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RESUMEN :

El transporte activo e€s un proceso fieiolbgico que se efectia fre---
cuentemente en los organismos vivos. A diferencia de la difusidn, es nece
saria la presencia de energia para la realizacién de este fenbmeno, el -
cual puede actuar en contra de un gradiente de cancentracifn, eléctrico -

presién o electroquimico. Por ser um mecanismo aer$bico, la presencia

22 oxigeno es esencial.

Con el fin de demostrar el transporte activo, se utilizd el coloran-
te rojo de clorofencl, asi camo substancias inhibidoras de dicho mecanis-
mo, tales camo, la azida de sodio y el 2-4 dinitrofenol, ademéis de solu—
ciones salinas bisicas, carentes de sales de calcio y potasio, en las cua
les fueron depositados tfibulos renales de 20 carpas (Mrinus carpio), -

mantenidos bajo uma oxigenacifm adecuada.

Mediante esta experimentacifn, se demostrd que el transporte activo
se 1lleva a cabo solo cuando la oxigenacién del medio es adecuada. lLa pre
sencia de la azida de sodio y el 2-4 dinitrofenol inhibié el proceso, ya
que actfian sobre la sintesis de energfa, mientras que la ausencia de cal-
cio y potasio, tuvo como consecuencia que el transporte activo no se efec
t@ara, debido a que juegan un papel muy importante en la reabsorcifn y ex

cresién tubular.



INTRODUCCIQN

Dentro de los fenlmenos importantes que se pregsentan en la Figiologia
se encuentran los mecanismos mediante los cuales, las substancias (agua, -
1lipidos, aminofcidos, azficares, iones etc), atraviesan la membrana celular,
Estos mecanismos se pueden reducir a dos procesos principales, que som:

La Difusiém y el Transporte Activo.

La expresifm transporte activo, se aplicd originalmente a los proce..

sos que no podian ser explicados por la simple difusibn. (1 6).

Actualmente se denomina transporte activo, al movimiento de una subs.
tancia que atraviesa la membrana celular en contra de un gradiente de con-

centracién, eléctrico, de presién o electroquimico. (6,15,21).

Es bien conocido que la energia es necesaria para que este mecanismo
se 1lleve a cabo, comprobandose a menudo que la supresifn del suministro -

de ella, suspende el proceso del transporte activo. (7,12,16,20).

El gasto de energfa mencianado depende de las celulas, esta energifa -
es producto de procegos metabblicos intracelulares, camo lo es la glucbli-

sis. (12,16).

As!, se han elaborado hipdtesis que explican el mecanismo del trans.

porte activo, con base en camplejas reacciones bioquimicas, que involucran
2 una molécula transportadora y a la substancia que va a ser trangportada.

(7,20).



Es una forma mas concreta se puede establecer que el transporte acti

vo se efectfia, utilizando la energia proporcionada del interior de la mem
brana, por substancias altamente energéticas, principalmente el ATP, que
ge haya dentro del citoplasma de la célula y se hidroliza a ADP y fosfato,
existiendo una relacién entre el nfmero de moléculas hidrolizadas de ATP -

y el nfmero de moléculas transportadas. Posteriormente se requiere de un
transportador o portador y la substancia que va a ser transportada, los -
cuales van a formar una combinacibn quimica en el limite celular, Este com
plejo se mueve a través de la membrana, penetrando a la celula por simple

difusién (8,15,20,21).

Para que esto sea posible, es necesario que haya una afinidad natural
entre la substancia que va a ser transportada y el portador, de tal manera
que en la superficie externa de la membrana, el portador y la substancia -

se lleguen a combinar ficilmente (8).

Cuando el complejo (portador-substancia), ha difundido hacia la su--

perficie interna de la membrana, su afinidad disminuye, por 1o que se sepa
ran., Por lo tanto, la substancia transportada se libera al interior de la
membrana y no puede difundir hacia el exterior a través de la matriz 1ipi.

da de la membrana, por ser insoluble a ella,

Posteriormente, el portador difunde hacia la superficie externa para

transportar nuevamente otra molécula de substancia al interior. (8,10,20).



La temperatura es otro factor que interviene en el mecanismo del -
transporte activo ( a diferencia de los procesos de difusifn, en los que
la temperatura no es un factor determinante entre cierto rango), de tal -
forma que al descender la temperatura del tejido, disminuye el transporte
activo, hasta el punto que puede no 1levarse a cabo; siendo un proceso re
versible, demostrandose asi la relacitm entre el metabolismo celular y -

egte fenfmeno. (15,22).

Un rasgo especial del transporte activo, es el hecho de que la subs-
tancia transportada activamente, alcanza un valor méximo o de saturacibmn

Esta saturacién resulta de la limitacién de la cantidad de portador, que-

ademfs muestra competencia y especificidad.(8,15,1 5,25).

Con respecto al portador en el transporte activo, varios experimenc.
tos han demostrado que se encuentra en la membrana celular. Los experimen
tos que se han realizado, han gido principalmente para caracterizar a la
engima que transporta a los ianes de sodio y potasio., En 1957, los expe--
rimentos de Skon, llevados a cabo en nervios de cangrejo, demostraron que
esta enzima tenfa una actividad de ATPaga. Se propuso entonces, que 18 =
enzima que se encargaba de transportar estos dos ionesg, era la responsa.-

ble de la hidrolisis del ATP.

Otros experimentos que dieron luz sobre la naturaleza de esta enzima



fueron los realizados con eritrocitos de mamiferog, los cuales eran lisa-
dos con un choque hipotémico, de manera que todo el contenido citoplasmi-

tico era desechado,las vesiculas reconstituidas, eran capaces, bajo condi

ciones iénicas apropiadas, de realizar el transporte activo. (14).

Recientemente ge ha aislado esta ATPasa de células de mamiferos y ha
sido caracterizada camo una proteina, con dos diferentes cadenas polipep-
tidicas; alfa y beta, de pesos moleculares de 90,000 y 40,000 daltones -

respectivamente. (22).

Sin embargo se dice que el ATP no es el fmico energético usado en .
este mecanismo, pues en los procesos de transporte activo de algunos azfi-

cares y aminofcidos, no se han encontrado ATPasas. (9,22).

Una forma de evaluar la importancia de la actividad de la ATPasa, es
que del 20 al 30% del ATP generado por el metabolismo, se consume duran-
te el trangporte activo de los iones de sodio y potasio, mediante esta -

enzima. (9).

Un transportador puede ser especifico para una sola substancia, o .

bien para dos o mas substancias que estén estrechamente relacionadas, con

lo cual sers posible que utilicen al mismo portador. (22,25).

Para casi todas las substancias transportadas activamente, existe -



mma cantidad méxima de resorciém posible, que recibe el nombre de trans--
porte méximo o mixima de transferencia (Tm), que est4 dado por la canti—
dad de portadores disponibles. En los tfibulos proximales del riiion, el -
Tm esti usualmente por arriba de las cantidades filtradas; en consecuen--
cia los rifiones protegen contra la pérdida de determinadas substancias -
( glucosa, amino4cidos, metabolitos, algunas vitaminas hidrosolubles y -

otros m4s ), pero no ayudan a regular s® concentraciones plasmiticas. -

( 8,15,25 ).

En los tGibulos proximales las substancias deben transportarse a tra-
vés del epitelio tubular., Las células de las paredes de los tfibulos, son
mas anchas en sus bases, situadas sobre uma membrana basal, en la que sus
bordes libres estin en contacto con la luz. Los limites entre células -
vecinas no pueden verse bien, porque los bordes de las células que tocan
una con otra, estin dentados, con las proyecciones del borde de una, adap
tandose a los huecos del borde de la otra. Las superficies celulares que
miran a la luz, estén cubiertas de microvellosidades, esto explica la -
apariencia de borde estriado, teniéndo también una matriz gelatinosa en--
tre ellas. Ademds existen espacios intercelulares que han sido obgervados

por medio del microscopio electrénico, los cuales midm de 20 a 40 Arms-

trongs. (9,11).

Los mecanismos que intervienen en el transporte activo tubular, se -



conocen casi con certeza, de tal forma que hay pruebas de que la reabsor-
cién de glucosa en el tfibulo proximal, se efectfia por procesos de fosfori
lacién y desfosforilaciém sucesivos, en los que interviene la fosforilasa
x;educiendo con frecuencia la concentraciém intraluminal, virtualmente a

cero. En cuanto a los procesos de secreciém tubular, hay estudios sobre -
el transporte del paraamino hipurato, Diodrast*y rojo fenol, que parecen

indicar que en la excresién de estas substancias, interviemen procesos -

de fosforilacién aerébica. (12).

Actualmente se ha encontrado que el procegso secretario campleto para
una substancia dada comienza con su difusiém simple hacia afuera de los
capilares peritubulares en direccién al liquido intersticial y posterior-
mente hacia el interior del lfmen del tfibulo, por medio del transporte -
activo. Sin embargo en algunos casos estas substancias pasan por medio de

difusién simple.(25).

Hay substancias que inhiben el transporte activo, como son el 2.4 .
dinitrofenol y la azida de sodio. En el caso del primero, se cree que pro
mueve la transferencia de protones del hidrbgeno a través de la membrana

de la mitocondria, utilizando de este modo la energia del transporte elec

*Colorarte bioldgico a base de yoduro, utilizado para medir -

la excresidn tubular.



trénico, desacoplando asi, la fosforilaciém oxidativa. En presencia de -
este agente puede continuar la respiracibn de los tejidos y afm ser esti-
mulada, pero la fosforilacién acoplada del ADP al ATP no tiene lugar. -

(12,15,19,21).

Por otro lado la azida de sodio, actfia reaccionando con el sistema -
citocromo oxidasa, del cual se obtienen gran parte de los compuestos fos-

forados que proporcionan al organismo gran energia. (1,2,5,24).

El estudio del transporte activo se ha efectuado en diferentes prepa
raciones animales (3,4,13,18), principalmente en ranas, renacuajos y pe—-
ces. Aparentemente, en los peces el mejor modelo es el desarrollado por -

Forster en el lenguado. (4 ).

Estas técnicas se han ido modificando hasta optimizarse, por ejemplo,
se recomienda el uso del rojo de clorofenol, en lugar del rojo fenol, ya
que el primero, tiene la ventaja de que su color permanezca estable en -
lae variaciones de pH y no se modifica el transporte del colorante, sin -
embargo, cuando se usa el rojo fenol, se necesita que el pH del medio sea

de 8 para que se pueda llevar a cabo el transporte.

Asf mismo, se han hecho estudios del transporte de otros colorantes,

como son: el verde de bromofenol, azul de bramofenol, colorantes bésicos



como el rojo neutro, etc. y se ha encontrado que su entrada al lfimen, no
depende de energfa, ni se modifica con la temperatura, por lo tanto no -
puede decirse que sea un mecanismo de transporte activo el que esté invo-

lucrado. (4).

El trangporte del rojo de clorofenol esté bien caracterizado; se sa

be que solo se lleva a cabo cuando hay una buena oxigenaciém de las pre-
pParaciones, indicando que este proceso depende principalmente del metabo
1ismo aerébico. Los efectos inhibitarios de la azida y el cianuro, sugie
ren que en el transporte activo interviene el sistema de la citocromo -
oxidasa. Por filtimo, el efecto del 2.4 dinitrofenocl, evidencia que los -

enlaces de energia de fosfatos estin involucrados.(13).

Otro aspecto interesante en el transporte del rojo de clorofenol, -
es la presencia de potasio y calcio en el medio, ya que el transporte -
activo del colorante ge incrementa al aumentar la cantidad de potasio y

la excresifn del colorante en la orina tubular, reguiere calcio, (26).

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA ¥ 200TECEW
BIBLIOTECA - UNAM



10

HIPOTESIS

En los tfibulos renales de los vertebrados, se produce la absorcitm -
y excresitm de substancias por medio del transporte activo. El rojo de -
clorofenol es una substancia que penetra a los tfibulos por medio de este
proceso. Para demostrar este fenémeno, se utilizan preparaciones de rifio-
nes de carpa, en wn medio salino b&sico y burbujeados con uma mezcla de -

Co, al 5% y 0, al 95X.

OBJETIVOS

1. Demostrar que existe el transporte activo en los tbulos renales
de la carpa (m:-inus carpio), utilizando el rojo clorofenol como indica-

dor de este fenbémeno.

2. Demostrar que hay diferencia en el transporte activo del coloran-
te medida por graduacién empirica en intensidad (-,X,XX,XXX,XXXX), debi—-

das a:

a) Concentraciém del colorante
b) Tiempo de observacitm

c) Eliminacién de sales y adicifn de venenos metabblicos en el medio

3. Establecer la posibilidad de introducir este trabajo como précti-

ca de Fisiologia General.
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MATERIAL Y METQODOS

1. Obtencibn, sacrificio y disecciémn de los especimenes.

En este trabajo, se utilizaron dos lotes de carpas (m:'inus _(_:ﬂ]:.g_)
un lote A de 15 especimenes, en el cual se variaron las concentracicnes -
de rojo de clorofencl y otro lote B de 5 animales, donde fueron elimina.-

das sales y adicionados venenos metabblicos al medio.

Estos peces se adquirieron en el Mercado de "La Merced", de la ciu--
dad de México, con un tamafio promedio de 15 cms., de largo por 5 cms. de -
ancho. Se trasladaron de inmediato al laboratorio de Fisiclogia de la FM-
VZ de la U,N.A.M., en bolsas de polietileno, conteniendo agua debidamente
oxigenada. Posteriormente se procedié al sacrificio por decapitacifn, me-
diante unas tijeras grandes, después se hizo wna incisién longitudinal a
partir de las branquias y hasta el poro urogenital, incidiendo transver--
salmente hasta la columma vertebral, se eviscer$ y con unas pinzas de di-
seccibn fueraon extraidos los rifiones, los cuales estaban adosados a la -
parte dorsal del pez, entre la colwma vertebral y la aorta, siendo de -

un color café-rojizo y de consistencia pulposa. (Fig. #).

2, Preparacifn del tejido y oxigenacifm.

Los rifiones as{ obtenidos, se trasladarom a una caja de Petri, conte

niendo wna solucién salina basica (SSB) (cuadro #1). Con tijeras se corta
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ron en pequefios trozos de 5 mm, los cuales son reducidos aproximadamente
a 1 mm, al hacerlos pasar por una aguja, mediante la presién de wma je--
ringa. Para oxigenar el medio, se us® un dispositivo que consiste en un
frasco con tapén de hule horadado, del cual salen ocho mangueras de hule
con di&metro aproximado de 5 mm, que tienen en su otro extremo agujas -
del nfmero 22. El frasco va conectado a un tanque con oxigeno al 95% y -

bibxido de carbono al 5%, equipado con un manbmetro, con lo que se asegu

ra que haya una buena oxigenacién, camo es posible observarla en la Fig.

#2 (10).

Cuadro 1

Camponentes de la solucibn salina bisica  (SSB)

COMPUESTO g/1
NaCl 5.8
o1 0,19

. 0.22
CaCl,,.2H,0

. o.
MgCl,.6H.0 20
NaHCO,, 1.26

. 0.0
NaHPO,.H, 0 7

Fuente: (10)

3. Optimizacién del tiempo y concentracifm del rojo de clorofenol

En el lote A de 15 peces se determinb la concentracifn ideal y el -
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cajas de Petri para las 20

preparaciones de tfitulos
renales

FIG. 2 Aparato para oxigenacifm.
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tiempo 6ptimo de transporte activo del rojo de clorofenol. Las concentra-
ciones utilizadas fueren: 1, 2.5, 5, 10 y 20 mg/100 ml. Los tiempos utili

zados fueran: 5, 10, 20, 30 y 60 minutos.

4, Efectos sobre el transporte activo causados por la ausencia de -

calcio y potasio.

Después de haber obtenido el tiempo y la concentracibn 6ptimos, se -
prepararon soluciones sin calcio y sin potasio al eliminar el cloruro de
calcio y el fosfato de sodio de la SSB y fueron mezcladas can la concene-
tracitm ideal de rojo de clorofenol y colocados los trocitos de rifiom en
las cajas de Petyi, se sametieron posteriormente a la observacilm micros

copica.

5, Efectos de los venenos metabllicos sobre el transporte activo,

Esta parte del trabajo se realizé junto con el punto anterior, utili
zando el lote B de 5 peces. Aqui se adiciand a la SSB ademis de la concen
tracifm 6ptima de rojo de clorofenol, azida de sodio a una concentracifn
de 18 mg/100 ml en una caja de Petri y 18.4 mg/100 ml de 2-4 dinitrofenol
en otra caja. También se ponen preparaciones de rifién en SSB con rojo de
clorofenol como testigo, as{ camo las preparaciones descritas en el punto
4 ( cada preparacién va en su respectiva caja de Petri ), observando los

tbulos renales al microscopio
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6. Observacibn

A los 5, 10, 20, 30 y 60 minutos, se colocaran trocitos de rifibn de
1 mm., de difmetro, de las distintas cajas, entre un porta y un cubreobje-
tos, siendo llevados a un microscopio de luz simple y utilizando los obje
tivos de 10X y 40X, se localizaran los tfibulos en donde penetrd el colo—
rante, anotandose la acumulacifn en base a.una escala arbitraria, desde -

la minima (X) a la mixima (XXXX), o bien (-) cuando no hubo presencia del

colorante.

La escala tiene la siguiente equivalencias (-) no se efectud el trans
”
porte, (X) intehsidad ligera, (XX) intensidad buena, (XXX) intensidad muy
buena, (XXXX) y sobrecoloracién o saturacién. Posteriormente se utilizé -
la prueba W de Kendall o coeficiente de concordancia, ¢on una poblacifn -
N igual a 25, para determinar el grado de semejanza, siendo estadistica--

mente significativa, siempre y cuando la diferencia sea mayor al 5%.

(17,23 ).
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RESULTADOS

Con base en el método descrito, al ser observados los fragmentos re-
nales, se aprecib a los 5 minutos, la entrada del colorante a los tfibulos
de las preparaciones que contenfan las concentraciones de 2.5 a 20 mg/‘lOO
ml, notdndose una clara diferencia con la concentracifm de 1 mg/100 ml, -
en donde la presencia del rojo de clorofencl no fue tan clara. La colora-

cidén dentro del lfmmen tubular dada por el colorante es rosa.

A los 10 y 20 minutos, la coloracifm se hizo mas evidente, incluyen-
do la concentracifn de 1 mg/100 ml, siendo posible ver el lfmen coloreado
con mayor facilidad, aunque no con la misma intensidad de las otras con--

centraciones.

Observando a los 30 minutos, el nfimero de tfibulos coloreados aumentd
haciéndose mas sencilla la localizacibn de los fragmentos tubulares en -

donde el transporte activo se llevé a cabo.

Las muestras tomadas al transcurrir 60 minutos, mostraron una mayor
cantidad de tfibulos que indicaban la presencia del rojo de clorofenol, -
as! camo um aumento en la intensidad del color. Esto se pudo observar en
las concentracianes de 2.5 a 20 mg, mientras que en la de 1 mg, la res—-
puesta fue similar a la que se observd en las otras concentraciones a -

los 30 minutos. (Cuadro #2),.
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En la observacién de las concentraciomes de 5, 10, y 20 mg/100 ml, -
ﬂ@os fragmentos de tejido no pudieron ser vistos claramente, ya que la
presencia de cristales del colorante, interferfa con la preparacifm. Tam-
bién 1a intensidad del colorante en el medio en el que se encamtraban oxi
genando los tfibulos renales, en las preparaciomes mas altas, dificulté -
la extraccién de los fragmentos, ya que al ser tan concentrada la SOlu--

cifn, no se podfa distinguir tan ficilmente el tejido.

Para obtener el tiempo y la cancentracién bptimos, se utilizé la -
prueba de Kendall, d4ndoles rangos a los resultados representados por mar
cas, as!, la menor cantidad estarid representada por el valor 1 y se incre
mentars hasta la cifra mas alta ( como se observa en el cuadro #3 ), esto
se hizo después de haber obtenido um promedio de los resul tados del lote

A, con 5 cancentraciones distintas y 5 tiempos de observacibn.

La férmula utilizada para esta prueba estadistica es la siguiente:

W= S

1/12 (xz) (N3..N)

Donde:
W Coeficiente de concordancia
S Suma de cuadrados de las desviaciones observadas de la media
X Ntmero de canjuntos de rangos

N Nfmmero de individuos ordenados
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Cuadro 2

Resultado promedio representativo del lote A de 15 peces, donde se varib
la concentracién de rojo de clorofenol (dada en mg/100 ml) y el tiempo -

(dado en minutos).

TIEMPO
5 10 20 30 o
Concentracién
3 > & = XX X
: § 5 & X XX
: x s H XXX XX
: = ¥ x xx plows

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y 200tECKIA
BIBLIOTECA - UNAM



Cuadro 3

Pramedio del lote A de 15 peces, el tiempo est4 dado en minutos y la can-

centracién en mg/100 ml, los nfmeros entre paréntesis, son los rangos --

asignados a cada valor, el Rj es la suma de los rangos.

TIEMPO
5 10 20 30 60
Concentracifn

20 15 (3) 23 (5) 32 (7) 42 (8) 58 (10)

10 15 (3) 23 (5) 32 (7) 42 (8) 58 (10)

5 15 (3) 23 (5) 32 (7) 42 (8) 58 (10)

2.5 15 (3) 23 (5) 32 (7) 42 (8) 58 (10)

1 5 (1) 13 (20) 18 (4) 30 (6) 43 (9)

Rj (13) (22) (32) (38) (49)




Substituyendo los valores obtenidos, tenemos:

Vo 3839,06 = 0.118
2
112 (57) (253 - 25)

El grado de concordancia o semejanza entre los grupos de observacifn

a diferente tiempo, es de 11.8% por lo que es mayor al 5%.

Difieren un 88.2%, debido al tiempo en que fué efectuada la observa-

cibn.

Esto significa que 60 minutos (ya que tiene el Rj mayor, igual a 49)

es el tiempo 6ptimo de observacitn y es estadisticamente significativo.

Despubs se utiliz6 la prueba Xendall, para probar el coeficiente de

concordancia entre las cancentraciones del colorante utilizado, en los di

ferentes grupos. (Cuadro #4).

Cuadro 4

20 10 5 2.5 1 mg/100 ml

Rj 33 33 33 33 22

Rj Suma de rangos
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Substituyendo los valores en la férmula, tenemos:

V= 3132.46 - 0.0965 mayor que 0,05
32448

El grado de concordancia es del 9%. Difieren en un 91% debido a la
concentracibn y esta diferencia es estadisticamente significativa. Esto -
quiere decir que tanto a 20, 10, 5 y 2.5 mg/100 ml, la intensidad de colo
racién que mide el transporte activo, es bptima, pues su Rj fué el mayor,

igual a 32.

Una vez obtenidos la concentracilm y el tiempo &ptimos (2.5 mg y 60
minutos), se form6 el lote B de 5 peces can las mismas caracteristicas de
tamafio, destinando sus rifiones a los siguientes medios: SSB sin potasio,-
SSB sin calcio, 8SS con 18 mg/100 ml de azida de sodio, SSB can 18.4 mg/
100 ml de 2.4 dinitrofenol y SSB camo testigo, todas las solucimmes con -

tenfan ademis rojo de clorofenol a 2.5 mg/100 ml como indicador.

Transcurrido el tiempo fijado de 60 minutos y al ser observadas las
muestras al microscopio, el resultado obtenido en los diferentes medios -

es el que sigue:

Los fragmentos con SSB mis rojo de clorofenocl, mostraron claramente
la presencia del indicador, evaluandose con cuatro marcas. En las otras -
soluciones no se presentd el fenfmeno, aunque en tres de las preparacio--

nes que carecian de calcio, se observb, aunque no claramente, evidencia -

del proceso del transporte activo. (Ouadro #5).



23

Cuadro 5

Resultado promedio representativo del lote B de 5 peces, donde se utiliza
ron distintas soluciones que son: rojo de clorofenol (RCF), sin potasio -~
(s/X), sin calcio (S/Ca), con azida de sodio (c/Az) y con 2-4 dinitrofe--
nol (C/DNP), en distintos tiempos (dado en minutos), la X es la minima de

transporte activo, la XXXX es la méxima y (-) no se realizb el transporte

activo.
TIEMPO
5 10 20 30 €0
Solucitn
RCF X XX X XX XX

§/Ca = - - - x?

C/Az = - = = =
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Se utiliz6é también el coeficiente de concordancia de Xendall, para -
probar el indice de divergencia del acuerdo efectivo mostrado, en los da-
tos de maximo acuerdo posible (perfecto) entre los diferentes tiempos de
observacién, tamando en cuenta el pramedio obtenido del lote B, coan 5 ai
ferentes soluciones y también 5 tiempos de observaciém, como se nuestra

en el cuadro #6.

Utilizando la férmula y substituyendo los diferentes valores, tene.-

mos:

V= 396.02 = 0,012 menor a 0.05
32500

VW igual a 12 expresa el grado de semejanza entre las observacianes,

a los diferentes tiempos; esta semejanza es de 1X y difieren en wm 99%.

El mejor tiempo de observaciém, fué el de 60 minutos, ya que su Rj -
fué de 14, es decir el mayor, ademis de que el tiempo 6ptimo del transpor
te activo del rojo de clorofenol ya se habfa establecido en el lote A, -
Aunque en este caso, la prueba estadistica no es significativa, mediante
la observacifm directa del proceso, se puede establecer, que la diferen--
cia de resultados en los tiempos de observacilm, son variables y verdade

Tos.

También se utiliz6 el coeficiente de concordancia de Kendall entre -

las soluciones en donde se adicionaran venenos metibolicos y se elimina.-

ron sales,



CUADRO 6

Promedio del lote B de 5 peces, el tiempo estd dado en minutos, las solu-
ciones empleadas son: (RCF) rojo de clorofenol, (S/K) sin potasio, (S/Ca)
sin calcio, (C/Az) con azida de sodio y (C/DNP) con 2-4 dinitrofenol, los

nfmeros entre parentesis, san los rangos asignados a cada valor, el Rj es

la suma de los rangos.

TIEMPO
5 10 20 30 60
Solucitm
RCF 5 (4) 7 (5) 10 (6) 15 (7) 20 (8)
s/x 0 (1) o (1) o (1) o (1) o (1)
5/Ca o (1) o (1) 1 (2) 1 (2) 3 (3)
C/Az o (1) o (1) o (1) o (1) o (1)
C/DNP o (1) 0 (1) o (1) o (1) o (1)
Rj (8) (9) (11) (12) (14)




26

Cuadro 7

RFC s/x s/ca C/Az C/DNP

W= 387.96 = 0,025 menor a 0.05
32448

El grado de semejanza entre grupos €s de mn 2.5% y difieren en un -
97.5%, la solucién en donde se llevt el transporte activo a efecto fué en

la testigo, ademis su Rj fué el mayor, igual a 30, (Cuadro #7).

Estadisticamente la diferencia entre grupos no es significativa, pe-
ro la observaciém indica que la eliminacifmn de sales o la adicién de vene

nos metabbdlicos, inhiben el transporte activo.
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DISCUSIQN

Es importante mencicnar cual fué el criterio para determinar que un
tfibulo estaba coloreado por la presencia del rojo de clorofencl en el 1fi
men. En primer lugar, el tono rosa dentro del tfibulo, debe ser el mismo
que tiene la SSB mis el colorante en donde estd sumergido, a pesar de que
al observar la preparacifm en el microscopio, no se alcance a percibir el
color rosa del medio. Este color se observa dentro del tibulo una vez que
ge ha acumulado el colorante suficiente para que se aprecie el tono rosa
dentro del ltmen (aproximadamente 5 minutos después de haberlc sumergido

en la SSB con el colorante).

La entrada del colorante es un proceso dinémico, por lo tanto, cuan-
to mas tiempo ha pasado el fragmento de tejido en el colorante, la inten-~

sidad con que se tifian los tfibulos serd mayor.

Otro aspecto importante, es que al cambiar el objetivo de 10X a 40X,
no se pierde la caloracién en el 1fmen . Tamando en cuenta lo anterior, -
los tGbulos que tenfan las caracteristicas antes mencianadas, se tamaron

como positivos.

Considerando los resultados, se puede decir que la intensidad de tin
cién &ptima se lleva a cabo a los 60 minutos mientras que el transporte -

8ptimo se obtiene con cualquiera de las siguientes concentraciones: 20, -
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10, 5 6 2.5 mg/100 ml, por lo que con finalidades précticas (facilidad -
para extraer los fragmentos renales del medio y la no interferencia de -
cristales en la observaciém) y de ahorro, se debers escoger la solucibm -

de 2.5 mg/100 ml.

En lo que respecta a la parte del trabajo donde son afiadidos venenos
metabblicos y eliminadas sales, el transporte activo solo se llevb a cabo
en el medio compuesto por la SSB y el rojo de clorofenol, mientras que en
las otras preparaciones, la falta de sales de calcio y potasio, hacen que
el fenfmeno no se lleve a efecto. Asi mismo, los medios que contenian la
azida de sodio y el 2-4 dinitrofencl, no presentaron transporte activo, -
ya que dichas substancias interfierem con los procesos energéticos celula

res.

Cuando se hizo la observacifm del tejido que se encontraba en la SSB
gin calcio, al hacer el cambio de objetivo de 10X a 40X, el color del 1G-
men del tfibulo desaparecifa , por lo que no se puede determinar con seguri
dad, si en esa preparaciém se efectub el transporte activo, aunque lo mas
probable es que no se haya llevado a cabo, pues la presencia de calcio -

en el medio es necesaria para la realizaciém de este fenfmeno.

Para que los resultados fueran satisfactorios, el uso de uma concen-

tracién adecuada de oxigeno es importante, ya que anteriormente se utili-
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26 wna bamba de aireacién de las usadas en acuarios, obteniendose resulta
dos negativos, es decir, que el transporte activo no se llevo a efecto, -
puesto que el colorante no penetrd en log tfibulos renales, por lo que se

decidi® realizar la oxigenacibn con un tanque que contenfa una mezcla de

95% de oxigeno y 5% de bibxido de carbano.

Se ha visto que el transporte activo del rojo de clorofenol en los -
ttibulos renales de la carpa, es dependiente del ATP, ya que cuando se po-
ne en el medio un inhibidor de la fosforizacifm, como es el 2-4 dinitrofe
nol, el transporte activo no se lleva a cabo, sin embargo no se pudo de--
terminar si la enzima que interviene en el transporte del rojo de clorofe
nol sea una ATPasa del tipo de la que transporta sodio y potasio, debien-
dose utilizar para su identificacifm wn inhibidor especifico de esta enzi

ma, como es la ouabaina.

Por otro lado, aunque se determin6 el tiempo éptimo del transporte -
activo, no se puede decir como es el resultado cuando se alarga el tiempo
a mas de 60 minutos, que por motivos pricticos, fue el 1fmite en 1o que -

respecta a lapso de observacifm,

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y 700TECHM
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CANCLUSIQNES

Por medio de este trabajo, se pudo demostrar objetivamente el trans-
porte activo, utilizando los tfibulos renales de la carpa (Cyprinus carEio)

y el rojo clorofen@-como indicador.

La presencia de oxigeno en el medio es necesaria, para que el trans-
porte activo se lleve a cabo (ya que este es un proceso aerbébice) y la -
ausencia adecuada de este gas, imposibilita la realizacibn del proceso. -
As{ mismo, la ausencia de sales o la adicién de venenos metabblicos al -
medio salino b4sico, demostraron que pueden afectar el proceso, ya que en
los casos de adicibn de azida de sodio y 2-4 dinitrofenol, actfan inhi---
biendo la sintesis del ATP, por lo que la emergia necesaria para la reali
zacifn del transporte activo, no es suministrada. Cuando en el medio fal-
tan sales de potasio o de calcio, el transporte del colcrante no se efec-
thia, pues son necesarios estos elementos para la penetracibn de la subs--

tancia que va a ser transportada, asi camo para su excresibén.,

Aunque las distintas concentraciones de colorante utilizadas, no mos
traron diferencia en cuanto a efectividad (excepto la menor), por cuestio
nes praicticas se recomienda la concentracibn de 2.5 mg/ﬁoo ml, de igual -
manera se establece que el tiempo ideal de observacién es a los 60 minu--

tos .
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