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Introduction

Introduction

Le rein joue un réle capital dans le maintien de 1’équilibre hydrique, électrolytique et
acido-basique. Il assure aussi I’excrétion des déchets métaboliques et des produits exogenes,
tout en conservant les éléments essentiels. Il possede également des fonctions endocriniennes
primaires, en tant que site de synthése d’hormones (érythropoiétine, rénine, prostaglandines,
calcitriol), et secondaires en étant le site d’action d’hormones synthétisees ou activeées ailleurs
(aldostérone, angiotensine 11, vasopressine) [1].

Le rein est particulierement vulnérable a plusieurs substances toxiques comme (AINS,
cyclosporine et cisplatine ...etc.) qui sont susceptibles de lui causer des dégats a différents
sites et de perturber ainsi certaines de ses fonctions [2].

Le cisplatine est I’un des agents chimio-thérapeutiques les plus efficaces utilisés dans
la gestion d'une variété de tumeurs, y compris le cancer des testicules, tumeurs des cellules
germinales de l'ovaire et le cancer du col de l'utérus [3]. Son activité thérapeutique est
fonction de la dose dépendante, mais la réalisation de son plein potentiel thérapeutique est
limitée principalement par sa néphrotoxicité [4].

La lésion néphrotoxique est un dégat qui peut toucher un ou les deux reins et résulte
d'une exposition & une substance toxique qui peut se produire en de nombreuses manieres
différentes, en fonction du type de lI'agent. La toxine a un effet direct sur le glomérule ou les
tubules rénaux et conduit a la destruction des cellules [5 et 6].

Les mécanismes de cette derniere sont mal connus, cependant de plus en plus des
preuves expérimentales apportent des éléments de réponses a la question. Le stress oxydatif
fait partie de la liste des candidats ou plut6t des accusés [7,8].

Diverses études ont révéle que le cisplatine induit des dégats rénaux dus a I'implication
du stress oxydatif via la formation de radicaux libres qui a leurs tours provoquent des troubles
de la réabsorption tubulaire proximale, des ions sodium (Na®) de I'eau et de glucose [9]. Le
mécanisme par lequel le médicament exerce son action toxique n’est pas encore
systématiquement élucidé [10].

Plusieurs stratégies de prévention ont été testées pour atténuer expérimentalement la
néphrotoxicité du cisplatine, en utilisant certains antioxydants comme (la vitamine E et le
sélénium...etc.) [11, 12 et 13], aussi des modulateurs de I'oxyde nitrique comme (complexe
de I'histidine de zinc) [14], ainsi que d’autres substances diurétiques comme (furosémide et le

mannitol) [15] qui sont des agents cytoprotecteurs et anti-apoptotiques [16].

-



Introduction

Dans notre étude on a choisi la vitamine E comme substances de travail qu’est la
molécule anti-oxydante liposoluble la plus abondante dans notre organisme. Elle est présente

dans les membranes cellulaires et circule dans le sang liée aux lipoprotéines.
L’objectif essentiel de notre étude consiste a étudier ’activité anti-oxydante de la

vitamine E dans la néphrotoxicité expérimentale induite par le cisplatine chez les souris.
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Le rein

1. Anatomie du rein

Les reins sont des organes primordiaux, vitaux et doubles, qui se trouvent de part et
d'autre de la colonne vertébrale & peu prés a la hauteur des fausses cotes [17].
Un rein d’un individu sain adulte mesure en moyenne 12cm de longueur, 6 cm de

largeur et 3cm d’épaisseur [18].

Colonne rénale

Pyramide rénale

Papille rénale de
la pyramide rénale

Cortex Petit calice

Grand calice

Sinus
du rein
Artére rénale
Bassinet

(pelvis rénal) Veine rénale

Capsule
rénale

Uretere

Figure 1 : Coupe sagittale du rein [18].

Le parenchyme rénal est divisé en deux zones distinctes: la médullaire interne et la

corticale externe.

1.1. Le cortex périphérique

C’est la partie la plus externe du rein ; il est de couleur péle, d’une épaisseur un
centimetre environ, recouvre la médulla rénale, de couleur rouge brun. Le cortex contient tous

les corpuscules rénaux [19].

1.2. La médullaire profonde centrale
La médulle rénale présente de 8 a 18 régions a peu preés triangulaires et d’aspect stri¢
qui portent le nom de pyramides rénales, ou pyramides de Malpighi. La base de la pyramide

rénale est orientée vers le cortex rénal, tandis que son sommet, appelé papille rénale, est
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tourné vers 1’intérieur du rein. Les pyramides sont separées par des prolongements du tissu
cortical appelés colonnes rénales (ou colonnes de Bertin) [19].
Cet aspect macroscopique du parenchyme rénal est dii a ’arrangement spatial des

tubules rénaux qui constituent les unités morphologiques et fonctionnelles du rein [19].

1.3. Le néphron

Chaque rein contient plus d’un million de minuscules néphrons, les unités structurales
et fonctionnelles des reins qui assurent la formation de ’urine [20]. La figure (2) montre leur
anatomie et leur localisation relative dans chaque rein.

Le néphron comporte deux parties physiologiquement et anatomiquement distinctes ;
une partie filtrante, portant le nom de glomérule, unité de filtration, et une partie tubulaire

conduit I’ultra filtrat vers un urtere collecteur [21].

Cortex

Bowman's capsule

Medulla

Glomerulus Afferent arteriole

Efferent
arteriole

Ureter

Renal pelvis Afferent arteriole J

Proximal tubule

Bowman's capsule

Distal tubule

Collecting duct

b) c)
Loop of Henle

Figure 2 : Anatomie du néphron et sa localisation dans le rein [21].
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1.3.1. Corpuscule rénal (corpuscule de Malpighi)

Chaque corpuscule rénal est constitu¢ d’une touffe compacte d’anses capillaires
interconnectées appelées glomérule ou capillaires glomérulaires. Chaque glomérule regoit
du sang par une artériole appelée artériole afférente. Le glomérule fait saillie dans une

capsule remplie de liquide appelée capsule de Bowman.

Le couple glomérule et capsule de Bowman forme le corpuscule rénal. Quand le sang
traverse le glomérule pres de 20% du plasma est filtré dans la capsule de Bowman. Le reste

quitte le glomérule par I’artériole efférente [22].

1.3.1.1. Le glomérule

Un glomérule est un réseau de petits vaisseaux sanguins (bouquet de capillaires) [22].

1.3.1.2. La capsule de Bowman
La capsule glomérulaire rénale (capsule de Bowman) est formée de deux (2) feuillets :
viscéral (interne), pariétal (externe) [22].

+ La couche interne (feuillet viscéral) de la capsule est composée de cellules tres
modifiées en forme de pieuvre appelées podocytes. Les podocytes possedent de longs
prolongements ramifiés et enchevétrés, appelés peédicelles « petits pieds », qui
s’attachent au glomérule. Comme il y a des ouvertures, ou fentes de filtration, entre
leurs prolongements, les podocytes forment une membrane poreuse autour du
glomérule [20].

%+ La couche externe (feuillet pariétal) est constituée de I’endothélium capillaire formé
d’une seule couche de cellules, et une membrane basale constituée d’une couche
protéique non cellulaire également appelée (lame basale) séparant 1’endothélium de la
couche interne [23].

Entre les deux couches de la capsule se trouve un espace, la chambre glomérulaire

(chambre urinaire) contenant 1’ultra filtrat glomérulaire ou I’urine primitive.

Le mésangium est un tissu situé au centre du capillaire glomérulaire. Il est formé
principalement par des cellules mésangiales entouré par une matrice mésangiale

extracellulaire [24].

-
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|— Renal corpuscle Renal corpuscle
|

Glomerulus Bowman's capsule

Efferent arteriole

Giranilar
juxtaglomarular
cells
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Proximal
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Affarant arteriole
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Figure 3 : Coupe sagittale du corpuscule de Malpighi permettant de voir les structures
internes [24].

1.3.2. Le tubule rénal

C’est un conduit long d’environ 6 cm trés fin, de 0,1 mm de large ou va cheminer le
liquide filtré par le glomérule pour déboucher dans un calice jusqu’au bassinet [25].

Le tubule se subdivise en quatre parties fonctionnelles : le tubule proximal, I’anse de
Henlé, tubule distal et le tubule collecteur [26].Sur toute sa longueur, chaque tubule est

entouré de capillaires, appelés capillaires péri-tubulaires [27].

1.3.2.1. Le tube contourné proximal (TCP)

Le TCP fait suite a la capsule de Bowman, c’est le plus long segment du néphron, il
est situé uniquement dans la corticale rénale [28]. La partie apicale des cellules porte des
microvillosités denses (bordure en brosse) ce qui augmente considérablement la surface de

contact des cellules avec le filtrat [20].
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1.3.2.2. L’anse de Henlé

L’anse de Henlé fait suite au TCP [28], ¢’est un segment en forme d’épingle a cheveux

qui s’enfonce en profondeur dans la médullaire est revient ensuite dans la corticale.

L’anse de Henlé est divisée en deux branches, une branche descendante étroite et une

branche ascendante comprenant une partie étroite et une partie large [29].

1.3.2.3. Le tube contourné distal(TCD)
Le TCD est le prolongement de la branche large de I’anse de Henlé apres son retour de
la médullaire, plus court et moins pelotonné [26]. Les cellules épithéliales de TCD sont

cubiques et possedent peu de microvillosités, au pdle apicale pas de bordure (en brosse) [30].

1.3.2.4. Le tube collecteur (TC)
Le TC est la portion dite terminale de TCD, plusieurs tubules collecteurs convergeant
pour former un canal collecteur, les canaux collecteurs descendent a travers le cortex dans

des faisceaux paralléles appelés rayons médullaires ou pyramides de ferrein [26].
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Figure 4 : Segmentation fonctionnelle du tubule rénal [26].
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On distingue deux types généraux de néphrons :
v Néphrons corticaux : sont situés presque entierement dans le cortex rénal.
v" Néphrons juxta-médullaires : sont situés trés prés de la jonction du cortex rénal et de

la médulla rénale, et que leurs anses s’enfoncent profondément dans la médulla rénale

[30].

1.4. Appareil juxta-glomérulaire
L’appareil juxta glomérulaire est composé d’un amas, la macula densa, du
mésangium extra-glomérulaire et des artérioles afférente et efférente, il est localisé au pole

vasculaire du corpuscule rénal [31].

2. Physiologie du rein

Les reins sont les organes d’élimination les plus importants du corps, ils regoivent le
sang par les artéres rénales droite et gauche. Les veines rénales se jettent dans la veine cave
inférieure et ramenent le sang qui a traversé le parenchyme rénal. Les uretres représentent les

conduits des voies urinaires, qui vont rejoindre la vessie.

Les reins assurent plusieurs fonctions :

» L’¢élimination des déchets endogene provenant des différents metabolismes
essentiellement des produits azotés, urée (catabolisme des protides), créatinine,
bilirubine ; hormones.

» Le maintien de I’homéostasie c.a.d. le maintien de 1’équilibre hydro-électrolytique et
acido-basique de 1’organisme (controler les concentrations des électrolytes telles que :
sodium, calcium, potassium, chlore, réabsorber des petites molécules telles que :
acides aminés, glucose, peptide).

» La détoxification et élimination de déchets exogénes comme les toxines, les
antibiotiques, les médicaments et leurs métabolites.

» La sécrétion de certaines hormones (fonction endocrinienne) telles que :

- Rénine qui participe a la régulation du volume extracellulaire et ainsi de la
pression artérielle (la rénine provoque une augmentation du taux
d’angiotensine « globuline synthétisée par le foie »).

- Erythropoiétine est une glycoprotéine produite dans le stroma rénal qui stimule
la maturation des globules rouge dans la moelle osseuse

- Prostaglandine, calcitriol.

-
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» Fonction métabolique : néoglucogenése (20%). Au cours d’un jeline prolongé, les
reins synthétisent du glucose a partir d’acides aminés et d’autres précurseurs, et le

libérent dans le sang [17].

3. Physiologie du néphron

3.1. La filtration glomérulaire

La filtration est le mouvement du sang vers la lumiere du néphron. La filtration a lieu
uniquement dans le corpuscule rénal, ou les parois des capillaires glomérulaires et de la
capsule de Bowman sont agencées de maniere a permettre le flux net du liquide [32].

Au passage du sang dans le glomérule, de 1’eau et des substances dissoutes, a
I’exception des protéines, normalement prés de 20% du plasma qui entre dans le glomérule

est filtré, la filtration glomérulaire est la 1° étape de la formation de 1’urine [33].

3.2. La réabsorption tubulaire

La réabsorption est le retour vers le sang capillaire péritubulaire de substances
contenues a I’intérieur de la lumiére du tubule, dans 1’urine primitive [32].

La majeure partie de la réabsorption a lieu dans les tubules proximaux. Une petite
partie de la réabsorption s’effectue dans les segments distaux des néphrons. Cette derniére
régulée, ce qui permet aux reins de renvoyer des ions et de 1’eau dans le plasma de fagon
sélective pour maintenir I’homéostasie [33].

En second lieu, le passage massif des ions et de ’eau dans le tubule par filtration
simplifie leur régulation. Si les substances filtrées qui atteignent le néphron distal ne sont pas
nécessaires pour maintenir I’homéostasie, elles passent rapidement dans 1’urine [33].

La réabsorption peut étre active ou passive :

e Passive : elle s’effectue par simple diffusion a travers la paroi tubulaire en fonction du
gradient de concentration, exemple : la réabsorption de I’urée.
e Active : elle exige une dépense d’énergie avec consommation d’oxygene, exemple : la

réabsorption sodique [34].

3.3. La sécrétion tubulaire
La sécrétion est au contraire I’extraction de molécules particuliéres contenues dans le
sang et leur passage dans 1’urine primitive du tubule. Bien que la sécrétion soit, comme la

filtration glomérulaire, un passage de substances du sang vers le tubule, c’est un processus

-
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plus sélectif, qui utilise habituellement des transporteurs membranaires pour deplacer des

molécules a travers 1’épithélium du tubule [32].
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Figure 5 : Physiologie du néphron [32].
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Tableau 1 : Résume les différentes parties du néphron [17].

Le néphron

Le glomérule |Réseau de capillaire trés perméable.
Structure en forme de coupe a double paroi composé d’un
double épithélium pavimenteux.
La capsule
glomérulaire | La couche interne est composée de cellules spécialisées,
les podocytes, étroitement associés aux capillaires.
Site de la filtration glomérulaire.
Le tube | Epithélium  cubique  simple  comprenant  des
contourné microvillosités pour augmenter la surface d’échange.
proximal Site principale de réabsorption et de la sécrétion
tubulaire.
L’anse de | Branches ascendante et descendante
néphron Role dans le mécanisme de concentration de I’urine.
(anse de Henle)
Le tube | Plus court que le tube contourné proximal. Contient des
contourné cellules sensorielles  spécialisées sensible a la
distal concentration de NaCl, et qui forment la macula densa.
Réalisé une partie de la réabsorption et de la sécrétion
tubulaire.
Rejoint le canal collecteur qui draine la pyramide
rénale.
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Néphrotoxicité médicamenteuse

Le rein est un organe particulierement exposé a la toxicité des médicaments car bon
nombre de ceux-ci sont éliminés par voie rénale, soit par filtration glomérulaire (FG), soit par
sécrétion tubulaire proximale. Dans le rein mature, la FG représente 20 % du débit
plasmatique rénal [35].

Un médicament peut donc atteindre les cellules rénales et leur membrane, soit par le
filtrat glomérulaire, soit par le sang péritubulaire [35].

Les effets rénaux des médicaments se manifestent par divers mécanismes et peuvent
potentiellement toucher toutes les parties du rein (glomeérule, tubule, interstitium et vaisseaux)
[36].

Les médicaments peuvent provoquer une insuffisance rénale aigué (IRA) par atteinte
directe des tubules rénaux (aminosides), par diminution de [I’irrigation rénale (anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS)), inhibiteurs de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (IECA), cyclosporine, ou par néphrite interstitielle aigué. Les médicaments
peuvent aussi provoquer une insuffisance rénale chronique par néphrite interstitielle
chronique et nécrose capillaire (AINS) [37,38].

La majorit¢ des médicaments peuvent provoquer une insuffisance rénale s’ils sont
ingérés en quantité toxique.De méme, toute insuffisance rénale aigué peut aussi devenir
chronique si I’on n’intervient pas a temps [37].

Plusieurs classes de médicaments ont été associées a une incidence accrue de
néphrotoxicité.Les plus fréquentes sont les analgésiques (AINS, acétaminophéne), les
antibiotiques (aminosides et vancomycine en particulier), les IECA et les agents de contraste
[39].

1. Les différents types de néphrotoxicité médicamenteuse

1.1. Atteinte pré-renale

Lorsqu’il existe une hypoperfusion rénale, la réponse physiologique normale consiste
en une augmentation de la synthese de prostaglandines par le rein [40].

L’enzyme responsable de la biotransformation de [’acide arachidonique en
prostaglandine est la cyclo-oxygénase (COX) [40].

Dans conditions physiologiques, 1’augmentation de la production de prostaglandines
permet une vasodilatation des artérioles afférentes et une meilleure irrigation au niveau

glomérulaire. Toutefois, chez les patients preésentant une hypoperfusion rénale (maladie rénale
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préexistante, sepsis, insufisance cardiaque...etc), cette réponse physiologique peut étre
insuffisante pour maintenir le flux sanguin rénal. Cette réponse peut en outre étre altérée par
des médicaments capables d’inhiber la synthése de prostaglandines, c’est le cas des AINS
[40].

Cette hypoperfusion rénale associée a un traitement favorisant I’hypovolémie peut
ainsi entrainer une IRA dite pré-rénale. Celle-ci est caractérisée par une réversibilité rapide de

I’atteinte rénale [40].

1.1.1. Exemple des AINS

L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS entraine une diminution
du flux sanguin rénal et de la filtration glomérulaire. C’est essentiellement au cours des
situations pathologiques ou le systéme rénine-angiotensine est fortement stimulé que 1’action
des AINS favorise I’apparition d’une insufisance rénale. Ces insufisances rénales ne se
traduisent en regle générale que par une ¢élévation de 1’urée et de la créatinine sanguines, sans

protéinurie ni anomalies du sédiment urinaire [41].

1.1.2. Exemple de la ciclosporine

Une des formes de toxicité rénale de la ciclosporine est liee au déséquilibre entre les
meédiateurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs, menant & une vasoconstriction intrarénale
intense et a une baisse du débit sanguin rénal, une augmentation de la résistance vasculaire et

une dégradation du DFG. La vasoconstriction survient principalement dans 1’artériole

afférente [42].

1.2. La nécrose tubulaire aigué (NTA)

Il existe plusieurs types de NTA. Celle induite par les médicaments est dite NTA
toxique. Elle est caractérisée, en histopathologie, par une nécrose de 1’épithélium tubulaire
proximal. Les cellules nécrotiques tombent dans la lumiére tubulaire, I’obstruent et
provoquent une IRA. La membrane basale est intacte, de sorte que la régénération de
I’épithélium tubulaire est possible. Les glomérules ne sont pas affectés [43].

Les médicaments classiquement responsables des NTA toxiques sont les aminosides,
les produits de contraste iodés et ’amphotéricine B sous forme nue. Des antiviraux peuvent

également étre a ’origine de NTA, tels que I’adéfovir, le foscarnet, le ténofovir etc [43].

&
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1.2.1. Exemple des aminosides

Le mécanisme de la toxicité rénale des aminosides est lié a un effet cytotoxique direct,
dose-dépendant, di a I’accumulation excessive de ces médicaments dans le cortex rénal [43].
Cette accumulation est par ailleurs corrélée aux concentrations sériques de 1’aminoside [44].

Les atteintes tubulaires sont prédominantes secondaires a une fixation de 1’aminoside
sur les récepteurs de la bordure en brosse des cellules tubulaires rénales et a son accumulation
dans les lysosomes. Cette accumulation entraine une libération d’enzymes qui détruisent les
cellules tubulaires [45].

Les tubules perdent leur bordure en brosse, I’épithélium tubulaire est en partie nécrosé,
les lumieres sont élargies et encombrées de débris cellulaires. En plus de 1’atteinte tubulaire, il
a été rapporté une atteinte glomérulaire ainsi qu’une atteinte vasculaire pouvant expliquer la

baisse du débit de filtration glomérulaire et de I’excrétion rénale [45,46].

1.2.2. Exemple du foscarnet

La néphrotoxicité au foscarnet, quant a elle, concerne environ 2/3 des malades traités
par ce médicament. En 1’absence de mesures préventives, les patients peuvent présenter une
augmentation de la créatinine d’au moins 25% par rapport aux chiffres de base [47].

L’IRA s’explique par un effet néphrotoxique direct essentiellement sur les cellules
tubulaires proximales avec vacuolisation et nécrose. Les manifestations rénales sont
observées en général entre la 2°™ et la 3°™ semaine du traitement et corrélées a la dose
cumulative du médicament qui est en rapport avec les concentrations plasmatiques du

foscarnet et la durée du traitement [47].

1.3. La néphrite interstitielle aigué (NI1A)

Les NIA sont en régle générale secondaires a un mécanisme immuno-allergique. Les
manifestations extrarénales (fievre, éruption cutanée, éosinophilie) sont alors tres
caractéristiques de ce type d’atteinte rénale et surviennent apres plusieurs semaines suivant la
mise en place du traitement ou bien dans les 3 a 5 jours suivant une seconde administration
[38].

Les manifestations rénales peuvent étre une €osinophilurie et une pyurie stérile. L’atteinte

rénale est habituellement réversible en quelques jours a quelques mois, excepté dans le cas
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des anticalcineurines pour lesquelles la néphrite interstitielle est chronique et généralement
irréversible [38]. La famille médicamenteuse classiquement responsable de NIA sont les
pénicillines [48].

1.4. Les néphropathies obstructives

La néphropathie obstructive est objectivée par 1’existence d’un obstacle sur la voie
excrétrice. Une obstruction tubulaire peut étre induite par divers médicaments tels que
I’aciclovir, le methotrexate, la sulfadiazine...ect.L’obstruction crée par le médicament ou bien
par ses métabolites peut étre située au niveau tubulaire ou bien plus bas dans I’appareil
urinaire et provoquer des lithiases. Les facteurs de risque les plus fréquents sont une
insufisance rénale préexistante, des antécédents lithiasiques et un manque d’hydratation [49].

L’aciclovir (antiviral) est un produit cristallin, relativement insoluble dans les urines
en particulier dans la partie distale des tubules ou le flux urinaire est diminué. Ce phénoméne
peut étre a ’origine d’une insufisance rénale de type obstructif suite a la précipitation de
cristaux d’aciclovir dans la lumiére tubulaire dont plusieurs cas ont été rapportés dans la
littérature et dont la fréquence est d’environ 10 % chez 1’adulte [49].En dehors d’une
insufisance rénale de type obstructif, I’aciclovir peut entrainer une atteinte interstiticlle aigué
[50, 51] et une nécrose tubulaire aigué [52].Une cristallurie isolée est un signe précoce de
néphropathie cristalline a 1’aciclovir [53].

La rhabdomyolyse, effet indésirable potentiellement grave provoqué par certains
surdosages en médicaments comme les statines [54], peut également entrainer une IRA de
type obstructif. La physiopathologie de I’'IRA induite par la rhabdomyolyse est multiple et
comprend également une cytotoxicité tubulaire directe de la myoglobine et une

vasoconstriction [55].

1.5. Les néphropathies glomérulaires

Une atteinte glomérulaire ne se manifeste pas nécessairement par une baisse du débit
de filtration glomérulaire. En effet, il existe des mécanismes de compensation du rein
permettant un maintien de la filtration glomérulaire normale par les néphrons sains restants,
méme si une part importante des néphrons est 1ésée de facon irréversible. C’est ce que 1’on
nomme la capacité de réserve fonctionnelle rénale.Un des marqueurs de toxicité glomérulaire

est une protéinurie de masse moléculaire élevée, par opposition aux atteintes tubulaires pour
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lesquelles la protéinurie est de masse moléculaire faible. La présence d’une hématurie est
également caractéristique d’une atteinte glomérulaire [56].

Les médicaments classiquement mis en cause dans le développement d’une atteinte
glomérulaire sont les sels d’or et la D-pénicillamine. La toxicité rénale de la D-pénicillamine
peut se manifester par un syndrome néphrotique, défini par une protéinurie > 3 g/24 h ; une

hypo-albuminémie < 30 g/L ; des cedémes et une hyperlipidémie [56].

1.6. Les néphropathies vasculaires

Les néphropathies vasculaires sont caractérisées par des eléments cliniques communs,
une hypertension artérielle, une absence d’anomalie majeure a 1I’examen du sédiment urinaire
et une insufisance rénale souvent sévere et rapidement progressive [57].

Il existe deux types de néphropathies vasculaires selon le mode d’évolution aigu ou
chronique. Les médicaments entrainant des néphropathies vasculaires sont principalement
responsables de forme aigué telle que la microangiopathie thrombotique (MAT). Les MAT
ont une déinition histologique : il s’agit d’une occlusion des lumiéres arté-riolaires par des
thrombi ibrineux. Les deux principales formes de MAT sont le purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT) et le syndrome hémolytique et urémique (SHU). Les médicaments
classiqguement responsables de MAT iatrogenes sont les thérapies ciblées dont la mitomycine

C, la ciclosporine, le tacrolimus, la quinine, la ticlopidine, et le clopidogrel [57].

2. Les bio-marqueurs de la néphrotoxicité

Un bio-marqueur est une substance trouvée dans le sang, les sécrétions ou les tissus et
qui fournit une mesure de 1’état biologique normal, pathologique ou d’une réponse a un
médicament ou une autre substance étrangere. Il existe un vaste choix de bio-marqueurs
comprenant des ARN messagers, des protéines, des peptides et des molécules lipidiques. Ils
peuvent aussi étre classés selon le type d’atteinte qu’ils identifient, fonctionnelle (marqueurs
de fonction) ou organique (marqueurs d’intégrité tissulaire). Ces derniers peuvent encore étre
subdivisés selon la structure touchée : on parlera de marqueurs glomérulaires et de marqueurs
tubulaires [58].
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Les différentes bio-marqueurs de la néphrotoxicité [58].

bio-marqueur

Fonction ou structure cible

Utilisation

expérimentale/clinique

Marqueurs classiques
-créatinine

-Urée

-électrolytes, glucose,

pH et volume urinaire

la créatinine
le débit de

filtration glomérulaire

-La clairance de
permet d’estimer
-Fonction tubulaire (réabsorption)
évaluée méme en cas de faible

altération

-Marqueur de référence pour
classer les atteintes rénales en
cliniue mais deficit de
sensibilité et de spécificité

-Utilisation clinique malgré un

manque de spécificité

Protéines de haut PM
-Albumine
- Immunoglobuline

- Transferrine

-Excrétion élevée de protéines qui

indique une altération glomérulaire

-Marqueur d’atteinte aigue ou
chronique en clinique (micro-
albuminurie), degré d’atteinte

glomérulaire

Protéines de bas PM
-a1-micro-globuline
- B2-micro-globuline

- B —trace protein

- Marqueurs  précoces de
dysfonction tubulaire
-La BTP et la RBP permettent une

meilleure estimation du

- Utilisation pour prévoir si une

greffe rénale est nécessaire

- retinol  binding | débit de filtration glomérulaire

protein

Enzymes - Tubule proximal, papille rénale, |- Utilisation comme marqueur
-N-acétyl-b- glomérule. tubulaire peut étre limitée car

glucosaminidase.

- phosphatase alcaline

- Tubule proximal

augmentation lors de
pathologies glomérulaires
chroniques

Marqueurs de

I’inflammation
- NGAL
- IL-18

- Tubule distal et proximal

- Marqueurs de diagnostic et

pronostic masqué en cas
d’atteinte glomérulaire
chronique

- Utilisation clinique comme

marqueur précoce de

dysfonction rénale
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1. Définition

Le cisplatine (cis-diaminedichloroplatine) est un agent antinéoplasique efficace dans le
traitement de plusieurs tumeurs solides. C’est un agent alkylant qui agit en se liant a I’ADN et
en y établissant des ponts inter-caténaire et intra-caténaire [59].En plus de sa néphrotoxicité, il
connu aussi par ses effets secondaires dont la myélosuppression, 1’ototoxicité, les nausées, les
vomissements et les neuropathies. Cependant la néphrotoxicité est I’effet secondaire principal,

qui est souvent irréversible, et le facteur limitant du traitement [60,61].

2. Historique

Le cisplatine a été synthétisé pour la premiére fois en 1844 par un chimiste italien,
Michel Peyrone (1813-1883), et sa structure chimique identifiée en 1893 par le suisse Alfred
Werner [62].

Le cisplatine a été le premier dérivé de platine découvert, en 1965 par [62]. Lors de la
mise en contact des bactéries (E. coli) avec une électrode de platine, il observa, une inhibition
de la division. Il a conclu que cette activité pouvait étre due au platine de 1’électrode. Son
équipe fut la premiére a mettre en évidence que cet effet était di au cisdiamine-
dichloroplatinum libéré par I’électrode de platine et a apporter la preuve de son activité
anticancéreuse chez I’animal. La néphrotoxicité du cisplatine apparut trés vite comme un
facteur limitant et malgré I’instauration de 1’hyperhydratation, cet effet indésirable ne fut
jamais totalement maitrisé. Néanmoins, 1’hyperhydratation permit d’augmenter la marge
thérapeutique du cisplatine [63].

Depuis sa mise sur le marché, les indications du cisplatine n’ont cessé de s’élargir. Il
est utilisé dans des protocoles de mono-ou poly-chimiothérapie, pour les cancers de 1’ovaire,

des voies aéro-digestives supérieures (VADS), du poumon et notamment du testicule.

3. Structure et propriétés physico-chimiques
3.1. Structure :
Le cisplatine est un complexe de métal lourd renfermant un atome central de platine, &

I'é¢tat d’oxydation II, Pt>*, entouré de 4 ligands deux ligands chlore, de nature anionique et
facilement échangeables par divers nucléophiles, et deux groupements amines inertes non
échangeables. Sa formule brute est CloHgN2Pt [64].

La molécule est plane et carree, la disposition cis de la molécule est essentielle a son
activité car c'est elle qui lui assure une certaine planéarité. La forme trans est totalement

inactive [64].
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Figure 6 : La structure de la cisplatine [(NH3)2Pt(OH) 2] [64].

3.2. Propriétés physico-chimiques

Le cisplatine est une fine poudre jaune qui se décompose a haute température, a partir
de 180°C et de facon compléte a 270°C. Les principaux produits de dégradation sont le
chlorure d’ammonium et I’acide chlorhydrique [65].

Le cisplatine est peu soluble dans I'eau, insoluble dans 1’alcool et 1’acétone mais
soluble dans le diméthylformamide. Le cisplatine est tres sensible a la lumiére. Il peut étre
identifié et dosé par spectrophotométrie dans 1’ultraviolet a (190-400nm) et dans le visible a
(400-750nm) [65]

Le cisplatine possede des propriétés biochimiques semblables a celles des agents
alkylants bi-fonctionnels produisant des liaisons croisées intra-brins et inter-brins dans

I’ADN, il n’est apparemment pas spécifique au cycle cellulaire [65].

4. Propriétés pharmaceutiques
Initialement commercialisé sous le nom Cisplatyl® par le laboratoire Bristol-

MeyerSquibb. Il est conditionné dans des flacons en verre brun (type I) de 5, 15,45 et 60 ml a
la concentration unique de 1 mg/ml, sous la forme de solutions pour perfusion intraveineuse.
Le cisplatine ne doit pas étre administré a I’aide d’une aiguille en aluminium, ce dernier

inactivant le produit [66].

5. Pharmacodynamique

Le cisplatine est un cytotoxique appartenant a la famille des agents alkylants et forme
donc des liaisons covalentes avec I’acide désoxyribonucléique (ADN).Sa structure plane lui
permet d’entrer en contact de part et d'autre du plan avec les molécules environnantes.
Comme évoqué précédemment, le cisplatine interagit avec des molécules nucléophiles, c'est-
a-dire ayant beaucoup d'affinité pour les sites chargés positivement. Elles tendent a former

avec lui des liaisons covalentes en entrainant le départ de substituant chlore tres mobiles. Le

.
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cisplatine est ainsi capable d’interagir avec de multiples constituants cellulaires, les
phospholipides membranaires, le cytosquelette, 1’acide ribonucléique (ARN), I’ADN
mitochondrial mais surtout avec I’ADN nucléaire, ce qui constitue le fondement de son
activité thérapeutique [64].

Le cisplatine est capable de se lier a toutes les bases de I’ADN, avec une liaison
préférentielle pour la position N7 des guanines et des adénines. Ces adduits peuvent étre
monofonctionnels (liés a une seule base) ou bi-fonctionnels (liés a deux bases) [67].

Du fait de la liaison importante du cisplatine avec ’ARN et les protéines, certains
autres mécanismes d’action conduisant a la mort cellulaire ont été proposés, tels qu’une
inhibition de la chaine respiratoire des mitochondries [68], une interaction avec des protéines
du cytosquelette comme la tubuline [69] ou encore le déclenchement d’un stress au niveau du
réticulum endoplasmique [70].

Enfin, plusieurs travaux ont rapporté que le dernier événement de la mort d’une cellule
sous I’effet des dérivés du platine est I’apoptose, sous le controle de génes comme le p53 ou
comme la famille de génes bcl-2 [71,72]. Certaines protéines ayant une activité anti-
apoptotique ont un réle potentiel dans la résistance au cisplatine de certaines lignées de cancer
du sein [73].

6. Pharmacocinétique
La pharmacocinétique du cisplatine est compliquée par la présence concomitante de

formes libres et de formes liées aux protéines. La platine plasmatique est hautement liée aux
protéines. Cependant la majorité du cisplatine présent dans la cellule n’est pas liée aux
protéines mais localisée dans le cytosol.

Le platine total (libre +fixé sur les protéines) a une cinétique bi ou tri-phasique.

= Distribution
- Faible passage dans le LCR.
- Liaison avec les protéines plasmatiques : tres forte (90-95 %).
= Elimination
- Faible élimination biliaire (<10 %).
- Elimination rénale (30 % par 24 heures) par sécrétion tubulaire sous forme métabolisée,
d'abord rapide, puis trés lente.
- La demi-vie terminale peut étre trés longue (3 a 8 jours) par contre la demi-vie du platine

ultra filtrable est tres courte, elle est de 1’ordre de 30 minutes [74].

.
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7. Mécanisme d’action

De nombreuses études ont porté sur le mécanisme d’action du cisplatine [75 et 76].1l a
tout d’abord été¢ montré que le complexe reste dans son état neutre tant qu’il circule dans les
voies sanguines. La concentration en ions chlorures y est relativement forte (100 mM), et
empéche I’hydrolyse du composé. Le cisplatine entre ensuite dans la cellule par diffusion
passive a travers la membrane, la diminution de la concentration en ions chlorure facilite alors
I’hydrolyse en complexes tres réactifs [77].

Dans une solution saline riche en ions chlorures tels que le plasma, le cis-platine est
inactif et stable, mais dans le cytoplasme des cellules, pauvres en ions chlorures, il se produit

une dissociation du cis-platine en ses différents composants [78].

+ ++

HN  OH HN,  OH
\ /| g \ /-
Pt Pt

1
H,0
= =

H,N C
\ /
Pt *q cr

H3N/ \Cl H3N/ \Cl H3N/ \OHz

Figure 7 : Hydrolyse du cisplatine [78].

Les complexes trés électrophiles obtenus par 1’hydrolyse peuvent réagir avec divers
nucléophiles cellulaires, comme I’ARN, les protéines, le glutathion ou la méthionine. Plus
particulier le platine se fixe alors de facon covalente sur I’ADN au niveau des bases de la
guanine et les liaisons intra et inter brins qu’il provoque empéchent la réplication de I’ADN

lors du cycle cellulaire [78].

8. Mécanismes cellulaires de la néphrotoxicite
Dans le plasma, ou la concentration en chlore est d’environ 103 mM, le cisplatine reste

¢lectriquement neutre puisqu’il conserve ses groupements chlorures. La concentration
intracellulaire en chlore étant d’environ 4 mM, le déplacement des deux groupements
chlorures par des molécules d’eau est favorisé, formant ainsi une molécule hydratée plus
toxique a cause des charges positives qui réagissent avec les sites nucléophiles. Ces charges
positives sont responsables a la fois de 1’activité antinéoplasique et de la néphrotoxicité du
cisplatine [62].

Le cisplatine est filtré librement par le glomérule di a son faible poids moléculaire

(300,01 g/mol) et a I’absence de charges [62]. Il a éte demontre que les cellules epithéliales du
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tubule proximal peuvent accumuler le cisplatine jusqu’a 5 fois le niveau sérique grace en
partie & un processus de transport actif. Les dégats rénaux sont présents dans les tubules
proximal, distal et collecteur alors que le glomérule est relativement bien préserve [62].

La néphrotoxicité du cisplatine s’accompagne de changements structuraux au niveau
du tubule proximal (nécrose tubulaire, perte des villosités, altérations cellulaires dans le
nombre et la taille des lysosomes et vacuolisation des mitochondries). Ces changements
structuraux s’accompagnent de changements fonctionnels [64 et79] faisant appel a des
mécanismes physiopathologiques primaires (inhibition de la synthése des protéines et
déplétion du glutathion), causant ainsi des séquelles secondaires (altérations au niveau des
mitochondries, inhibition du transport membranaire et peroxydation lipidique) [79].

L’inhibition de la synthése des protéines est la manifestation biochimique la plus
précoce suite a un traitement au cisplatine. Ce médicament agirait sur le nucléole et causerait
une diminution de la formation des ribosomes inhibant ainsi la synthese protéique.

Une autre explication serait que le cisplatine interfére avec 1’assemblage des sous-
unités 48S et 60S des ribosomes conduisant a une diminution des protéines de transport et a
certains dommages mitochondriaux [79].

Le cisplatine interagit avec le radical sulfhydril des protéines et avec le glutathion pour
former des adduits stables résultant en un dysfonctionnement de plusieurs protéines
membranaire et cytoplasmique. Par exemple, les transporteurs de Na-phosphate et Na-
glucose, les glutathion-S-transférase, réductase et peroxydase se retrouvent tous avec une
activité diminuée [79], de plus, la diminution du glutathion disponible pour éliminer les
radicaux libres meéne a leur augmentation et a la peroxydation des lipides [79, 80].
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1. Définition

Le stress oxydant est devenu un sujet d’actualité, en effet, le monde des sciences
biologiques et médicales est envahi par ce concept qui est, de nos jours, jugé, comme une
situation physiologique impliquée dans la plupart des pathologies humaines [81].

Le stress oxydant correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire.il se
définit comme étant le résultat d’un déséquilibre du rapport entre les radicaux libres et les
systtmes de défense antioxydants dont dispose la cellule, avec comme consequence
I’apparition des dégats souvent irréversibles pour la cellule [81].

Lorsque 'un des systémes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des radicaux
libres (RL) montre un échec, 1’action des radicaux libres devient incontrdlable, ce qui conduit
a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la

mort de 1’organisme [82].

2. Sources des especes réactives oxygénées ROS
Les ROS sont produits dans 1’organisme par de nombreux mécanismes tant exogenes

qu’endogeénes [83].

2.1. Sources exogenes
L’organisme humain est soumis a I’agression de différents agents capables de donner
naissance a des especes réactives oxygénées. Les sources exogenes peuvent étre représentées

par des facteurs environnementaux [84].

2.2. Sources endogenes

L’une des sources endogénes majeures des ROS est la chaine respiratoire
mitochondriale. Cette production résulte de 1’addition d’un €lectron a 1’oxygene moléculaire.
Une telle réaction est catalysée par le cytochrome oxydase mitochondrial [85].

O2+4H*+4e¢ =—> 2H20

D’autre part I'inflammation est également considérée comme une source importante de
ROS. Il a été montré qu'une grande quantité de ROS est produit par les cellules immunitaires,
plus particuliérement les cellules phagocytaires. Ces cellules produisent desO;" , des OH" et
du H20> pour éliminer les microorganismes pathogenes et les cellules cancéreuses. En effet,
afin d'assurer la defense de I'organisme, les phagocytes utilisent le phénomeéne d'explosion
oxydative, qui consiste a l'activation du complexe NADPH oxydase. Cette enzyme utilise
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I'oxygéne pour produire des O2" en grande quantité au niveau de la membrane cytoplasmique
et ceux-ci sont libérés a la face externe de cette membrane [86, 87].

Origine et réponses cellulaires aux ROS

-
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Figure 8 : Origine et réponse cellulaire aux ROS [88].

3. Les radicaux libres
3.1. Définition

Un radical libre et une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés (célibataires) sur 1’orbitale externe. Cette caractéristique lui confére une réactivité
importante, les radicaux libres réagissent avec des molécules plus stables pour capter ou céder
leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en initiant des réactions en cascade [89].

L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes

réactives de 1’oxygene [90].

3.2. Les différents radicaux libres oxygénés

3.2.1. L’anion superoxyde Oy"

Est la forme réduite de l'oxygene moléculaire par la réception d'un électron, c’est le
premier radical formé lors du transport des électrons au niveau de la chaine respiratoire [91].
Le cytochrome oxydase qui se trouve dans la mitochondrie peut également catalyser une telle

réaction selon 1’équation suivante :
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Cytochrome oxydase

O2+¢ > ol
L’anion superoxyde O2* peut se former aussi lors de la phagocytose grace a la

NADPH oxydase qui se trouve a la surface des membranes plasmiques des phagocytes [92].

NADPH oxydase

202 + NADPH > 2 02" :+ NADP* + H
L’anion superoxyde Oz joue un rdle trés important dans la génération d'autre radicaux
libres tels que le peroxyde d'hydrogene H202, le radical hydroxyle OHe, et l'oxygene
singletO2" :[93].
L’anion superoxyde capable de réagir avec l'oxyde nitrique pour former le
peroxynitrite (ONOOQO") qui est capable de donner par la suite des composes trés toxiques
comme le radical hydroxyle et le dioxyde nitrique [94].

ONOO™ + H* » OH'+ NO2

3.2.2. Le peroxyde d'hydrogene H2O:
Il na pas d'électrons non appariés et n'est donc pas un radical.Le peroxyde
d’hydrogene se forme par la dismutation du radical superoxyde, catalysée par le superoxyde

dismutase (SOD) selon la réaction suivante [95]:

SOD

202 +2H* .02 + O2

Le peroxyde d'hydrogene est un produit plus stable que les produits qui lui donnent
naissance, ainsi sa réactivité est moins importante. La nature non ionique de cette molécule lui
permet de traverser facilement les membranes cellulaires et ainsi de diffuser tres facilement

d'ou une possibilité d'action a distance [94].

3.2.3. Le radical hydroxyle OH*

Est le radical le plus dangereux dans l'organisme. Il est trés réactif vis-a-vis des
structures organiques et joue un rdle initiateur dans I’auto-oxydation lipidique. Il est formé
par la dégradation du (H202) en preésence de métaux de transition sous leur forme réduite

comme le fer Ainsi, (H20>) associé au fer ferreux conduit a la réaction de Fenton suivante :

H202 + Fe*? » OH+OH +Fe*
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Le (H202) peut également réagir avec (O2 ), aboutissant la encore a la production du
(OH"), ce mécanisme réactionnel se nomme la réaction d’Haber-Weiss [96].
H202 + Oz’ » OH+OH +02

3.2.4. L’oxygene singlet 1O,

La forme excitée (O2) est souvent assimilée & un radical libre en raison de sa forte

réactivité, réagit avec les macromolécules biologiques (ADN, Proteines, etc....) [97].

3.2.5. L’oxyde nitrique NO

Le monoxyde d’azote NO"est un radical avec un électron non apparié, il est formé par
I'action du NO synthétase sur L-arginine [98].

L'oxyde nitrique lui-méme moins réactif que les autres radicaux libres, mais sa
surproduction dans des conditions spécifiques capable de provoquer la déplétion des
principaux antioxydants au niveau du plasma, tel que I'acide ascorbique et I'acide urique.

Ce radical est capable d'entamer la peroxydation lipidique [94].

NOS
L-Argénine + O2 + NADPH =) L-Citruline + NO* + NADP

3.2.6. Le nitrique dioxyde NO>
Le dioxyde d’azote (NO2") est formé a partir de la réaction du radical peroxyl avec
NO. Le (NO2") est un puissant déclencheur du lipide peroxydation par sa capacité d'arracher

un atome d'hydrogene d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés [98].




Stress oxydatif et antioxydants

Tableau 3 : Les principales espéces oxygénées réactives générées dans les
systéemesbiologiques [99]

Espéces réactives de 1’oxygéne|Espéces réactives de 1’oxygéne non

radicalaires radicalaires

Nom Formule Nom Formule
chimique chimique

anion superoxyde OF) Le peroxyde d'hydrogene |H202

Le radical hydroxyle |OH® Nitrique dioxyde NO2*

Oxyde nitrique NO* Poxygéne singlet 102

Mécanismes de production des ROS ET RNS

oxydases Irradiation UV
H,0, | « 0O, » | '02

Oxygene singulet

Peroxyde
d’hydrogéne

superoxyde

dismutase Arginine

Cycles redox/

cr mitochondrie
2 .
HOCL (0 NO
Acide hypochloreux Radical superoxyde Monoxyde d'azote
OH ONOO
Radical hydroxyle Peroxynitrite

Figure 9: Les différentes Espéces Réactives de I'Oxygéne [99].
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4. Les cibles biologiques des ROS

Plusieurs études [90, 100, 101,102] ont bien montré le role des radicaux libres et des
espéces oxygenees réactives dans la genése de nombreuses maladies. En effet, la production
excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des proteines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions
secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors
de I'oxydation des lipides [90]. L'organisme peut aussi réagir contre ces cComposés anormaux
par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant
une troisieme vague d'attaque chimique [90 et 102]. Toutes ces cascades vont avoir des

répercussions sur les biomolécules [102].

4.1. Les lipides

Les lipides, en particulier les acides gras polyinsaturés, sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyl. Cette
réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical peroxyl
formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un nouveau
radical diéne conjugué. Les hydro-peroxydes peuvent subir plusieurs modes d'évolution
exemple étre réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer a s'oxyder et a se
fragmenter en aldéhydes acides et en alcanes (éthane, éthylene, pentane) qui, de par leur
volatilité, sont éliminés par voie pulmonaire. Le radical peroxyl, aprés évolution en un
peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut libérer différentes aldéhydes toxiques dont
le malonaldialdéhyde ou I'hydroxynonenal. La transmission en chaine de la réaction de
peroxydation lipidique est stoppée par la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidique des
membranes. On peut détailler le mécanisme de cette peroxydation en trois étapes

consécutives, figure 10, [103].

.
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Etape 1 : Initiation

</—OH [ g
N NN NN
>_/(:) N ey N =

Le radical formé (Re) subit un réarrangement interne, dii & une tautomérie liée au déplacement
de la double liaison la plus proche de 1’électron célibataire, et existe donc sous 2 formes en
équilibre.

Etape 2 : Adition de ’oxygéne

N—"\\_/ Lo s N/
RN / .o
RY) (ROO)

En présence d’une molécule d’oxygene, il se forme un radical peroxyde (ROQOe).

Etape 3 : Propagation et amplification

-
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Figure 10 : Les étapes du mécanisme de la peroxydation lipidique [103].

Le radical peroxyde (ROO¢) qui déstabilise une deuxiéme molécule d’AGPI et conduit
a un hydro-peroxyde lipidique (ROOH) et a un nouveau radical (R¢). Cette auto-oxydation se
propage et s’amplifie d’un acide gras a ’autre. Les implications chimiques et les différents
produits engendrés par ce mécanisme sont résumés dans la figure, 11 [92].
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Figure 11: Réactions en chaine de la peroxydation lipidique et ses produits terminaux
[92].

La peroxydation lipidique provoque une augmentation croissante de la perméabilité
des membranes cellulaires induisant une altération irréversible des propriétés fonctionnelles
de la cellule, pouvant aller jusqu’a la lyse compléte des membranes cellulaires. La réaction en
chaine prolonge les effets intra-membranaires des radicaux libres, méme si 1’agression
radicalaire s’estompe .La peroxydation lipidique aboutit & la formation de nombreux dérivés
toxiques comme les hydro-peroxydes et leurs dérivés [102]. Les hydro-peroxydes lipidiques
sont relativement stables; en présence de fer, ils sont transformés en radicaux alkoxyles
(ROe). Parmi leurs dérivés, le MDA (malondialdéhyde) a une demi-vie plus longue que celle
des radicaux libres et diffuse facilement et peut donc étre considéré comme un marqueur de la
peroxydation lipidique et peut également former des liaisons avec les bases de I’ADN et

devenir un mutagéne [91].

4.2. Les protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent une fonction thiol (SH)comme (I’histidine, la proline, 1’arginine et la
lysine)Comme les protéines de transport qui deviennent inactivées suite a leur oxydation
[91].Les protéines peuvent alors soit subir des réticulations par formation notamment de ponts
bi-tyrosine détectables par leur fluorescence, soit subir des coupures en cas d'agression forte,
soit des modifications de certains acides aminés en cas d'agressions modérées [102]. Les

protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, antienzyme,

|
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transporteurs, récepteurs. etc..) et deviennent beaucoup plus sensibles a I'action des protéases
et notamment du protéasome [90].

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que des
stress importants provoquent une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane

cellulaire, entrainant des lyses immédiates [104] (figure 12).
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Figure 12: Caractéristiques morphologiques de I’apoptose et de la nécrose [104].

4.3. Les acides nucléiques

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres
vivants, il s'agit d'une molécule trés sensible a l'attaque par les radicaux de I'oxygene. Au
minimum, cing classes principales de dommages oxydatifs médiés par OHe peuvent étre
génerées, parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des
cassures de brins et des pontages ADN-protéines [90 et 105].
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Figure 13: Les différentes cibles d’espéces réactives de I'oxygene [106].

5. Roéles des ROS

En effet, lls remplissent de tres nombreuses fonctions utiles qui, a part la phagocytose,

ont été découvertes récemment les fonctions ci-dessous :

+

+*
+*
+*
*

Le fonctionnement de certaines enzymes.

La différentiation cellulaire et la transduction des signaux cellulaires

La défense immunitaire contre les agents pathogeénes.

La destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire.

La régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones
notamment ceux de la mémoire.

La régulation des génes, (phenomene appelé contréle redox des genes) [90].
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6. Les systemes de défenses antioxydants

Les antioxydants ont été prouveés pour jouer un réle important dans la régulation d’une
vaste gamme physiologique et des processus pathologique, ils contribuent principalement a la
protection des cellules et des tissus contre les effets délétéres des ROS et d’autres RL [107].

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui, présentes a
faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent
significativement 1’oxydation de ce substrat [108], et dont les produits de la réaction entre
I’oxydant et I’antioxydant ne doivent pas étre toxiques et ne branchent pas la réaction
radicalaire [82].

Les antioxydants peuvent agir en réduisant les ROS, en les piégeant pour former des

composés stables, en séquestrant le fer libre, ou en générant du glutathion [90,109].

Systémes
antioxydants
enzymatiques

Effet protecteur

Systémes
antioxydants non
enzymatiques

/ Petites protiénes (métallothionéine)

Figure 14: Pyramide des systéemes de défenses antioxydants [107].

6.1. Les antioxydants enzymatiques :
Les antioxydants les plus efficaces sont des enzymes qui catalysent la réduction du
ROS [110]. Les enzymes antioxydants ont une signification négligeable dans I’espace

extracellulaire alors qu’ils jouent un role trés significatif dans 1’espace intracellulaire [82].
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Tableau 4 : Les antioxydants enzymatiques et leurs caractéristiques [111].

Antioxydants enzymatiques

Caracteéristiques et réaction catalysée.

Superoxyde dismutase SOD :
- Cu, Zn SOD1

-Appartient a la famille des métallo-enzymes, posséde

trois iso-enzymes : SOD1, SOD2 intracellulaires et

- Mn SOD2 SOD3 extracellulaire, catalyse la dismutation de 1’ion
- Cu, Zn SOD3 superoxyde

SOD

20,4 +2H¥ > H,0,+02
La catalase : -C’est une enzyme héminique capable de transformer

le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene

moléculaire.

2H202 2H0+0-

Les glutathion peroxydases :
-GPx sélénium- indépendant
-GPx sélénium-dépendant

-La GPx catalyse les réactions de détoxification des
xénobiotiques.

- Présente sous forme de 5 iso-enzymes tétramériques,
agissant sur les peroxydes d’hydrogene et les hydro-

peroxydes lipidiques par I’intermédiaire de GSH.
2GSH+ROS —&EX—3GSSG

—GR
GSSG QZGSH

NADPH.H+ NADP+

La thiorédoxine TRX

-Seléno-protéine, a activité oxydoréductase, protectrice

des protéines a fonction thiol :
Trx-S2+NADPH,H*—I2R 3 Trx-(SH)2 +NADP*

Protéine-Sz+Trx-(SH)2— Protéine-SH2+Trx-S

6.2. Les antioxydants non enzymatiques

Ce sont des nutriments naturellement amenés par des composés endogénes ou par

I’alimentation, ils ont la capacité de trapper les especes oxydantes en captant leur électron

libre et en formant ainsi des espéces plus stables qui pourront étre éliminées par d’autres

systemes antioxydants. Dans cette catégorie d’antioxydant les principales molécules sont les

-
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oligoéléments, le glutathion réduit, I’ubiquinone, le cytochrome c et les vitamines E et C, elles
peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une

capacité de lier les acides gras libres [92].

6.2.1. Le glutathion (GSH)

Le glutathion est un tri-peptide, dont les propriétés réductrices et nucléophiles jouent
un réle majeur dans la protection contre les altérations oxydantes des lipides, des protéines et
des acides nucléiques.

En situation du stress oxydant, son rble protecteur de détoxifiant, réside
principalement dans sa fonction de Co-substrat des glutathion peroxydases. Mais il fait aussi
I’objet d’interactions synergiques avec d’autres composants du systéme de protection

antioxydant tels que la vit C, la vit E et les SOD [112].

6.2.2. Les oligoéléments
6.2.2.1. Le zinc

Cet oligoélément est un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protége également les
groupements thiols des protéines. Le zinc peut inhiber partiellement les réactions de

formation d’espéces oxygénées induites par le fer ou le cuivre [113].

6.2.2.2. Le cuivre

Cet oligoélément est un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il joue, en tant que métal
dit de transition, un réle important dans le déclenchement des réactions conduisant a la
formation d’espéces oxygénées activées, par ses propriétés anti-oxydantes. Une concentration

trop élevée en cuivre pourra donc refléter la présence d’un stress oxydant [114].

6.2.2.4. Le sélénium

Le sélénium alimentaire est incorporé sous forme de séléno-cystéine (Se-Cys) dans les
séléno-protéines [115]. Les séléno-proteines jouent un réle clé dans la protection des cellules
et de leurs constituants contre I’attaque radicalaire [116].

Les séléno-protéines assurent, en synergie avec d’autres molécules de nature
enzymatique (SOD, catalase) ou non enzymatique (vitamine E, et C, caroténoides,

polyphénols) 1’équilibre intra et extracellulaire de la balance pro et antioxydant [115].

-
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6.2.3. Les polyphénols
Les polyphénols, groupe de molécules de structures variées [117], et ce sont, par

ailleurs, les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation [118]. Ils sont classés en
flavonoides, anthocyanes, tanins et stilbenes. [119]. Ce sont d’excellents piégeurs des ROS et

de trés bons chélateurs de métaux de transition comme le cuivre et le fer.

6.2.3.1. Les flavonoides

Le terme « flavonoide » est d0 a leur couleur jaune (= flavus en latin) [120]. Les
flavonoides désignent une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polypheénols.

Tous les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres générés en
permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions de notre
environnement (cigarette, polluant, infections etc.....) ingérés avec nos aliments, ces
composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants cellulaires (lipides
et macromolécules) contre le stress oxydant [121].1ls sont susceptibles d'inhiber les chaines de
peroxydation lipidique [103].

En effet, les flavonoides apportent une protection contre les radicaux libres en
empéchant leur liaison avec les lipides membranaires des cellules [122].

6.2.5. La p-caroténe

La B-carotene est un précurseur de la Vit A. Il possede une activité anti-oxydante
totalement indépendante de son role pro-vitaminique ; il agit en désactivant 1’oxygéne singlet

et possede la propriété de piéger les RL [123].

6.2.6. La vitamine C

Appelé aussi 1’acide L-ascorbique et c’est un antioxydant hydrosoluble, qui se trouve
dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut piéger directement 1’anion
superoxyde (O27), le radical hydroxyle (OH), I’oxygéne singlet et réduit le peroxyde
d’hydrogéne en eau via I’ascorbate peroxydase [124]. En plus, Elle permet la régénération de
la forme non radicalaire de la vitamine E. La vit C a notamment un rdle antioxydant au niveau
des tissus oculaires, en particulier la rétine, ou elle participe a la dégradation du H.O> [125].
Elle peut recycler 1’a-tocophérol pour aider a prévenir 1’oxydation des lipides [126]. L’acide
ascorbique peut agir en tant qu’antioxydant seulement en absence de métaux de transition

sous forme libre [124].
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1. Animaux
Notre étude expérimentale a porté sur des souris méles de souche Wistar Albinos. (25-

30 g) issus d’un €levage an niveau de I’animalerie de 1’institut de Pharmacie.et sont
maintenus dans une animalerie acclimatées a une température constante de 22 C°. Les souris
ont un acces libre a la nourriture et I’eau servie dans des biberons ad libitum. Les souris sont

réparties en 3 lots a raison de 6 souris par lot

1.1. Induction de la néphrotoxicité
Le médicament anticancéreux que nous avons utilisé pour provoquer la toxicité

expérimentale (néphrotoxicité) est le cis-platine qui est injecté par voie intra-péritonéale (ip)
avec une seule dose de 8mg/kg dissous dans I’eau physiologique (NaCl 0.9%).

1.2. Traitement d’animaux

» Lot N°1 (Témoin : 6 souris) : animaux recevant quotidiennement par gavage de I’ecau
physiologique (NaCl 0.9%) pendant 10 jours.

» Lot N°2 (Cis-platine : 6 souris) : animaux recevant durant 10 jours par gavage 1’eau
physiologique (NaCl 0.9%), le dernier elles sont injectées par le cis-platine a la dose
unique 8mg/kg.

» Lot N°3 (Cisplatine + vitamine E : 6 souris) : animaux recevant quotidiennement
pendant 10 jours de la vitamine E a la dose unique 100mg/kg, Le dernier jour, apres
une demi-heure du gavage par la vitamine E, elles ont regu par injection intra-
péritonéale le cisplatine & une dose de 8 mg/kg.

Apres la dissection, le sang prélevé fut centrifugé a 4000 tours/min pendant 15
minutes, puis conservé pour les dosages biochimiques (créatinine, et urée). Les fragments des
reins récupéré sont conservés a -80° C pour les dosages des parametres du stress oxydatif. Ces
étapes sont effectuées par la doctorante Bayoudh Kenza. Notre travail a été effectué sur les

échantillons déja préparés (Les fragments rénaux et le plasma).

2. Dosages biochimiques
2.1. Les paramétres de néphrotoxicité
2.1.1. L’urée

L’évaluation de I’'urémie a été effectuée par la méthode enzymatique en deux étapes.

La premiére est une hydrolyse de 1’urée en ammoniaque (NH3) et le dioxyde de carbone

.
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(CO2) par I’intermédiaire d’une enzyme uréase. La deuxiéme étape est une transformation de
I’ammoniaque et le a-Glutamate par la glutamate déshydrogénase en glutamate et H.O5. Cette
réaction est accompagnée d’une oxydation du NADH™+H* en NAD*. La diminution de
I’absorbance a une longueur d’onde de 340 nm est proportionnelle a la concentration de I’urée

dans 1’échantillon.

Urée NHs+ Uréase . CO
hydrolyse
NHs + a-glutarate GLD » glutamate + H,O

2NADH*+H*  2NAD"

2.1.2. La creatinine

La créatininémie a été évaluée en utilisant des Kits spécifiques dont le principe est la
formation d’un complexe créatinine-picrate par la réaction de la créatinine de 1’échantillon
avec le picrate dans un milieu basique. L’augmentation de 1’absorbance a 500 nm est

proportionnelle a la concentration de la créatinine dans 1’échantillon.

Acide picrique + créatinine —2H___, Complexe créatinine-picrate

3. Evaluation du statut oxydatif au niveau rénale

3.1. Préparation de I’homogénat et la fraction cytosolique rénale

Apres la dissection, les reins récupérés sont rincés avec de 1’eau physiologique. puis
coupés en petits morceaux et pesés; 0.25 g du rein sont homogeénéises a 1’aide d’un
homogénéiseur dans 2.5 ml de solution tampon Tris-EDTA (0,1 mM, pH 7,6) contenant du
KCI (1.15%) puis destiné aprés centrifugation (1000 tours/min pendant 15 minutes) pour le
dosage du MDA.

Le surnageant collecté est centrifugé une deuxieme fois a 9600 tours/min pendant 45
minutes. La fraction cytosolique récupérée est utilisée pour le dosage du glutathion réduit
(GSH) et I’activité enzymatique de la catalase (CAT).

3.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation lipidique dans le rein est évaluée par le dosage de malondialdéhyde
(MDA) selon la méthode de [136]. Le MDA est I’'un des produits terminaux de la
décomposition des acides gras polyinsaturés sous 1’effet des radicaux libres libérés au cours

du stress.

.
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3.2.1. Principe de la méthode
Le dosage du MDA repose sur la formation, en milieu acide et a chaud a pH 2a 3et
100°C), entre une molécule de MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) d’un
pigment de couleur rose ayant une absorbance maximale a 530 nm et extractible par les
solvants organiques comme le n butanol.
Mak ndizldzhyde [H] @

(MDA Acide thiobar itungus
iy (TEA)

5\1/,.‘ GH H NYSH
; M
aH aH

Deérive MDA (TBA),

colore en rose

Figure 15 : Formation d’adduit MDA-TBA [136]

3.2.2. Réactifs et solvants
v L’acide thiobarbiturique TBA 0.67 %.
v' L’acide trichloroacétique TCA 20%.

v" Le n-butanol.

3.2.3. Procédure

A 0.5 ml de I’homogénat, on a additionné0.5ml de TCA 20% et 1ml de TBA 0.67 %.
Le mélange est chauffé a 100°C pendant 45 min, refroidi puis additionné de 4 ml de n-
butanol. Aprés centrifugation pendant 10 minutes a 3000 tours /minute a 4°C, la densité
optique est déterminée sur le surnageant au spectrophotométre a 530 nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions.

Le MDA est exprimé en nmol/g de tissu de I’organe étudi¢ et calculé a partir d’une
gamme préparée sous les mémes conditions avec une solution de « 1, 1, 3,3-

tetraetoxypropane » qui donne le MDA aprés son hydrolyse.

.
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3.3. Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage de glutathion réduit est effectué selon la méthode de [137] au niveau des reins.

3.3.1. Principe de la méthode

La méthode du dosage de glutathion est basée sur I’évaluation de la réduction du
réactif d’Ellman par les groupes (SH) en formant 1’acide thionitrobenzoique (TNB); ce
dernier est caractérisé par une coloration jaune intense a pH basique (8 & 9), ce qui permet sa

quantification spectrophotométrique a 412 nm.

NO,
GS-SG
COOH
z + GSH —» +
o O
NO HS COOH
2
DTNB T™B

Figure 16 : La réaction entre DTNB et le GSH [137].

3.3.2Reactifs et solvants
v' L’acide trichloracétique 10%.
v Tampon phosphate de potassium pH8 (0.1M).
v' Réactif d’Ellman ; 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoique) 0.8g/100ml de sodium citrate
1%.

3.3.3. Procédure
Le dosage du glutathion réduit dans les tissus s'effectue selon les étapes suivantes :

e 0.5 ml de TCA al0% sont mélangés avec 0.5 ml d’échantillon, le mélange est, de
temps en temps, agité pendant 15 minutes.

e Apreés 15 minutes, les tubes sont centrifugés a 2000 tours/min pendant 5min a 4C°.

e Dr’autres tubes sont préparés pour le mélange réactionnel : 100ul de réactif d’Ellman
(DTNB) sont ajoutés a 1.7 ml de tampon, ensuite, 200 pl de surnageant sont
additionnés et la lecture a été effectuée apres Sminutes a 412 nm contre un blanc

prépare dans les mémes conditions.
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Les concentrations du glutathion réduit sont exprimées en umol par gramme de tissu.
Elles sont déduites a partir d’une gamme étalon de glutathion préparée dans les mémes

conditions que le dosage.

3.4. Evaluation de Pactivité enzymatique de la catalase (CAT)

L’activité enzymatique du catalase est déterminée dans les tissus des reins selon la

méthode de [138].

3.4.1. Principe de la méthode

Le dosage de I’activité enzymatique de la catalase est basé sur le changement de
I’absorbance a 240 nm qui est due a la décomposition du superoxyde d’hydrogéne (H202) par
la catalase.

Catalase

v

H20: 2H20+02

3.4.2Reactifs et solvants
v" Tampon phosphate de potassium pH 7.4 (0.1M).
v' Peroxyde d’hydrogéne (H202) 19mmol/ml.

3.4.3. Procédure

Dans une cuvette en quartz de 3 ml, 20ul de ’homogénat sont mélangés avec 200 pl
d’une solution de H202 & 19mmol/ml préparée dans le tampon phosphate de potassium pH 7.4
(0.1M). L’absorbance est lue a 240 nm chaque minute contre le blanc (H202) dans un
intervalle de temps de 2 minutes.
L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en U/mg de protéine rénale.
K=2303xlog A1
T A2
K : Constant de vitesse,
T : Intervalle de temps,
A1 : Absorbance dans le temps zéro,
A : Absorbance aprées une minute

Ul/mg de protéine : pmol d” H20O2 consomme par minute par mg de protéines.

.
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1. Résultats
1.1. Dosage biochimique

Tableau 6 : L ’effet néphroprotecteur de la vitamine E (100 mg/Kg) sur la fonction rénale
altérée par la cisplatine

Groupes Urée (mg/dl) Créatinine (mg/dl)
Control 17,99+0,94 0,62+0,047

Cisplatine 79,86+4,89** 1,96+0,61**

Cisplatine+ vit E 33,92+2,85 (74,24 %) **  |0,826+0,049 (84,61 %) **

n=3 * Ecart type, * P<0.05, **P<0.01 (% de protection)
On remarque d’aprés les résultats du tableau ci-dessus, que :

La néphrotoxicité induite par une seule dose (8 mg/kg) de cisplatine se manifeste par
une augmentation significative (p<0.01) de la créatinémie 1,96+0,61 mg/dl comparativement
au témoin (0,62+0,047 61 mg/dl). Le taux de la créatinine a diminué significativement
(p<0.01) (84,61 %) en utilisant de la Vit E (100 mg/Kg) (Tableau 6).

L’administration du cisplatine (8 mg/kg) a provoqué chez les souris une
augmentation de 1'urémie (79,86+4,89 mg/dl) hautement significative (p<0.01) en
comparaison au témoin (17,99+0,94 mg/dl). L’introduction de la vitamine E (100 mg/Kg)
chez les souris a diminué significativement I’urémie (p<0.01) (74,24 %) (Tableau N° 6).

1.2. Les marqueurs du stress oxydant
1.2.1. Le malondialdéhyde (MDA)

120
100 |
80 |
60 |

40 | *‘

20

MDA nmol/g tissue

control Cysplatin Cysplatin + vit E

Figure 17 :L’effet protecteur de la vitamine E (100 mg/Kg, 10 jours) sur le taux du MDA
induit par le cisplatine (8 mg/Kg. IP.), n=3 + Ecart type,* P<0.05, **P<0.01




Résultats

A partir de ces résultats, on remarque que la néphrotoxicité provoquée chez les
souris traitées par le cisplatine est associée a une peroxydation lipidique exprimée par
I’augmentation du taux du MDA. Le gavage des souris par la vitamine E (100 mg/Kg) a
inhibé la peroxydation lipidique par un taux de 74.10 % (Figure N°17).

1.2.2Le GSH cytosolique
La figure.N°18 illustreL’effet protecteur de la vitamine E sur la réduction du GSH induite par

le cisplatine.

30

25

20

15

10

GSH nmol/mg protein

control Cysplatin Cysplatin + vit E

Figure 18 :L ’effet protecteur de la vitamine E (100 mg/Kg, 10 jours) sur la réduction du
GSH induite par le cisplatine (8 mg/Kg, IP.), n=3 £ Ecart type, * P<0.05, **P<0.01

La déplétion (diminution) du glutathion réduit (GSH) rénale par le cisplatine
(8mg/Kg. ip) est restaurée significativement par 1’administration de la vitamine E (100

mg/Kg) a 80.59% (FigureN°18)
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1.2.3 La CAT cytosolique

65,46 %

80

[=2]
o

CAT nmol/min/mg
8

N
o

Cysplatin Cysplatin + vit E
Figure 19 :L effet protecteur de laVit E (100 mg/Kg, 10 jours) sur la réduction de activité
de la CAT, induite par le cisplatine (8 mg/Kg, IP.), n=3 + Ecart type, * P<0.05, **P<0.01

D’aprés ces résultats, on remarque que 1’administration de la vitamine E (100
mg/Kg) pendant 10 jours a préservé (65.46%) I’activité de la catalase cytosolique réduit par la

toxicité aigué engendrée par le cisplatine (8 mg/Kg. ip) (Figure 19).
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2. Discussion

Le traitement des cancers repose, actuellement, sur la chirurgie, la radiothérapie et les
traitements médicaux, notamment, la chimiothérapie. Parmi les agents chimio-thérapeutiques
les plus efficaces on a le cisplatine [140]. Le cisplatine (CDDP) est I'un des médicaments
anticancéreux les plus utilisés pour le traitement de divers cancers et des tumeurs solides
[141].

La présente étude a été conduite pour évaluer le stress oxydant au niveau rénal apres
traitement des souris par le cisplatine avec une dose unique de 8mg/kg de poids corporel par
voie intra-péritonéale, ainsi que 1’évaluation du potentiel antioxydant de la vitamine E.

La dépendance de la toxicité du cisplatine de la dose administrée et de la durée, est
une réalité indiscutable. A forte dose, la toxicité aiglie du cisplatine s’installe dés la premiére
heure de son administration [142].

Il a été rapporté que, le cisplatine s’accumule de maniére préférentielle dans les
cellules du segment S3 des tubules rénaux proximaux pour former un métabolite réactif
intracellulaire par hydratation [143]. Les fortes doses de cisplatine peuvent conduire a la mort
cellulaire controlée (I'apoptose) [144].

Afin d’explorer la fonction rénale et évaluer les atteintes subies par les animaux suite &
I’injection du cisplatine ainsi que 1’intensité des dégats oxydatifs, de méme pour estimer
I’effet protecteur présumé de la vitamine E, différents dosages des bio-marqueurs de la
néphrotoxicité et du stress oxydant ont été effectués.

Le dosage des concentrations de la créatinine et de 1’urée sont des outils puissants
permettant le suivi de la fonction rénale. Alors que I’estimation du MDA est le reflet de
I’étendue des dégats oxydatifs ; le dosage du glutathion (GSH) et de I’activité de I’enzyme
catalase renseigne sur 1’état du systeme de défense antioxydant.

La fonction rénale peut également étre déterminée par l'interprétation au niveau de
I'urée dans le sang. Au cours du métabolisme des protéines dans le corps, le foie génére de
I'ammoniac, qui est transformé en un sous-produit appelé urée. Les reins filtrent un exces
d'urée au niveau du glomérule qui est ensuite éliminé dans 1’urine, mais en raison d'un
dysfonctionnement rénal, l'urée est libérée dans la circulation sanguine .Par conséquent, la
concentration la plus élevée de I'urée dans le sang est proportionnelle a la gravité de l'atteinte
rénale. La créatinine est principalement filtrée par les reins (filtration glomérulaire et la

sécrétion tubulaire proximale) [145].

.
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D’aprés les résultats du tableau N°6, on a remarqué qu’il y a une augmentation
significative de la créatininémie et de I’urémie chez les souris traitées par le cisplatine en

comparaison avec le lot témoin.

[146] ont également signalé une augmentation des concentrations de 1’urée et de la
créatinine sanguine chez les animaux traités par le cisplatine.

L’urée et la créatinine sont des bio-marqueurs classiques de la néphrotoxicité ; dont
I’urée est le premier soluté détecté¢ dans le sang, qui permet de mesurer le débit de filtration
glomérulaire (DFG) [147,148]. La concentration de la créatinine est utilisée pour 1’estimation
de la fonction rénale [149].

Ces résultats peuvent étre expliqueés par la diminution du débit de filtration
glomérulaire (DFG) ce qui explique une réduction de la fonction rénale [150].

Donc la néphrotoxicité induite par le cisplatine chez les souris est marquée par
I’augmentation significative des concentrations de la créatinine et de 1’urée sanguine qui
peuvent étre en raison du taux de la diminution de la filtration glomérulaire ou peut étre
secondaire di a l'augmentation des especes réactives de l'oxygéne [151] cela induit une
contraction des cellules mésangiales, une modification de la surface de filtration et de
modifier les cofacteurs efficaces d’ultrafiltration qui réduisent ainsi le taux de filtration
glomérulaire [152].

Une diminution significative du taux d'urémie et de créatininémie a été observée chez
les souris prétraitées avec la vitamine E.

Dans la présente étude, cette réduction d’urémie semble étre due a sa capacité a
réduire la dysfonction rénale. Les mesures de I'urée et de la créatinine avec le prétraitement de

la vitamine E montrent une concordance avec ceux cités par [153, 154, 155, 156 et 157].

Le MDA

Le MDA cytosolique est dosé a la fin de ’expérimentation, les résultats de la figure
N°17 montrent clairement une élévation significative du MDA cytosolique qui est le résultat
de I’augmentation des ROS qui attaquent les acides gras polyinsaturés de la membrane
cellulaire et provoque la peroxydation lipidique [158]. Les acides gras polyinsaturés comme
les acides linoléiques ou arachidoniques sont les cibles privilégiées des ROS et plus
particulierement des radicaux libres. Dans une premiére étape, ils se transforment en
peroxydes lipidiques (ROOH) [159].

.
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Le cisplatine génere les espéces réactives de I'oxygene, telles que I'anion superoxyde
(O2") et des radicaux hydroxyles (OH"), et stimule la peroxydation lipidique rénale [160].

L’augmentation du taux du MDA montre une concordance avec les résultats obtenus
par [11, 161, 162, 163 et 164].

[165] ont suggéré que, la production des radicaux libres ne soit pas la cause directe de
la Iésion rénale induite par le cisplatine, puisque I'administration in vivo d'antioxydants chez
les animaux traités avec le cisplatine peut atténuer ou inhiber les lésions rénales.

Le gavage des souris par la vitamine E (100 mg/Kg) de poids corporel a inhibé la
peroxydation lipidique de 74.10 % (Figure 17).

La vitamine E arréte la chaine de propagation radicalaire dans les membranes en
limitant la peroxydation des acides gras polyinsaturés [166]. En effet, la cinétique de cette
étape de propagation étant lente, la vitamine E peut l'arréter, en réparant le radical peroxyl
(AGPIOO") par la formation dhydro-peroxyde (AGPI-OOH). Dans cette réaction de
piégeage, la vitamine E devient a son tour radicalaire et la vitamine C ou le GSH peuvent la
régénérer [167].

Nos résultats sont donc en accord avec ceux de [168 et 169] qui ont montré que la
vitamine E réduit le taux du MDA dans : le plasma, les érythrocytes, les reins et le foie mais
avec combinaison de la vitamines C et du GSH et d’autres substances (aminoguanidine).

Aprés avoir eu une idée générale sur 1’étendue de la peroxydation lipidique que peut
causer le cisplatine, il serait trés utile de vérifier la performance du systéeme de défense
antioxydant rénal. Pour cela, on a procédé a la mesure des taux du GSH cytosolique qu’est un
antioxydant non enzymatique, il constitue la premiere ligne de défense anti-radicalaire [170],

ainsi que I’activité enzymatique de la catalase (CAT).

Le GSH

Les résultats représentés dans la figure N°18 montrent une déplétion du glutathion
réduit (GSH) rénale par le cisplatine. La diminution du GSH pourrait étre expliquée par la
capacité du platine a se lier spontanément au GSH, formant un conjugué qui pourra étre
éliminé plus facilement par les cellules épithéliales du tubule proximal (RPTECs). Cette
conjugaison est assortie d'une déplétion en glutathion qui affaiblit les défenses anti-oxydantes
de la cellule [171].

Il a été rapporté que, I'administration du cisplatine & des souris normales a donné lieu a
la réduction du GSH et la potentialisation ultérieure de la peroxydation des lipides dans les

tranches corticales rénales [172].

.
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La déplétion en glutathion réduit (GSH) rénale par le cisplatine est restaurée
significativement par I’administration de la vitamine E (100 mg/Kg) comme le montre la

Figure 18.

L'activité de la catalase (CAT)

L'activité de la CAT a également diminué chez les souris traitées par le cisplatine, ce
qui peut augmenter la peroxydation lipidique, d'ou l'augmentation de la concentration du
MDA [173].

Les ROS, par une vie trés courte et une réactivité élevée, sont analysés indirectement
par I’évaluation de I’activité de la CAT d. Cette enzyme decompose la molécule H202 en O
et HoO [174]. Cette réaction constitue un ensemble soutenu contre les ROS [102, 175], la
CAT est tres efficace dans l'inhibition de diverses Iésions causées par les ROS et pourrait
protéger le rein de la néphrotoxicité induite par le cisplatine [176].

Ce résultat peut expliquer une production intense de H2O> suite au traitement des
animaux par le cisplatine, par contre, le prétraitement des animaux par la vitamine E atténue
complétement ces effets puisque 1’activité de la CAT est revenu a la normale.

La vitamine E chargée de neutraliser les radicaux libres en exces, peut agir a de deux
facons différentes, soit en piégeant directement les ROS, soit en régulant la hausse des
activités de I’enzyme anti-oxydante [177].

Ainsi [178] ont interprété la réduction de l'activité de la CAT dans les reins par I'effet
néfaste direct des radicaux libres sur I'enzyme.

Ces résultats expliquent donc la propriété anti-oxydante de la vitamine E qui est
démontrée dans plusieurs travaux [81, 90, 176 et 179].

Chez les patients atteints de cancer, on prescrit des suppléments d'antioxydants pour
améliorer les bénéfices du traitement [180]. La vitamine E est prescrite pour jouer un role

dans la protection contre la néphrotoxicité induite par le cisplatine [168,169].

.
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Conclusion

Conclusion

Dans notre étude, le prétraitement des souris par la vitamine E permet la mise en
évidence d’un effet néphroprotecteur et préventif de cette substance contre la toxicité du
cisplatine. Les résultats de la recherche de mécanismes d’action de ce composé montrent une
activité anti-oxydante permettant la neutralisation des radicaux libres oxygénés génerés par le
cisplatine au niveau des cellules rénales. Effectivement le statut redox cellulaire est maintenu
a son équilibre en normalisant le taux et I’activité des systémes antioxydants des cellules
rénales comme la catalase (CAT) et le glutathion (GSH) chez les souris ayant regu du
cisplatine et prétraités par la vitamine E, ce qui empéche une lipoperoxydation excessive et
protége ainsi la mort des cellules tubulaires proximales.

La néphrotoxicité induite par le cisplatine est caractérisée par une nécrose tubulaire
aigué au niveau du segment S3 du tubule proximal dans la région cortico-médullaire associée
a une fibrose interstitielle.

On conclu que la vitamine E a un effet protecteur dans la néphrotoxicité causée par le
cisplatine, du profil lipidique et du stress oxydant au niveau rénale. Ces résultats soutiennent

plus ou moins son utilisation.
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Résumé

Le cisplatine (CDDP) est I’un des agents chimiothérapeutiques les plus freqguemment
utilisés dans le traitement de plusieurs tumeurs humaines. Cependant, son utilité clinique est
limitée par sa toxicité au niveau des néphrons (néphrotoxicité). Le but de notre étude est
d'étudier I’effet protecteur et antioxdant de la vitamine E pour atténuer la néphrotoxicité
induite par le cisplatine chez des souris. Souris Wistar Albinos (25-30 @) recevant
quotidiennement pendant 10 jours de la vitamine E a la dose unique 100mg/kg, Le dernier
jour, apres une demi-heure du gavage par la vitamine E, elles ont recu une dose de cisplatine
de 8 mg/kg de poids corporel. La néphrotoxicité a été confirmée biochimiquement par
I’augmentation significative de la créatininémie et de I’'urémie.

Le stress oxydatif induit par le cisplatine a été mis en évidence par 1’augmentation de
la peroxydation des lipides déterminée par 1’estimation du malondialdéhyde et la variation du
taux du GSH et I’activité de la catalase ; Les changements reviennent a la normale chez les
souris aprés avoir administré la vitamine E qui constitue une protection significative a 1’égard
du tissu rénal.

Les résultats obtenus montrent que la dose (100 mg / kg) de poids corporel de la
vitamine E a assuré une protection significative contre les dégats causés par le stress oxydatifs
induit par le cisplatine au niveau des néphrons.

On a conclu donc, que la vitamine E est un antioxydant naturel efficace contre la

néphrotoxicité causée par le cisplatine via le stress oxydatif.

Mots clés : Rein, Néphrotoxicité, Cisplatine, Stress oxydant, Vitamine E, Souris.



Abstract

Cisplatin is one of the most widely used chemotherapeutic agents for the treatment of
several human cancers. However, its clinical utility is limited by its nephrotoxicity. The aim
of our study is to investigate the protective effect of vitamin E to protect against cisplatin-
induced nephrotoxicity in mice. Wistar albino mice (25-30 g) receiving daily for 10 days
vitamin E in a single dose 100 mg / kg, the last day, after half an hour of feeding with vitamin
E, they received by intraperitoneal injection cisplatin at a dose of 8 mg / kg body weight. The
nephrotoxicity was confirmed biochemically by a significant elevation of the créatininémia
and uremia.

The oxidative stress induced by cisplatin was evidenced by the increase in lipid
peroxidation determined by MDA and depletion of GSH levels and activity of CAT. The
changes were reversed to normal in pre-treated mice with vitamin E which produces a
significant protection of renal function.

These results suggest that the dose of (100 mg / kg) of a-tocopherol have a significant
protection against renal oxidative damage induced by cisplatin.

According to this study we concluded that vitamin E is a natural antioxidant, fighting
oxidative stress induced by the use of cisplatin.

Key words: Kidney, Nephrotoxicity, Cisplatin, Oxidant stress, Vitamin E, Mice.
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limitée par sa toxicité au niveau des néphrons (néphrotoxicité). Le but de notre étude est
d'étudier I’effet protecteur et antioxydant de la vitamine E pour atténuer la néphrotoxicité
induite par le cisplatine chez des souris. Souris WistarAlbinos (25-30 g) recevant
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de 8 mg/kg de poids corporel. La néphrotoxicité a été confirmée biochimiquement par
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Le stress oxydatif induit par le cisplatine a été mis en évidence par I’augmentation de la
peroxydation des lipides déterminée par 1’estimation du malondialdéhyde et la variation du
taux du GSH et I’activité de la catalase ; Les changements reviennent a la normale chez les
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