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NEFROSIS TOXICA INDUCIDA POR CLORURO DE MERCURIO
EN RATAS. ESTUDIO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO DE LAS ALTERACIONES ULTRAESTRUCTURALES
Y REGENERACION TUBULAR

Mercury chloride nephrotoxicity in rats. Ultrastructural changes and regeneration
of the kidney tubules by scanning electron rnicroscopy

RESUMEN

La nefrosis fue inducida por la inyeccién subcutdnea de
cloruro de mercurio en ratas, en dosis crecientes {1.5,5.0,
7.0 y 10 mgr/kg p.v.) y a diferentes intervalos de
observacion (24 hr. 48 hr y 8 dias). Los rifiones fueron
fijados "in situ” por perfusion con una mezcla de:
glutaraidehido 25%. paraformaldehido 1%. cloruro de
calcio 0.5% en buffer de cacodilatode sodic 0.2 M, pH 7.4,
410 mOsM. Las alteraciones degenerativas ultraestructu-
rales encontradas por microscopia electrénica de barrido
(MEB} de los tubulos contorneados proximales (TCP} del
ririon fueron: distorsién y perdida progresiva de microve-
llosidades del ribete en cepillo. aumento en numero y
frecuencia de microcrateres. grandes vacuolas citoplas-
maticas, microvellosidades con formaciones bulbosas o
aplanadas. disminucion del laberinto basai, perdida de
cilios, desprendimiento celular de la membrana nasal.
hasta llegar a la necrosis del epitelio y disminucién de las
celuias epiteliales viables a medida que aumentaba la
dosis. La regeneracion y recuperacion del epitelio lesio-
nado fue observado por MEB a los 8 dias con bajas dosis
de mercurio. El origen de las células residuales. resisten-
tes al efecto nefrotoxico. en las areas lesionadas. al ser
estimuladas por la necrosis inducida, para una rapida
multiplicacion por mitosis y reepitelizacion tubular.
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nefrosis ultraestructural, regeneracion.

ABSTRACT

The nephrosis of epithelial cells of proximal convoluted
tubules (PCT) in rats after administration of mercuric
chloride injection in increasing doses (1.5, 5.0, 7.0 y 10
mgr/kg p.v.} was studied at 24 hr. 48 hr, and 8 days after
treatment. Kidneys of each animal were fixed by perfusion
in a mixture of glutaraldehyde 2.5%, paraformaldehyde 1%,
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calcium chloride 0.5%, 0.2 M in sodium cacodylate buffer.
PH 7.4. 410 mOsM. The ultrastructural degeneration of
epithelial cells of proximai convoluted tubules was studied
by scanning electron microscopy. as a result: distortion
and loss of microvilli, increased microcrater-like, depres
sions within the microvillus border. increased vacuolation
of citoplasmic cells, small blebs in microvilli. ioss of lateral
and basal interdigitation. loss of cilia, disruption of
citoplasmic membranes and development of necrosis of
ephitelial cells were obtained progressively with the
doses. The regeneration of altered ephitelium was kept
under observation for 8 days by scanning electron
microscopy (SEM), with low mercury doses. Itappears that
ceils, resistant to nephrotoxicity and that multiply when
stimulated by necrosis.

Key words: Kidneys tubules, mercuric chloride. nephro-
sis, regeneration.

INTRODUCCION

Los primeros estudios por microscopia electrénica de
barrido fueron enfocados hacia la estructura del glomé-
ruloll-2346.17311 Estos investigadores lograron observar el
glomerulo completo con sus podocitos y sus delicados
pedicelos.

El éxito de las observaciones por microscopia electro
nica de barrido de los tubulos renales han estado
retrasados en comparacion con las realizadas del glome-
rulo, sin embargo excelentes trabajos han sido publicados
gue agregan conocimientos a las observaciones hechas
previamente por microscopia electronica de transmision
(MET) de los tibulos. Algunas investigaciones realizadas
para describir las diferentes porciones de los tubulos
uriniferos normales6.'1.29] han servido de base para
estudiar los cambios en la estructura tubular renal. que
ocurren durante la injuria o enfermedad.

La mejor y mas detallada descripcion de la estructura
del nefron por microscopia electrénica de barrido {MEB}
es la de Buiger y col.l8l quienes tambien describieron un
procedimiento que permite la seleccion del tejido renal
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para el estudio de los diferentes segmentos tubulares,
conociendo la posicion que ellos tienen en el rindn. Otros
investigadores han estudiado por MEB las alteraciones
patologicas que ocurren a nivel de los TCP como
respuesta al Puromicin aminonucledsido (PAN), mos-
trando dilatacion del lumen, pérdida de las microvellosida-
des del ribete en cepillo, y paredes anormalmente
adelgazadas!?. Pero existen pocos investigadores que
han estudiado, a través de observaciones por MEB, las
alteraciones que ocurren a nivel de los tabulos renales
inducidos por cloruro de mercurio®334] Estos en sus
trabajos utilizaron dosis bajas y altas de mercurio como
agente nefrotoxico y encontraron que 24 horas después
de la administracion subcutanea de dosis bajas de cloruro
de mercurio (2 mgr/kg p.v.), la porcion media y terminal de
los TCP en todas las ratas mostro necrosis, caracterizada
por pérdida de las microvellosidades del ribete en cepillo y
disminucion de la altura celular, en contraste con la
necrosis total del epitelio de los TCP, como respuesta a
dosis alta de cloruro de mercurio (4 mgr/kg p.v.).

El microscopio electronico de barrido estad siendo
aplicado cada vez con mayor frecuencia en los estudios
ultraestructurales del nefron. Esto es en parte debido a
que esta técnica permite examinar especimenes grandes,
proporcionando una imagen tridimensional de facil inter-
pretacion de los glomérulos y de los tubulos renales. La
distribucién y caracteristicas de los cilios rudimentarios
del nefron no pudieron ser dilucidados hasta que se
realizaron estudios por MEB[I'28l | a distribucion y apa-
riencia de las microvellosidades, cilios, microcrateres,
microbulbos, en los TCP, no pudieron ser apreciados
hasta que fueron descritos en imagenes observadas por
MEBI6.11.15] | a superficie luminal del TCP se caracteriza
por presentar una densa capa de microvellosidades, que
pueden distinguirse en la superficie luminal sobre las
células adyacentes a la capsula de Bowman en el orificio
o polo urinario. La mayoria de las microvellosidades que
forman el ribete en cepillo son altas y paralelas, aungue se
pueden encontrar algunas de forma irregular y con
microproyecciones bulbosas apicales. Cada célula del
TCP posee ocasionalmente uno o dos cilios primarios
centrales, los cuales son similares a los encontrados en la
capa parietal de la capsula de Bowman. Un numero
variable de pequenas areas circulares que interrumpen el
ribete en cepillo, llamadas microcrateres son considera-
das como un artefacto producto de la fijacion por
perfusion©29],

Andrews y Porterlll, refieren que ocasionalmente en
los TCP se encuentran largas y delgadas estructuras que
llamaron zarcillos, que pueden variar en longitud (5-24
um)} y tener un diametro de aproximadamente 0,2 um.
Estas estructuras poco usuales parecen emerger de una
célula epitelial de un lado del lumen, y terminan en una
punta expandida en forma de masa globular de diferentes
tamanos, dirigida hacia la cara luminal opuesta. An-
drews?l; y Hayat!'5), sugieren que estas estructuras en su
mayoria son artefactos, como producto de la ruptura de
las células del tabulo y la subsecuente expulsion del
citoplasma y organelas hacia el lumen, o quizas de una
funcion secretoria o ser ciligs modificados. Las células del
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TCP son relativamente altas y anchas de contorno
poligonal o hexagonal, como transicion hacia el delgado y
escamoso de las células parietales que se encuentran
abruptamente en el polo urinario de la lamina parietal de la
capsula de Bowman. Las células tubulares también
poseen muchos pliegues laterales y basales, llamados
“laberinto basal’.

Los cilios, constituyen uno de los detalles ultraestruc-
turales mas prominentes del nefron recientemente descri-
tos y se encuentran esparcidos por la superficie luminal
desde el epitelio parietal de la capsula de Bowman hasta
el epitelio de los tubulos contorneados proximales vy
distales, ya que en los tubulos colectores no existen cilios
desarrollados, sugiriéndose que existe relacion entre la
aparicion de estos cilios y la ontogenia del rinon??l. Los
rinones se desarrollan de dos diferentes porciones, de la
vesicula nefrogénica y de la yema ureteral, como una
parte del conducto de Wolff, por lo que todas las
estructuras derivadas de este conducto poseen cilios muy
cortos o estan desprovistas de los mismos. La funcion de
estos cilios no se ha dilucidado, pero desde el punto de
vista fisiologico su funcion podria ser la produccion de
movimiento del fluido tubular como un efecto mezclador
que facilite la difusion y reabsorcion tubular de solutos <9,
Andrews y Porter!’], sugieren que éstos, también podrian
tener una funcidn sensorial, pero eso hasta ahora no esta
confirmado.

Ha sido demostrado que el cloruro de mercurio causa
necrosis tubular aguda en todas las porciones del TCP del
rinon, tomandose la extension de la necrosis y la falla
renal aguda como modelo experimental, con diferentes
dosis, diferentes vias de administracion, diferentes espe-
cies animales, diferente sexo y en animales de la misma
especie y sexo de manera individual, mediante estudios
metabdlicos, por microscopia o6ptica (MO) y electronica de
transmision (MET)l7812.14.19212432363738] En g| cito-
plasma de las células tubulares se concentra el mercurio
ligado a proteinas, en el reticulo endoplasmatico liso, en
lisosomas y.mitocondrias, causando las lesiones selecti-
vas a nivel del TCPI'2.1421]_ Asimismo es conocido que en
las microvellosidades de las células tubulares existen
enzimas que intervienen en los procesos metabolicos de
transporte activo (reabsorcion tubular), que son muy
sensibles a las nefrotoxinas y anoxia, causando tumefac-
cion en las microvellosidades, formacion de vacuolas
citoplasmaticas, alteraciones a nivel de organelas
(mitocondrias, aparato reticular de Golgi, reticulo endo-
plasmatico liso), hasta llegar a la necrosis!'?1424l: gin
embargo, son pocos los investigadores que han estudiado
las alteraciones inducidas por cloruro de mercurio me-
diante la microscopia electronica de barrido (MEB) [27 3334]

La intoxicacion por mercurio inorganico es un pro-
blema potencialmente grave en la industria moderna
porque produce nefrosis y necrosis tubular con insuficien-
cia renal y sindrome nefrotico. Estas lesiones causadas
por el mercuric han servido como modelo experimental
para estudiar la enfermedad renall'6]. Cuando el mercurio
se une con un atomo de’ carbono se transforma en
compuesto organico, aumentando grandemente su toxici-
dad, debido a que asi es mas facilmente absorbido por el



organismo, asi como también a éste se le hace mas dificil
eliminarlo y se acumula en érganos y tejidos. El metilmer-
curio es uno de los compuestos mercuriales organicos
mas toxicos, y que ha sido ampliamente usado como
fungicida, en cdsechas de semillas y también como
desecho industrial. Estos compuestos mercuriales tam-
bién pueden contaminar alimentos especialmente aque-
llos de la cadena alimentaria de |la vida marina, debido a la

contaminacion de las aguas producto de efluentes indus-
triales!28l,

En.1968, una planta quimica japonesa, vertido dese-
chos mercuriales en los afluentes de la bahia de Mina-
mata. Parte del mercurio habia sido convertido en metil-
mercurio antes de ser desechado. Este compuesto se
unio al plancton y se acumulé en los peces de la bahia,
envenenandose aproximadamente 100 personas, de las
que fallecieron 46, por insuficiencia renal aguda. A finales
de 1971, un cargamento de semillas de trigo y cebada,
tratados previamente con mercurio fue importado por Irak
y distribuido para el cultivo. Algunas personas consumie-
ron estos cereales y mas de 6.000 sufrieron envenena-
miento, y de los cuales murieron 500. En 1980, aproxima-
damente 10.000 bebés en Argentina, fueron expuestos al
fenilmercurio utilizado en panales para evitar el moho, y de
los cuales 12 mostraron sintomas de envenenamiento por
mercurio. Otros accidentes parecidos han sucedido en
otros paises como: Paquistan, Guatemala y Per(['3:30.35],

En nuestro medio la fuente mas comin de exposicion
al mercurio, es el pescado de nuestras dietas, sobre todo
de aquellos que provienen de la bahia del Tablazo, porque
se ha comprobado que sus aguas estan contaminadas por
este metal, lo cual pudiera ser un problema de salud
publica potencial y latente(?81.

El mercurio organico como inorganico ademas del
dano renal, también produce lesiones toxicas a nivel del
sistema nervioso central (SNC), hemorragias a nivel de
faringe, esofago, estomago, debilitamiento de las capas
musculares del intestino, colitis severa, congestion hepa-
tica y estasis biliar, degeneracion e inflamacion del
miocardio y fibrosis pulmonar, si la exposicén al mercurio
es por la inhalacion de sus vapores!®'3l E| mercurio al
ingresar al organismo se acumula en los érganos y tejidos,
principalmente en el rindén, SNC e higado, debido a que
Sste se yne a proteinas propias de la membrana celular y
sus organelas, especificamente a los grupos tiol de las
proteinas celulares, por lo que es dificil su detoxificacion
por parte del organismo, en aproximadamente 70 dias,
aumentando asi su efecto toxico. Para eliminar el mercurio
acumulado se han empleado sustancias quelantes como
la selenita, que se supone se une al mercurio, y asi es mas
facilmente excretado por los rifiones!'#25],

Luego de la necrosis causada por mercurio a nivel del
epitelio de los TCP, se producen aparentes procesos
regresivos y/o regenerativos de los mismos, por un
proceso celular intrinseco. Estos fenomenos han sido
estudiados por algunos investigadores por microscopia
optica y transmision[8.9.10.18.201 y por microscopia electro-
nica de barridol27.33.34],

" La microscopia electronica de barrido ha permitido la
observacion ultraestructural tridimensional de los proce-
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sos de regeneracion celular luego de la injuria causada
por mercurio. Con bajas dosis de mercurio (1,5 mgr/kg
p.v.) los procesos regresivos y regenerativos parece que
ocurren simultaneamente, observandose que después de
7 a 10 dias, que el epitelio regenerado es dificil de
diferenciar del normall®9.10.271  E| epitelio regenerado
invade la membrana basal denudada, como un denso
fluido esparcido sobre una superficie plana. El epitelio
neoformado es plano e inicialmente posee una superficie
sin microvellosidades o con microvellosidades cortas, que
son precursoras del ribete en cepillo. Se piensa que la
regeneracion que comienza a partir de células epiteliales
intactas o residuales durante el dafio tubularl®10.27.33.34]
Estas celulas estan relacionadas con el proceso de
crecimiento del epitelio por multiplicacion mitotica. Las
células neoformadas son planas desdiferenciadas entre si
y poseen un aparato ribosomal que es necesario para la
sintesis de proteinas®. Estas células residuales son
idénticas a las células escamosas descritas por Siegel
and Bulger!83l,

En el presente trabajo estamos considerando los
cambios ultraestructurales tridimensionales a nivel de los
TCP del rinon de rata, después de la administracion de
dosis crecientes de cloruro de mercurio a diferentes
intervalos de tiempo, la relacion de estos cambios con los
ya descritos por MET y microscopia oOptica de alta
resolucion (MOAR) en investigacion anterior9 y Jos
posibles eventos regenerativos del epitelio de los tubulos
lesionados.

MATERIALES Y METODOS

En el ensayo fueron utilizadas 22 ratas (Cepa Wistar),
divididas en 4 grupos de tratamiento, a las que se
administré una dosis subcutanea de cloruro de mercurio
(1.5,5.0,7.0 y10 mgr/kg p.v.) respectivamente y un grupo
control, a diferentes intervalos de observacion (24 horas,
48 horas y 8 dias). Los rinones fueron fijados “in situ” por
perfusion, segun el método de Maunsbach2223 con una
mezcla fijadora de glutaraldehido 2.5%, paraformaldehido
1%, cloruro de calcio 0.5% en buffer de cacocdilato de
sodio 0.2 M, pH 7.4, 410 mOsM. Las muestras de corteza
renal fueron procesadas seguln la técnica de rutina para
MEB, realizando post-fijacion con osmio 1% en buffer de
cacodilato de sodio, tincion conductiva osmio-acido ta-
nico-osmio (0-T-0), segin la técnica de Murakamil?€],
deshidratacion en alcoholes crecientes, secadas por
punto critico (SPC), cubiertas con una capa de oro-
paladio de 100 A y observadas en ultra-alta resolucion en
un microscopio electronico de barrido Hitachi S-570.
Algunas muestras luego de SPC y observadas por MEB,
fueron transferidas a una solucion de o6xido de propileno
en tres pases de 10 minutos cada uno e incluidas en
resina Spurr, obteniendo cortes ultrafinos que fueron
observados por MET. El copiado y seleccion de negativos
de MEB y MET se realizaron en una ampliadora Durst
1200.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Después de la administracion de cloruro de mercurio
en dosis crecientes, se observo variabilidad en el grado y
aparicion de las alteraciones ultraestructurales tridimen-
sionales vistas por MEB, en las células epiteliales de los
TCP del rinon, en los diferentes intervalos de tiempo. La
alteracion ultraestructural mas temprana fue la distorsion
de las microvellosidades en areas del epitelio tubular,
cambios éstos que coinciden con los reportados en
estudio anterior por MET y MOAR, kon bajas dosis de
mercurio (1.5 mgr/kg p.v. a las 24 y 48 horas), pero que
difieren de los reportados por Siegel y Bulgerl33:34]
quienes reportaron como alteracion mas temprana, el
incremento en numero y frecuencia de aparicion de
vesiculas y particulas electronodensas a nivel de la
porcion apical del citoplasma.

Subsecuentemente, las alteraciones que se observa-
ron en el epitelio de los TCP fueron: aumento en el nimero
y frecuencia de aparicion de microcrateres con micropro-
yecciones bulbosas centrales, vacuolas citoplasmaticas
de gran tamano, pérdida de microvellosidades, microvello-
sidades marcadamente irregulares con formaciones bul-
bosas o aplanadas en su extremo apical, disminucion del
laberinto basal, pérdida de cilios, desprendimiento de
células lesionadas de la membrana basal, hasta llegar a la
necrosis total del epitelio, con ruptura de la membrana
citoplasmatica y detritus celulares que obstruian luces
tubulares.

A medida que apaiscieron estas alteraciones, dismi-
nuia el namero de células aparentemente viables, llama-
das también células residuales o escamosas y aumentaba
el namero de células necroticas, lo que coincidid con lo
reportado por Siegel y Bulger®3:34ly Ormos7],

Por MEB la necrosis fue masiva con la dosis de 5 mgr/
kg p.v. a las 48 horas, mientras que por MET en trabajo
anteriori21], se observo con la dosis de 7 mgr/kg p.v. a las
24 horas. Estas diferencias pudieran deberse, a que las
muestras observadas por MEB son de mayor tamano, que
las de MET, lo que permite hacer un analisis mas extenso
de las muestras, o también pudo deberse a diferencias
individuales en la respuesta de los animales a la injuria
causada por mercurio.

No se observo engrosamiento o ruptura de la mem-
brana basal de los TCP, lo cual coincide con los
resultados reportados por Siegel y Bulger’33:34ly Ormos 7],
pero difieren de los hallazgos por MET, en trabajo
anterior2'l donde se observo engrosamiento de la mem-
brana basal con aitas dosis de mercurio. Esto pudiera
deberse a edema o algun cambio regenerativo que no
pudo ser aclarado. La membrana basal intacta es necesa-
ria para el ordenado reemplazo del epitelio necrotico®2.331,

El origen de las células regenerativas del tabulc
lesionado se cree gque pueda estar en las célujaw
residuales sin necrosis, en la zona lesionadal” 9. Estas
células residuales se dividen para repoblar el tubuio,
estimuladas por la necrosis. El ciclo celular normal en los
riiones de los mamiferos, es lento y factible que sélo unas
cuantas céluias se multipliguen periodicamente para

reemplazar las células que mueren en el nefron por
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necrobiosis, como un sistema intrinseco de autorregula-
cion. Luego que las células epiteliales son estimuladas
por la necrosis inducida, el ciclo celular se acorta y
comienza una rapida multiplicacion celular por mitosis
para revestir vy realinear la membrana basal del tubulo
I=sionado. Cuando el tubulo es totalmente reepitelizado,
cesa la multiplicacion celular, quizas por un mecanismo
de “inhibiciéon por contacto”. Nuestros hallazgos, difieren
de los reportados por Ormos?7!, quien observo el epitelio
con caracteristicas muy similares a lo normal entre 5y 10
dias, después de la administracion de dosis bajas.de
mercurio, mientras que nosotros observamos que algunas
alteraciones persistian a los 8 dias con la misma dosis
(1.5 mgr/kg p.v.) (Ver micrografias 1 a 10). Creemos que
quizas es necesario mas tiempo para que se restablezca
por completo el epitelio lesionado en estructura y funcion.
Por lo tanto seria importante continuar con estas investi-
gaciones utilizando dosis diferentes de cloruro de mercu-
rio con diferentes intervalos de observacion y estudios
metabolicos por analisis de rayos X por MET v MEB, que
permitan correlacionar estos resultados con los procesos
regenerativos y/o reversibles que ocurren en los TCP.
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FIG. 1. Micrografia electrénica de barrido (MEB) de TCP (71)
fracturado transversaimente mostrando laberinto basal (Ib) con
sus interdigitaciones basales y laterales. 4.200 x (Grupo
Control).
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FIG. 2. Micrografia electronica de barrido (MEB) de TCP
fracturado, observe pared lateral con membrana citoplasma-
tica (mp) intacta mostrando prolongaciones basales unidas a
la membrana basal (mb), microvellosidades (mv) largas,
uniformes y cilios simples (cs) que sobresalen en el ribete en

cepillo. 1.300 x (Grupo Control).

FIG. 4. Micrografia electronica de barrido (MEB) de TCP cortado
tfransversalmerite; observe epitelio necrético, grandes vacuo-
las (v) que protruyen hacia el [umen tubular (L). 3.600 x (Dosis
5 mgr/kg p.v. de cloruro de mercurio, 48 horas).
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FiG. 3. Micrografia electrénica de barrido (MEB) de superficie
apical de TCP, mostrando distorsion de microvellosidades (mv)
con plegamiento apical y microproyecciones bulbosas (pb).
27.000 x (Dosis 1.5 mgr/kg p.v. de cloruro de mercurio, 24 y 48
horas).

FIG. 5. Micrografia elecironicz de bS=moc
transversal de TCP: obssres
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FIG. 6. Micrografia electrénica de barrido (MEB) de superficie
epitelial de TCP, con grandes formaciones globulosas (g)
parecidas a células epiteliales degeneradas, desprovistas de
microvellosidades y protruyen hacia el lumen tubular. 15.000 x
(Dosis 1.5 mgr/kg p.v. de cloruro de mercurio).

FIG. 8. Micrografia electronica de barrido (MEB) de superficie
epitelial de TCP, con dreas denudadas de microvellosidades,
otras areas con microvellosidades de baja altura (mv) e
irregulares y microproyecciones bulbosas (pb) apicales. 6.000
x (Dosis 1.5 mgrtkg p.v. de cloruro de mercurio, 8 dias).
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FIG. 7. Micrografia electronica ge transmision (ME T) de TCP
procesados y observados previamente por MEB y luego
procesados para MET. Epitelio tubular con formaciones globu-
losas (g) o células epiteliales degeneradas, unidas aun al
epitelio proyectandose hacia el lumen tubular (L) y vacuolas
citoplasméticas (V). 4000 x (Dosis 1.5 mgr/kg p.v. de cloruro
de mercurio, 8 dias).

FiG. 9. Micrografia electronica de barrido (MEB) de TCP,
mostrando microvellosidades distorsionadas (mv) con forma-
ciones aplanadas o discos (pd). 13.000 x (Dosis 5 y 7 mgr/kg
p.v. de cloruro de mercurio).



FIG. 10. Micrografia electrénica de barrido (MEB) de superficie
epitelial del TCP, mostrando microcrateres (c), microproyec-
ciones bulbosas (pb) apicales en microvellosidades y eritroci-
tos deformes (GR). 20.000 x (Dosis 1.5 mgr/kg p.v. de cloruro

de mercurio, 8 dias).
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