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. Qué es la electrofisiologia?

La electrofisiologia es un conjunto de técnicas que
permiten cuantificar la actividad bioldgica total de
proteinas situadas en las membranas celulares y/o
en los espacios entre ellas, en forma de pardmetros
eléctricos obtenidos en tejidos/epitelios analizados ez
vivo: epitelio opercular, intestino anterior, intestino
posterior, etc.

Para estos andlisis ex vivo, los tejidos se montan
en camaras de Ussing, se airean bilateralmente con
oxigeno (99,5 %) y se mantienen a una temperatura
constante de 18.5 °C. El potencial transepitelial (Vt,
en mV) se referencia al lado de serosal (sangre) res-
pecto al lumen intestinal, haciéndolo 0. La corriente
de cortocircuito (Isc, en pA/cm?) se monitorizada
expresando: i) absorcién de aniones/ secrecién de
cationes como valores negativos (de lumen a serosa);
y ii) secrecién de aniones/absorcién de cationes como
valores positivos (de serosa a lumen; Figura 1).
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Figura 1. Camara de Ussing (izq.) y representacion esque-

mética de esta (dcha.).

La resistencia epitelial (Rt, en Qcm?) se calcula
de acuerdo con:

Ley de Ohm%R:‘If

usando las interferencias de corriente inducidas
por pulsos de 2 mV de 3 segundos por minuto.
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La corriente de cortocircuito y las interferencias
se registran por medio de un amplificador epitelial
DVC1000 (World Precision Instruments, Sarasota,
USA) y se almacenan en un PC usando un sistema
de adquisicién de datos (LabTrax, World Precision
Instruments, Sarasota, USA). Los pardmetros bioeléc-
tricos para cada tejido se registran después de lograr
la estabilidad de cada uno, lo que sucedia transcu-
rridos 30 o 40 minutos después del montaje de las
biopsias en las camaras.

Los valores de estos pardmetros son el resultado
de la integracién de los movimientos en diferentes
sentidos de aniones y cationes a través del tejido o
membrana en cuestiéon. Estos movimientos dependen
de proteinas especificas, denominadas transportado-
res i6nicos, que pueden clasificarse en dos grandes
grupos: i) transportadores activos, los cuales requie-
ren de una fuente de energia (como el ATP) para el
movimiento de cargas contra gradiente, generando
asi gradientes electrogénicos favorables para el orga-
nismo (p. ej. bombas ATPasas); y ii) transportadores
pasivos, que al contrario que los anteriores funcionan
en un rango de gradientes preestablecidos por las
ATPasas. Dentro de este segundo grupo encontramos
a) cotransportadores i6nicos, los cuales mueven los
iones en una misma direccién (p. €j. nkcc y/o nce); b)
canales i6nicos, que son proteinas especializadas en
el movimiento de un determinado tipo de ion (p. €j.
cftr y/o ENaC); y ¢) intercambiadores i6nicos que
mueven un ion en cada direccién siendo la estequio-
metria del intercambio dependiente de la proteina e
ion en cuestion (p. €j. intercambiador C1~/HCO3 ).

A nivel del intestino, este movimiento de iones
entre ambos lados del epitelio intestinal también in-
volucra procesos como la absorcién de determinados
nutrientes como la glucosal'l, aminoécidos especifi-
cos?l y algunas vitaminas y minerales!?). Estos movi-
mientos estan ligados principalmente al movimiento
del cation sodio hacia la sangre. De este modo, se
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aprovechan los gradientes i6nicos para introducir es-
tas sustancias dentro de los enterocitos o facilitar una
absorcién paracelular de agua y/o péptidos de mayor
peso molecular. La absorcién de agua estd ligada a
la absorcién del anién cloro, aunque atn no esta cla-
ramente establecido la via que usan mayormente las
moléculas de agua para entrar a las células y al tejido,
pudiendo ser vias paracelulares y/o transcelulares
mediadas por acuaporinas!”.

Esta técnica permite por tanto cuantificar y carac-
terizar el estado bioeléctrico de un tejido en forma de
corrientes iénicas absortivas (-) o secretoras (+), y a
su vez la resistencia eléctrica puede considerarse refle-
jo de la apertura de la via paracelular regulada entre
otras por proteinas como las ocludinas y claudinas (61,
De esta manera se puede cuantificar las condiciones
biolégicas del tejido, asi como detectar posibles dis-
rupciones provocadas por agentes externos como la
presencia de factores antinutricionales en la dieta,
téxicos o cambios en parametros fisico-quimicos del
agua.

. Qué son las aflatoxinas?

Las aflotoxinas son micotoxinas, metabolitos se-
cundarios producidos por los hongos, concretamente
por hongos del género Aspergillus y de dos especies
A. flavus y A. parasiticus. Estos hongos estdn muy
presentes desde climas tropicales a templados si las
condiciones de almacenamiento de pienso no son bue-
nas y hay presencia de humedad. Existen de un total
de 13 tipos de aflatoxinas, y las mas conocidas son
la B y la G. Los efectos biolégicos producidos como
respuesta al consumo de aflatoxinas dependen de la
especie, la edad, el sexo, el estado nutricional, los
componentes de los alimentos en los que estén pre-
sentes y las interacciones con sustancias quimicas.
Adicionalmente, la dosis y el periodo de exposicién
del organismo a la toxina también son muy importan-
tes. Su peligrosidad estd determinada bésicamente
por su toxicidad crénical.

Efectos negativos de las micotoxinas en la
practica acuicola: un ejemplo practico

Nuestro grupo de investigaciéon realizdé una ex-
periencia para probar el efecto de la aflatoxina B1
(AFBI1, SIGMA, A6636) sobre el crecimiento y me-
tabolismo de ejemplares de dorada (Sparus aurata
L.).

Para ello se prepararon tres piensos: i) pienso
control sin aflatoxina (CT); y ii) pienso conteniendo
1 mg AFB1/Kg de pienso AFB1 (D1); y iii) pienso
conteniendo 2 mg AFB1/Kg de pienso AFB1 (D2).

De este modo, se establecieron 3 grupos experimenta-
les por triplicado. Se emplearon juveniles de dorada
que fueron aclimatados en 9 tanques de 500 L de
capacidad, a una densidad de 4 £+ 0,4 g/L, con agua
de mar (AM, 38 %o salinidad) en circuito abierto,
con una temperatura constante (18-19 °C) y un fo-
toperiodo natural. La alimentacién de los peces se
realiz6 diariamente con comederos automaticos y se
establecieron 3 tomas (10:00 h, 16:00 h y 21:00 h),
ayunando el domingo. Se suministré una dosis del 2%
diario de la biomasa total de cada tanque. El experi-
mento dur6 un total de 85 dias: desde el 24/04/2017
al 17/07/2017.

En el peso se aprecié una relaciéon lineal inversa
entre crecimiento y dosis de aflatoxina, reduciéndose
la tasa de crecimiento en biomasa (peso) a la mitad
para el grupo de mayor concentracion AFB1 respecto
al grupo CT (Figura 2).
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Figura 2. Evolucion del peso corporal de doradas ali-
mentadas con diferentes dietas experimentales (CT, D1
and D2) durante 85 dias. Los datos son presentados como
media + E.S.M. (n = 90). Diferentes letras indicas dife-
rencias significativas entre grupos para el mismo tiempo
dado (ANOVA 2 Factores, P <0.05, completado con un
test de Tukey).

En cuanto a los parametros bioeléctricos anali-
zados sOlo se tomaron para grupos CT y D2, apre-
ciandose que la resistencia eléctrica (R) aumenta
significativamente para el caso del grupo D2 en el
intestino anterior. También se aprecia como en el
grupo CT no existen diferencias significativas entre
intestino anterior y posterior en funcién de la resisti-
vidad eléctrica, pero ésta si aparece para el grupo D2
(Figura 3A). En relacion a los valores de corriente
eléctrica (Isc) se observa que el grupo CT muestra
diferencias significativas entre intestino anterior y
posterior, siendo los tejidos preferentemente absorti-
vos. Para el grupo D2 estas diferencias desaparecen y
se reducen los valores negativos, indicando mayores
procesos de secreciéon o bien menos absortividad del
tejido (Figura 3B).
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Nuestros resultados indican que la Aflatoxina Bl
afecta negativamente al crecimiento de los peces, re-
duciendo el mismo. Ademds, esta sustancia repercute
directamente en la fisiologia intestinal caracterizada
a través de las propiedades bioeléctricas del tejido
de dos maneras: i) aumenta significativamente la re-
sistividad eléctrica (Rt) en intestino anterior, lo que
puede inducir una mayor oclusién de los espacios
paracelulares, minimizando asi el transporte de iones,
agua y/o péptidos; y ii) reduce significativamente las
corrientes de absorcién idénicas en intestino posterior,
lo que podria afectar negativamente a la absorcion
de aminodacidos, glucosa libre y otros nutrientes esen-
ciales por parte de los transportadores dependientes
del sodio.
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Figura 3. Resistencia del tejido (Rt, 2.cm?) (A) y corrien-
te de cortocircuito (Isc, pA/cm?) (B) en intestino anterior
y posterior de doradas alimentadas durante 85 dias con
CT y AFB1 (D2). Cada columna se representa media +
E.S.M. (n=13-14). Para mismas regiones intestinales dife-
rentes letras indican diferencias significativas entre grupos
experimentales (maytsculas: intestino anterior, mintscu-
las: intestino posterior), asteriscos (*) indican diferencias
significativas entre regiones intestinales para el mismo
tratamiento (ANOVA 2 Factores, P <0.05, completado

con un test de Bonferroni).

En resumen, la electrofisiologia es una herramien-
ta con potencial de aplicacién en la productividad
acuicola y con resultados a tiempo real pudiendo
integrar parametros bioeléctricos y biométricos para
cuantificar el estado de los epitelios, efecto de pien-
sos con formulacién especifica y en perspectiva para
obtener una mayor garantia sobre el estado intestinal
de la especie cultivada.
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