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RESUME

Les alterations fonctionnelles des tubes rénaux et les lésions morphologiques qu'on a relevées
apres intoxication aigué documentent une action directe du chrome sur le rube conrourné proximal.
Certains indices d'arteinte rénale se sont montrés augmentés dés les premiéres phases de
Pintoxication. Une sensibilité particuliére a éte enregistrée pour la beta-glucuronidase urinaire, qui
est resultee significativement augmentée en relation avee une vacuolisation apicale plus imporrante.

Le traitement chronique n’a pas produit I'insuffisance rénale. Malgré I'accumulation du
chrome dans la corticale rénale, les altérations fonctionnelles rénales se somt montrées
oceasionnelles. Chez les rats, comme chez "homme, la néphrotosicité du chrome est die plus i
Pabsorption aigué qu'a I'accumulation chronique du métal, La réversibilité des Iésions aprés la
suspension de I'exposition peut étre expliquée par le renouvellement cellulaire qui suit Patteinte
tubulaire, d'une fagon similaire  celui qui a lieu aprés la néerose tubulaire aigué.

L’hypotese selon laquelle le rein représente un organe critique pour 'action
toxique du chrome est justifiée par de nombreuses observations cliniques et
expérimentales. Le rein est la voie principale de 'excrétion du mértal: chez des
travailleurs exposés, excrétion urinaire du chrome augmente sensiblement deés
Parrét du travail”; en plus, elle est étroitement lice a la concentration ambiente de
chrome hvdrosoluble!8,

Bien que Pexcrétion soit rapide, le chrome peut s’accumuler dans
organisme, en particulier dans le rein, au cours d’une exposition prolongée.
[’accumulation rénale semble étre liée a la réabsorption tubulaire du chrome
filtré par les glomérules®: la fraction excrétée du chrome filtré est assez modeste,
environ 1%7. La diminution progressive de la réabsorption du chrome filtré,
observée chez les travailleurs exposés, pourrait étre liée a "'accumulation du métal
dans le parenchyme rénal.

L’insuffisance rénale aigué aprés intoxication accidentelled et apres
intoxication par voie expérimentale? a été attribuée i 'action toxique directe du
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chrome. Elle se manifeste par une nécrose tubulaire aigué et la persistance de la
membrane basale des tubes. Les Iésions sont limitées aux tubes contournés
proximaux2. Elles sont vraitemblement produites par les concentrations élevées
du métal dans cette zone du nephron, par suite des phénoménes de réabsorption
préalablement mentionnés.

Nous avons voulu évaluer I'action néphrotoxique du méral dans différentes
conditions expérimentales, c’est a dire aprés intoxications aigué et aprés des
temps variables de traitement chronique. Nous avons aussi étudié le rapport
entre les tableaux morphologiques et les altérations fonctionnelles, au moyen de
Pexamen des reins au microscope électronique et de la détermination de certains
indices d’atteinte tubulaire, utilisables dans le monitoring biologique des
travailleurs exposés.

MATERIELS ET METHODES

Nous avons utilisé 60 rars Wistar de sexe féminin: poids entre 140 et 220 ¢
(poids moven 170 g). Les rats vivaient dans des conditions hygiéniques et
di¢tétiques standard avee cau a volonté.

Un groupe de 20 animaux a éré intoxiqué au moyen d’une seule
administration sous-cutanée de 15 mg/kg de bichromate de potassium (K,Cr,O,
Carlo Erba) en solution aqueuse a 6”0, Le deuxiéme groupe de rats a regu 3
mg kg, un jour sur deux, pendant une période de 2 a 12 semaines. Le troisieme
groupe de 15 rats, utilisé comme groupe de controle, a été traité avec une
solution saline (NaCl 0,9%).

Chaque expérience a été faite sur deux rarts. Les expériences ont ¢éré
effectuées a différentes périodes apres Pintoxication aigué (toutes les 4 heures de
la premiére a la 48¢me heure) et a des intervalles d'une semaine pendant le
traitement chronique (de la deuxiéme 2 la 12éme semaine); les déterminarions
pendant le traitement chronique ont toujours été effectuées deux jours aprés la
derniére administration.

On a anesthésié les animaux par injection intrapéritonéale de pentobarbital
de sodium (Nembutal 6 mg/100 g); on a ensuite trachéotomisé les rats avec
insertion d’un cathéter en polyéthilene (PE 240). Un autre cathéter de diamétre
inféricur (PE 50) a été inséré dans I'artére fémorale droite pour 'enregistrement
de la tension arterielle (Hewlett Packard 770 2 B). On a ensuite introduit un
cathéter (PE 50) dans la veine jugulaire gauche, relié 2 une pompe (Braun
Melsungen mod. 240) pour linjection reguliere d’inuline a 2% (0,4 ml/min).
Aprés la stabilisation de la concentration plasmatique en inuline, on a déterminé
la filtration glomérulaire. L'urine a été prélevée directement de la vessie par un
cathéter (PE 50) pendant 30 minutes; les échantillons de sang ont été prélevés de
I"artére fémurale droite au début, au milieu et a la fin de la période de clearance
(100 ul de sang a chaque prise). Le méme échantillon d’urine a été employé pour
doser les protéines, la muramidase, la beta-glucuronidase et le glucose.

Le processus de fixation /# wive et la préparation pour Iexamen
morphologique ont été les suivants: aprés avoir isolé Maorte abdominale et avoir
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lige les artéres iliaques et mésentériques, on a inséré un cathéter (PE 190) relié a
une pompe pour I'injection a débit constant (2,0 ml/min). On a procédé ensuite 2
la perfusion pendant 90 sec. avec tampon phosphaté (pH 7,2) conténant 100 U.I.
d’éparine/ml, aprés avoir clampé I'aorte thoracique et incisé la veine rénale
gauche. On a alors infusé de la formaldéhyde glutaraldéhyde!!. A la fin de la
perfusion on a prelévé le rein gauche de chaque animal, on I'a disséqué en le
découpant en bandes de la largeur de 1 mm, perpendiculairement a I'axe
longitudinal et a travers Pépaisseur de la corticale et de la médullaire. Les
¢chantillons ont ét¢ ensuite fixés a température ambiante pendant 3 heures, lavés
plusieurs fois avec tampon phosphaté 0,1 M (pH 7,2).

Les échantillons ont été conservés a température de 4 “C pendant 12 heures
et post-fixés avec tampon phosphaté contenant 1% de tétraoxyde d’osmium. Puis
on a procédé a la déshydratation avec de I'acétone et on les a plongés dans de
araldire.

Au moyen d'un ultramicrotome (Reichert Om U2) on a obtenu des sections
de 0,5 um comprenant toute I'épaisseur de la corticale et la zone médullaire
extérieure. On a traité les sections au bleu de méthvléne et 2 la safranine. On a
préparé ensuite des sections de 60 a 70 nm pour I'examen au Microscope
¢lectronique (Siemens Elmiskop 1A), apres traitement par 'acétate d’uranyle et le
citrate de plomb.

Sur les échantillons de sang et d’urine, prélevés comme on I’a décrit, on a
exécuté les déterminations suivantes: protéinurie par la méthode de Donaggio
modifiée par Heremans!', muramidase urinaire par la méthode de Prockop et
Davidson!3, beta-glucuronidase urinaire par la méthode de Paul et coll.14
modifiée par Leonard!2 et inuline plasmatique et urinaire par la méthode de
Walser et coll. 1Y

RESULTATS

La méthode de fixation /n pivo qu'on a suivi nous a donné des images
morphologiques normaux chez les rats témoins.

Les altérations morphologiques aprés intoxication aigué sont évidentes au
niveau des tubes contournés proximaux: on observe tout d’abord une
augmentation de la vacuolisation apicale (Fig. 1); les mitochondries sont intactes
et les lysosomes présentent des aspects différents suivant les diverses phases de la
digestion.

Ensuite (Fig. 2), on peut observer I'apparition de vacuoles géantes. La
figure 3 montre la nécrose cellulaire, 24h apres Padministration du toxique: les
mitochondries déchargées dans la lumiére tubulaire sont encore bien conservées.
La figure 4 montre une phase plus avancée de Iésion cellulaire: un tube contourné
proximal peut étre reconnu uniquement par la présence de la membrane basale
qui est dailleurs intacte.

La figure 5 decrit Paugmentation des indices de lésion tubulaire aprés
Padministration de la dose aigué. La béta-glucuronidase, enzyme i poids
moléculaire élevé, qui est contenue en concentrations élevées dans la corticale du
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FIG. 1 ~ Tube contourné proximal d'un rat 4 heures aprés Uintoxication aigué par le chrome: on
observe 'augmentation du nombre des vacuoles (v) i travers tout le evtoplasme. Les lysosomes (L)
présentent des aspects difiérents suivant les diverses phases de la phagocyrose. Acetate d'uranyle et
citrate de plomb (x 33000).

* *} ot

FI1G. 2 — 18 heures aprés Padministration de chrome (15 mgkg) on observe la formation de
vacuoles géantes (VGJ; les mitochondries sont bien conservées, Acétate d'uranyle er cirrare de
plomb (x 20000).
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FIG. 3 - 24 heures aprés Padministration de chrome on observe la néerose cellulaire. Dans la
lumitie tubulaire les mitochondries (M) sont conservées. Acérate d'uranyle et citrate de plomb
(x 20000),

FIG. 4 — Aprés la nécrose cellulaire la structure d'un rube proximal est reconnue par la membrane
basale (mb). Acétate d'uranvle et citrate de plomb (x 6 2000),
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FIG. 5 — Indices urinaires de fonction tubulaire: la béta-glucuronidase est déja significativement
augmentée deés les premiéres phases de intoxication, uniquement  caractérisées par une
vacuolisation apicale plus imporiante.

\ i
o=

s 3
FIG. 6 - Traitement chronique par le chrome (3 mg/kg tous les deux jours; 10éme semaine):
Pépithélium des tubes contournés proximaus contient un grand nombre de corps denses. Section
sous-capsulaire colorée au bleu de methyléne et a la safranine, x 350,
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rein, présente une augmentation significative dés les premiéres phases d'atteinte
cellulaire, uniquement caractérisées par Iaugmentation de la vacuolisation
apicale. I’accroissement de la protéinurie et de la muramidase urinaire est li¢ a
des altérations morphologiques plus évidentes et plus étendues: en ctfet on I'a
observé huit heures au moins aprés administration du toxique.

Le traitement chronique cause une accumulation du métal dans le
parenchyme rénal; celle-ci est démontrée par le décélement d’amas a densité
optique élevée dans I'épithélium des tubes contourncs proximaux.

Ces formations sont évidentes dans les néphrons sous-capsulaires (Fig. 6)
tandis qu’elles se révélent modestes en nombre et dimensions dans les néphrons
juxtamédullaires (Fig. 7). Au microscope €lectronique ces amas se sont montrés
constitués par du matériel électrondense (Fig. 8); pendant le traitement ils
augmentent de volume, en s’approchant de la lumiére tubulaire (Fig. 9).

La vacuolisation cellulaire, qui est Paltération la plus significative de
Pintoxication aigué, est beaucoup moins prononcee pendant le traitement
chronique (Fig. 10). En plus elle s’est montrée limitée a des groupes isolés de
néphrons.

Du point de vue fonctionnel chez 50% des rats on a observé aussi une
augmentation des indices urinaires datteinte tubulaire et, en particulier, de Ia
beta-glucuronidase.

FIG. 7 - Chez le méme rar les tubes contournés proximaux des néphrons justa - médullaires ne
revelent pas daltérations évidentes. Bleu de methyléne et safranine, x 350,
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FIG. B ~ Traitement chronique (6éme semaine): dans le cytoplasme des cellules épithéliales du
tube contourné prosimal, on observe Paugmentation du nombre et des dimension des lvsosomes,

tandis que les autres structures cytoplasmiques ne sont pas modifiées. Acétate d’uranyle et citrate
de plomb (x 11000),

IIG. 9 — Traitement chronique (10éme semaine)
formations plus complexes, qui s'approchent de
plomb (x 123500).

- Les structures lysosomiales sont groupées en
la lumiére tubulaire. Acétate d*uranyle et citrate de
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FIG. 10 — Traitement chronique (12¢me semaine). Dans quelques tubes le eytoplasme contient
des vacuoles grossiéres, surtout, dans toute 'épaisseur cellulaire. Acétate d'uranyle et citrate de
plomhb (x 6.200).

DISCUSSION

La néphrotoxicité du chrome est évidente aprés intoxication aigué; aux
doses administrées, les altérations morphologiques sont limitées au tube contourné
proximal des néphrons sous-capsulaires. [’atteinte élective de ces néphrons est
die probablement i des facteurs hydrodynamiques qui entrainent dans cette zone
une réabsorption plus élevée du toxique.

L’inhibition de la réabsorption tubulaire qui suit Pexpansion extra-
-cellulaire et la redistribution du flux hématique intra-rénal qui suit
I’administration de furosemide? rendent les rats réfractaires a Pinsuffisance rénale
aigué, aprés intoxication par le chrome hexavalent ou le chlorure de mercure®17.
Le fait que les traitements mémes ne permettent pas d’empécher I'évolution vers
P'insuffisance rénale aigué, lorsqu’ils sont effectués apres administration des
toxiques!3, semble exclure une pathogénic ischémique de Pinsuffisance rénale.
Cela conformément i notre individuation de mitochondries integres méme dans
les phases les plus avancées dlatteinte cellulaire. En effect, I'évolution vers
Pinsuffisance fonctionnelle semble conditionnée par Paccumulation de debris
cellulaires et par la formation de cylindres”. Parmi les indices d’altération de la
fonction tubulaire dans les phases prénécrotiques, nous avons remarqué que la
beta-glucuronidase urinaire est déja significativement augmentée, lorsque le
tableau morphologique est caractérisé sculement par une plus importante
vacuolisation apicale. 1l s’agit donc d’un indice plus sensible que la protéinurie,
dont I'augmentation est entrainée par une atteinte rénale plus grave et plus
érendue.
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Au cours du traitement chronique, malgré la dose trés élevée, les indices
morphologiques de lésion cellulaire sont apparus beaucoup moins nets, et
circonscerits; les altérations les plus évidentes sont représentées par des amas de
matériel électrondense, qui tendent a occuper une grande partie du cytoplasme. A
Paugmentation en nombre et dimesion de ces formations, correspond
'augmentation progressive de la concentration du métal dans le parenchyme
rénal.

Les images morphologiques, observées au cours du traitement chronique
different donc qualitativement de celles qu'on a observées aprés 'intoxication
aigué: dans les premieres on remarque la formation d’amas électrondenses, tandis
que la vacuolisation est modeste; dans les secondes apparait une dégénération
vacuolaire grossiere, sans que les dépots intracellulaires soient évidents.

Il est nécessaire de souligner que les lésions, soit en cas d’intoxication aigué
soit pendant le traitement chronique, sont limitées 4 I'épithelium tubulaire!.
L’intégrité de la membrane basale et P’absence d’évidentes altérations
interstitielles nous font supposer comme probable la réversibilité des lésions a
travers le renouvellement cellulaire.

Du point de vue pratique, 'expérimentation sur les rats nous a confirmé que
le rein est un organe critique au cours de I'intoxication par le chrome. Les lésions
rénales surviennent surtout a cause de I"absorption aigué du toxique, plutot qu’a
"accumulation du métal. Pourtant, chez ’homme, il est important de ne pas sous-
-estimer les expositions intenses, méme de courte durée.

Les effets néphrotoxiques peuvent étre dépistés 4 un stade précoce par la
détermination des indices de fonction tubulaire er, en particulier, par la beta-
-glucuronidase urinaire.
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