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La plupart des agents anticancéreux utilisés en chimiothérapie provoquent l' inhibition 

de la prolifération et la mort des cellules tumorales contribuant ainsi à leur efficacité, cette 

toxicité sélective sur les cellules malignes n'épargne pas les cellules saines comme celles du 

rein. Dans le cas des anthracyclines telle que la doxorubicine, en plus des propriétés anti­

tumorales, elles présentent des effets secondaires notamment une néphrotoxicité généralement 

attribuée à l'augmentation des espèces réactives de l'oxygène responsables de complications 

cliniques associées à une mortalité et à une morbidité importante. 

Bien que le champ des applications thérapeutiques soit vaste, il est incontestable que le 

traitement du cancer constitue une indication prioritaire pour l'utilisation des 

nanotechnologies comme vecteurs de médicaments anticancéreux afin d' améliorer leurs index 

thérapeutique. Pour cette raison la doxorubicine a été encapsulée dans des liposomes 

biocompatibles et biodégradables, ce qui entraîne son accumulation préférentielle dans le site 

tumoral afin de maximiser l'efficacité et de minimiser la toxicité, sachant que la doxorubicine 

liposomale pégylée est la plus largement étudiée de ces nouvelles formulations des 

anthracyclines. Bien que ces vecteurs colloïdaux peuvent réduire la toxicité de ce principe 

actif, on ne sait pas actuellement est ce qu'ils sont toxiques en eux-mêmes. 

L'objectif de notre étude in vivo est d'abord d'étudier la présence ou non d'une néphrotoxicité 

suite à l'utilisation de doxorubicine encapsulé dans des liposomes, ensuite d'évaluer les 

similarités ou les différences de l' effet des deux formulations de doxorubicine nue et 

encapsulée sur les cellules rénales, d'effectuer aussi des dosages biochimiques et oxydatifs 

chez le rat Wistar albinos ç!.ans le but d'évaluer sa fonction rénale et enfin de voir les 

modifications moléculaires et cellulaires pouvant affectées les différentes fonctions et 

structures néphrotiques par un examen histopathologique. 
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Partie 1. Doxorubicine 

Les anthracyclines sont un groupe d'antibiotiques qui sont parmi les agents chimiothérapeutiques 

les plus actifs. Ils sont très efficaces contre un large spectre de tumeurs malignes y compris les 

tumeurs hématologiques et solides à la fois , dont les lymphomes, cancers gastriques, cancers du 

poumon, les sarcomes et les cancers du sein. Certains antibiotiques anthracyclines couramment 

utilisés comprennent : la doxorubicine, la daunorubicine, l'épirubicine et l'idarubicine (Rahman 

et al., 2007). L'hydroxylation du carbone en position 14 (C 14) donne des dérivés de 

Doxorubicine (Voutsadakis, 1998). 
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Figure 1 : Structures des principales anthracyclines: doxorubicine, daunorubicine, épirubicine et 
idarubicine (Minotti et al., 2004). 

1.1. Structure de la doxorubicine 

La doxorubicine est la première anthracycline isolée des pigments produits par Streptomyces 

peucetius au début des années 1960 et introduite dans le traitement du cancer en 1969. Elle est 

partagée en deux moitiés : un composé aglycone et un sucre. L'aglycone se compose d'un 

tétracycle avec des groupes adjacents de quinone- hydroquinone dans les cycles de C-B, un 

substituant méthoxy en C-4 dans le cycle D, et une chaîne latérale courte en C-9 avec un 

carbonyle en C-13. Le sucre, appelé daunosarnine, est attaché par une liaison glycosidique au 

carbone 7 du cycle A et se compose d'un 3-amino-2, 3,6 - trideoxy-L- fucosyl. La chaîne 

latérale de la doxorubicine se termine avec un alcool primaire (Minotti et al. , 2004). 

0 OH 

MeO O OH -H-w 
OH 

Figure 2 : Structure chimique détaillée de la 

Doxorubicine (Minotti et al. , 2004). 
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1.2. Pharmacocinétique de la Doxorubicine 

Le profil pharmacocinétique et l'activité pharmacologique de la doxorubicine répondent à un 

modèle biexponentiel. La cinétique plasmatique après une administration par bolus présente 

une diminution initiale rapide, suivie d'une autre diminution lente de la concentration 

plasmatique (Wilkinson et Mawer, 1974). Les concentrations initiales sont 50 fois supérieures 

à celles observées au début de la phase terminale (Greene et al ., 1983). Cette diminution du 

niveau plasmatique a été attribuée à la capacité rapide d' accumulation intracellulaire du 

médicament dans les tissus suivie d'une libération lente à partir des tissus ainsi qu 'à son 

élimination (Wilkinson et Mawer, 1974). Ces constations ont été confirmées aussi bien chez 

l' animal que chez l 'homme. En effet, il a été montré qu'après une administration 

intraveineuse chez les rongeurs, la doxorubicine est rapidement éliminée du plasma et se 

concentre dans le foie, la rate, les reins, les poumons et le cœur. Alors que chez l' être humain, 

son élimination plasmatique est également rapide, le volume de distribution a été estimé à 25 

l / kg, suggérant un degré significatif de captation par les tissus (Speth et al. , 1988). Ce grand 

volume de distribution, lorsqu'il est combiné avec le taux relativement rapide de la clairance 

de la circulation, donne comme résultat une faible concentration du médicament dans la 

tumeur et une toxicité importante pour les tissus normaux (Drummond et al. , 1999). 

Cette cinétique de disparition de la doxorubicine pourrait être décrite par une équation bi­

exponentielle avec un temps de demi-vie initiale de 8 min et un temps de demi-vie terminale 

de 30 heures, donc la phase terminale peut fournir 75% de l'exposition totale du médicament 

et elle maintient des concentrations cytotoxiques pendant plusieurs jours, depuis la demi-vie 

de 30 heure (Greene et al., 1983). La doxorubicine et ses métabolites sont majoritairement 

excrétés par voie biliaire; 41 % de la dose injectée l'est principalement sous forme inchangée, 

sur une période de 7 jours (Riggs et al. , 1977), alors que l'élimination urinaire est faible et 

représente, en moyenne, 5 % de la dose administrée (Marcot et al. , 1997). 

1.3. Métabolisme de la Doxorubicine 

Dans la circulation, la doxorubicine peut être convertie soit en métabolites inactifs le 

"deoxyaglycones" qui sont la doxorubicine aglycone et le deoxydoxorubicin aglycone, ou en 

métabolites actifs le "doxorubicinol" et représente la voie privilégié du métabolisme. La 

doxorubicine est métabolisée dans le foie par la voie de cytochrome P-450, donnant naissance 

à des métabolites toxiques (Lahouel et Fillastre, 2004). La réduction d'un groupe carbonyle 
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cians la chaîne latérale de la doxorubicine par une aldo-cetoréductase (NADPH-dépendant 

oxydoréductase) (Minotti et al., 1998), qui se trouve dans tous les tissus et surtout le rein 

(Bachur et al., 1974), donne la formation d'un métabolite alcoolique secondaire : le 

doxorubicinol qui est le principal métabolite trouvé dans le plasma, la bile et l'urine. 11 peut 

être ensuite métabolisé en doxorubicinol aglycone ou préférentiellement en 

deoxydoxorubicinol aglycone. Enfin, le deoxydoxorubicinol aglycone peut être convertie en 

métabolites plus polaires <l'o-sulfate ou d'o-glucoronide (Takanashi et Bachur, 1976). 

-r' 
/6 

V 1 Ill 

! 0 l 
~~~ 
WyY -ww~ -~ 
/OOOHl / .... µ_~ /OOO<t>. 

VI Il IV 

! 
o-glucoronlde and crsulfate derivatives 

Figure 3 : Métabolisme 
de doxorubicine in vivo : 
Doxorubicine (I), 
Doxorubicinol (II), Doxo 
aglycone (III), 
deoxydoxorubicin 
aglycone (V), 
doxorubicinol aglycone 
(IV),deoxydoxorubicinol 
aglycone (VI) 
(Drummond et al ., 
1999). 

Le doxorubicinol présente une activité cytotoxique in vitro, mais plus faible que celle de la 

molécule mère (de 5 à 28 fois moindre suivant la lignée cellulaire) (Olson et al. , 1988). La 

doxorubicine et ses métabolites demeurent indétectables dans le liquide céphalorachidien 

humain prélevé à divers moments après l' administration du médicament (Raguenez-Viotte et 

al., 1988) mais présente à des concentrations importantes et assez constantes dans les 

leucocytes circulants (Andersen et al. , 1999). 

1.4. Mécanisme d'action de la Doxorubicine 

En dépit de l'utilisation clinique à grande échelle, les mécanismes d'actions de doxorubicine 

dans les cellules cancéreuses restent un sujet de controverse. Les principaux mécanismes 

sont: l'intercalation dans l'ADN, ce qui inhibe la synthèse des macromolécules par une 

inhibition de la réplication et la transcription de l'ARN; la production des radicaux libres, 

provoquant des dommages de l'ADN ou des peroxydations lipidiques ; la liaison à l'ADN et 

!'alkylation; un cross-linking de l' ADN; l'interférence avec le déroulage de l'ADN ou avec la 

séparation des brins d'ADN et de l'activité hélicase; l' effet membranaire direct; l' initiation 
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des dommages à l'ADN via l'inhibition de la topoisomérase II; et l' induction de l'apoptose 

comme réponse à l'inhibition de la topoisomérase II (Gewirtz , 1999). 

Partie II. Doxorubicine liposomale 

La nanotechnologie représente aujourd'hui un domaine scientifique et technique en plein 

essor. Ce nouveau domaine se situe à l'interface de 03 grandes disciplines : la biologie, la 

physique et la chimie (Goutayer, 2008). Elle peut être définie comme la science et la génie 

impliquée dans la conception, la synthèse, la caractérisation et l'application des matériaux et 

des dispositifs plus petits, dont l'organisation fonctionnelle, dans au moins une dimension, est 

à l'échelle nanométrique, ou un milliardième de mètre (Rahman et al. , 2007). 

Normalement, les nanoparticules sont plus ou moins uniformément répartis dans tout le corps 

et atteignent la zone cible du médicament qui peut franchir de nombreux autres organes, les 

cellules, les compartiments intracellulaires, . .. etc. , où il peut être partiellement inactivé. Pour 

surmonter ce problème, une forte concentration du médicament doit être administrée, ce qui a 

pour potentiel de provoquer des complications indésirables. La solution idéale au tel problème 

est le ciblage de médicaments en utilisant dès supports appropriés tels que les polymères 

synthétiques, les microsphères, les micelles, les liposomes (Pozanansky et Juliano, 1984). 

Les formulations pharmaceutiques liposomales offrent la possibilité d'accroître l'efficacité 

tout en réduisant les effets secondaires toxiques des médicaments cytotoxiques de 

chimiothérapies. À l'heure actuelle, plusieurs médicaments anticancéreux sous forme 

liposomale tell que « la doxorubicine liposomale » sont disponibles à la clinique ou sont à un 

stade avancé de développement clinique (Park et al., 2004; Hofheinz et al. , 2005). 

11.1. Intérêt de la vectorisation de la doxorubicine 

Par définition, un vecteur est une structure capable de véhiculer un principe actif tel que la 

doxorubicine tout en modifiant sa distribution tissulaire et/ou cellulaire ou ses interactions 

avec des cellules cibles. Cette vectorisation permet d'une part d' éviter l' injection directe du 

médicament dans l'organisme et d'autre part d 'améliorer les caractéristiques 

pharmacocinétiques du principe actif après encapsulation. 

Une association de doxorubicine à des macromolécules peut être réalisée de façon covalente 

ou par interaction physique, ce qui permet alors : d' améliorer sa stabilité, de ralentir son 
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métabolisme et son élimination, d'améliorer son intensité d'action et de réduire sa toxicité 

(Socha, 2008). 

11.2. Choix des vecteurs : intérêt des liposomes 

Les liposomes sont des cristaux liquides lyotrope composés par des matériaux relativement 

biocompatibles et biodégradables et sont constitués d'un noyau aqueux piégé par un ou 

plusieurs bicouches naturels et / ou des lipides de synthèse (Goyal et al., 2005) de 50 à 100 

nm de diamètre. Si le médicament est encapsulé dans le cœur ou dans la bicouche de liposome 

ceci dépend de ces caractéristiques et le processus d'encapsulation. En général, les 

médicaments solubles dans l'eau sont encapsulés dans le cœur aqueux central, tandis que des 

médicaments liposolubles sont directement intégrés dans la membrane lipidique (Zamboni, 

2008). 

Lipid Bilayer 

Lipid-soluble drug 
Drug crystallised in 
aqueous solution 

Figure 4 : Structure de base des liposomes (Immordino et al ., 2006) 

Il y a trente ans, Alec Bangham découvre que les phospholipides forment de vésicules fermés 

dans l'eau de sorte que les liposomes sont spontanément formés lorsque les phospholipides 

sont dispersés en milieu aqueux (Lasic et Papahadjopoulos, 1995). L'utilité médicale de ce 

que sont maintenant appelées liposomes classiques (LCs) est limitée par leur adsorption 

rapide par les cellules phagocytaires du système immunitaire (Lasic et Papahadjopoulos, 

1995). La stabilité de la bicouche membranaire ainsi que la rétention de drogues incorporées 

dépend de ce fait sur la composition des lipides et de cholestérol des membranes liposomales 

(Huwyler et al., 2008). Les avantages potentiels des formulations liposomales sont de deux 

ordres: d'abord, les concentrations des médicaments lipophiles dans les milieux aqueux 

peuvent être augmentées considérablement au moyen de ces formulations. Deuxièmement, les 

transporteurs liposomales ont un effet protecteur sur les drogues incorporées en empêchant 

leur dégradation enzymatique (Krishna et Mayer, 1999). 
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caractéristiques physico-chimiques, comme la taille, la charge de surface, les lipides 

membranaires, et la stabilisation stérique, ainsi que sur la dose administrée et la voie 

d'administration. Après une administration IV, les liposomes classiques ont une cinétique non 

linéaire et saturable, la cinétique dose-dépendante des LCs donne relativement un taux de 

clairance relativement rapides pour les liposomes à faibles doses (Drurnmond, 1999). 

La phatmacocinétique de ces agents dépend du transporteur et non de la molécule mère 

jusqu'à ce que le médicament soit libéré par le transporteur (Laginha et al. , 2005). Le 

médicament qui reste encapsulés dans les liposomes ou lié à un polymère conjugué est une 

prodrogue inactive, et donc le médicament doit être libéré du transporteur pour être actif 

(Zamboni et al., 2004 ; Zamboni, 2005). 

Après que le médicament est libéré de son transporteur, sa pharmacocinétique est la même 

que celle après l'administration de sa forme conventionnelle (Zamboni, 2005). 

Les liposomes sont éliminés de la circulation sanguine par les macrophages du système 

réticuloendothélial (RES), en particulier celles du foie et la rate (Senior, 1987). 

L'opsonisation par des protéines sériques telles que le fragment C3b du complément, 

glycoprotéine b2, et la portion Fe des molécules d'IgG joue un rôle essentiel dans la 

reconnaissance et l'autorisation subséquente par les macrophages du RES (Senior, 1987 ; 

Devine et Marjan, 1997). 

11.3.2. Pharmacocinétique de la doxorubicine liposomale pégylée 

Un des avantages les plus significatifs des liposomes stériquement stabilisés de doxorubicine 

« LSS-DOX » est la pharmacocinétique linéaire et non saturable. Chez l'homme, LSS-DOX 

ou doxorubicine liposomale pégylée donne un maximum de 50 fois moins un volume de 

distribution (Vd) similaire à des valeurs du volume de plasma (de 200 à 4.5 1) (Allen, 1994), 

c'est à dire que le LSS à libération prolongée a un volume de distribution (V d) pour la 

doxorubicine qui n'est pas significativement différent du volume sanguin total, indiquant que 

le médicament est généralement limitée à la circulation systémique (Drummond et al. , 1999), 

également LSS-DOX a une diminution de 20 fois de la clairance plasmatique de 22 à 0.1 

L/heure et près de 1 OO fois une augmentation de l'aire sous la courbe (ASC) temps­

concentration (Allen, 1994). 

Dans les liposomes pégylés de doxorubicine, une corrélation a été observée entre la phase de 

transition (Tm) de la composante de phospholipides, la stabilité de la formulation et les taux 

plasmatiques du médicament in vivo (Gabizon et al. , 1993) ainsi, les LSS sont plus pliables et 
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peuvent être utilisés avec des lipides en phase liquide pour obtenir de longue temps de 

circulation et un taux élevé de liposomes dans la tumeur (Drummond et al., 1999). 

L'attachement du PEG à la surface d'un liposome empêche l'absorption de liposome contenant 

doxorubicine par le RES, donc ces liposomes ont une longue demi-vie dans la circulation par 

rapport à la doxorubicine libre, donnant une grande partie de l'aire sous la courbe (ASC) 

plasmatique attribuée à la phase terminale prolongée (Papahadjopoulos et Gabizon, 1995; 

Gabizon et Martin, 1997). 

Les temps de demi-vie plasmatiques (t Yi) chez le rat ont été trouvés entre 22 et 23,6 h 

(Mayhew et al., 1992), tandis que celles de l'être humain sont approximativement de 45 h 

(Gabizon et al., 1994). Bien que let Yi ait été jugé indépendant de la dose pour LSS-DOX, la 

doxorubicine a une clairance plasmatique de 560 fois plus lente chez l'homme quand elle est 

encapsulée . dans LSSs. Chez le rat, l'ASC est 60 fois plus élevé que celle de doxorubicine 

libre, et cette augmentation est de 368 fois plus chez les lapins (Working et Dayan, 1996). 

•:• Distribution tissulaire de Doxorubicine liposomale pégylée 

En partie, en raison de la taille du transporteur, LSS-DOX possède une distribution tissulaire 

altérée par rapport à doxorubicine libre. Le V d pour doxorubicine libre est élevé dans toutes 

les espèces étudiées, ce qui indique une large distribution tissulaire. Toutefois, lorsqu'ils sont 

administrés sous · forme liposomale, le V d a été réduit de 60 fois à des valeurs proche du 

volume plasmatique. La taille relativement importante des transporteurs liposomales (45-150 

nm) les empêche de passer par les pores de 2 nm de diamètre trouvés dans l'endothélium des 

vaisseaux sanguins dans la plupart des tissus sains, voire les pores de 6 nm trouvée dans les 

veinules post-capillaires (Seymour, 1992). 

11.3.2.1. Accumulation de Doxorubicine liposomale pégylée dans la tumeur 

Pour cibler les tumeurs, la doxorubicine liposomale pégylée doit être capable de quitter le 

sang et d'atteindre la tumeur. Toutefois, en raison de leur taille, ces liposomes ne peuvent pas 

subir normalement le passage transcapillaire. L'accumulation des liposomes ou des 

macromolécules dans les tumeurs est le résultat d'une fuite à travers la microvascularisation 

tumoral et un soutien lymphatique avec les facultés affaiblies de la zone tumorale (Seymour, 

1992). Cet effet est souvent désigné sous le nom de la perméabilité améliorée et l'effet de 

rétention (« EPR phénomène»). Une fois dans les tumeurs, les liposomes non ciblés sont 

localisés dans le tissu interstitiel entourant les cellules tumorales (Huang et al., 1992; Yuan et 
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al., 1994). Les liposomes n'ont pas été observés dans les cellules tumorales, même si elles ont 

été observées dans les macrophages résidant la tumeur. La distribution limitée de LSS-DOX 

dans l'interstitium tumoral est le résultat d'une pression interstitielle élevée et un grand espace 

interstitiel par rapport aux tissus normaux (Jain, 1990). L'absence de fonctionnement 

lymphatique, en combinaison avec une pressio11; interstitielle élevée, résulte le piégeage de ces 

liposomes dans la zone tumorale. Le résultat est un rythme relativement lent de l'élimination à 

partir de la .tumeur. 

Tissue Compartment 

Figure 6: Schéma présentant les mécanismes d'accwnulation de LSS-Doxo 
dans les tumeurs (Martin, 1997). 

11.3.2.2. Biodisponibilité de Doxorubicine encapsulée 

Nous définissons la biodisponibilité dans le cas des transporteurs liposomale comme la 

quantité de médicament libre qui est capable de franchir les limites ·du transporteur et est donc 

disponible pour la redistribution dans les tissus voisins et dans la tumeur. 

Pour les liposomes de doxorubicine à libération lente, le médicament à la capacité de fuir très 

lentement son vecteur et donc être similaire à une perfusion lente en particulier près des 

cellules cancéreuses (Vaage et al., 1998). La doxorubicine livrée via LSSs réside 

immédiatement à proximité des capillaires et veinules de la tumeur à un temps très court (1 h) 

(Vaage et al., 1998). À 24 h, la doxorubicine s'était échappée des liposomes et a été trouvé au 

sein de la tumeur dans un modèle indiquant la diffusion hors des capillaires et veinules. La 

doxorubicine ne devient biodisponible qu'en arrivant à la tumeur. 

11.4. Métabolisme de la Doxorubicine liposomale 

Dans deux études distinctes (Gabizon et al., 1994; Northfelt et al., 1996), le doxorubicinol n'a 

pas été observée dans le plasma à tout moment après l'administration de LSS- DOX. Dans les 

formulations contenant des phospholipides insaturés, les fuites rapide de doxorubicine du 
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liposome et du doxorubicinol a été détecté dans le plasma à des temps aussi court que 30 min 

(Gabizon et al., 1991; Embree et al., 1993). Sa protection de l'inactivation par des enzymes 

plasmatiques presque certainement augmenter le pourcentage de médicament qui arrive à la 

forme active dans le site tumoral, à ce moment là, le métabolisme de LSS-DOX prend celui 

de la forme libre. 

Partie III. Néphrotoxicité de la doxorubicine nue et encapsulée 

111.1. Rappel histologique du néphron 

Le néphron est l'unité fonctionnelle rénale, il est composé d'un glomérule qui est un bouquet 

de capillaires, d'un tube contourné proximal, de l'anse de Henlé avec une partie grêle et une 

partie plus épaisse: la branche ascendante, et le tube distal (Seguy, 1996). 

111.2. Mécanisme de la néphrotoxicité de la doxorubicine 

La néphrotoxicité peut être définie de façon très large comme l'ensemble des altérations 

fonctionnelles ou structurelles rénales, induites directement ou indirectement par des agents 

chimiques (ou leur métabolites), qui sont absorbés dans l'organisme quelle qu'en soit la voie 

de pénétration. L'utilisation de la doxorubicine a été limitée pour ses diverses toxicités, en 

particulier cardiaques, rénales, hématologiques et testiculaires (Liu et al. ,2007) la 

doxorubicine est néphrotoxique (Malarkodi et al., 2003). 

Une étude à long terme de ces changements histopathologiques chez le rat a montré une lésion 

rénale sévère avec les caractéristiques de la maladie rénale chronique progressive chez 

l'homme (Lin et al., 2007). La doxorubicine lèse sélectivement les cellules épithéliales 

glomérulaires chez les rongeurs et cause un syndrome néphrotique dans quelques jours lors de 

l'administration d'une dose unique (Bertani et al., 1982) et augmente aussi la perméabilité 

capillaire glomérulaire et l'atrophie tubulaire (Mohan et al. , 2010). Ce modèle de syndrome 

néphrotique se caractérise par une protéinurie, une hypoalburninémie, une dyslipidémie, une 

hypercoagulabilité, ascite et œdème périphérique, qui ne sont évidentes que plusieurs 

semaines après le traitement. Bien qu'il ait été suggéré que la doxorubicine pourrait aussi 

causer une toxicité tubulaire, il est généralement admis que les effets tubulaires d'une telle 

exposition sont mineurs, de courte durée et sans importance (Gordon et Peter, 1995). 

Le mécanisme moléculaire par lequel la doxorubicine cause des dommages rénaux n'est pas 

connu (Malarkodi et al., 2003). Cependant, l'inhibition de la synthèse d'ADN et la formation 
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de radicaux oxygénés suivie de la peroxydation lipidique dans le rein ont été impliquées dans 

la toxicité de la doxorubicine (Park, 2003). 

Des études expérimentales et cliniques ont suggéré que l' augmentation de stress oxydatif 

associé par un statut déficient de la défense antioxydante, lance une cascade de réactions 

responsable de la néphrotoxicité induite par la doxorubicine (Ibrahim et al., 2009). 

ID.2.1. Doxorubicine, agent causal de la néphrotoxicité 

La néphropathie induite par la doxorubicine se distingue parce qu'elle est le modèle 

prototypique expérimental de la glomérulosclérose segmentaire focal primaire (FSGS), l'une 

des principales causes d'insuffisance rénale au stade final. Ce trait est pertinent pour les études 

sur les glomérulopathies parce que de nombreuses études indiquent que les podocytes 

glomérulaires sont le site de l'agression initiale dans ce modèle (Wang et al ., 2000). 

Une exposition directe des reins à la doxorubicine lors de l'administration par IV est une 

exigence pour le développement de la néphropathie, ce qui suggère que ce trait est 

indépendant du métabolisme des médicaments extrarénaux (Bertani et al., 1986). 

Sur des souches sensibles des rats et des souris, une injection IV unique de doxorubicine 

produit une protéinurie, et une progression de la maladie rénale dans 5-7 jours d'exposition 

(Zheng et al., 2005). Le dénominateur commun de la néphropathie expérimentale, qui 

reproduit des changements minimes de la maladie et diverses maladies rénales primaires et 

secondaires, est un dysfonctionnement glomérulaire entraînant une protéinurie massive 

(Nakhoul et al., 2005). La pathologie ultrastructurale des reins exposés à la doxorubicine, 

montre des modifications rapide au niveau des cellules glomérulaire épithéliales, conduisant à 

une perméabilité accrue des protéines (Bach et al., 1997). 

Les études en microponction chez l'animal, ont montré que la protéinurie est ongrnrure 

principalement du glomérule juxtamédullaire, indiquant que les glomérules corticaux sont 

moins sensibles à l'effet des composés toxiques (Soose et al.,1988) . Ainsi l ' atteinte 

glomérulaire était associée à un effet stimulant sur le métabolisme glomérulaire, ce qui était 

beaucoup plus prononcé dans la juxtamédullaire puis dans le glomérule cortical. 

Le mécanisme de base de cette hétérogénéité des lésions glomérulaires n'est pas entièrement 

compris, mais peut être liée à des différences de pression d'oxygène dans le cortex externe et 

interne. La pression partielle de l'oxygène à l ' intérieur de cortex est considérablement plus 

élevée que celle de la région sous-capsulaire, ce qui renforcerait le stress oxydatif dans les 

composants membranaire médié par les radicaux semiquinones de doxorubicine, dans les 
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cellules épithéliales glomérulaires et juxtamédullaires en raison d'un approvisionnement plus 

abondant d'oxygène. L'effet néphrotique précoce, qui est reflété par une diminution de 

l'activité ATPase glomérulaire, est médié par la formation de radicaux libres. Le stress 

oxydatif des composés membranaire semble réduire la perméabilité de la barrière 

glomérulaire à l'eau (Barbey et al. , 1989). Aussi des recherches suggèrent que Platelet 

activating factor (PAF) peut être un médiateur de la néphrotoxicité induite par doxorubicine. 

PAF, synthétisée par les cellules mésangiales, induit la perte de charge anionique 

glomérulaire (Egido et al., 1987). Une coloration de fer Colloïdale d 'une biopsie rénale a 

révélé une perte de polyanions glomérulaire dès 3h et une perte très marquée à 28h après 

l'administration de doxorubicine. Les polyanions sont totalement absents dans le 13 éme jours 

et sont encore indétectables à 28 jours. Ainsi, la perte des charges polyanioniques associé à la 

couche d'acide sialique précèdent les modifications ultrastructurelles et l'apparition d'une 

protéinurie (Bertani et al. , 1982) 

111.2.2. Rôle du stress oxydatif dans la néphrotoxicité de la Doxorubicine 

Ces dernières années, le système oxydatif et les modalités thérapeutiques, liées aux maladies 

rénales ont été étudiées et son importance a été soulignée (Bulucu et al. , 2000). 

Dans des conditions physiologiques, les ROS intracellulaire agissent comme un second 

messager à une variété de facteurs de croissance, ce qui induit l'activation des molécules de 

signalisation en aval (Zhu et al., 2006). Toutefois, lorsque les ROS sont excessivement 

produites, par exemple, dans le cadre de l'administration de la doxorubicine, elle devient 

nocive et provoque des dommages au niveau des composantes cellulaires, et des lipides 

membranaires de la membrane plasmique et des mitochondries (Hou et al. , 2009). Les ROS 

ont été considérées comme ayant un rôle dans la pathogenèse des maladies glomérulaires, tel 

que les maladies entraînant des changements minimes et des néphropathies membranaires, 

insuffisance rénale aiguë post-ischémique ou toxique et la pyélonéphrite (Ichikawa, 1994). 

Les cellules rénales, les neutrophiles ou d'autres cellules dans la circulation peuvent être les 

sources d'espèces réactives de l'oxygène (Alis et al. , 2008). 

Les RÇ)S produits dans les reins ont été associés à des lésions tissulaires et ils sont compensés 

par le système de défense anti-oxydante du rein. Deux voies différentes de formation de 

radicaux libres par la doxorubicine ont été décrites: 
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* La première, implique la formation d'un radical libre semiguinone: Un ajout d 'un électron à 

la moitié quinone dans l'anneau C de la doxorubicine et d'autres anthracyclines, est connue 

depuis longtemps pour provoquer la formation d'un semiquinone qui régénère rapidement son 

quinine mère par la réduction de l'oxygène à une espèce réactive de l'oxygène (ROS) comme 

l'anion superoxyde (02°-) et le peroxyde d'hydrogène (H202). 

Ce cycle est soutenu par un certain nombre de NAD(P)H oxidoreductases (cytochrome P450 

ou b5 reduetase, NADH mitochondrial déshydrogénase, la xanthine déshydrogénase, le 

monoxyde d'azote synthase endothéliale) (V asquez-Vivar et al., 1997; Minotti et al ., 1999). 

Au cours de ce cycle, le semiquinone peut être transformé en 7-deoxyaglycone. 

En raison de leur solubilité augmenté dans les lipides, l ' aglycone s'intercale dans les 

membranes biologiques et forment des ROS à proximité des cibles sensibles (Licata et al ., 

2000). 
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Figure 7: Le cycle d'oxydo-réduction des 

électrons de l'anthracycline (Minotti et al. , 

2004). 

* Dans la seconde voie, les radicaux libres de doxorubicine sont produits par un mécanisme 

non enzymatique gui implique des réactions avec le fer : 

Un électron du cycle redox de doxorubicine est également accompagné d'une libération de fer 

à partir des réserves intracellulaires; interaction de liaison du ligand de doxorubicine avec une 

libération du fer, se traduit par la formation des complexes médicament-fer qui convertissent 

02°- et H20 2 à des radicaux hydroxyles plus puissants (OH0
) (Myers, 1998; Minotti et al. , 

1999). Le complexe Fer-doxorubicine cause des dommages oxydatifs d'une variété de tissus, 

y compris les reins. OH0 est l'espèce chimique la plus réactive responsable de la peroxydation 

lipidique, causant des dommages irréversibles de la structure et de la fonction membranaire 

(Abdel-Wahab et al. , 2003) conduisant à la libération d'aldéhydes réactifs, tels que le 

malonyldialdéhyde (MDA) et la diminution de GSH contenus dans les reins (Hou et al. , 
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2009). L'oxydation lipidique est une étape dans la cascade de la néphrotoxicité de la 

doxorubicine, conduisant à des altérations du métabolisme dans les cellules épithéliales, ce 

qui pourrait conduire à des altérations structurelles dans la barrière de filtration glomérulaire 

(Bach et al., 1997). 
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Figure 8 : Illustration du cycle redox médié par la doxorubicine. Doxorubicine peut également se lier 
au fer en formant Je complexe doxorubicine-fer, qui peut conduire à la formation de ROS et les 
dommages cellulaires (Xu et al., 2005). 

Les ROS pourraient affecter la chaîne de transport d'électrons et de canaliser l'énergie ainsi 

qu'ils pourraient favoriser l'initiation de la mort cellulaire programmée (apoptose) (Ibrahim et 

al., 2009), par une libération favorable de cytochrome C et par conséquent une formation 

d'un complexe« apoptosome »à travers une sur-régulation de Bax ou par une sous-régulation 

de Bel-XL (Minotti et al., 2004). L'apoptose joue un rôle important dans la pathogenèse de 

différentes maladies rénales et l'intervention de l'apoptose cellulaire et l'apoptose lié aux 

gènes peut être une méthode efficace pour prévenir et guérir les maladies rénales (Liu et al., 

2007). L'apoptose des cellules tubulaires rénales a été rapportée dans des rats traités par 

doxornbicine est considéré comme l'un des éléments clés de l'atrophie tubulaire, qui est une 

des caractéristiques des maladies rénales chroniques (Lin et al., 2007). Des résultats montrent 

également que la doxorubicine augmente le contenu nitrite de rein (Ibrahim et al., 2009). 
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Les concentrations plasmatiques de MDA et les activités du SOD tissulaire ont été trouvés 

significativement plus élevées chez le rat néphrotique par rapport à celles des contrôles. 

De même, l'étude de Dogra et al. démontre que dans le syndrome néphrotique, il y avait une 

diminution de la capacité de piégeage des radicaux libres de plasma, qui est inversement 

corrélée à l'hypoalbuminémie (Dogra et al., 2001). 

111.3. Histopathologie de la néphroto.xicité de Doxorubicine 

Les lésions rénales d'animaux traités par la doxorubicine comprennent: 

111.3.1. Détachement des cellules épithéliales. 

111.3.2. Altérations des cellules épithéliales glomérulaires ; des changements 

ultrastructuraux sévères des cellules épithéliales glomérulaires qui se produisent et constituent 

la base de l'augmentation de la perméabilité glomérulaire et de la protéinurie. Dans l'espace 

urinaire les cellules épithéliales montrent une hyperactivité, avec la dilatation des citernes du 

réticulum endoplasmique, nombreux lysosomes denses, et des projections de la membrane 

plasmatique. La fusion de ces saillies, forme de grandes vacuoles comme si l'expansion de la 

membrane plasmique s'est produite (Raguenez-Viotte et al. , 1988). 

Les cellules épithéliales glomérulaires montrent une déformation de la forme, des formations 

de vacuole, un détachement de la membrane plasmique de la membrane basale glomérulaire 

(MBG) et une augmentation des organites cellulaires. Parallèlement à ces modifications, la 

distribution anormale des microfilaments intracytoplasmiques de 5-6 nm de diamètre et de la 

fusion des pédicelles adjacents à la MBG (Ito et al. , 1986). 

Ill.3.3. Fusion des pédicelles ; la fusion des pédicelles des cellules épithéliales viscérales a 

été la première lésion observée en microscopie électronique dès le 4 ème jour suivant l' injection 

de doxorubicine. Ces fusions focales évoluent et deviennent plus complètes après 21 à 28 

jours (Raguenez-Viotte et al., 1988). La fusion des pédicelles s'observe dans toutes les 

glomérulopathies accompagnés d'une protéinurie liée à une perte des charges anioniques des 

podocytes (Wang et al., 1991). Les caractéristiques du modèle clinique et pathologique sont 

très similaires à celles décrites chez l'homme avec des changements minimes de syndrome 

néphrotique. Une diminution de la longueur des pores épithéliaux apparaissait de façon 

concominante avec l'élargissement des pédicelles ce qui est en concordance avec l'hypothèse 

d'une fusion des pédicelles responsable de la diminution de la perméabilité capjllaire 

glomérulaire (Bohman et al., 1984). 
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Figure 9 : Schéma représentant la fusion des pédicelles (Farquhar, 2006). 

111.3.4. Rétraction ischémiques glomérulaire ; en microscopie optique, beaucoup de 

glomérules montrent des effondrements ( collapse) de type ischémique de la touffe 

glomérulaire avec un épaississement de la capsule de Bowrnan après traitement par la 

doxorubicine (Raguenez-Viotte et al. , 1988). 

ill.3.5. Changements tubulaires interstitiels ; le degré de volume interstitiel est 

sensiblement augmenté avec le temps, indiquant la gravité de l'expansion interstitielle 

tubulaire, une augmentation focale dans la résorption sous forme de gouttelettes dans les 

cellules tubulaires et des moulages intraluminale et après 4 semaines de traitement, les tubules 

affichent d'importantes modifications, notamment une diminution de la hauteur des cellules de 

l'épithélium tubulaire, une perte de bordure en brosse, une vacuolisation et une infiltration 

modérée des monocytes interstitielle (Wang et al. , 2000). 

111.3.6. Vacuolisation glomérulaire; réduction de la taille des glomérules avec plusieurs 

vacuoles et l'effondrement de la touffe. 

111.3.7. Nombreux traces de protéines denses "hyalins" ont été observés dans la lumière des 

tubules rénaux avec prédominance dans la zone juxtamédullaires (Park, 2003), un 

épaississement de la membrane basale glomérulaire, une surcharge lipidique mesangial et une 

sclérose glomérulaire focal (SGF) (Raguenez-Viotte et al., 1988). 

111.4. Evaluation de la néphrotoxicité 

De la diurèse à l'analyse protéomique urinaire, de très nombreux marqueurs de souffrance 

rénale peuvent être mis en évidence. Les méthodes d'étude de la néphrotoxicité des produits 

chimiques in vitro, et in vivo permettent la recherche mécanistique sur la toxicité des cellules 
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cibles, de l'examen préalable de nouveaux composés pour leur néphrotoxicité potentielle 

(Bababunmi et al., 1991). 

111.4.1. Marqueurs de la néphrotoxicité 

111.4.1.1. Mesures des marqueurs exogènes 

Le taux de filtration glomérulaire est traditionnellement considéré comme le meilleur indice 

de la fonction rénale (Levey et al. 1999). La clairance est la méthode de référence pour 

étudier la filtration glomérulaire. 

111.4.1.2. Mesures des marqueurs endogènes 

111.4.1.2.1. Débit de filtration glomérulaire et bilan des dérivés azotés 

La détermination du bilan azoté se fait sur le plasma et sur les urines de 24 heures, les 

principaux dérivés azotés urinaires étant l'urée, la créatinine et l'acide urique (Frey et al. , 

2001). Parce que le taux de filtration glomérulaire (TFG) est difficile à mesurer dans la 

pratique clinique, la plupart des cliniciens l ' estiment à partir de la concentration sérique de la 

créatinine (Levey et al. 1999). 

- La créatinine est un produit de dégradation de la créatine. Elle est filtrée au ruveau 

glomérulaire mais n'est pas réabsorbée au niveau tubulaire. Elle est utilisée pour détecter 

l'apparition d'une insuffisance rénale, d'ajuster les doses de médicaments excrétés par les 

reins, et d'évaluer l'efficacité du traitement pour une maladie rénale progressive par le calcul 

de sa clearance (Levey et al. 1999). 

- L'urée est la forme principale d'élimination des déchets azotés provenant du catabolisme des 

protéines et c'est le composé azoté le plus abondant de l'urine. Elle est complètement filtrée 

par le glomérule et réabsorbée partiellement au niveau du tubule rénal de façon inversement 

proportionnelle au débit urinaire. 

- L'acide urique est le produit final du métabolisme des purines. Il est principalement éliminé 

par le rein : filtré par le glomérule rénal, ensuite réabsorbé au niveau du tube proximal, puis 

sécrété au niveau du tube distal (Frey et al. , 2001). 
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ID.4.1.2.2. Bilan potassique 

Le potassium est le principal cation (plus de 90%) des liquides intracellulaires. Sa réduction 

dans les excrétions rénales c'est-à-dire une hyperkaliémie ([K +] > 5 mmol/L) révèle une 

insuffisance rénale aigue ou chronique. 

111.4.1.2.3. Bilan phosphocalcique 

L'excrétion urinaire du calcium est l'aboutissement de mécanismes hormonaux et 

vitaminiques complexes de régulation du calcium endogène qui ont pour objet de maintenir la 

calcémie à un niveau constant (Brunette, 1997). Dans la majorité des pathologies, la calciurie 

ne constitue pas un élément diagnostique à lui seul mais c'est un point clé du diagnostic des 

lithiases et des tubulopathies (Frey et al., 2001 ). 

111.4.1.2.4. Protéinurie 

L'altération de l'intégrité de la barrière glomérulaire provoque la filtration de grosses 

molécules, normalement retenues, et se manifeste par une protéinurie (Marshall et Bangert, 

2005). Cette dernière est une des plus fréquentes anomalies urinaires. Sa mise en évidence se 

fait très souvent à l'aide de bandelettes réactives. Une technique quantitative est alors 

nécessaire pour déterminer la concentration et le débit des protéines urinaires. 

La perméabilité de la membrane de filtration aux protéines est influencée par leur taille, leur 

masse moléculaire, leur volume, leur charge électrique (Soto et Niaudet, 1997). 

111.4.1.2.5. Enzymurie « yGT » 

La détermination d'une enzymurie a été essentiellement utilisée pour le diagnostic précoce 

d'une insuffisance rénale aigue par toxicité médicamenteuse (Bagshow et Bellomo, 2007) . 

La gamma glutamyle transférase est une glycoprotéine membranaire qui catalyse le transfert 

de résidus gamma-glutamyl du glutathion. Elle se trouve surtout dans le rein, dans le 

pancréas, la rate, l'intestin et en quantité moindre dans le coeur, le foie, le cerveau (Labescat, 

2008). L'activation de la gamma-GT dans les urines peut être considérée comme le premier 

signe du début de la néphrotoxicité. 

111.4.1.2.6. Cystatine C 

Elle fait partie des marqueurs récemment étudiés et qui pourraient être une meilleure approche 

dans l'évaluation des altérations de la fonction rénale. La cystatine C est une protéine non 

glycosylée qui appartient à la famille des cystéines protéase. Elle est produite à un taux 

constant par les cellules nucléées, totalement filtrée par le rein. Elle est totalement réabsorbée 
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et catabolisée au niveau du tube contourné proximal. Son taux est indépendant de l' age, du 

sexe et de la masse musculaire. Elle est mesurée par immunonéphélométrie et son taux 

sanguin est corrélé à la filtration glomérulaire (Bagshow et Bellomo, 2007). 
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1. Matériel 

1.1. Partie galénique 

Il est évident que suivant l' utilisation ultérieure des liposomes des types différents et donc des 

préparations différentes de liposomes doivent être préférentiellement utilisées. Ainsi, les 

diverses compositions lipidiques, la taille ainsi que la charge électrique des liposomes, 

peuvent influencer considérablement sur la distribution et l' élimination des liposomes in vivo. 

Il est possible de distinguer deux types majeurs de liposomes : les grands liposomes multi ou 

unilamellaires et les petits liposomes unilamellaires. 

Les liposomes ont été décrits pour la première fois par Bangham et al. (1965). La méthode de 

préparation dite également méthode d'hydratation d'un film lipidique n' as pas changé et reste 

la plus simple des préparations de liposomes. Cette technique consiste à agiter 

mécaniquement la suspension aqueuse, contenant les solutés à encapsuler (doxorubicine), 

introduite sur le film lipidique séché par évaporation du solvant organique. 

1.1.1. Préparation des liposomes 

Les liposomes utilisés dans notre étude ont été préparés par Mr. Mohamed AL Y ANE sous la 

direction du professeur Gillian BARRA TT dans le laboratoire de Pharmacie Galénique, 

Faculté de Pharmacie, Université Paris-Sud (France). 

La préparation a été réalisée selon la procédure suivante : 

38.95mg de Lipo-HEPC, 32.41 lmg de lipo-HEPC/Chol et 37.432mg de lipo-EPC/Chol/PEG 

ont été dissout dans 2 à 3ml du chloroforme puis transvasé dans un ballon de 50ml. Une 

évaporation du solvant sous vide à l' évaporateur rotatif (Büchi Rotavapor R-215 , 

Switzerland) à la température ambiante a permis d'obtenir un fin film lipidique sur les parois 

du ballon au fur et à mesure de cette évaporation. 

Le film lipidique ainsi obtenu est réhydraté à 70°C (au dessus de la température de transition 

de phase), ceci est réalisé par l' addition de 10 ml de la solution de sulfate d' ammonium (250 

mM, pH5.4, température 70°C) et de quelques billes en verre (pour faciliter le décollement du 

film lipidique). Une forte agitation au vortex pendant 5 min suivie d'une rotation à 

l'évaporateur rotatif à 70°C permet l ' obtention d'une solution trouble, laiteuse et légèrement 

bleuté et indique la formation des liposomes. 
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A 70°C la solution des liposomes a subit une extrusion à l' aide d'un extruder sous pression 

d'azote pour avoir des liposomes de taille homogènes, à travers des membranes en 

polycarbonate (Whatman, Maidstone, Kent, UK) de 0.2µm ensuite de O.lµm pendant 5 fois et 

10 fois respectivement. 

Les échantillons de liposomes sont conservés à 4°C et sous atmosphère inerte (azote) afin 

d'éviter leur oxydation avec l'oxygène de l'air. 

Les liposomes ont ensuite été caractérisés par la mesure de leurs tailles et la détermination de 

leurs taux d'encapsulation. Cependant les propriétés électriques de surface des particules 

dispersées influencent également le comportement physique, chimique et biologique des 

liposomes. 

1.1.2. Mesure de la taille 

La taille des liposomes dispersés dans du sulfate d'ammonium pH 5.4 a été mesurée par 

spectroscopie en autocorrélation de la diffusion quasi-élastique d' un rayon laser 

monochromatique (Zetasizer Nano ZS Zen 3600, Malvem instruments Ltd, Malvem, UK) à 

25 °C dans les conditions suivantes : viscosité de 0.8945 centipoise et indice de réfraction du 

dispersant 1.335. 

Après la préparation des liposomes, la solution est prélevée et introduite dans une cuve qui 

par la suite a été insérée dans l'appareil pour mener les mesures. 

1.1.3. Mesure du potentiel zêta 

La pertinence de la mesure du potentiel zêta pour compléter la caractérisation de ces 

liposomes a été envisagée. L'analyse réalisée permet de situer l'intérêt du potentiel zêta dans 

trois domaines : la caractérisation des interactions potentielles entre la substance active et la 

forme vectorisée, l' estimation de la biodistribution du vecteur et l' évaluation de la stabilité 

physique et chimique de la dispersion. Le potentiel zéta des liposomes dispersés dans de 

l'eau milliQ (dilution 1/30) est mesuré aussi par spectroscopie à 25°C, après dilution au 50 ème 

par l'eau milliQ et dans les conditions suivantes : viscosité de 0.8945 centipoise et indice de 

réfraction du dispersant 1.335. Chaque mesure a été réalisée 3 fois durant 1 minute. 
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1.1.4. Calcul du taux d'encapsulation 

Pour la séparation de la fraction du principe actif non encapsulé ( doxorubicine ), La 

chromatographie sur gel de séphadex G-25 (PD-10 Desalting Columns, GE Healthcare Ltd, 

Sweden) a été utilisée. 

La doxorubicine encapsulée est ensuite quantifiée par spectrophotométrie à 483 nm 

(Shimadzu UV-vis spectrophotometre, Japan) après lyse des liposomes avec du SDS 10% 

(w/v, eau melliQ). 

1.2. Partie biologique 

Notre travail a été effectué au niveau du laboratoire de pharmacologie du département de 

biologie à l'université de Jijel. Il est consacré à l'évaluation in vivo de la néphrotoxicité de la 

doxorubicine nue ou encapsulée dans les liposomes. 

1.2.1. Entretien des animaux 

L'étude a été réalisée sur des rats Wistar albinos femelles (Institut Pasteur d'Alger, Algérie) 

pesant environs de 160-l 80g. Les animaux sont répartis en quatre groupes de six chacun. Ils 

ont libre accès à l'eau et à la nourriture. La température de l' animalerie est maintenue à 22°C, 

hygrométrie de 60% et un cycle jour nuit de 12h-12h. 

• Groupe 01 (06 rats) : Animaux témoins recevant 0,9 ml de Nacl 0,9% par voie 

intraveineuse. 

• Groupe 02 (06 rats) : Animaux recevant 1,1 ml de liposomes vides à une dose unique 

de 10 mg/kg par voie intraveineuse. 

• Groupe 03 (06 rats): Animaux recevant 1,2 ml de doxorubicine liposomale pégylée à 

une dose unique de 10 mg/kg par voie intraveineuse. 

• Groupe 04 (06 rats) : Les animaux de ce groupe sont traités par la doxorubicine seule 

(0,9 ml) à une dose unique de 10 mg/kg par voie intraveineuse. 
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1.2.2. Sacrifice des animaux et prélèvement des échantillons biologiques 

Les animaux sont placés en cage à diurèse pendant deux périodes consécutives de 24 heures 

après l' injection des médicaments et à la veille des jours des prélèvements sanguins dans un 

intervalle de temps régulier : 2, 7, 15 et 21 jours. Les urines sont récupérées pour la mesure de 

la créatininurie. 

Le sang est prélevé sur tubes héparinés à l' aide d 'un tube capillaire au niveau de l 'œil (sinus 

rétro-orbital). Il est centrifugé à 3300 tours / minute pendant 10 minutes (Centrifugeuse 

55702, Bioblock scientific, Italy) puis le plasma récupéré est utilisé pour les analyses 

biochimiques. 

Pour l'étude tissulaire, les animaux sont sacrifiés, après anesthésie par l' éther, à un intervalle 

de temps réguliers de 2, 7, 15 et 21 jours après l' administration du médicament 

anticancéreux « doxorubicine » et « doxorubicine liposomale pégylée ». Ensuite, les reins 

sont prélevés, l'un est fixé dans le liquide de Dubosc Brazil pour l' examen histologique et 

l'autre est congelé à (- 20°C) pour réaliser les dosages tissulaires du stress (MDA, GSH, SOD, 

CAT et GST). 

II. Méthodes 

11.1. Dosages biochimiques 

11.1.1. Dosage de la créatinine sérique et sa clairance 

La créatinine provient du métabolisme de la créatine musculaire et la quantité quotidienne 

produite est relativement constante. La mesure de la créatinine dans le sang est le test à 

utiliser pour une évaluation de base de la fonction rénale. 

La créatinine sérique est mesurée selon la méthode calorimétrique de Jaffe (Bonsnes et al. , 

1945) grâce à la formation d'un produit coloré en présence d'un picrate alcalin. La mesure est 

faite à l'aide d'un spectrophotomètre à 492 nm. La créatininémie est exprimées en µmole/L. 

La clairance C d'une substance est le volume de plasma épuré de cette substance par unité de 

temps. Ainsi, lorsqu'une substance est librement filtrée et éliminée exclusivement par le rein, 

la clairance est égale au débit de filtration glomérulaire : 

Px DFG = U xV OU DFG = U x V/ P 
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Où 

P est la concentration plasmatique d'une substance, 

DFG : le débit de filtration glomérulaire, 

U : la concentration urinaire de la substance étudiée 

et V: le volume des urines (Bagshow et Bellomo, 2007). 

Les limites de la dépendance de la production de créatinine par la musculature peuvent être 

contournées par le dosage de la quantité de créatinine effectivement excrétée, ce qui demande 

une collecte d'urine sur 24 heures. La quantité totale de créatinine dosée peut être mise en 

relation avec la concentration sérique et le temps, ce qui donne le volume de sang épuré de 

créatinine par unité de temps: 

Créatinurie [µmol/L] x volume urinaire [ml] 

Clairance de la créatinine [ml/min] = ---~------------

Créatininémie [µmol/L] x durée de collecte [min] 

11.1.2. Dosage des triglycérides plasmatiques 

La mesure des triglycérides est importante dans le diagnostic et la gestion des 

hyperlipidémies. Nous avons dosé le taux de triglycéridémie automatiquement par l ' automate 

(PHD Diam's 2300 +,analyseur de biochimie, European union) à l ' aide d' un kit Biolabo. Les 

résultats sont exprimés en mg 11. 

11.1.3. Contrôle urinaire 

Pour le contrôle urinaire des rats traités par la doxorubicine 10 mg/ kg, la doxorubicine 

liposomale pégylée 10 mg/kg et les liposomes vides 10 mg/kg, nous avons utilisé des 

bandelettes Multistix qui apportent quelques informations supplémentaires d'intérêt : la 

présence ou non de bilirubine, d'urobilinogène, de cétone, de glucose, de protéines, du sang, 

de nitrite et de leucocytes et qui donne encore la valeur de la densité et du pH urinaire. 

11.2. Dosages tissulaires 

Les dosages de MDA, de GSH et des enzymes antioxydantes: SOD, CAT et GST sont 

effectués sur des fragments de rein au délai de 2, 7, 15 et 21 jours après le traitement par la 

doxorubicine nue et encapsulée. 
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11.2.1. Dosage de Malondialdehyde (MDA) cytosolique 

Le malondialdehyde (MDA) est un index de la peroxydation lipidique globale. La méthode 

est basée sur la détection spectrophotomètrique du complexe MDA - acide thiobarbiturique 

(MDA - TBA). La méthode d' Okhawa et al., (1979) est utilisée pour ce dosage. 

Le principe de dosage est le suivant : le MDA réagit avec deux molécules de TBA (Acide 

Thiobarbiturique) dans un milieu acide (pH 2 à 5) et à chaud (100°C) pour donner un 

pigment coloré en rose absorbant à 530. nm et extractible par les solvants organiques comme 

le n-butanol. 

Pour ce dosage, nous avons utilisé 1 g de rein additionné à 3 ml de la solution de Kcl (l.15M) . . . 
puis broyage par un homogénéiseur de DOUN CE (KONTES, Glass company an IS0-9001 

steered firm. New Jersey USA). A 0.5 ml de l'homogénat nous avons additionné 0.5ml 

d'acide trichloracétique à 20~ et 1 ml d'acide thiobarbiturique (TBA) à 0.67%. Le mélange 

est chauffé à 100°C pendant 15 minutes, refroidis puis additionné de 4 ml de n-butanol. Après 

centrifugation de 15 minutes à 3000 tours /minute (Centrifugeuse 55702, Bioblock scientific, 

Italy), la densité optique est déterminée sur le surnageant à 530 nm (UV mini 1240, Shimadzu 

corporation, Japon). 

Les concentrations du MDA sont déduites à partir d' une gamme étalon préparée dans les 

mêmes conditions en utilisant le tetraethoxypropane (son hydrolyse donne le MDA). Les 

résultats sont exprimés en nMI mg de protéines. 

11.2.2. Dosage du glutathion (GSH) cytosolique 

Le glutathion constitue la principale source de thiol dans la cellule et se trouve sous deux 

formes : une forme oxydée « GSSG » et une forme réduite « GSH » représentant plus de 99% 

de la quantité totale (Virot, 2004). 

Pour le dosage de GSH, nous avons utilisé la méthode calorimétrique d'Ellman (1959) par 

le réactif DTNB (acide 5-5- dithiobis 2-nitrobenzoique). Le principe de la réaction consiste en 

l'oxydation du GSH par le DTNB, ce qui libère l' acide thionitrobenzoique (TNB) lequel à pH 

alcalin présente une absorbance à 412 nm selon la réaction suivante: 

GSH+DTNB ------ GSSG + TNB 
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Pour cela lg de rein est homogénéisé avec 3 volumes de l ' acide trichloracétique (TCA 5%) à 

l'aide d'un broyeur de DOUNCE. Homogénéisé et centrifugé à 2000 tours/ minute pendant 15 

minutes, ensuite 50 µl du surnageant sont diluées dans 10 ml de tampon phosphate (Na2HP04 

O.lM, pH =8). 20 µl du DTNB (O.OlM) sont ajoutés à 3 ml du mélange de dilution. Après 15 

minutes d'incubation, la lecture de la densité optique est effectuée à 412 nm contre un blanc 

préparé dans les mêmes conditions avec le TCA (5%). 

Le taux de GSH est déduit à partir d'une gamme étalon de glutathion préparé dans les mêmes 

conditions que le dosage et les concentrations de glutathion sont exprimées en mM / ml. 

11.2.3. Préparation de la fraction cytosolique 

Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilisé la méthode décrite par Iq bal 

et al. (2003). Pour cela, 0,5 g de rein sont coupés et homogénéisés avec 3 volumes de tampon 

phosphate (0,1 M, pH 7,4) contenant du KCl à 1,17% à l'aide d'un broyeur de DOUNCE. 

L'homogénat est d'abord centrifugé à 2000 tours/min pendant 15 minutes à 4°C pour séparer 

les débris nucléaires ensuite à 9600 tours/min, pendant 30 minutes. Le surnageant ainsi obtenu 

est utilisé comme source enzymatique. 

11.2.3.1. Mesure de l'activité superoxyde dismutase (SOD) cytosolique 

L'activité enzymatique de la SOD est déterminée selon la méthode de Beauchamp et 

Fridovich (1971). Cette activité enzymatique dépend de la capacité de l'enzyme à inhiber la 

réduction du nitroblue-tetrazolium (NBT) par l'anion superoxyde produit suite à la 

photoréaction de l ' oxygène et de la riboflavine en présence d' un donneur d' électrons comme 

la méthionine selon la réaction suivante : 

Photoréaction 

Riboflavine + 02 • Superoxyde 

Super oxyde + NBT Formazan 

Le mélange réactionnel contient 2 ml du milieu réactionnel ( cyanide de sodium 1 o-i M, 

solution du NBT 1,76x 10-4 M, EDTA 66 x 10- 3 Met la riboflavine 2 x 10-6 M), 5µ1 de la 

source enzymatique ( cytosol) et 1 OO µl de la méthionine. Le mélange est irradié avec une 

lampe de 15 Watt pendant 10 mn. La réduction du NBT par l'anion superoxyde en Formazan 

a été suivie à 560 nm. 
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Une unité d'activité de la SOD est définie comme la quantité d'enzyme requise pour empêcher 

la réduction du NBT par 50%. 

% d'inhibition= [(abs du control - abs de l'essai)/ abs du control] x 1 OO 

SOD UI/ml =%d'inhibition x 6,35 

Le contrôle est préparé dans les mêmes conditions mais sans source enzymatique. Les valeurs 

sont exprimées en UI/ml. 

11.2.3.2. Mesure de l'activité enzymatique de la catalase cytosolique 

L'activité de la catalase est déterminée par la méthode de Claibome, 1985. Le principe est 

basé sur la disparition de l'H20 2 en présence de la source enzymatique à 25° C. Ainsi, la cuve 

de mesure contient 1 ml de tampon phosphate (KH2P04 O.IM, pH 7.2), 0.950 ml peroxyde 

d'hydrogène (0.019M) et 0.025 ml de la source enzymatique. La lecture de la DO est 

effectuée à 240 nm chaque minute pendant 2 minutes. L'activité enzymatique est exprimée en 

UI/g de protéine selon la relation suivante : 

UI/g de protéine= (2,3033/T. log Al/A2) /g protéines. 

Sachant que: 

Al: Absorbance au temps 0 mn. 

A2: Absorbance après 1 mn. 

T : Intervalle de temps en mn. 

11.2.3.3. Mesure de l'activité enzymatique du glutathion S- transférase (GST) cytosolique 

L'activité enzymatique de la GST est déterminée selon la méthode de Habig et al. , (1974). 

Cette activité enzymatique est étudiée en cinétique. Le substrat utilisé est le chloro-2-4-

dinitrobenzène (CDNB) préparé dans l'éthanol 95°. L' enzyme a besoin d'un second substrat 

pour être active, additionné sous forme de glutathion. L' enzyme permet le transfert du 

glutathion riche en électron (GSH = os· + W) sur le CDNB chargé positivement par gain 

d'un proton: attaque électrophile. 
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La mesure de l'activité enzymatique est effectuée au spectrophotomètre à 340 nm et à 25°C. 

Dans la cuve de mesure, nous avons introduit 1. 7 ml du tampon phosphate (KH2P04 0.1 M, 

pH = 6.5), 100 µl de CDNB (20 mM), après 10 minutes d'incubation à 37°C, 100 µl de 

glutathion (20 mM) et 100 µl de l'homogénat (cytosol) sont ajoutés à la cuve de mesure. 

L'absorbance est suivie pendant 5 minutes à 340 nm. Les activités glutathion S-transférase 

sont exprimées en UI / ml. 

11.3. Etude histologique 

Au moment du sacrifice des animaux, les reins sont prélevés et excisés en petites pièces et 

immédiatement fixés dans du Dubosc Brazil (mélange picro-formolé) pour permettre la 

conservation morphologique des structures tissulaires et cellulaires. 

Pour la préparation des coupes histologiques, les biopsies rénales sont préalablement emobées 

par passage de chaque prélèvement dans une série de bains d' alcools de concentrations 

croissantes (Shander Citadel 2000, The1mo scientific, Germany) qui déshydratent et 

dissolvent les graisses figurées intra-tissulaires ensuite de permettre l'imprégnation de la 

paraffine dans le tissu. L'imprégnation a été effectuée grâce à un distributeur automatique de 

paraffine (Shandon Histocenter 3, Thermo electron corporation, Germany). La coupe du bloc 

de paraffine au microtome_ (Leica, RM 2125 RT) nous a permis de réaliser des coupes très 

fines de 2 microns d'épaisseur. Les coupes ainsi obtenus sont déposées et collées sur des 

lames en verre. 

Enfin, les coupes histologiques ont été déparaffinées au xylène et réhydratées dans des bains 

d'alcools de concentrations décroissantes. Pour permettre la mise en évidence des différentes 

structures tissulaires et cellulaires, les coupes obtenues ont été colorées par l'hématoxyline / 

éosine (HE) (Shandon V aristain 24-4, Thermo electron corporation, Germany) ; technique de 

coloration usuelle associant un colorant nucléaire (hématoxyline) et un colorant 

cytoplasmique (éosine). 

L'examen au microscope optique permettant l'évaluation des changements pathologiques 

tissulaires du rein a été réalisée après montage de la préparation sous lamelle. 
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11.4. Analyse statistique 

Les résultats graphiques sont présentés sous forme de moyenne et d ' écart-type. L' évaluation 

statistique est effectuée en comparant les moyennes des groupes traités par la doxorubicine 

seule à celles des groupes témoins d'une part, et d ' autre part à celles traités par la 

doxorubicine liposomale pégylée et les liposomes vides en utilisant le test T de Student : 

./ P > 0:05 : la différence n' est pas significative (ns) . 

./ P < 0.05 : la différence est significative(*) . 

./ P < 0.01 : la différence est très significative (* *) . 

./ P < 0.001 : la différence est hautement significative(***). 
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1. 1. Evolution des taux de créatinine plasmatique 

Les concentrations de créatinine sérique des animaux ayant reçus les différents traitements 

sont rassemblés dans les figures 11 a et 11 b. Chez les rats traités par la doxorubicine 1 Omg/ kg 

seule, on note une augmentation importante de la créatinine plasmatique. 48 heures après 

l'injection du médicament la concentration de la créatinine atteint 74.82 ± 0.24 µmole/l chez 

les rats traités contre 53.48± 0.622 µmole/l chez les témoins et atteint un maximum de 100.4 

± 0.82 µmole/l après 15 jours. Cependant, et au même délai de 15 jours, l' encapsulation de la 

doxorubicine dans les liposomes pégylée montre une réduction hautement significative (p < 

0,001) de la créatininémie (60.62 ± 1.13 µmole/l). Ceci montre que l' encapsulation 

liposomale réduit la néphrotoxicité de la doxorubicine. 
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Figure lOa: Variations des taux de la créatinine sérique de rats témoins et de rats traités par la 

doxorubicine 10 mg/kg. 
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Figure lOb : Variations des taux de la créatinine sérique de rats traités par la doxorubicine 10 mg/kg, 
les liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 10 mg/kg. 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3). Test de Student : (ns) désigne un effet son 

significatif (p > 0.05), (*)désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet très significatif 

(p < 0.01), (* **)désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). 
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1.2. Effet de la doxorubicine sur la clairance de la créatinine 

La figure 12a montre une diminution très significative (p < 0,01) de la clairance de la 

créatinine chez les animaux recevant la doxorubicine seule. Elle est observée dès le 2ème jour 

de traitement. Elle passe de 0,64 ± 0,15 ml/min à 0,168± 0,04 ml/min au 15 ème jour traduisant 

la diminution de la filtration glomérulaire. Toutefois, comme montre la figure 12b, 

l'augmentation de la clairance est très significative (p < 0,01) dans le groupe de rats traités par 

les liposomes vides et par la doxorubicine liposomale pégylée, elle atteint respectivement, 

0,56 ± 0,09 ml/min et 0,55 ± 0,07 ml/min chez les deux groupes contre 0,168 ml/min chez les 

animaux traités par le médicament seul au délai de 15 jours. 
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Figure lla : Variations des taux de la clairance de la créatinine de rats témoins et de rats traités par la 

doxorubicine 10 mg/kg. 
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Figure llb : Variations des taux de la clairance de la créatinine de rats traités par la doxorubicine 10 
mg/kg, les liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 10 mg/kg. 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3). Test de Student: (ns) désigne un effet son 

significatif (p > 0.05), (*)désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet très significatif 

(p < 0.01), (***)désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). 
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1.3. Evaluation des taux de triglycéride sérique 

Administrée à une dose unique de 10 mg/ kg, la doxorubicine seule entraine une nette 

augmentatiün (p < 0,001) du taux de triglycérides sériques (figure 13a). Elle atteint 0.322 ± 

0.012 mg/l contre 0.171 ± 0.004 mg/l chez les rats témoins au délai de 7 jours, cette élévation 

de la concentration de triglycérides est maximale au 15 ème jour après le traitement (0.341 ± 

0.013 mg/l). 

Les formulations liposomales à une dose unique de 10 mg/ kg atténuent la triglycéridémie par 

rapport au groupe recevant la doxorubicine seule (0.280 ± 0.013 mg/l chez les rats traités par 

la doxorubicine liposomale pégylée contre 0.341 ± 0.013 mg/l chez les rats recevant le 

médicament seul au délai de 15 jours) (figure 13b). 
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Figure 12a : Variations des taux de triglycérides sériques de rats témoins et de rats traités par la 

doxorubicine 10 mg/kg. 
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Figure 12b : Variations des taux de triglycérides sériques de rats traités par la doxorubicine 10 mg/kg, 

les liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 10 mg/kg. 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3) . Test de Student: (ns) désigne un effet son 

significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet très significatif 

(p < 0.01 ), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001 ). 
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1.4. Variations des concentrations en malondialdehyde (MDA) du tissu rénal 

Les variations des taux de malondialdehyde du tissu rénal après traitement par la doxorubicine 

seule 10 mg/ kg et sous forme liposomale 10 mg/kg ainsi pour les liposomes vides 

administrés à une dose de 10 mg/kg sont rapportés dans les figures 14a et 14b. Nous 

constatons chez les rats traités par la doxorubicine seule, une augmentation hautement 

significative (p < 0,001) des taux du MDA en fonction du temps par rapport au témoin. Cette 

concentration atteint 71,9 ± 1,41 nM/mg de protéines contre 35,93 ± 0,092 nM/mg de 

protéines chez les témoins au délai de 15 jours. L'augmentation est beaucoup moins 

prononcée dans les lots de rats traités par les liposomes et la doxorubicine liposomale pégylée 

(46,77 ± 0,94 nM/mg de protéines pour les liposomes vides contre 71 ,9 ± 1,41 nM/mg de 

protéines pour la doxorubicine seule et 45,5 ± 0,63 nM/mg pour la doxorubicine liposomale 

au 15 ème jour). 
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Figure 13b : Variations des taux du MDA cytosolique de rats traités par la doxorubicine 1 Omg/kg, les 
liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 10 mg/kg. 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3). Test de Student : (ns) désigne un effet son 
significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p< 0.05), (**) désigne un effet très significatif 

(p < 0.01), (** *)désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). 
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1.5. Effet de la doxorubicine sur la réserve rénale en glutathion (GSH) 

Les rats traités par la doxorubicine montrent une diminut~on de la concentration rénale en 

GSH (figure 15a). Cette diminution est hautement significative (p < 0,001) au 15ème jour du 

traitement (0,85 ± 0,14 Mm/ml contre 2 ,41 ± 0,014 Mm/ml chez les témoins). 

Par contre, comme présente la figure 15b, on assiste à une augmentation très significative (p < 

0,01) chez les rats traités par la doxorubicine liposomale pégylée et une modification 

hautement significative chez le groupe des liposomes vides (2,1 ± 0,01 mM/ ml et 2,62 ± 0,17 

mM/ml pour la doxorubicine liposomale et les liposomes vides respectivement au délai de 15 

jours contre 0,85 ± 0,14 mM/ml chez le groupe de rats recevant la doxorubicine seule). 

E 

3 
2,5 

2 
iÈ 1,5 
.s 1 

Variation du GSH rénal 

**"" ** DJ2 

E'lJ7 

~ 0,5 j • 1: :::::-~ l •J15 
(,!) 0 . . . ~ 

témoin doxorubic ine 
Traitement 

Figure 14a : Variations des taux du GSH cytosolique de rats témoins et de rats traités par la 
doxorubicine 10 mg/kg. 
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Figure 14b: Variations des taux du GSH cytosolique de rats traités par la doxorubicine IOmg/kg, les 

liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 10 mg/kg. 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3). Test de Student: (ns) désigne un effet son 

significatif (p > 0.05), (*)désigne un effet significatif (p < 0.05), (* *) désigne un effet très significatif 

(p < 0.01), (* **)désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). 
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1.6. Variations de l'activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) cytosolique 

L'activité superoxyde dismutase cytosolique des animaux traités par la doxorubicine seule 10 

mg/ kg diminue de façon hautement significative (p < 0,001) et temps dépendante entre le 

ime jour (257,29 ± 7,36 UI/ ml contre 338,70± 12,3 UI/ml chez les témoins) et le 15ème jour 

(220,9 ± 3,06 UI/ ml) (figure 16a). 

La figure 16b montre que les liposomes vides et la doxorubicine encapsulée modifient 

largement et de façon hautement significative cette activité (338 ± 2,88 UI/ ml contre 220,9 ± 

3,06 UI/ ml dans le lot de doxorubicine libre au délai de 15 jours). 
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Figure 15a : Variations des taux de la SOD cytosolique de rats témoins et de rats traités par la 
doxorubicine 10 mg/kg. 
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Figure 15b : Variations des taux de la SOD cytosolique de rats traités par la doxorubicine 1 Omg/kg, 
les liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 10 mg/kg. 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3). Test de Student : (ns) désigne un effet son 
significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (* *) désigne un effet très significatif 
(p < 0.01 ), (* **)désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). 
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1.7. Evolution de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) cytosolique 

Le traitement des rats par la doxorubicine IO mg /kg diminue l' activité catalase entre le 2ème 

et le l 5ème jour de traitement. Cette activité reste diminuée par rapport à celle des témoins 

(0,159 ± 0,012 UI/g de protéines chez les rats traités contre la valeur du témoin 0,37 ± 0,02 

UI/g de protéines) jusqu'au 15ème jour, tel qu'il est montré dans la figure 17a. 

Le traitement par les liposomes vide n'influence pas l'activité catalasique du tissu (p > 0,05) 

atteint 0,28 ± 0,09 UI/g de protéines contre 0,159 ± 0,012 UI/g de protéines chez les traités 

par la doxorubicine au 15ème jour. Au même délai, on note chez les traités par la doxorubicine 

encapsulée une augmentation significative (p < 0,05) atteint 0,34± 0,085 UI/g de protéines 

contre 0,159 ± 0,012 UI/g de protéines chez les traités par la doxorubicine (figure 17b). 
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Figure 16a : Variations des taux de la CAT cytosolique de rats témoins et de rats traités par la 
doxorubicine 10 mg/kg. 
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Figure 16b : Variations des taux de la CA T cytosolique de rats traités par la doxorubicine 1 Omg/kg, 

les liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 10 mg/kg. 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3). Test de Student: (ns) désigne un effet son 

significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet très significatif 

(p < 0.01 ), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001 ). 
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1.8. Evolution de l'activité enzymatique de la glutathion S transférase (GST) cytosolique 

Comme le montre les figures 18a et 18b, la doxorubicine entraine une nette diminution de 

l'activité enzymatique de la GST cytosolique et ce dès le 2ème jour du traitement et qu'elle se 

maintient jusqu'au 15ème (125,75 ± 1,06 UI/ml contre 163,17 ± 1,66 UVml chez les témoins). 

Par contre, les deux formulations liposomales entrainent une augmentation hautement 

significative (p < 0,001) de l' activité GST qui atteint 166,42 ± 1,13 UVml contre 125,75 ± 

1,06 UI/ml chez le groupe traité par la doxorubicine libre. 
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Figure 17a : Variations des taux de la GST cytosolique de rats témoins et de rats traités par la 

doxorubicine 10 mg/kg. 
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Figure 17b : Variations des taux de la GST cytosolique de rats traités par la doxorubicine 1 Omg/kg, 
les liposomes vides 10 mg/kg et par la doxorubicine liposomale pégylée 1 O mg/kg. 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n=3). Test de Student: (ns) désigne un effet son 
significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet très significatif 
(p < 0.01), (***)désigne un effet hautement significatif(p < 0.001) . 
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1.9. Evaluation de l'effet de la doxorubicine nue et encapsulée sur la fonction rénale 

Administrée à une dose unique de 10 mg/kg et après 15 jours, la doxorubicine liposomale 

pégylée entraine une diminution hautement significative du taux de MDA et une 

augmentation très significative du taux de GSH du tissu rénal. Concernant les enzymes de 

défense cellulaire, le statu antioxydant rénal augmente de façon hautement significative pour 

la SOD et GST et de façon significative pour la CAT par rapport à la doxorubicine nue 

(figure 19a). 

Effe t de la doxol'ubicine nue et encapsulëe 
suries taux du :.\ID_.\ et GSH 

120 l 100 

80 
60 
40 

20 

** 

ra Doxorubicine 
libre 

400 
350 
300 
250 
200 
150 
100 

Effet de la doxorubicine nue et encapsulée 
sur les taux du SOD, CAT et GST 

**" * 
m Doxorubicine 

libre 

0 

MDA (nM / 
mg de 

protéines } 

GSH (nM / 
ml) 

1111 Doxorubicine 
liposomale 
pégylée 

:.\fa:rqueurs du stre.ss 

50 
0 

SOD (UI I C.A.T (UI ! GST (UI f 
ml) g de ml) 

Ill! Doxo ru bicine 
liposomale 
pégylée 

protéines) :.\.farqueul's du stre.ss 

Figure 18a : Effet de la doxorubicine nue et encapsulée sur les capacités de défense antioxydante 
enzymatique SOD, CAT (x lOO), GST et non enzymatique GSH (x50) et sur les taux du MDA au délai 
de 15 jours. 

Au délai de 15 jours, la figure 19b montre, chez les rats recevant la doxorubicine encapsulée, 

une diminution hautement significative des taux de la créatininémie et une augmentation 

hautement significative de la clairance de la créatinine par rapport à ceux traités par la 

doxorubicine nue. 
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Figure 18b : Effet de la doxorubicine nue et encapsulée sur les marqueurs biochimiques rénaux la 
créatinine sérique et sa clairance (x200) au délai de 15 jours. 
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1.10. Résultats d'analyse des urines à l'aide de bandelettes réactives 

Les résultats des contrôles urinaires réalisés en moyen des bandelettes Multistix sont résumés 
dans le tableau suivant : 
Bilir (bilirubine); urob (urobilinogène); céto (cétones); glue (glucose) ; prot (protéines); 
nitri (nitrites); D (densité); leuco (leucocytes); norm (normale) ; neg (négatif) . 

Jours lots bilir urob céto Glue Prot sang Nitri pH D Leuco 

11 
Lotl 30 Neg 6 1.025 neg norrn neg norrn neg neg 

Lot2 + norm neg norrn 100 +ca.5- Neg 7 1.010 neg 
10 

J2 
Lot3 neg norrn neg norm 100 +ca.5- Neg 5 1.030 neg 

10 

Lot4 neg norm neg norm neg +ca.5- neg 8 1.015 neg 
10 

Lotl neg norm neg norm 30 +ca.5- neg 6 1.030 neg 
10 

Lot2 + norm neg norm 30 +ca.5- neg 8 1.005 neg 
J7 10 

Lot3 neg norm neg norm 30 +ca.5- neg 7 1.015 neg 
10 

Lot4 neg norm neg norm 30 +ca.5- neg 8 1.020 neg 
10 

Lotl + neg norm neg 500 +ca.5- neg 7-8 1.015 neg 
10 

Lot2 neg norm neg norm 30 +ca.5.,, + 8 1.010 neg 
J15 10 

Lot3 + norm neg norm 100 neg neg 8 1.010 neg 

Lot4 neg norm neg norm 30 +ca.5- neg 6 1.025 neg 
10 

Lotl neg norm neg norrn 30 neg neg 9 1.000 neg 

Lot2 neg norm neg norm 30 ++ca.5 neg 8 1.005 neg 
-10 

J21 
Lot4 neg norm neg 50 30 ++ca.5 neg 6 1.015 neg 

-10 
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1.11. Examen histopathologique du tissu rénal 

•:• Microscopie optique des reins des rats contrôle 

L'évaluation en microscope optique des reins des animaux témoins a montré une architecture 

normale du parenchyme rénale avec une conservation nette des glomérules et des tubules 

rénaux, l' exam~n des tubules contournés proximaux présente une morphologie bien attachée 

avec une bordure en brosse intacte (figure 20). 

(A) (B) 

TCD 

~ GR 

TCP 

Figure 19: Photomicrographie de l'examen histopathologique des reins contrôles (hématoxyline & 

éosine x 40). (A) GR: glomérule rénale, TCP: tube contourné proximale, TCD: tube contourné 
distale. (B) bordure en brosse intacte (flèches). 

•!• Microscopie optique des reins des rats traités par la doxorubicine 

Par comparaison à la figure précédente, la microscopie optique des sections rénales après le 

traitement par la doxorubicine a révélé des altérations morphologiques évidentes, qui 

comprennent la désorganisation du parenchyme rénale caractérisée par une atrophie et une 

rétraction ischémique glomérulaire importante, illustrées par une perte du volume 

glomérulaire et un très large espace de Bowman. Alors que les profils tubulaires exposent des 

changements atrophiques caractérisés par la perte de la bordure en brosse, l'atténuation du 

cytoplasme des cellules épithéliales, des nécroses de l'espace focale et tubulaire et des dépôts 

protéiques importants. La présence de plusieurs cellules inflammatoires dans le secteur rénale, 

marquée par une infiltration des mononucléaires, a été observée (figure 21). 
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Figure 20: Photomicrographie de l'examen histopathologique des reins de rats traités par la 
doxorubicine nue (hématoxyline & éosine). (A) désorganisation du parenchyme (x lO), (B) a-+ large 
espace de Bowman, b-+ rétraction glomérulaire, c-+ perte de la bordure en brosse (x40), (C) cellule 
en voie de nécrose dans la lumière tubulaire (flèche) (xlOO), (D) dépôts protéiques dans les TCD 
(flèches) (x40), (E) plage de neutrophiles (flèches) (xIO), (F) phénomène d' infiltration (xIO). 
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•!• Microscopie optique des reins des rats traités par la doxorubicine liposomale 

pégylée et les liposomes vides 

Les résultats histologiques obtenus, et qui sont représentés dans les figures 22 et 23, ont 

montré que le traitement par la doxorubicine liposomale pégylée et les liposomes vides réduit 

de façon significative les lésions glomérulaires et tubulaires induites par la doxorubicine nue. 

La morphologie a été trouvé similaire à celle du contrôle signifie que les formulations 

liposomes n'avait aucune influence sur la structure rénale. 

(A) 

(B) (G 

GJ 
~ 

Figure 21: Photomicrographie de l'examen histopathologique des reins de rats traités par les 
liposomes vides (hématoxyline & éosine). (A) vue d'ensemble du parenchyme rénal (x4), (B) 
corpuscule rénale intacte avec glomérule et espace de Bowman conservés (x40), (C) a- tube 
contourné distal normale, b- tube contourné proximal normale avec bordure en brosse intacte, c­
espace intratubulaire conservé (x40). 

-47 -



(A) 

(B) (C) 

Figure 22: Photomicrographie de l'examen histopathologique des reins de rats traités par la 
doxorubicine liposomale pégylée (hématoxyline & éosine). (A) vue d'ensemble du cortex rénal (xlO), 
(B) médullaire rénale (papilles rénaux), absence de dépôts protéiques (x40), (C) tubules contournés 
proximaux conservés, bordure en brosse intacte (flèches) (x40). 
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Actuellement, la chimiothérapie anticancéreuse constitue un grand espoir en cancérologie. 

Elle utilise des substances qui interfèrent avec l' ADN et avec le métabolisme cellulaire. 

L'un des principaux objectifs d'un traitement anticancéreux est de délivrer des quantités 

suffisantes de médicaments à des tumeurs ciblées et de minimiser les dommages pour les 

tissus normaux. Beaucoup d'agents chimiothérapeutiques mais cytotoxiques pénètrent dans 

les tissus normaux du corps sans préférence pour les sites tumoraux. La dose qui atteint la 

tumeur peut être aussi peu que 5-10% que la dose accumulée dans les organes normaux, à 

cause de la pression de fluide interstitiel dans la tumeur solide qui est plus élevée à celle des 

cellules normaux (bosslet et al., 1998 et heldin et al., 2004). Ceci conduit à la diminution du 

transport transcapillaire de ces agents anticancéreux dans les tissus tumoraux. Les cellules 

cancéreuses sont donc exposées à des concentrations moins effectives, alors que le reste du 

corps peut être le sujet d' une toxicité élevée et d'une efficacité moindre. 

Ce phénomène limite souvent la dose du médicament anticancéreux qui peut être donnée à 

des patients sans effets secondaires, résultant une réponse tumorale incomplète, une rechute 

précoce de la maladie et une résistance à la drogue (Chang et al. , 2009). 

La doxorubicine est une substance antitumorale couramment utilisée pour le traitement du 

cancer en raison de ses modes d' actions multiples, y compris l'inhibition de l'ADN hélicases, 

la topoisomérase II et de l'ARN polymérase (Gewirtz, 1999). Cependant, son utilisation en 

chimiothérapie a été limitée en grande partie grâce à ses diverses toxicités, notamment la 

toxicité rénale, cardiaque, hématologique et testiculaire (Yilmaz et al., 2006). 

En dépit du volume des recherches effectuées, les mécanismes biochimiques par lesquels la 

doxorubicine cause la néphrotoxicité n' ont pas été clairement définit (Elbeg et Turkozkan, 

2001), mais qui peuvent être due à la formation des radicaux libres, des dommages oxydatifs 

fer-dépendant des macromolécules biologiques et la peroxydation des lipides membranaires 

(Pritsos et Ma, 2000). 

Il a été suggéré que la doxorubicine sous la forme de semiquinone joue un rôle majeur dans 

son action néphrotoxique. Les semiquinones sont instables dans des conditions aérobique 

ainsi elles génèrent le radicale anion superoxyde par la réaction avec l' oxygène moléculaire. 

Une fois les radicaux libres initialement augmentés, l' infiltration locale des neutrophiles et 

l'activation des cellules mésangiales glomérulaires continuent la production des radicaux 

libres causant les dommages tissulaires rénaux (Deman et al. , 2001). 
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La découverte des liposomes comme transporteurs universelle a permis le développement de 

divers systèmes de délivrance des enzymes, del ' ADN, de médicament et d ' autres composés 

chimiques (Zuzanna et Agata, 2010). Par comparaison à des méthodes d' administrations 

conventionnelles des agents chimiothérapeutiques, la nanomédecine à base de lipides ou de 

polymères a montré l'avantage d' améliorer les propriétés pharmacologiques et thérapeutiques 

des médicaments cytotoxiques (Allen et Cullis, 2004). 

Plusieurs petites molécules de chimiothérapie comme la doxorubicine ont un large volume de 

distribution lors de leurs administrations intraveineuses et un étroit index thérapeutique. Par 

l'encapsulation de la doxorubicine dans des particules de transport « liposomes », son volume 

de distribution est significativement réduit et sa concentration dans la tumeur est augmentée. 

La possibilité de modifier la formule de ces liposomes joue un rôle dans leurs vastes 

applications (Zuzanna et Agata, 2010). En effet, le couplage des liposomes de doxorubicine 

avec le polyéthylène glycol (PEG) donne naissance à des liposomes pégylés qui possèdent un 

large temps de demi-vie plasmatique. Ce couplage est considéré comme ayant un large 

potentiel dans le système de transport de médicament (Senior et al. , 1991 ). 

Dans des études précliniques (Papahadjopoulos et al. , 1991) et cliniques (Safra et al. , 2000), la 

doxorubicine liposomale pégylée a été signalé pour réduire la toxicité systémique et pour 

améliorer l'index thérapeutique de la forme conventionnelle du médicament. 

Plusieurs investigateurs ont montré dans leurs études menées sur des rats normaux que la 

doxorubicine induit une néphrotoxicité (Squadrito et al. , 1992, Djukanovic et al. , 1994, 

Jovanovic et al., 1996). 

Dans notre étude, nous avons remarqué une augmentation significative des concentrations de 

la créatininémie dans le groupe d' animaux recevant le médicament seul, résultats en accord 

avec ceux de Lahouel (1985) et renforcent ceux de Venkatesan (2000) et Mohan (2010) qui 

signifient une altération de la filtration glomérulaire. Par contre, nous avons enregistré une 

diminution de la concentration de la créatinine plasmatique chez le groupe d' animaux traités 

par les liposomes vides et la doxorubicine liposomale pégylée ceci offre une protection contre 

la néphrotoxicité causée par la molécule mère non encapsulée. 

Cette augmentation de la créatininémie induite par la doxorubicine seule à une dose de 10 mg/ 

kg est confirmée par la diminution de la clairance plasmatique ce qui suggère que le débit de 

filtration glomérulaire a été clairement réduit, permettant d' expliquer une réduction du 
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volume de plasma épuré par minute. Nos résultats sont similaires à ceux rapportés par 

Raguenez-viotte et al., (1988). Alors que le débit de filtration glomérulaire reste intact chez 

les groupes des rats traités par la doxorubicine liposomale et par les liposomes vides, ceci a 

été conclu d'après ce que nous avons trouvé lors de la comparaison entre les taux de la 

clairance de la créatinine chez les deux groupes avec ceux des témoins. 

Au cours du syndrome néphrotique provoqué par la doxorubicine à 10 mg/kg, des 

modifications lipidiques ont été connues de longue date avec une augmentation de la synthèse 

des lipoprotéines et une diminution de leurs catabolismes (Lahouel, 1985), l'altération de la 

composition des triglycérides et une réduction de l'activité de la lipoprotéine-lipase et de la 

triglycéride-lipase hépatique y contribuent (Attman et al., 1993). 

Dans notre étude, l'hyperlipémie est nette dés le 7 jour après l' injection de la doxorubicine 

caractérisée par une augmentation des triglycérides plasmatiques, elle est encore plus 

importante au 15ème jour, moment où le syndrome néphrotique est le plus important. 

Des études expérimentales ont fourni des données in vivo et in vitro pour soutenir l' idée que 

la dyslipidémie contribue aux lésions glomérulaires, tubulaires et interstitielles du 

parenchyme rénal (Keane, 2000). Alors que des études cliniques ont montré que 

l'hypertriglycéridémie caractérise le profil lipidique des patients atteint d'une insuffisance 

rénale chronique. Ainsi, Samuelsson et al. (1997) ont trouvé que le déclin de la fonction 

rénale a été corrélé avec le taux de triglycérides et du HDL-cholestérol (Samuelsson et al. , 

1997). Les mécanismes par lesquels l'hyperlipémie accélère la progression de l'atteinte rénale 

demeure largement inconnus. Chez l'animal, elle augmente la pression intraglomérulaire, ce 

qui active la prolifération mésangiale et favorise la production de la fibronectine (Keane, 

1994). 

Nous avons observé, des taux de triglycéride plasmatique très peu modifiés entre les deux 

groupes de rats recevant la doxorubicine liposomale pégylée et les liposomes vides par 

rapport à ceux du groupe témoin, ce qui révèle que la fonction rénale chez les rats de ces deux 

groupes reste intacte du fait que leurs profil lipidique « triglycéridémie normale » ne varie pas 

avec celui de l'état normal, ceci nous laisse penser que ces nouvelles formulations du 

médicament anticancéreux donne une protection vis-à-vis de l' effet néphrotoxique causé par 

la drogue libre. 
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Le stress oxydatif est largement accepté comme étant un composant critique de plusieurs et 

peut être de la plupart des voies pathologiques. C'est un syndrome au cours duquel les 

éléments prooxydants dépassent la capacité antioxydante de l'organisme. Il en résulte un 

déséquilibre entre les deux (Temple, 2000). De nombreuses situations peuvent être à l ' origine 

d'introduction ou de production de ces oxydants dans l'organisme, le traitement par la 

doxorubicine figure parmi eux. Il est à l'origine de la production probable des ROS 

responsable de sa toxicité et de ces effets néfastes. 

La relation entre le stress oxydatif et la néphrotoxicité a été documenté dans plusieurs 

modèles expérimentaux réalisés sur les animaux. Divers études in vivo et in vitro ont montré 

que les métabolites réactifs de l'oxygène incluant l'anion superoxyde, le radical hydroxyle et 

le peroxyde d'hydrogène sont des médiateurs très importants de la toxicité tissulaire (Fantone 

et Ward, 1992). En 1987 Shah et ces collaborateurs ont montré que ces radicaux libres 

oxygénés ont été impliqué dans plusieurs processus potentiellement important des maladies 

glomérulaires (Shah et al., 1987). 

Le stress oxydatif peut entraîner des altérations moléculaires et cellulaires dont les plus 

sensibles à l'action des radicaux libres sont les lipides (Goudable et Favier, 1997) conduisant 

à la peroxydation lipidique, qui est le résultat de l'interaction entre ces radicaux libres de 

divers origines et les acides gras polyinsaturé généralement trouvé dans les membranes 

lipidiques. Le résultat net de cet événement se traduit par l' accumulation de divers peroxydes 

lipidiques et de malondialdehyde (MDA) (Petal et al., 2010). Il y a beaucoup d' investigations 

qui suggèrent que la peroxydation lipidique joue un rôle critique dans la toxicité rénale induite 

par les radicaux libres, donc elle a été utilisé comme un indicateur sensible de la cytotoxicité 

induite par les oxydants (Hickey et al., 2000). 

Le taux du MDA tissulaire est reporté pour être un marqueur fiable de la peroxydation 

lipidique. En effet, dans notre étude réalisée in vivo sur le rein, nous avons trouvé une 

augmentation significative des taux du MDA dans le groupe d' animaux recevant le 

médicament seul, cette augmentation est un indicateur de la toxicité rénale de la doxorubicine. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Yilmaz et al. (2006) et de Malarkodi et al. (2003), 

leurs travaux réalisés sur le rein montrent que le traitement des rats par la doxorubicine à une 

dose unique augmente de façon significative le taux du MDA dans le tissu rénal. De même, 

une étude expérimentale de Behling et al. (2006) montre que l' administration de cisplatine à 
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une dose de 5 mg/kg augmente la peroxydation lipidique et les taux du MDA dans les tissus 

rénaux et conduit à un état de néphrotoxicité. 

Par contre nous avons enregistré une diminution des taux de MDA chez les rats traités par la 

doxorubicine liposomale pégylée et les liposomes vides, cette réduction renforce l'effet 

protecteur du système liposomale contre la toxicité des métabolites réactifs générés au cours 

de la métabolisation de la doxorubicine par le cytochrome P450, ce qui nous laisse penser que 

la synthèse du radical hydroxyle OH0
, responsable des dommages lipidiques, n' aura pas lieu. 

Toutefois, les effets potentiellement délétères des espèces radicalaires sont contrôlés par la 

présence de systèmes de protection efficaces antioxydants enzymatiques (SOD, CAT et GST) 

ou non enzymatiques (GSH) et qui maintiennent les ROS à de faibles concentrations. 

L'équilibre existant entre la production de ROS et les défenses antioxydantes permet ainsi de 

préserver l'intégrité de la cellule (Vergely et Rochette, 2003). 

Les taux de glutathion enregistrés chez les rats traités par la doxorubicine seule sont inférieurs 

à ceux des témoins. Cette diminution est essentiellement due à l ' effet toxique des métabolites 

réactifs instable du médicament qui sont fixés et neutralisés par le système de détoxification 

provoquant ainsi la baisse des concentrations du GSH. On admet aussi aujourd'hui que la 

formation des métabolites de la doxorubicine, quand elle est importante, consomme du 

glutathion et que cela aboutit à une déplétion du glutathion ce qui a pour principale 

conséquence la peroxydation lipidique et une oxydation des groupes thiols de protéine. 

Nos résultats sont similaires à ceux de Simic et al. (1996) qui montrent que les taux du GSH 

rénaux sont significativement réduits due au traitement par la doxorubicine, plusieurs auteurs 

proposent que la détérioration des mécanismes de défenses antioxydantes puisse permettre 

l'aggravation des dommages rénaux induits par les radicaux libres. 

Ibrahim et al. (2009) ont trouvé, chez des rats Wistar albinos traités par la doxorubicine, une 

élévation des taux de MDA et une diminution des taux de GSH dans les tissus rénaux et 

cardiaques (Ibrahim et al., 2009). Aussi, les travaux de Liu et al. , (2008) réalisés après 

l'administration de cisplatine à 8 mg/kg, confirment que la néphrotoxicité induite par les 

traitements anticancéreux serait associée à la déplétion du GSH dans le tissu rénal (Liu et al. , 

2008). 

En plus, le GSH est aussi un substrat clef pour les enzymes antioxydantes telle que les 

glutathion S- transférase (GST) qui neutralisent le peroxyde hydrogène et le peroxyde 
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lipidique. Les GSTs sont connues pour jouer un rôle clef dans la détoxification et la réduction 

des radicaux libres oxygénés. Elles inactivent des composés électrophiles toxiques et des 

produits de la peroxydation lipidique ( 4-hydroxynonénal) en les conjuguant au glutathion 

(Desmots et Guillouzo, 2000). Outre ce principal rôle, les GSTs peuvent avoir des activités 

peroxidase, isomérase, ethérase ou thiol transférase (Todorova, 2007). 

Les antioxydants enzymatiques de piégeage des radicaux libres constituent la première ligne 

de protection contre les dérivés radicalaires de l'oxygène (Mohan et al. , 2010), L'action de la 

superoxyde dismutase (SOD) doit toutefois être couplée à celle d'enzymes qui dégradent le 

peroxyde d'hydrogène, comme les catalases (CAT) ou les glutathion peroxydases (GPx), afin 

d'éviter l'augmentation des concentrations en H20 2, ce qui en présence de fer induirait 

fatalement la formation de radical hydroxyle par la réaction de Fenton 01 ergely et Rochette, 

2003). En effet, l'équilibre entre ces enzymes est le processus principal d'élimination 

effective du stress oxygéné dans les organelles intracellulaires (Singal et al., 2000). 

Des études expérimentales, dans lesquelles le système antioxydant enzymatique a été étudié, 

ont montré qu'une anomalie du taux de la SOD a été signalée au cours du syndrome 

néphrotique. Les résultats d' Alis et ces collaborateurs (2008) montrent une augmentation 

significative de la SOD du tissu rénale après le traitement par l ' adriamycine à une dose de 5 

mg/kg. Dans le même profil, Zima et al. (1997) ont trouvé que cette concentration ne change 

pas par rapport à celle du témoin. Alors que le travail de Pedraza et al. (1995), dans le cas de 

la néphrotoxicité causée par l' aminonucléoside puromycine, a donné comme résultat une 

diminution du taux de la SOD. 

Dans notre étude, la diminution de la concentration de la SOD a été observée dans le groupe 

de rats traités par la doxorubicine, cette diminution peut donner comme conséquence une 

réduction de l'élimination de l'anion superoxyde, qui est largement nocif pour les reins. 

Par contre l'amélioration de l'activité de la SOD dans le groupe des rats recevant la 

doxorubicine liposomale pégylée et les liposomes vides, peut être due à la protection fournie 

par ces formulations, via l' empêchement de la perturbation du système antioxydant causé par 

le traitement de la doxorubicine nue. 

Le changement du statut antioxydant rénal trouvé au cours du traitement par la doxorubicine, 

a été démontré par la diminution de la dismutation de l'anion superoxyde par la SOD, cette 

réduction a été aussi renforcée par la diminution du taux de la catalase témoin d'une 

complémentarité entre ces deux enzymes pour supprimer les espèces radicalaires de 
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l'oxygène. La catalase est également responsable de l'élimination d'H20 2 par une 

transformation en H20 et 0 2. Son affinité pour l'H20 2 est élevée seulement lorsque les teneurs 

en peroxyde d'hydrogène sont accrues. La détérioration de l'activité catalasique a été 

détournée suite à l'injection des liposomes vides et de la doxorubicine liposomale pégylée. 

La néphrotoxicité induite par la doxorubicine chez l'animale est un model largement accepté 

dans les néphropathies expérimentaux qui reproduit des aspects sévères des néphroses 

idiopathique humaine et des scléroses glomérulaires (Bertelli et al. , 1991 ). Saad et al en 2001 , 

ont montré que la doxorubicine induit des changements dans le tissu rénal des rats traités 

caractérisés par une augmentation de la perméabilité des capillaires glomérulaire et une 

atrophie tubulaire (Saad et al., 2001). 

La perte de la fonction rénale chez les rats souffrants d'un syndrome néphrotique induit par 

cet anticancéreux a été associée à des anomalies structurelles, glomérulaires et tubulaires, 

généralisées. 

La plupart des glomérules examinés dans la présente étude expose un préjudice caractérisé par 

une rétraction ischémique glomérulaire importante donnant naissance à un espace de Bowrnan 

extrêmement élargie, alors que des blessures tubulaires sont généralement considérés comme 

secondaires à des lésions glomérulaires et une protéinurie. Le volume interstitiel a été 

augmenté et le nombre de profils tubulaires qui semblait être normale a été nettement réduit, 

ces profils exposent des changements atrophiques caractérisés par la perte de la bordure en 

brosse des tubules contournés proximaux, l'atténuation du cytoplasme des cellules épithéliales 

tubulaires et des dépôts protéiques importantes, ainsi qu'une infiltration mononucléaire. 

Nos observations sont similaires à celles déjà obtenue par Yilrnaz et al. (2006), Liu et al. 

(2007), Ibrahim et al. (2009) et Mo han et ces collaborateurs en 2010. 

Les lésions tissulaires constatées chez les rats traités par le médicament nu sont 

significativement réduites après l'injection IV de la doxorubicine encapsulée et liposomes 

vides, suggérant que ces formulations préservent l'architecture normale du parenchyme rénal 

manifesté par la conservation de glomérules, de tubules contournés proximaux et distaux avec 

disparition totale de l' inflammation, des nécroses cellulaires et des dépôts protéiques. 
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La néphrotoxicité induite par la doxorubicine est le résultat d'un grand volume de distribution 

et d'une accumulation rénale importante de ce médicament. Alors, le recours à une nouvelle 

formulation, qui est l'encapsulation dans des liposomes, avait pour objectifs l'amélioration 

des paramètres pharmacocinétiques, de l'efficacité ainsi que la réduction de la toxicité de la 

molécule mère. Cependant, les données sur la toxicité de la forme du médicament encapsulée 

sont eux même le sujet de beaucoup de travaux de recherches. 

Ainsi et pour une meilleure sécurité d' emploi de la doxorubicine liposomale, l 'évaluation des 

paramètres biochimiques, du stress oxydatif rapporté avec la forme nue et encapsulée ont été 

clairement montrés. De même une comparaison de l'effet néphrotoxique de ces formes 

médicamenteuses a été étudiée. 

Les premiers résultats obtenus dans notre étude établie in vivo chez le rat Wistar, présentent 

nettement un effet bénéfique de la doxorubicine liposomale pégylée sur le tissu rénal à 

travers: 

• La limitation des effets délétères de la doxorubicine et la protection de la fonction 

rénale, démontré par la diminution des taux de la créatinine sérique et des triglycérides 

plasmatiques, ainsi par l'augmentation de la clairance de la créatinine ; 

• La protection des membranes cellulaires contre les effets nocifs des ROS, par 

inhibition de la peroxydation lipidique et la diminution des taux du MDA ; 

• Le maintient du statut antioxydant enzymatique et non enzymatique cellulaire noté par 

la conservation du taux de GSH et l'augmentation des activités enzymatiques de SOD, 

CATet GST. 

Ces résultats ont été renforcés par l'examen microscopique des sections rénales qui ont 

montré une conservation de la structure rénale, une protection des glomérules et des tubules 

contre l'agression connu d'être causée par la forme libre de la doxorubicine. 

D'après les résultats de notre étude, la doxorubicine liposomale pégylée semble présenter un 

intérêt réel et potentiel par sa faible néphrotoxicité comparée à celle induite par la 

doxorubicine libre. 

Les résultats que nous avons obtenus au cours de notre présente étude, nous ont permis de 

vérifier l'intérêt des formulations liposomales de doxorubicine et ce à travers la réduction des 

effets secondaires sur la fonction rénale. Cependant, cette étude a été réalisée sur des animaux 
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sains et dans ce cas les résultats ne pourront être exploitables en clinique que si on vérifie que 

la forme encapsulée conserve toute son efficacité anticancéreuse sur un modèle de tumeur 

expérimentale tout en réduisant ses effets secondaires. Ce qui constitue alors l'une de nos 

perspectives en plus de : 

• L'évaluation du stress oxydatif que peut provoquer la doxorubicine liposomale sur les 

différentes fonctions mitochondriales. 

• Elargir l'étude en évaluant les différents paramètres de l' apoptose et la nécrose 

cellulaire dans le tissu rénale (caspases, Bcl-xL, l'expression de p53 ,. . ... etc.) au cours 

du traitement par la doxorubicine liposomale pégylée. 

• Faire d'autres études approfondies pharmacocinétique et pharmacodynamique de la 

doxorubicine encapsulée qui seraient utiles pour la détermination des doses 

préventives et thérapeutiques. 
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Annexe 

Le rapport du volume de distribution en fonction de l'intensité 

~ Avant l' encapsulation de la doxorubicine 
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~ Après l' encapsulation de la doxorubicine 
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Tampon phosphate contenant KCl (1,17%) pour la préparation de la fraction 
cytosolique 

KH2P04 (O.lM) .... . .................. .. . .. ...... .... ..... ..... .... . ..... ... .... .. .... 1.35g 
Eau distillée . . .... . . . ... . ....... . . . ..... . .. . .. .. ..... .. . .. ..... . .. . . .... .. .. .. .... .... . lüüml 
KCI. . ...... .. . .. .. ......... . . ...... .. . . .. . .. .... . . .. .................... . . ....... ..... ... l.17g 
pH 7.4 

Préparation du milieu réactionnel pour le dosage de la SOD 

Cyanide de sodium ( 10-2
) .•..• • •.• . •.... . •...•..••.• •• ••...•...•••••.••........ •• .....•.. • . 1 ml 

Solution du NBT (1,76 x10-4M) .......... ............... .. ............. . . ..... . ... . .. .. .. O.lml 
EDTA (66 x10-3 M) ......................... . ..... . ..... . .. . ................. .... ...... .. . . lml 
Riboflavine (2 X 1 o-6 M) ... ............................................... ...... ...... ... ............. ... ....... O. lml 
Tampon phosphate Na2HP04 (O.lM) ............. ................... .... ......... ...... ......... .. QSP 10 ml 
pH7.8 

Préparation du Boin alcoolique (Dubosq Brasil) 

Acide picrique ... . ........... . . ........ ......... . . . . ...... .. . ......... ...... .. . ........... . 1 g 
Acide acétique ............................ . . . .. . .............. . .... ..... .......... .. .... ... 15ml 
Formol pur .... ........................ ........ . .............. . ............................. 60ml 
Alcool 80° ........ . ................ . .. . ...... .. ........... . ................... . .. .. ........ .l 50ml 

Colorant Eosine y (alcoolique) :1,51 

Eosine y, solution aqueuse à 3% (3g/l) ....... . ................................. ... ... lüüüml 
Alcool éthylique à 95% (+ 5ml d'eau distillée) . . . .......... . .. . ..... .. .... . .. . ...... 125ml 
Eau distillée .................. .. .......... .. .. . .. . ......... ... .. . . ...... .... ....... ... . .. 375ml 
Acide acétique glacial . ............... ........ . ... .. .................................... .2 gouttes 
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Résumé: 

Pour limiter la néphrotoxicité de la forme libre, la doxorubicine a été récemment encapsulée 
dans des liposomes et commercialisée sous le nom de Caelyx®. Cependant, l'évaluation de 
son incidence sur le rein n'a fait l'objet qu'à très peu de travaux. Ainsi, l'objectif de notre . 
étude est une contribution à l'évaluation des effets néphrotoxiques de cette nouvelle forme 
phaimaceutique par la détermination de la clairance de créatinine et des paramètres de stress 
(MDA, GSH, SOD, CAT et GST). A la même dose de 10 mg/kg/IV, la doxorubicine 

encapsulée semble être beaucoup moins néphrotoxique que la forme libre. La clairance est 
conservée (0.55 ml/min contre 0.64 ml/min pour le témoin) et les valeurs du MDA, GSH et 

même celles des activités SOD, CAT et GST sont proches des valeurs des témoins. Ces 
résultats renforcent l'hypothèse d'une diminution de la-métabolisation de la forme encapsulée 
et la réduction des radicaux libres au niveau des cellules' rénales. 

Mots clés : doxorubicine, néphrotoxicité, doxorubicine liposomale, radi~aux libres oxygénés. 

Summary: 

To reduce the nephrotoxicity of the free form of doxorubicin, it has recently been 

encapsulated in liposomes and marketed under the name of Caelyx®. However, the 
evaluation of its impact on the kidney has been known only very few studies. Thus, the aim of 
our study is a contribution to the assessment of nephrotoxic effects ofthis new pharmaceutical 
form by the dete1mination of creatinine clearance and stress parameters (MDA, GSH, SOD, 
CAT and GST). At the same dose of 10 mg I kg/IV, doxorubicin encapsulated seems to be 
much less nephrotoxic than the free form. The clearance is maintained (0.55 ml I min against 
0.64 ml I min fot the control) and the values of MDA, GSH and even those activities SOD, 
CA T and GST are close to control values. These results support the hypothesis of a decrease 
in the metabolism of the encapsulated form and the reduction of free radicals in kidney cells. 

Key words: doxorubicin, nephrotoxicity, liposomal doxorubicin, reactive oxygen species. 
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