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Evaluacion de cuatro anestésicos en peces cebo de agua dulce
(Cheirodon interruptus) (Ostariophysi: Characidae)

Evaluation of four anaesthetics in freshwater baitfish (Cheirodon interruptus)
(Ostariophysi: Characidae)

Natalia Urzua Pizarro'#, Miguel Mancini?, Maria Jimena Messina?, Carlos
Errecalde?, Victor Salinas?, Carlos Liiders®, Guillermo Prieto?

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta del eugenol, propofol, isofluorano
y lidocaina sobre variables fisiologicas y anestesiologicas de Cheirodon interruptus, el
pez cebo de mayor utilizacion en Argentina. Se conformaron seis grupos: eugenol 25 mg/1,
eugenol 50 mg/l, lidocaina 300 mg/l, isofluorano 0.2 mg/1, isofluorano 0.4 mg/1 y propofol
5 mg/l. Los ensayos se realizaron con agua a temperatura de 18.0342.1 °C, pH 6.87+0.18,
oxigeno disuelto 6.73+0.05 mg 1" y conductividad 3.74+0.04 uS cm. El peso (1.6+0.4 g) y
longitud total (5.1+0.4 cm) inicial fueron estadisticamente similares entre grupos. Los
resultados indican que eugenol e isofluorano se ajustan a los requerimientos que debe
reunir un buen anestésico para uso en peces. Para propofol y lidocaina se considera
necesario revisar la dosificacion para adecuar su uso en C. interruptus debido al elevado
tiempo de recuperacion. Los peces tratados con isoflurano (0.4 mg/1) y propofol tuvieron
una disminucion significativa (p<0.001 y p<0.05, respectivamente) entre la frecuencia
respiratoria basal y durante la anestesia. Ninguno de los fArmacos utilizados provocd
muertes de peces.
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The aim of this study was to evaluate the response of eugenol, propofol, isoflurane
and lidocaine on physiological and anaesthesiologic variables of Cheirodon interruptus,
the most widely used baitfish in Argentina. Six groups were formed: 25 mg/1 eugenol,
50 mg/1 eugenol, 300 mg/1 lidocaine, 0.2 mg/l isoflurane, 0.4 mg/1 isoflurane, and 5 mg/1
propofol. The tests are carried out with water at a temperature of 18.03+2.1 °C, pH
6.87+0.18, dissolved oxygen 6.73+0.05 mg 1! and conductivity 3.74+0.04 uS cmr. The
initial weight (1.6+0.4 g) and total length (5.1+£0.4 cm) were statistically similar between
groups. The results indicate that eugenol and isoflurane meet the requirements that a
good anaesthetic for use in fish should meet. For propofol and lidocaine, it is considered
necessary to review the dosage to adapt its use in C. interruptus due to the long recovery
time. The fish treated with isoflurane (0.4 mg/l) and propofol had a significant decrease
(p<0.001 and p<0.05, respectively) between baseline respiratory rate and during anesthesia.

None of the drugs used caused fish deaths.
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INTRODUCCION

El uso de anestésicos en la acuicultura
es esencial para facilitar el manejo de los
peces y reducir los factores que generan
estrés, el cual afecta potencialmente la su-
pervivencia, el crecimiento y la reproduccion
(de Souza et al.,2012; Romaneli et al., 2018).
Estos farmacos se utilizan en practicas de
investigacion, actividades productivas, trans-
porte, analisis patoldgico, vacunacion, mane-
jo reproductivo y eutanasia, entre otros usos
(Ross y Ross, 2008; Noga, 2010; de Souza et
al., 2012; Uehara et al., 2018).

Los anestésicos en acuicultura se ad-
ministran generalmente por bafios de inmer-
sion y en menor medida, por via inyectable
en peces de alto valor comercial. Dentro de
los mas utilizados se encuentran el aceite de
clavo (eugenol), etomidato, quinaldine y
tricaina (MS-222) (Coyle et al., 2004; Ross
y Ross, 2008; Neiffer y Stamper, 2009;
Priborsky y Velisek, 2018). MS-222 es el uni-
co aprobado por la Food and Drug Administ-
ration (FDA) para uso en peces destinados a
consumo humano en Estados Unidos (FDA,

2006; Priborsky y Velisek, 2018), mientras que
propofol, lidocaina e isofluorano, entre otros,
han sido tinicamente evaluados en forma ex-
perimental en varias especies.

Las caracteristicas ideales de los agen-
tes anestésicos se basan en que la droga debe
ser de facil administracion, lograr una induc-
cion rapida, preferiblemente en menos de tres
minutos y sin que produzca efectos adversos
en los peces (Roubach y Gomes, 2001; Ross
y Ross, 2008). Ademas, debe poder mante-
nerse a los animales en el estado de sedacion
elegido, proporcionando una inmovilizacion
adecuada y una analgesia eficaz. Asimismo,
la recuperacion debe ser rapida y completa
en un tiempo inferior a 10 minutos, sin signos
de ataxia prolongada u otras caracteristicas
indeseables (Coyle et al., 2004; Priborsky y
Velisek, 2018).

La mojarra Cheirodon interruptus se
incluye en la familia Characidae. Es una es-
pecie de pequefio tamafio que no supera los
6 cm y que presenta una amplia distribucion
en ambientes lénticos y l6ticos de Argentina,
Uruguay y Brasil, y ha sido introducida en
Chile (Malabarba, 2003; Teixeira de Mello et
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al.,2014). En Argentina, debido a su marca-
da demanda como pez cebo para la intensa
actividad de pesca deportiva de pejerrey
Odontesthes bonariensis, se ha incremen-
tado su captura en numerosos ecosistemas
pampeanos (Mancini y Grosman, 2008). Esto
conlleva una gran explotacion de poblacio-
nes silvestres y el transporte de peces a lar-
gas distancias, lo cual ha motivado en los ul-
timos afios la realizacion de experiencias de
cultivo. Cheirodon interruptus es una es-
pecie tolerante a la manipulacion y de rapida
adaptacion y su produccion bajo condiciones
de cultivo disminuye la presion de extraccion
de las poblaciones y evita alterar los ambien-
tes naturales; ademas, esta mojarra es senci-
lla de mantener en acuarios, lo cual posibilita
su utilizacion para bioensayos (Ferriz et al.,
2011; Teixeira de Mello et al., 2014; Prieto et
al.,2017; Garcia, 2018).

Los estudios sobre uso de anestésicos
en C. interruptus son casi nulos. Se dispone
de algunos antecedentes en la familia
Characidae con aceite de clavo (eugenol) y
propofol, los cuales han demostrado ser efi-
caces y seguros para determinadas especies
(Silva et al., 2009; Ostrensky et al., 2016;
Fernandes et al., 2017; Uehara et al., 2018;
Oliveira et al., 2019). Por su parte, isoflurano
y lidocaina no presentan estudios previos que
verifiquen su eficacia anestésica en caracidos.
Ante esto, el objetivo del presente estudio fue
evaluar cuatro anestésicos (eugenol,
lidocaina, isoflurano y propofol), como alter-
nativa para facilitar el manejo de C.
interruptus, determinando la eficacia
anestésica y la seguridad de los farmacos.

MATERIALES Y METODOS

Peces

Se utilizaron 78 ejemplares adultos de
C. interruptus de ambos sexos. Los peces
fueron alojados para su aclimatacion en el
Laboratorio de Farmacologia de la Universi-
dad Nacional de Rio Cuarto, Argentina, en
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dos peceras de vidrio de 80 L cada una, pro-
vistas de equipos de filtrado y con aireacion
permanente. Todos los peces fueron someti-
dos a un ayuno de 24 horas previo a las ex-
periencias.

Para la medicion de las caracteristicas
del agua se utilizaron equipos multipa-
ramétricos digitales (pHmetro - conductimétro
Milwaukee MI 806 y oximetro Hanna HI
98103). Los valores de temperatura, pH, oxi-
geno disuelto y conductividad del agua fue-
ron 18.03 +2.1 °C, 6.87+0.18, 6.73 £0.05 mg
L'y 3.74 +4 uS cm. Agua con estas carac-
teristicas se utilizo, ademas, para la prepara-
cion del anestésico y para evaluar las res-
puestas fisioldgicas de los peces.

Agentes Anestésicos

Los agentes anestésicos utilizados en los
bafios de inmersion fueron eugenol (Lab.
Dickinson, Argentina), propofol (Lab. Abbott,
Argentina), isofluorano (Lab. Richmond, Ar-
gentina) y lidocaina clorhidrato (Denver
Farma, Argentina). Las dosis empleadas se
presentan en el Cuadro 1.

- Propofol e isofluorano se adicionaron di-
rectamente en el agua, agitando para fa-
vorecer la dispersion de ambos.

- Lidocaina: Se agreg? al agua bicarbonato
de sodio (1 g/1) en forma previa para me-
jorar la calidad de la anestesia (Ross y
Ross, 2008; Ackerman et al., 2005).

Cuadro 1. Dosis anestésica de los farmacos
empleados en el estudio

Grupo Féarmaco Dosis
E50 (control)  Eugenol 50 mg/1
E25 Eugenol 25 mg/l
LI300 Lidocaina 300 mg/1
1S0.2 Isoflurano 0.2 mg/l
1S0.4 Isoflurano 0.4 mg/l
P5 Propofol 5 mg/l
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- Eugenol: Este farmaco posee escasa
solubilidad en agua, por lo que fue disuelto
previamente en etanol en una relacion de
1:9 (eugenol:etanol). Se establecidé una
dosis de 50 mg/l como control para los
estudios estadisticos, al ser la dosis reco-
mendada para la familia Characidae
(Oliveiraet al., 2019).

Disefio Experimental

Los peces fueron asignados al azar a
seis grupos experimentales (13 por grupo).
La evaluacion del efecto anestésico se reali-
76 de manera individual para facilitar la ob-
servacion de las diferentes fases de la anes-
tesia. El tiempo fue medido mediante un cro-
németro de precision. Los peces luego de la
recuperacion permanecieron en observacion
durante 72 horas.

Las evaluaciones se hicieron en conte-
nedores de 10 L de capacidad. Los peces
fueron colocados, previo al ingreso al conte-
nedor con el anestésico, en un recipiente con
agua libre de farmaco para evaluar su con-
ducta natatoria y registrar la frecuencia res-
piratoria basal (FR basal). Luego se les in-
trodujo en el contenedor evaluandose los tiem-
pos en alcanzar las distintas etapas propues-
tas por Coyle et al. (2004) y Treves-Brown
(2000) (ver Cuadro 2). Se considero el tiem-
po en alcanzar las siguientes fases: 1) Del
ingreso hasta presentar una disminucion leve
de sus movimientos corporales y la pérdida
parcial del equilibrio; IT) adopcion de una po-

sicion lateral en el fondo de contenedor con
reaccion a estimulos y III) el pez permanece
en el fondo del contenedor, sin movimientos
y sin reaccion a estimulos tactiles.

Se determino la frecuencia respiratoria
en anestesia (FR) luego de alcanzada la fase
MI. Luego, los peces fueron retirados del con-
tenedor para registrar su peso (balanza digital
con precision de 0.1 g) y longitud total
(ictiometro graduado en mm). Luego se tras-
ladaron al contenedor con agua sin farmaco,
donde se determind el tiempo de recupera-
cion (los peces recuperan la posicion vertical
y la natacién normal).

Analisis Estadistico

En los analisis estadisticos se utilizo el
programa Prisma GraphPad 8.0 (Software
GraphPad). Segun lo expuesto por Martins
et al. (2018), inicialmente se determino si los
datos siguieron una distribucion Gaussiana,
tantos los datos biométricos (peso y longitud)
y fisiologicos (frecuencia respiratoria basal y
en anestesia) como los tiempos de las fases
de anestesia y de recuperacion. Para la nor-
malidad se us6 la prueba de normalidad
D’ Agostino-Pearson y posteriormente se
aplicaron pruebas paramétricas o no
paramétricas, segun correspondan.

Se utilizo el andlisis de varianza (p<<0.05)
de una via, seguida por la prueba de Dunnett’s
para la multiple comparacion con el grupo
control (E50) con los datos obtenidos de los

Cuadro 2. Fases de la anestesia (Traves-Brown, 2000; Coley et al., 2004)

Estadio Condicion

Comportamiento/Respuesta

I Sedacion

11 Anestesia
I Anestesia quirtrgica
v Muerte

Reducido movimiento y respiracion. Pérdida del
equilibrio Parcial

Pérdida del equilibrio lateral. Reactivo a estimulo tactil
Pérdida total de equilibrio. No reactivo al estimulo tactil

Respiracion y parada de los latidos del corazon.
Sobredosis - muerte eventual
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Figura 1. Peso (A) y longitud total (B) de los ejemplares de C. interruptus sometidos a bafios
anestésicos de Eugenol 50 mg/1 (E50), eugenol 25 mg/1 (E25), lidocaina 300 mg/1 (L1300),
isofluorano 0.2 mg/1 (IS0.2), isofluorano 0.4 mg/1 (IS0.4) y propofol 5 mg/I (P5). Cada
punto representa un animal (n=13). Sin diferencias significativas (p>0.05)

tratamientos anestésicos, excepto para la fre-
cuencia respiratoria basal y con anestesia en
el mismo tratamiento, para evaluar la accion
del anestésico sobre la respiracion. Se utilizo
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
(p>0.05), seguida de la prueba de Dunn de
comparaciones multiples para comparar el
efecto de los protocolos de anestesia. Todos
los datos en los graficos se presentan como
promedio (x SD).

RESULTADOS

Todos los peces expuestos a los
anestésicos lograron una anestesia quirargi-
ca (Fase III) y no se registraron muertes du-
rante las experiencias o hasta las 72 horas de
la anestesia. Tampoco se observaron conduc-
tas anormales durante la induccion o recupe-
racion, a excepcion del grupo con lidocaina,
donde se observo excitacion con comporta-
miento erratico, caracterizado por natacion
acelerada en forma circular, antes de alcan-
zar la fase II.

No hubo diferencia significativa en los
datos biométricos de los peces al inicio del
estudio (Figura 1), siendo el peso promedio
de 1.6+£0.4 g y la longitud total de 5.1+0.4
cm. Las fases anestésicas (I, I y III) y de
recuperacion se observan en la Figura 2. La
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frecuencia respiratoria basal y en anestesia
se presenta en la Figura 3.

En Fase I (Figura 2C), se observa
que E50, IS0.2 (p<0.05) y P5 (p<0.001) de-
mandan mayor tiempo para producir la seda-
cion de los peces, mientras que en el caso de
1S0.4 (p<0.001), el tiempo es significa-
tivamente menor. No hubo diferencias signi-
ficativas en E25 y LI300. En Fase II (Fig.
2D), los tiempos de los tratamientos E25, IS02
y P5 fueron significativamente mayores en
comparacion con los animales del grupo con-
trol p<0.001), con excepcion de 1S0.4 (p<0.05)
que registra una disminucion significativa en
el tiempo de anestesia. En Fase III (Figura
2E), todos los peces alcanzaron la anestesia
quirtrgica independientemente del anestési-
co y la dosis. Los tiempos de E25, 1S0.2,
LI300 y P5 (p<0.001) fueron significati-
vamente mayores, mientras que 1S.04
(p<0.05) mantuvo la tendencia a una respues-
ta a menor tiempo de lograr el plano anesté-
sico. La recuperacion (Fig. 2F) tomd mas
tiempo en los peces expuestos a P5 (p<0.001),
seguido a la distancia por L1300, ISO.2 ¢
ISO.4 (p<0.05).

La frecuencia respiratoria basal no pre-
sento diferencias entre grupos (Figura 3); sin
embargo, la frecuencia respiratoria durante
la anestesia se vio afectada en los peces de
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Frecuencia respiratoria (FR) de C. interruptus como respuesta a diferentes anestésicos
o dosis. (B) basal y (*) en anestesia. Eugenol 50 mg/l (E50), eugenol 25 mg/1 (E25),
lidocaina 300 mg/1 (LI300), isofluorano 0.2 mg/1 (IS0.2), isofluorano 0.4 mg/1 (IS0.4) y
propofol 5 mg/1 (P5). Cada punto representa un animal (n=13). Los datos se expresan
como promedio en comparacion al grupo ES0. * (p<0.05); ** (p<0.001)
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los grupos 1S0.4 (p<<0.001) y P5 (p<0.05), dis-
minuyendo significativamente en relacion con
la basal.

DiscusioN

Los tiempos de repuesta a los anes-
tésicos en Fases I y II fueron similares a los
expuestos en Oligosarcus argenteus y
Astyanax altiparanae (Silva et al., 2009;
Uehara et al., 2018), pero en C. interruptus
se reporta una disminucion del tiempo para
lograr la Fase IIl y la recuperacion, que pue-
de deberse a la propia tasa metabolica de la
especie, la temperatura del agua y el tamafio
de los peces, factores que generan variabili-
dad a la respuesta al anestésico (Coyle et
al., 2004; Noga, 2010). Por otro lado,
Hyphessobrycon spy Hemigrammus sp, con
la misma dosis de eugenol (50 mg/1) registran
un tiempo de induccion de la anestesia (Fase
IIT) més corto de 13 s, pero mayor tiempo de
recuperacion al de C. interruptus de 6 min.
Estas diferencias, si bien son peces de la mis-
ma familia, las diferencias pueden explicarse
en funcion que son criados en distintas con-
diciones ambientales (Fernandes et al., 2017).

Los peces expuestos a eugenol (E25)
con relacion al grupo control (E50) registran
aumentos significativos (p<0.001) en los tiem-
pos de Fase Il y III de anestesia, similar a lo
expuesto por Oligosarcus argenteus
(Uehara et al., 2018), lo cual es consistente
con el mayor tiempo que se necesita en al-
canzar la anestesia a menor dosis del farma-
co (Silva et al., 2009). Por otro lado, en
Hyphessobrycon sp y Hemigrammus sp,
peces que pertenecen a la misma familia de
C. interruptus, se determino la dosis letal de
200 mg/1, mientras que dosis tolerables fue-
ron de 100 mg/1 (Fernandes et al., 2017).

Los animales del grupo L1300 no mos-
traron diferencias significativas con el grupo
control con relacion a los tiempos de las fa-
ses [ y II, mientras que en la fase III regis-
traron un aumento significativo (p<0.001), con
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un tiempo similar al reportado en el pez ce-
bra (Danio rerio) conigual dosis (Collymore
et al., 2014). La recuperacion de C.
interruptus expuesta a L1300 fue <6 min,
tiempo mayor a los otros anestésicos en es-
tudio, excepto de P50. Sin embargo, es cono-
cido que existe un margen de seguridad ra-
zonable entre las dosis anestésicas y letales
de lidocaina (Noga, 2010).

Los peces expuestos a isoflurano pre-
sentaron mayor variabilidad interindividual en
comparacion al grupo control, pero no registrar
on signos de excitacion como fue reportado
en D. renio (Collymore et al., 2014). Los
peces expuestos a una concentracion de 0.2
mg/1 (IS0.2) tuvieron un aumento significati-
vo (p<0.05) en los tiempos de las fases Il y
III, mientras que los peces expuestos a una
concentracion de isoflurano de 0.4 mg/l
(IS0.4) registraron una disminucion significa-
tiva en todas las fases de la anestesia
(p<0.001) en comparacion a los animales E50.
Sin embargo, no hubo diferencia significativa
con el tiempo de recuperacion, el cual fue
similar al descrito para D. rerio (Collymore
etal., 2014).

Propofol (P5) muestra un aumento sig-
nificativo (p<0.001) en los tiempos de anes-
tesia y recuperacion en comparacion al gru-
po control, asi como una mayor variabilidad
interindividual. Los tiempos registrados fue-
ron similares a los reportados para D. rerio a
la misma dosis (Valentim et al., 2016). Por
otro lado, se determiné una disminucion cer-
ca al 32% de la frecuencia respiratoria
(p<0.05) en los peces expuestos al propofol,
similar a lo descrito en otras especies de pe-
ces (Peyghan et al., 2008; Gomuka et al.,
2015).

Todos los peces llegaron a una aneste-
sia quirurgica (Fase III) con los farmacos
evaluados, independiente de la dosis. Los que
registraron una anestesia quirirgica en me-
nos de 3 min fueron los de los grupos E50,
LI300 y IS0.4, mientras que todos se recupe-
ran en menos de 6 min, a excepcion del gru-



N. Urzaa et al.

po P5 que registré un tiempo de recupera- 3.
cion cercano a los 15 min. Esto revela que la
utilizacion de propofol a una dosis de 5 mg/1

no representa un buen anestésico para C.
interruptus, por su tardia recuperacion, se- 4.
gun los parametros expuestos como ideales

para un farmaco sedante (Coyle et a/ 2004;
Priborsky y Velisek 2018).

CONCLUSIONES 5.

e  Eugenol e isoflurano pueden considerar-
se aptos para la utilizacion en C.
interruptus al ajustarse a los requeri-
mientos ideales para anestésicos en pe-
ces

e La excitacion inicial provocada por
lidocaina, descartando la influencia de
factores externos, podria atribuirse a una
dosis insuficiente que indujo lenta la anes- 6.
tesia, resultados que sugieren reevaluar
la dosificacion.

e Ladosis de porpofol requiere de nuevos
estudios, dado el extenso tiempo de re-
cuperacioén y su interferencia en la fre-
cuencia respiratoria bajo anestesia,

e No se registraron muertes hasta las 72 7.
horas pos-aplicacion de los farmacos uti-
lizados.
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