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RESUMEN

El solvente orgdnice tetracloruro de carbono BCig!
produce dado celular debido a Ia sccisn del radical libre
triciorometslo sobre 1las membranas plasmiticas }o que proveca
lipoperoxigacién. La intemsidad de su efecto depande de  ia
concentracien y de factores como la edad, sexp, via de actesa,
ingestisn de alcohol y sens:ibilidad a1 compuesto halogenado entre
otros. €n la intoxicicién por CCla ocurre preferentemente dafo an
higado y en riRan.

En este trabajo se estudid el efecto del tratamiento
sgudn  reversible can CClg sobre el sistema rentna  angiaotensing
aldosteranz y 1ls funcién renal,

La dintoxicacién se {ndujo 1 80 ratas macho Wistar con
uns sola dosis intragdstrica de 2.5 mi/Kg de CCly mezclace con
un  volumen i4gual de scerte de matr y se comparéd con 20 ratas a
las cuales splo se les auministro aceite de mafz, Las ratas
se sacrificaren 1, 2, 3 y 7 dias después de la adminmistracian
del tetracloruro de carbonn y se midié el pessa, volumen
urinariao, consumo de alimento y agua. Ademas se obiuvieron
plasma, suero y tejidos de corazén, rifRsn, pulmén, cerebro,
testiculos e intestino delgado.

En suero se midié¢ la enzim: gonvertidora de angiotensina
1 (ECA}, otras enzimss circulantes como fosfatasa alcalina  (FAr,
deshidrogenasa lactica (LDH}, slanina tALT) y aespartato amino
transferasz (AST), protetnas totales, creatinina y urea, sientras
que en al plasma se determind la actividad plasmatica de rening
{APR} y la concentracicn plasmidtics de renina (CPAR), de

angiotensinégenc (CPAY y de angiotensina I (Al}, En octin: se



midié sodio, potasio, proteinas totales, aldosterona y ECA. A su
vezr, en rifén se determiné el contenido de renina y finalmente en
todos los te)idos se cuantificaron protefnas totales y actividad
de ECA,

El dafo por intoxicacisn con CCly se evidencis por el
aumento en las enzimas circulantes que son consideradas
marcadores de dafo a tejidos y que son LDH, FA, AST, ALT, Se
®ncontré una reduccisn en el peso corporal y en el consumo de
alimento y agua. La disminucién en la funcion renal se evidencié
por el aumento de urea y creatinina en suero, por la disminucieén
de la depuracién de creatinina y por el aumento en el volumen
urinario. Las protefnas sericas, la CPA, CPR, APR y Al
disminuyeron, y el contenido de renina renal auments. La ECA en
suero y orina se elevé, mientras que en los tejidos, a excepcién
del riRén, disminuyé. Por Gltimo, la aldosterona en orins
suments.

Estos datos indican que el CClg afecta 12 funcién
rena]l como consecuencia del daldo a tubulo proximal. La reduccisén
de la renina circulante y la elevacion del contenido renal de
renina sugieren que la secrecién de renina se inhibe. E1 dafo
hepAtico ocasionado por el solvente puede contribuir s la
disminucién del angiotensinégenc. La elevacicn de ECA wn suero y
su disminucién en los te)idos, puede ernplicarse por la liberacién
de la enzima a la circulacisn como consecuencia del dado
ocasionado a los tejidos. El incremento de ECA en orina puede ser
consecuencia del dado tubular. El aumento en ls excrecien
urinaria de aldosterona probablemente se deba a la disminucisn de

su catabolismo hepdtico y remal.
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1 INTRODUCCION.

Los seres vivos al tener contacto con diferentes tipos
de compuestos téxicos, ya sean drogas, sustancias de origen
industrial o de tipo biolégico producidas por plantas, hangos,
animales e incluso aguellas elaboradas por el propic organismo,
desencadenan una serie compleja de respuestas fisiolsgicas con el
tin de mantener la homeostasis.

En el humano existen varios sistemas de control,
algunos de ellos operan dentro de las células para controlar
funciones intracelulares, otros actGan dentro de los srganos para
regular la funcién de las diversas partes que los constituyen,
mientras que otros actuan en todo el cuerpo para coordinar
relaciones mutuas entre diferentes organos.

En los mamiferos, el rifién tiene la funcién de eliminar
de la circulacisén productos terminales del metabolismo y
controlar la constitucién de la mayor parte de 1os liquidas
corporales.

La estructura interna de cada rifién se compone de un
millén de nefronas o mas nefronas e«n e} hombre (Fig. 1), que son
la unidad funcional del mismo. Cada nefrona estd constituida por
un glémerulo a través del cual la sangre se filtra y de un largo
tadbulo donde el l{quido filtrado se convierte en orina mientras
circula hasta 1a pelvis del rifsn. E1 glomérulo es una red de
hasta cincuenta capilares paralelos cubiertos por cklulag
epiteliales que estsdn incluidos en la cépsula de Bowman, la
presién de 1a sangre en ) glomérulo hace que ese filtre el

1{quido hacia la cdpsula de Bowman desda donde pasa al tdbulo
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praximal situado en la corteza renal, junto con los glomérulos,
desde ah{ el liquido pasa al asa de Henle y después al tubulo
distal que se encuentra de nuevo en la corteza renal y fimalnente
penetra en el tibulao colector que redne el liquido de varias
nefranas. De éste pasa por la corteza a través de la medulae,
paralelamente al asa de Henle para luego vaciarse en la pelvis
renal., Cuando el filtrado glomerular sigue a traves de los
tdbulos, gran parte del agua y cintidades variables de solutos
s0n reabsorbidos hacfa los capilares tubulares, mientras que el
dgua y los solutos que no se reagbsorben se transforman en arina.
Las sustancias que deben ser elimtnadas del plasma
incluyen productos terminales como urea, creatinina, acido darice
y uratos, ademds de sustancias no metabolicas como los 10nes dge
sodio, potasio, cloro e hidregeno cuando estas se consumen ©

producen en cantidades excesivas (i),

1. RENINA,
[ enzima renina se localiza en las celulas
yuxtaglomerulares (YG) de la nefrona, de donde se libera 2 la

ctrculacisén general par la venas renales y es la limitante de la
velocidad del sistema renina angiotensina aldeostercona (SRAA). Por
tecnicas de microdiseccion se ha demostrado que la renina  es
liberada por las celulas granulares del aparato yuxtaglomerular
(2), que son células de musculo itso diferenciadas y localizadas
#n las paredes de cada arteriola renal aferente asdyacentes al
glomérulo (Fig. 2).

La cantidad de grinules en las céluias i1ndican el nmvel

de sintesis y de la actividad secretora de la renima (3, EI
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Fig. 2. Corte de un glomérulc en donde e aprecia el aparato

yuxtaglomerular.,



tubulo distal y la arteriocla aferente establecen un puntc o J4rea
de contacto donde las células tubulares son mis numarosas y
densas por 1o que se le conoce como macula densa. En este punto
de unién las celulas musculares de la arteriola se encusntran
hinchadas y llenas de granulcs, estas son las células
YG que tienen la capacidad de transformarse, de células
musculares lisas a ceélulas gqgranulares o viceverss por la
variacién en el contenido de sal en la dieta o bisn como
respuesta & tratamientos & largo plazo con inhibidores de Jla
enzima convertidora de angiotensina (ECA) (4,5),

La enzima renina @s una proteasa dcida la cual actéGa
sobre el angiotensinégeno (una alfa 2 globulina sintetizada por
el higado), para formar el decapéptido angiotensina I (Al) que es
biolégicamente inactivo. Sobre éste actda la ECA que es una
dipeptidil carboxipeptidasa que hidroliza al dipéptido His-Leu
carboxilo terminal de la Al para formar el ot tapéptido
angiotensina 11 {A1I). A 1la ECA se le conoce también como
cininasa Il debido a que inactiva al nonapsptido vasodilatador
bradicinina,

La AIl tiens una intenss actividad biolégica ya gque as
un potente vasopresor (50 veces nis potente qQque la
norepinefrinal, estimula la secrecion de aldosterona y de
angiotensinégeno, inhibe la secreciéen de renina, auments la
sintesis de catecolaminas y actia directamente en cerebro para
aumentar la presién por medio del sistema nervioso simpdtico vy
parasimpatico estimulando 1la secrecisn de vascopresina y de la
hormona adrenocortictotrépica (ACTH)Y .

Por otro lado, el dcido aspartico amino terminal de la



AIl es bidrolizado por la aminopeptidasa A para producir el
heptapé¢ptido angiotensina [I] que tiene menor actividad bioclégica
que la All,

Las angiotensinasas sSON un Qrupo de enzimas hidroliticas
formado por aminopeptidasas, endopeptidasas y carboxipeptidasas
que hidrolizan las angiotensinas a sUS correaspondientes
aminodcidow.

La cascada de reacciones enzimdticas descritas
anteriormente constituyen el SRAA (Fig.3) #1 cual particips an e}
balance de liquidos y slectrélitos as! como en la requlacién de
la presién sanguinea. La estimulacisn exageracs de este sistema
produce un estado patolégico conocido como hipertensisn,

E1 estudio del SRAA s@ inicisé en 1B98 cuando Tigersted y
Bergman demostraron que al administrar un extracto de riRon de
coneJo por via endovenosa & anisales de la misma especie, s
productan elevaciones repentinis y prolongadas de la presian
sanguinea lo cual se atribuyé a la gran cantidad de renina que se
encontrée en el tejido renal y se postuld que éate era ml agente
causal de la hipertension (&).

En 1934, Goldblatt y cols. (7) demostraron que 1a
hipertension 1inducida poar la oclusidn parcial da Jla arteria
renal desaparecia al ligarlo totalrente, lo que 1ndicaba que ests
tipo de hipertensisn era causado por un agente humorsl liberado
por el rikén isquémico.

Por otro lado, en 1940, Page y Helmer (8) demostraron
que la renina era una enzima qQue actuabsz sobre un sustrito en el

plasma para producir un péptido al cual llamaron angictonina



mientras que al sustrato sobre el gue actuaba lo llamaron
sustrato de renina. De manera simultinea Braun-Menéndez y cols.
en {940 (9) hicieron una observacién similar pero lliamaron a la
sustancia hipertensina. Mas tarde la sustancia activa fue llamada
angiotensina gue es una combinacién de los términos angilotonina e
hipertensina.

Aunque el rifén es el si1tio mds importante de sintes:s
de renina tamblen se ha encontrado iscenzimas en otros tejidos
tncluyendo cerebro, gléndulas adrenaies, arterias y venas, Gtero,
placenta y gléndula submandibular de ratén (10), Ademss, se ha
encontrado ARNm de renina en cerebro, gldndulas adrenales,
corazén, testiculos y gléndula submandibular de ratdén (11),

A pesar de que la renina se encuentra en otros tejidos
difarentes al renal, se acepta que la mayor parte de la enzima
presente en el plasma se origina en el riRén, Estc se confirma
cuande la renmina circulante pricticamente decaparece después de
la binefrectomfa. Esta enzima tiene una vida media de BO minutos
o menos y e€s espect{fica para su sustrato, lo cual es poco comdn
en una enzima proteoclitica. Su accién catalftica se restringe a
la hidrélisis de un solo anlace peptidico del angiotensinsgeno.

En la mayori{a de lae especies, la renina rompe el enlace Lnulo-

11
u

Le del sustrato paras liberar el fragmento amino terminal, Bin

embargo, en el humano el enlace gue hidroliza es Leulo-Vall‘ par
lo que la hidrolisis del angiqtensinéqQeno salo se lleva acabo por
renina humana o de primates (&).

La renina se sintetiza coma un precursor 1nactivo

llamado preprorreninma,parte del cual e convierte

intracelularmente en prorrenina {6) y este a su vez ean renina



activa, de tal forma que en el plasma circulan ambas formas de
renina  (activa e i{nactival., Los niveles de prorrenina en el
plasma humano son ¢onsiderablemente més altos que la renina
activa (11},

Se conocen por lo mencs 9 mecanismos fisioldgicos que
regulan la secrecldén de renina del riRéen (12} y song
1.- Un barorreceptor intrarrens]l que responde a 1os cambios de la
presion sanguinea,
2.~ La macula densa que responde a la concentracién del 1én sodio
y/o cloro,
3.~ El sistema nervioso simpdtico y catecclaminas circulantes.
4,- Los factores hormonales, angiotensina 1II, prostaglandinas,
adenosina, estercides y factor auricular natriurético Y
endotelial.
5.~ La concentracisén de electrélitos plasmdticos como potasioc y
calcio.

Ademas, los mensajeros intracelulares que regutan 1la
secrecién de renina son AMPc, calcio, inositol trifosfato vy

protefna cinasa C (13, (4),

2. ANGIOTENSINOGENO.

[ 3 angiotensinégeno o sustrato de renina es una
glucoproteina presente en 1a fraccién alta-2 globulina del
plasms. Fue purificads del plasma de cerdo por Skeggs y cols. en
19563 (1S). Su peso molecular en el humano es de &é1.4 kilodaltones
(KDa) y el de la moléculas libre de carbohidratos es de 49.77 KDa.
£n la rats el angiotensinégenc tiene un peso molecular de 63 KDa

y 1a moleécula libre de carbohidratos es de 49,548 KDa (16,417).



Los primeros experimentos en donde se realizé
hepatectom{a proporcionaron las evidencias de que el
angiotensinageno se sintetiza en el higado (1B), Mas tarde se
demostré que el angiotensindégeno puede sintetizarse in vitrg en
perfusiones hepaticas (19), rebanadas de higado de rata (20} y en
hepatocitos aislados (21). También Se ha detectado en 1la lainta
renal de ratas y en granulos subcelulares especificos de 1a
corteza renal (22,23),

Por técnicas inmunocitoquimicas Richoux y cols. en 1983
(24) demgstraron gque el angiotensinéQeno estaba presente an forma
granular en las células del tibulo proximal de rikén de rcataw.
Ademas se encontréd ARNm de angiotensiniégenoc en la corteza y
médulas renal de rata y ratén (5,11,25). La localizacisén del ARNm
en las celulas del tdbulo proximal, i1ndica que probablemente el
angiotensinégenc se sintetiza en estas células y se secretas
dentro del intersticio cortical donde 3 su vez ms hidrolizado por

la renina (26).

3. ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIDTENSINA 1.

Es una dipeptidil carboxipeptidasa la cual puede romper
una amplia variedad de sustratos comoc Al, bradicinina (Bk),
Leucina~ y Metionina-encafalinas, por la ruptura de fragmentos
dipeptidicos del extremo carboxilo (27, 28).

La ECA es una glucoproteina gque consiste de una sola
cadena de aminoicidos (aa) con un peso molecular entre 129 y 200
kDa y €on un centro activo que contiene una molécula de 21nc

{28). La actividad de la enzim: es dependiente de ian cloroc, su



actividad maxima la alcanza alrededor de un pH de B y su punto

iscelé#ctrico es de 4.5 (29),

La clasificacisén que e da la Enzyme Comission es EC
3.4.15.1, pertenece al grupo de las hidrolasas, ya que cataliza
la ruptura hidrolftica de un enlace ("3"), es una dipéptido
hidrolasa porque actda sobre un enlace peptidico ("4") libera un
péptido de un polipeptido por lo que se clasifica como peptidil
dipéptido hidrolasa ("15") y por romper wl extremo carboxi de sus
sustratos se considera como dipeptidil carboxipeptidasa, y su
numero progresivo es el "1"(30).

Esta enzima se localizé y purificéd por primera vez en el
plasma de caballo por Bkeggs y cols. en 1954 {27) quienas
observaron que la enzims convertia el decapéptido Al en un
octapéptido (All),

La mayor parte de la conversiién de Al a AII ocurre
durante el paso de la sangre por los pulmones. Sin embargo, se ha
observado que otros tejidos y érganos también pusden convartir la
Al en ALIL (31).

Estudios posteriores demostraron que la superficie de
las células endoteliales vasculares en pulmén son ricas en ECA
{32}, aunque tambi#n se ha encontradoc mn muchos otros tejidos
{33), En @l riAén sa ha demostrado la presencis de la ECA por la
caonversion de Al (34) asf{, también sw ha encontrado que la
enzims esta presente en los vasos sanguineos del iris de lasg
ratas (35), ovario, cerebro (36}, fibroblasstos de bi!l en humanos
t37), tabulo proximal (38), suero (3?7} y en otros tejidos como

corazén, intestino y testf{culo (40,41}). En este Gltimo la enzima



difiere en estructura de la localizada ea el pulmén por io gue se
considera que son l1soenzimas. La ECA en testiculo aparece
después de la pudbertad, su tamaio y pese molecular son menores en
comparacisn con la localizada en el pulmsn (42,43). Lz enzimz
canvertidara juega un papel i1mportante en 1a motilidad de los
espermatozoides y en los mecanismos de i1nmunidad (4t). EI origen
de la ECA circulante no #stad esclarecido pero se sugiere que
esta wes liberada a la sangre durante s! recaabio normal o las
membranas celulares que la contienen. (a enz:ima es una peptidase
transmembranal, con ancla peptidica hidrofébicas insertads dentro
de l& bicapa lipt{dica de la membrana plasmética 127), Debido a su
amplia localizaciin se le ha asociado a otros wistemss hormonales
diferentes del SRAAA como son la hidrdlisis de andlogos de
tolecistocining y gastring (441,

ta ac{ivldnd de la ECA en suero puwde variar segin la
especie, En cobayos, por ejemplo, la actividad s 72 veces mayor
que la que se presenta en parros (48,45),

Ge sabe que la actividad de la enzima se reduce en el
sverc en enfermedades como tuberculosis, cdncer pulmonar y
fibrosis quistica. Sin enmbargo, =n enfermedades cone 1a
sarcoidosis, histoplasmosis, levpra y enfermedad ce Gaucher los
niveles séricos de la ECA se ancuentran elaevados lo cual parece
estar asociada al procesc activo de estas enfermedades (47). En
ia sarcoidosis la ECA se ha propuesto como auxiliar [ T I Y11
diagnsstico, ya que los niveles de s enzima 2N atras
enfermedades con altos indices de actividad ona  sigmpre  son
constantes (47).

La ECA puede ser inhibida por aumerosos compuestos entre

12



los que se encuentran aquellos que forman complejos metdlicos,
coma EDYA, EBTA, dimercaptopropanol o cationes como niquel,
cadmio, plomo y calcio, que reemplazan al 1én zinc de la enzima
para formar una metaloproteina catalfticamente inactiva (13,48).
La actividad de la ECA tambi#n es inhibida por los dipéptidos
liberados de Al y bradicinina (His~leu y Fen-Arq), compuestos
sulfhidrilo, andlogos estructurrales de Al, insuline, glutatison y
el veneno de algunas serpientes como Bothropy Jararaga (especie
sudamericana) y Agkistrodon halysblompoiti (especie asidtica) por
10 que potencian a la bradicinina ;n vitro., Se sabe que en el
veneno de la especie B, Jjeraracy hay nueve péptidos cada uno con
capacidad 1inhibitoria, algunos de estos se han sintetizado y
probado su capacidad para inhibir la hidrélisis de Al y de
bradicinina in vivo & jn vitro,

El sQ 20881 (teprotide) fue el primer fnhibidor
especifico de ECA probado clinicamente y se ha utilizado
ampliamente e&n investigacién, aungue su uso clinico #s limitsdo.
Una drogs antihipertensiva con potente efecto i1nhibidor de la
enzima ECA es el captopril (SQ  14,22%) que tla inhibe a
concentraciones nanomolares , es altamente competitivo, de amplio

uso clinico y de investigacisn (4%).

4. ALDOSTERONA.
Es unaz hormona esterpide-aislada e 1dentificada por
Simpson y cals. en 1933 (30)., 6e sintetiza en la zona glomerular
de 1la corteza adrenal (Fig.4)| como su gran potencia 3
balanceada por una reducida tasa secretora comparada con la

mayoria de estsroides adrenales, se metaboliza rapidamente por el
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higado y por ®1 riRdén transformandoc a la hormona en una variedad
de metzbolitos y conjugados (51-53). Se sabe que después de 48
h de la inyeccién de aldostercona marcada, sproximadamente el 90%
de la radiactividad aparece en la orina. E! higado, como ys se
mencions, e@s el sitio principal de catabolismo de la aldosterona.
Del 40 al 30% de esta hormona sufre la reduccién del anillo A y
ia conjugacisén del scido glucorénico en la posicién 3 para dar
tetrahidroaldosterona, del 3 a) 10% sufre la conjugacien de}
dcido glucorénico en la posicisn t8 forméndose un metabolito
4cido idbil debido a que se hidroliza a un pH de 1. Uns pequefa
proporcién de sldosterona circulante se convierte a 18-
glucorénido de aldosteron: en los rifones.

La aldosterona penetrs a2 las células epiteliales del
tubule distal y se une a up receptor especificce en el citoplasma,
el complejo receptor-aldosterona, migra al nicleo y se une a un
receptor de cromatina nuclear, dando lugar a la estimulacisén de
un ARN y a la sintes:s proteica. Una proteina especifica es el
mediador de la principal funcién de la aldasterona, es decir, el
intercambic de sodio por potasio en el tébulo distzl (321,

La accién de la aldosterona se manifiesta por el sumento
en la reabsorcién de spdio y cloro as{ como la excrecién de
potasio. La hormona es la responsable del 95% de actividad
mineralocorticoide de la corteza adrenal, tiene una potente
acci1én para aumentar la reabsorcicn de sodio en la porcién gruesa
de la rama ascengdente del asa de Henle en el tabulo distal, en el
tabulo colector y en el tubulo proximal, aunque en este Gltimo es

menor comparada con los otros tdbulos (S54).

tos factores que se ha considerado que pueden reqular la
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secrecison de aldosterona sont
1} Sistema renmina-angiotensina.
2) Concentracisn sérica de potasio.
3) Hormons adrenocorticotrépica.

4) Prastaglandinas.

5. TETRACLORURD DE CARBONO,

E1 tetracloruro de carbono (CClg) es un  solvente
orgénico no inflamable de olor caracteristico que se puede
disolver en agua, alcohol, benceno, cloroformo, éter y aceite; es
mas pesado que el afre (335). Se ha empleado en la industria como
constituyente de algunos tipos de extinguidores, en la medicina
como verm{fugo antihelmintico, fumigante de granos y como
desmanchador de uso caseroc. En la actualidad algunos de sus usos
se® han abandonado debido a sus efectos téxicos y por disponerse
de alternativas més seguras (34).

La importancia del solvente ha aumentado al encontrarse
que forma parte de los contaminantes ambientales emitidos por
fébricas, fugas de tanques de almacenamisnto y por otras fuentes
de emisién de CCly (37},

En los mamiteros el contacto con el téxico produce
lesiones principalmente en el higado, aunque pueden encontrarse
también alteraciones en la estructura del rifén (56). La
administracién del solvente en roedores proporciona un modelo
reproducible de necrosis hepdtica &1 cual ha sido muy Gtil en la
investigacion relacionada con el ®] estudio de las alteraciones

hepato~renales (3%9).

16



El mecanismo de toxicidad se debe a la formacién del
metabolito reactivo triclorometilo (CClxg) que es un radics}
libre {formado por )1z ruptura homolitica del CClg (60). s
biotransformacién se produce por oxidacien en el reticulo
endoplismico y se ha planteado que 12 toxicidad que ocasiona se
debe a la reaccién del radical libre con los lipidos y proteinas
(611, El grupo formado por Recknagel y Glende propone en 1973 que
el radical libre es el causante de la peroxidacién de los lipidos
poliencicos del retf{culo endoplésmico, y gque los radicales libres
secundarios derivados de los li{pidos gproducen una resccidon en
cadena que es el resultado de la reaccién de los radicales libres
clorinados con e! oxigeno, lo gque ocasiona la lipoperoxidacian y
ruptura de las membranas alterando de esta maners su funcian
(62,631,

Ourante Ja intoxicacién el compuesto halogenado se
absorve rapidamente a través de los pulmones y en forma mas lenta
por el tracto digestivo y la piel (38). Se ha estudiado que esta
velocidad de absorcién se incrementa por la ingestién de alcohol
(62) Y otros tfactores como ls obesidad, desnutricion,
hipertensién, dako hep&tico, pulmonsr, cardisco, renal & 1ncluso
agquellos en los que e presenta sensibilidad a los hidocarburos
halogenados (&3).

Asf, s® puede decir Que en el sar humano la intoxicacién
pueda variar de acuerdoc a su suceptivilidad, duricién y modo de
sxposicisn (&6).

Cuando 13 expositist es transitoria & concentraciones
que producen intoxicacién se presenta fiebre, irritacién de las

mutosas nasales y conjuntivales con presencls de epixtasis
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subconjuntival y equimosis periorbital; nduseas, vémito, diarrea
Yy distensi1én abdominal (67-69). Cuando la exposicién es por poco
tiempo, los sintomas por lo general desaparecen, no asi cuando el
contacts es continuo o hay una mayor absorcién de CClgy al
suceder esto el cuadro clinico se caracteriza por la presencia de
estupar, convulsiones y coms o muerte por depresisn del sistema
nervioso central, y s posible que se presente muerte sibita por
fibrilacién ventricular o depresién de 1o0s centros bulbares
vitales (700,

A su vez, la intoxicacion leve con ®! solvente pueda
caracterizarse por oliguria revergible que dura sclo unos dias.
La recuperacién se produce en tres atapas descritas por Sirota en
1949 (71). La primer etaps se presents cuando ta oliguria cesa
aunque las concentraciones de creatinina y urea en plasma we
mantienen elevadas. En la sequnda etapa se 1nicia una répida
disminucién de las concentraciones de urea y creatinina
plasmaticas. Y en la tercera wetapa, que (1] presenta
aproximadamente un mes después del dafo inicial, el flujo
sanguinec renal y la filtracién glomerular comienzan a mejorar
recuperdndose la tfuncién renal después de 100 a 200 dias.

En los casos més geveros, la oliguris puede llegar a
Gasi anuria en el término de una semapa con presencis de
glébulos rojos y albamina. Cuando no se restablece 1la funcién
renal se produce hipertensién, cianosis, convulsiones, acidosis,
uremia terminal 0 coma urémico y/o edema pulmonar genaralizado
(71,

El tratamiento de emergencia en la intoxicacién con el



compuesto halogenado debe 1niciarse 1o mas pronto posible en
cualquier persona con sospecha de haberse expuesto a cantidades
toxicas del compuesto. Los individuos expuestos il vapor deben
ser llevados a zongs ventiladas y para aguellas que lo han
ingerido provocar el vémito ®1 es que se encuentra conciente, si
no lo estd, me debe practicar un lavado gastrico aungque también
!u‘ necesario administrar laxantes salinos para disminuir la
absorcién., Cuando se les observa por primera ver en la etapa
depresiva avanzada del sistema nervioso central, debe prevenirse
la hipoxia administrando respiracién artificial y oxigeno, nuncs
debe elevarse la presisn arterial con el uso de drogas
simpaticomiméticas por existir ! riesgo de producir serias
arritmias (&9).

E! tratamiento para la i1nsuficiencia hepatica y renal es
dif{ici1l. Aungque el dafo hepAtico es un rasgo prominente de la
intoxicacion, la i1nsuficiencia renal es la causa mas frecuente de
muerte por lo que la funcién renal no debe pasar dasapercibida vy
es necesario observar de cerca la presencia de oliguria o anuria.
Las medidas bisicas empleadas en e] tratamiento de insuficienci2
renal aguda son la administracién de glucosa, @1 mantemimiento
del volumen y composicisén de Los liquidos corporales as{ como la
aplicacién de didlisis (58,72,73)

El CCla por si solo es hepsto y nefrotéxico, pero
agentes como e! alcohol, DDT (74) y tencbarbital (73), aque
estimulan el metabolismo de las drogas, favorecen su efecto en
forma notable, Par e! contrario, agentes como el acido
pantaténica, cistamina (7&), vitaminz € (77) y acetilcisteina

(73) 1o disminuyen y we han propuesto como protectores del
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efecto hepatotéxico.

Se sabe que al desarrollarse la lesisn hepdtica en
ratas también se cbservan signos de dafo renal. El CCly produce
uns lesién reversible del tdbulo proximal, El daRo se inicia en
mitocondriis  seguido por hinchazén y proliferacién del reticulo
endoplasmico li1so con aumento simultianec de la excrecién de sales
y agua (78). Aunque el dafo se presenta preferentemente en el
tibulo proximal y #) asa de Henle, la necrosis del tibulo diatal
también puede presentarse. Los tibulos proximales se dilatan, e}
epitelioc se intlama y el material sudanctfi{lico se observa en 1la
porcién basal de la celula (59), Se ha propuesto que la entrads
de calcico a través de la membrana plasmdtica de hepatocitos es
la responsable de los dafhos celulares irreversibles ocasionados
por el CCla. El gradiente de concentraciéen de calcio se mantiene
normal en ta membrana celular de hepatocitos, sin embargo, la
capacidad de estas ceélulas pars mantener una cancentraclan
intracelular begja de calcio se pierde ripidamente despues de 12
exposicién aguda con el solvente halogenado lo que ocasiona que

el calcio se acumule (&2,83).

&. ANTECEDENTES DIRECTOS.

Al  administrar dosis téxicas de CCl,a que producen
lesion hepatica de tipo crénico se afectan =l peso corporal, y el
consumo de agua y alimento llegando a hipovolemia (79).

La respuesta de algunas enzimas e isoenzimas en el
plasms 1)l producirse el dafo con el solvente es welevando su

actividady por ejemplo, la aspartato aminotransferasa que es un

20



indicador de daRo hepdtico y cardiaco (69,80-B2), alamina
aminotransferasa y deshidrogenasa lactica (B3,84},

Sin embargo, en ratas tratadas con una scla dosis de
CCl4 no se han caracterizado los cambios en el SRAA y tampoco se
conocen los cambios en la actividad de la ECA urinaria n1 la de
diversos tejidos.

£n los modelos crénicos para 1nductir cirrosis con CCly
los niveles de renina y aldosterona en el plasma son elevados
(79) o normales (85) al iguasl)l que en el humina (B6). En un modelo
de hepatitis experimental con CCl, el SRA se suprime debido a la
hiperperfusién renal y es posible que esta Juegue un papel
primario en los niveles bajos de Al y en la actividad de renmina
plasmatica (B5),

En ratones tratados con una sola dosts (2.5 ml/Kg) de
CCly, la ECA aumenta en el suero y se reduce en el pulmén a las
48 h io cual sugiere que el solvente produce daio a las células
endoteliales del pulmén (87),

Por otra parte, en la especie Merjoney un latys
tratados con una sola dosis de CClg (2.4 ml/Kg), se han detectada
radicales libres en higado y en otros tejidos como son rilén,
corazén, pulasén, testiculo, cerebro y sangre t68) lo que
demuestra la existencia de dafo en tejidos diterentes al higado y

rifén,
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11 HIPOTESIS.

El dafo que se produce durante la intoxicacidn aguda con
CClg puede alterar los niveles circulantes de angiotensina I,
angiotensincQenc, renina y enzima convertidora de angiotensina I
#s!{ como los niveles tisulares de renina y enzima convertidora de
angirotensina I.

El dafo tubular agudo que se produce con el wsolvente
CCly puede aumentar la excrecién urinaria de enzima conhvertidora

de angiotensina | localizada en tubule proximal y alterar la

funcién renal.

IIl OBJETIVOS.

En base a las hipotesis anteriores s® plantearon los
siguientes objetivos, utilizando como modelo experimsntal ratas

macho Wistar tratadas en forma aquda con tetracloruro de carbono.

~Evaluar algunas de las alteraciones en la funcién renal
(valumen wurinario, proteinuria, excrecisn urinaria de sodio,
potasio y depuracién de creatininal,

~Detwrminar las alteraciones en el sistema renina

angiotensina-aldosterons.

~Conocer los cambios de actividad de la anzima
convertidora de angictensina I en orina, susro y en algunos

tejidos,
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IV BATERIAL Y METODOS.
1. REACTIVOS.
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical
Co.t Nonidet P-40, albdmina sérica bovina fraccién V, reactivo de
Folin & Cioacalteus, carbson activado, dextran, 2.3
dimercaptopropancl, sulfato de B-0H-quinolini, benzoato de
bencilo, hipurato de histidil leucina (HHL) y Tris-HCL. E1 HHL

14C) y la angfotensina I (1251) se obtuvieron de New

radiactivao ¢
England-DuPont. E! tetracloruroc de carbono (CCla) se otuvo de
Merck de México. Ei anticuerpo para medir angiotensina ] (Al) por
radioinmunoandlisis se preparé en nuestro laboratorio (69,%90).

Las demés sustancias se obtuviercon comercialmente y fueron de

alts pureza.

2, DISERQ EXPERIMENTAL.

Se utilizaron 100 ratas macho de la cepa Wistar de
200420 g. La intoxicacién aguda por CClg se 1ndujo en B8O ratas
con una sola dosis intragéstrica de 2.5 ml/Kg mezclandola con un
volumen igual de aceite de maf{z (91). El grupo control consistié
de 20 ratas s las cuales se les dié el mismo volumen de veh{culo
(aceite de maf{z), Las ratas se colocaron en Jaulas metabislicas
durante todo el estudio (2 diss antes y 7 dias después de la
administracién del CClg o del vehiculo) para recolectar orina,
medir o] peso corporal y consumo de alimento y aQua. Las ratas
s macrificaron par decapiticién los diaw 1,2,3 y 7 después de la
administracién del CCly y 7 dias después de la administracisn del
veh{culo. De cada rata se cbtuvo sangre Que se separs en dos

fracciones, una para suerc y la otra para plasma, a la cual se le
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agreqaron 50 microlitros de EDTA 250 aM. Ademds se extrajeron 1os
siguientes tejidost corazén, rifén, testiculo, y una paorcién de
ceérebro, pulmén e intestino delgado, los cuales se mantuvieron
cangelados a ~70 °C hasta su procesamiento. En suero se midis la
actividad de ECA, fostatasa alcalina (FA), deshidrogenasa
lactica (LDH) , aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), creatinina, urea y proteinas totales,
mientras que en el plasma se determiné la actividad plasmitica
de renina (APR) y la concentraciéh plasmitica de renina (CPR}, de
angiotensinogeno (CPA) y de angiotensina I (Al). En orina se
midié sodio, potasio, aldosmterona, proteinas totales y ECA. €&n
rifén se determinsé @l contenido renal de renina, y en todos 1os

tejidos se determinardn protefnas totales y actividad de ECA.

3. DETERMINACIONES ANALITICAS.

a). PROTEINAS TOTALES.

Las proteinas totales se midieron por el método de Lowry
y cols. (92), utilizando como patrén albumina sedrica bovim
(ASB). En la primera etapa de esta reaccisn se {nvolucra la
formacién de un complejo protefns cobre en solucién alcalina, en
la sequnda etapa de la reaccién, el complejo formado reduce a un
reactivo fosfomolibdico-fosfotungstico (Fenol folin y Ciocalteu)
para producir un intenso color azul. Las woluciones emplwadas
fueront
Solucién A: Carbonsto de sodio al 2%, hidroxido de sodio al 0.4%
y tartrato de sodio y potasio al 0.024%.
Solucién Bt Sulfato de cobre al 0.3%.

Solucién C: SO mi. de la solucién A + 1 ml. de la solucién B,
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Solucién D: Folin-fenol y Ciocalteu I N,
Solucien E: Solucién patréen de 2lbumina séricas bovina, 50 mg/i00
ml,

Tanto la solucién de albumina comoc la muestra se
colocaraon en un volumen final de 0.2 ml. El procedimiento fué al
siguiente; se tomaron Q0.1 m} de una dilucisn 1:11Q0 de suerc (0 la
cantidad correspondiente de la solucién £) + 0.1 ml de aqua,
esta dilucién puede modificsrse de acuerdo a la concentracién de
proteinas en 1a muestra. Se agregQs 1 ml de solucién C, se
agitaron y se dejaron en reposo durante 10 minutos, se les agrege
0.1 m! de la solucién D, se dejarcn en reposc durante 30 minutos
y finalmente se luwyd la densidad éptica a 660 nm.

Las protefnas urinariss se precipitaron y se lavaron con
acido tricloroécetico al 10%, El precipitado obtemdo se
resuspeondié en 0.6 ml de hidréxido de sodio 0.9 H. La
determinacién fue identica a la antes descrits. La concentractisn
se muitiplico por el volumen urinario el resultado se express en
mg de proteina/dta.

De los te)idos previamente homogenelzados se tomaron
muestras del sobrenadante, se les hize ia dilucién dependiendo
del tejido y finalmente ke toms la muastra para cusntificar las
proteinas por 1a técnics antes citada. Los resultados se expresan

en mg/ml.

b) CREATININA.
La creatinina se midié por €1 método de picrato alcalino
#»n un analizador 2 de creatinina Beckman. Se inyectaron 0.025 wl

de muestra al aparato que se mezclaron con el reactivo picrato
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alcalino en un; celdilla de reaccién, Se midié la velocidad del
aumento de absorcién debido a la tformacisn del complejo alcalino
de picrato de creatinina. La velocidad de formacisn del complejo
es directamente proporcional a 1a concentracién de creatinina en
la muestra, El amalizador utiliza un sistems de deteccién éptica,
empleando una fuente luminosa, un filtro de 520 am, un
fotodetector y wun circuito electrénico que mide =! cambio en
absorcién de la wmolucién de picrato alcalino después de la
adicién de la muestra. Cuando se inyecta una muestra en el
reactivo picrato alcalino, la creatinina de la muestra se combina
con el &cido picrico en presnpctn de iones OH en el reactivo, vy
produce un complejo de color:roja (fig.A). Los resultados se
expresan en mg/dlL. Para calcular la depuracién de creatinina se
utilizo la siguiente relacién en donde las unidades se expresan
como mL/min.

Creatinina urinaria mg/dL x Flujo urinario mL/min.
D= - :

Creatinina en suero mg/dL

c). UREA.

La urea se cuantificé en un analizador BUN 2 Beckman.
Este analizador utiliza un método enzimdtico que mide la
velocidad de la conductividad en la reaccién. Un volumen de 0,010
ml. se inyecta y se mezcla con el reactive en la cubets dm
resccisn. E)l electrodo de conductividad mide la velocidad de
aumentc de conductividad en la reaccién. La velocidad medida ewm
proporcional a la cantidad de nitrdgeno uréico presente en la

muestra (fig.B). Resultados en mg/dL

26



0 NOL

EX g

CREATININA AC. PICRICO ~

I.1 Complejo

byt alcalino de
T 4O — O“M’ picrato de
creatinina

N N
H3 \ / {color rojo)
No,_

Fig. A. Formacién del complejo picrato de creatinina

o NHyt Ha0 —— (1), €05 —) NHg# Heoy

Fig. B. Reaccién para determinar la cantidad de urea por
conversién de la urea en carbonato de amonio
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d). SOD10 Y POTASIO.

€l sodio y @] potasio se midiercn por flamometria en un
flamometro digital modelo 343, Este flamémetro compara
electrénicamente la seRal de la concentracicn de la muestra de
Na/K con la seRal de la concentracién de la constsnte de Litio vy
se reporta a la relacién de estas dos cantidades directamente en
unidades de concentracisn del slemento analizado. A 0.25 ml e
orina se le adicions 1| ml de agua deshicnizada (1:%), la solucian
ws aspirada por el aparato, el cual mulitrn digitalmente 1la
cancentracisn de Na/K a los pocos segundos. La cuncnntrnc{én
obtenida se multiplica por el volumen urinario y el factor de

dilucion. Los resultados se expresan en mEq/lL.

«) ENZIMAS SERICAS.
Las enzimas FA, AST, ALT y LDH se midieron por medio de

un estuche comercial Beckman especifico para cada enzima.

FOSFATASA ALCALINA (FA),

tas fosfatasas alcalinas catalizan la hidrélisis de una
amplia gama de ésteres da dcidos fosfséricos, fisiolégicos y no-
fisiolégicos, en medio alcalino. Los sustratos naturales de estas
enzimas no han sido identificados hasta este momento. Por westo,
s® han empleado una amplia gama de sustratos sintéticos en los
métodos de ensayo de FA, eligiéndose cada uno an funcisn de 1la
propia conveniencia. Se ha encontrado gque los grupos hidroxil
alcohslicos sirven como aceptores de fosfatos acelerando 1tz
velocidad de reaccién de la FA, El reactivo para FA Dri-STAT
(tampsén COx) se formula como un reactivo de un solo componente vy

cantiene manitol como aceptor.

28



Los valores elevados de FA se asocian con anfermedades hepaticas
que i1ncluyen obstrucciones de las vias biliares.

La fosfatasa alcalina cataxliza la siguiente reaccieén:

p-nitrofenilfosfato + Agua -~=---= > p-nitrofenol « tfosfato

El sustrato rmo tiene color mientras el p-nitrofenc] absorbe luz e
405 nm. La velocidad de aumento de absorbenciz es directamente
proporcional a la activicdad de FA en la muestrz, los resultados

s® expresan en U/L.

ASPARTATO AMINOTRANSFERASAR (AST).

Las aminotransferawas, tambi#n llamadas transaminasas,

son un grupo de enzimas que catalizan la interconversién de
4cidos amino y alfa-ceto por la transferencia de un grupo amino.
La aspartato aminotransferasa cataliza la transferencia del
Qrupo aminc de alanina a alfa cetoglutarato, produciendo
glutamato y oxaloacetato.
Se encuentran niveles elevados de AST en el infarto al miocardio,
L2 determinacidén de AST tiene valor diagniéstico en conjuncisn con
la determinacisn de alanina aminotransferasa la cual permanece
en niveles onormales. Se cbserva elevacién de AST en casos de
hepatitis viral y téxica asf{ como en snfermedades susculares vy
traumdticas.

La secuencla de la reaccién enzimdtica empleada en el

andlisis de aminotransferasa ®s la siQuiente:

Aspartsto + alta—Cetoglutarato —-—--- > Oxalacetatoc + Glutamato

M0

-> Matato < NAD®

Oxalacetato ¢+ NADH + H'--
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La resccidén o aminotransfarasa primaria se scopla con
uns reaccién de geshidrogenscisn. La malato deshidrogenssa (MO
cataliza Ja reduccién de oxalacetato a malato con la oxidacian
concomi tante de NADH., ta velocidad de disminucién de la
absorbencia & 330 nm cebido a la oxidacién de NADH L3

directamente proporciconal a la actividad de ASY en la muestra.

ALANINA AMINDTRANSFERASA (ALT).

La alamna amine transferasa cataliza ls  interconvers.:n
de alanina & alfa-cetogluturato, produciendo glutamsto Yy
giruvsto.

Ls determinacién de la actividad de ALT s de gran
valor en e} diagndsstica de la hepatitis téxjce y viral, asi
coma de las enfermedades y treuma musculares. Los niveles
normales de ALY son significativos en &) diagnéstico de infarto
de miocardio conjuntaments con niveles elevados de la  aspartata
aminotransferasa.

La secusncia de rescciones snzimaticas empleads en wl
ensaya de la alanina aminotransferasa es la siguisntes
ALY
Alanins + alfa~cetoglutarato -~=—--=-> Piruvato + Glutamato.
. LOH .
Piruvato + NADH + H ——-—-=) Lactato + NAD

La reaccisn primaria de sminotransferass estd acoplsda
con una restcisn tde deshigraogenacidén. La lactato deshidrogenasa
(LDH) cataliza la reduccisn de piruveto a lactsto con 1=
canasiguiente oxidacién del dinuclestido adenine nicotinamida

reducido (NADM), La disminucidén en la absorbencia a2 340 na deb:ida

30



& la oxidscién del NADH es directamente proporcional a la

actividad de ALT en la muestra. Resultados en U/L.

LACTATO DESHIDROGENASA (LDH).

ta enzima lactato deshidrogenasa cataliza la
interconversién de lactato y piruvato; por esto, la enzima no es
especifica para esta anica reaccien. Debido a que la LDH cataliza
la oxidacison de otros &cidos alfa-hidroxi, las determinaciones
clinicas de LDH se basan indistintamente en la oxidacién de
lactato (reaccisn directa) o en la reduccisn de piruvato,

El aumento en los niveles de LDH se asocian con el
infarto de miocardio. Se observan elevaciones de LDH en
enfermedades hepdticas, anemia pernicioss, algunos casos de
enferredades renales y de traumatismo muscular,

La reaccién catalizada por la lactato deshidrogenasa es

la siguiente:
Lactato + NAD® ~-—wmo > Piruvato + NADH + H©

La formaciéen de NADH reducido produce un aumento de
absorbencia a 340 nm, La velocidad de cambio de absorbencia es
directamente proporcional a la actividad de LDH en la muestra.

Los resultados se expresan en U/L.
). RENINA,

En el plasma se cusntificse por RIA de Rl (95-98), APR,

CPR, CPA, Al y el contenido reral de renina (CRR).

CONCENTRACION PLASMATICA DE RENINA (CPR),

La concentracién de renina en el plasma se aidié
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indirectamente por RIA de Al genmrada por la accién enzimdtica de
la renina sobre el angiotensinégeno, Los anticuerpos usados para
esta determinacién as{ como para la cuantificacisn de
angiotensinégeno plasmatico fueron praeparsdos y caracterizados en
nuestro laboratorio. El procedimiento fué el siguienter A la
muestrs de plasma (0.05 ml) se le adicionaron 0.005 ml de B-~0H-
quinolina, 0©.005 mlde Dimercaprol (i1nhibidores de 1la ECA y

angiotensina

), 0.45 m] de plasma de ratas binefrectomizadas vy
1 ml de amortiguador de maleatos (pH 6.0, 0.1 M}, Se tomo 1 ml
de esta mezcla y se incubo a 379C. Al final dw la incubacién se

tomaron 0.1 mly se les sdicioné 0.05 ml de AIZS

1y 0.5 ml del
anticuerpo. Ls mezcla se icubé 18 h a 4 °C. La radiactividad
libre se separé con una solucién de carbén activado y dextran. La
radiactividad wunida al anticuerpo se determino por conteo en un
contador de radiaciones gamma. Se construyé la curva patrén para

interpolar las wamuestras problema. Las concentraciones de los

patrones fueron 3 0,10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.50 y 5.00 ng Al/ml.

ACTIVIDAD PLASMATICA DE RENINA (APR},

La actividad plasmética de renina we midié al igual que
CPR por RIA de Al. En APR la produccién de Al se lleva a cabc en
presencia de sustrato endogeno. La cantidad de AI tambiéen se
midié a 4 °C. E1 resto del procedimiento, curva patrén y forme de

calcular es identica a la presentada para la CPR.

CONCENTRACION PLASHATICA DE ANGIDTENSINOGENG (CPA).
La CPA también se determino por RIA de Al. En este caso

la variante, en relacién a la determinacién de la CPR, fué quese
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adicionsd un exceso de renina (para agotar angiotensinégenc) en
vez de un exceso de sustrato (para saturar a la reninz en CPR),
El procedimiento de RIA fué el mismo., Las variantes del
procedimiento fuerons a 0.025 ml de muestra se le adicionaron
0.005 ml de B-DH-quinolina, 0.005 ml de dimercaprel, 0.005 de
EDTA 250 mM, 0.005 de renina parcina y 0.3 ml de amortiguador de

maleatos pH 6.0,

CONTENIDO RENAL DE RENINA (CRR),

Para cuantificar la renina 1ntrarrenzl, primerc se
homogeneizaron las rebanadas de rifdn en un homogeneizador de
tejidos (politrén) se les adicions § m! de amortigusdor de
maleatos pH & y se centrifugo a 2500 rpm. Esté paso se repitis
hasta completar un volumen de 4 ml. Se le hizé una dilucisn 13120
con amortiguador de maleatos pH & y se generé de la misma manera

que para la concentracién plasmatica de renina.

ANGIOTENSINA 1 (A}, .

ta Al se midié por RIA de Al. Se tomaron 0.1 ml de
plasma al cual se le adiciono 0.005 ml de B8-OH-quinolins y ©.005
m] de dimercaprol. La muestra con inhibidores no se genera y el
procedimiento de RIA es ¢l miwmo Que para las antericres. Los
resul tados se expresan para Al en ng/ml, CPR, APR, vy CPA en ng

Al/mL/h y para CRR como ng Al/mg.

ALDOSTERONA .
La técnica de RAIA tambien se utilizo para medir
aldosterona (93,94), El método se basa en la competencia entre la

aldosterona marcada con 1251 y la aldosterona conteniendo el
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patrén a’ la muestra por un nuimero fijo y limitado de sitios
activos de anticuerpo. £n el estuche comercial el anticuerpo estd
pegado al tubo. Los patrones son de: 0, 50, 100, 2%0, 300 y 1000
pg de aldostercna. Un amortiguador de fosfatos pH 7.4 al cual se
le agregs la sal disdédica del dcido B-anilino-i~naftalen-
sulfénico (ANS) también son incluidos en @l estuche.

Para 1la aldosterona urinaria se efectus una hidrélisis
4cida de la orina (93,94) en donde & 0.1 ml de orina se le
agregaron 0.2 ml de HCl 0.2 N| se mezclsé y se incubs de 15 a 20
h & una temperatura de 30 °c. La aldosterona se midié en 0.01 m}
del hidrolizado, a 1o0e cuales se les adicionaron 0.2 ml del
patrén cero (sol. de protef{nas, sin aldosterona) y 0.5 ml de
aldosterona radiactiva. Ls incubacién se realizs de 1B & 22 h a
una temperatura de 18 a 25 9C. La mezcla incubsda de cads tubo se
aspire cuidadosamente y se cuenté la radiactividad pegada @l
tubo en un contador de radiaciones gamma durante | minuto. Los

resultados se expressn en ng/dla,

9) ENZIMA CONVERTIDORA DE AI.

La ECA se cuantiticé por medio de un ensayo radioquimico
con @1 sustrato HHL~ HC {91,92). Previamente al ensayo los
tejidos de rifén, corazén y testiculo,las porcionmws de cerebro,
pulmén @ intestino delgado se homogeneizaron en un homogenelzador
de tejidos (politrén), en una sclucien amortiguadora de Trim-HC1
0.1 M pH 7.8, KC1 30 mM, MgCls S mM, sacarosa 0.25 M y Nonidet
P-40 al O.1%. El bhomogenado se dejé reposar durante
aproximadamante 24 h a 4°C, posteriormente se centrifugé a 12,500

rpm durante 20 minutos a 4°c y del sobrenazdante se tomaron las
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alfcuotas para determinar la actividad de ECA. La enzima
hidraliza al HHL en histidil leucina y acido hiparico ({AH!}
(fig. C1, este ultimo, qQue estd marcado radiactivamente, se extre
con acetato de etilo y se cuenta en un contador de radiaciones

beta durante 2 minutos.

Previo al ensiyo se mezclaron 3.5 microlitros de HHL-
‘AC con un volumen igual de HHL no radiactivo 4B.1 mM (prepacado
con etanocl y agua 614) por tubo. La concentracién final del HHL
fué de 5 mM. La mezcla se seco con nitrégeno y se resuspendis en
0.04 ml de amortiguador Tris-HMCl 0,125 M, NaCl 0.4 M pH 8.3, Cada
musstra requiris para’ su andlisis de 4 tubos de los cuales dos
fueron blancos y dos problema. La cantidad de muestra fué de
0.01 mi., A los tubos blanco se les agregaron 0.05 ml de HCl 1 My
a todos los tubos se les agregé 0.04 ml de sustrato-amortiguador

Se incubaron a 37°C a diferentes tiempos seqin el tejide (ver

tabla).

Volumen (microlitros}) Incubacion (minutos)
SUERD S B S )
ORINA 10 &0
PULMON 10 ) 3
RIAON 10 20
CEREBRO 10 20
CORAZON 16 ) 20
INTESTING DELGADC 10 B 20
TESTICULOS -5 o 10

Desplies de la incubacidén se colocaron 0.05 ml de HCL 1 M

a los tubos problema y a todos los tubos se les adicions 0.3 ml
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DE LA ACTIVIDAD DE LA ECA
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de acetato de etilo iniciando con los tubos blanco. Se agitaron
durante 13 segundos en un vortex y se centrifugaron a 2500 rpae
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se obtuvieron ©.2 m]
de muestr: de la fase orginica, y se colocaron en 5 ml de
liquido de centelieo en un frasco destinado pata cantar
radiaciones beta. Los resultados se expresin en suero como muU/mi,
en tejidos como mU/mg proteina y en orina mu/dla.

h). ESTUDIODS HISTOLOGICOS.

Fragmentos de tejido renal constituidos por carteza vy
médula se fijaron con una solucisn de formaldehido al 10% en
amortiguador de fosfatos y se incluyeron en paratina. Los cortes
de 4 a2 95 micras de espesor se tiferon con hematoxiliina y eosins
para realizar estudios de microscopla de luz.,

€1 andlisis wultrastructural se realizé en pequeios

fragmentos cubiceos de corteza r 1 que se tijaron con

glutaraldehido al A% en amortiguador de cacodilatos 0.01 M
temperatura ambiente durante 4 h., Posteriormente se post-fijaron
con tetraéxido de osmio al 2% , se deshidrataron en soluciones
con concentraciones crecientes de alcohol y finalmente se
incluyeron en resinas de Epon. Se obtuvieron cortes semitfinos vy
finos con un ultramicrotomo Sorval MT-6000, los cortes fueron
contrastados con acetato de uranilo y citrato de ploma. EIl
estudio ultraestructural se realizé con un microscopio
electrénico Zeiss M-10,
4. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se expresan como el promedic (x) 3 error

estandar (EE). Se aplicéd el andlisis de varianza univariado

(ANOVA, el cual se realizé usando una calculadora Hewlett packard
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modelo 41CV. Cuando el ANDVA fué significativo se determing

cuidles gQrupos fueron diterentes al control por medic del método

de Bonferroni (101}, el cual se basa en el uso de valores de t

modificada, Se considers significativa una p < 0.0%.
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vV RESULTADOS.

1. PESO CORPDRAL Y CONSUMD DE ALIMENTO ¥ AGUA,

Para evaluar el efecto téxico general oal CCl4 en las
ratas, so determinaron el pesa corporal y el consumo de alimento
¥y AQUaE.

En la fig. 5 se muestran lot cambios en ) peso corporal
{%A4), consumoc de alimento (5B) y cansumo de agua (3C), E! peso
corporal dw las ratas tratadas con CClg disminuys clarzments
desde el dia 1, slcanzs el valor minimo el dia 2 {10% menos Que
a1l contral) e injc1é su recuperacién a parttr del dia 3, aunque
an e dla 7 no alcanzé el pese de las ratas control. El  consumo
de alimento de las ratas tcatadas con el compuesto halogenado
disminuys e} dla !, slcanzé el valor minimo el dia 2 (874 menos
que el cantroll, y aumentd el dia 3 hasta Jlegar & valores
cercanos al control el di{a 4. La i1ngestién de agua disminuys el
dia t, alcanzé e} valar minimo €l dia 2 (37% amenos que «l
control) y aumenté o1 dia 3 hasta llegar a valores similares al

control el dis 4,

2. CONCENTRACIQN DE PROTEINAS SERICAS Y ENZIIMAB CIRCULANTES.

Para evaluar w] daRo & tejidos producido por e} CClg se
midieron ios niveles circulantes de fosfatass alcaltineg,
deshidrogenssa lactica, aspartato aminotransferass y alsnina
aninotransferass gue son enzimas marcadoras de da®o tisular, es
decir, que se liberan & la circulacisén inespecificamente al

producirse una lesién en tejidos.
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Fig. 5. Perfiles del peso (A), consumo de alimente {(B) Y &qgus
(C) de las ratas control contra las tratadas con CCiy. Los datos
&8 expgresan comc la media & EE de 25 a 30 deterainsciones gor dis
de estudio. @ *« cantrol y O = con CCl4.
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En la tabla § se presentan los cambios en la
cancentracién de proteinas séricas y en los niveles circulantes
de las enzimas AST, ALT, LDH Y FA, La concentracién de las
protefnas séricas disminuys los dias 1, 2 y 3 (13%, B% y 8%,
respectivamente) compardndolas con los controles. Todas las
enzimas circulantes aumentaront LDH 2.8 veces el dfa 1, ALT 4.1 y
4.8 veces los dias | y 2, AST 7.4 y 5.0 veces los dfas 1 y 2, y
finalmente FA 1.7, 1.6 y 1.4 veces los dias 1, 2 y 3

raspectivamente.

TABLA 1. CONCENTRACION DE PROTEINAS Y ACTIVIDAD ENZIMATICA EN  EL
SUERD DE RATAS CONTROL ¥ RATAS TRATADAS CON CClg.

DIAS DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE CClg

CONTROL 1 2 3 7

PROTEINAS 7.520.18 &.420.13¢% 6.820.14% 6,820,120 7,920,116
{g/dLy)

AST 30714 227824018 15512197+ 8102113 291214

wsLy

ALT 13128 8002135+« 629492+ 205189 12348

[{* 148 ]

LDH 27t3£179 7493211708 36032479 2232:381 28762134
sy

FAR 322423 331144» 4981445 4463437 306218

(']

ANOVAe p<0,05. Los datos estdn expresados como la media £ EE de
10-1% determinaciones en diferentes animales. ASTs Aspartato
amtnotransferssa, ALT» Alanina aminotransferasa, LDM=
Deshidrogenasa léctica y FAs Fosfatasa alcalina.
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3. FUNCION RENAL.

En la fi1g. b s® indican los cambios en el volumen
urinario (6R) y en 1a proteinuria (4B) en raitzs tratadas con
€Clg. E!l volumen urinaric aumento hasta un valor méxamo w) dia 1t
(1.92 wveces) y despu#s disminuys piulatinamente hasta llegar a
vsliores control el dfa 7. Las proteinas en orina aumentaron solo
21 dia 2 (2 veces).

€n la fig, 7 se muestran loe cambios en la excrecisn
urinaria de sodic (7A) y potasio (7B) en las ratas tratadss con
CCla. L2 excrecisn urinaria de sodio disminuys el dia 1, alcanzs
un valor minimo ®l dfa 2 (disminuys 70%) y regresé a valores
similares al control el dia 4. La excrecién urinaria de potasio
disminuys el dia 1, alcanzé un valor minimo el cia 2 (52% menor
que o] control}) y regresd & valores parecidos al control =l dia
5. En la fig. BA se presentan 10s valores de urea sérica, 13 cusl
auments 1.3 y 1.9 veces en los dias 1 y 2, respectivamente. L&
creatinina sérica auments 1.3 veces el dia | ¥y 1.8 veces el dia 2
(fig. B8B), Por Gltimo, la depuracisn de creatinina (tig. BC),
que es una medida de la filtracidn glomerular, disminuys los dias

1, 2, y 3 (45%, &3% y 31%, respectivamente) .

4, COMPDNENTES DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA,

€n la tabla 2 se observan los cambios en  los niveles
circulantes de los componentas de! SAAA en las ratas tratadas con
CCla. La concentracién plasmética de Al disminuyé F3%, 7% y b2%
los dias 1, 2 y 3, en tanto que la actividad plasmdtica de rerina
disminuyé &&% y B7% los dias 1t y 2 respectivaments, y auments

1.34 veces el dia 7,
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L2 concentracion plasmitica de renim disminuys ba¥% el
iz 2 y suments 1.4 veces al dla 7, La concentracisn plasmatica
de angiotensinsgeno dismifuys SO% el dis t, 47% el 2 y 25% el 3 y
aumentd 1.46 veces ol dia 7, L2 concentracien plasmitica do
angiotensinigeno disminuyé S0%, 47% y 25% los dfas 31, 2 y 3,
raspectivamente y aumenté 1.8 veces e@ dia 7. €1 contemide renal
de renina se tncrements 1.9y 2.7 y 2.2 veces los dias {, 2 y 3.
Par Gltimo, ta artivided sérica de ECA aumgnts 1.7, 2.0 y 1.5
vaces Jos diss 1, 2 y 3.

TABLA 2, COMPONENTES DEL SISTEMA RENINA~ANGIDTENSINA-ALDOSTERONA
EN RATAS CONTROL Y EN RATAS TRATADAS CON CClg.

DIAS DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE CCiy

CONTROL 1 2 3 ?
AL 0.4320.04 0.035:0.01+ 0.01£0.0) ¢ Q9.1320.03%  0.3520.04
tngrmt}
APR 9.8£0.7 3.330.2s 1.320.3» &, 620.7 13.321.44
(ngAI/mL/h)
CFR 22+ 1922 Gel» 1723 I3£2e
tngRI/mL/N)
cPR B79437 AIFL3ITe AGL235e 651225+ 1570250+
{ngRI/mL/h)
CAR 4,3%0,2 8.2%0.6% 11.8%22,2¢ F.b4t1.0 3.720.3
{ngAl/mgl
ECA 4225 10526 129:5= R2LPs 8723
{mU/mL)

ANDOVAs PC0.05. Los resultados estdn expresados como I1a media t EE
de 15 & 20 determiniciones wusande animales diferentes. Alx
angiotensina [, APR=x actividad plasmatics de renina, CPR=
cancentracion plasmdtica de renina, CPA= concentracién plasmbtica
de angiotensinggeno, CRR= contenido rens) de cenina y ECA» pnzims
canvertidgora de angiotensinma 1.
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En la tabla 3 ge muestra la actividad de ECA en los
diferentes tejidos estudiados. Los valores mds altos se
cbtuvieron en testiculo y los mds bajos en corazén., Esta
actividad Dbaj)é en todos los te)ides con excepcién del! ridon en
donde no hubo cambios significativos, En testiculo disminuyd los
dias | y 2, en pulmén los dias 3 y 7, en intestino delgado los
diaw 2, 3 y 7, en cerebro al dis 2, y en corazén los dias 2, 3 y
7.

TABLA 3. ENTIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA 1 (mu/mg PROTEINA}
EN RATAS CONTROL Y EN RATAS TRATADAS CON CClg.

DIAS DESFUES DE LA ADMINISTRACION DE CCl,

TEJIDO CONTROL 1 2 3 7

TESTICULO $56.022.6 39.022.7+ 37.323.2» 53.1%£3.2 56.4%13.4

PULMON 27.9%1.7 25.021.8 22.3%1.3 18.7%1.2% 17.%%1.4¢
INTEST. D. 7.320.6 7,8:0.5 4.810.7» 3.0£0,.3e 3,46%0,5+#
CEREBRO 1.040.1 1.120.1 0.5%0,1+# 0.7%0.1 0.8:0.1
RIRON 1.0£0.1 1.0£0.1 1.320.1 0.7%0.,1 0.8%20.1
CQRAZON 0,3£0.02 0,3$0.02 0.120.0le¢ C.1%06.02+% 0.1%0.01+

ANOVA+ PC0.09. Los resultados estdn expresados como la media * FE
de B-10 determinaciones en animales diferentes. INTEST. D.=
intestino delgado.

En la fig. 9 se observan los cambios @n la wexcrecién
urinaria de ECA (fig. FA) y sldosterona (fig, 9B). La excreclsn
urfnaria de ECA alcanzé un valor méximo los dias 1 y 2 Y
disminuys paulatinamente hasta llegar a valores control el dia 7.
La aldosterona urinaria aumentsé 2.6 y 3 veces los dfas 1y 2 y

regress a valores parecidos al control el dis 3.
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Figs 9. Actividad urinaria de ECA (A} y concentracisn urinaria
de aldosterona (B) en ratas tratidas y control. Los datos se
expresan como el promedio + EE de 10-1% determinaciones por dia.
O = controel y O = con CCla.

48



. ESTUDIOS HISYOLOGICOS.

Las alteraciones ultraestructursles fueron estudisdas
24, 4B y 72 h después de la }dm1ni-trnc|6n del CCig. A las 24 h
(Fig. 10} se observarén cambios importantes en la estructura
mitocondrial caracterizados por vacuolacisen de la matriz, lo cual
origina compresion con deformacion de las crestas, dilatacien y
conformacien esférica; en el citoplasma apical y lateral se
congregan gran hamero de westructuras tubulares distribuidas
irregularmente limitadas por membrans en cuyo interior hay
filamentos elactrondensos., Existen ademis vacuplas citoplasaicas
de tamafic variable en cuyo interior se observa material
electrondenso #scaso finamente granular, algunas de estas
sstructuras pueden identificarse como vacuolas autofdgicas. Las
microvellosidades apicales son cortas ¢ estdn ausentes,

Despues de 48 y 72 h de la ingesticn de CCly sme observs
un incremento en =1 numerc de las estructurss tubulares
previamente descraitas (Fig. 11 y 12}, las cuales son de aspecto
mas compacto en las porciones laterales de las ceélulas
epiteliales. Las mitocondrias muestran menos edema perd tienen
maltiples depésitos electrondenso de tamafo diverso Que

corresporden a calcio precipitado.
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Fig. 10, #Micrografias electramca de un vaso
entre dos tubulos cantornmadeos proximales, 24 h despues oe a2
adminisiracian de CCtg. Las codlules endotellales nuestran
fragmentacisn extenss del citoplasma celular (12,500 X2

capirlar  localizado
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Fig: 11, Imagen ultraestructural de las células del epirtelio
tubular proximal 48 h después de la administracién de CClg.
Existen acentuada proliferacién tudbulo cisternal y wvacuoclacien
citoplasmica. (4,000 X).
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Fi1g. 12, Mcrografia electronica de! citoplasma del epitelio
tibulo proximal 72 b despues de la administracien de CClg. Existe
dafo mitocondrial acentuado caracterizado por la diltacién de las
crestas mitocondriales, el reticulo endoplasmico muestra tambien
dilatacian y fragmentacién (10,000 X},
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VI DISCUSION.

El presente estudic se enfocé a conacer la respuesta  de
cada uno de los compunentes del sistema renina-angiotensina-—
aldosterona durante 12 1ntoxicacién aguda con  tetrasclorura de
carbone, evalusndo, ademis algunas de las alteraciones gue se
producen en la fumcien renal.

La admimistracién de una sola doxis  intragistrica de
tetraclorurc de carbono (2.5 ml/kg) Bn ratas, ocasiona un dafo

rensl agudo sin dejar de mantener su sfaecto directo en el higado.

Después de la sdministracion del CClg se obwervo Que las
ratas dismihuyen 1a  ingestion de alimento y agua, lo cual
ocasiona uma digminucién del pess cocporal durante los  tres
primergs dias. Estudias previos de Striker y cols., (39) y Elias
1791  tambiem demostraron gue el peso disminuye tanto en las
modelos agudos como en los créntcos  inducidos con este soivente.

Por gtro lada, se sabe gue las enzimag séricas como AST,
ALT, LDH ¢ FA muestran un tncremento en su actividad cuzndo hay
evidencias de dafo en diferentes tejidos (&5, 68, 83, @4i. En
este estudio también se encontrs un incremento en la sctividad de
las enzimas antes mencicnadas, lo tual nos indica la presencia de
dafo & nivel tisular.

Asimisma, e encontre una disminucisn on la
concentracisen de proteinas totales del suero. Es pasible que esto
sea ocasionado par la lipoperoxidacion aue sufren las membranas
de los hepatocitos, lo cual induce una alteriacién del metabolismo
de los lipidos y una disminucién en la sintesis de protetnss

{62,1025. A su vez, Panduro y caols. (91}, han demostrado gque al
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administrar una sola oosis de 2.5 mi/Kg de CCly en ratas la
transcripcien del gen de albumina gisminuye en un B5% regresando
a valores normales después de tres dfas.

Ltes valores de uread y creatinina sérica, marcadores de
la  funeién renal, se incrementan. Estos datos, jJunto con 13
disminucién de la depuracieén de creatinina, i1ndican que la
tuncién renal disminuye en este modelo. Striker y cols, (59)
tambien encantrarcon un aurento en la creitining y Lre: sertcas en
un modelo similar,

Se observé un incremento en el volumen urinario con un
pico de diuresis miéxima a las 24 h, lo cual concuerda con datos
previocs (59) en donde se propone gque el aumento puede deberse a
Ia lesisén remal reversible limitada al tebulo proximal y asa  de
Henle. La excrecién urinaria de s0dio y Potssio disminuys a pesar
de la lesisn remal, esto parece explicarse por la martada
dismipucién en el consumo de alimento y agua.

En la oprina ge las ratas tratadas se observarcon
protefnas el di{a 2, ta proteinuria solo se habfa reportado en el
modelo crénico de CClg (104). Es probable que la proteinuria no
tenga su origen en el glomérulo, si1n0 &n los  tibulos dalados.
Par un lado, la evidencia de las alteraciones ultraestructurales
del tubulo proximal daRado en donde este puede libersar enzimas
1ntracelulares a la arina, y por otro, la pérdida de la capacidad
para reabsorber protei{nas pequedis que se filtran wexplicando asi
ta proteinuria, Cuando existe una proteinuria de origen
glomerular esta es mucho més abundante que Ja tubular, por
ejemplo, en la proternuria glomerular la excrecién de albumina

excede los 10 g, en tanto gque en la proteinuria tubular la
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excrecisn de beta-2 microglobuling puede excedsr 100 mg (10%),
Para determinar detinitiveamente si el origen de la proteinuriaz
presente en las ratas con CClgy es glomerutsr o tubular, es
necesario determinar el peso molecular de las protefnas urinarias
por la técnica de slectiroforesis en geles de acrilamida y/o madirc
marcadores de daRo tubular coma la alfs-i mcroglobuline o la
teta~2Z microQlotulina,

El aumento en la excrecidn urinaria de aldosterons
probeblemente ws secundarioc a uni disminucian en &) catsbolismo
rens) y hepdtico de exts hormona como consecuencia del daRo en
astos te;i1dos.

El comportamientg de la APR, CFR y CPR despuds o» iz
admimistracién del compuesto hixlogenada es bifasico, primaro
disminuyen (dias 1-3) y después aumentan (di{z 7). Se hs observado
que en la citrges inducids en rates, Jos valores de APR aumentan
(79) mientras que en la hepatitis expertrental disminuyen (85%).
€n este ultimo mogelo, al! 1gual qQue en weste trabzjo, tambien
disminiye la Al (B85), Ls disminucién de APR y CPR prabablemsnte
se debx a la inhibicién de la secrecidn de renina. ltoureile y
fleza (40} observaron en un modelo sQudo ue CClg en ratas qus el
calcio intracelular se acumula. Los depsditos electrondenso
encontrados en ef andlisis ultraestructural y gue corresponden a
calcie precipitedo apoyan ls teorfa en ia cusl suponamos gue
este 146n es ol responsable de la inmbicién de la secrecién de 12
rening. El aumenta del cantenide antrarrens! de renina  purde
ser el resultado de la inhibicidén de la secrecién de esta enzima

en presencis de una sintesis normal, lo que finalments ocasiond
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la acumulacisn renal de la enzima. La disminucisn de la CPA
prodablemente se deba al dafo que sufre el higsdo gue w»s #l si1tio
principal de su sintesis., Sin smbargo, con estos datos no se sabe
%1 esto se debe a una disminucisn en la sintesis, en la secrecién
y/© asumento de su catabolismo, G 51 €s una comdlnaclén de estos
fenémenos.

La actividad de ECA en suero, orina, testiculo, pulmen,
intestino delgado, cerebro y corazén tambien se atecta durante la
intoxicacian con el solvente. En suerc la actividad e
inCrementa, mientras que en los teJidos disminuye a excepcisén del
rifon, donde la actividad de la enzima no es signhiticativamente
diferente de los vilores control., La disminucién de ECR en
tejyidos coincide con el aumentc da la misma en suero, lo que
sugiere gue probablemente parte de la enzima circulante deriva de
los te)idos diRados, ya que s¢ ha informado dafo a4 otros  tejicos
diferentes de hi{gado y riAén como corazén, pulmén, testiculo,
cerebra y sangre en donde el CCl; produce 1a formacién de
radicales libres (B&).

Se ha observado que al administrar aminonuclieésido de
puromicinia, 1l cull produce daRo tisular por 13 formicién de
radicales libres en las ratas, la actividad de ECA en suero
aumenta (45,100) y hay cambios wn la actividad de 1z enzima en
te3idos y en orina (104}, lo que i1ndica que las sustancias que
producen darRo tisular por foreacicn de radicales libres puaden
producir alteracisn en la actividad de ECA,

Hollinger (B7) ohservo gque a1l administrar 2.8 ml/Kg de
CCl,s a ratones, los niveles de ECA en pulmen s# reducen, mienteras

que en higado y FiRGN permanecen S1n camrbio. Tamblén observé gue
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la disminucien de ECR en puimén coincide con el aumento de 1a
misma @n suero y concluye gque el aumenta de la enzima circulante
se debe al dafo por CClg.

La ECR circulante probablemente deriva dei recambio de
las membranas del endotelro (167}, aunque su origen ne se ha
esclarecido. Se nha sugerido Qque el aumentoc en los niveles
Circulantes de la enzima en las diversas patologfas pumde deberse
&l dafo ocasionado al #ndotelio vascular (108,109} a bien a la
disminucién del catabolismo hepatico o la misma (110},

En erina na se detects la actividad de la enzima
convertidora de Al en los animales control, esto purse debsree 3
que 12 enzima se encuentra en bajas cancaentraciones, o bien que
no  estd presente normalmente. No existen datos previos sn 1a
brteraturs sobre la excrecisén urinaria de ECA en ratss normaies.
Bolo existe informacién de enzima presente en la orina de humanos
normales {111}, e@n donde se sugiere que ol origen de la ECA son
los tobulas renaltes y na 2] plasma, €sto se comprueba por las
obeervaciones hochas en donde 1a enzima suments en las sfetciones
renales del tracto urinario superior y en el rechazo agudo de
transplante renal (1121,

£} €Clg produce dafo renal, principeimente &1 tohulo
proximal (54,100} en donde 1a ECA es sbundante (113} lo cual
tndica que posiblemente la mayoria de ECA excretada por artna
pravisne de los tabulos dafados, descartande 1a posibilidag de
que provenga del plasma ya que el dado » los glomkrulos &3 minimo
como se observe en el andlisis ultraestructuraly lo que se

refiejs en la baja excrecisdsn de proteinss urtnartas.
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Vi1 CONCLUSIONES.
L.~ La funcidn renal disminuys como consecuencia del dIRc al
tibulo proximal por al CCl,.
2.- Lla remima circulante dismifuyd y la renmina  intrarrenal
aumernts Ccomh consectuencia, probiblemente, de la inhibician e la
s@cracisn de rening.,
3.~ La dissinucién del apgiotensinégens circulante tzl ver se
deba a la disminucien de su  sintesis secundaria al wtecto
hepatotéxica de) CCly.
4.- El aumento en ia excrecisn urinaria de aldosterons e
sxplica por la probable disminucidn de su catabolismo hepitico y
renal,
.- La disminucien de Iz enzima convertidar: de Al en tejidos y
su  aumento en el suerc sugieren Que estos cambios we deben al
dafro ocasionado por @] sclvente a los tejidos.
&.- E1 aumento en la excrecién urinaria de ECA tiene su oOrigen
probablemante eon el tibulo proximal, coma consecuencia del daro

aue este sufre por 1a sccién del CClg.
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