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Résumé : 
 

Les nanocapsules lipidiques (NCL) sont une formulation sans solvant permettant d’encapsuler 

des principes actifs liposolubles comme le paclitaxel. Leurs propriétés sont : taille inférieure à 

150 nanomètres (nm), concentration passive dans les tumeurs par effet « Enhanced Permeability 

and Retention » et inhibition de la glycoprotéine-P, impliquée dans un mécanisme de résistance 

au paclitaxel.  

Ce travail a d’abord étudié les adaptations à appliquer à la formulation usuelle des NCL de 

paclitaxel de 50 nm en vue de réaliser les premiers lots précliniques. Une méthode de 

conservation par congélation des NCL de paclitaxel dans leur phase aqueuse pendant au moins 6 

mois est proposée.  

La toxicité systémique des lots précliniques de NCL a été étudiée selon la méthode d’Irwin. Les 

doses maximales tolérées et doses létales 50 du Taxol® et des NCL de paclitaxel sont 

respectivement de 12 et 19,5 mg/kg et de 96 et 216 mg/kg. Aucune toxicité n’est observée avec 

des NCL sans paclitaxel. Les NCL de paclitaxel sont plus efficaces que le Taxol® sur un modèle 

tumoral sous-cutané de la lignée humaine H460. Ce schéma d’administration n’induit aucune 

toxicité significative. 

La nébulisation des NCL pour un usage expérimental chez l’animal ou thérapeutique chez 

l’homme est possible respectivement au moyen d’un Microsprayer® ou d’un nébuliseur 

eFlow®rapid. 

Les NCL de paclitaxel de 50 nm ont permis d’optimiser l’effet cytotoxique du paclitaxel en 

s’affranchissant de la toxicité du Taxol®. Il est possible de générer des aérosols de NCL de 

paclitaxel. Ces données permettent de poursuivre les études toxicologiques et d’efficacité des 

NCL administrées par voie systémique et par voie pulmonaire. 
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1. Généralités sur les aérosols 
 

1.1. Principes de production et médicaments concernés 
 
L’administration de médicaments par aérosol est usuelle pour traiter des maladies broncho-

pulmonaires chroniques comme l’asthme, la broncho-pneumopathie chronique obstructive 

(BPCO) ou la mucoviscidose. Cette voie d’administration a pour principal avantage de délivrer 

directement au contact des bronches, bronchioles et du poumon profond un principe actif à visée 

thérapeutique. Cet agent va alors pouvoir agir localement comme un traitement topique sur le 

tissu épithélial respiratoire où il s’est déposé et dans son proche environnement. Le passage 

systémique du principe actif est en règle faible. Ainsi, par rapport à une administration 

systémique, l’aérosolthérapie permet, avec une dose faible de principe actif, de potentialiser ses 

effets thérapeutiques respiratoires tout en réduisant ses effets indésirables systémiques. 

L’administration d’un médicament par aérosol doit répondre à des critères stricts de bonnes 

pratiques pour être non dangereux et efficaces [1,2]. 

La manière la plus simple de générer un aérosol de médicament consiste à nébuliser une 

formulation aqueuse renfermant le principe actif d’intérêt. Il existe 3 types de générateurs 

d’aérosols pour nébulisation : 

- les générateurs pneumatiques : la solution thérapeutique est nébulisée sous l’effet d’un 

gaz comprimé, qui projette par effet Venturi, une petite quantité de liquide sur un 

impacteur et produit un nuage de gouttelettes en suspension dans l’air. Le gaz utilisé doit 

être compatible avec la solution à nébuliser. 

- les générateurs ultrasoniques : la solution est nébulisée sous l’effet d’ultrasons produits 

par un système piézo-électrique oscillant à haute fréquence. Ces générateurs ne sont pas 

compatibles avec tous les médicaments en raison d’un échauffement de la solution à 

nébuliser qui peut potentiellement dénaturer le principe actif. 

- les générateurs à tamis vibrant : la solution à nébuliser est comprimée à très haute 

fréquence par une membrane percée de trous de taille micrométrique. Ces appareillages, 

compatibles avec tous les médicaments, permettent d’obtenir un débit de nébulisation 

élevé se traduisant par un raccourcissement de la durée de nébulisation pour les patients. 

Tous ces appareils doivent répondre à la norme européenne (EN) et française (NF) 13544-1 

obtenir le marquage CE avant commercialisation. Le système de nébulisation sera choisi selon 
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l’indication médicale, le site de dépôt privilégié, le volume à nébuliser, les recommandations de 

bonnes pratiques, la capacité du patient à bien utiliser le dispositif choisi et des critères 

économiques. Ces dispositifs peuvent être connectés au patient au moyen de différentes interfaces 

comme un embout buccal ou un masque facial. L’embout buccal doit être privilégié dans les 

pathologies broncho-pulmonaires. 

D’autres systèmes peuvent être utilisés pour administrer des médicaments formulés sous forme 

de poudre sèche ou d’aérosols-doseurs avec gaz propulseurs. 

Les médicaments ayant une autorisation de mise sur le marché (AMM) en France pour une 

administration par nébulisation sont présentés dans le Tableau 1 (adapté de Diot et Taytard [3]). 

Classe thérapeutique Indication DCI Spécialité 
Terbutaline Bricanyl® solution pour 

inhalation 
Salbutamol Ventoline® solution pour 

inhalation 

Bronchodilatateurs Asthme, BPCO 

Ipratropium 
bromure 

Atrovent® solution pour 
inhalation 

Budésonide Pulmicort® suspension pour 
inhalation 

Corticoïdes inhalés Asthme 

Béclométasone Beclospin® suspension pour 
inhalation 

Cromones Asthme Cromoglycate 
disodique 

Lomudal® 

Antiparasitaires Pneumocystose Pentamidine Pentacarinat® poudre pour 
aérosol 

Fluidifiants 
bronchiques 

Mucoviscidose 
(> 5 ans) 

Dornase alpha 
(rh-DNase) 

Pulmozyme® solution pour 
inhalation 

Antibiotiques Mucoviscidose 
(≥ 6 ans) 

Tobramycine Tobi® solution pour 
inhalation 

 Mucoviscidose 
(≥ 6 ans) 

Colimycine Colistine® 

Affections 
bronchiques  aiguës 
bénignes 

Traitement 
d’appoint des 
affections 
bronchiques  
aiguës bénignes 

Essence 
végétale 

Goménol® solution pour 
aérosol ou huile essentielle 
pour inhalation 

Analogue de la 
prostacycline 

Hypertension 
artérielle 
pulmonaire 
primitive 

Iloprost Ventavis® 

Tableau 1. Classes pharmaceutiques, indications thérapeutiques, dénomination commune 
internationale (DCI) et nom commercial des principes actifs ayant une AMM pour une 
administration par nébulisation en France en 2009. 
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Il est aussi possible de nébuliser des solutions pour instillation endotrachéobronchique comme 

Mucofluid® (mesna) ou Mucomystendo® (acétyl-cystéine) et des solutions hydriques ayant une 

action pharmacologique ou physique intéressante dans certaines situations pathologiques, comme 

du sérum salé hypertonique pour induire une expectoration. 

 

1.2.  Nouveaux axes de recherche en aérosolthérapie 
 

De nouveaux axes de recherche en aérosolthérapie explorent les possibilités de nébuliser des 

médicaments administrés par voie orale comme des antituberculeux ou par voie intraveineuse 

comme des cytotoxiques. Les antituberculeux pourraient ainsi mieux atteindre les bacilles de 

Koch quiescents dans les macrophages alvéolaires. De même, l’action des cytotoxiques pourrait 

être potentialisée au moyen de cette voie d’administration. 

Dans tous les pays économiquement développés, les tumeurs malignes broncho-pulmonaires 

représentent une cause de mortalité prématurée importante. En 2008, les estimations font état de 

215 020 nouveaux cas et de 161 840 décès provoqués par cancer bronchique aux Etats-Unis 

d’Amérique [4]. Le nombre de décès annuel par cancer bronchique aux Etats Unis d’Amérique a 

été supérieur au nombre cumulé de décès par cancer colique, prostatique et mammaire en 

2007 [5]. En France, les tumeurs malignes de la trachée, des bronches et des poumons 

représentent depuis 2004 la première cause de mortalité devant les maladies cardiovasculaires 

avec 26 860 nouveaux cas annuels [6]. Dans 80% des cas, il s’agit d’un cancer bronchique 

primitif non à petites cellules (CBNPC). La survie à 5 ans (tous stades confondus) ne dépasse pas 

12% chez l’homme et 16% chez la femme [7]. Les facteurs expliquant ce mauvais pronostic 

sont : l’absence de méthode de dépistage de masse, le diagnostic tardif en raison de l’absence de 

symptôme chez les patients et l’agressivité intrinsèque des tumeurs. Une autre raison est 

l’efficacité inconstante et transitoire des médicaments cytotoxiques qui serait, en partie, 

attribuable à leur concentration trop faible au niveau de la tumeur primitive pulmonaire [8] et des 

lésions secondaires [9] après administration intraveineuse. 

Sur la base de ce rationnel, il est logique de rechercher des nouvelles modalités thérapeutiques 

permettant d’augmenter le rapport dose de cytotoxique délivrée à la tumeur/dose totale délivrée 

au patient dans le CBNPC. Dans d’autres pathologies tumorales comme les lésions hépatiques 

secondaires [10], les tumeurs ovariennes [11], les méningites carcinomateuses [12] et les tumeurs 
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cérébrales [13], l’intérêt de l’administration locorégionale de cytotoxiques a été démontré. 

 

1.3. Intérêt des aérosols d’anticancéreux dans le cancer bronchique 
 

L’administration de cytotoxiques par aérosol est une voie de recherche qui permettrait 

théoriquement de réaliser une intensification thérapeutique intra-thoracique par rapport au 

traitement par voie intraveineuse chez des patients porteurs d’un CBNPC localement avancé ou 

inopérable tout en évitant le premier passage hépatique. L’aérosolthérapie de cytotoxiques 

pourrait également compléter l’arsenal thérapeutique pour certaines formes de CBNPC 

aujourd’hui difficiles à prendre en charge en raison de possibilités de traitement limitées. Ainsi 

les carcinomes in situ multiples et/ou synchrones d’une lésion invasive peuvent être difficiles à 

contrôler avec les techniques de destruction endoscopique et/ou peuvent limiter les possibilités de 

résection de la lésion opérable. Les rechutes de tumeurs proximales à développement endo-

bronchique sont le plus souvent inopérables et le traitement repose alors sur des techniques de 

destruction endoscopique, complétées par de la radiothérapie et parfois la mise en place de 

prothèses endo-bronchiques. La chimiothérapie systémique est peu efficace pour freiner le 

développement endoluminal de telles lésions. Les carcinomes à développement endo-alvéolaire 

sont provoqués par la prolifération de cellules tumorales dans les alvéoles pulmonaires. Dans ces 

situations pathologiques particulières, délivrer le traitement cytotoxique directement dans les 

alvéoles au contact des cellules tumorales semble une option très pertinente [14]. 

De même, après l’exérèse complète d’un CBNPC, il est parfois indiqué de réaliser un traitement 

complémentaire dit adjuvant par chimiothérapie et/ou radiothérapie. Il pourrait être intéressant de 

proposer une chimiothérapie loco-régionale qui, par rapport à la chimiothérapie systémique, 

permettrait d’augmenter la concentration des cytotoxiques au niveau des poumons, du lit 

opératoire et des ganglions lymphatiques. Cette modalité pourrait potentialiser l’effet des 

traitements adjuvants conventionnels et réduire le risque de rechute intra-thoracique et peut-être 

le risque de dissémination métastatique [15]. 

Une autre technique pour augmenter le rapport dose délivrée à la tumeur/dose totale délivrée au 

patient dans les pathologies cancéreuses est l’encapsulation des principes actifs dans des 

transporteurs ou vecteurs (« drug carrier ») de taille nanométrique issus des nouvelles 

technologies [16]. Actuellement, le mode d’administration le plus fréquent d’une chimiothérapie 

est la voie intraveineuse. Comme le médicament est délivré dans le compartiment vasculaire, il 
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en découle des concentrations sériques élevées induisant directement les effets indésirables 

systémiques. La concentration médicamenteuse est le plus souvent faible dans la tumeur. La 

vectorisation des médicaments par encapsulation a pour but de transporter le médicament et 

d’optimiser sa biodistribution. La distribution du médicament vectorisé dépend alors des 

propriétés de surface du vecteur et de sa taille. Cette vectorisation est dite passive. Les 

médicaments ainsi vectorisés, lorsqu’ils sont administrés par voie intraveineuse, se concentrent 

passivement dans les tumeurs sous l’effet du phénomène « Enhanced Permeability and 

Retention » (EPR) et amplifient l’effet cytotoxique du principe actif sur les cellules cancéreuses. 

La surface de ces nouvelles formulations peut aussi être modifiée par la liaison d’agents dont le 

rôle va être  de guider le vecteur vers une cible moléculaire de manière à optimiser l’effet de 

l’agent thérapeutique vectorisé. Ce type de vectorisation est dite active. L’effet attendu est une 

amélioration de l’effet cytotoxique par une augmentation de l’accès du médicament à la tumeur et 

une réduction des effets indésirables potentiels.  

En 2009, des principes actifs vectorisés dans des liposomes de 85 nanomètres de diamètre (nm) 

(doxorubicine liposomale, Caelyx® [17]) ou solubilisés sur de l’albumine humaine de 130 nm de 

diamètre (paclitaxel lié à de l’albumine humaine, Abraxane® [17]) sont déjà disponibles dans 

certaines situations cliniques en cancérologie. Ces nouvelles formulations de principes actifs ont 

démontré leur intérêt lors d’études de Phase III sur le contrôle de la maladie cancéreuse et la 

réduction d’effets toxiques limitants. 

De plus, ces nouvelles formulations offrent la possibilité d’administrer par voie pulmonaire des 

principes actifs ne pouvant l’être actuellement. C’est le cas de la formulation Taxol®, renfermant 

du paclitaxel solubilisé dans du Crémophor®EL (un surfactant non ionique composé d’huile de 

ricin polyoxyéthyléné) et de l’éthanol déshydraté, qui est trop visqueux pour être nébulisé 

(données non publiées). Pour pouvoir nébuliser du paclitaxel, il est nécessaire de solubiliser ce 

principe actif en utilisant, par exemple, des nouvelles technologies basées sur les nanosciences. 

Ainsi, l’Abraxane®, qui a obtenu une AMM européenne dans le traitement du cancer du sein 

métastatique et qui est en phase de développement dans le CBNPC [18-20], peut être administré 

par voie pulmonaire chez l’animal [21]. 

 

1.4. Anticancéreux administrés par aérosol : revue des études précliniques et cliniques 
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Nous allons passer en revue les principales études précliniques et cliniques publiées sur les essais 

d’aérosolthérapie de médicaments anticancéreux non encapsulés. 

 

1.4.1. Etudes précliniques 
 

Des données précliniques ont été obtenues sur des modèles expérimentaux de tumeurs 

pulmonaires spontanées ou secondaires (sarcomes, carcinomes, mélanomes) chez le chien [22]. 

Ainsi, Hershey et coll. ont montré chez des chiens que des aérosols de doxorubicine (solubilisée 

dans de l’éthanol à 20%, concentration finale 16 mg/ml) ou de paclitaxel (solubilisé dans du 

polyéthylène glycol 200 et de l’éthanol, concentration finale 75 mg/ml) pouvaient stopper la 

progression des lésions cancéreuses pulmonaires chez 6 animaux sur 24 (25%) [23]. Les taux 

plasmatiques étaient 10 fois plus faibles qu’après une administration intraveineuse à des doses 

thérapeutiques. Des cas de fibrose pulmonaire après aérosols de doxorubicine ont été observés. 

Ce modèle canin a permis de démontrer la preuve du concept d’intensification thérapeutique. En 

effet, un aérosol de doxorubicine radiomarquée a permis d’augmenter la radioactivité des 

poumons par un facteur 20 à 30 par rapport à l’injection intraveineuse de la même quantité de 

doxorubicine [8]. 

D’autres études ont concerné des modèles expérimentaux de cancers bronchiques primitifs 

utilisant des lignées tumorales humaines induits chez des rongeurs immunodéprimés et ont 

permis d’étudier d’autres aérosols d’anticancéreux [24]. 

Les travaux de Gagnadoux et coll. ont permis de montrer que la gemcitabine, un cytotoxique de 

la classe des antimétaboliques ayant une AMM dans le traitement intraveineux du CBNPC, 

pouvait être nébulisée sans modification de son pouvoir cytotoxique [25]. Cet agent, administré 

sous forme d’un spray trachéal hebdomadaire chez le rat, n’a induit aucune toxicité 

limitante [26]. Ces données ont été confirmées chez le babouin [25]. Plus récemment, des sprays 

de gemcitabine ont permis d’inhiber la croissance d’un modèle tumoral orthotopique de cancer 

bronchique chez la souris nude. Un effet dose-réponse a été mis en évidence [27]. Des aérosols 

de gemcitabine ont également inhibé la croissance de métastases pulmonaires 

d’ostéosarcomes [28]. De plus, les auteurs ont observé un effet anti-tumoral sur la tumeur 

primitive de la gemcitabine administrée par aérosol alors que l'administration intrapéritonéale de 

gemcitabine n'en avait pas sur les métastases pulmonaires. 
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Certains auteurs ont étudié l’intérêt du celecoxib en aérosol par rapport à la voie orale pour 

renforcer un traitement intraveineux par docétaxel dans un modèle de CBNPC chez la souris 

nude [29]. Les auteurs ont observé une augmentation de l’effet thérapeutique dans les lots 

recevant le celecoxib quelque soit la voie d’administration. Ils ont conclu que le celecoxib par 

voie inhalée à la dose de 4,56 mg/kg/jour était aussi efficace et mieux toléré chez la souris que le 

celecoxib oral à la dose de 150 mg/kg/jour. D’autres auteurs ont montré que des aérosols de 

composés inhibiteurs de la 5 lipo-oxygénase étaient en voie de développement [30]. Une 

inhalation par jour pendant 16 semaines permettait de réduire le pourcentage de tumeurs chez les 

animaux. Il est à noter que la voie d’administration pulmonaire a été étudiée car les nouveaux 

principes actifs ne pouvaient pas être administré par voie orale. 

Sur un modèle murin de métastases pulmonaires, des aérosols d’interleukine-2 (IL-2) ont permis 

de réduire significativement le nombre de lésions secondaires et d’augmenter la survie des 

animaux traités [31]. 

De même, des aérosols de difluoromethylornithine and 5-fluorouracil (5-FU) réalisés une fois par 

semaine chez le hamster ont montré leur potentiel inhibiteur sur l’apparition de carcinome 

épidermoïde induit par la méthylnitrosourée [32]. Chez le rat Fischer 344 après injection de 

cellules provenant d’adénocarcinome mammaire MADB106, l’instillation trachéale de 

macrophage-activating lipopeptide-2 a réduit significativement l’apparition des métastases 

pulmonaires [33]. 

Chez la souris A/J exposée à des procarcinogènes inhalés, l’administration d’aérosols de 

polyphénome E a réduit la charge tumorale de 59% [34]. Chez des souris prétraitées par du 

carcinogène spécifique du tabac, le [4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone], des 

aérosols d’épigallocatéchine gallate ont diminué l’apparition de tumeurs de 20 à 30% [35]. Chez 

des souris exposées à ce même carcinogène, l’inhalation d’isotrétinoïne (acide 13-cis rétinoïque) 

a été associée à une réduction de tumeurs induites pouvant atteindre 80% [36]. Il semblait exister 

un effet dose-réponse. 

A la marge de cette revue, une équipe a montré que l’inhalation de budésonide à la dose de 25 

µg/kg trois fois par semaine associée à la prise de myo-inositol chez des souris exposées à du 

benzopyrène réduisait le risque de formation du tumeurs de 79% [37]. De plus, si cette 

thérapeutique est instaurée sur des lésions d’hyperplasie, l’évolution vers les stades plus sévères 

est freinée [38]. Dans un modèle expérimental de cancer bronchique chez la souris, l’inhalation 
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de substance P a permis de réduire le nombre de lésions pulmonaires et d’augmenter la 

survie [39]. De même, l’adjonction de substances immuno-modulatrices comme la cyclosporine 

peut potentialiser l’effet cytotoxique d’un agent comme le paclitaxel [40]. 

 

1.4.2. Etudes cliniques 
 

De manière paradoxale, alors que les données chez l’animal sont les plus nombreuses en situation 

de chémo-prévention et de traitement précoce, les études cliniques ont été réalisées le plus 

souvent chez des patients atteints de tumeurs bronchopulmonaires primitives ou secondaires. Les 

principales données cliniques disponibles sont présentées ici. 

 

Plusieurs études chez l’homme ont confirmé l'intérêt de ce mode d’administration 

endobronchique de la chimiothérapie. La voie d’administration par inhalation a été étudiée dès 

1968 [41]. Ces premiers résultats montraient l’intérêt d’aérosols de cytotoxiques en plus d’une 

irradiation thoracique. En 1983, Tatsumura et coll. ont publié les résultats d’une étude chez 6 

patients atteints d’un CBNPC traités par aérosols de 5-fluorouracil (5-FU) [42]. Quatre réponses 

cliniques ont été observées dans ce groupe. Le principal effet indésirable des aérosols de 5-FU a 

été une inflammation de la glotte. Le taux sérique de 5-FU a été très faible par rapport aux taux 

observés après perfusion. Dans une deuxième étude, la même équipe a administré à 19 patients 

ayant un CBNPC résecable un aérosol de 250 mg de 5-FU 2 heures avant une intervention 

planifiée. Un dosage du 5-FU et de ses principaux métabolites a ensuite été réalisé dans des 

échantillons de tissus pulmonaires sains, de tissus néoplasiques et de ganglions lymphatiques 

thoraciques. Les concentrations de 5-FU étaient 5 à 15 fois plus élevées dans les tumeurs que 

dans le tissu pulmonaire sain avoisinant. De même, du 5-FU était retrouvé dans les ganglions 

lymphatiques hilaires et médiastinaux. Les métabolites du 5-FU ont été dosés dans les tissus 

réséqués attestant du métabolisme local du médicament. Ensuite, 10 patients chimio-naïfs 

porteurs d’un CBNPC non-opérables ont été traités par aérosols de 5-FU (250 mg, deux fois par 

jour, de 1 à 3 fois par jour). Une réponse tumorale a été observée chez 6 patients (dont 2 réponses 

complètes) avec une bonne tolérance [43]. 

Les aérosols de doxorubicine ont été étudiés chez l’homme lors d’une étude de phase I avec 

escalade de doses [44]. Cinquante-trois patients ont été inclus à 13 niveaux de doses croissantes 
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de 0,4 à 9,4 mg/m2 toutes les 3 semaines. Les auteurs ont mis en évidence que la dose maximale 

tolérée était de 7,5 mg/m2 toutes les 3 semaines. Aucun effet indésirable systémique n’a été 

observé. 

Des études ont été réalisées sur des cytokines comme l’interféron-alpha chez 8 patients ayant un 

CBNPC prétraité [45]. Une étude pharmacocinétique et toxicologique avec escalade de doses a 

montré qu’aux doses les plus fortes (au delà de 60.106 UI), un syndrome grippal apparaissait dans 

les heures suivant l’inhalation. Ce syndrome était comparable à celui observé après une injection 

intraveineuse et provoquait parfois une obstruction bronchique réversible. Ce traitement a été 

testé chez 6 patients porteurs d’un carcinome bronchioloalvéolaire (1 à 6.106 UI trois fois par jour 

jusqu’à progression ou mauvaise tolérance) [46]. Les auteurs concluent à l’absence d’efficacité 

de l’interféron-alpha. Une seconde étude chez 10 patients (1 à 10.106 UI une fois par jour ou 3 

fois par semaine) a mis en évidence une stabilisation tumorale d’une durée médiane de 15 

semaines chez 6 des 8 patients évaluables [47]. L’interféron-gamma a aussi été étudié chez 4 

patients ayant des métastases pulmonaires de tumeurs solides sous-diaphragmatiques en 

complément d’un traitement systémique [48]. La tolérance a été bonne. De nombreux travaux ont 

porté sur l’administration d’interleukine-2 (IL-2) par voie inhalée pour traiter des métastases 

pulmonaires de carcinome rénal [49,50]. Des cas de réponses tumorales ont été observées chez 

des patients porteurs de métastases pulmonaires sans toxicité limitante, dont un cas de réponse 

complète [51]. Une phase I a été réalisée chez 16 patients [52]. Le principal effet indésirable a été 

une toux non productive dose-dépendante. Plus rarement, des cas de bronchospasme sévère ont 

été observés [53]. Des études toxicologiques ont montré que les aérosols d’IL-2 induisaient une 

inflammation bronchique similaire à celle observée dans l’asthme [54] Des lavages alvéolaires 

réalisés après traitement ont mis en évidence l’apparition de lymphocytes activés témoignant du 

potentiel immunomodulateur local du traitement par IL-2 inhalé. Une étude rétrospective portant 

sur une série de 116 patients ayant des métastases pulmonaires d’un cancer rénal a été publiée en 

1997 [55]. Les principaux résultats ont montré que les patients intolérants à l’IL-2 par voie 

systémique supportaient les aérosols d’IL-2. Chez 15% des patients, les tumeurs régressaient 

pendant une durée médiane de 15,5 mois (intervalle de 4,1 à 33 mois). Le taux de stabilisation 

était de 55 % pendant une durée médiane de 6,6 mois (intervalle de 3 à 51,7 mois). Les données 

accumulées chez presque 200 patients par la même équipe ont confirmé ces résultats [56]. L’IL-2 

par voie inhalée était mieux tolérée que par voie systémique et aussi efficace (même 
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survie) [57,58]. La même équipe a aussi traité par cette méthode des sujets atteints de métastases 

pulmonaires de mélanomes et de cancers gynécologiques [59]. Récemment, il a été démontré que 

les aérosols d’IL-2 pouvaient être une nouvelle thérapeutique chez patients atteints de métastases 

pulmonaires de mélanome [60]. Parmi les 27 patients traités, 5 ont présenté une réponse 

complète, 8 une réponse partielle et 5 une stabilisation. Un autre facteur de croissance, le 

Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF), a été expérimenté chez 7 

patients porteurs de métastases pulmonaires lors d’une phase I avec escalade de doses [61]. Pour 

6 patients, l’augmentation de doses est réalisée jusqu’à 240 µg deux fois par jour pendant 7 jours 

sans toxicité. Cinq patients ont poursuivi le traitement de 2 à 6 mois. Une deuxième étude a été 

réalisée chez 45 patients identiques qui refusaient les traitements « standards » ou en situation 

d’échec thérapeutique. Chez vingt-quatre patients, une stabilisation ou une régression des lésions 

pulmonaires a été observé [62]. 

D’autres principes actifs non anti-tumoraux ont été étudiés dans des pathologies pulmonaires 

néoplasiques. Une préparation à base de streptocoque, l’OK-432, a été nébulisée chez 6 patients 

atteint d’un cancer bronchiolo-alvéolaire [63]. Le traitement a été bien toléré. L’intérêt d’aérosols 

de vitamine A (retinyl palmitate) a été recherché sur l’évolution de lésions métaplasiques de 11 

patients fumeurs ou anciens fumeurs [64]. Une régression complète ou partielle des lésions a été 

observée dans 56% des cas. Une étude de phase IIB a été menée pour décrire l’effet d’un 

traitement inhalé à base de budésonide sur des lésions bronchiques dysplasiques du fumeur [65]. 

Cette étude n’a pas mis en évidence d’effet du budésonide pour réduire ou accélérer l’aggravation 

des lésions dysplasiques. Cependant une étude de cohorte portant sur plus de 10 000 patients a 

mis en évidence une réduction du risque de cancer chez des fumeurs inversement proportionnelle 

à la dose de corticostéroïde inhalé [66]. 

 

A ce jour, aucune formulation de principe actif anticancéreux non vectorisée n’a obtenu une 

AMM pour un traitement par aérosol en traitement d’une néoplasie bronchopulmonaire. Les 

innovations constantes dans le domaine de l’encapsulation des médicaments par des 

nanotechnologies sont susceptibles de fournir des couples principe actif/vecteur très intéressants 

dans ce domaine dans un avenir proche. Nous allons maintenant passer en revue les objectifs à 

atteindre pour qu’une formulation vectorisée ayant démontré un intérêt thérapeutique in vitro et 
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chez l’animal puisse commencer son développement préclinique dans le domaine de 

l’aérosolthérapie. 

 

2. Encapsulation de médicaments anticancéreux pour aérosolthérapie : quels 
défis ? 

 

Les premières formulations médicamenteuses de taille nanométrique (moins de 150 nm de 

diamètre) issues des nouvelles technologies sont actuellement disponibles en France. Ainsi, le 

Caelyx® est une formulation liposomale de doxorubicine dont le diamètre moyen est de 85 nm 

pouvant être utilisé dans les cancers gynécologiques en cas de risque cardiaque augmenté. De 

même, le médicament Abraxane® est une formulation composée de molécules d’albumine 

humaine de 130 nm de diamètre sur lesquelles des molécules de paclitaxel sont fixées. Ce 

médicament est indiqué dans le cancer mammaire métastatique. Des études de phase I et II ont 

été réalisées dans le CBNPC avec cette formulation [18,20]. 

 

2.1. Les obligations réglementaires 
 

Lorsqu'une formulation originale a démontré son intérêt thérapeutique sur des modèles cellulaires 

et animaux pertinents, son développement, en vue de devenir un nouveau médicament, doit 

suivre une réglementation stricte visant à assurer la meilleure connaissance possible du 

médicament avant de l'administrer pour la première fois chez l'homme. Ainsi, toute nouvelle 

formulation pharmaceutique, même si elle renferme un principe actif déjà utilisé dans la 

pharmacopée, doit subir les étapes usuelles du développement d’un nouveau médicament [67]. 

Ces études doivent être réalisées en accord avec les "bonnes pratiques de laboratoire" pour 

obtenir des résultats de qualité. 

La première étape est la réalisation du dossier technique et analytique qui doit comporter : 

- la description de la composition qualitative et quantitative du médicament ; 

- la description du mode de préparation du médicament ; 

- la description des matières premières utilisées ; 

- la description des contrôles du médicament : contrôle de la forme (caractéristiques 

physicochimiques, cinétique de dissolution …), l'identification et le dosage du principe 

actif, des produits de dégradation, des excipients ; 
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- les essais de stabilité. 

Toutes ces informations permettent d'assurer la qualité et la reproductibilité du médicament 

(sécurité d’emploi, efficacité, fiabilité). 

Cette étape doit être suivie par les études pharmacocinétiques qui évaluent l’absorption, la 

distribution, le métabolisme et l’excrétion du principe actif à l’étude. 

Les études de toxicité chez l'animal doivent débuter par l'étude de la toxicité par administration 

unique (toxicité aiguë). Ces études permettent de déterminer des paramètres comme la dose 

maximale tolérée (dose maximale n'induisant jamais un décès) et la dose létale 50 (dose qui 

provoque 50% de décès) dans des lots d'animaux homogènes. Ces données doivent être 

complétées par l'étude de la toxicité par administration réitérée qui vise à mettre en évidence les 

altérations fonctionnelles ou anatomopathologiques consécutives à l'administration du nouveau 

médicament. Elles doivent être réalisées sur au moins deux espèces (dont une non rongeur), à 

plusieurs posologies, par la même voie d'administration que celle qui sera utilisée chez l'homme. 

D'autres études sont nécessaires : études de reproduction (recherche d'un impact possible d'un 

nouveau médicament sur les fonctions de reproduction), études de mutagenèse, étude de 

carcinogénicité, études de pharmacologie générale et orientée et de cinétique animale. 

Pour débuter une étude de phase I avec un nouveau médicament anticancéreux, il faut disposer 

des éléments suivants : dossier technique et analytique, études de toxicité par administration 

unique, d'études courtes de toxicités par administration réitérée, de résultats préliminaires 

concernant la mutagenèse, la pharmacologie générale et orientée et la cinétique animale. 

 

2.2. Défis tenant aux nouvelles formations issues des nanotechnologies 
 

2.2.1. Présence de solvants organiques 
 

Un des avantages théoriques des médicaments issus des nanotechnologies est la suppression des 

excipients à effet notoire souvent nécessaires pour solubiliser des molécules lipophiles. 

Cependant, il est possible de retrouver des traces de solvants dans certains excipients primaires. Il 

faudra vérifier que la concentration finale de ces solvants est bien inférieure aux taux autorisés. 

 



21 

2.2.2. Impureté de type « organisme génétiquement modifié » 
 

Il est important que l’emploi de tous les excipients des nouvelles nano-formulations soit autorisé 

pour un usage médical par la pharmacopée. La pureté de ces excipients doit être garantie par le 

fournisseur. En particulier, si des composés à base de plantes sont utilisés, il est impératif de 

vérifier l’absence d’impureté de type « organisme génétiquement modifié » (OGM). En effet, les 

composés OGM n’ont le plus souvent pas fait l’objet d’études toxicologiques et ne sont donc pas 

utilisables pour un usage galénique. L’absence d’impureté de type OGM doit être bien 

documentée. 

 

2.2.3. Adaptation d’échelles 
 

Les nouvelles nano-formulations doivent aussi pouvoir être fabriquées à grande échelle en vue 

d’un usage pré-clinique puis clinique. Cette possibilité doit être vérifiée précocement lors des 

études de formulation. 

 

2.2.4. Conservation 
 

De même, la conservation et la stabilité de ces formulations sont des points cruciaux. Les 

liposomes sont peu présents dans l’arsenal thérapeutique en raison de leur manque de stabilité 

dans le temps. Les liposomes de doxorubicine Caelyx® renferment dans leur paroi du cholestérol 

qui en stabilisant leur paroi phospholipidique qui permet, avec un gradient de pH, de les 

conserver à température ambiante et bloque le processus de relargage passif pendant plusieurs 

mois. Le relargage passif de principes actifs lipophiles expose à la formation de cristaux dans la 

formulation et à un risque d’emboles micro vasculaires multiples lors de l’injection à un être 

vivant. Les experts toxicologues recherchent systématiquement ce risque, qui doit donc être 

parfaitement maîtrisé pour chaque nouvelle formulation. 

 

2.2.5. Coûts de fabrication 
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Les coûts de nouveaux médicaments issus des biotechnologies, comme les anticorps 

thérapeutiques, sont généralement très élevés. Cela s’explique par les coûts élevés de recherche et 

de développement ayant dû être utilisés pour fabriquer ces formulations. Pour réduire ces coûts, il 

est logique de chercher à fabriquer les nouveaux médicaments à base de nano-objets à partir de 

substances premières produites à proximité du lieu de synthèse et d’utiliser des nouvelles 

technologies peu consommatrices d’énergie. 

 

2.2.6. Risque de transmission d’agents infectieux non conventionnels 
 

Enfin, pour limiter les risques de transmission d’agents non conventionnels, les composés dérivés 

du sang ou de tissus humains doivent être employés avec prudence. 

 

2.3. Défis tenant des spécificités de l’aérosolthérapie 
 

En vue d’une administration sous forme d’aérosol, d’autres contraintes supplémentaires devront 

êtres surmontées. L’Agence européenne des médicaments (EMEA) a défini des critères précis de 

qualité lors de la formulation des médicaments en 2006 [68]. 

 

2.3.1. Absence de dégradation du couple principe actif/vecteur 
 

Le principe actif et son vecteur ne devront pas être dégradés par le processus de nébulisation. 

Ainsi, les liposomes, ont tendance à fusionner lors du processus de nébulisation ce qui se traduit 

par une augmentation de leur taille et réduit leur possibilité de nébulisation en modifiant leur site 

de dépôt intrathoracique. Des vecteurs plus stables lors du stress physique de la nébulisation sont 

nécessaires. 

 

2.3.2. Caractéristiques physico-chimiques des solutions à nébuliser 
 

De même, pour des raisons physico-chimiques, les vecteurs doivent être hautement solubles dans 

l’eau pour être faciles à nébuliser. En effet, certains excipients doivent être évités car ils peuvent 
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rendre la solution incompatible avec tout processus de nébulisation (comme les excipients 

huileux) ou provoquer des dépôts dans les systèmes de nébulisation (comme des sels minéraux). 

Le résumé des caractéristiques de la nouvelle formulation devra ainsi préciser :  

- la nature physique du principe actif (solution, suspension, émulsion, ...) ; 

- sa sensibilité au chauffage ; 

- sa stabilité ; 

- sa compatibilité avec d’autres principes lors de la nébulisation ; 

- la liste des excipients ; 

- son pH ; 

- son osmolarité ; 

- les types de systèmes de nébulisation compatibles et leurs caractéristiques précises. 

La solution nébulisée devra toujours être stérile sous peine de nébuliser des bactéries. 

Il est par contre non recommandé de nébuliser : 

- des substances huileuses ou lipidiques susceptibles de provoquer une pneumopathie 

lipidique ; 

- des solutions non iso-osmolaires ou des solutions acides. Ces solutions sont susceptibles 

d’induire un bronchospasme et de la toux [69-72]; 

- des solutions renfermant des additifs potentiellement toxiques. 

 

2.3.3. Sites de dépôts des vecteurs 
 

Ensuite, ces nouvelles formulations devront démontrer qu’elles permettent de réaliser une 

intensification thérapeutique pulmonaire (et ganglionnaire thoracique) avec un faible passage 

systémique [14]. 

Pour atteindre cet objectif, l’aérosol devra se déposer à des niveaux précis de l’arbre bronchique. 

Un des principaux facteurs influençant le site de dépôt broncho-pulmonaire des aérosols est la 

taille des particules en suspension. 

 

2.3.3.1. Impact de la taille des particules inhalées 
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Ce paramètre est caractérisé par le diamètre aérodynamique médian (MMAD) qui est le diamètre 

des particules qui divise la masse de l’aérosol en deux moitiés égales. Cette valeur est 

représentative de la taille des particules de l’aérosol produit. Les gouttelettes se déposent dans 

l’arbre respiratoire selon 3 mécanismes physiques dépendant de leur MMAD : l’impaction, la 

sédimentation sous l’effet de la pesanteur et la diffusion. Selon le MMAD, le site de déposition 

majoritaire des gouttelettes est : 

- la sphère ORL : si le MMAD est supérieur à 5 µm ; 

- la trachée ou les bronches : si le MMAD est compris entre 2 et 5 µm ; 

- les alvéoles pulmonaires : si le MMAD est inférieure  2 µm. 

 

2.3.3.2. Impact de l’état respiratoire du patient 
 

Cependant, ces données, si elles sont pertinentes chez le sujet sain, devront être validées chez les 

sujets porteurs des remaniements anatomiques des voies respiratoires basses. En effet, ces 

remaniements sont susceptibles de modifier les modes d’écoulement des gaz dans les voies 

respiratoires. De plus, chez les sujets anciens fumeurs, l’état respiratoire de base est souvent 

altéré du fait d’une BPCO sous-jacente [73]. 

Il a été montré que dans certaines situations pathologiques tumorales, les écoulements gazeux ne 

sont plus laminaires, ce qui modifie les sites de dépôts des aérosols [74,75]. Des outils 

informatiques utilisant des techniques de modélisation pourraient permettre de prédire l’évolution 

du dépôt d’un aérosol d’intérêt en fonction de la présence d’une pathologie pulmonaire 

obstructive (BPCO) et/ou tumorale [76]. 

 

2.3.4. Métabolisme locorégional et clairance muco-ciliaire 
 

Une fois les gouttelettes de l’aérosol déposées dans l’arbre bronchique, le principe actif encapsulé 

sera protégé d’une dégradation précoce par un mécanisme de métabolisme locorégional. 

Cependant, la clairance muco-ciliaire réduira la charge thérapeutique intra-bronchique et intra-

pulmonaire. 

Le métabolisme des médicaments inhalés est très peu connu [77]. Le médicament inhalé peut 

atteindre la tumeur soit par contact direct avec les bronches puis pénétration dans une tumeur 
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péri-bronchique, soit après un passage vasculaire pour les lésions situées à distance des bronches 

comme les carcinomes périphériques ou les métastases. Le métabolisme locorégional d’un 

médicament inhalé peut influencer sa pharmacocinétique et son efficacité. 

La concentration de la formulation devra être élevée pour réduire le nombre et la durée des 

aérosols. De même, les formes à libération prolongée sont intéressantes pour augmenter le temps 

entre 2 aérosols. 

 

2.3.5. Vectorisation active 
 

Dans le cas d’un médicament vectorisé, la biodistribution du médicament après administration 

par aérosol sera dépendante des propriétés de surface du vecteur. Cette propriété intrinsèque des 

vecteurs colloïdaux est à la base de vectorisation passive des anticancéreux. Il semble possible de 

construire des vecteurs préférentiellement capables de se concentrer dans une tumeur primitive 

ou dans ses ganglions lymphatiques satellites. De plus, la surface des vecteurs colloïdaux peut 

être modifiée pour fixer des molécules d’intérêt thérapeutique pour effectuer une vectorisation 

active. Ainsi, des cibles moléculaires surexprimées à la surface des cellules cancéreuses 

permettraient de mieux délivrer le principe actif au contact des cellules cancéreuses au sein de 

l’organe malade. 

De même, des traitements associés comme des immunomodulateurs sont susceptibles de 

renforcer l’action cytotoxique d’un anticancéreux, comme la cyclosporine A [78]. 

 

2.3.6. Toxicologie 
 

Les médicaments utilisés en cancérologie sont parfois pneumotoxiques, comme l’irinotécan, la 

doxorubicine, la gemcitabine, le paclitaxel ou le docétaxel. Un tel médicament administré par 

aérosol peut induire une réaction toxique locale pendant ou après le traitement [79,80]. Ce risque 

a freiné le développement d’aérosols de cytotoxiques [8]. 

Le principal défi pour les nouvelles nanoformulations sera de démontrer leur inocuité [81,82]. En 

effet, les risques toxiques potentiels sont imprévisibles. En raison de la taille nanométrique de ces 
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nano-objets, leur capacité de translocation au travers des cellules épithéliales et des barrières 

biologiques usuelles est réelle d’où des risques toxicologiques nouveaux et inconnus à ce jour. 

Récemment, la toxicité pulmonaire de nanoparticules inhalées a été décrite chez le rongeur [83] 

et une observation a été publiée chez des ouvrières chinois [84]. Sept ouvrières (19 à 47 ans, non 

fumeuses, sans antécédent) travaillant dans le même atelier textile durant 8 à 12 heures par jour 

ont présenté entre janvier 2007 et avril 2008, les mêmes symptômes : essoufflement et 

épanchements pleuro-péricardiques. Un bilan exhaustif a permis d’éliminer les pathologies 

usuelles. Dans le liquide pleural, il a été mis en évidence de nombreuses nanoparticules de 

polyacrylate d’un diamètre inférieur à 100 nm. Les biopsies pulmonaires ont documenté une 

inflammation pulmonaire avec granulomes et évolution vers la fibrose pulmonaire. Deux des 

patientes sont décédées. L’analyse du lieu de travail a permis de découvrir que le système de 

climatisation était tombé en panne quelques mois avant les premiers cas et qu’une colle à base de 

polyacrylate était utilisée dans l’atelier. Cette observation montre les risques potentiels de toxicité 

pulmonaire des nanoparticules inhalées en cas d’accumulation et d’activation de mécanismes 

immuno-allergiques pathologiques. 

 

2.3.7. Protection de l’environnement 
 

Enfin, il faudra disposer d’équipements permettant de réaliser les aérosols de cytotoxiques dans 

une enceinte close hermétique dont l’air expulsé aura été filtré de tout aérosol d’anticancéreux. 

Ce type de dispositif à base d’un filtre absolu de type « High-Efficiency Particulate Air (HEPA) a 

démontré son efficacité pour protéger l’environnement immédiat du patient et les professionnels 

de santé [85]. 

 

3. Encapsulation de médicaments anticancéreux pour aérosolthérapie : 
perspectives 

 

3.1. Etudes précliniques 
 

Quelques formulations d’agents anti-cancéreux encapsulés sont en phase de développement 

préclinique avec des études d’efficacité de la voie d’administration pulmonaire. Ces études ont 

porté sur des stratégies de chémoprévention et de traitement de lésions en place. 
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Les liposomes ont été le plus étudiés car ils sont peu coûteux, hautement biocompatibles et parce 

qu’ils augmentent le temps de présence du principe actif dans les poumons [86]. Le paclitaxel, 

peut être encapsulé dans des liposomes. Lorsque ces liposomes ont été délivrés sous forme d’un 

aérosol dans un modèle murin de métastases pulmonaires de cellules murines RENCA, cette 

formulation a permis de réduire significativement le nombre de lésions secondaires [87]. De 

même, des aérosols de liposomes de paclitaxel et un analogue de la vitamine E ont permis de 

réduire la taille de tumeurs mammaires murines et ont freiné la dissémination des 

micrométastases pulmonaires [88].  

Des liposomes de 9-campthotécine ont permis de prévenir le développement de métastases 

pulmonaires de mélanome B16 dans un modèle murin [89]. De même, un effet thérapeutique a 

été observé sur métastases d’osétosarcomes établies [89]. Comme avec les liposomes de 

paclitaxel, l’ajout d’un analogue de la vitamine E aux liposomes de 9-campthotécine a réduit la 

taille de tumeurs mammaires murines et la dissémination de métastases pulmonaires [90]. Toutes 

ces formulations liposomiques ont été nébulisées par des appareils pneumatiques. 

Des nanoparticules à coque lipidique renfermant du 5-FU dans leur cœur (fabriquées par une 

méthode de lyophilisation) peuvent être nébulisées par un système ultrasonique dans des 

gouttelettes de 3 µm [91]. Un dépôt pulmonaire significatif et un effet de relargage passif sont 

observés au niveau des poumons de hamsters [92]. 

Des nouvelles stratégies d’aérosolthérapie pour réaliser un traitement génétique des pathologies 

cancéreuses sont maintenant disponibles. Ainsi, des stratégies d’interférence avec les acides 

ribonucléiques (ARN) (siRNA) ou d’oligonucléotides anti-sens sont développées au moyen de 

vecteurs colloïdaux. Des liposomes permettent ainsi de délivrer par voie pulmonaire (instillation 

trachéale directe de la solution) des oligonucléotides anti-sens ou des siRNA [93]. Après un 

aérosol de liposome, l’aire sous la courbe de l’exposition pulmonaire aux siRNA est multipliée 

par un facteur 4 à 75 par rapport à une injection intraveineuse. Xu et coll. ont utilisé cette 

stratégie pour délivrer au moyen d’un nébuliseur pneumatique un siRNA anti-Akt1 en utilisant un 

nanovecteur de type polymère de polyester-amine [94]. Ce traitement a permis de réduire la taille 

de lésions pulmonaires dans un modèle murin. 

Des siRNA et des fragments d’ADN peuvent aussi être administrés par voie pulmonaire au 

moyen de vecteurs à base de chitosan ou de substances dérivées [95]. 
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Récemment, une stratégie de ciblage actif des cellules surexprimant le récepteur à l’Epidermal 

Growth Factor (EGFR) au moyen de nanoparticules de gélatine chargées en cisplatine et 

biotynilée en surface par de l’Epidermal Growth Factor (EGF) a été publiée [96]. Ces objets se 

concentrent dans les cellules surexprimant le récepteur du ligand biotynilé et sont nébulisables 

par une méthode pneumatique. 

Des nanoparticules de doxorubicine préparées par une méthode d’émulsion-polymérisation ont 

été formulées en poudre sèche par lyophilisation en vue d’une administration inhalée [97]. 

 

3.2. Premières études cliniques 
 

Verschraegen et coll. ont récemment rapporté les résultats d'une étude de phase I montrant la 

faisabilité et la bonne tolérance de l'administration d'une formulation liposomale de 9-

nitrocamptothécine en aérosol chez 25 patients porteurs d'un cancer broncho-pulmonaire primitif 

ou de métastases pulmonaires avec un effet thérapeutique chez 5 patients dans une situation 

d'échappement [98]. La dose recommandée pour une étude de phase II est de 0,5 mg/m2/jour 5 

jours sur 7 pendant 8 semaines. 

Une autre étude de phase I avec escalade de doses a testé l’administration d’aérosols d’une forme 

liposomal de cisplatine nommée « cisplatin Sustained Lipid Inhalation Targeting » (SLIT) [99]. 

Dix-huit patients dont un trachéostomisé ont été inclus. Aucune toxicité limitante n’a été 

observée à la dose maximale. Le passage systémique a été faible. Ce traitement semble faisable et 

peu toxique. 

Une étude de phase I a été conduite chez des patients atteints de métastases pulmonaires pour 

étudier la toxicité de liposomes d’IL-2 [100]. Neuf patients ont été inclus. Aucune toxicité n’a été 

observée. 

Toutes ces études ont utilisé des systèmes de nébulisation pneumatique. 

 

Tous ces travaux précliniques et cliniques illustrent des nouvelles possibilités de délivrance 

pulmonaire de médicaments anti-cancéreux vectorisés. 
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4. Les nanocapsules lipidiques : une nouvelle plateforme d’encapsulation 
nanométrique 

 

L’unité INSERM 646 a développé une plateforme d’encapsulation originale dans un vecteur 

nanométrique lipophile, dénommé nanocapsule lipidique (NCL) [101,102]. 

 

4.1. Les constituants 
 

Les constituants des NCL sont une huile composée de triglycérides à chaînes moyennes 

(Captex® 8000), une lécithine de soja (Lipoïd® S75-3 ou P75-3), des esters de polyéthylène 

glycol (Solutol® HS 15), du chlorure de sodium et de l’eau distillée (1,2 g ; 67,2 mg ; 1,0 g ; 73,3 

mg et 1,8 g, respectivement). 

 

4.2. Méthode de formulation 
 

Ce vecteur original est produit par une méthode d’inversion de phase à basse énergie sans solvant 

organique (Figure 1). Les composés sont chauffés à 90°C sous agitation magnétique. Puis, trois 

cycles de chauffage à 90°C suivi d’un refroidissement à 70°C sont réalisés sous agitation 

magnétique constante. Durant ces cycles, la nature physico-chimique du mélange, qui est une 

émulsion d’huile dans de l’eau à 70°C, se transforme en une émulsion d’eau dans de l’huile à 

90°C. Après un dernier chauffage à 90°C, la formation des NCL sera provoquée par l’ajout de 

13,2 ml d’eau distillée à 0°C dans le mélange. Pour fabriquer des NCL chargées en paclitaxel, il 

faut d’abord solubiliser le paclitaxel (sous forme de poudre-mère) dans le Captex® 8000 (21,6 mg 

dans 12 g, soit 1,8%) puis chauffer à 50°C sous agitation constante pendant 30 minutes. Le 
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protocole sus décrit est ensuite appliqué au mélange obtenu. Après filtration à 0,22 µm, 16 

millilitres (ml) de formulation de NCL sont disponibles. 

 
Figure 1. Schéma du principe de formulation des NCL par inversion de phase. 

 

4.3. Structure des nanocapsules lipidiques 
 

Le vecteur colloïdal obtenu a une structure hybride entre des nanocapsules polyméres et des 

liposomes. Leur stucture générale ressemble à celle d’une apo-lipoprotéine humaine avec une 

structure cœur/enveloppe. Le cœur de la particule est composé par l’huile (Captex® 8000). Le 

principe actif est solubilisé dans cette phase au centre du vecteur. La surface du nanovecteur est 

formée d’une coque de lécithine de soja (Lipoïd® S75-3 ou P75-3) rigide à 25°C dans laquelle 

s’enchâssent des chaînes flexibles hydrophiles de polyéthylène glycol (Solutol® HS 15) orientées 

vers l’extérieur et permettant d’assurer le caractère hydrophile du vecteur et d’échapper aux 

opsonines qui favorisent la phagocytose (Figure 2). Le diamètre des NCL peut être facilement 

choisi entre 20 et 150 nm en modifiant les rapports entre les différents constituants [103]. 
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Figure 2. Schéma d’une NCL. 

 

Les mesures de taille par diffraction laser ont montré une très faible dispersion du diamètre 

obtenu évalué par l’index de polydispersité (qui doit être inférieur à 0,1). 

 

4.4. Observation en microscopie électronique 
 

Les images obtenues par microscopie électronique à transmission en congélation (cryo-TEM) 

confirment le caractère monodisperse du vecteur ainsi obtenu (Figure 3). 
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Figure 3. Image de microscopie électronique en congélation montrant de grande homogénéité 

d’une dispersion de NCL d’un diamètre moyen de 50 nm. 

 

 

Dans un millilitre de formulation de NCL de 50 nm, il a été dénombré 1,5.1015 nano-objets.  

 

4.5. Principes actifs déjà encapsulés 
 

De nombreux médicaments lipophiles peuvent être encapsulés comme de l’amiodarone [104], de 

l’ibuprofène [105], de la tripentone [106], du ferrocenyl diphénol [107], de l’étoposide [108], du 

docétaxel [109] et du paclitaxel [110]. In vitro, la cinétique de libération des principes actifs varie 

de plusieurs jours à plusieurs semaines. Des travaux récents montrent qu’il est possible 

d’encapsuler des principes hydrophiles dans les NCL [111].  

 

4.6. Devenir intracellulaire sur des cultures cellulaires 
 

Sur des cultures cellulaires, il a été montré que les NCL sont retrouvées dans le cytoplasme 

cellulaire [110]. Leur passage membranaire semble être sous le contrôle de vésicules qui 

échappent à la dégradation lysosomale acide [112]. 



33 

 

4.7. Propriétés des nanocapsules lipidiques 
 

Les propriétés des NCL sont nombreuses. Tout d’abord, la fabrication des NCL n’emploie aucun 

solvant organique. Aucun catalyseur n’est utilisé permettant de garantir l’absence de tels résidus 

dans la préparation finale. Tous les excipients utilisés sont soit disponibles dans la Pharmacopée 

européenne ou approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) soit des excipients 

« Generally Recognized as Safe » (GRAS). Ensuite, le principe actif étant solubilisé dans le cœur 

lipidique des NCL, il est protégé de toute dégradation avant d’atteindre sa cible ou d’une fixation 

sur des protéines sériques qui réduirait sa biodisponibilité. Un autre résultat de cette vectorisation 

est de modifier la biodistribution du principe actif. La biodistribution du principe actif encapsulé 

n’est plus fonction de ses propriétés physico-chimiques mais est fonction de la composition de la 

surface extérieure des NCL, c’est-à-dire uniquement des interactions entre le vecteur et son 

environnement. Classiquement, les vecteurs colloïdaux après injection dans le sang, sont éliminés 

du secteur vasculaire sous l’effet de la phagocytose des macrophages hépatiques (cellules de 

Küpffer) et spléniques du système réticulo-endothélial. Les études de biodistribution des NCL ont 

confirmé ces résultats [113]. La demi-vie plasmatique d’une formulation de NCL « classiques » 

est courte (environ 30 à 40 minutes). Cependant, la furtivité des NCL, leur capacité à rester dans 

le système vasculaire en échappant au système réticuo-endothélial, est modulable en fonction de 

la couche périphérique de chaînes flexibles hydrophiles de polyéthylène glycol [114]. En 

allongeant la longueur des chaînes de poly-ethylène glycol à la surface des NCL, la furtivité des 

NCL augmente. Une étude sur des NCL de docétaxel a bien confirmé cette propriété des 

NCL [109]. L’autre avantage en terme de biodistribution dans le domaine de la cancérologie est 

que les NCL vont préférentiellement sortir du secteur vasculaire au niveau des capillaires 

tumoraux immatures fenestrés. Du fait de la relative pauvreté des tumeurs en vaisseaux 

lymphatiques, les NCL vont être séquestré dans la tumeur. Ces deux observations expliquent 

l’effet EPR propre à tous les vecteurs colloïdaux dont les NCL et supportent l’hypothèse (non 

vérifiée à ce jour) selon laquelle les NCL pourraient permettre d’améliorer la pénétration 

intratumorale des anticancéreux qu’elles véhiculent. Il a été montré in vitro que le paclitaxel 

diffuse diffuse au travers de l’enveloppe de la NCL de manière passive et très prolongée 

(Figure 4). 
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Figure 4. Cinétique de libération du paclitaxel de 3 formulations de nanocapsules lipidiques de 

diamètre moyen croissant (25, 50 et 100 nm). En ordonnées, le pourcentage de paclitaxel relargé 

en pourcentage de la charge initiale (100%). En abscisses, le temps en jours. 

In [115] avec la permission du Dr Franck Lacœuille. 

 

La libération prolongée du principe actif dans l’environnement péri-tumoral permet d’exposer 

plus de cellules cancéreuses au principe actif sans nouvelle administration thérapeutique au 

patient. En effet, à un instant donné, un faible pourcentage de cellules cancéreuses est engagé 

dans le cycle cellulaire et sensible à un cytotoxique donné. La libération très prolongée du 

cytotoxique vectorisé par les NCL permet d’augmenter la probabilité de présence du cytotoxique  

au voisinage d’une cellule cancéreuse engagée dans le cycle cellulaire. 

Le mode de libération du principe actif dans les cellules n’est pas clairement connu (libération 

prolongée ou dégradation de la NCL). En tout cas, dans la cellule, un des composants des NCL, 

le Solutol® HS 15 va potentialiser l’action du cytotoxique en inhibant le système d’efflux basé 

sur la glycoprotéine-P. L’inhibition de ce mécanisme de résistance est une propriété intrinsèque 

très originale des NCL. 

Récemment, les NCL ont été modifiées pour permettre de vectoriser des ARN thérapeutiques. Un 

effet biologique a été démontré sur l’inhibition de l’expression du gène EGFR. 

 

4.8. Avantages théoriques des nanocapsules de paclitaxel par rapport à la formulation 
avec solvants Taxol® 
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La découverte du principe actif paclitaxel a constitué une grande avancée thérapeutique dans le 

domaine de la cancérologie humaine [116]. Cependant, ce principe actif très lipophile est difficile 

à solubiliser de manière stable en phase aqueuse. Dans la première formulation commerciale 

Taxol®, le paclitaxel a été solubilisé au moyen d’excipients à effet notoire que sont le 

Crémophor®EL et de l’éthanol (396 mg/ml). Le Crémophor®EL est une huile polyethoxylée 

susceptible d’induire une toxicité aiguë sévère chez l’homme par relargage histaminique dont la 

fréquence et la gravité est réduite par une prémédication (corticoïdes, antihistaminiques et 

antagonistes des récepteurs H2). Ce composé peut aussi interagir avec le polychlorure de vinyle 

(PVC) qui compose les tubulures perfusion usuelles et d’induire le relargage de phtalates 

hépatotoxiques. Il est donc nécessaire d’utiliser des tubulures de perfusion ne renfermant pas de 

PVC. Malgré ces deux excipients, des cristaux de paclitaxel peuvent se former dans la perfusion. 

Pour éviter tout accident micro-embolique, la solution de Taxol® en cours de perfusion doit 

passer au travers d’un filtre de 0,22 µm inséré dans la tubulure non-PVC.  

Le Taxol® ne peut être administré par nébulisation car il est trop visqueux. Cependant, il existe 

un rationnel scientifique pour cette voie d’administration [117]. Des études précliniques ont 

montré que des formulations de paclitaxel sans solvant étaient efficaces sur des modèles de 

tumeurs pulmonaires chez l’animal [23,87].  

 

5. Buts de la thèse 
 

Ce but de ce travail de thèse est de déterminer si la formulation de paclitaxel encapsulé dans des 

NCL : 

- est adaptée à une administration chez l’animal ; 

- de comparer la toxicité de cette formulation chez la souris et son efficacité sur un modèle de 

tumeur bronchique sous-cutanée par rapport au Taxol® ; 

- et de déterminer si les NCL de paclitaxel peuvent subir un processus de nébulisation en vue 

d’un usage thérapeutique chez l’homme. 
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6. Article 1 : The adaptation of lipid nanocapsule formulations for blood 
administration in animals 

 

L’intérêt des NCL pour vectoriser des anticancéreux a été montré dans de nombreux systèmes 

cellulaires. Ces résultats permettent de poursuivre les études d’efficacité et de toxicité chez 

l’animal. Dans cet article, une recherche systématique de la présence d’impuretés de type 

« organisme génétiquement modifié » (OGM) a été réalisée dans les composants des NCL. 

L’effet de l’acidité des dispersions de NCL (pH voisin de 6) a été étudié chez le rat. Plusieurs 

protocoles de conservation des NCL dans leur phase aqueuse par congélation durant 6 mois ont 

été comparés. Les résultats ont montré que le Lipoïd S75-3® ne pouvait pas être certifié sans 

impureté de type OGM par le fabriquant. Le remplacement de ce composé par un composé 

identique certifié sans OGM a permis d’obtenir des NCL sans impureté de type OGM. 

L’injection de 20 ml/kg de dispersion de NCL à pH = 6 n’a pas induit d’acide métabolique mais a 

provoqué une diminution importante de l’excès de basse plasmatique. Des injections répétées 

(lors des études de toxicologiques réglementaires, par exemple) pourraient induire une toxicité 

iatrogénique par acidose métabolique. Enfin, le meilleur protocole de conservation des NCL par 

congélation pendant 6 mois est le protocole de conservation dans l’azote liquide. Ce protocole a 

permis de bloquer le phénomène de libération prolongée du paclitaxel, modifie le moins les 

caractéristiques morphologiques des NCL. 

Ces données originales doivent permettre de préparer des lots de NCL bien adaptés à 

l’administration intraveineuse chez l’animal. 

Ce chapitre a été publié dans : International Journal of Pharmaceutics, 379 (2009) 266-269. 
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7. Article 2 : Toxicological study and efficacy of blank and paclitaxel loaded 
lipid nanocapsules after i.v. administration in mice  

 

Les NCL sont une formulation originale sans solvant qui permet d’encapsuler du paclitaxel et 

potentialise son effet anti-tumoral sur des modèles animaux après injection intraveineuse. La 

tolérance et l’efficacité des NCL après injections répétées chez la souris a été étudiée. La dose 

maximale tolérée (DMT) et la dose létale 50 (DL50) ont été déterminées. 

Les formulations de NCL chargées en paclitaxel ont été administrées à la dose de 12 mg/kg/jour 

pendant 5 jours de suite. Des lots-témoins ont reçu le même volume d’une formulation de NCL 

sans paclitaxel ou de sérum physiologique. Une étude histologique, une numération sanguine 

complète et biochimique (inonogramme, créatininémie, ALAT, bilirubine totale et protéine C 

réactive) ont été réalisé 7 jours après la dernière injection. L’inhibition de croissance d’un modèle 

de tumeur sous-cutanée NCI-H460 chez la souris nude a été étudié avec le schéma thérapeutique. 

La DMT et la DL50 ont été déterminées selon le protocole d’Irwin. 

Aucune mortalité n’a été observé lors de l’étude d’injections répétées. Les études histologiques 

n’ont révélé aucune lésion ou accumulation de lipide. Les bilans biologiques sont comparables 

dans tous les lots. La croissance tumorale des tumeurs sous-cutanées NCI-H460 a été 

significativement plus inhibée dans le lot NCL de paclitaxel par rapport à lot Taxol® et témoins. 

La DMT et la DL50 du Taxol®, des NCL chargées en paclitaxel et des NCL sans paclitaxel ont 

respectivement égales à 12/19,5 ; 96/216 et supérieur à 288/288mg/kg. 

Cette étude démontre qu’une administration intraveineuse pendant 5 jours consécutifs de NCL de 

paclitaxel n’induit aucune lésion tissulaire ou biologique chez les souris. L’encapsulation du 

paclitaxel dans les NCL améliore son effet thérapeutique par rapport au Taxol® avec une 

augmentation de la DMT et de la DL50 respectivement de 8 et 11 fois. L’efficacité du paclitaxel 

dans les NCL est supérieure à celle du Taxol®. 

Ce chapitre est en cours de relecture après révision 1 dans Pharmaceutical Research (soumis le 18 

octobre 2009). 

Pour compléter ces données, nous avons réalisé des études d’hémolyse sur 5 échantillons de sang 

humains. Ces analyses complémentaires ont montré l’absence d’hémolyse lors que le sang total 

est mis en contact avec un volume final de 15% de dispersion de NCL sans paclitaxel durant 24 

heures par trois méthodes (observation au microscope, étude de la vitesse de sédimentation et 

appréciation colorimétrique de la teinte du plasma surnageant). 



42 



43 



44 



45 



46 



47 



48 



49 



50 



51 



52 



53 



54 



55 



56 



57 



58 



59 



60 



61 



62 



63 



64 



65 



66 



67 



68 



69 



70 



71 



72 



73 



74 



75 

 



76 



77 

 

8. Article 3 : Lipid nanocapsules: Ready-to-use nanovectors for the aerosol 
delivery of paclitaxel 
 

Les aérosols de médicaments anticancéreux permettent de proposer une stratégie d’intensification 

thérapeutique dans les cancers bronchopulmonaires. Le but de ce travail est de montrer que 

l’encapsulation du paclitaxel dans des NCL permet de nébuliser ce principe actif en vue d’études 

précliniques et cliniques. Les tests ont été réalisés au moyen de nébuliseurs disponibles dans le 

commerce. Après nébulisation, la structure, la charge médicamenteuse et la cytotoxicité des NCL 

de paclitaxel ont été comparées à une solution de NCL de paclitaxel non nébulisée. Seuls les 

nébuliseurs à tamis vibrant n’ont pas altéré pas la structure des NCL. Seul le nébuliseur 

eFlow®rapid a permis de nébuliser des NCL dans des conditions compatibles avec un usage 

clinique : un volume de 3 ml de dispersion de NCL a été nébulisé en moins de 9 minutes, le 

diamètre aérodynamique médian était égal à 2,7 ± 0,1 µm et le taux de particules fines entre 1 et 

5 µm était de 81,5 ± 3,1%. Aucune modification du taux d’encapsulation ni de la cytotoxicité des 

NCL de paclitaxel nébulisées avec eFlow®rapid n’a été observée. Pour pouvoir réaliser des 

études précliniques puis cliniques, une procédure d’adaptation d’échelle de la fabrication des 

NCL a été proposée (augmentation du volume produit lors d’une formulation par 10). Des 

paramètres physico-chimiques importants en vue d’une délivrance par aérosol, comme l’acidité et 

l’osmolarité, ont été modifié. La conservation par congélation n’altère pas ses paramètres après 

ajustement. Des études chez l’animal sont nécessaires pour déterminer la tolérance et l’efficacité 

des aérosols de NCL. 

Ce chapitre a été publié dans : European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 73 

(2009) 239-246. 

En complément de ces informations, nous avons montré qu’il est possible d’aérosoliser des NCL 

au moyen du Microsprayer®. Ce dispositif génère un spray composé de gouttelettes d’environ 18 

µm directement dans la trachée d’un animal au moyen d’une canule lors d’une courte anesthésie 

générale. 

Nous disposons donc des deux méthodes pour nébuliser les NCL : la première est utilisable chez 

le rongeur (Microsprayer®) et le seconde chez l’animal (rongeur ou primate) ou l’homme. 
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Discussion et perspectives 
 

Ce travail de thèse fait suite aux travaux du Professeur Gagnadoux et de notre équipe sur les 

aérosols de gemcitabine. Ces travaux ont montré que cet anticancéreux validé dans le traitement 

du cancer bronchique pouvait être nébulisé sans perte de ses caractéristiques cytotoxiques in 

vitro [25], que les aérosols de gemcitabine étaient bien tolérés à raison d’un aérosol par semaine 

pendant 9 semaines chez le rat [26], n’induisaient aucune toxicité chez le primate [25] et était 

efficace pour prévenir le développement de tumeurs bronchiques NCI-H460 dans un modèle 

orthotopique murin [27]. Ces résultats ont abouti à la réalisation d’une étude de phase I, dont les 

résultats sont en cours d’analyse. 

La poursuite de ce travail de recherche translationnelle s’est portée sur un autre anticancéreux, le 

paclitaxel. Des résultats préliminaires nous avaient permis de constater que la formulation 

commerciale Taxol® ne pouvait pas être nébulisé en raison d’excipients trop visqueux. Ainsi, 

une nouvelle formulation de paclitaxel solubilisé en phase aqueuse par des nanocapsules 

lipidiques mises au point par l’équipe du Professeur Benoît dans l’unité INSERM 646 [101,102] 

à Angers était potentiellement intéressante pour développer une stratégie de traitement 

locorégional du cancer bronchique avec le paclitaxel. Aucune donnée n’était disponible sur ce 

point lors de l’initiation du travail. 

 

Dès les premiers essais de nébulisation ou d’utilisation chez l’animal, plusieurs difficultés 

pratiques majeures sont apparues. La première était que le volume de nanocapsules lipidiques 

préparé lors d’une synthèse, 16 ml, était trop faible pour réaliser toutes les expérimentations 

utiles et pertinentes. Ce volume devait être augmenté tout en respectant le principe de fabrication 

des nanocapsules lipidiques. De plus, des données importantes avant l’administration chez 

l’animal n’étaient pas déterminées en routine comme le pH ou l’osmolarité. Enfin, les 

nanocapsules lipidiques étant fabriquées sur une paillasse conventionnelle dans des conditions 

non strictement stériles (pas de hotte à flux laminaire), leur stérilité et la quantité d’endotoxines 

lipopolysaccharidiques devaient être connus. Lors de cette thèse, une partie du travail a consisté à 

mettre au point une méthode d’adaptation d’échelle de la synthèse des nanocapsules lipidiques et 

de vérifier que cette méthode produisait bien des nanocapsules lipidiques. L’augmentation 

d’échelle par un facteur dix a été choisi arbitrairement car elle permettait de produire la quantité 
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voulue de nanocapsules lipidiques et semblait conceptuellement pertinente. Le point crucial de 

cette recherche a consisté à optimiser les échanges thermiques au moyen de bains d’eau chauffés. 

Cette étape était indissociable d’une étape d’adaptation des paramètres physico-chimiques les 

plus importants de la phase aqueuse renfermant les nanocapsules lipidiques. Ainsi, la mise en 

évidence des propriétés acides et hypo-osmolaires des dispersions de nanocapsules lipidiques a 

été très importante [118,119]. En effet, la modification de ces paramètres pouvait directement 

modifier les mécanismes physio-chimiques en jeu lors de l’inversion de phase au moment de la 

formation des nanocapsules lipidiques. Pour cette raison, il a été décidé de modifier ces 

paramètres une fois la formulation réalisée. Comme il fallait augmenter ces paramètres, l’ajout de 

faibles quantités de soude molaire et de chlorure de sodium a résolu le problème. Enfin, la 

recherche de la présence d’impuretés de type « organisme génétique modifié » (OGM) a permis 

d’identifier un composé non certifié sans OGM, qui a été remplacé par le composé identique 

certifié sans OGM. Une fois ce travail effectué sur des nanocapsules lipidiques sans médicament, 

nous avons montré la robustesse des modifications apportées sur les nanocapsules lipidiques 

renfermant du paclitaxel. Ce travail a permis de proposer un protocole complet de fabrication de 

lots précliniques de nanocapsules lipidiques. Ces lots de 150 ml sont stériles, apyrogènes, 

renferment pas d’OGM et leur propriété chimiques sont connues et stables. 

Cependant, la conservation de ces lots précliniques à +4°C s’est révélée impossible. En effet, au 

fur et à mesure du temps, des cristaux blancs étaient observés dans les lots de nanocapsules de 

paclitaxel. Ces cristaux étaient identiques à ceux observés dans un flacon de Taxol® conservé à 

+4°C. Dans des échantillons conservés à +20°C, la formation de ces cristaux était plus précoce et 

plus rapide qu’à +4°C. Dans des lots conservés à +37°C, les mêmes cristaux étaient présents 

encore plus tôt. Cette observation posait deux questions : de quoi sont composés ces cristaux ? 

que faire pour qu’ils n’apparaissent pas, car il était exclus d’utiliser chez l’animal une telle 

solution ? 

Nous avons considéré que ces cristaux étaient très probablement composés de paclitaxel, 

provenant des nanocapsules lipidiques, qui précipitait en phase aqueuse. Faute de temps, cette 

hypothèse n’a pas été documentée par des dosages de paclitaxel ni par des observations au 

microscope polarisé. Nous avons considéré que le phénomène de relargage passif lent et 

progressif du paclitaxel, propre aux nanocapsules lipidiques, était en cause dans la formation 

temps-dépendant et température-dépendante de ces cristaux similaires à ceux observés dans des 
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flacons de Taxol®. La stabilité dans le temps de la structure des nanocapsules lipidiques est 

connue et le phénomène de relargage lent et progressif du principe actif encapsulé ,décrit in vitro, 

se produit aussi lors de la phase de conservation. Nous devions trouver une méthode de 

conservation qui bloque ce phénomène. Nous n’avons pas utilisé la méthode de lyophilisation des 

nanocapsules lipidiques publiée pour plusieurs raisons [120]. Cette procédure est consommatrice 

de temps, impose d’ajouter un cryoprotecteur (dont on ne connaît pas l’influence sur la structure 

des nanocapsules et sur leurs propriétés) et posait le risque de contamination de l’appareillage par 

du paclitaxel. Nous avons donc testé une solution par congélation, qui est la première étape de la 

lyophilisation. L’avantage principal de cette méthode est de laisser les nanocapsules lipidiques 

dans leur phase aqueuse. Nous avons testé 3 protocoles et avons retenu le protocole de 

congélation dans l’azote liquide car les modifications de taille observées sur les nanocapsules 

étaient les moins importantes. Aucune modification du pouvoir cytotoxique des nanocapsules 

lipidiques n’a été observé. Par ailleurs, les caractéristiques de la phase aqueuse des lots de 

nanocapsules lipidiques congelées étaient inchangées après décongélation. Ces résultats nous ont 

permis de valider définitivement ce protocole qui préserve aussi la stérilité, l’apyrogénicité et les 

caractéristiques chimiques (pH et l’osmolarité) des lots précliniques de nanocapsules lipidiques. 

 

Nous avons ensuite pu démontrer pour la première fois l’intérêt des nanocapsules lipidiques de 

paclitaxel par rapport au Taxol® dans un modèle murin sous-cutané de cancer bronchique. Notre 

étude a retrouvé l’effet antitumoral attendu du Taxol® et met a mis en évidence un effet supérieur 

de la formulation de nanoparticules de paclitaxel. La comparaison entre les nanocapsules 

lipidiques de paclitaxel et la nouvelle formulation de paclitaxel complexée avec de l’albumine 

humaine (Abraxane®) serait intéressante. L’augmentation de l’effet antitumoral est expliquée par 

les propriétés intrinsèques des nanocapsules lipidiques parmi lesquelles la concentration dans les 

tumeurs via les fenestrations des capillaires immatures (effet EPR), la libération prolongée du 

paclitaxel et l’inhibition de la glycoprotéine-P. Ces données s’ajoutent à de nombreux résultats 

sur d’autres modèles tumoraux avec les nanocapsules lipidiques [107,110,121]. 

Ce travail a aussi produit des données toxicologiques originales sur les nanocapsules lipidiques. 

Ainsi, nous avons montré que le protocole utilisé dans l’étude d’efficacité sus-citée était très bien 

toléré chez la souris Swiss. Nous avons étudié pour la première fois la dose maximale tolérée 

(DMT) et la dose létale 50 (DL50) des nanocapsules lipidiques (sans et avec paclitaxel) après 
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injection unique chez la souris selon la méthodologie d’Irwin. Ces résultats ont montré une 

augmentation des paramètres DMT et DL50 par un facteur dix des nanocapsules lipidiques de 

paclitaxel par rapport au Taxol®. Les données précliniques de la formulation Abraxane®, 

disponible sur le site de l’Agence européenne du Médicament, permettent de savoir que la DL50 

chez la souris est égale à 447 mg/kg [122]. D’autres études toxicologiques réglementaires sont 

planifiées.  

Le dernier apport de nos travaux a été de montrer nouvelle caractéristique des nanocapsules 

lipidiques : leur capacité à pouvoir être nébulisée. Cette propriété ouvre un nouveau champ de 

recherche et d’applications à ce vecteur. Un seul appareil parmi les 6 testés, l’eflow®rapid, 

nébuliseur à tamis oscillant à plus de 100 000 Hertz, a permis de créer un aérosol dont les 

caractéristiques permettent de prévoir un dépôt dans les bronches et bronchioles après inhalation 

chez l’homme. Bien que cette technique de nébulisation puisse aussi être utilisée chez l’animal, 

nous avons testé l’appareillage dédié Microsprayer® qui permet de délivrer un spray dans la 

trachée d’un rongeur de manière reproductible [26] et nous avons montré que les nanocapsules 

lipidiques restaient inchangées dans ces conditions d’utilisation en spray. Il est intéressant de 

noter que différentes nanoformulations d’anticancéreux peuvent être nébulisées. Cependant, le 

type d’appareillage n’est pas toujours le même (nébuliseur pneumatique pour les liposomes [87-

90] et des nanoparticules de gélatine [96], ultrasonique pour des nanoparticules à coque 

lipidique [91] ou à tamis vibrant pour les nanoparticules lipidiques [123]) et aucune méthode en 

permet de savoir à l’avance quel appareillage sera le plus adapté : seule l’expérimentation permet 

de répondre à cette question. Certaines peuvent probablement être inhalées aussi sous forme de 

poudre sèche comme les nanoparticules de doxorubicine [97] 

. 

Nous ne disposons encore d’aucune donnée validée sur la biodistribution des nanocapsules 

lipidiques mais une étude préliminaire nous a montré qu’un radio-élément incorporé dans le cœur 

lipidique des NCL restait au moins 24 heures au niveau du poumon profond sans être résorbé 

(données non publiées). Il sera important d’étudier ce paramètre de manière approfondie. En 

effet, la biodistribution pulmonaire après administration par nébulisation ou spray permettra de 

déterminer les doses optimales à délivrer, le rythme d’administration le plus judicieux pour 

observer une effet thérapeutique sans toxicités locales. Des modèles d’épithélium pulmonaire ou 

de microdialyse pulmonaire chez le rat pourront aussi permettre ces études [124]. 
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Un de nos objectifs, déterminer si le paclitaxel encapsulé dans des nanocapsules lipidiques peut 

inhiber la croissance tumorale dans les poumons, n’a pas été atteint en raison de difficultés pour 

induire le modèle de cancer bronchique orthotopique proposé par McLemore [125]. Cependant, 

des mises au point récentes ont permis d’obtenir ce modèle au moyen de la lignée Bioware Ultra 

Cell Line NCI-H460-luc2 dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr Le Pape (Centre 

d'Imagerie du Petit Animal, CNRS, Orléans). Cette lignée est transfectée de manière stable par un 

gène de la luciférase. Il existe donc une corrélation linéaire entre le nombre de cellules et le 

nombre de photons émis. Cela permet de suivre chez un animal hôte vivant l’évolution du cancer 

en cours de traitement par une méthode non-invasive. Nous disposons maintenant d’un modèle 

original pour montrer l’intérêt antitumoral des nanocapsules lipidiques de paclitaxel en aérosol 

(Figure 5). D’autres modèles pourraient aussi être étudié comme des modèles de cancers 

bronchiques à développement endoalvéolaire ou des modèles de métastases pulmonaires. 

 
Figure 5. Deux souris nude porteuses d’une tumeur bronchique orthotopique induite par la lignée 

Bioware Ultra Cell Line NCI-H460-luc2. 
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Les premiers résultats toxicologiques présentés dans cette thèse montrent une bonne tolérance des 

nanocapsules lipidiques par voie intraveineuse. Des données complémentaires sont nécessaires 

pour confirmer ces résultats. Nous prévoyons une étude toxicologique après injection unique sur 

une deuxième espèce de rongeurs avec des analyses histologiques et sanguines plus nombreuses. 

De même, nous sommes en train de réaliser avec l’équipe du l’équipe du Dr Le Pape (Centre 

d'Imagerie du Petit Animal, CNRS, Orléans) l’étude du risque d’induction de macrophages 

intravasculaires pulmonaires (MIP) par des nanocapsules lipidiques de 20 et de 45 nm chez le rat 

après administration intraveineuse. Cette étude est recommandée par l’Agence Française de 

Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) [126]. L’apparition de MIP rendrait 

potentiellement dangereux l’emploi des nanocapsules lipidiques chez l’homme. Enfin, la 

toxicologie des aérosols de nanocapsules lipidiques doit être étudié. Il existe tout d’abord un 

risque théorique d’accumulation de lipides faisant partie des NCL dans les poumons. Ces lipides 

sont susceptibles d’induire une pneumopathie lipidique traduisant un dépassement des capacités 

de dégradation locorégionale par rapport aux apports. D’autre part, l’inhalation de substances 

exogènes peut induire des réactions inflammatoires locales. Enfin, les médicaments vectorisés 

dans les nanocapsules lipidiques inhalées pourraient aussi induire ou aggraver des phénomènes 

toxiques indésirables. Pour toutes ses raisons, des études toxicologiques pulmonaires poussées 

seront nécessaires. 

Pour déterminer le champ exact des applications potentielles, nous avons sollicité le Professeur 

Saulnier (Unité INSERM 646) pour réaliser l’étude du devenir des nanocapsules lipidiques après 

administration dans les voies respiratoires. En particulier, nous souhaitons savoir comment se 

comportent les nanocapsules lipidiques au contact du mucus bronchique et du surfactant qui 

tapisse les alvéoles pulmonaires. Lorsque l’étude du devenir des nanocapsules lipidiques après 

spray ou nébulisation in vivo sera terminée, le champ des applications potentielles pourra être 

défini. En effet, au-delà des applications thérapeutiques, d’autres usages à visée diagnostiques 

semblent possibles comme la détection de lésions précancéreuses aux moyens de nanocapsules 

lipidiques dédiées. 
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8. Conclusions 
 
Ce travail a permis de caractériser pour la première fois que les nanocapsules lipidiques 

pouvaient être nébulisées en vue d’un usage chez l’homme. Cette nouvelle propriété des 

nanocapsules lipidiques ouvre un nouveau champ d’exploration dans le domaine de 

l’aérosolthérapie par nébulisation. En effet, de nombreux principes actifs sont vectorisables dans 

les NCL donc nébulisables. 

Ce travail démontre un intérêt de l’encapsulation du paclitaxel dans des nanocapsules lipidiques 

pour augmenter l’effet thérapeutique du paclitaxel par rapport au Taxol® par administration 

systémique et s’affranchir de la toxicité des excipients à effet notoire actuellement présent dans la 

formulation commerciale Taxol®. 

L’index thérapeutique du paclitaxel vectorisé dans des nanocapsules lipidiques est supérieur à 

celui de Taxol®. Nos travaux autorisent la poursuite des études toxicologiques des nanocapsules 

lipidiques après administration intraveineuse. 

Notre objectif futur est de respecter les obligations réglementaires dans ce domaine qui nous 

permettrons de déterminer si les nanocapsules lipidiques sont susceptibles de pouvoir être utilisé 

chez l’homme. 
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