées afin de confirmer l’intérêt de l’orlistat 

dans le domaine des thérapies anticancéreuses. 

Ces travaux répondent en fait à une suggestion de Menendez et al qui dès 2005 avaient envisagé de 

mettre au point une nouvelle formulation orale capable de solutionner les problématiques de 

biodisponibilité orale que présente l’orlistat *Menendez et al, 2005+. Les formulations mises au point 

et évaluées lors de nos travaux présentent des perspectives prometteuses dans l’augmentation de la 

biodisponibilité par voie orale de l’orlistat et pourrait répondre à la suggestion de Menendez. De 

telles formulations pourraient surtout donner une « seconde application » thérapeutique à un 

médicament commercialisé depuis plus de 10 ans déjà. Néanmoins, les résultats obtenus lors de ces 

travaux devraient être complétés par des études in vivo chez l’animal afin de confirmer l’efficacité de 

nos formulations. 

4.5 Conclusion 

L’ensemble de notre étude a permis de déterminer la concentration effectrice de l’orlistat, de mettre 

au point sa méthode analytique de dosage et d’étudier une série de formulations à travers des tests 

de perméabilité, de cytotoxicité et de granulométrie. L’amélioration de la solubilisation et de la 

perméabilité de l’orlistat, une substance de la classe IV BCS possédant des propriétés 

anticancéreuses, ont été possible grâce à la mise au point de systèmes lipidiques. Parmi ces derniers, 

le plus performant correspond à la formulation C, un SMEDDS® composé de Labrafil® MS1944CS, de 

Cremophor® EL et de PEG300. Cette étude a aussi permis de souligner l’importance de la nature et 

des proportions d’excipients utilisés dans ces systèmes. 

Le développement de systèmes auto-émulsifiants comme les SMEDDS®, peut offrir de nouvelles 

perspectives thérapeutiques pour les substances de classe IV BCS en modifiant leur biodisponibilité 

suite à une administration par voie orale. En effet, ces systèmes peuvent permettre la mise au point 

de nouvelles formulations destinées à des applications thérapeutiques avec des substances actives 

déjà commercialisées ou pour le développement de nouvelles entités chimiques.  
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CONCLUSION 

GENERALE 
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Les excipients lipidiques apparaissent comme des substances intéressantes permettant d’améliorer 

la solubilité, la perméabilité et la biodisponibilité d’un principe actif peu hydrosoluble et/ou 

présentant une très mauvaise absorption par voie orale. Ils sont souvent issus de l’hémi-synthèse de 

produits naturels comme cela a été le cas pour le Cremophor® RH40 (issu de l’huile de ricin) ou le 

Labrafil® M1944CS (issu d’huile de noyau d’abricots). Leur utilisation a été fortement inspirée suite à 

divers évènements au cours desquels, l’administration de certaines substances actives en association 

avec un repas riche en matières grasses a provoqué une augmentation de leur concentration sérique. 

Ces excipients présentent donc un potentiel intéressant en formulation. La recherche et la mise au 

point d’excipients ayant pour origine des produits alimentaires devrait être encouragées. Par ailleurs, 

les modifications (estérification, hydrogénation…) apportées à ces produits permettent 

généralement de rendre les excipients plus stables et de réduire les variabilités inhérentes aux 

produits d’origine naturelle. 

Il y a eu pendant longtemps une préférence pour les formes orales sèches comme les comprimés 

jusqu’à l’arrivée du Néoral® prouvant l’intérêt des formulations lipidiques. Pour ces formulations, 

malgré l’importance apportée aux excipients, le choix de leur composition reste le facteur 

déterminant dans la conception d’un système lipidique performant. Ces systèmes sont apparus 

comme une solution innovante et efficace pour la formulation de principes actifs lipophiles et/ou 

présentant une faible biodisponibilité par voie orale.  

La première partie de mes travaux a porté sur la mise au point d’un protocole d’étude de la 

cytotoxicité des excipients hydrosolubles destinés à une administration par voie orale. Elle a permis 

de montrer que certains excipients présentent des effets indésirables et d’en déterminer les 

concentrations d’apparitions de ces effets. Malgré le caractère inerte qui leur est généralement 

attribué, ces excipients peuvent affecter l’intégrité de la membrane plasmique, des jonctions serrées 

ou l’activité enzymatique cellulaire. En formulation, l’étude de cette cytotoxicité s’avère être une 

étape essentielle dans la compréhension des mécanismes amenant à une amélioration de la 

biodisponibilité. Quatre types de tests de cytotoxicité ont été réalisés sur nos formulations : le suivi 

de la libération de la LDH permettant de connaître l’état de la membrane plasmique ; le MTT 

indiquant l’état de l’activité métabolique ; enfin, la perméabilité au LY et le TEER renseignant sur 

l’intégrité des jonctions serrées. Ces essais ont été réalisés à l’aide de la lignée de cellules Caco-2 

issue d’un adénocarcinome colique humain. Comme ils sont représentatifs de différents paramètres 

de viabilité cellulaire, leur utilisation a été adaptée à notre étude de la cytotoxicité. La principale 

difficulté rencontrée avec notre protocole a été la solubilisation aqueuse de certains excipients. À 

titre d’exemple, à des concentrations élevées de l’ordre de 100 g/L, le Labrafil® M1944CS ne se 
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disperse pas de façon homogène dans un milieu aqueux et une séparation de phase apparaît très 

rapidement. 

Les résultats de cette étude ont aussi confirmé que la frontière séparant les effets cytotoxiques des 

effets promoteurs d’absorption d’un excipient n’est pas toujours claire. En effet, en ayant tenté de 

mieux comprendre les mécanismes amenant à ces effets, il nous a semblé évident qu’une 

dégradation de la membrane plasmique ou des jonctions serrées peut améliorer le passage d’un 

principe actif à travers la barrière intestinale. Mais à partir d’une certaine concentration, ces 

dommages peuvent entrainer des effets indésirables contrebalançant les effets bénéfiques apportés 

à la biodisponibilité de la substance active. Par conséquent, une meilleure absorption intestinale 

consécutive à l’utilisation d’excipients lipidiques peut aussi être associée à l’apparition d’une 

cytotoxicité plus ou moins importante. 

A l’issue de nos études de cytotoxicité, une série d’excipients s’est révélée particulièrement 

intéressants de par leur innocuité. Le Cremophor® ELP, le Cremophor® RH40 et le Transcutol® P 

utilisés à une quantité compatible avec une mise en forme en capsule molle ou en gélule, ne 

provoquent pas de désordres au niveau de la membrane plasmique, des jonctions serrées et sur 

l’activité métabolique. Par contre, d’autres excipients utilisés depuis de longue date dans certaines 

spécialités médicamenteuses affectent certaines fonctions cellulaires. A titre d’exemple, le Solutol® 

HS15 et le polysorbate 80 diminuent significativement l’activité métabolique des cellules à partir de 

1g/L. 

Connaissant peu les risques que présenteraient les nanoparticules dans le cas d’une administration 

par voie orale, nos travaux avaient aussi pour but d’étudier l’impact potentiel des nanotechnologies 

sur la santé humaine. A l’aide de notre protocole d’étude de la cytotoxicité, nous avons pu évaluer 

l’effet de ces nanoparticules sur différents paramètres de viabilité cellulaire. Il a pu être mis en 

évidence que les effets cytotoxiques rencontrés étaient soit liés à la composition du système 

lipidique soit, dans une moindre mesure, à la forte polydispersité des particules formées en solution 

aqueuse. Au final, nos observations ont montré que les phénomènes de cytotoxicité observés 

n’étaient pas liés à la taille de ces particules. 

L’utilisation d’excipients lipidiques présente de nombreux avantages en formulation. Ils permettent 

principalement de mieux solubiliser les principes actifs lipophiles et d’améliorer leur biodisponibilité 

par voie orale en facilitant leur passage au travers de l’épithélium intestinal. Divers mécanismes 

peuvent être impliqués comme la diminution des phénomènes d’efflux ou de métabolisation pré-

systémique. Pour ces raisons, l’utilisation des systèmes lipidiques permet d’apporter des solutions 

concrètes à des problèmes de faible biodisponibilité par voie orale et ainsi d’améliorer la prise en 
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charge des patients. Cependant, les propriétés cytotoxiques des excipients utilisés ne doivent pas 

être négligées au profit de leurs propriétés physicochimiques et biologiques. Ces propriétés 

cytotoxiques peuvent également fournir d’importantes explications quant à l’amélioration de 

l’absorption intestinale d’une substance active. 

C’est la raison pour laquelle notre protocole d’étude de la cytotoxicité a été appliqué aux 

formulations élaborées dans la deuxième partie de nos travaux. Dans cette partie, nous nous 

sommes intéressés à une molécule lipophile présentant de grandes difficultés de perméabilité 

intestinale, l’orlistat. Initialement développée pour agir localement et limiter l’absorption des 

matières grasses issues de l’alimentation, cette substance active était destinée à traiter l’obésité. 

Mais de récentes études ont montré que l’orlistat possède aussi des propriétés anti-tumorales 

induisant l’apoptose des cellules cancéreuses. Ces observations avaient motivé nos travaux qui ont 

abouti, dans un premier temps, à la détermination de la dose d’orlistat nécessaire pour observer une 

activité anticancéreuse. Des essais de croissance sur des cellules SW480 et SW620 ont été entrepris 

dans ce but. Ces essais ont été suivis par des travaux analytiques qui avaient pour but de mettre au 

point une méthode de dosage sensible et spécifique de l’orlistat par chromatographie liquide. 

Enfin, des essais de perméabilité et de cytotoxicité faisant intervenir des cellules Caco-2 ont été 

entrepris pour évaluer l’efficacité de nos formulations. A partir des mesures de granulométrie, les six 

formulations étudiées ont pu être définies comme des SEDDS ou des SMEDDS®. Les opinions 

divergent quant à l’influence de la taille des entités colloïdales formées à la suite de la dispersion 

d’une formulation dans un milieu aqueux sur l’efficacité d’une formulation. D’après nos résultats, il 

n’y a pas de liens entre la taille de ces particules et la performance de la formulation. En effet, parmi 

nos six systèmes lipidiques, le plus intéressant qui est composé de Cremophor® EL, de Labrafil® 

M1944CS et de PEG 300 ne génère pas les plus fines particules. 

De nombreux aspects restent toutefois à étudier, aussi bien au niveau de l’activité anticancéreuse de 

l’orlistat, que du devenir in vivo de la formulation. En ce qui concerne l’activité anticancéreuse, la 

majorité des études ont été réalisées in vitro sur des modèles cellulaires. Peu d’expérimentations in 

vivo sur l’animal ont été entreprises. Or, elles seraient nécessaires pour vérifier l’étendue de l’activité 

anti-tumorale de l’orlistat. Dans ce but, il existe des modèles de cancer chimio-induit chez le rat 

permettant d’apprécier l’étendue de cette activité. En ce qui concerne le devenir in vivo de la 

formulation, ce travail de thèse ne constitue que la première étape dans l’éventuel développement 

de l’orlistat en tant qu’anticancéreux. Des études pharmacocinétiques plus approfondies de nos 

formulations devraient être entreprises sur des modèles in vivo. Le modèle précédent de cancer 

chimio-induit chez le rat pourrait aussi être utilisé pour évaluer les paramètres pharmacocinétiques 



 

 140 

de nos formulations. Cependant, ce modèle ne permet que l’administration par voie orale de la 

formulation sous forme dispersée dans une solution aqueuse. Pour étudier l’efficacité des 

formulations sous forme de gélules, il faudrait envisager l’utilisation d’un modèle de plus grande 

taille comme le chien. Par conséquent, le recours à des essais in vivo constituerait la prochaine étape 

de ces travaux sur l’orlistat. De plus, la sensibilité de nos formulations à la lipolyse n’a pas été étudiée 

et sa connaissance peut se révéler très utile puisque l’orlistat, en tant que bon inhibiteur des lipases 

gastro-intestinales, peut agir sur cette dégradation. Par conséquent, de nombreux travaux sur 

l’orlistat peuvent encore être entrepris afin de découvrir tous les potentiels de cette substance.  
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