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RESUMEN

Se describe un dispositivo que permite evaluar simultdneamente varios parametros conductuales de
peces en cautiverio. Se informan los resultados preliminares alcanzados al exponer juveniles (3-4 g)
de la carpa com(n (Cyprinus carpio) a dos soluciones subletales de de Cd** (0.3 y 0.5 mg/L), determi-
nandose los cambios en su actividad natatoria (expresada cuantitativamente mediante un Indice de
actividad relativa, I,) y en sus preferencias altitudinal y lateral en los acuarios. La actividad natatoria
total se redujo significativamente a la concentracion mas elevada del metal, retornando a los niveles
basales registrados en el periodo Control luego de transferir los peces a medio sin el metal. La prefe-
rencia altitudinal, resulté modificada, encontrandose que los peces expuestos al metal se hallaban la
mayor cantidad de tiempo en la capa superior de los acuarios. En cuanto a la preferencia lateral el
resultado mas importante fue la evidencia de que los mismos peces evitaban la seccién correspon-
diente al sitio de goteo de la solucion de Cadmio, sin hallarse un patron particular de distribucion en
el resto de las secciones de los acuarios. Los cambios en la actividad natatoria total y en la preferencia
altitudinal de los peces fueron reversibles; en cambio, la alteracion en la preferencia lateral no se
modifico luego del reemplazo de las soluciones de Cd por medios limpios.

Palabras clave: biomarcadores conductuales, comportamiento, actividad natatoria, Cyprinus carpio,
Cadmio subletal.

INTRODUCCION

El cadmio (Cd) es un metal pesado que ha adquirido una gran importancia toxicologica y
ecotoxicologica (WHO, 1992). Ello esta asociado al hecho de que la actividad antrépica lo
remueve de sus depositos naturales insolubles distribuyéndolo en los diferentes compartimentos
ambientales -aire, tierra, agua- siendo el tltimo, el sitio mas importante del depdsito final de sus
diferentes formas solubles (Nriagu y Pacyna, 1988). Esta dindmica ambiental del metal conlleva
la exposicion cronica de los organismos, con consecuencias tanto a escala individual como po-
blacional, como consecuencia de los procesos de bioacumulacion. Por ello los impactos son
variados, desde los que ocurren a nivel suborganismico hasta aquellos que se pueden manifestar
como alteraciones en el ecosistema (Wright y Welbourn, 1994).

Toxicologia del Cadmio

Se conoce que el Cd es un elemento toxico, cancerigeno, que en muy bajas cantidades afecta
mecanismos y funciones fundamentales de diferentes especies, incluidos los humanos, siendo
los 6rganos blanco mas importantes el higado y el rifdn. A nivel celular la base de su accion
toxica radica en su interaccion con fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina; otro aspecto de su
toxicidad esta vinculado a su interaccion con los grupos -SH de macromoléculas y la generacion
de radicales libres.

Biomarcadores
Los biomarcadores constituyen una herramienta de evaluacion de efecto toxico muy util en
los estudios de evaluacion de riesgo toxicoldgico y ecotoxicoldgico. El término biomarcador se
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refiere a cambios fisiologicos, bioquimicos, histologicos y comportamentales, entre otros, que
se pueden detectar como consecuencia del contacto con los xenobidticos, desde el nivel de orga-
nizacién molecular y celular en adelante (Boudou y Ribeyre, 1997). Se reconocen tres principa-
les tipos de biomarcadores: de exposicion, de efecto y de susceptibilidad (Lagadic y col., 1997,
Porta, 1996).

Los esfuerzos de los cientificos se han orientado recientemente en direccion de la identifica-
cion de biomarcadores especificos y tempranos de exposicion a contaminantes, siendo de parti-
cular y creciente interés lo referente a los marcadores de impactos sobre el comportamiento
(Cohn y MacPhail, 1996). Las alteraciones conductuales, aunque sean restringidas al nivel de los
individuos, también pueden tener consecuencias sobre otros niveles de mayor complejidad.

El comportamiento es una de las mas importantes propiedades de la vida animal y juega un
rol critico en las adaptaciones biologicas; es el puente entre los aspectos moleculares y fisioldgi-
cos de la Biologia y la Ecologia y el nexo entre los organismos y el medio, entre el sistema
nervioso y el ecosistema. Cabe sefialar que muchas respuestas conductuales se manifiestan inme-
diatamente después de la exposicion al contaminante, por lo que pueden considerarse como
biomarcadores precoces de exposicion.

Biomarcadores en especies acudticas

Los peces en particular responden a los factores de estrés ambiental por medio de una varie-
dad de mecanismos compensatorios (Wendelaar Bonga, 1997; van der Oost ef al., 2003). Nume-
rosos autores han estudiado diferentes aspectos de la actividad natatoria de los peces. En nuestro
medio caben mencionar los trabajos recientes de Trenti y col. (1999) y de Gomez y Ferriz (2002)
quienes se ocuparon de la capacidad de natacion de especies pampasicas, evaluandola en térmi-
nos de su velocidad. Otros autores han informado acerca de los efectos de los xenobioticos sobre
dicha actividad (Cohn y MacPhail, 1996; Doving, 1991; Giattina y Garton, 1983). La perfor-
mance natatoria de los peces es una actividad de los individuos que ha sido utilizada como
indicador de estrés subletal asociado a la exposicion a sustancias quimicas toxicas (Beitinger y
McCauley, 1990; Little y Finger, 1990).

Ademas, en estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio se observé una altera-
cion en el comportamiento alimentario de Cyprinus carpio Linné, 1878, expuestos a cadmio. El
mismo se manifestd con una reduccion en la ingesta y en la produccion de heces (Muscatello et
al., 2000).

La hipotesis basica de este trabajo es que los peces sometidos al estrés ambiental por expo-
sicion al Cd ven afectada su actividad natatoria. En relacion con esta hipoétesis, el objetivo de
este estudio preliminar fue describir un método original que permite estudiar la actividad natato-
ria de los peces en cautiverio. Se analizaron los cambios producidos por el Cd sobre la actividad
total de los animales, registrando simultaneamente otros aspectos tales como su preferencia late-
ral y altitudinal en los acuarios. Ademas, se explord la posibilidad de respuestas dependientes de
la concentracion del metal asi como la reversibilidad de las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Organismo prueba
Los peces utilizados fueron juveniles de C. carpio de 3.0 - 4.0 g de peso, obtenidos de un
criadero privado de La Plata, sin exposicion previa a contaminantes.

Diserio Experimental

Se utilizé un conjunto de 4 peceras en las que se acondicionaron los animales. El dispositivo
se baso en el de Shirer et al (1968). El exterior de los acuarios tenia fijados sensores infrarrojos,
que emiten sefiales que permiten el registro de la ubicacion espacial del pez mediante coordena-
das. Las mismas fueron registradas con una frecuencia de una por segundo, en una computadora
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dotada de un sistema de adquisicion de datos y recolectada en un software desarrollado especial-
mente. EnlaFigura 1 se presenta el esquema del dispositivo utilizado. Los datos fueron almace-
nados en una base para su posterior analisis.
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Figura 1. Esquema del dispositivo utilizado en los experimentos de este trabajo. Las flechas indican la direc-
cion de los flujos de soluciones; A corresponde a la franja superficial y D a la mas profunda; 1 es la seccion
en la que gotea las soluciones y 10 es la mds alejada del sitio de goteo.

Periodos experimentales
a) Aclimatacion

Se colocd un pez en cada pecera, conteniendo agua potable (AP), con aireacion y flujo (10
ml/min) continuos durante un periodo de 7 dias; el flujo fue regulado mediante una bomba peris-
taltica multicanal (Cole Palmer 7553-85). Durante este periodo los peces fueron alimentados
diariamente ad libitum con alimento para peces (proteina cruda: 30%; lipidos: 4%; fibras: 5%;
humedad: 10%, cenizas: 12%), el fotoperiodo se fijo en 12D:12N y la temperatura en 22 + 1 °C.
Estas condiciones se mantuvieron en los periodos experimentales subsiguientes.

b ) Control
Los animales permanecieron en AP.

¢) Exposiciéon
El AP fue reemplazado por una solucion de C1,Cd en AP (AP + Cd). Las concentraciones
efectivas de Cd** utilizadas fueron de 0.3 y 0.5 mg/L.

d) Recuperacion

En esta etapa se reemplazaron las soluciones de Cd por AP.

Se efectuaron 6 ensayos, con 3 animales para cada concentracién de Cd. Todos los periodos
tuvieron una duracion de 4 dias. Durante su transcurso se ofrecio a los animales diariamente una
cantidad de alimento equivalente al 2 % del peso corporal. Las peceras estuvieron aireadas en
forma continua y los medios se renovaron cada 24 hs. mediante el mismo sistema de flow-through
indicado en (a). En todos los casos se hicieron muestreos focales de 4 hs. continuas por dia (10
am a 2 pm); en ellos se registro la actividad natatoria, la preferencia altitudinal y la lateral.
Diariamente se tomaron muestras de las soluciones para la medicion de parametros fisicoquimi-
cos.
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Meétodos analiticos

Los parametros determinados fueron: oxigeno disuelto (OD), dureza, pH, temperatura y
concentracion de Cd. En este ultimo caso las muestras se acidificaron con NO,H al 60% hasta
pH <2y fueron conservadas refrigeradas hasta su medicion.

El OD se determind mediante un kit comercial (Merck 111107) basado en la técnica de
Winkler, la dureza total con el kit Merck 108039 y el pH en un equipo Orion modelo 701 A. La
concentracion de Cd*" se determino en un espectrofotometro de absorcion atémica IL Modelo
457, a 228,8 nm con llama aire-acetileno.

Parametros comportamentales evaluados

La actividad total de cada pez se evalud a partir de las sefiales obtenidas en las 4 horas
diarias registradas. La misma se expres6 como Indice de Actividad Relativa (1):

promedio de los movimientos totales del periodo experimental

movimientos totales del dia i
donde i = dia de experimentacion.

La preferencia altitudinal se evalu6 determinando el porcentaje de las veces que el animal
se encontrd en cada uno de los 4 sectores horizontales de las peceras, de 4 cm de espesor (A, B,
Cy D, desde la superficie al fondo, respectivamente).

Para determinar la preferencia lateral se dividio el acuario en 10 franjas o secciones vertica-
les, de 4 cm (de 1 al 10) cada una. La evaluacion de este parametro se efectud calculando el
porcentaje de veces que el pez fue detectado en cada una de esas secciones. El goteo de las
soluciones (agua potable o agua potable con Cd) ocurrio a la altura de la seccion 1.

Meétodos estadisticos
La comparacion de los resultados entre pares de grupos experimentales se realizé mediante
el analisis de varianza (ANOVA) de una via (Zar, 1999).

RESULTADOS

Parametros fisicoquimicos

E1 OD oscil6 entre 6.7 - 8.6 mg/L, la dureza entre 0.75 y 0.85 mM CaCO, y el pH entre 8.4
— 8.8; la temperatura se mantuvo constante en 22 + 1 °C. Las concentraciones de Cadmio (en mg/
L) en los periodos Control y Recuperacion fueron de <0.05, y en el de Exposicion fue de 0.30-
0.35 y de 0.45-0.50 respectivamente.

Indice de actividad relativa (1 )

La actividad natatoria de los animales presentd una gran variabilidad cuantitativa interindi-
vidual. Por ello, para poder comparar perfiles de actividad de los diferentes individuos, disefia-
mos el Indice de Actividad Relativa que permite estandarizar los resultados sin condicionarlos a
esa variabilidad.

El Indice se modifico de manera diferencial segiin la concentracion del metal (Figura 2). Los
peces expuestos a 0.3 mg/L Cd*" no manifestaron cambios en la actividad total en ninguno de los
tres periodos (Control vs. Exposicion, p = 0.94; Control vs Recuperacion, p = 0.74).

La exposicion de las carpas en solucion de 0.5 mg/L Cd*", en cambio, modifico significati-
vamente dicho /ndice en la direccion de una importante reduccion de su actividad total (Control
vs. Exposicion, p < 0.001); el cambio registrado fue reversible (Control vs Recuperacion, p =
0.34; Exposicion vs. Recuperacion, p < 0.002 ).
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Preferencia altitudinal.

En este caso, la tendencia durante el periodo de Exposicion al toxico en ambas concentra-
ciones demostro, estadisticamente, una preferencia de los peces por la capa superficial de la
pecera (A). Su comportamiento en la fase Control fue irregular; durante la Recuperacion los
animales modificaron el patron precedente asemejandose al del Control. En la Figura 3 se ilustra
el caso de los peces expuestos a 0.5 mg/L Cd*".

Preferencia lateral

Durante el periodo de exposicion los peces evitaron el sitio de goteo de la solucion toxica
(Figura 1, seccion 1). Al comparar los valores correspondientes a los extremos de las peceras se
observa que esos animales permanecieron la mayor parte del tiempo en el extremo opuesto al
sitio de goteo (en la seccidon 10), siendo la diferencia detectada altamente significativa. Por el
contrario, el comportamiento de los peces en la etapas de Control fue comparable en ambos
sitios; durante la Recuperacion las carpas prefirieron permanecer en el sitio 10 (Figura 4).

B Control [OJExposicion g Recuperacion

Frecuencia Media

25

Posicion lateral

Figura 4. Preferencia lateral de juveniles de Cyprinus carpio (n = 3) mantenidos sucesivamente durante 4
dias en AP (Control), en soluciones de 0.5 mg/L Cd’* (Exposicion) y luego de ser transferidos a AP (Recupera-
cion). . El punto 1 indica el sitio de goteo de las soluciones. Datos como medias + ESM.
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DISCUSION

Se presentan los resultados experimentales obtenidos en un dispositivo que permite analizar
simultaneamente diferentes aspectos del comportamiento natatorio de formas juveniles de la
carpa comun (Cyprinus carpio), mediante una técnica original no invasiva; el disefio utilizado
presenta, ademas, la ventaja de llevarse a cabo exponiendo a un mismo individuo a diferentes
condiciones ambientales siendo, de esa manera, cada uno control de si mismo.

Segtin su duracion, la actividad natatoria de los peces se clasifica en tres categorias: explo-
siva (< 20 seg), prolongada (entre 20 segy 200 min) y sostenida (> 200 min) (Beamish, 1978);
los resultados presentados en este trabajo se refieren a la segunda de dichas categorias.

Se conoce que la bioacumulacion del Cd en solucion puede ser influida por diversos factores
ambientales como la temperatura y el perfil fisicoquimico del medio; ambos determinan la espe-
ciacion del metal y de alli su biodisponibilidad y toxicidad (USEPA, 2001). A los efectos de
descartar el efecto de variables como las mencionadas que pudieran afectar la performance na-
tatoria de los peces, se utilizaron ejemplares de tamafio uniforme y se procurd mantener las
condiciones del entorno fisicoquimico controladas dentro de limites estrechos; por la misma
razon, el flujo de los diferentes medios experimentales también fue constante a lo largo de los
experimentos.

Confirmando observaciones de otros autores (Kolok, 1999) hemos hallado, a pesar de que
las variables mas importantes estaban controladas, que la actividad natatoria mostr6é importantes
variaciones interindividuales, atentando contra la posibilidad de analizar estadisticamente los
resultados de grupos de peces sometidos a las mismas condiciones. Esta circunstancia pudo ser
obviada mediante el Indice de Actividad Relativa.

Se demostro que la exposicion prolongada a dos concentraciones subletales de Cd provocod
alteraciones disimiles en la actividad natatoria total (Figura 2), la que se aprecio significativa-
mente reducida cuando la concentracion fue mayor a 0.3 mg/L; cabe sefialar que en este caso el
cambio detectado en la actividad de las carpas fue reversible.

También se observaron cambios en la preferencia altitudinal de los animales (Figura 3): en
el periodo Control los peces permanecieron mayormente en la superficie y el fondo del acuario.
En el periodo de Exposicion se manifestod una neta preferencia por permanecer en el sector mas
superficial del mismo. Posteriormente, en el periodo Recuperacion, el patron de distribucion
altitudinal también mostro ser reversible, adoptando uno similar al Control.

En lo referente a la preferencia lateral (Figura 4) lo mas destacado fue que los animales
evitaron la franja de la pecera en la cual se producia el goteo de la solucion de Cd. Llamativa-
mente, este comportamiento no fue reversible, acentuandose notablemente en el periodo de Re-
cuperacion.

Se concluy6 que el Cadmio es un estresante ambiental que tiene impactos adversos en la
actividad natatoria de C. carpio, los que resultan concentracion-dependientes; dos de los tres
parametros modificados por el metal fueron reversibles.

Estos resultados podrian interpretarse como consecuencia de eventos asociados a una mayor
demanda de O2 por deterioro en los mecanismos de captacion del mismo (Espina y col., 2000).
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