

















ASC

CAT

CDNB

DTNB

EDTA

FSGS

GR

GSH

GSSG

GST

H,0,

KCL

LC

Lipo-HEPC
Lipo-HEPC/Chol
Lipo-HEPC/Chol/PEG

LSS-DOX
MBG
MDA
NBT

0,°"

OH°

PEG

LISTE DES ABREVIATIONS

Acide désoxyribonucléique
Acide ribonucléique
Aire sous la courbe
Catalase
Chloro-2-4-dinitrobenzéne
Acide 5-5- dithiobis 2-nitrobenzoique
Acide éthyléne diamine tétra-acétique
Glomérulosclérose segmentaire focal primaire
Glomérule rénal
Glutathion réduit
Glutathion oxydé
Glutathion S- transférase
Peroxyde d’hydrogene
Chlorure de potassium
Liposome classique
Liposome- Hexadecylphosphocholine
Liposome- Hexadecylphosphocholine / Cholesterol
Liposome-Hexadecylphosphocholine / Cholesterol
Polyéthyléne glycol
Liposomes stériquement stabilisés
Membrane basale glomérulaire
Malondialdehyde
Nitroblue-tetrazolium
Anion superoxyde
Radical Hydroxyle
Polyéthyléne glycol



ROS
SOD
T%
TBA
TCA
TCD
TCP
TFG
TNB
vd

Systeme réticuloendothélial
Reactive oxygen species
Superoxyde dismutase

Temps de demi-vie plasmatique
Acide thiobarbiturique

Acide trichloracétique

Tube contourné distal
Tube contourné proximal

Taux de filtration glomérulaire
Acide thionitrobenzoique

Volume de distribution

































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. Aprés 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 a faibles doses (Drummond, 1999).
La pharmacocinétique de ces agents dépend du transporteur et non de la molécule mére
jusqu'a ce que le médicament soit libéré par le transporteur (Laginha et al., 2005). Le
médicament qui reste encapsulés dans les liposomes ou 1ié & un polymére conjugué est une
prodrogue inactive, et donc le médicament doit étre libéré du transporteur pour étre actif
(Zamboni et al., 2004 ; Zamboni, 2005).

Apres que le médicament est 1ibéré de son transporteur, sa pharmacocinétique est la méme
que celle aprés l'administration de sa forme conventionnelle (Zamboni, 2005).
Les liposomes sont éliminés de la circulation sanguine par les macrophages du systéme
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 Fc des molécules d'IgG joue un réle essentiel dans la
reconnaissance et l'autorisation subséquente par les macrophages du RES (Senior, 1987 ;

Devine et Marjan, 1997).

IL.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 'homme, LSS-DOX
ou doxorubicine liposomale pégylée donne un maximum de 50 fois moins un volume de
distribution (Vd) similaire a des valeurs du volume de plasma (de 200 & 4.5 1) (Allen, 1994),
c'est a dire que le LSS a libération prolongée a un volume de distribution (Vd) pour la
doxorubicine qui n’est pas significativement différent du volume sanguin total, indiquant que
le médicament est généralement limitée a la circulation systémique (Drummond et al., 1999),
également LSS-DOX a une diminution de 20 fois de la clairance plasmatique de 22 4 0.1
L/heure et prés de 100 fois une augmentation de l'aire sous la courbe (ASC) temps-
concentration (Allen, 1994).

Dans les liposomes pégylés de doxorubicine, une corrélation a €té 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 &tre 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 & la surface d'un liposome empéche I’absorption de liposome contenant
doxorubicine par le RES, donc ces liposomes ont une longue demi-vie dans la circulation par
rapport a la doxorubicine libre, donnant une grande partie de l'aire sous la courbe (ASC)
plasmatique attribuée a la phase terminale prolongée (Papahadjopoulos et Gabizon, 1993;
Gabizon et Martin, 1997).

Les temps de demi-vie plasmatiques (t Y2) chez le rat ont été trouvés entre 22 et 23,6 h
(Mayhew et al., 1992), tandis que celles de 1’étre humain sont approximativement de 45 h
(Gabizon et al., 1994). Bien que le t 2 ait été jugé indépendant de la dose pour LSS-DOX, la
doxorubicine a une clairance plasmatique de 560 fois plus lente chez 'homme quand elle est
encapsulée dans LSSs. Chez le rat, '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 posséde une distribution tissulaire
altérée par rapport & doxorubicine libre. Le Vd pour doxorubicine libre est élevé dans toutes
les espéces étudiées, ce qui indique une large distribution tissulaire. Toutefois, lorsqu'ils sont
administrés sous forme liposomale, le Vd a été réduit de 60 fois & des valeurs proche du
volume plasmatique. La taille relativement importante des transporteurs liposomales (45-150
nm) les empéche de passer par les pores de 2 nm de diameétre 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 étre 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 2 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 phénoméne »). 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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liposome et du doxorubicinol a été détecté dans le plasma & 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 a la
forme active dans le site tumoral, & ce moment 13, le métabolisme de LSS-DOX prend celui

de la forme libre.

Partie I11. Néphrotoxicité de la doxorubicine nue et encapsulée
II1.1. Rappel histologique du néphron

Le néphron est I’unité fonctionnelle rénale, il est composé d’un glomérule qui est un bouquet
de capillaires, d’un tube contourné proximal, de I’anse de Henlé avec une partie gréle et une

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

II1.2. Mécanisme de la néphrotoxicité de la doxorubicine

La néphrotoxicité peut étre définie de fagon trés large comme I’ensemble des altérations
fonctionnelles ou structurelles rénales, induites directement ou indirectement par des agents
chimiques (ou leur métabolites), qui sont absorbés dans I’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 2 long terme de ces changements histopathologiques chez le rat a montré une Iésion
rénale sévere avec les caractéristiques de la maladie rénale chronique progressive chez
Ihomme (Lin et al., 2007). La doxorubicine lese sélectivement les cellules épithéliales
glomérulaires chez les rongeurs et cause un syndrome néphrotique dans quelques jours lors de
P’administration d’une dose unique (Bertani et al., 1982) et augmente aussi la perméabilité
capillaire glomérulaire et I’atrophie tubulaire (Mohan et al., 2010). Ce modéle de syndrome
néphrotique se caractérise par une protéinurie, une hypoalbuminémie, une dyslipidémie, une
hypercoagulabilité, ascite et cedéme périphérique, qui ne sont évidentes que plusieurs
semaines aprés le traitement. Bien qu'il ait été suggéré que Ja 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 synthése d'’ADN et la formation

-13-





















cibles, de I'examen préalable de nouveaux composés pour leur néphrotoxicité potentielle
(Bababunmi et al., 1991).

111.4.1. Marqueurs de la néphrotoxicité

11.4.1.1. Mesures des marqueurs exogénes
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

¢tudier la filtration glomérulaire.

111.4.1.2. Mesures des marqueurs endogénes

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 ['urée, la créatinine et l'acide urique (Frey et al.,
2001). Parce que le taux de filtration glomérulaire (TFG) est difficile & mesurer dans la
pratique clinique, la plupart des cliniciens I’estiment a 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 niveau
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 '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 complétement filtrée
par le glomérule et réabsorbée partiellement au niveau du tubule rénal de fagon 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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et catabolisée au niveau du tube contourné proximal. Son taux est indépendant de 1’age, du
sexe et de la masse musculaire. Elle est mesurée par immunonéphélométrie et son taux

sanguin est corrélé a la filtration glomérulaire (Bagshow et Bellomo, 2007).
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L.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 & 483 nm
(Shimadzu UV-vis spectrophotometre, Japan) apres lyse des liposomes avec du SDS 10%

(wlv, eau melliQ).

1.2. Partie biologique

Notre travail a été effectué au niveau du laboratoire de pharmacologie du département de
biologie & "université de Jijel. I est consacré a 1’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 160-180g. Les animaux sont répartis en quatre groupes de six chacun. Ils
ont libre accés a I’eau et a la nourriture. La température de 1’animalerie est maintenue & 22°C,

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

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

o  Groupe 02 (06 rats) : Animaux recevant 1,1 ml de liposomes vides & une dose unique
de 10 mg/kg par voie intraveineuse.

o Groupe 03 (06 rats) : Animaux recevant 1,2 ml de doxorubicine liposomale pégylée a
une dose unique de 10 mg/kg par voie intraveineuse.

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

(0,9 ml) 2 une dose unique de 10 mg/kg par voie intraveineuse.
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1.2.2. Sacrifice des animaux et prélévement des échantillons biologiques

Les animaux sont placés en cage a diurése pendant deux périodes consécutives de 24 heures
aprés I'injection des médicaments et a la veille des jours des prélévements 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 a 1’aide d’un tube capillaire au niveau de I’ceil (sinus
rétro-orbital). Il est centrifugé a 3300 tours / minute pendant 10 minutes (Centrifugeuse
55702, Bioblock scientific, Italy) puis le plasma récupéré est utilisé pour les analyses

biochimiques.

Pour P’étude tissulaire, les animaux sont sacrifiés, aprés anesthésie par 1’éther, a un intervalle
de temps réguliers de 2, 7, 15 et 21 jours aprés l’administration du médicament
anticancéreux « doxorubicine » et « doxorubicine liposomale pégylée ». Ensuite, les reins
sont prélevés, I'un est fixé dans le liquide de Dubosc Brazil pour ’examen histologique et
’autre est congelé & (- 20°C) pour réaliser les dosages tissulaires du stress (MDA, GSH, SOD,
CAT et GST).

II. Méthodes

I1.1. Dosages biochimiques
I1.1.1. 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 &

utiliser pour une évaluation de base de la fonction rénale.

La créatinine sérique est mesurée selon la méthode colorimétrique de Jaffe (Bonsnes et al.,
1945) grace a la formation d’un produit coloré en présence d’un picrate alcalin. La mesure est

faite a I’aide d’un spectrophotométre a 492 nm. La créatininémie est exprimées en pmole/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 :

PxDFG =UxVouDFG=UxV/P
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I. 1. Evolution des taux de créatinine plasmatique

Les concentrations de créatinine sérique des animaux ayant regus les différents traitements
sont rassemblés dans les figures 11a et 11b. Chez les rats traités par la doxorubicine 10mg/ kg
seule, on note une augmentation importante de la créatinine plasmatique. 48 heures aprés
Pinjection du médicament la concentration de la créatinine atteint 74.82 + 0.24 pmole/l chez
les rats traités contre 53.48+ 0.622 pmole/l chez les témoins et atteint un maximum de 100.4
+ 0.82 pumole/l aprés 15 jours. Cependant, et au méme délai de 15 jours, I’encapsulation de la
doxorubicine dans les liposomes pégylée montre une réduction hautement significative (p <
0,001) de la créatininémie (60.62 = 1.13 umole/l). Ceci montre que !’encapsulation

liposomale réduit la néphrotoxicité de la doxorubicine.

Variations de la créatininémie
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Figure 10a: 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 10b : 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 pégylde 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 trés 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 trés significative (p < 0,01) de la clairance de la
créatinine chez les animaux recevant la doxorubicine seule. Elle est observée dés le 2°™ jour
de traitement. Elle passe de 0,64 + 0,15 ml/min 4 0,168+ 0,04 ml/min au 15 *™ jour traduisant
la diminution de la filtration glomérulaire. Toutefois, comme montre la figure 12b,
I’augmentation de la clairance est trés 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.

Variations de Ia Clairance de la Créatinine
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Figure 11a : Variations des taux de la clairance de la créatinine de rats témoins et de rats traités par la
doxorubicine 10 mg/kg.

Variations de la Clairance de la Créatinine

0.8 -
= 0.7+ ns o YE us
E 08 mJ2
E gi |47
8 ,:‘!3 mJ15
e o
£ 0.2 aJdz1
= 01
© 0 T 7
Lotd doxo libre Lot3 doxo Lot2 liposomes
liposomale
Traitement

Figure 11b : 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 trés 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 a4 une dose unique de 10 mg/ kg, la doxorubicine seule entraine une nette
augmentation (p < 0,001) du taux de triglycérides sériques (figure 13a). Elle atteint 0.322 +
0.012 mg/l contre 0.171 + 0.004 mg/!I chez les rats témoins au délai de 7 jours, cette élévation
de la concentration de triglycérides est maximale au 15 ™
0.013 mg/1).

jour apres le traitement (0.341 +

Les formulations liposomales & 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 trés significatif
(p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < C.001).
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L.4. Variations des concentrations en malondialdehyde (MDA) du tissu rénal

Les variations des taux de malondialdehyde du tissu rénal aprés traitement par la doxorubicine
seule 10 mg/ kg et sous forme liposomale 10 mg/kg ainsi pour les liposomes vides
administrés & 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
5 éme

au 1 jour).
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Figure 13a : Variations des taux du MDA cytbsolique de rats témoins et de rats traités par la
doxorubicine 10 mg/kg.
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Figure 13b : Variations des taux du MDA cytosolique de rats traités par la doxorubicine 10mg/kg, les
liposomes vides 10 mgkg 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 trés significatif
(p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001).
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L.5. Effet de la doxorubicine sur la réserve rénale en glutathion (GSH)

Les rats traités par la doxorubicine montrent une diminution de la concentration rénale en
GSH (figure 15a). Cette diminution est hautement significative (p < 0,001) au 15ém° 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 4 une augmentation trés significative (p <
0,01) chez les rats fraités 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 conire 0,85 + 0,14 mM/ml chez le groupe de rats recevant la doxorubicine seule).
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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 10mg/kg, les
liposomes vides 10 mgkg 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 trés significatif
(p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001).
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I.6. Variations de Pactivité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) cytosolique

L’activité superoxyde dismutase cytosolique des animaux traités par la doxorubicine seule 10
mg/ kg diminue de fagon hautement significative (p < 0,001) et temps dépendante entre le
7™ jour (257,29 + 7,36 UL/ ml contre 338,70+ 12,3 UL/ml chez les témoins) et le 15°™ jour
(220,9 £ 3,06 U/ ml) (figure 16a).

La figure 16b montre que les liposomes vides et la doxorubicine encapsulée modifient
largement et de fagon hautement significative cette activité (338 + 2,88 Ul/ ml contre 220,9 +

3,06 UV/ 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 tanx de la SOD cytosolique de rats traités par la doxorubicine 10mg/kg,
les liposomes vides 10 mgkg 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 trés significatif
(p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).
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La découverte des liposomes comme transporteurs universelle a permis le développement de
divers systémes de délivrance des enzymes, de I’ADN, de médicament et d’autres composés
chimiques (Zuzanna et Agata, 2010). Par comparaison & des méthodes d’administrations
conventionnelles des agents chimiothérapeutiques, la nanomédecine & base de lipides ou de
polymeéres a montré ’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
I’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 possibilit¢ de modifier la formule de ces liposomes joue un rdle dans leurs vastes
applications (Zuzanna et Agata, 2010). En effet, le couplage des liposomes de doxorubicine
avec le polyéthyléne glycol (PEG) donne naissance a des liposomes pégylés qui possedent un
large temps de demi-vie plasmatique. Ce couplage est considéré comme ayant un large

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

Dans des études précliniques (Papahadjopouloé et al.,, 1991) et cliniques (Safra et al., 2000), la
doxorubicine liposomale pégylée a été signalé pour réduire la toxicité systémique et pour

améliorer I’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 mére non encapsulée.

Cette augmentation de la créatininémie induite par la doxorubicine seule & une dose de 10 mg/
kg est confirmée par la diminution de la clairance plasmatique ce qui suggere que le débit de

filtration glomérulaire a été clairement réduit, permettant d’expliquer une réduction du
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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 4 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 I'effet
protecteur du systéme 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 synthése du radical hydroxyle OH®, responsable des dommages lipidiques, n’aura pas lieu.

Toutefois, les effets potentiellement délétéres des espéces radicalaires sont controlés par la
présence de systémes de protection efficaces antioxydants enzymatiques (SOD, CAT et GST)
ou non enzymatiques (GSH) et qui maintiennent les ROS & 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
a ceux des témoins. Cette diminution est essentiellement due a 'effet toxique des métabolites
réactifs instable du médicament qui sont fixés et neutralisés par le systéme 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 & 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 a 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

Paggravation des dommages rénaux induits par les radicaux libres.

Ibrahim et al. (2009) ont trouvé, chez des rats Wistar albinos traités par la doxorubicine, une
¢lévation des taux de MDA et une diminution des taux de GSH dans les tissus rénaux et
cardiaques (Tbrahim et al., 2009). Aussi, les travaux de Liu et al., (2008) réalisés aprés
P’administration de cisplatine & 8 mg/kg, confirment que la néphrotoxicité induite par les
traitements anticancéreux serait associée a 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 hydrogéne et le peroxyde
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