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RESUMEN

Los metales pesados se consideran serios contaminantes del ecosistema acudtico.
Muchos de estos compuestos no biodegradables son absorbidos y acumulados por los
peces e incorporados a la cadena trofica, causando problemas latentes de salud en los
consumidores finales, como el hombre. La fuente principal del cadmio en el agua son los
efluentes provenientes de fabricas de electrogalvanizados, petroquimicas y de la
lixiviacion de depdsitos mineros. La elevada antropizacion de los ecosistemas acuaticos
induce cambios en su hidrologia natural y niveles de salinidad. Ademas, el cambio
climatico global provoca una disminucién de los niveles hidrolégicos naturales debido al
incremento de las temperaturas y la reduccion de las precipitaciones, lo que aumenta la
concentracion de cadmio. El comportamiento de una animal es un vinculo entre los
procesos fisioldgicos y ecoldgicos y por lo tanto es un indicador ideal para el estudio del
efecto de los contaminantes sobre los organismos vivos. La contaminacion ambiental en
ecosistemas naturales a menudo se produce con concentraciones muy por debajo de la
concentracion letal, pudiendo causar efectos subletales, que no producen la muerte del
organismo pero los inhabilita para funcionar en un contexto ecologico ya que su
comportamiento normal se ve alterado, afectando a su capacidad olfativa, respuesta de
huida, proteccion de la puesta, migracion, busqueda de comida, etc. El objetivo principal
de este trabajo fue determinar la existencia de un patron diario en la toxicidad al cadmio
en el pez cebra, para lo que se investigaron por un lado las diferencias dia-noche en la
respuesta aguda de esta especie a una concentracion letal de cadmio (100 mg/l), y por
otro lado la influencia de una concentracién subletal (40 mg/l) sobre la actividad motora
del pez cebra en mitad del dia o de la noche. Nuestros resultados mostraron que para
una misma concentracion de cloruro de cadmio, tanto el porcentaje de mortalidad como la
respuesta a una concentracion subletal son mayores durante el dia que por la noche,
indicando la existencia de variaciones diarias en la vulnerabilidad del pez cebra a la
exposicion a cadmio.
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1. Introduccion.
1.1 Ritmos bioldgicos.

Los movimientos de rotacion y traslacion que realiza La Tierra dan lugar a que los
organismos que la habitan se encuentren sometidos a cambios ciclicos de los factores
ambientales. Dichos ciclos pueden tener diferente periodicidad: anual (dando lugar a las
estaciones en las regiones templadas), lunar (dando lugar a las mareas) y diaria
(originando la alternancia dia-noche). Todos estos ciclos han actuado sobre los seres
vivos a través de la evolucion y han promovido la aparicién de relojes biolégicos que
pueden ser utilizados para anticiparse a estos cambios, a fin de optimizar su
supervivencia. Por esta razén, la mayoria de los animales poseen un reloj endégeno que
les proporciona informacion temporal permitiéndoles predecir los cambios diarios de luz-
oscuridad, conociendo asi la hora del dia, la fase lunar y la época del afio en la que se
encuentran.

Las variaciones periddicas externas son utilizadas por los animales para ajustar su
reloj interno y sus ritmos biolégicos (Aschoff, 1981) y se denominan sincronizadores
("zeitgebers"). Se pueden clasificar en dos tipos: factores abioticos y bidticos. Entre los
factores abidticos , la luz y los ciclos de temperatura son los principales sincronizadores
del ritmo diario de comportamiento y de expresion de genes reloj (Aschoff, 1981, Carr et
al., 2006; Ziv y Gothilf, 2006). La luz y los ciclos de temperatura tienen también un papel
crucial en los ritmos estacionales, como la reproducciéon en los peces (Bromage et al.,
2001; Anguis y Cafiavate, 2005; Clark et al., 2005). En cuanto a los factores bidticos , se
ha demostrado que la alimentacion puede actuar como un potente sincronizador
(Edmons, 1997; Boulos y Terman, 1980).

Un ritmo biolégico se puede definir como la repeticion de un fenémeno biolégico
en intervalos de tiempo regulares (Aschoff, 1981). Los ritmos biologicos diarios se
encuentran asociados a oscilaciones ambientales con una periodicidad de 24 horas, y se
denominan circadianos cuando persisten bajo condiciones ambientales constantes,
indicando la existencia de control enddgeno, los ritmos circanuales estan asociados con
ciclos ambientales de periodicidad anual y pueden afectar a muchos procesos bioldgicos
estacionales tales como la reproduccion, la migracion, la hibernacién, etc.

Los ritmos diarios han sido profusamente estudiado en los peces durante las
ultimas dos décadas, con especial énfasis en los ritmos de comportamiento (locomotor y
alimentario) o en los ritmos de secrecién de factores neuroendocrinos. En lo que se
refiere a los ritmos de comportamiento, las especies de peces han sido clasificadas
generalmente como diurnas, nocturnas o crepusculares, de acuerdo con la hora del dia
en la que llevan a cabo sus actividades. Esta preferencia para estar activo en
determinadas horas del dia suele ser especifica de la especie y se puede determinar
genéticamente o asociada con las adaptaciones a los habitats (disponibilidad de alimento,
depredacion, etc.) o los requisitos sensoriales (dependencia de la vision para la captura
de alimento). Sin embargo, puede haber cierta plasticidad en los patrones de actividad
(Ali, 1992), como ocurre con los juveniles de bacalao, Gadus morhua, que presentan
actividad nocturna durante el verano y cambia a la diurna en invierno (Clark y Green,
1990). Sin embargo, hay especies que mantienen firmemente su patrén de
comportamiento, como la tenca, que es estrictamente nocturna incluso en fotoperiodos
extremadamente cortos con sélo dos horas de oscuridad por dia (Herrero et al., 2003).

Investigaciones recientes en pez cebra sobre la cronotoxicologia del anestésico
MS-222 han revelado que la DL50 varia en funcion de la hora del dia, encontrando que
una misma concentracion de anestésico (p.e. 200mg/l) puede provocar una mortalidad
del 95% o del 14% si se administra en mitad del dia (ML) o de la noche (MD),
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respectivamente. Al igual que sucede con anestésicos, se desconoce la cronotoxicidad
en peces de metales como el cadmio o el cobre, y sus repercusiones en acuicultura.
Estudios preliminares utilizando Gammarus (anfipodo marino) como biomarcador,
demuestran que los efectos negativos del cadmio (reduccion de la actividad motora)
varian en funcion de la hora del dia, lo cual sugiere la existencia de un ritmo diario de
toxicidad (Morillo-Velarde et al.).

Es definitiva, los peces, al igual que el resto de animales, han desarrollado un
oscilador circadiano y muestran ritmos biologicos diarios. Por ello, un pez ha de ser
considerado como un sistema fisioldgico ritmico, diferente en distintos momentos del dia,
y no deberia sorprendernos que sus respuestas frente a la exposicion de xenobiodticos
sean igualmente ritmicas

1.2. Pez cebra Danio rerio Hamilton-Buchanan, 1822.

El pez cebra ha sido descrito como habitante de aguas estancadas, los bordes de
los arroyos, acequias y algunas veces de los rios y arroyos de colina. Esta especie es
comun en llanuras de inundacion, en lugar de ser una verdadera especie riberefia. Son
mas frecuentes en los estanques poco profundos y de cuerpos permanentes de agua, a
menudo relacionados con el cultivo de arroz. Esta asociacion puede estar relacionada
con el uso de fertilizantes que promueven el crecimiento de zooplancton, un componente
importante de su dieta. Ademas, habitar en los arrozales y aguas poco profundas de
temporada es una forma de evitar los grandes peces depredadores. Cuando el pez cebra
se encuentra en los arroyos y rios, éstos suelen tener un régimen de flujo bajo y se
encuentra mas a menudo en los margenes. Observaciones de comportamiento de su
distribucion vertical indican que ocupan la totalidad de la columna de agua y se
encuentran con la misma frecuencia tanto en aguas abiertas como entre la vegetacion
acudtica (Spence et al., 2008).

El pez cebra es un animal modelo empleado en una gran cantidad y variedad de
investigaciones. En concreto, es una de las especies que se utiliza mas frecuentemente
para en los tests de toxicidad (Grush, 2004; Mikula 2006). Ademas constituye una
herramienta util para establecer las bases moleculares de estudios cronobiolégicos de
relojes circadianos de vertebrados, en los cuales estan siendo muy estudiados los ritmos
de comportamiento y melatonina para caracterizar mutantes (Cahill,2002). Por este
motivo, son varios los articulos que se han publicado sobre los ritmos de locomocién en
el pez cebra, donde bajo condiciones constantes se demuestra que estan regulados por
su reloj circadiano y que en condiciones de LD (luz-oscuridad) la mayoria muestran
ritmos diurnos de actividad locomotora (Hurd et al., LOpez-Olmeda et al.,2006).

Figura 1. pez cebra, Danio rerio
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1.3 Metales pesados: Cadmio

Los metales pesados estan considerados como serios contaminantes del
ecosistema acuatico. Muchos de estos compuestos no biodegradables son absorbidos y
acumulados por los peces e incorporados a la cadena tréfica, causando problemas
latentes de salud en los consumidores finales, como el hombre (Figueroa, 1998). La
fuente principal del cadmio en el agua son los efluentes provenientes de fabricas de
electrogalvanizados, petroquimicas y de la lixiviacion de depdsitos geoldgicos. Este metal
es absorbido dentro del organismo y en el agua puede formar complejos solubles con
sustancias humicas no reduciéndose su toxicidad como ocurre con otros metales. La
incorporacién del cadmio a la cadena alimentaria se hace principalmente a través de la
dispersion en el suelo y aguas hasta las plantas y animales marinos. El ser humano
incorpora al organismo aproximadamente un tercio del cadmio al que esta expuesto con
los alimentos de origen animal que consume y dos tercios de origen vegetal (Anton y
Lizaso, 2001).

Los peces son utilizados cada vez con mayor frecuencia como modelo para
trabajos experimentales, pues su pequefio tamafo y la rapida reproduccion los hacen
particularmente idoneos para las mas variadas pruebas, especialmente en
investigaciones de toxicologia y el monitoreo de la contaminacién del medio acuatico.
Ademas, los costos en términos econdmicos y biolégicos pueden ser reducidos mediante
el uso de pequefios peces de acuario en estudios de toxicidad (Domitrovic, 1997), los
cuales presentan diferentes patrones de acumulacion, dependiendo del metal, de la
concentracion en el medio y del tiempo de exposicion (Eisler et al., 1972).

Los bioensayos han sido el método tradicional para documentar la presencia o
ausencia de efectos aparentes de los contaminantes sobre los sistemas vivos. Las
pruebas letales o de toxicidad aguda (determinacion de la LC50) permiten evaluar los
principales efectos de los contaminantes sobre la estructura de los organismos o de las
poblaciones acuaticas a corto plazo (Calabrese et al., 1977). Los métodos mas utilizados
en estudios de contaminacion son los de caracter fisicoquimico e hidrobiolégico; un
enfoque intermedio lo brindan los bioensayos en laboratorio que establecen un puente
entre esos procesos (Vargas-Boldrini, 1994) y documentan la presencia o ausencia de
efectos aparentes de los contaminantes sobre los sistemas vivos (Davis, 1977).
Wedmeyer y Word (1974) propusieron que el agua destinada a contener peces debe
reunir entre otras caracteristicas valores de cadmio no mayores a 0,003 mg/l. La EPA
(Enviromental Protection Agency) de EEUU establece que el contenido de cadmio en
aguas naturales no debe sobrepasar los 0,01 mg/l. Aun cuando las aguas naturales no
superan las concentraciones empleadas normalmente en los ensayos agudos de
toxicidad, es bien sabido que la bioacumulacion del cadmio en los peces produce
malformacion de la estructura 6sea y desordenes en el sistema nervioso (Roberts, 1989).
Ademas se sabe que a mayor temperatura las tasas de reaccion quimica y bioquimica
aumentan, mientras que el umbral de la respuesta biolégica disminuye (Eisler y Wapner,
1975). Esto significa que los contaminantes en aguas calidas son a menudo mas solubles
y absorbidos con mayor rapidez por plantas y animales para una concentracion dada y
pueden producir disfunciones fisiol6gicas y de comportamiento en concentraciones mas
bajas que en zonas templadas (Escobar, 1978).

La contaminacion ambiental en los ecosistemas naturales a menudo se produce
con concentraciones muy por debajo de la concentracién letal, pudiendo causar efectos
subletales (Cabrera et al., 1998). De esta forma, los test de toxicidad ignoran la llamada
"muerte ecoldgica”, donde aunque el efecto a niveles bajos de exposicion al toxico no son
suficientes para matar el organismo, los inhabilita para funcionar en un contexto ecolégico
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debido a que su comportamiento normal se ve alterado (Scott y Sloman 2003).
Semejante modificacion en el comportamiento puede afectar en la huida del depredador,
la capacidad olfativa, proteccion de la puesta, la migracion, busqueda de comida, el
comportamiento ritmico diurno, entre otros efectos (Little y Finger, 1990; Scott y Sloman,
2003). El comportamiento de un animal es un vinculo entre los procesos fisiologicos y
ecologicos (Gerhardt, 1998), por lo tanto es un indicador ideal para los estudios sobre el
efecto de los contaminantes en el medio ambiente y en la evaluacion de los posibles
efectos adversos sobre la biota.

Identificar y medir los efectos ambientales causados por una sustancia quimica
requiere, en la mayoria de los casos, de esfuerzos multidisciplinarios. De acuerdo con el
enfoque de la triada para el ecosistema de evaluacion de la integridad de un arroyo
(Monda, et al., 1995), los andlisis quimicos deben combinarse con la respuesta biol6gica
(por ejemplo, la estructura y el funcionamiento de la comunidad) y con las evaluaciones
toxicoldgicas.

2. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto fue determinar la existencia de un patrén
diario en la toxicidad al cadmio en el pez cebra, para ello se investigaron:
1) las diferencias dia-noche en la respuesta aguda del pez cebra a una concentracién
letal de cadmio (100 mg/l).
2) la influencia de una concentracion subletal de cadmio (40 mg/l) sobre la actividad
motora del pez cebra en mitad de la fase de luz (ML) y de oscuridad (MD).

3. Material y métodos
3.1. Animales y alojamiento

Los peces cebra machos empleados para este estudio tenian una talla de
31,0+1,7mm y las hembras 38,0+2,0mm. Todos los peces procedian de un suministrador
local (Jumipez S.L, Murcia, Espafia). El experimento se llevé a cabo en el laboratorio de
cronobiologia de la Facultad de Biologia, Universidad de Murcia. Una vez en el
laboratorio, se mantuvieron en dos acuarios de cristal (100cm x 40cm x 30cm) divididos
en 6 compartimentos de aproximadamente 16 cm. de ancho. Los acuarios contenian
agua dulce declorada y filtrada de forma constante por dos filtros biol6gicos de mochila y
se ubicaron en una camara hermética donde la temperatura se mantuvo constante a
28,£0.5° C, durante todo el experimento. El fotoperiodo fue de 12:12h LD (luz :
oscuridad), siendo el encendido de las luces a las 15:00 h y el apagado a las 03:00 h. La
iluminaciébn se suministr6 con tubos fluorescentes (F15W/GRO, Sylvania Gro-Lux,
Germany), alcanzandose una intensidad de aproximadamente 700 lux en la superficie del
agua. Los peces se alimentaron una vez al dia a horas aleatorias con una dieta de marca
comercial (Prodac), enriquecida con vitamina C.

3.2 Toxicidad aguda en ML y MD

Para este experimento se utilizaron 6 réplicas con 8 peces cada una, y los peces
se expusieron a una concentracion de 100mg/l de cloruro de cadmio en ML y MD. Para
ello los peces se introdujeron en botes de cristal, cada uno con una densidad de 8 peces
por 700ml de agua declorada mas Cloruro de Cadmio. A su vez, los botes se colocaron
dentro de un acuario de 60 | que contenia agua a la temperatura constante de 27<C, para
cuyo mantenimiento se empled un calentador. El agua de los botes se mantuvo con
aireacion constante. El periodo de exposicion al cadmio fue de 3 h, de acuerdo con el
protocolo descrito por Hirt y Domitrovic (2002), que mostraron efectos letales del cadmio
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en Cichlasoma dimerus a partir de las 3 h de exposicion. Tras la exposicion, los peces se
trasladaron a otros botes de las mismas caracteristicas que contenian agua limpia, y se
realizé la primera observacion de la tasa de mortalidad (+ 0 h), siendo la segunda 24
horas después de la exposicion al contaminante (+24 h).

Todos los procedimientos descritos se llevaron a cabo utilizando EPIs (Equipamientos de
Proteccion Individual).

3.3 Efecto de concentraciones subletales de cadmio sobre la actividad motora del
pez cebra en ML y MD.

La concentracion de cadmio a la que se expusieron los peces para este
experimento se eligié de acuerdo al estudio realizado por Hirt, L.M. y Domitrovic, H.A.
(2002). Para el estudio de las diferencias dia/noche en el efecto del cadmio sobre la
actividad motora del pez cebra, los animales se expusieron a dicho contaminante en
mitad de la fase de luz (ML) y de oscuridad (MD) y se registré su actividad motora. Para
ello, se equipé un acuario de metacrilato con separadores perforados para permitir la
circulacion del agua y se alojé un pez por compartimento resultante (7 en total). Este
acuario se coloc6 dentro de otro de cristal de 10 L (30cm x 20cm x 18cm), facilitdndose
asi la extraccion inmediata de los peces cebra al contaminante. La actividad motora de
los individuos durante el experimento se grabé con una videocamara con opcién
“Nightshot plus” que permite grabaciones en ausencia de luz visible (SONY, Handycam,
DCR-SR55E), y posteriormente se analizaron los videos resultantes con un programa
informético especialmente disefiado para este fin (Fish Tracker, G. Ros Séanchez,
Universidad de Murcia). Dicho software realiza un seguimiento del desplazamiento de
cada uno de los peces a lo largo del ensayo y genera un archivo que puede ser
exportado a Microsoft Excel para su posterior andlisis. La iluminacion durante ML se
consiguié con un tubo fluorescente (FL15W/GRO, Sylvania Gro-Lux, Germany), mientras
que para la grabacion en condiciones de oscuridad (MD) se emplearon lamparas de
LEDs de infrarrojos (diodos monocolor, mod. L- 53F3BT, 5 mm) de manera que los peces
no percibian ningun tipo de luz pero se posibilitaba el andlisis de imagenes por parte del
Fish Tracker. La filmacion de la actividad se inicid 1h antes de la exposicién al cadmio,
que duré 3 h. Ademas, se realiz6 una grabacion de 3,5 h en ML y MD sin que hubiera
contacto con el toxico y que fue empleada como control del experimento. El agua
utilizada para los ensayos fue declorada previamente y se mantuvo a una temperatura
constante de 28,5 °C. Los peces se mantuvieron en ayuno durante las 24 h previas al
experimento y la entrada al compartimento experimental fue restringida durante el
desarrollo del experimento.

3.4. Analisis de los datos

El analisis de los datos del estudio se realizd con Microsoft Excel y el programa
estadistico SPSS v16.0 (SPSS Inc., USA). En el caso del test de toxicidad aguda, para
determinar la existencia de diferencias significativas en la tasa de mortalidad se llevo a
cabo un analisis de la varianza de dos vias (ANOVA ll), siendo los factores la hora de
observacion (al término de la exposicion o 24 h después) y el momento del dia en que se
llevé a cabo dicha exposicion (ML o MD). Posteriormente, se llevdé a cabo un test de
Tukey, con un umbral estadistico P<0,05.
De cada filmacion realizada para el estudio del efecto subletal del cadmio sobre el patrén
de actividad motora (controles ML y MD; exposicion a Cd en ML y MD) se obtuvo un
archivo de datos generado por el software de seguimiento de peces (Fish Tracker, G. Ros
Sanchez, Universidad de Murcia), que se exporté a Microsoft Office Excel para su
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andlisis. Dicho archivo indica la posicion de cada pez cada segundo de la filmacion. Para
facilitar el andlisis estadistico de la evolucion de la actividad motora de los peces durante
cada ensayo se realizé la media del desplazamiento cada 15 minutos y se llevé a cabo un
andlisis paramétrico de la varianza (ANOVA 1), seguido de un test de Tukey (P<0,05).
Para comparar la media de la actividad motora entre los peces filmados en ML y MD
(tanto en los ensayos control como en las exposiciones) se realizé un test T-Student
(P<0,05).

4. Resultados
4.1 Toxicidad aguda en ML y MD:

Tanto en ML como en MD, la tasa de mortalidad tras 24 horas del fin de la
exposicién a cadmio (100 mg/l) es significativamente superior a la tasa de mortalidad
observada inmediatamente después de la exposicion. Ademas, aunque al fin de la
exposicion no se encontraron diferencias dia-noche en los porcentajes de mortalidad (~3-
5%) si que se hallaron 24 horas después, de manera que cuando la exposicion se habia
realizado en ML la tasa de mortalidad a las 24 h fue significativamente superior (78 + 7,51
%) que cuando se llevé a cabo en MD (35 + 8,33%). (Fig. 2).

100 -
80 -
60 - aB

40 -

20 - bA bA

Tasa de mortalidad (%)

ML MD

Figura 2. Porcentaje de mortalidad en ML y MD al finalizar la exposicion a cadmio (barras azules) y
24 horas después (barras rojas). Las letras minlUsculas sobre las barras indican la existencia de
diferencias significativas entre horas de observacion para un mismo grupo experimental (ML o
MD). Las letras mayulsculas indican diferencias significativas entre diferentes grupos
experimentales para una misma hora de observacion (al finalizar la exposiciébn o 24 horas
después).

4.2 Efecto de concentraciones subletales de cadmio sobre la actividad motora del
pez cebra en ML y MD.

Las filmaciones control mostraron niveles de actividad significativamente mas
elevados en ML (0.55 £ 0.03 cm/s) que en MD (0.20+0.02 cm/s) (t-Student, P<0,05). En
ambos casos la actividad era mayor durante la primera parte del ensayo, pero se
estabilizaba transcurrida 2h en ML y 1h en MD. En el control ML la actividad se mantuvo
durante toda la grabacién entre 0.4 y 0.7 cm/s, siendo significativamente mas elevada
durante las dos primera horas de grabacion (ANOVA I, P<0.05). En el control MD se
observd un descenso significativo de la actividad durante la primera hora del ensayo,
desde 0.55 cm/s (cuando se introdujeron los peces en el acuario) hasta 0.15 cm/s
(ANOVA |, P<0,05). Durante el resto de la grabacion la actividad se mantuvo estable
alrededor de 0.1 cm/s.
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En ML, la posicion de los peces en la columna de agua se mantuvo constante
entre 6-8 cm de profundidad (posicién intermedia) durante toda la grabacion. En MD, los
peces se situaban a una profundidad semejante a la de ML durante la primera hora (6-8
cm), acercandose a la superficie paulatinamente. Durante las siguientes horas, los peces
se situaron muy préximos a la superficie (0-2 cm de profundidad) y permanecieron en
esta posicion durante el resto de la grabacion.

En ML, cuando los peces se expusieron a una concentracion de cadmio de 40
mg/l se produjo un pico de actividad (1,4 cm/s) que era significativamente superior a los
niveles observados durante la hora previa a la exposicion. Posteriormente, durante la
primera hora de exposicion al toxico, la actividad se redujo significativamente hasta
alcanzar valores muy reducidos y estables, en torno a 0,1 cm/s (ANOVA |, P<0.05) (Fig.
3A). En MD, la actividad durante la fase de pre-exposicion se mantuvo en niveles bajos y
estables, entre 0,2 y 0,4 cm/s. Una vez que se afiadio el cadmio al acuario se produjo un
pico significativo de actividad (1.7 cm/s) (ANOVA |, P<0.05) pero durante las horas
siguientes disminuy6 gradualmente y se estabilizé a partir de la segunda hora de
exposicion (~0,8 cm/s) (Fig. 3B), aunque no alcanz6 valores tan bajos como en ML,
siendo la actividad media tras la exposicion a cadmio en MD (0,93+0,01 cm/s)
significativamente superior a la registrada en ML (0,39+0.01 cm/s) (t-Student, P<0,05).

ML

Cd

Desplazamiento (cm)

Tiempo (min)

Desplazamiento (cm)
SN
Il

N N S &
SR I

Tiempo (min)
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Figura 3. Media de la actividad motora de peces cebra 1 h previa y 3 h después de la exposicion a
una concentracién de 40 mg/l de cadmio en el agua del acuario, en ML (A) y MD (B) (n=7). Los
datos representados con barras azules indican el desplazamiento (en cm) por segundo de
filmacion, a lo largo de 4 h. La linea de color rosa representa la media mdvil de los datos
originales. La flecha en la parte superior de ambas gréaficas indica el momento de inicio de la
exposicién al cadmio.

En cuanto al efecto sobre la posicion en la columna de agua, se observo que en
ML, antes de la exposicion, los peces nadaban cambiando su posicion constantemente
(entre 8-14 cm de profundidad), pero una vez que se afadio el cloruro de cadmio se
redujo dicha oscilacion y tras 1 h de exposicidn los peces presentan una actividad
natatoria muy reducida y proxima al fondo del acuario. (Fig. 4A). En MD, durante la hora
previa a la exposicion, la posicion de los peces era entre los 8 y 10 cm de profundidad
pero tras la administracién del toxico se produjeron unas fuertes oscilaciones a lo largo de
toda la columna de agua. Trascurrida aproximadamente una hora y media de la
exposicion, los peces se situaron mas proximos a la superficie del agua, variando su
posicion entre los 2 'y 8 cm de profundidad. (Fig.4B)
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Figura.4. Media de la posicién en la columna de agua 1 h previa y 3 h después de la exposicién a
una concentracién de 40 mg/l de cadmio en el agua del acuario, en ML (A) y MD (B) (n=7). Los
datos representados con barras azules indican el desplazamiento (en cm) por segundo de
filmacion, a lo largo de 4 h. La linea de color rosa representa la media movil de los datos
originales. La flecha en la parte superior de ambas gréaficas indica el momento de inicio de la
exposicion al cadmio.

5. Discusion

La piel del pez es una envoltura del cuerpo que le brinda proteccion,
constituyendo la primera barrera defensiva del organismo contra enfermedades y
situaciones ambientales adversas, cumpliendo también funciones respiratorias,
excretoras y osmoreguladoras (Voto, 2002). En este estudio, los resultados mostraron la
existencia de cambios fisioldgicos y patoldgicos en los peces cebra asociados a la
presencia de cloruro de cadmio en el agua. Los peces tienen un necesario e intimo
contacto con el agua, haciéndolos vulnerables a cualquier sustancia disuelta en ella, por
lo que las alteraciones de su fisiologia y comportamiento pueden ser considerados como
indicadores de contaminacion.

En el test de toxicidad aguda, se expuso a los ejemplares de Danio rerio a una
concentracion de 100 mg/l durante 3 horas. Esta concentracion es superior a la LC50
hallada en otro estudio tras una exposicion a cadmio durante 8 horas (48,93 mg/l) (U.S.
Environmental Protection Agency, Continent Ecology Division). En nuestro caso el tiempo
de exposicion fue menor pero el objetivo del experimento no era hallar el porcentaje de
mortalidad en si mismo sino observar posibles diferencias dia/noche en dicha tasa y en
ciertos biomarcadores tisulares. Inmediatamente después de la exposicidbn observamos
que la mortalidad no presentaba diferencias significativas entre ambos grupos, sin
embargo, 24 horas después la tasa de mortalidad fue mayor en ML (78 £ 7,51 %) que en
MD (35 * 8,33%). Este resultado indica que aunque la tasa de mortalidad una vez
concluida la exposicién no diferia entre ML y MD los peces presentaban mayores dafos
en ML, por lo que un dia después del ensayo la mortalidad en este grupo fue
significativamente mayor que en los peces que habian sido expuestos a cadmio en MD.
Por lo tanto, nuestros datos sugieren la existencia de una mayor tolerancia al cadmio
durante la noche. Estudios similares llevados a cabo acerca de ritmos de toxicidad de
anestésicos (MS222) han demostrado que en dorada (Sparus aurata) también hay
variaciones dia-noche en la toxicidad de los anestésicos, siendo mayor la mortalidad
durante el dia (para una concentracion dada) (Vera, L.M. et al.). Todos estos resultados
son novedosos en especies de teledsteos pero en mamiferos como el hombre, se han
descrito con anterioridad numerosos ritmos diarios de toxicidad para diversos farmacos
(Reinberg y Ashkenazi, 2008).

Los individuos de Danio rerio empleados en este estudio toleraron la
concentracion de 40 mg/l de CdCl,, para una exposicion de 3 h indicando que esta
concentracion es subletal para el pez cebra. Esta resistencia al cadmio observada en
nuestro experimento podria ser conferida por la metalotioneina (MT), que es una proteina
que posee la capacidad para unir metales pesados (de origen fisioldgico o xenobioticos) a
los grupos tiol de sus residuos de cisteina. Asi, De la Torre et al. (2000) argumentaron
que la persistencia del cadmio en el epitelio de las branquias se podria deber a una
induccidn intracelular de la metalotioneina, controlando la cinética de la bioacumulacion y
la manifestacidon del efecto toxico a través de una reduccion de la disponibilidad al metal
de los sitios funcionales de ligamento.

El comportamiento de un animal es un vinculo entre los procesos fisioldgicos y
ecologicos (Gerhardt, 1998). En nuestro estudio, aunque una concentracion de 40 mg/|
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no produjo mortalidad en los peces si que tuvo un efecto sobre sus patrones de actividad.
De esta manera, se comprobd la correlacion directa entre el momento de administrar el
cadmio y un pico en la actividad de los peces, tanto en ML como en MD. Este aumento
de la actividad pudo ser debido a la irritacion del tegumento al entrar en contacto con el
toxico, especialmente las branquias. Esto se corresponde con una respuesta tipica de
fuga, donde el organismo trata de evitar el area impactada por la sustancia quimica
(Smith y Bailey 1988). Sin embargo, la actividad motora en ML durante las horas
siguientes de exposicion al cadmio mostré una reduccion progresiva, siendo en la ultima
hora muy reducida (0,1 cm/s). Esta disminucién en la actividad natatoria puede reflejar la
existencia de una conducta de evitacién, a través de la cual el organismo vivo trataria de
disminuir la probabilidad de muerte o de los costes metabdlicos invertidos en mantener la
homeostasis fisioldgica (Olla et al., 1980; Schreck et al., 1997). A partir de los 90 minutos
de exposicién, la natacién era letargica y los peces mostraban pérdida de equilibrio. Este
comportamiento ya se observé con anterioridad en ejemplares de pez cebra cuando se
expusieron a cloruro de cadmio en ensayos agudos y subagudos (Karlsson-Norrgren et
al., 1985). En los individuos de nuestro estudio expuestos a cadmio en MD, se produjo
también una disminucién de la actividad pero no tan acusada como en el grupo expuesto
en ML. En MD, los peces mantuvieron una actividad similar a la observada en la
respuesta tipica de fuga (Smith y Bailey 1988), manteniéndose a una profundidad media
en la columna de agua durante los 75 minutos tras la incorporacion del toxico al acuario,
trascurridos los cuales se produjo una pequefia disminucion de la actividad. Ademas, los
peces se desplazaron a la superficie del agua, probablemente debido a que el cadmio
produce sofocamiento ya que los precipitados o coaguladores de mucoproteinas
producidos como defensa se depositan sobre el epitelio branquial, produciendo un
bloqueo del intercambio de gases, de la excrecion de productos de desecho y de la
osmoregulacién (Tafanelli y Summerfelt, 1975).

Muchos estudios han demostrado que las respuestas conductuales no estan
necesariamente correlacionadas a la concentracion toxica, i.e.: concentraciones inferiores
pueden inducir un aumento de la actividad natatoria, mientras que concentraciones mas
altas pueden producir una disminucidn en la actividad (Little et al., 1989). A partir de
nuestros resultados se observo que si se compara el comportamiento de los peces en ML
y en MD, para una misma concentracion de cloruro de cadmio, la respuesta en ML se
asemeja a la que corresponderia a exposiciones con concentraciones mayores del
contaminante, indicando que el pez cebra podria ser mas vulnerable a la exposicién al
cadmio en ML que en MD, corroborando los resultados de mortalidad obtenidos con dosis
letales. Resultados similares se obtuvieron en dorada (Vera et al.,, 2009) donde se
observaron claras diferencias dia/noche en el tiempo de induccién a la anestesia, siendo
éste mayor en MD. En el caso del cadmio seria interesante también investigar la
existencia de ritmos diarios de eliminacién de este téxico por parte de los peces, de
manera que las diferencias dia/noche observadas en su respuesta fisioldgica y de
comportamiento podrian reflejar tanto diferencias diarias en la susceptibilidad como en
los mecanismos detoxificantes. En este sentido, Airaksinen et al., (2003) mostraron que
en higado y branquias de pez cebra, la exposicién durante 4 h a 5,6 mg/l de cadmio
inducia la expresion de genes para MT. En estudios futuros se podria tratar de dilucidar la
existencia de ritmos diarios de expresion de estos genes, lo que podria dar nueva luz a la
interpretacion de nuestros resultados.

www.conamalO.es | 12



10
1 O CONGRESO NACIONAL

DEL MEDIO AMBIENTE

6. Conclusion
Las principales conclusion derivadas de este proyecto son:

La existencia de diferencias dia/noche en los dafios causados a Danio rerio ante
la exposicion a cloruro de cadmio en concertaciones letales y subletales. Estas
diferencias se reflejaron en una mayor tasa de mortalidad para una concentracion de 100
mg/l en ML asi como una mayor reduccion de la actividad motora para una concentracion
de 40 mgl/l. Estos resultados indican que el pez cebra es mas vulnerable al cadmio en ML
que en MD.

Ademas, este proyecto pone de manifiesto la importancia del estudio del ritmo de
actividad de las especies a la hora de analizar los efectos de los contaminantes sobre su
respuesta fisiologica y de comportamiento. Asimismo, la utilizacion de la
biomonitorizacion del comportamiento mediante el analisis de imagenes ha resultado una
herramienta muy util para el estudio de las diferencias conductuales con concentraciones
subletales.
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